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Minaccia Globale
Emergenza e diffusione delle antibiotico 
resistenze resta un problema globale di 
salute pubblica, che riflette la 
straordinaria capacità adattativa dei 
batteri.
I farmaci utilizzabili hanno solo una 
“verginità” limitata prima che emerga lo 
spettro di resistenza.



Cellula Batterica- Genoma

Il genoma batterico è costituito da due componenti:

1. Cromosoma (geni essenziali)
2. Elementi extracromosomici “mobili” (MGEs): non 

essenziali, responsabili del trasferimento genetico 
orizzontale o verticale
- Plasmidi
- Elementi trasponibili
- Sequenze di inserzione
- Elementi invertibili



Plasmidi

• Elementi genetici extracromosomiali
• Plasmidi possono essere trasmessi in 

linea verticale (Cellula madre-Cellula figlia) 
o in linea orizzontale tra cellule diverse

• Replica autonoma
• DNA bicatenario circolare
• PM da 1 x106 a 1 x108

• Due tipi principali : Coniugativi e 
metabolici



Principali funzioni dei plasmidi di 
interesse clinico

• Resistenza antibiotici : Plasmidi R
• Degradazione enzimatica: (e.g. penicillina)

• Modificazioni enzimatiche: (e.g. cloramfenicolo)

• Alterata permeabilità: (e.g. tetracicline)

• Alterazione del Target: (e.g. streptomicine)

• Via metabolica alternativa: (e.g.sulfamidici)



Trasposoni

• Segmenti di DNA mobili in grado di traslocare 
dal cromosoma al plasmide batterico

• Corredati di elementi genici di trasferimento
• Possono alterare l’organizzazione dei geni
• Capacità di inserire un segmento di DNA uguale 

a se stesso in altro sito
• Duplicazione del Tn associata alla trasposizione
• I siti di inserimento dei Tn non sono casuali
• L’estremità di ogni Tn presenta sequenze IS
• I Tn trasportano geni accessori



Trasposoni

• In genere veicolano geni che codificano 
per:

1. Antibiotico resistenza
2. Insensibilità ai metalli pesanti

3. Produzione di endotossine



Resistenze meccanismi
Batteri sono in grado di usare vie alternative per 

eludere l’azione degli antibiotici:

1. Modifica del target batterico 
2. Produzione da parte del batterio di enzimi 

inattivanti l'antibiotico 

3. Ridotta permeabilità all'antibiotico
4. Efflusso attivo che induce l'uscita 

dell'antibiotico stesso dalla cellula grazie ad 
un sistema di pompe attive 



Resistenze meccanismi

• Resistenza Intrinseca : mancanza del 
target  per il farmaco…………..

• Resistenza acquisita: dovuta a mutazioni 
in housekeeping genes o per acquisizione 
di frammenti di DNA estraneo contenenti 
specifici geni di resistenza.

• I geni coinvolti sono centinaia (Gram + e 
Gram -)



Microbiologia



Micro

• La circolazione delle resistenze crea, in 
ambito ospedaliero, la necessità di 
controllo delle infezioni

• Si utilizzano metodi automatici di 
valutazione dell’espressione fenotipica 

• Ottimi sistemi per situazioni standard
• Complessa interpretazione nei casi di più

meccanismi coinvolti o in urgenza





• Analisi diagnostica molecolare
– PFGE: analisi del cromosoma batterico
– Southern Blot: cromosoma batterico con ibridazione
– Analisi plasmidica: frammenti di restrizione
– PCR:

• Nested PCR: maggiore sensibilità
• PCR Reverse dot blot -lineararray
• PCR multiplex :disegno dei primer secondo database
• AP-PCR: arbitrary primed PCR con random primer
• AFLP: amplified fragment length polymorphism – endonucleasi 

e PCR
• Real time PCR – Multiplex real time PCR
• VNTR: variabile number tandem repeats – repPCR

– Muliplex PCR - MicroArray



• Sequenziamento genomico (Sanger)
• SLST: Single-locus sequence typing – analisi 

SNP in regioni geniche polimorfiche
• MLST: Multilocus enzyme electrophoresis –

sequenze più grandi- identificazioni di regioni di 
ipervirulenza tra ceppi

• NGS: Next-generation sequencing
– Massivo
– Parallelo

• Spettrometria di massa
• dHPLC



RT-PCR

• Kit Commerciali
– MRSA
– VanR
– ESBL
– CRE

• Metodi homemade
– Sequenze su GenBank 

database
– Molto flessibile
– Da standardizzare



RT-PCR

• PCR rileva solo sequenze già
caratterizzate

• Può essere vanificata da varianti alleliche 
o siti polimorfici

• Preferibile approccio in multiplex PCR
• Progettazione e target in relazione alla 

prevalenza e epidemiologia molecolare 
per la zona di applicazione.



Antibiotico Resistenze - Omiche

• MRSA
• VAN-R

� β-lattamasi – ESBL
• Carbapenemasi
• MDR



Vancomicina resistenza



MRSA
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SCCmecA

Classe Struttura SCCmec Specie

A mecI-mecRI-mecA-IS431 II,III S. aureus

B IS1272-∆mecRI-mecA-IS431 I,IV S.aureus

C IS431-DmecRI-mecA-IS431 V S.aureus

D ∆mecRI-mecA-IS431 S.caprae

E ∆mecRI-mecA-IS431 con 
delezione di 976pb rispetto a 
D mec

S.aureus
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Geni resistenza codificanti β-
lattamasi carbapenemasi

• Geni plasmidici blaTEM1-161 : ampicillina, 
penicilline, cefalosporine. Le varianti del gene bla sono la 
conseguenza di mutazioni puntiformi a livello nucleotidico che causano la 

sostituzione di singoli aminoacidi e quindi variazione dell’enzima

• Geni plasmidici blaSHV: Sulphydryl variabile
• Geni plasmidici blaOXA: Ampicillina Cefalotine
• Geni plasmidici blaCTX-M e blaVEB: 
• Geni plasmidici blaKPC:
• Geni plasmidici blaNDM1:
• Geni cromosomici/plasmidici AmpC: gruppo 

eterogeno di geni



Gel d’agarosio 1,5% degli amplicon ottenuti 
con PCR Multiplex.

Linee: DNA molecular weight marker XIII 
ESBL 95/06, E. coli positivo per bla; ESBL 
156/06,
P. mirabilis positivo per blaTEM OXA
K+ TEM, E. coli (D9)
controllo positivo bla
K+ OXA, S. typhimurium (D8) controllo positivo 
per
bla
OXA
TEM
K+ SHV, K. pneumoniae controllo positivo per 
bla
SHV
. 





Approccio Molecolare alle 
resistenze

• Però attenzione a cosa si compra …………

• Processi analitici realizzati secondo 
standard stringenti (ISO 15189)……………







Controllo del processo ISO…..

Gene blaTEM-1



Futuro prossimo

• Possibilità di tecnologie ad elevato 
troughtput

• Basso costo
• Possibilità di individuare e caratterizzare 

ogni singolo organismo e relative 
alterazioni

• Tempi di analisi <12 h



MicroarrayMicroarray

• MRSA: (S.aureus, 

MecA; SCCmec)

• VRE; (VanA/B; 

E.faecium; E. 

faecalis)

• KPC: (PhoA, blaKPC)



Next generation sequencing



Next generation sequencing





Spettrometria + PCR



Primers si legano a regioni 
conservate presenti in tutti (o  a 

gruppi) batteri
Target 16S & 23S rDNA

Regioni variano in 
differenti tipi di batteri = 

informazioni

Gli ampliconi ottenuti producono una Finger-Print u nivoca per ciascun batterio

Spettrometria + PCR
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Spettrometria + PCR


