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Quando la genotipizzazione

Diagnosi di laboratorio: genotipizzazione

Protocolli microbiologici
-identificazione delle carbapenemasi in microrganismi isolati da campioni 

microbiologici clinici 
-test di screening per individuare i soggetti colonizzati

Segnalazione dei singoli casi e degli eventi epidemici

Indicazioni per la prevenzione e il controllo della trasmissione di 
enterobatteri produttori di carbapenemasi nelle strutture sanitarie e 

socio sanitarie
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Strategy for identification of carbapenemase-producing Enterobacteriaceae. The time needed to perform
the test is indicated before each test. The number of flasks indicates the degree of specialization needed to
perform the test; the number of $ indicates the relative cost of each test 
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in quale 
momento la 

genotipizzazione



La mancanza di inibitori specifici
per alcune carbapenemasi (es. OXA-58)

Le difficoltà nella 
standardizzazione/interpretazione

dei risultati dei test fenotipici

Perchè la genotipizzazione

soprattutto in caso di sospette condizioni epidemiche 
i test molecolari permettono l’identificazione dei  determinanti di 
resistenza in gioco (AmpC, ESBL, KPC, VIM, IPM, NDM-1, …)
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Test di screening genotipico
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Since PCR-based approaches for screening of MDR-GNB 
are still at an early stage, culture-based methodologies for
screening are the most reliable option and remain the 
most favourable in terms of capacity and costs.

Linee Guida ESCMID 2012

✓

✗

Test di conferma genotipica



Nell’epidemiologia delle resistenze causate da carbapenemasi
possono essere riconosciuti tre momenti fondamentali:

l’introduzione di ceppi produttori in contesti dove non erano 
mai stati osservati (a), 

l’espansione clonale di tali ceppi (b), 

la trasmissione orizzontale dei geni che conferiscono questo 
tipo di resistenza (c)
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Gli eventi epidemici ospedalieri sostenuti da microrganismi 
KPC-produttori rappresentano espansioni clonali, in ambito 
locale, successive a lunghe catene di trasmissione.
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FEMS Microbiology Reviews Volume 35, 2011

È importante riconoscere, 
tracciando l’epidemiologia 
molecolare dei ceppi 
antibiotico-resistenti, i 
cosiddetti “high-risk
multidrug-resistant clones”, 
vale a dire quei cloni che 
hanno dimostrato una 
spiccata propensione 
all’espansione clonale.
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È stata ad esempio documentata la trasmissione mediata da 
plasmidi di geni blaKPC da K.pneumoniae a E.coli.

Goren MG, et al. Emerg Infect Dis 2010

Il supporto di elementi genetici mobili come i plasmidi o i 
trasposoni può invece consentire il trasferimento intra-specie
o inter-specie di tali meccanismi di resistenza. 
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Le carbapenemasi possono essere codificate sia da geni 
(bla) a localizzazione cromosomiale che da geni 
trasferibili (attraverso plasmidi e meno frequentemente 
con il supporto di trasposoni-elemento genetico mobile Tn
4401)

Plasmidi 
Portano geni accessori (resistenze) di cui promuovono il 

trasferimento orizzontale 
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plasmide IncN
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Epidemia di un 
plasmide IncN



CARBAPENEMASI classificate in classi (A,B,C,D)
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da Eurosurv. 2010
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MBL di 
classe B
esplicano la 
loro azione 
idrolitica in 
presenza di 
zinco verso 
tutti i beta-
lattamici

KPC di classe A sono enzimi in grado di idrolizzare non solo i 
carbapenemi ma anche le penicilline, le cefalosporine e 
l’aztreonam



CARBAPENEMASI più frequenti:

Metallo-β-Lattamasi (MBL, β-lattamasi di classe B)
Carbapenemasi a serina (β-lattamasi di classe A e di classe D)
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The rise of carbapenem resistance in Europe: just the tip of the iceberg? Antimicrob Resist Infect Control. 2013
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Classificazione e distribuzione delle carbapenemasi
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Identificazione geni delle carbapenemasi
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bla
NDM-1

Carbapenemico

Gene a localizzazione 
cromosomiale o trasferibile 
che codifica la sintesi delle 

carbapenemasi

Gene bla

VariantiVarianti
KPC 2KPC 2--1111

VariantiVarianti
IMP 1IMP 1--1717
VIM 1VIM 1--1010

MolteMolte
variantivarianti
OXAOXA

Rapida trasmissione della 
resistenza 
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� Rapida identificazione

� Efficaci misure per il contenimento delle infezioni    
essenziali per il controllo della diffusione

� Rapida identificazione

� Efficaci misure per il contenimento delle infezioni    
essenziali per il controllo della diffusione



Diverse tecniche genotipiche che permettono la conferma 
della presenza di carbapenemasi sia prodotte 

commercialmente sia con metodiche “home-made”
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tecniche genotipiche 

Tecnica Test Vantaggi Svantaggi

Ricerca 
molecolare

PCR Facile e 
specifico 
specifico

Può non 
trovare nuove 
varianti e non 
differenziare 
tra varianti

DNA probes Specifico e 
costoso

Può non 
trovare nuove 
varianti e non 
differenziare 
tra varianti e 
rispondere 
tardi a 
epidemiologia 
in divenire

Clonaggio e 
sequenziamento

Gold standard 
molecolare

difficoltoso

Da Walsh et al. CLINICAL MICROBIOLOGY REVIEWS, 2005, Metallo--Lactamases: the Quiet before the storm? 
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PCR Real Time



PCR Real Time Xpert CARBA-R
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La cartuccia identifica cinque classi 
di geni di resistenza ai 
carbapenemici:

– blaKPC
– blaNDM
– blaVIM
– blaOXA-48
– blaIMP-1

Campione: tampone rettale/coltura

TAT: 48 minuti
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PCR Real Time Xpert CARBA-R
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Basato su 
amplificazione e

sequenziamento di 
sette geni 
housekeeping

(conservati) : gapA,
infB, mdh, pgi, phoE, 

rpoB e tonB

TYPING MLST
(MULTI LOCUS SEQUENCE TYPING): 

Tipizzazione dei ceppi 
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Ogni allele per ciascun locus viene 
identificato numericamente, il codice 
numerico, confrontato con una banca dati 
contenente tutti gli alleli fino ad oggi 
sequenziati identifica il ST dell’isolato

(http://www.pasteur.fr)
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Altri metodi di sequenziamento:
pulsed-field gel electrophoresis (PFGE), amplified
fragment length polymorphism (AFLP) analysis, PCR 
fingerprinting e multiple-locus variable tandem repeat
number analysis (MVLA).
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Check-Direct CPE  

Carbapenemases detected:
• Ambler Class A: KPC
• Ambler Class B: NDM, VIM
• Ambler Class D: OXA-48

Detection from:
• Rectal or Perianal Swabs (without pre-enrichment) 
• Bacterial cells suspension



Schematic flowchart representing the different steps used by the Check-Points 
KPC/ESBL platform to recognize specific bla genes 
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DNA microarray fisso al fondo di una fiala di 
micro-reazione.
Il microarray consiste di oligonucleotidi
complementari (CZIP) rivolti verso singole sonde, 
a ibridazione avvenuta tra i prodotti di PCR 
ligation amplificati e il microarray si ha 
rilevazione colorimetrica.

Ogni pannello definisce i risultati della tipizzazione di un 
ceppo e si compone di punti di controllo e di specifici 
punti marcatori, numerati da 1 a 96.
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Screening genotipico

Conferma genotipica

Discovery void
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