
Confronto tra due metodi RealTime PCR 
nelle infezioni respiratorie da 

Cp. pneumoniae e M. pneumoniae

IntroduzioneIntroduzione
CpCp.. pneumoniaepneumoniae ((CpCp) e ) e M.M. pneumoniaepneumoniae ((MpMp) rappresentano frequenti ) rappresentano frequenti 
cause di infezioni respiratorie acquisite in comunitcause di infezioni respiratorie acquisite in comunitàà. Negli Stati Uniti . Negli Stati Uniti 
ll’’incidenza delle polmoniti causate da questi patogeni incidenza delle polmoniti causate da questi patogeni èè del 20del 20--40%, 40%, 
che determinano lche determinano l’’ospedalizzazione di 600.000 pazienti allospedalizzazione di 600.000 pazienti all’’annoanno[1,2][1,2]..
La diagnosi di questi patogeni viene solitamente effettuata attrLa diagnosi di questi patogeni viene solitamente effettuata attraverso averso 
tecniche dirette (colturali e NAAT) e indirette (tecniche dirette (colturali e NAAT) e indirette (sierologichesierologiche) che ) che 
differiscono per sensibilitdifferiscono per sensibilitàà, specificit, specificitàà e per i tempi di e per i tempi di refertazionerefertazione. In . In 
particolare tecniche di biologia molecolare come  la particolare tecniche di biologia molecolare come  la RealTimeRealTime PCR PCR 
(RT(RT--PCR) mostrano una piPCR) mostrano una piùù elevata specificitelevata specificitàà e sensibilite sensibilitàà nel rilevare  nel rilevare  
CpCp eded MpMp rispetto alle altre tecniche diagnostiche. rispetto alle altre tecniche diagnostiche. 
In questo lavoro sono state confrontate due tecniche di RTIn questo lavoro sono state confrontate due tecniche di RT--PCR PCR 
((LightCycler RealTimeLightCycler RealTime PCR Roche ePCR Roche e affigene Cpaffigene Cp//Mp tracerMp tracer AlfaAlfa
Wassermann DiagnosticsWassermann Diagnostics) per l) per l’’identificazione di identificazione di Cp Cp ed ed MpMp in campioni in campioni 
biologici. biologici. 
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Metodi 2Metodi 2
Amplificazione con tecnica Amplificazione con tecnica LightCycler RealTimeLightCycler RealTime PCR RochePCR Roche

Il materiale estratto Il materiale estratto èè stato amplificato con metodica RTstato amplificato con metodica RT--PCR PCR 
utilizzando lo strumentoutilizzando lo strumento LightCyclerLightCycler II con il kitII con il kit Mycoplasma Mycoplasma 
pneumoniae pneumoniae LCSetLCSet ee Chlamydia pneumoniae Chlamydia pneumoniae LCSetLCSet (TIB (TIB molbiolmolbiol per per 
Roche).  La metodica prevedeva lRoche).  La metodica prevedeva l’’utilizzo di capillari di vetro allutilizzo di capillari di vetro all’’interno interno 
dei quali venivano messi a contatto 15 dei quali venivano messi a contatto 15 µµl di master mix e 5 l di master mix e 5 µµl di DNA l di DNA 
estratto dal campione (estratto dal campione (FigFig. 1). La miscela di amplificazione . 1). La miscela di amplificazione èè stata stata 
preparata aggiungendo apreparata aggiungendo a primersprimers ee probesprobes ll’’enzima hot startenzima hot start TaqTaq DNADNA
polymerasepolymerase presente nelpresente nel LightCycler FastStartLightCycler FastStart DNA Master DNA Master PLUSPLUS

Hybridization Probes Hybridization Probes (Roche). Durante la reazione  un frammento (Roche). Durante la reazione  un frammento 
genomico genomico (target gene) dell(target gene) dell’’agente patogeno (agente patogeno (polymorphicpolymorphic membrane membrane 
proteinprotein G family di 140bp per G family di 140bp per CpCp e e cytadhesincytadhesin P1 gene di 342bp per P1 gene di 342bp per 
MpMp) ) èè stato amplificato usando sonde FRET e stato amplificato usando sonde FRET e primersprimers specificispecifici[3][3] ((FigFig. . 
2) e rilevato con la fluorescenza generata dalla coppia di sonde2) e rilevato con la fluorescenza generata dalla coppia di sonde
specifiche di ibridazione. La rivelazione specifiche di ibridazione. La rivelazione èè stata effettuata mediante stata effettuata mediante 
letturalettura in tempo reale della fluorescenza emessa dai prodotti di in tempo reale della fluorescenza emessa dai prodotti di 
amplificazione, direttamente nel capillare con un limite di di ramplificazione, direttamente nel capillare con un limite di di rilevamento ilevamento 
di 5 equivalenti di 5 equivalenti genomicigenomici/reazione PCR nei campioni biologici per /reazione PCR nei campioni biologici per 
entrambi gli agenti patogeni. La lettura avviene ad ogni ciclo sentrambi gli agenti patogeni. La lettura avviene ad ogni ciclo su sei u sei 
canali, utilizzando sonde marcate concanali, utilizzando sonde marcate con fluoroforifluorofori diversi (es. LCdiversi (es. LC--RedRed 640 640 
) () (FigFig. 3). L. 3). L’’utilizzo di questo test utilizzo di questo test èè previsto per fini di ricerca scientifica.previsto per fini di ricerca scientifica.

Risultati
BenchBenchèè le due tecniche abbiano mostrato una diversa sensibilitle due tecniche abbiano mostrato una diversa sensibilitàà nel rilevare nel rilevare 
la presenza del materiale genetico di la presenza del materiale genetico di MpMp e e CpCp, in accordo, per altro con , in accordo, per altro con 
quanto indicato dai due produttori, entrambe le tecniche utilizzquanto indicato dai due produttori, entrambe le tecniche utilizzate in questo ate in questo 
studio hanno mostrato risultati concordanti ad eccezione di un cstudio hanno mostrato risultati concordanti ad eccezione di un campione ampione 
biologico, risultato positivo per biologico, risultato positivo per Mp Mp solo con il metodo solo con il metodo RTRT--PCRPCR affigene affigene 
CpCp//Mp tracerMp tracer AlfaAlfa Wassermann DiagnosticsWassermann Diagnostics. Tale dato . Tale dato èè stato, per altro,stato, per altro,
confermato dalla sierologia eseguita per ricerca di anticorpi deconfermato dalla sierologia eseguita per ricerca di anticorpi delle classi lle classi IgGIgG
e e IgMIgM antianti--MpMp con tecnica con tecnica immunoimmuno--enziamticaenziamtica ELISA (ELISA (NovagnostNovagnostTMTM

Mycoplasma pneumoniaeMycoplasma pneumoniae IgGIgG e e IgMIgM, , DadeDade BehringBehring), evidenziando rispetto ), evidenziando rispetto 
ad un precedente campione sieroad un precedente campione siero--conversione. (conversione. (TabTab. 1). Tutti i risultati . 1). Tutti i risultati 
ottenuti erano in accordo con il sospetto clinico di tali infeziottenuti erano in accordo con il sospetto clinico di tali infezioni e nella oni e nella 
maggior parte dei casi con la presenza di anticorpi maggior parte dei casi con la presenza di anticorpi IgGIgG ed ed IgMIgM specifici specifici antianti--
Cp Cp (tecnica di(tecnica di MicroimmunofluorescenzaMicroimmunofluorescenza) ed ) ed antianti--Mp Mp (tecnica ELISA (tecnica ELISA 
NovagnostNovagnostTMTM Mycoplasma pneumoniae IgGMycoplasma pneumoniae IgG ee IgMIgM,, Dade BehringDade Behring).).

TabTab. 1 Risultati del confronto delle metodiche RT. 1 Risultati del confronto delle metodiche RT--PCRPCR
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Conclusioni
Entrambe le tecniche di RTEntrambe le tecniche di RT--PCR studiate si sono dimostrate semplici PCR studiate si sono dimostrate semplici 
nellnell’’esecuzione e nellesecuzione e nell’’analisi dei risultati ottenuti, dimostrandosi anche molto analisi dei risultati ottenuti, dimostrandosi anche molto 
sensibili, quindi di grande utilitsensibili, quindi di grande utilitàà per la diagnosiper la diagnosi laboratoristica  laboratoristica  delle infezioni delle infezioni 
respiratorie causate darespiratorie causate da CpCp ee MpMp. In particolare la . In particolare la tecnica tecnica affigene Cpaffigene Cp//Mp tracerMp tracer
AlfaAlfa Wassermann Diagnostic Wassermann Diagnostic si si èè dimostrata di notevole applicabilitdimostrata di notevole applicabilitàà diagnostica, in diagnostica, in 
quanto certificata quanto certificata CECE--IVD,IVD, semplice nellsemplice nell’’esecuzione (RTesecuzione (RT--PCR PCR MultiplexMultiplex) e dai ) e dai 
costi relativamente contenuti.costi relativamente contenuti.

Metodi 3 Metodi 3 
Tecnica Tecnica affigene Cpaffigene Cp//Mp tracerMp tracer AlfaAlfa Wassermann DiagnosticWassermann Diagnostic

Il materiale estratto Il materiale estratto èè stato amplificato con tecnica RTstato amplificato con tecnica RT--PCRPCR multiplexmultiplex che che 
permette il rilevamento simultaneo dipermette il rilevamento simultaneo di CpCp ((HexHex) e) e MpMp ((FamFam) e di un Controllo ) e di un Controllo 
Interno DNA ICInterno DNA IC CarrierCarrier ((RoxRox), certificata CE), certificata CE--IVD, utilizzando il sistema IVD, utilizzando il sistema 
Mx3000P Mx3000P Stratagene  Stratagene  per lper l’’amplificazione con il kitamplificazione con il kit affigene Cpaffigene Cp//Mp tracerMp tracer, , 
che permette lche permette l’’analisi dei risultati, impiegando il softwareanalisi dei risultati, impiegando il software affigene analysis affigene analysis 
((FigFig. 4). . 4). Il kitIl kit affigene Cpaffigene Cp//Mp tracerMp tracer prevede lprevede l’’utilizzo diutilizzo di primersprimers scorpionsscorpions[4] [4] 

che agiscono attraverso un meccanismoche agiscono attraverso un meccanismo unimolecolareunimolecolare che potenzia il che potenzia il 
segnale e previene segnali segnale e previene segnali aspecificiaspecifici provenienti dalla reazione di provenienti dalla reazione di 
amplificazione del amplificazione del frammento frammento genomicogenomico (target gene) dell(target gene) dell’’agente patogeno agente patogeno 
Major Major Outer Outer Membrane Membrane ProteinProtein (MOMP) per (MOMP) per CpCp e P1 e P1 adhesionadhesion proteinprotein per per 
MpMp ((FigFig. 5). 5). Durante la reazione  vengono impiegati strip con 8 tappi ottic. Durante la reazione  vengono impiegati strip con 8 tappi ottici e i e 
strip con 8 strip con 8 microtubimicrotubi, all, all’’interno dei quali vengono messi a contatto 25 interno dei quali vengono messi a contatto 25 µµll di di 
master mix con master mix con 25 25 µµl di DNA estratto del campione clinico. Il limite di l di DNA estratto del campione clinico. Il limite di 
rilevamento nei campioni biologici (rilevamento nei campioni biologici (LimitLimit of Detection, LOD) of Detection, LOD) èè di 3.7 di 3.7 
equivalentiequivalenti genomicigenomici/reazione PCR di/reazione PCR di CpCp (intervallo 2.5(intervallo 2.5--8.7) e di 4.2 8.7) e di 4.2 
equivalentiequivalenti genomicigenomici/reazione PCR di/reazione PCR di MpMp (intervallo 2.5(intervallo 2.5--11.1). Il materiale 11.1). Il materiale 
impiegato impiegato èè monomono--uso (fig. 6).uso (fig. 6).

MetodiMetodi 1
Nel 2007 sono stati studiatiNel 2007 sono stati studiati 50 campioni biologici  (AFN e BAL), 50 campioni biologici  (AFN e BAL), 
provenienti da pazienti ospedalizzati per sintomatologia respiraprovenienti da pazienti ospedalizzati per sintomatologia respiratoria toria 
acuta. Dopo la preparazione delacuta. Dopo la preparazione del pelletpellet cellulare, i campioni sono stati cellulare, i campioni sono stati 
estratti, utilizzandoestratti, utilizzando NucliSens easyMagNucliSens easyMag BiomerieuxBiomerieux, secondo le , secondo le 
istruzioni del produttoreistruzioni del produttore.

Kit impiegatoKit impiegato Patogeni indagatiPatogeni indagati
PatogeniPatogeni Cp Cp Mp Mp 

PosPos.                   .                   NegNeg PosPos.                   .                   NegNeg

RocheRoche 1010 4040 11 4949

AlphaWassermann AlphaWassermann 1010 4040 22 4848

FigFig. 1 Materiali e Metodi del test. 1 Materiali e Metodi del test

FigFig. 2 Il principio delle sonde FRET. 2 Il principio delle sonde FRET

FigFig. 4 Materiali e Metodi del test. 4 Materiali e Metodi del test

FigFig. 5 Il principio delle sonde . 5 Il principio delle sonde SCORPIONSSCORPIONS

FigFig. 3 Curve di amplificazione. 3 Curve di amplificazione

FigFig. 6 Curve di amplificazione. 6 Curve di amplificazione
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