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Nuovi strumenti di indagine e monitoring:
 Metodi rapidi per la sorveglianza microbiologica

e |dentificazione di patogeni nell’acqua (Legionella)

e Comparazione di metodi basati su real time PCR

e Arricchimento molecolare

e Biofilm

* Prospettive dalla metagenomica

NOTE: Aspetti particolari di una problematica piti ampia. Per approfondimenti cfr. articoli
indicati di sequito, riferimenti bibliografici, e :

- Atti Giornata mondiale dellAcqua WWDZ2014 (in stampa a cura del GSMS)

- Documento Water & Energy
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Monitoring with molecular technologies
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Advantages

« Time
«Cost/benefit
«Sensibility
«Specificity




Comparazione di 4 differenti PCR Real Time
metodi per la detection di Legionella
pneumophyla
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Legionella pneumophyla
ldentificazione di un patogeno
da campioni ambientali (acqua)

tramite Real Time PCR



Standard curve
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Amplification

Standard Curve




Legionella pneumophyla

Identificata in modo
soddisfacente con tutti i diversi
metodi (kit) considerati



Ricerca di INDICATORI

da campioni ambientali (acqua)
tramite Real Time PCR
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Il contributo del «MOLECULAR ENRICHMENT»

23S rDNA
Forward Reverse
Univ. new Univ. New
v
0 bp— SLEw.g N [, 5-RW-3’ v—|— 2900 bp

* PCR con PRIMER universali 12 cicli

* Real Time PCR con PRIMERS specifici
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Microchemical Journal "“
Volume 112, January 2014, Pages 7074 ~ =

The molecular enrichment approach for the identification of
microbiological indicators in recreational waters

F. Valeriani, 5. Giampaoli & & v Romano Spica
Public Health Unit, University of Rome ‘Foro ltalice’, P.zza L. De Bosis, 6, 00135 Roma, Itaby



Monitoring with molecular technologies

Delta Rn vs Cycle
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This approach has been
tested on contaminated
recreational water

Molecular enrichment for detection of S. aureus
in recreational waters

F. Valeriani, S. Giampaoli, L. Buggiotti, G. Gianfranceschi

and V. Romano Spica
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Legionella spp. survival after different disinfection procedures: O T
Comparison between conventional culture, qPCR and EMA-qPCR™

A. Mansi**, L Amori*, I. Marchesi ", AM. Marcelloni ®, A.R. Proietio *, G. Ferranti®, V. Magini ©,
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Anticke hisiory: The development of rapid and sensitive methods for the detection and quantifiaton of Legionells visble cells i
Reewed 18 june 2013 essential for monitoring water quality and preventing leglonellosis The aim of this study was toverify the appli-
Receved inrevised form 19 Sspeembier 2013 cahility of a quantita i ve PCR | gPCR) method wsed i neomis nation with ethidium monaazide | EMA) o the guan-
Actepten M Segtemiey 2011 tification of legionalla spp. in samples collected from swimming pools, water recir aulation systems and hot water

Aopltdie iline M Septenbir 1 (13 systems in twa fitness clubs. This molecul ar techni que | BMA-gPCE) allows the am plification of target DNA from

culmurable and visble cells, bur prevents the amplification of DNA fram non- visble ells The effectivene s of this

Keywards:

Lagierella spp. newmethod able 1o detectalive le glonellse was also cyvmpared with cmventional gFCR and cul ieremethod Our

VHNC resul 5 confirm that EMA-qPCR allows to discriminate the non-viable celts from tose viable and that i tis partic-

EMA-gRR ularly indicated for mond o ng the effectivenss of thermal rearments for the Legio nells avntami iation contral

Risk 2 s=mment in waere ivironments, also providing information sboutthe presence of Visble But Non-Cultera ble [ VENG) cells

Swimmng poal Oher Gram-iega i ve bacteria fypically a ssociated with biofilm were | dentified in samples taken from swimming

Hatwaer pooks and balance tanks, sggecting that ko the esence of Bofilm should be monitored for 3 more general
view of water con@mination.

© 2013 Hievier BV All rights reserved.




Dati preliminari non ancora pubblicati, suggeriscono una buona correlazione tra UFC e UG
utilizzando .un protocollo di estrazione basato su EMA. Tuttavia i due sistemi (colturale e
molecolare) andrebbero considerati parallelamente in quanto al momento, la correlazione
osservata e apparsa valida seppur limitata all'ordine di grandezza e dunque non riferibile in
modo assoluto al numero di batteri effettivamente visibili su piastra secondo i protocolli
tradizionali. Tuttavia si tratta di soluzioni promettenti ed applicabili con relativa semplicita.



Che controlli abbiamo oggi per verificare sicurezza e qualita di acque in
ospedale..?
Contributi da tecniche molecolari...???

 Raffigurazioni del dentista - Theodore Rombouts (1597-1637) - Museo del Prado a Madrid



Tecniche molecolari
Per patogeno?
Per indicatore?

Nuovo indicatore?






Principio generale

e Tracce di microflore....??
e Tracce di fluidi biologici... ???

e || fluido biologico e composto di.....?????
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Altre prospettive ed esperimenti
.... in progress ...
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DATI PRELIMINARI RIMOSTRANO LA APPLICABILITA DELLA

ANALIS| DI MFDNA Al BlQFlLM.

ALCUNE DELLE DIFFERENZE OSSERVATE POSSONO ESS B.E IVIESSE
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Le tecniche per il sequenziamento massivo aprono nuove

prospettive per la ricerca e la sorveglianza igienico-sanitaria
NGS, Next Generation Sequencing
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. DNA




Caratterizzazione della microflora

Legionella
Streptococcus
Streptococcus Streptococcus
Lactobacillus Porphyromonas
Porphyromonas
Streptococcus Streptococcus
Porphyromonas
Lactobacillus :
Streptococcus Legionella
Streptococcus

Streptococcus Legionella
Porphyromonas
Lactobacillus

Lactobacillus
Streptococcus



Analisi di biofilm batterico tramite NGS
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CONCLUSIONI

L'analisi del (mf)DNA a diversi livelli costituisce un supporto
valido ed uno strumento in parte gia disponibile.

| rapidi progressi nelle tecnologie avanzate aprono
importanti settori applicativi anche per I'lgiene Ospedaliera.

E’ . auspicabile una diffusione delle conoscenze
nell'innovazione e la partecipazione attiva della comunita
scientifica a sostegno di queste promettenti linee di ricerca
per la sanita pubblica.



