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1.INTRODUZIONE

1.1 Le infezioni sessualmente trasmissibili

Le infezioni sessualmente trasmissibili (IST) comprendono un gruppo di malattie, aventi una diver-

sa eziologia infettiva, che si contraggono attraverso qualsiasi tipo di rapporto sessuale (vaginale, 

anale, orale), per contatto diretto con i liquidi organici infetti, attraverso il sangue (ad esempio per 

mezzo di trasfusioni), con trapianti di tessuto o di organo ed infine, per passaggio diretto dalla ma-

dre al feto o al neonato durante la gravidanza, il parto o l’allattamento. Secondo l’Organizzazione 

Mondiale della Sanità (OMS) ad oggi si conoscono circa 30 diversi patogeni in grado di provocare 

ITS, i principali, tra i batteri, sono: Chlamydia trachomatis, Neisseria gonorrhoeae, Gardnerella 

vaginalis e Ureaplasma Urealyticum, tra i virus figurano l’HIV e l’HPV, mentre tra i protozoi e i 

funghi vi sono rispettivamente Trichomonas vaginals e Candida albicans. Sicuramente popolazioni 

caratterizzate da precarie condizioni igienico sanitarie e socio-economiche sono più a rischio di svi-

luppare queste infezioni, così come gli adolescenti, in particolare le ragazze per via della struttura 

anatomica dell’apparato genitale, più complessa e più favorevole all’insediamento di patogeni. An-

che il mancato utilizzo di contraccettivi  barriera quali il preservativo rende i giovani più esposti al 

rischio di entrare in contatto con questi patogeni [1, 2]. Le ITS sono divenute un importante pro-

blema di sanità pubblica infatti il numero di nuovi casi aumenta progressivamente, interessando 

ogni anni milioni di individui. In Italia sono attive due sorveglianze sentinella, una basata su centri 

clinici attiva dal 1991 (segnala tutte le persone con una diagnosi confermata di IST) e una basata su 

laboratori di microbiologia clinica attiva dal 2009 (segnala le persone che si sottopongono a test di 

laboratorio per Chlamydia trachomatis, Trichomonas vaginalis e Neisseria gonorrhoeae), entrambe 

coordinate dal Centro Operativo AIDS (COA) dell’Istituto Superiore di Sanità. Nel periodo 1° gen-

naio 1991 al 31 dicembre 2015, il sistema di sorveglianza ha segnalato un totale di 115.207 nuovi 

casi di IST: il 70,6% è stato diagnosticato in uomini ed il 29,4% in donne, tuttavia nel periodo 2011-

2015 si è verificato un incremento dei casi si ITS in entrambi i sessi (Figura 1) e dall’inizio della 

sorveglianza si è registrato un raddoppio dei casi annui di ITS in soggetti stranieri [3]. 



 �

Figura 1. Andamento delle segnalazioni di IST per genere (Sistema di sorveglianza sentinella delle 

IST basato su centri clinici, 1991-2015).

Le ITS possono essere asintomatiche o manifestarsi in forma acuta e pur essendo nella maggior par-

te dei casi curabili, se non trattate adeguatamente e tempestivamente possono avere conseguenze 

gravi come la comparsa di neoplasie o la sterilità, quindi è importante incrementare le attività di in-

formazione sulle stesse, favorire una diagnosi precoce e la prevenzione attraverso la vaccinazione, 

qualora sia possibile come nel caso di HPV e di epatite B, ed anche attraverso una adeguata educa-

zione sessuale [1]
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1.2 Le clamidie: classificazione

Le clamidie rappresentano un gruppo di parassiti intracellulari obbligati Gram negativi, hanno di-

mensioni ridotte, una caratteristica forma coccoide e sono in grado di moltiplicarsi esclusivamente 

all’interno dei vacuoli di endocitosi delle cellule ospiti, infatti per via di queste caratteristiche unite 

all’incapacità di crescere in terreni acellulari, inizialmente vennero classificate come virus. Succes-

sivamente la scoperta della loro moltiplicazione per scissione binaria e l’avvento delle tecniche di 

microscopia elettronica, hanno permesso di definire che le clamidie sono a tutti gli effetti dei batte-

ri, pertanto, sono dotati di DNA, RNA, ribosomi, di una membrana tipica dei batteri, possiedono 

un’autonoma sintesi proteica e presentano, inoltre, sensibilità ad alcuni antibiotici [4].

Le clamidie appartengono al regno dei Bacteria, phylum Chlamydiae, ordine Chlamydiales, fami-

glia Chlamydiaceae e genere Chlamydia. Le clamidie parassite dei vertebrati sono classificate in 

quattro specie: Chlamydia trachomatis, Chlamydia psittaci, Chlamydia pneumoniae e Chlamydia 

pecorum. Chlamydia. trachomatis e Chlamydia pneumoniae  sono patogeni caratteristici della spe-

cie umana mentre Chlamydia psittaci causa patologie in diverse specie di uccelli e mammiferi, con 

possibile contagio anche dell’uomo per zoonosi, invece Chlamydia pecorum infetta esclusivamente 

gli animali (ovini e bovini) [5].

In particolare Chlamydia trachomatis è considerata la più rilevante in patologia umana, il suo spet-

tro d’ospite è rappresentato esclusivamente dall’uomo ed infetta le cellule delle mucose. E’ suddivi-

sa in 2 biotipi, 3 sierogruppi e 19 sierotipi che presentano differenti potenzialità patogene, la suddi-

visione in differenti sierotipi dipende dalla specificità antigienica della proteina maggiore della 

membrana esterna (MOMP) codificata dal gene omp1 [5,6]. Le specificità antigeniche caratteristi-

che delle clamidie e responsabili dell’interazione ospite-parassita e quindi di interazioni con il si-

stema immunitario dell’ospite, oltre che dalla MOMP sono rappresentate da LPS, dalle proteine di 

membrana ricche in cisterna (CRP), da proteine termo shock (hsp) e da una lipoproteina di 29 kDa 

(MIP) che stimola la produzione di anticorpi dotati di attività neutralizzante [7, 8].
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1.3 Chlamydia trachomatis: morfologia e ciclo replicativo

Chlamydia trachomatis si moltiplica all’interno di cellule eucariotiche seguendo un ciclo replicativo 

dimorfico e sulla base di questo possono essere distinte due forme microbiche: il corpo elementare 

(CE) ed il corpo reticolare (CR). Il CE rappresenta la forma infettante, ha dimensioni ridotte 

(200-300 nm di diametro), è denso, sferico, metabolicamente inerte ed è in grado di resistere al-

l’ambiente extracellulare ostile e penetrando per endocitosi all’interno della cellula ospite da avvio 

al processo replicativo. Il CR presenta dimensioni maggiori rispetto al CE (800-1000 nm di diame-

tro), il citoplasma è ricco in ribosomi e l’acido nucleico è denso e fibrillare, inoltre ha potere repli-

cativo ed è attivo metabolicamente [9]. Il CR ha origine dalla progressiva disidratazione del CE, 

subito dopo la sua penetrazione nel vacuolo per endocitosi, e rappresentando la forma attiva meta-

bolicamente è in grado di dividersi per scissione binaria all’interno della cellula ospite. All’interno 

di quest’ultima viene mantenuto vitale e successivamente, al termine del ciclo replicativo, attraver-

so una progressiva disidratazione e condensazione si trasforma in CE. Chlamydia trachomatis pre-

senta una membrana interna ed una membrana esterna, in quest’ultima è presente la componente 

lipopolisaccaridica (endotossina o LPS) tipica dei batteri Gram negativi ma non è riscontrabile il 

peptidoglicano, la cui funzione viene esplicata da un complesso proteico costituito da: MOMP, da 

una proteina idrofila di 60 kDa ricca in cisteina e da una lipoproteina a basso peso molecolare an-

ch’essa ricca in cisteina (CRP, Cysteine-Rich Protein). Tra queste proteine di superficie sono pre-

senti numerosi ponti disolfuro che contribuiscono a mantenerle strettamente interconnesse nel CE 

garantendo la caratteristica rigidità di questo elemento, successivamente nel passaggio da CE a CR 

si assiste alla parziale riduzione di questi legami e alla conseguente idratazione. MOMP, ha un peso 

molecolare di 40 kDa, rappresenta la principale proteina di membrana esterna e costituisce il 60% 

delle proteine esterne di membrana. MOMP viene riconosciuta da anticorpi monoclonali ed è scin-

dibile attraverso un trattamento con tripsina. Questa proteina oltre ad avere un ruolo strutturale fon-

damentale, partecipa al mantenimento della stabilità osmotica extracellulare del CE mentre nel CR 

svolge funzioni di porina in quanto regola i processi di assorbimento di sostanze nutritive e ATP ed 

inoltre si comporta come una potenziale citoadesina promuovendo le interazioni non specifiche con 

le cellule dell’ospite. In questo modo Chlamydia trachomatis evita la fusione tra fagosoma e liso-

soma e riesce a sopravvivere all’interno della cellula infettata [10]. Nelle interazioni con la cellula 

ospite intervengono anche altre proteine denominate Inc, organizzate in strutture fibrillari, si proiet-

tano dall’inclusione al nucleo e all’intero del citoplasma della cellula infetta, ed in questo modo in-

teragendo con alcune chinasi cellulari, modificano le funzioni di segnale, inibiscono il legame tra 

!4



lisosomi, endosoma e inclusione e modulano il ciclo cellulare.  Il ciclo replicativo ha una durata su-

periore alle 48 ore ed inizia con l’attacco del CE, mediato da un insieme di legami deboli tra la 

componente glucanica del MOMP e la superficie cellulare della cellula ospite. Successivamente si 

verifica la penetrazione per endocitosi e la trasformazione del CE in CR, quest’ultimo inizia a sinte-

tizzare le proteine Inc, che inibiscono la fusione dei lisosomi alle vescicole endosomiali, e va incon-

tro ad una divisione per scissione binaria; l’endosoma progressivamente si ingrandisce e si fonde 

con altri endosomi portando alla formazione di una microcolonia di clamide che vanno a costituire 

una grossa ed unica inclusione citoplasmatica. Intorno alla ventiquattresima ora del ciclo replicativo 

si assiste alla condensazione e disidratazione dei CR e alla successiva formazione di CE. Infine, nel-

la fase terminale del ciclo attraverso un processo di endocitosi inversa si verifica la liberazione di 

100-1000 CE infettanti per cellula. E’ anche possibile che si instaurino infezioni persistenti (Figura 

2) [11].

Figura 2. Ciclo replicativo di Chlamydia Trachomatis.
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1.4 Il genoma

Il materiale genetico di Chlamydia trachomatis è formato da DNA genomico circolare di 1.042.519 

bp (58.7% A-T) che codifica per 875 proteine. Attraverso la ricerca di similarità è stato possibile 

definire la funzione di 604 proteine codificate, mentre 35 risultavano simili a proteine già depositate 

nei database a partire da altri batteri e le restanti 255 non presentavano similarità con proteine depo-

sitate su GeneBank [12]. E’ stata riscontrata la presenza di geni coinvolti nel controllo delle vie me-

taboliche, idonee alla produzione di ATP, oltre che di geni coinvolti nella sintesi del peptidoglicano 

ed è stato possibile definire che le clamidie differiscono da gli altri batteri anche per via di un diver-

so livello di espressione di alcuni geni [13]. In Chlamydia trachomatis è anche presente un plasmi-

de criptico di 7,5 kpb, che comprende 8 principali ORF (Open Reading Frame) e quattro ripetizioni 

in tandem da 22 bp, che ha rivelato una notevole conservazione della sequenza (> 60%) presuppo-

nendo che sia importante nella crescita batterica e nella patogenesi dell’infezione, nonostante la sua 

precisa funzione biologica non sia stata ancora chiarita [14]. Il plasmide, inoltre, rappresenta il ber-

saglio principale nella diagnosi di infezione mediante metodi molecolari e talvolta viene perso in 

alcuni ceppi pertanto quest’ultimi non possono essere rilevati mediante metodi molecolari. Tuttavia 

non sono state riscontrate differenze significative nella sensibilità agli antibiotici tra i ceppi conte-

nenti plasmide e ceppi privi di plasmide, un fenotipo caratteristico identificato nei ceppi di Chlamy-

dia trachomatis privi di plasmide è la loro incapacità di accumulare glicogeno nell’inclusione anche 

se non è nota l’implicazione di questa caratteristica nella patogenesi dell’infezione. [15, 16]. Questo 

plasmide comunque non è essenziale per la crescita di Chlamydia trachomatis [17].
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1.5 Modalità di trasmissione, fattori di rischio e sintomatologia

Chlamydia trachomatis si trasmette, per mezzo delle secrezioni genitali, attraverso rapporti sessuali 

vaginali, anali o orali. Se uno dei due partner è infetto la probabilità di trasmissione all’altro sono 

pari al 20% e, se l’infezione non è adeguatamente trattata, l’infettività può durare fino ad un anno. 

L’infezione può anche essere trasmessa per via verticale dalla madre al figlio al momento del parto, 

causando al neonato infiammazioni a carico degli occhi o dell’apparato respiratorio [18]. I soggetti 

più a rischio di contrarre l’infezione sono coloro che hanno comportamenti sessuali a rischio come i 

giovani adulti sessualmente attivi, di età compresa tra i 15 e 24 anni, individui omosessuali, indivi-

dui che tendono a cambiare frequentemente partner o che hanno partner multipli, altri fattori di ri-

schio sono rappresentati, dal mancato uso di contraccettivi barriera, da un’anamnesi positiva per 

altre malattie sessualmente trasmissibili e dall’utilizzo di contraccettivi orali che spesso riducono il 

ricorso al preservativo il quale riduce notevolmente il rischio di contrarre l’infezione [19, 20]. Inol-

tre è importante considerare anche la sensibilità biologica di alcuni soggetti, come le donne, che 

hanno un apparato genitale più complesso ed esteso nel quale i patogeni hanno una probabilità 

maggiore di stabilirsi e gli adolescenti, che hanno tessuti genitali ancora immaturi e più recettivi ai 

patogeni oppure gli individui portatori di stati di grave immunodeficienza.

Nella maggioranza dei soggetti infettati l’infezione è asintomatica, precisamente nel 70% delle 

donne e nel 50% degli uomini [21]. Gli eventuali sintomi associati all’infezione di Chlamydia tra-

chomatis compaiono una-tre settimane dopo avere avuto rapporti sessuali non protetti con una per-

sona infetta e nell’uomo comprendono: dolore durante la minzione, prurito uretrale, perdite uretrali, 

ingrossamento e dolore ai testicoli. Mentre nelle donne, l’infezione interessa la cervice e l’uretra, 

pertanto i sintomi caratteristici sono rappresentati da perdite vaginali, sanguinamento intermestrua-

le, dolore durante la minzione, dolore durante o dopo i rapporti sessuali, dolore nella parte inferiore 

dell’addome e perdite vaginali anomale. Se trasmessa attraverso un rapporto anale, Chlamydia tra-

chomatis può causare proctite che negli uomini è più frequente tra i maschi omosessuali. Invece, se 

trasmessa attraverso un rapporto orale, può infettare la gola [22].
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1.6 Manifestazioni cliniche e complicanze
Le manifestazioni cliniche di Chlamydia trachomatis dipendono strettamente dal sierotipo respon-

sabile dell’infezione [23].

I sierotipi A, B, Ba e C sono responsabili del tracoma, una grave cheratocongiuntivite cronica che 

rappresenta la principale causa di cecità di origine infettiva. Il tracoma si verifica frequentemente in 

aree geografiche caratterizzate da carenti condizioni igieniche e scarsità di acqua potabile, infatti 

risulta essere endemico in alcune zone dell’Africa, del Medio Oriente, dell’India, del Sud-Est asia-

tico e del Sud America [24];  in queste aree l’infezione colpisce quasi tutti i bambini nei primi due 

anni di vita e  si trasmette direttamente (da persona a persona) attraverso secrezioni oculari infette 

oppure indirettamente, in seguito a contatto con materiale contaminato [25]. Anche le mosche che si 

nutrono di secrezioni oculari possono trasmettere la malattia. L’infezione può portare a cicatrici del-

la congiuntiva tarsale, ipertrofia follicolare, inversione delle ciglia (trichìasi) e opacità corneale con 

conseguente cecità (Figura 3) [26].

Figura 3. Manifestazione clinica e classificazione del tracoma secondo l’OMS.

A Infiammazione a livello follicolare. B Infiammazione intensa. C Comparsa di cicatrici palpebrali. 

D Trichiasi. E Opacità corneale.
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I sierotipi B e Ba, insieme ai D-K sono anche responsabili, di una forma più blanda di congiuntivite 

follicolare monolaterale, la congiuntivite da inclusioni o paratracoma, la cui trasmissione avviene 

attraverso il contatto con secrezioni genitali contaminate che sono responsabili anche di infezioni 

oculari cui i neonati possono andare incontro durante l’attraversamento di canali di parto infetti 

(congiuntivite neonatale); in caso di infezione nei neonati, intorno alla seconda settimana dalla na-

scita, si può verificare anche polmonite (polmonite neonatale) [27].

I sierotipi D, Da, E, F, G, H, I, Ia, J, Ja, K, sono i più diffusi nei Paesi industrializzati e sono respon-

sabili di infezioni genitali trasmesse sessualmente che nell’uomo, generalmente, si manifestano 

come uretriti non gonococciche. Nei soggetti omosessuali si può verificare proctite [28]. Occasio-

nalmente l’infezione si può causare prostatite o epididimite, la quale può determinare un’importante 

riduzione della fertilità, dovuta alla permanenza di una condizione di oligospermia o azospermia 

anche in seguito al trattamento con antimicrobici [29, 30]. In generale, le infezioni da Chlamydia 

trachomatis possono influire negativamente sulla fertilità maschile danneggiando direttamente lo 

sperma, poiché i parametri relativi allo sperma, la proporzione della frammentazione del DNA e la 

capacità di effettuare reazione acrosomiale sono compromesse nel caso di questa infezione. È stato 

anche segnalato un effetto dell'infezione da Chlamydia trachomatis maschile sulla fertilità della 

partner femminile [31].

Nella donna si può verificare una condizione nota come malattia infiammatoria pelvica (PID) che 

può portare a sterilità o predisporre a una gravidanza ectopica [32].

Raramente, in entrambi i sessi si può verificare la comparsa della sindrome di Reiter caratterizzata 

dalla presenza di tre processi infiammatori: artrite, congiuntivite e uretrite/ cervicite [33].

L’insorgenza di questi tre processi infiammatori è legata ad un’infezione batterica, seguita da un 

improvviso malfunzionamento del sistema immunitario ed inoltre secondo alcuni ricercatori vi è un 

fattore predisponente rappresentato dalla positività al gene HLA-B27 [34, 35]. Il corso della malat-

tia è spesso imprevedibile. Frequentemente a periodi asintomatici si associano periodi di esacerba-

zione ed inoltre non è rara la cronicizzazione con un decorso clinico progressivo [36].

I sierotipi L1, L2, L2a, L3 essendo in grado di invadere il sistema linfatico possono divenire re-

sponsabili del linfogranuloma sia oculare (congiuntivite oculo-ghiandolare di Parinaud) sia genitale 

(linfogranuloma venereo) [37]. La forma genitale porta alla formazione di una lesione primaria che 

si manifesta sotto forma di una piccola papula indolore, pustola, erosione superficiale o ulcera erpe-

tiforme in corrispondenza del sito di ingresso dell’agente patogeno. Generalmente questa lesione 

cutanea passa inosservata e guarisce spontaneamente. Tuttavia la lesione primaria può evolvere in 

una lesione secondaria, questo secondo stadio inizia dopo 2-4 settimane e nei maschi si manifesta 
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con un ingrandimento bilaterale dei linfonodi inguinali che tendono a formare masse di grandi di-

mensioni, soffici e fluttuanti che aderiscono ai tessuti profondi causando una infiammazione della 

cute sovrastante; i linfonodi inguinali possono andare incontro a seppurazione e rottura. I sintomi 

sistemici, quale febbricola, brividi, malessere, mialgie e artralgie, possono presentarsi durante que-

sta seconda fase della malattia. Nelle donne, la lesione iniziale, può presentarsi al livello cervicale o 

presso la porzione vaginale alta, esitando nell'aumento delle dimensioni e nell'infiammazione dei 

linfatici pelvici e perirettali. Vi è anche una forma terziaria caratterizzata da fistolizzazioni, restrin-

gimenti, stenosi rettali ed esiti cicatriziali [38, 39]. L’infiammazione persistente è causata da un'in-

fezione non trattata che ostruisce i vasi linfatici, causando gonfiore e piaghe della pelle. Il linfogra-

nuloma venereo in passato risultava sostanzialmente diffuso in aree quali: Africa, India e Sud Ame-

rica ma attualmente  risulta essere progressivamente in aumento anche in Europa [40]. Esiste anche 

una correlazione tra Chlamydia trachomatis e HIV, infatti le persone con Chlamydia trachomatis 

rischiano 6 volte di più di essere contagiate dall'infezione da HIV durante un rapporto non protetto 

con una persona sieropositiva. La possibile interrelazione tra infezione da HIV e Chlamydia tra-

chomatis include la patogenesi intracellulare invasiva di Chlamydia trachomatis che può causare un 

danno sostanziale allo strato epiteliale genitale facilitando in questo modo l'infezione da HIV, allo 

stesso tempo i cambiamenti immunologici dovuti all'infezione da HIV possono favorire l'infezione 

da Chlamydia trachomatis [41, 42].
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1.7 Patogenesi

Chlamydia trachomatis è un potente immunogeno, che stimola risposte immunitarie sia umorali che 

cellulo-mediate. Oltre agli antigeni immunogenici, l'esito dell'infezione da Chlamydia trachomatis 

dipende dall'equilibrio delle citochine secrete dai linfociti attivati. L'interferone gamma (IFN-γ) 

rappresenta la citochina più importante nella difesa dell'ospite contro Chlamydia trachomatis, men-

tre la suscettibilità alla malattia è collegata con l'espressione dell’interleuchina 10 (IL-10) [43]. 

L’infezione determinata da Chlamydia trachomatis può rappresentare un’infezione primaria oppure 

una recidiva o infezione cronica. 

Durante l’infezione primaria si osserva un'infezione a carico delle mucose. Precisamente le cellule 

epiteliali dannose e infette secernono numerose chemochine pro-infiammatorie e citochine, tra cui 

IL-1, IL-6, IL-8, fattore stimolante le colonie dei macrofagi e dei granulociti (GM-CSF), e fattore di 

necrosi tumorale alfa (TNF-α) [44]. Le citochine rilasciate causano vasodilatazione, aumento della 

permeabilità endoteliale, attivazione e afflusso di neutrofili, monociti e linfociti T ed elevata espres-

sione di molecole con funzione di adesione. I neutrofili, nello specifico, sembrano avere un ruolo 

limitante la diffusione di Chlamydia trachomatis e all'interno del tratto genitale femminile. Durante 

lo stesso periodo, Chlamydia trachomatis passa attraverso i vasi linfatici ai linfonodi locali. Le cel-

lule epiteliali in decomposizione rilasciano alcuni corpi elementari che sono fagocitati da neutrofili 

attraverso i fagolisosomi [45]. I linfociti T principalmente le cellule T helper (Th1) svolgono un 

ruolo importante durante la fase iniziale dell'infezione, infatti secernono IFN-γ, aumentano l’azione 

dei vari fagociti per distruggere il patogeno e stimolano la secrezione di altre citochine, tra cui IL-1. 

Quest’ultimo a sua volta, stimolando la secrezione di IL-2 da parte delle cellule Th1 causa una 

maggiore replicazione dei linfociti citotossici e delle cellule NK. Nella neutralizzazione dell’infe-

zione primaria intervengono anche le IgA secretorie [46].

Le infezioni croniche, re infezioni o infezioni ricorrenti sono le più pericolose in quanto  molto 

spesso sono associate a complicanze. Queste infezioni croniche possono essere causate da una man-

canza di trattamento o da una gestione terapeutica inadeguata. Durante queste infezioni si verificano 

danni quali fibrosi e cicatrizzazione all’interno degli organi interessati. Le infezioni croniche e oc-

culte pongono diversi problemi diagnostici e terapeutici, in particolare causa della struttura antige-

nica variabile delle forme atipiche, che sono difficilmente identificabili con i metodi diagnostici di 

routine. Inoltre, queste forme hanno un MOMP ridotto che porta ad un diminuito trasporto di anti-

biotici attraverso la cellula. Pertanto, in caso di infezioni croniche, la terapia ha spesso esito negati-

vo. Le forme atipiche hanno grandi dimensioni, non sono infettive, hanno una ridotta attività meta-
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bolica e non si replicano, ma rimangono vive. Tali forme oltre a mostrare livelli diminuiti di MOMP 

e lipopolisaccaride presentano un'alta produzione della proteina hsp, che è in grado di indurre in-

fiammazione cronica e cicatrizzazione. La reinfezione è dovuta all'infezione ripetuta, mentre la re-

cidiva è causata dalla presenza di Chlamydia trachomatis nel linfonodo e nella milza. È stato inoltre 

scoperto che i macrofagi svolgono un ruolo importante nella ricorrenza dell'infezione poiché Chla-

mydia trachomatis circola all'interno dei macrofagi, trovando un rifugio temporaneo nei linfonodi, 

nella milza e nelle cavità sierose (Figura 4) [47].

Figura 4. Patogenesi dell’infezione sostenuta da Chlamydia trachomatis.
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1.8 Diagnosi

Per la diagnosi di Chlamydia trachomatis, esistono attualmente numerose tecniche di laboratorio 

che vengono effettuate a partire da diversi tipi di campioni biologici come il tampone uretrale, il 

tampone cervicale, il liquido seminale e le urine. Queste indagini, in caso di positività, devono esse-

re caldamente raccomandate anche per la/il partner abituale nonché, se possibile, per i partner pre-

cedenti allo scopo prioritario di curare i soggetti asintomatici e di limitare la circolazione dell’agen-

te patogeno. 

• L’esame colturale, risulta essere particolarmente indaginoso in quanto Chlamydia trachomatis 

non cresce nei normali terreni di coltura ma è necessario infettare particolari colture cellulari qua-

li le HeLa 229 (isolate da un caso di carcinoma alla cervice uterina) e le McCoy (derivate da fi-

broblasti L di topo). E’ richiesto un tempo di incubazione di 48-72 ore e per l’evidenziazione del 

loro sviluppo è necessaria la dimostrazione dell’avvenuta formazione dei tipici corpi di inclusio-

ne, osservabili con microscopio ottico in campo chiaro in seguito a trattamento con liquido di Lu-

gol (Figura 5) [49]. L’indagine colturale presenta una selettività elevata ed una sensibilità piutto-

sto alta ma comunque variabile e strettamente dipendente dall’entità del processo infettivo, dalla 

corretta raccolta del campione, dalle modalità di trasporto in laboratorio e dall’impiego di ade-

guate tecniche colturali [50]. 

Figura 5. Corpi di inclusione di Chlamydia trachomatis in coltura cellulare.
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• I metodi di immunofluorescenza (IFA) invece hanno il vantaggio di permettere una diagnosi rapi-

da, ma hanno una sensibilità limitata e la loro esecuzione necessita di personale esperto, di parti-

colari attrezzature di laboratorio e non sono adatti ad un elevato numero di campioni. Mediante il 

test di immunofluorescenza diretta la rilevazione di Chlamydia trachomatis avviene attraverso 

l’uso di un anticorpo monoclonale coniugato con fluoresceina, il quale è in grado di identificare 

direttamente i corpi elementari del patogeno. La rilevazione viene poi eseguita con il microscopio 

a fluorescenza [51]. 

• Le tecniche immunoenzimatiche (EIA/ELISA) consentono di ricercare qualitativamente antigeni 

batterici (LPS o MOMP) nei campioni clinici esaminati. Queste tecniche hanno contenuti tempi 

di esecuzione, sono automatizzate, standardizzate e permettono di processare un elevato numero 

di campioni ma presentano una bassa sensibilità [52]. 

• I metodi di amplificazione degli acidi nucleici (NAAT) rappresentano il gold standard per la rile-

vazione di Chlamydia trachomatis infatti hanno determinato un netto incremento della specificità 

e soprattutto della sensibilità nella diagnosi di infezioni provocate da Chlamydia trachomatis. At-

traverso la tecnica PCR (Reazione a catena della polimerasi) é possibile la determinazione diretta 

del DNA del patogeno per mezzo dell’amplificazione di una specifica regione del genoma di 

Chlamydia trachomatis permettendo così una diagnosi precisa anche in quei campioni in cui il 

patogeno può avere scarsa o nulla vitalità oppure carica microbica molto bassa come ad esempio 

il secreto congiuntivale oppure il liquido seminale [53]. Inoltre è possibile utilizzare anche tecni-

che di PCR Real-time che consentono una quantificazione del prodotto di amplificazione [54, 

55]. 

• I metodi diagnostici immunocromatografici rapidi, per la determinazione di Chlamydia tracho-

matis, si basano sulla rilevazione qualitativa dell’antigene del patogeno in differenti campioni 

biologici maschili e femminili. Presentano rapidità di esecuzione e di refertazione ma scarsa sen-

sibilità [56]. 

• I test diagnostici sierologici, come ad esempio la microimmunofluorescenza (MIF), si basano sul-

la rilevazione di anticorpi specifici, infatti le infezioni primarie da Chlamydia tracomatis sono 

caratterizzate da una reazione immunitaria con conseguente comparsa dapprima di anticorpi spe-

cifici IgM seguiti da IgG e IgA. Nelle reinfezioni non si riscontrano più anticorpi IgM, mentre la 

produzione di IgG e IgA risulta rapida ed intensa. Questi metodi possono essere utilizzati come 

ausilio in caso di infezioni croniche, invasive (come il LGV) o nel caso di re-infezioni [57]. 

• La citologia rappresenta una metodica facilmente eseguibile e conveniente. Solitamente per rile-

vare le inclusioni di Chlamydia trachomatis vengono utilizzati i metodi di colorazione di May-
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Grunwald Giemsa. Questo metodo può essere utilizzato per la diagnosi di infezioni oculari da 

Chlamydia trachomatis nei neonati ma tuttavia non è raccomandato per diagnosticare congiunti-

vite o infezioni genitali negli adulti a causa di una bassa sensibilità [50]. 
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1.9 Terapia e prevenzione

L’infezione da Chlamydia trachomatis, essendo di natura batterica, può essere trattata con antibioti-

ci. Il trattamento, nel caso di infezioni non complicate del tratto genitale inferiore,  avviene attraver-

so la somministrazione di una singola dose di azitromicina (1g) oppure con un ciclo settimanale di 

doxiciclina (100 mg) tuttavia in determinate condizioni, quali la gravidanza, il trattamento può av-

venire con eritromicina o amoxicillina. Invece nel caso di manifestazioni cliniche più gravi come 

malattia infiammatoria pelvica, linfogranuloma venereo o epididimite il trattamento prevede l’utili-

zzo di doxiciclina per 10 giorni [58, 59]. E’ fondamentale la valutazione ed il trattamento anche dei 

partner sessuali, inoltre i rapporti sessuali andrebbero evitati per tutta la durata della terapia, in caso 

contrario si potrebbe verificare una re-infezione che aumenta notevolmente la possibilità che le con-

seguenze dell’infezione siano più serie. Dopo 3-4 settimane dall’inizio della terapia è consigliabile 

ripetere un test di screening [58].

Per quanto riguarda la prevenzione, essa può essere effettuata oltre che attraverso un miglioramento 

delle condizioni igieniche e socio economiche delle popolazioni e per mezzo di una adeguata edu-

cazione sessuale anche attraverso l’esecuzione annuale di un test di screening, raccomandato soprat-

tutto, nelle donne in stato di gravidanza, nei soggetti sessualmente attivi al di sotto dei 25 anni e più 

in generale negli individui con comportamenti sessuali considerati a rischio (ad esempio per via di 

un frequente cambio di partner sessuale) [60].

Sarebbe auspicabile avere un’immunoprofilassi vaccinale per l’infezione da Chlamydia trachomatis 

infatti la somministrazione di un vaccino protettivo agli adolescenti, prima dell’inizio della loro at-

tività sessuale, potrebbe determinare una riduzione significativa della prevalenza dell’infezione 

[61]. Sfortunatamente, non sono disponibili vaccini protettivi, anche se sono in corso, da numerosi 

anni, tentativi di svilupparne uno.  

Per bloccare l'infezione da Chlamydia trachomatis, il vaccino dovrà suscitare alti livelli di anticorpi 

protettivi mucosali/sistemici che vengano mantenuti per tutta la vita dell'individuo, o almeno per 

tutta la durata della loro vita riproduttiva, un obiettivo non facilmente ottenibile. L’utilizzo di un 

vaccino basato sulle tecniche del DNA ricombinante, come ad esempio un vaccino con antiagene 

sintetico MOMP che include specifici epitopi di vari sierotipi potrebbe essere interessante [62]. 
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1.10 Epidemiologia

Secondo l’Organizzazione Mondiale della Sanità (OMS) ogni anno si verificano 105,7 milioni di 

nuovi casi di infezione da Chlamydia trachomatis. Quest’ultima rappresenta la IST più frequente in 

Europa infatti nel 2016 sono stati segnalati 403.807 casi in 26 paesi membri dell’UE/EEA, precisa-

mente l’81% dei casi sono stati riportati in Danimarca, Svezia, Norvegia e Regno Unito, in partico-

lare quest’ultimo rappresenta il 57% dei casi segnalati, per via di un programma di screening attivo 

dal 2008 che ha notevolmente incrementato le diagnosi di Chlamydia trachomatis [63]. 

 Anche negli USA l’infezione provocata da Chlamydia trachomatis rappresenta la ITS notificabile 

più comune, precisamente nel 2016 sono state segnalate al CDC (Centers for Disease Control and 

Prevention) un totale di 1.598.354 infezioni in 50 stati, questo numero di casi corrisponde a un tasso 

di 497,3 casi per 100.000 abitanti. Nei maschi i casi segnalati, nel 2016, sono stati 522 870 che cor-

rispondono ad un tasso di 330,5 casi per 100 000 uomini, mentre tra le donne il numero di casi di 

Chlamydia trachomatis segnalati è stato pari a 1.072.718 per un tasso di 657,3 casi per 100 000 per-

sone. Nel periodo 2000-2016 il numero di casi tra gli uomini ha subito un aumento invece per quan-

to riguarda le donne, il numero dei casi di questa infezione sessualmente trasmissibile è aumentato 

nel periodo compreso tra il 2000 e il 2011, per poi andare incontro ad una diminuzione dal 2011 al 

2013 al quale è seguito un aumento fino al 2016 (Figura 6).  

La maggior parte dei casi segnalati di Chlamydia trachomatis, in entrambi i sessi, riguarda i giovani 

di età compresa tra i 15 e i 24 anni [64].

Figura 6. Casi segnalati di Chlamydia trachomatis negli USA, in entrambi i sessi.
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Chlamydia trachomatis in Italia, a differenza di altre ITS, non è soggetta a notifica obbligatoria per-

tanto sono stati attivati due sistemi di sorveglianza sentinella, coordinati dall’Istituto Superiore di 

Sanità: uno basato su centri clinici ed uno basato su laboratori di microbiologia clinica. In questa 

sorveglianza sono incluse le seguenti ITS: l’infezione da Chlamydia trachomatis, da Trichomonas 

vaginalis e da Neisseria gonorrhoeae [65].

Nel periodo compreso tra aprile 2009 e dicembre 2015 è stato condotto uno studio che ha preso in 

considerazione 125.722 campioni totali prelevati da donne e uomini di età media pari a 34 anni, di 

questi 94.608 (75,2%) sono stati utilizzati per la ricerca di Chlamydia trachomatis. Precisamente 

per le donne è stato utilizzato il tampone cervicale mentre per gli uomini il tampone uretrale o in 

alternativa il primo getto di urine mattutine. La diagnosi è stata eseguita tramite NAAT.

Questo studio ha permesso di definire che la prevalenza dell’infezione da Chlamydia trachomatis è 

risultata pari al 3,4% (quindi 3.199 casi): in particolare, 7,9% tra gli uomini e 2,6% tra le donne. 

Nell’intero periodo, la prevalenza di Chlamydia trachomatis è risultata più elevata tra i soggetti di 

età  compresa tra i 15 e i 24 anni, rispetto ai soggetti con più di 24 anni). In particolare, la prevalen-

za di Chlamydia trachomatis diminuisce al crescere dell’età, dall’8,6% tra i soggetti di 15-24 anni, 

al 3,6% tra i soggetti di 25-34 anni, all’1,9% tra i soggetti di età superiore ai 34 anni (Figura 7).  

Sempre nell’intero periodo la prevalenza è risultata essere maggiore nei soggetti che hanno dichia-

rato un non costante uso del condom e che cambiano frequentemente partner sessuale rispetto a 

quello che hanno riferito un costante utilizzo di contraccettivi barriera e di avere un partner stabile 

da almeno tre mesi. Nel 2015 la prevalenza di Chlamydia trachomatis è risultata pari al 3,6%, pre-

cisamente: 6,3% tra gli uomini e 2,8% tra le donne [65]. 

Figura 7. Prevalenza di Chlamydia trachomatis in entrambi i sessi: 80.107 donne e 14.493 uomini 

testati attraverso il Sistema di sorveglianza sentinella delle ITS basato sui laboratori di microbiolo-

gia clinica (aprile 2009- dicembre 2015).
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2. SCOPO DELLA TESI
L’infezione provocata da Chlamydia trachomatis costituisce un importante problema di salute pub-

blica a livello mondiale, rappresentando una delle IST maggiormente diffuse. Ogni anno si contano 

nel mondo oltre 90 milioni di nuovi casi, mentre in Italia l'infezione colpisce, mediamente, da 2 a 

10 persone sessualmente attive su 100. Le cause di questa diffusione possono essere ricercate nei 

cambiamenti economici, sociali e biologici ma soprattutto nel cambiamento dei comportamenti ses-

suali individuali e collettivi. Infatti circa un terzo delle nuove infezioni coinvolge giovani sessual-

mente attivi di età compresa tra i 15 e i 24 anni, ovvero ragazzi alle prime esperienze sessuali, che a 

causa di un’inadeguata educazione sanitaria e di un difficile accesso ai servizi sanitari hanno una 

scarsa consapevolezza della gravità dell’infezione provocata da Chlamydia trachomatis. L’infezione 

sostenuta da Chlamydia trachomatis, comunemente, viene definita “silenziosa” per via del fatto che 

è asintomatica nella maggior parte dei casi, in entrambi i sessi, e spesso insorge dopo vario tempo 

con una complicanza. 

In quest’ottica risulta fondamentale disporre di un sistema diagnostico in grado di identificare pre-

cocemente i soggetti infetti così da iniziare tempestivamente un trattamento ed impedire la diffusio-

ne e il contagio di questa ITS. Inoltre sarebbe auspicabile mettere in atto un adeguato sistema di 

screening che consenta di offrire gratuitamente il test diagnostico, ai soggetti considerati a rischio, 

con l’obbiettivo di ridurre la diffusione dell’infezione. Pertanto il test diagnostico ideale, per soddi-

sfare, queste finalità deve essere sensibile, specifico, economico e rapido nell’esecuzione e nella 

refertazione.

Lo scopo di questo lavoro di tesi è quello di valutare se il test rapido basato sul principio immuno-

cromatografico (Chlamydia Rapid Test Device) prodotto della ditta Innovacon, per l’identificazione 

di Chlamydia trachomatis, possa rappresentare una valida alternativa diagnostica nell’ambito del-

l’identificazione di questo patogeno in differenti materiali biologici, è stato quindi eseguito un con-

fronto tra questa metodica e quella che invece viene considerata come il gold standard, nella dia-

gnosi di Chlamydia trachomatis, ovvero la Real-Time PCR. Quest’ultima rappresenta la tecnica 

diagnostica che viene infatti utilizzata dal Laboratorio di Analisi Cliniche BioLab per la ricerca di 

Chlamydia trachomatis, Gardnerella vaginalis, Neisseria gonorrea e Trichomonas vaginalis in dif-

ferenti campioni biologici.

Nell’ambito dell’analisi immunocromatografica l’obbiettivo era anche quello di valutare se  l’utili-

zzo del il liquido seminale, non previsto dal kit Innovacon, potesse rappresentare una alternativa 

valida ed affidabile alle matrici previste dal kit ovvero, nel caso degli uomini, il tampone uretrale e 
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l’urina. Pertanto per la prima parte dell’analisi è stato considerato unicamente il liquido seminale 

per entrambe le metodiche, successivamente, per l’esecuzione del test rapido è stato utilizzato anche 

un campione di urina.

La scelta dell’utilizzo del liquido seminale è stata determinata dalla volontà di utilizzare un unico 

campione per l’esecuzione di più tecniche, precisamente: immunocromatografia, Real-Time PCR e 

spermicoltura, in modo tale da contenere i costi e soprattutto mantenere alta la compliance del pa-

ziente evitando di sottoporlo a più prelievi. Infatti il liquido seminale rappresenterebbe una alterna-

tiva al tampone uretrale che oltre ad avere difficili modalità di conservazione spesso per via della 

sua invasività non è facilmente accettato dai pazienti. 
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        3. MATERIALI E METODI

3.1 Analisi biomolecolare
Nel periodo compreso tra aprile 2018 e gennaio 2019, è stata ricercata tramite analisi biomolecolare 

(Real-Time PCR), presso il Laboratorio di Analisi Cliniche Biolab, la presenza di Chlamydia tra-

chomatis, Neisseria Gonorrhoeae, Gardnerella vaginalis e Trichomonas vaginalis in 220 campioni 

maschili di liquido seminale di individui di età compresa tra i 15 e i 67 anni che ne facevano richie-

sta. Gli strumenti utilizzati per lo svolgimento di questa analisi sono rappresentati da QIAsymphny 

SP/AS (Figura 8) e Rotor Gene Q Mdx 5plex HRM entrambi della ditta QIAGEN.

Figura 8. Strumento QIAsymphony SP/AS
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3.2 Fase pre analitica: prelievo, trasporto e conservazione dei campioni
Il prelievo del campione deve avvenire da due fino a quattro giorni dopo l’ultima eiaculazione, uti-

lizzando la normale prassi di laboratorio, ovvero il campione di sperma può essere prelevato, attra-

verso masturbazione direttamente in un contenitore per campioni sterile, pulito e asciutto, oppure il 

prelievo può anche avvenire attraverso masturbazione utilizzando un preservativo. Dopo l’eiacula-

zione occorre rimuovere il preservativo e chiuderne bene la parte superiore con un elastico per trat-

tenere il campione di sperma all’interno del preservativo, in seguito è importante porre il preserva-

tivo nel contenitore da trasporto. La spedizione dei campioni deve avvenire a 20°C entro sei ore 

dalla raccolta dei campioni, in conformità alle disposizioni statali vigenti per il trasporto di materiali 

potenzialmente patogeni. E’ importante evitare la formazione di schiuma all’interno o sui campioni 

che devono essere termostatati a temperatura ambiente (15-25 °C) prima dell’avvio della procedura. 

Per quanto riguarda la conservazione dei campioni, fino a 7 giorni dall’arrivo al sito di analisi i 

campioni devono essere conservati a 20°C o 4°C in funzione delle condizioni locali, a 4°C fino a 

due settimane mentre in caso di conservazione prolungata la temperatura ottimale è pari a -20°C.
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3.3. Caratteristiche del QIAsymphony SP 
Il sistema QIAsymphony esegue tutte le fasi della procedura di purificazione garantendo una pro-

cessazione sicura e riproducibile di campioni potenzialmente infetti.  

Gli acidi nucleici purificati poi possono essere usati per lo svolgimento, in seguito, di altre procedu-

re quali l’amplificazione. Il sistema QIAsymphony SP esegue una purificazione completamente au-

tomatizzata degli acidi nucleici utilizzando la tecnologia a particelle magnetiche; la procedura di 

purificazione comprende 4 fasi: lisi, legame, lavaggio ed eluizione. Precisamente, i campioni ven-

gono lisati nella stazione di lisi, poi gli acidi nucleici si legano alla superficie delle particelle ma-

gnetiche e vengono lavati per rimuovere i contaminanti. Infine l’acido nucleico purificato viene 

eluito.

La procedura schematicamente prevede che una barra magnetica protetta da un coperchio entri in 

un pozzetto contenente il campione ed attragga le particelle magnetiche. Poi la banda magnetica con 

coperchio viene posizionata in un altro pozzetto e le particelle magnetiche vengono rilasciate (Figu-

ra 9). Durante la processazione dei campioni queste due fasi vengono ripetute più volte. Il sistema 

QIAsymphony SP avendo una testa magnetica contenente 24 barre magnetiche può processare in 

una sola sessione fino a 96 campioni in bach da massimo 24 campioni ciascuno. Lo strumento QIA-

symphony SP è costituito da una testa magnetica, una stazione di lisi, un braccio robotico ed un let-

tore di codici a barre.

Figura 9. Rappresentazione schematica del principio di funzionamento del sistema QIAsymphony 

SP. 
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3.4 Estrazione e purificazione del DNA
Per l’estrazione di DNA è stato utilizzato il kit QIAsymphony DSP Virus/Pathogen Midi in combi-

nazione con il sistema QIAsymphony SP della ditta QIAGEN (Figura 10).

Figura 10. Procedura QIAsymphony Virus/Pathogen. 

Il kit QIAsymphony DISP Virus/Pathogen Midi contiene:

• RC Cartuccia reagenti  

• ER Rack per enzima 

• PL coperchio perforante 

• AVE Tampone AVE (20 ml) 

• CARRIER Carrier RNA (1.350 µg) 

• RSS Set sigillante riutilizzabile 

I componenti del kit QIAsymphony DSP Virus/Pathogen Midi devono essere conservati a tempera-

tura ambiente (15-25 °C).  
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3.5 Purificazione automatizzata sul sistema QIAsymphony SP
Il sistema QIAsymphony SP consente di eseguire una preparazione completamente automatizzata 

dei campioni. I campioni, i reagenti, i materiali di consumo e gli eluati vengono separati in diversi 

cassetti (Figura 11). 

Figura 11. Contenuto dei differenti cassetti del sistema QIAsymphony SP. 

La procedura di purificazione automatizzata sul sistema QIAsymphony SP si articola in differenti 

fasi, schematicamente riassunte come segue:

1. Caricare le cartucce reagenti (RC) nel cassetto “Reagents and Consumables” (Reagenti e mate-

riali di consumo). I reagenti per la purificazione del DNA sono contenuti in una cartuccia rea-

genti (RC). Ciascun recipiente della cartuccia reagenti (RC) contiene un particolare reagente: 

particelle magnetiche (che devono essere opportunamente risospese), tampone di lisi, tampone 

di lavaggio oppure tampone di eluizione (Figura 12). 
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Figura 12. Cartuccia reagenti QIAsymphony (RC). La cartuccia reagenti (RC) contiene tutti i rea-

genti necessari per l’esecuzione del protocollo. 

2. Caricare la plasticheria nel cassetto “Reagents and Consumables”. In questo passaggio è neces-

sario, dopo averlo scansionato, caricare nell’apposito cassetto il tampone ALT (ALT) ed in se-

guito eseguire il caricamento del cassetto “Waste” (Materiali di scarto). 

3. Caricare il cassetto “Eluate”, quindi caricare il rack per eluizione necessario nel cassetto “Elua-

te” utilizzando l’adattatore di raffreddamento. Il volume di eluizione preselezionato è pari a 60 

µl. Avviare la procedura di inventario. 

4. Preparare i campioni e i controlli. I campioni sono rappresentati da 500 µl di liquido seminale 

posti all’interno di un eNaT da 2 ml. I campioni, provvisti di codice a barre, vengono disposti 

uno di seguito all’altro all’interno dei portaprovette costituenti un batch. In quest’ultimo, devo-

no essere posti anche i controlli positivi e negativi di Chlamydia trachomatis e Neisseria Go-

norrhoeae del kit artus CT/NG QS-RGQ ovvero: CT/NG Control CT+/ NG- e CT/NG Control 

NG+/CT-. I campioni e i relativi controlli devono essere caricati nel cassetto “Campione”, in 

uno dei primi quattro slot (Figura 13). 

5. Preparare il carrier RNA e aggiungere il controllo interno ai campioni. Il kit QIAsymphony 

DPS Virus/Pathogen Midi in combinazione con il kit artus Chlamydia trachomatis/Neisseria 

Gonorrhoeae richiede l’inserimento del controllo interno (CT/NG RG IC) nella procedura di 

purificazione per monitorare l’efficienza della preparazione dei campioni e del test a valle. I 

controlli interni vanno aggiunti alla miscela di carrier RNA (CARRIER)- tampone AVE (AVE). 

Il volume totale della miscela controllo interno- carrier RNA (CARRIER)- tampone AVE 
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(AVE) deve rimanere pari a 120 µl, precisamente: 3 µl di soluzione madre con carrier RNA 

(CARRIER), 9 µl di controllo interno e 108 µl di tampone AVE (AVE). In seguito occorre col-

locare la provetta contenente la miscela di carrier RNA (CARRIER), tampone AVE (AVE) e il 

controllo interno (CT/NG RG IC) nel batch portaprovette e caricare quest’ultimo nel cassetto 

“Campione”, precisamente nello slot A. 

6. Inserire le informazioni relative ad ogni batch di campioni da processare, attraverso il touch 

screen, ovvero informazioni relative al campione, protocollo da eseguire, volume di eluizione e 

posizione di uscita, provette contenenti la miscela di carrier RNA (carrier), tampone AVE 

(AVE) ed il controllo interno (CT/NG RG IC). In questa fase è importante selezionare la moda-

lità Processo integrato attraverso il touch screen del QIAsymphony. A questo punto è possibile 

avviare la procedura di purificazione che comprende fasi di processazione completamente au-

tomatizzate. Al termine delle quali è possibile estrarre il rack per eluizione contenente gli acidi 

nucleici purificati dal cassetto “Eluate”.  
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3.6 Funzionamento integrato con il modulo QIAsymphony AS
Il sistema QIAsymphony SP si interfaccia direttamente con il modulo QIAsymphony AS attraverso 

un processo integrato quindi tutti i campioni purificati con QIAsymphony SP possono essere trasfe-

riti automaticamente al modulo QIAsymphony AS per l'impostazione del dosaggio PCR. Nello spe-

cifico i rack per eluizione possono essere trasferiti automaticamente mediante il modulo di trasferi-

mento dal QIAsymphony SP allo slot 2 del cassetto “Eluati e reagenti” dello strumento. Il modulo 

QIAsymphony AS utilizza un sistema di pipettaggio a 4 canali. 

Il QIAsymphony AS è costituito da un coperchio, da LED di stato dello strumento, da un braccio 

robotico e da una serie di cassetti quali il cassetto “Eluati e reagenti” ed il cassetto “Test”. In questo 

modulo AS, dopo avere caricato i componenti necessari e i materiali di consumo, è necessario cari-

care i rack per test nel corrispondente adattatore preraffreddato e caricare il rack per reagenti collo-

cando le provette per reagenti, senza coperchi, nelle rispettive posizioni degli adattatori preraffred-

dati. Precisamente in questa fase occorre caricare CT/NG RG Master (660 µl), CT/NG RG Mg-Sol 

(200 µl) e il Bianco CT/NG RG NTC, tutti del kit artus CT/NG QS-RGQ. Terminato il processo è 

necessario scaricare il rack per test e passare al protocollo Real-Time PCR sul Rotor Gene Q. 
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3.7 Kit artus CT/NG QS-RGQ
Il kit utilizzato per l’analisi biomolecolare è rappresentato dal kit artus CT/NG QS-RGQ della ditta 

QIAGEN ovvero un sistema pronto all’uso per la rilevazione del DNA di Chlamydia trachomatis 

(CT) e/o di Neisseria gonorrhoeae (NG) tramite la reazione a catena della polimerasi (PCR) sugli 

strumenti Rotor-Gene Q con preparazione dei campioni e setup del test eseguiti con lo strumento 

QIAsymphony SP/AS. Precisamente il kit artus CT/NG QS-RGQ viene utilizzato in combinazione 

con il kit QIAsymphony DSP Virus/Pathogen Midi attraverso l’utilizzo del modulo QIAsymphony 

SP per la purificazione ed estrazione del DNA, con il modulo QIAsymphony AS per l’impostazione 

del dosaggio di PCR ed infine per mezzo dell’utilizzo del Rotor-Gene Q è possibile eseguire 

l’amplificazione e quindi il rilevare il DNA degli agenti patogeni. Il master RG per CT/NG contiene 

reagenti ed enzimi per l’amplificazione specifica di una regione di 86 bp del plasmide criptico 

Chlamydia trachomatis, una regione di 66 bp del genoma Chlamydia trachomatis e un bersaglio di 

74 bp del genoma Neisseria gonorrhoeae per la rilevazione diretta dell’amplicone specifico nel ca-

nale di fluorescenza Cycling Green (Ciclo verde) e Cycling Orange (Ciclo arancione) del Rotor-

Gene Q. Il kit artus CT/NG QS-RGQ contiene anche un quarto sistema di amplificazione eterologa 

per la rilevazione di una possibile inibizione della PCR. Questa viene rilevata come controllo inter-

no (IC) nel canale di fluorescenza Cycling Yellow (Ciclo giallo) del Rotor-Gene Q. Tuttavia questo 

controllo non riduce il limite di rilevazione della PCR di CT/NG. 

3.7.1 Specificità, sensibilità e limite di rilevamento analitico (LOD) del kit
Per quanto riguarda specificità e sensibilità il kit artus CT/NG QS-RGQ ha mostrato una specificità 

diagnostica del 99,8% e una sensibilità del 98,1% per Chlamydia trachomatis e una specificità dia-

gnostica del 99,8% e una sensibilità del 96,3% per Neisseria gonorrhoeae rispetto al saggio Abbott 

Chlamydia trachomatis / Neisseria gonorrhoeae. Invece, il limite di rilevamento analitico (LOD) 

del kit artus CT/NG QS-RGQ, considerando la fase di purificazione, è stato determinato utilizzando 

una serie di diluizioni di cellule di Chlamydia trachomatis e Neisseria gonorrhoeae arricchite con 

terreno eNAT in combinazione con l’estrazione su QIAsymphony SP. Il LOD ha dato una probabili-

tà del 95% che 5 EB / ml di Chlamydia trachomatis e 3 CFU / ml di Neisseria gonorrhoeae possano 

essere rilevati.  
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3.7.2 Contenuto del kit e conservazione dei reagenti

Il kit artus CT / NG QS-RGQ contiene (Figura 13):

• Due controlli volti a monitorare la procedura di estrazione e la PCR ovvero il controllo CT/NG 

CT+/NG- (500 µl) e il controllo CT/NG NG+/CT- (500 µl) che vengono caricati sullo strumento 

QIAsymphony SP/AS (precisamente nel modulo SP) e trattati come gli altri campioni.  

• Un controllo interno CT/NG RG IC che viene aggiunto al campione durante il processo di estra-

zione del DNA ed è presente in tutti i campioni. 

• Il bianco CT/NG RG NTC (100 µl). 

• Un soluzione di Mg ovvero CT/NG RG Mg-Sol (220 µl). 

• Master Mix CT/NG RG Master (660 µl). 

I componenti del kit artus CT/NG QS-RGQ devono essere conservati ad una temperatura fra –15°C 

e –30°C e sono stabili fino alla data di scadenza riportata sull’etichetta

Figura 13. Componenti del kit kit artus CT / NG QS-RGQ. 
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3.8 Amplificazione del DNA batterico: principio della Real-Time PCR
Svolgendo una procedura diagnostica tramite reazione a catena della polimerasi (PCR) è possibile 

amplificare specifiche regioni del genoma dell’agente patogeno. Utilizzando la Real- Time PCR 

(RT-PCR) la rilevazione richiede l’impiego di sostanze fluorescenti, di solito associate a sonde oli-

gonucleotidiche, che si legano specificatamente al prodotto di amplificazione. La Real-Time PCR 

permette, inoltre, per ogni campione di ottenere una curva di amplificazione ed il relativo Ct (Thre-

shold Cycle) che è inversamente proporzionale alla quantità di DNA stampo iniziale contenuto nel 

campione. 

3.8.1 Rotor-Gene Q
Per l’amplificazione del DNA estratto, è stato utilizzato il Rotor-Gene Q della ditta QIAGEN (Figu-

ra 14), precisamente il Rotor-Gene Q Mdx 5plex HRM. Questo strumento garantisce che ogni pro-

vetta giri in una camera di aria in movimento, mantenendo tutti i campioni esattamente alla stessa 

temperatura durante il ciclo termico permettendo un rilevamento uniforme. Quando ciascun tubo si 

allinea con l'ottica di rilevamento, il campione viene illuminato e il segnale fluorescente viene rac-

colto rapidamente. Questa uniformità termica e ottica, determinata dal fatto che tutti i campioni ruo-

tano contemporaneamente a 400 RPM, consente di produrre un'analisi di RT-PCR sensibile, precisa 

e veloce. 

Figura 14. Rotor-Gene Q 
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Il Rotor-Gene Q offre la gamma ottica più ampia attualmente disponibile infatti ha un massimo di 6 

canali per il rilevamento ottico (Figura 15), questa caratteristica combinata ad  un percorso ottico 

corto e fisso, rende il Rotor-Gene Q particolarmente adatto reazioni multiplex, garantendo una mi-

nima variabilità di fluorescenza tra i campioni ed eliminando la necessità di calibrazione o compen-

sazione. Attraverso l’utilizzo del Rotor-Gene Q Mdx 5plex HRM è anche possibile eseguire un 

High Resolution Melt (HRM) continuando comunque ad assicurare un’ottima qualità strumentale

per le classiche reazioni di RT-PCR.

Figura 15. I sei canali di rilevamento ottico del Rotor-Gene Q.
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3.9 RT-PCR sul Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM
Il kit artus CT/NG è stato eseguito su Rotor-Gene Q Mdx 5plex HRM. Dopo avere scaricato il rack 

per test, le provette per PCR (provette per strisce 0,1 ml) devono essere chiuse e caricate sul rotore 

a 72 pozzetti che si trova sul relativo supporto, il quale deve essere riempito a partire dalla posizio-

ne 1 e le provette devono essere trasferite con il corretto orientamento (Figura 16). Poi è necessario 

collegare l’anello di bloccaggio e caricarlo insieme al sul Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM.

Figura 16. Posizionamento delle provette per strisce chiuse all’interno del rotore a 72 pozzetti. 

Il file del termociclatore deve essere scaricato dal QIAsymphony AS e trasferito al computer colle-

gato al Rotor-Gene Q. Poi occorre impostare il profilo termico per la rilevazione del DNA di CT/

NG e avviare il processo. Il profilo termico specifico per la rilevazione di questi due patogeni per il 

kit artus CT/NG QS-RGQ eseguito sul Rotor-Gene Q Mdx 5plex HRM utilizzando l’analisi manua-

le con il software Rotor Gene Q 2.1 è riportato in Figura 17.

Figura 17. Impostazioni specifiche per il kit artus CT/NG QS-RGQ Kit utilizzando il software Ro-

tor-Gene 2.1. 
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3.9.1 Interpretazione dei risultati  

L’interpretazione dei risultati del kit artus CT/NG QS-RGQ è stata eseguita utilizzando l’analisi 

manuale con Rotor Gene Q 2.1.

Vengono considerati tra canali di fluorescenza:

• Cycling Green (Ct 0,07) per Chlamydia Trachomatis 

• Cycling Orange (Ct 0,10) per Neisseria Gonorrhoeae 

• Cycling Yellow (0,03) per il controllo unico interno 

In base alla rilevazione dei segnali nei tre canali è possibile trarre conclusioni relativamente alla 

presenza o meno del DNA dei patogeni considerati ovvero Chlmydia Trachomatis e Neisseria go-

norrhoeae (Figura 18).

Figura 18. Rilevazione dei segnali e relative conclusioni.
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Nel canale Cycling Green dovrà essere presente la curva relativa al controllo positivo per Chlamy-

dia Trachomatis (CT/NG CT+/NG-) ed eventualmente un’altra curva relativa ad un  

campione di un paziente positivo a questo patogeno (Figura 19).

Così come nel caso del canale Cycling Orange, si dovrà osservare una curva relativa al controllo 

positivo (CT/NG NG+/CT-) per Neisseria Gonorrhoeae ed eventualmente un’altra curva relativa ad 

un campione di un paziente positivo a questo patogeno (Figura 20). 

Invece nel segnale Cycling Yellow è possibile osservare le curve relative al controllo interno che 

tutti i campioni devono avere (Figura 21).

Figura 19. Cycling Green: controllo positivo per Chlamydia Trachomatis. Risultati di un’analisi 

con il controllo CT/NG CT+/NG-.

Figura 20. Cycling Orange: controllo positivo per Neisseria Gonorrhoeae. Risultati di un’analisi 

con il controllo CT/NG NG+/CT-
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Figura 21. Cycling Yellow: controllo interno. Risultati di un’analisi con il controllo interno CT/NG 

RG IC.

!36



3.10 Analisi immunocromatografica
Il kit utilizzato per lo svolgimento dell’analisi immunocromatografica, sia su liquido seminale che 

su urina maschile, è il Chlamydia Rapid Test Device della ditta Innovacon. Il test è stato svolto, 

unicamente a scopo di ricerca, sugli stessi 220 campioni di liquido seminale considerati per l’analisi 

biomolecolare. Inoltre, agli ultimi 114 pazienti che richiedevano l’esecuzione dell’analisi biomole-

colare per la determinazione di Chlamydia trachomatis e degli altri patogeni, è stato richiesto anche 

un campione di urina per lo svolgimento del Chlamydia Rapid Test Device.

3.10.1 Principio della metodica
Chlamydia Rapid Test Device è un test immunocromatografico rapido per la rilevazione qualitativa 

di Chlamydia trachomatis in campioni femminili da tamponi cervicali, campioni maschili da tam-

poni uretrali e campioni maschili di urina. Il test rappresenta un immunodosaggio a flusso laterale 

qualitativo per la rilevazione dell’antigene di Chlamydia trachomatis, precisamente in questo test 

l’antigene di Chlamydia trachomatis è adeso sull’area di test. Nell’analisi la soluzione con l’antige-

ne estratto reagisce con un anticorpo diretto contro Chlamydia trachomatis che riveste le particelle, 

la miscela poi migra lungo la membrana per reagire con l’anticorpo e generare una linea colorata 

nell’area del test. La presenza di tale linea colorata indica un risultato positivo, mentre la sua assen-

za indica un risultato negativo; nell’area di controllo compare sempre una linea colorata che funge 

da controllo procedurale interno, che fornisce la conferma che è stato applicato un volume di cam-

pione sufficiente, che si è verificato un adeguato assorbimento da parte della membrana e che la 

tecnica procedurale applicata risulta corretta. L’anticorpo utilizzato dal kit Chlamydia Rapid Test 

Device è in grado di rilevare tutti i sierotipi attualmente noti. 
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3.10.2 Raccolta e preparazione dei campioni

Per la raccolta di campioni maschili di liquido seminale:

• 1 ml di liquido seminale devono essere posti all’interno di un contenitore sterile. 

• La conservazione dei campioni di liquido seminale deve avvenire per un massimo di 72 ore in 

frigorifero. 

Per la raccolta dei campioni maschili di urina:

• 20 ml della prima urina del mattino, che contengono le più elevate concentrazioni dell’antigene di 

Chlamydia trachomatis, devono essere posti in un apposito contenitore sterile.  

• Dopo avere miscelato il campione di urina capovolgendo il contenitore occorre inserire 20 ml del 

campione di urina in una provetta per centrifuga, aggiungere 10 ml di acqua distillata e poi centri-

fugare a 3.000 rpm per 15 minuti. 

• Scartare il supernatante, tenendo la provetta capovolta e rimuovere qualsiasi traccia di superna-

tante dal bordo della provetta tamponando con carta assorbente. 

Essendo la qualità dei campioni di fondamentale importanza, per l’esecuzione del test i campioni 

andrebbero processati il prima possibile dopo la raccolta. In alternativa i campioni di urina possono 

essere conservati in frigorifero (2-8°C) per 24 ore. Prima dell’analisi è necessario lasciare riequili-

brare tutti i campioni, il test ed i reagenti a temperatura ambiente (15-30°C).

3.10.3 Reagenti e materiali
Il test contiene particelle rivestite con l’anticorpo contro Chlamydia trachomatis e anticorpi contro 

il patogeni adesi alla membrana. 

I materiali forniti dal kit sono rappresentati da: 

• Dispositivi di analisi 

• Provette di analisi 

• Punte contagocce 

• Tamponi sterili 

• Pipette quantitative 

• Reagente A (NaOH 0,2 M) 

• Reagente B (HCl 0,2 N) 
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3.10.4 Indicazioni d’uso per i campioni maschili di urina

Chlamydia Rapid Test Device su urina maschile mostra una specificità > 99% ed una sensibilità 

pari al 90,9%.

Dopo avere riempito la pipetta quantitativa per il Reagente B fino alla linea contrassegnata (200 

µl ), aggiungere il Reagente B al pellet di urina nella provetta per centrifuga, quindi aspirare e spin-

gere il liquido ripetutamente con una pipetta per miscelare vigorosamente finché la sospensione non 

risulta omogenea. Tutta la soluzione presente nella provetta per centrifuga deve essere trasferita nel-

la provetta di estrazione. A questo punto lasciare riposare per 1 minuti. 

In seguito tenendo il flacone del Reagente A in posizione verticale, dispensare 300 µl  (5 grandi 

gocce) nella provetta di estrazione. Per miscelare la soluzione agitare tramite vortex. Lasciare ripo-

sare 2 minuti. Infine è necessario inserire la punta contagocce sulla sommità della provetta di estra-

zione per poi posizionare il dispositivo di analisi su una superficie piana pulita e dispensare 100 µl 

(3 grandi gocce) della soluzione estratta nel pozzetto del campione (S) del dispositivo di analisi. E’ 

importante evitare la formazione di bolle d’aria nel pozzetto del campione (S) (Figura 22). Dopo 10 

minuti è possibile leggere il risultato, valutando la comparsa della linea colorata o linee colorate.

                                                                                     

Figura 22. Caricamento delle tre gocce della soluzione estratta nel pozzetto del campione (S).
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3.10.5 Indicazioni d’uso per i campioni maschili di liquido seminale

Il kit Chlamydia Rapid Test Device non prevede l’utilizzo di liquido seminale per l’esecuzione del 

test rapido pertanto la metodica da utilizzare per valutare la prestazione del Chlamydia Rapid Test 

Device nella rilevazione di Chlamydia trachomatis a partire da campioni di liquido seminale è stata 

concordata direttamente con la ditta Innovacon produttrice del kit.

Tenendo il flacone del Reagente A in posizione verticale, dispensare 300 µl (5 gocce) nella provetta 

di estrazione. Il Reagente A è incolore. In seguito occorre bagnare il tampone sterile nel contenitore 

sterile contenente il liquido seminale di partenza per poi inserire immediatamente il tampone nella 

provetta di estrazione, comprimere il fondo della provetta, ruotare il tampone per 15 volte e lasciare 

riposare per 2 minuti.

Poi riempire la pipetta quantitativa per il Reagente B fino alla linea contrassegnata (200 µl ) e poi 

dispensare il Reagente B nella provetta di estrazione. Il Reagente B è di colore giallo torbido. In 

seguito comprimere il fondo della provetta e ruotare il tampone per 15 volte finché la soluzione non 

assume un colore limpido tendente al verde/blu; se nel campione di partenza vi è sangue la soluzio-

ne assumerà una colorazione gialla. Lasciare poi riposare 1 minuto. Infine premere il tampone con-

tro le pareti della provetta e rimuovere il tampone comprimendo energicamente la provetta, cercan-

do di trattenere la maggiore quantità possibile di liquido all’interno della provetta. Inserire la punta 

contagocce sulla sommità della provetta di estrazione per poi posizionare il dispositivo di analisi su 

una superficie piana pulita e dispensare 100 µl (3 grandi gocce) della soluzione estratta nel pozzetto 

del campione (S) del dispositivo di analisi. E’ importante evitare la formazione di bolle d’aria nel 

pozzetto del campione (S). Dopo 10 minuti è possibile leggere il risultato, valutando la comparsa 

della linea colorata o linee colorate.
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3.10.6 Interpretazione del risultati
A. POSITIVO: se compaiono due linee colorate distinte: una linea deve trovarsi nell’area del con-

trollo (C) ed una dell’area del test (T). Anche una linea debolmente colorata nell’area del test 

deve essere considerata come indice di un risultato positivo. 

B. NEGATIVO: se compare solo una linea colorata nell’area del controllo (S) ma non compare 

alcune linea colorata nell’area del test (T). 

C. NON VALIDO. Se non compare la linea colorata nell’area di controllo (C). Questa situazione  

I risultati vanno interpretati 10 minuti dopo avere inserito le tre gocce nel pozzetto del campione (S) 

(Figura 23).

Figura 23. Interpretazione dei risultati. 
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4. RISULTATI 
4.1 Correlazione tra le metodiche 

Per l’analisi dei risultati, la Real-Time PCR è stata considerata come il metodo di riferimento per la 

diagnosi dell’infezione provocata da Chlamydia trachomatis, pertanto se essa indicava un risultato 

positivo i campioni sono stati considerati positivi all’infezione, allo stesso modo se la Real-Time 

PCR forniva un risultato negativo i campioni sono stati considerati negativi.

L’analisi è iniziata considerando come unica matrice per ambedue le metodiche (biomolecolare e 

immunocromatografica) il solo liquido seminale pertanto sono stati analizzati in questo modo i pri-

mi 106 campioni maschili. All’interno di essi sono stati individuati 3 campioni positivi all’infezione 

provocata da Chlamydia trachomatis, i quali però per mezzo del test rapido basato sul principio 

immunocromatografico (Chlamydia Rapid Test Device) sono risultati essere falsi negativi.

Vista la presenza di risultati falsamente negativi con l’applicazione della metodica immunocroma-

tografica su liquido seminale per i successivi individui maschili che facevano richiesta di un’analisi 

biomolecolare per l’individuazione di Chlamydia trachomatis e degli altri patogeni è stato preso in 

considerazione, anche un campione di urina per l’esecuzione del Chlamydia Rapid Test Device.

In quanto l’urina, secondo il kit Chlamydia Rapid Test Device della ditta Innovacon utilizzato per 

l’analisi immunocromatografica presentava specificità e sensibilità particolarmente alte, quindi 

l’obbiettivo era quello di valutare se lo stesso test applicato però su matrici differenti mostrasse del-

le differenze in termini di sensibilità e di specificità. Mentre per l’esecuzione della Real-Time PCR 

ha continuato ad essere considerato unicamente il liquido seminale.

Quindi all’interno degli ultimi 114 campioni considerati in questo elaborato di tesi, con la metodica 

di riferimento sono stati individuati 8 soggetti positivi all’infezione provocata da Chlamydia tra-

chomatis, corrispondente ad una prevalenza 7.9% (IC 99%, 3-12.9%), i quali sono tutti risultati fal-

samente negativi con l’esecuzione di Chlamydia Rapid Test Device su liquido seminale, mentre ap-

plicando il medesimo test su urina maschile 3 degli 8 sono risultati positivi, invece i restanti 5 sono 

risultati essere dei falsi negativi. 

La sensibilità e la specificità del Chlamydia Rapid Test Device applicato su urina sono risultate pari, 

rispettivamente, al 37,50% (95% IC, 8.52-75.51%) e al 100% (95% IC, 96.58-100.00%). Mentre 

l’applicazione del test rapido su campioni di liquido seminale ha prodotto una sensibilità dello 0% 

(95% IC, 0.00-28.49%) ed una specificità del 100% (95% IC, 98.25-100.00%). 
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I dati ottenuti dal confronto tra Real Time PCR e Chlamydia Rapid Test Device applicato su liquido 

seminale sono riportati nella tabella 1; mentre la tabella 2 mostra i risultati ottenuti dal confronto tra 

Real-Time PCR e Chlamydia Rapid Test Device quest’ultima svolta su campioni di urina maschile. 

Tabella 1. Risultati del confronto tra Chlamydia Rapid Test Device applicato su liquido seminale e 

Real-Time PCR.

Tabella 2. Risultati del confronto tra Chlamydia Rapid Test Device applicato su urina e Real-Time 

PCR.

REAL TIME PCR
TOTALEPOSITIVO NEGATIVO

T E S T 
RAPIDO 

POSITIVO 0 0 0

NEGATIVO 11 209 220

TOTALE 11 209 220

REAL TIME PCR
TOTALEPOSITIVO NEGATIVO

T E S T 
RAPIDO 

POSITIVO 3 0 3

NEGATIVO 5 106 111

TOTALE 8 106 114
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4.2 Prevalenza dell’infezione nel campione 
Gli individui, da cui provenivano i campioni di liquido seminale, sono stati in totale 220, all’interno 

dei quali 11 sono risultati positivi all’infezione provocata da Chlamydia trachomatis con il metodo 

di riferimento ovvero la Real-time PCR. Quindi la prevalenza dell’infezione in soggetti maschili di 

età compresa tra i 15 e i 67 anni nella provincia di PU è risultata pari al 5% (99% IC, 4.4-11.6%). 

Precisamente dei 220 individui totali: 37 avevano un età compresa tra i 15 e i 24 anni (16,81 %) e 5 

di essi sono risultati positivi all’infezione sostenuta da Chlamydia trachomatis, 56 individui presen-

tavano un’ età compresa tra i 25 e i 34 anni (25,45 %) e 4 di questi sono risultati positivi all’infezio-

ne, mentre 70 avevano un’età compresa tra i 35 e i 44 anni (31,81 %) ed all’interno di questa fascia 

di età non sono stati riscontrati soggetti positivi all’infezione. Infine 57 individui possedevano un’e-

tà superiore ai 45 anni (25,90 %), e tra questi solo due uomini sono risultati positivi all’infezione. 

La prevalenza di Chlamydia trachomatis è risultata più elevata tra i soggetti di età 15-24 anni 

13,51% (95% IC, 4.54- 28.77%) rispetto a quelli di età superiore. Infatti si può osservare un decre-

mento della prevalenza all’aumentare dell’età (Figura 24).

                                                          Classe di età  

Figura 24. Prevalenza dell’infezione sostenuta da Chlamydia trachomatis per fasce di età. A destra 

sono indicati i valori relativi al numero di soggetti testati, mentre a sinistra sono riportati i valori 

relativi alla prevalenza, espressi in percentuale, di Chlamydia trachomatis nelle varie fasce di età 

dei soggetti testati.
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Per quanto riguarda la prevalenza, nel campione considerato quindi nei 220 soggetti maschili di età 

compresa tra i 15 e i 67 anni della provincia di PU, delle altre infezioni determinate sempre attra-

verso l’analisi biomolecolare, essa risulta essere pari al 7,73 % (95% IC, 4.57-12.08%) per Gardne-

rella vaginalis ed allo 0.45 % (95% IC, 0.01-2.51%) sia per Neisseria Gonorrhoeae che per Tri-

chomonas vaginalis.  

4.3 Associazione di Chlamydia trachomatis con altre infezioni delle vie geni-

tali maschili
Con l’obbiettivo di valutare eventuali associazioni, dell’infezione provocata da Chlamydia tracho-

matis, con altre patogeni responsabili di infezioni che coinvolgono le vie genitali maschili, per 

ognuno dei 220 individui considerati in questo lavoro di tesi, sono stati presi in considerazione i ri-

sultati dell’analisi biomolecolare completa quindi volta all’identificazione anche di Neisseria go-

norrhoeae, Trichomonas vaginalis e Gardnerella vaginalis ed anche i risultati delle relative sper-

miocolture. Le ricerche eseguite nell’ambito della spermiocoltura mirano all’identificazione di: En-

terobatteri, Pseudomonas, Stafilococchi, Streptococchi, Emolifi, Mycoplasma Hominis, Ureaplasma 

Urealyticum, Candida ed altri lieviti.

Degli 11 pazienti risultati positivi all’infezione sostenuta da Chlamydia trachomatis, 4 (36%) risul-

tavano positivi anche a Ureaplasma Urealyticum, 2 (18 %) anche a Candida Albicans, al contrario i 

restanti 5 (46%) non presentavano associazioni con altre infezioni identificabili mediante esame 

colturale. Inoltre, nessuno degli 11 mostrava positività per le altre infezioni identificate mediante 

analisi biomolecolare (Figura 25). 

  

Figura 25. Rappresentazione grafica dell’associazione di Chlamydia Trachomatis con altre infezio-

ni delle vie genitali maschili.
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I risultati delle spermiocolture e dell’analisi biomolecolare completa, di tutti i 220 pazienti, hanno 

permesso di definire la distribuzione dei vari patogeni, responsabili di infezioni che interessano le 

vie genitali maschili, nel campione considerato (Figura 26 e Figura 27). 

 

Figura 26. Distribuzione, espressa in percentuale, dei patogeni identificabili mediante spermiocol-

tura, nel campione considerato. 

 

Figura 27. Distribuzione, espressa in percentuale, dei patogeni identificabili mediante analisi bio-

molecolare, nel campione considerato. 
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5. DISCUSSIONE 
Gli esami diagnostici volti all’identificazione di Chlamydia trachomatis, includono sia metodi diret-

ti che metodi indiretti, e sono indicati in pazienti con sintomi urogentali, anorettali e oculari, pazien-

ti con ITS differenti da Chlamydia trachomatis ed individui considerati a rischio, ad esempio per 

via del contatto con individui infetti o potenzialmente tali.  

Chlamydia trachomatis rappresenta un batterio intracellulare obbligato che infetta le cellule epite-

liali e i fibroblasti [66]. A causa dell'interazione con un numero elevato di fattori ospiti e di microbi 

commensali, la replicazione nelle cellule ospiti infette, varia considerevolmente e nel caso di infe-

zioni asintomatiche e persistenti può essere molto bassa. Pertanto, il rilevamento diretto di Chlamy-

dia trachomatis richiede un test ad alta sensibilità. Tra tutte le tecniche diagnostiche, i metodi dia-

gnostici di amplificazione degli acidi nucleici sono i test più sensibili rappresentando quindi il “gold 

standard” nella rilevazione di Chlamydia trachomatis in differenti campioni biologici.  

Tuttavia, soprattutto negli ultimi tempi, sono stati sviluppati dei test diagnostici rapidi in grado di 

rilevare velocemente gli antigeni di Chlamydia trachomatis fornendo un risultato in pochi minuti 

[50, 54]. 

In questo lavoro di tesi sono state eseguite ambedue queste metodiche su i medesimi campioni con 

l’obbiettivo di mettere in luce vantaggi e svantaggi di ognuna e di valutare se il test rapido Chlamy-

dia Rapid Test Device, possa rappresentare uno strumento efficace nella gestione dell’infezione so-

stenuta da Chlamydia trachomatis. 

Il principale vantaggio dei test rapidi, per la rilevazione dell'antigene di Chlamydia trachomatis, è 

rappresentato dall’estrema rapidità di esecuzione e di conseguenza di refertazione rendendo possibi-

le fornire un risultato, esclusivamente qualitativo, al paziente in circa 30 minuti. I test rapidi sono, 

inoltre, molto semplici da eseguire e non necessitano di particolari attrezzature o di personale spe-

cializzato. Infatti, potenzialmente, possono anche essere eseguiti nello studio del medico.  

Tuttavia, il test rapido immunocromatografico, applicato su liquido seminale, ha mostrato una sen-

sibilità deludente pari allo 0% (95% IC, 0.00%-128,49%). Mentre nel caso dell’urina la sensibilità 

del test aumenta leggermente 37,50 % (95% IC, 8.52%-75.51%) ma in ogni caso Chlamydia Rapid 

Test Device mostra una sensibilità insufficiente per poter essere raccomandato come test di scree-

ning e come metodica diagnostica per individuare Chlamydia trachomatis in soggetti sintomatici e 

asintomatici. La sensibilità rappresenta un fattore critico nell’ambito dell’identificazione di Chla-

mydia trachomatis, infatti il pericolo principale correlato all’applicazione di questa metodica dia-

gnostica, caratterizzata da una bassa sensibilità, è proprio dovuto all’identificazione di risultati falsi 
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negativi che permettono alla malattia di diffondersi ulteriormente e di ritardare l’inizio della terapia, 

rendendo molto probabili le conseguenti complicazioni. E’ molto probabile che le scarse prestazioni 

del Chlamydia Rapid Test Device possano essere correlate al carico microbico, infatti la rilevazione 

di Chlamydia trachomatis mediante l’applicazione di questo test dipende strettamente dal numero 

di organismi presenti nel campione. Il carico microbico varia per ogni paziente potendo essere in-

fluenzato dai metodi di raccolta dei campioni e da fattori associati al paziente, quali età, storia clini-

ca relativa a ITS, presenza di sintomi o altro. Il livello minimo di rilevazione di questo test dipende 

strettamente dal sierotipo.  

La differenza di sensibilità tra il test rapido eseguito su campioni diversi (urine e liquido seminale) 

è probabilmente il risultato della differenza di carica batterica in questi campioni.  

Inoltre, il fatto che alcuni campioni provenienti dallo stesso paziente fornissero un risultato positivo 

con l’applicazione di Chlamydia Rapid Test Device su urina ed un risultato falso negativo con 

l’applicazione del test rapido su liquido seminale è probabilmente riconducibile anche al quantitati-

vo di campione di partenza, certamente più elevato nel caso dell’urina (20-30 ml) rispetto al liquido 

seminale (1 ml circa), al fatto che i campioni di liquido seminale fossero molto spesso contaminati 

da sangue (la presenza di sangue può alterare i risultati, come riportato dal kit del test rapido utiliz-

zato) ma anche dalla metodica utilizzata unita alle caratteristiche intrinseche dei due fluidi biologi-

ci, infatti nel caso dei campioni di urine, questi essendo sottoposti ad un processo di centrifugazio-

ne, determinano una concentrazione che, in alcuni casi, favorisce una successiva rilevazione del pa-

togeno. Al contrario, nel caso del liquido seminale, esso è fisiologicamente composto prevalente-

mente da una parte plasmatica che favorisce una dispersione, non contrastata da una procedura di 

centrifigazione e quindi questo potrebbe compromettere la rilevazione di Chlamydia trachomatis. 

Inoltre, Chlamydia Rapid Test Device non è utile per determinare gli esiti dei trattamenti terapeutici 

in quanto l’antigene può persistere in seguito alla terapia antibiotica.  

Anche la qualità dei campioni è di fondamentale importanza infatti ad esempio la presenza di san-

gue può determinare dei risultati errati. 

Invece la specificità di Chlamydia Rapid Test Device, si è dimostrata eccellente, sia su urina 100% 

(95% IC, 96.58-100.00%) che su liquido seminale 100% (95% IC, 98.25-100.00%) non determi-

nando l’identificazione di risultati falsi positivi che possono essere motivo di stress psicologico e di 

un trattamento non necessario. 

Allo stesso modo Chlamydia Rapid Test Device non ha prodotto risultati non validi, infatti con en-

trambe le matrici, urine e liquido seminale, compariva sempre la linea del controllo procedurale in-

terno.  
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Un’altro vantaggio dei test rapidi è rappresentato dal fatto che sono piuttosto economici infatti il 

costo per l’esecuzione del Chlamydia Rapid Test Device presso il Laboratorio di Analisi Cliniche 

Biolab è di circa 10 euro. 

Queste mie conclusioni sono avvalorate da numerosi studi presenti in letteratura. Tra questi, è pos-

sibile citare l’analisi eseguita nel 2016 da N. S. Abbai-Shaik, in cui sono state valutate la prestazioni 

diagnostiche del kit Chlamydia Rapid Test Device (Innovacon) applicato su campioni di urina ma-

schile. Le prestazioni del kit Chlamydia Rapid Test Device sono state confrontate con saggio BD 

ProbeTec ET PCR in una popolazione costituita da 100 uomini asintomatici. Nonostante tutti gli 

uomini avessero risultati di test rapidi e di PCR validi. Il test ha mostrato una bassa sensibilità in 

relazione alla PCR (20%) (IC 95% 3,7-6,2%); al contrario la specificità osservata è stata molto alta 

(100%) (IC a un lato: 97,5%: 96,0-100). Questi risultati sottolineano come il test rapido basato sul 

principio immunocromatografico non rappresenti un’alternativa diagnostica affidabile per la rileva-

zione di Chlamydia trachomatis [67]. 

Anche nel 2014, Hurly D. S et al. hanno eseguito uno studio con l’obbiettivo di valutare le presta-

zioni cliniche di due test rapidi Chlamydia point-of-care (POC) confrontandoli con un test di ampli-

ficazione dell'acido nucleico (NAAT) considerato come il gold standard. I test rapidi valutati sono 

stati Chlamydia Rapid Test (CRT, Diagnostics for the Real World) e Chlamydia Rapid Test Device 

(ACON) entrambi eseguiti su campioni di urine maschili. Complessivamente sono stati 226 gli uo-

mini considerati. Il primo test rapido Chlamydia Rapid Test (Diagnostics for the Real World) ha 

mostrato una sensibilità del 41,4% (I.C 95% 23,5%- 61%) e una specificità del 89,0% (I.C 95% 

82,2%- 93,8%). Mentre il test Chlamydia Rapid Test Device (ACON) ha mostrato sensibilità e spe-

cificità, rispettivamente, del 43,8% (95% IC 19,8%- 70,1%) e del 98,3% (95% IC 93,9%- 99,8%). 

Entrambi i test erano assolutamente insensibili a carichi di organismi inferiori a 1000 (log = 3) per 

ml di urina [68]. 

E’ interessante anche citare lo studio svolto, nel 2010, da van Dommelen et al. che mostra in modo 

convincente i problemi associati all’utilizzo di alcuni test rapidi per l’identificazione di Chlamydia 

trachomatis. In questo studio sono stati esaminati tre kit con il marchio CE (Conformitée Europée-

ne) disponibili in commercio confrontando i risultati con l'attuale gold standard, ovvero un test di 

amplificazione dell'acido nucleico (NAAT). Gli autori descrivono le prestazioni diagnostiche dei 

test rapidi come "prestazioni allarmanti", in particolare in termini di sensibilità e valore predittivo 

positivo. I risultati evidenziano anche il fatto che un marchio CE non rappresenti una garanzia di 

accuratezza diagnostica. Questo studio pone l’accento sulla discrepanza esistente tra i valori di spe-

cificità e sensibilità realmente ottenibili nella pratica clinica e quelli riportanti nel kit dalla ditta 
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produttrice. Questi risultati sottolineano la necessità di ottenere una buona garanzia della qualità dei 

test rapidi, soprattutto in considerazione della loro disponibilità anche su internet e quindi del fatto 

che alcuni individui potrebbero ricorrere all’auto diagnosi [69]. 

Una performance migliore, del test rapido per l’identificazione di Chlamydia trachomatis, è stata 

riportata in uno studio del 2009 svolto da Wisniewski CA. ed al. nel quale è stato utilizzato il First-

Burst, un dispositivo per la raccolta delle urine che consente di raccogliere i primi 4-5 ml di urina e 

produce un campione con un carico di organismo di Chlamydia trachomatis sei volte più alto rispet-

to al normale contenitore di urina mediante PCR quantitativa (32.533 vs 5.271 plasmidi/ml; P < 

0,0001). Di conseguenza, l'uso di FirstBurst per la raccolta di un campione di urina ha migliorato la 

sensibilità del test rapido per la rilevazione di Chlamydia trachomatis rispetto ai test rapidi di cam-

pioni raccolti con un normale contenitore di urina, precisamente: l’82% di sensibilità contro il 47% 

di sensibilità utilizzando la PCR come riferimento [70]. 

Non sono invece presenti evidenze scientifiche riguardanti l’applicazione del test rapido su campio-

ni di liquido seminale.  

E’ importante anche sottolineare che i valori di specificità e sensibilità cambiano in relazione al kit 

per il test rapido utilizzato, questo parametro deve essere tenuto in considerazione dai vari laborato-

ri, confrontando la specificità e la sensibilità dei vari kit, prima scegliere quello da utilizzare a sco-

po diagnostico. 

Al contrario la metodica molecolare di riferimento (Real-Time PCR) presenta un’indiscutibile sen-

sibilità e specificità, ampiamente confermate in letteratura.  

Per mezzo di tale metodica, infatti, é possibile individuare una specifica regione del genoma di 

Chlamydia trachomatis permettendo una diagnosi precisa anche in quei campioni in cui il parassita 

può avere scarsa o nulla vitalità oppure carica microbica molto bassa. Infatti, é proprio in questi casi 

che si determinano le condizioni cliniche sfavorevoli (latenza, asintomaticità e cronicizzazione), che 

sono alla base dell'elevata incidenza del contagio.  

Attraverso la metodica molecolare, completamente automatizzata eseguita con il kit artus CT/NG 

QS-RGQ (QIAGEN), è stato possibile identificare contemporaneamente Chlamydia trachomatis e 

Neisseria gonorrhoeae, direttamente da liquido seminale. Neisseria gonorrhoeae rappresenta un 

altro importante patogeno sessualmente trasmesso la cui incidenza è più che raddoppiata nel corso 

degli ultimi anni soprattutto nei giovani di età compresa tra i 15 e i 24 anni e i cui sintomi non sono 

clinicamente distinguibili da quelli causati da Chlamydia trachomatis. Una corretta diagnosi delle 

infezioni purulente sessualmente trasmesse dovrebbe, quindi, sempre tenere presenti entrambi i pa-

togeni. Inoltre a partire dagli stessi campioni di liquido seminale di partenza, con la stessa metodica 
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ed utilizzando kit adeguati e specifici è stato possibile valutare la presenza anche di Gardnerella 

vaginalis e Trichomonas vaginalis. 

L’approccio diagnostico, proposto dal Laboratorio di Analisi Cliniche Biolab, che prevede di ese-

guire su tutti i campioni analisi biomolecolare completa (Chlamydia trachomatis, Neisseria gonor-

rhoeae, Gardnerella vaginalis e Trichomonas vaginalis) e spermiocoltura è risultato particolarmen-

te utile in quanto, come confermato dai risultati ottenuti, spesso l’infezione sostenuta da Chlamydia 

trachomatis si associa ad altre infezioni che coinvolgono il tratto genitale maschile e che sono iden-

tificabili mediante spermiocoltura. Allo stesso modo, l’esecuzione anche di una spermicoltura può 

favorire la diagnosi di infezioni a carico dei genitali maschili che hanno delle manifestazioni clini-

che in comune con Chlamydia trachomatis. Quindi anche in questo caso una diagnosi accurata e un 

trattamento terapeutico mirato e precoce risultano fondamentali.  

Altri vantaggi rilevanti della metodica molecolare, eseguita con gli strumenti QIAsymphony SP/AS 

e RotoGene Q Mdx 5plex HRM, sono rappresentati dal fatto che essendo un processo completa-

mente automatizzato, il rischio di contaminazioni ed di eventuali errori da parte dell’operatore sono 

notevolmente ridotti. Inoltre, potendo essere eseguita direttamente su campioni di liquido seminale 

o eventualmente di urina, evita il ricorso a prelievi invasivi (tampone uretrale). 

Le tecniche di amplificazione degli acidi nucleici, però, non sono esenti da alcuni svantaggi come il 

fatto che poiché vengono solitamente eseguite nei laboratori centrali, implicano un trasporto dei 

campioni e un conseguente ritardo nella comunicazione dei risultati. Infatti i risultati vengono gene-

ralmente comunicati dopo circa 5 giorni. Pur essendo metodiche completamente automatizzate, per 

l’esecuzione richiedono comunque personale preparato, competente e specializzato nelle tecniche di 

biologia molecolare. Inoltre, l’analisi biomolecolare presenta un costo piuttosto elevato. I prezzi 

stabiliti dal Laboratorio di Analisi Cliniche Biolab sono i seguenti: 

• 86 euro circa per indagine molecolare completa (Chlamydia trachomatis, Neisseria gonorrhoeae, 

Gardnerella vaginalis e Trichomonas vaginalis) e spermiocoltura. 

• 30 euro circa per indagine molecolare volta all’identificazione solo di Chlamydia trachomatis e 

Neisseria gonorrhoeae. 

In conclusione, il test rapido Chlamydia Rapid Test Device, ha mostrato delle prestazioni diagnosti-

che ben al di sotto dei livelli dichiarati dai produttori ma concordi con le evidenze scientifiche pre-

senti in letteratura. In particolare, è possibile affermare che il liquido seminale non rappresenta 

un’alternativa valida ed affidabile, alle matrici previste dal kit utilizzato, per l’identificazione di 

Chlamydia trachomatis.  
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A prescindere dal fluido biologico considerato è comunque improbabile che questo test diagnostico 

sia utile in differenti contesti clinici a causa della bassa sensibilità quindi dell'elevata percentuale di 

falsi negativi.  

Le metodiche di amplificazione di acidi nucleici (NAAT) continuano a rappresentare il metodo più 

accurato per diagnosticare l’infezione sostenuta da Chlamydia trachomatis ed il loro costo elevato è 

comunque giustificato dall’utilizzo di kit e strumenti di ottima qualità, in grado di fornire dei risul-

tati affidabili. Infatti considerando le differenze in termini specificità e sensibilità delle due metodi-

che considerate possiamo osservare come il rapporto qualità- prezzo sia migliore nella metodica 

biomolecolare.  

Una diagnosi accurata dell’infezione provocata da Chlamydia trachomatis, richiede l’utilizzo di 

tecniche di laboratorio altamente specifiche e sensibili, ma è altrettanto importante una diagnosi 

precoce e accessibile soprattutto alle categorie più a rischio.  

Pertanto, sarebbe utile lo sviluppo di test rapidi immunocromatografici dotati di una maggiore spe-

cificità e sensibilità, sopratutto per poter essere applicati nelle zone caratterizzate da un’alta preva-

lenza dell’infezione provocata da Chlamydia trachomatis, come i Paesi in via di sviluppo, in cui 

l’accesso ai test di amplificazione degli acidi nucleici può essere limitato. Allo stesso modo lo svi-

luppo di test rapidi specifici e sensibili potrebbe favorire la loro promozione come test di screening 

gratuiti, rivolti alle categorie più a rischio all’interno della popolazione, come i giovani di età com-

presa tra i 15 e i 24 anni. Infatti la disponibilità dei risultati del test entro un’ora, consentirebbe un 

trattamento immediato e la tracciatura dei contatti riducendo potenzialmente i rischi relativi ad infe-

zioni persistenti o alla trasmissione. 

Attualmente, l’arma principale che abbiamo contro l’infezione provocata da Chlamydia trachomatis 

rimane comunque la prevenzione.
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