
,ÁÖÏÒÏ ÓÖÏÌÔÏ ÐÒÅÓÓÏ ÉÌ ÌÁÂÏÒÁÔÏÒÉÏ ÄÉ ÍÉÃÒÏÂÉÏÌÏÇÉÁ ÄÅÌÌȭ!20! 6ÁÌÌÅ Äȭ!ÏÓÔÁȟ ÎÅÌÌȭÁÍÂÉÔÏ ÄÉ  ÕÎ 
ÐÒÏÇÅÔÔÏ ÄÉ ÔÅÓÉ ɉ3ÃÕÏÌÁ ÄÉ 3ÐÅÃÉÁÌÉÚÚÁÚÉÏÎÅ ÉÎ -ÉÃÒÏÂÉÏÌÏÇÉÁ Å 6ÉÒÏÌÏÇÉÁ ÄÅÌÌȭ5ÎÉÖÅÒÓÉÔÛ ÄÉ 4ÏÒÉÎÏɊȢ 

M.F. Borney, C. Gyppaz  



Background di 
partenza 

Focus: CONTEGGIO DELLE 

SPORE FUNGINE DEL 

GENERE ALTERNARIA 

 

 Trieste 05/02/2016 



,ȭÅÓÉÇÅÎÚÁ di approfondire i dati del monitoraggio aerobiologico porta, 
Ìȭ!20! Valle Äȭ!ÏÓÔÁȟ ad esplorare  tecniche alternative  alla microscopia 
ottica. 
 
Obiettivi: 
 
Å Determinazione quali-quantitativa  di pollini e spore fungine 
aerodisperse (generi Alternaria e Cladosporium), tramite ÌȭÁÍÐÌÉÆÉÃÁÚÉÏÎÅ 
del DNA target con metodiche di biologia molecolare (Real-time PCR).  
 
Å  Studio della biodiversità presente sui vetrini di biomonitoraggio.  
 
 



La tecnica microscopica  
Richiede personale altamente specializzato.  
Sottostima  la biodiversità (molte spore non possono essere distinte le une dalle altre in 
base alla loro morfologia).  
%ȭ possibile giungere solo ÁÌÌȭidentificazione del genere (Pashley C.H. et al.,2012; Tonge 
D.P.et al.,2014). 

  
 
 

La tecnica colturale 
Richiede un terreno colturale adatto alla crescita di tutti  i miceti (non esiste). 
Crea un bias tra ÌȭÉÄÅÎÔÉÆÉÃÁÚÉÏÎÅ di spore fungine a crescita veloce e quelle a crescita 
lenta. 
Non individua la presenza di funghi non coltivabili , che tuttavia possono produrre spore 
allergeniche  (Keswani J. et al., 2005). 
Sottostima  inevitabilmente la biodiversità presente in quanto solo il 17% dei funghi 
conosciuti può crescere su terreno colturale e molti di questi producono un micelio sterile 
(Tonge D.P. et al., 2014). 

 



,ȭÅÓÐÏÓÉÚÉÏÎÅ a spore di Alternaria é una delle principali cause di reazioni 
allergiche quali  asma, congiuntivite, rinite e dermatiti. Per questo motivo 
è importante il suo costante monitoraggio (Pavʝn M.A. et al., 2010). 
Presenta un elevato polimorfismo tra le forme più mature e quelle più 
giovani, non sempre facilmente riconoscibili. Ciò porta, probabilmente, a 
sottostimare  la concentrazione effettiva di spore in aria. 
  

Il genere Cladosporium è costituito da circa 60 specie, tra le quali molte 
sono patogene per le piante, altre provocano allergie e indebolimento  
del sistema immunitario  ÎÅÌÌȭÕÏÍÏ.  
I conidi sono facilmente riconoscibili su vetrino, tuttavia le piccole 
dimensioni e la concentrazione elevata in cui si trovano durante il 
periodo di rilascio, ne rendono difficoltoso  il conteggio e la 
quantificazione precisa (Qing-Yin Zeng et al., 2006).  



I metodi basati sulla PCR Real Time: 

 

Å rilevano la presenza di microrganismi indipendentemente dalla loro 
coltivabilità  e vitalità  
 

Å presentano ridotti  tempi analitici 
 

Å offrono la possibilità di rilevare e quantificare simultaneamente il DNA di 
una specie microbica in ÕÎȭunica reazione (no manipolazioni post-PCR) 
 

Å sono caratterizzati da elevata sensibilità, specificità e ampio range 
dinamico (3-4 log per DNA genomico). 

 



Fattori che 
influenzano 

ÌȭÅÆÆÉÃÉÅÎÚÁ ÄÅÌÌÁ 0#2 

Estrazione DNA  
 

 
Reazione di PCR 
 

Rottura meccanica della parete delle spore fungine 
Trattamento termico 
Degradazione del DNA 
Fase di purificazione (qualità/quantità DNA ottenuto) 
Semplicità/applicabilità del protocollo  
 

Disegno dei primers 
Concentrazione del DNA 
Concentrazione dei reattivi 
Protocollo termico 
Presenza/Assenza di inibitori 
Tipo di rilevatori utilizzati 
Buona pratica di laboratorio 



La PCR è stata eseguita su: 
 
üCampioni stock per mettere a punto il protocollo di estrazione e di 
amplificazione del DNA; 

 
üVetrini reali e simulati ÐÅÒ ÖÅÒÉÆÉÃÁÒÅ ÌȭÁÐÐÌÉÃÁÂÉÌÉÔÛ ÄÅÌÌÁ ÔÅÃÎÉÃÁ ÁÌ 
monitoraggio aerobiologico . 



Otteniamo delle sospensioni di circa 106 pollini /ml 


