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Riassunto. Sono stati esaminati 75 ceppi di vibrioni appartenenti ad otto diverse specie, alo scopo di
rilevare la presenza di antibiotico resistenza, plasmidi e geni di virulenza tipici di Vibrio cholerae. |
risultati ottenuti suggeriscono I’importanza del monitoraggio microbiologico dei vibrioni, allo scopo
di valutareil rischio di infezioni connesse alla presenza di ceppi potenzialmente patogeni.

Abstract. Seventhy-five Vibrio strains belonging to eight different species were examined for the
presence of antibiotic resistance, plasmids and different virulence genes previously found in patho-
genic Vibrio cholerae strains. Our results suggest that is important to carry out a microbiological
monitoring of Vibrio species to evaluate the health risk associated with the occurrence of poten-

tially pathogenic vibrios.

Introduzione

| Vibrioni sono microrganismi autoctoni dell’am-
biente acquatico, ampiamente diffusi nelle acque
dolci e marine, nelle acque degli estuari, nei sedi-
menti (4, 9, 19), sono responsabili d'infezioni di fe-
rite, setticemie e gastroenteriti. Soprattutto quest’ ul-
tima patologia € frequente in popolazioni che, per
costume popolare, sono solite consumare grandi
guantita di pescato crudo (1, 4, 6, 13).

| vibrioni si trovano anche sull’ epidermide e nel
contenuto intestinale di molti animali marini, verte-
brati e invertebrati (3, 6, 7). Per quanto riguarda la
fauna ittica, poiché i vibrioni sono presenti preva-
lentemente nel loro intestino, se questi vengono evi-
scerati si elimina una grande riserva di batteri, ma
aumenta la probabilita di contaminazione della car-
ne. Inoltre questa probabilita aumenta ulteriormente
se il pesce viene lavato con acqua che pud essere a
sua volta contaminata. Nel caso dei molluschi bival-
vi il problema principale & rappresentato dalla capa-
cita di tali organismi di concentrare i batteri attra-
verso lafiltrazione.

Per lamaggior parte dei vibrioni, fatta eccezione per
i Vibro cholerae 01 ed 0139, i meccanismi di pato-
genicita sono scarsamente conosciuti. L’ operone

ctxAB, che codifica per le subunitd A e B della tos-
sina colerica, risiede nel genoma del fago ctx@, che
si trova come profago nel cromosoma di ceppi pato-
geni di V. cholerae (11) . E’ stato dimostrato (12)
che il fago pud infettare ceppi non tossigenici. L' at-
tacco del fago hainizio quando una fibra caudale
entra in contatto con |’ appropriato recettore, che in
V. cholerae el pilo TCP (che a sua volta € codifica-
to da un fago). | geni che codificano il pilo (geni
tcp) s trovano in una larga regione del DNA di V.
cholerae denominata Vibrio cholerae pathogenicity
isand (VPI) (11, 12). Analisi molecolari hanno mo-
strato che ceppi non-01 di V. cholerae positivi ala
vpi, non possiedono i geni codificanti per il pilo
TCP (12). Il fago é capace di infettare altre specie di
vibrio (12,14). Altri geni di virulenza toxR, toxsS,
toxRS, toxT, tcpA, ace, zot, e I’intera vpi oltre a
quelli che codificano per la CT, sono stati rilevati in
numerose specie di Vibrio (18, 22). Alcuni geni co-
me ace e zot fanno parte del genoma del fago, altri
come toxR, toxS, toxRS e il gene tcpA fanno parte
dellavpi, contenuta a sua volta nel genoma batterico
(10,12).

Scopo del lavoro e stato quello di rilevare la presen-
za e quindi la disseminazione dei geni di virulenza
in vibrioni isolati da ambiente acquatico delle coste
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settentrionali sarde. Inoltre, poiché I’ uso sconsidera
to ed eccessivo dei farmaci s ripercuote anche sul-
I’equilibrio degli ecosistemi acquatici, flora, fauna e
di conseguenza sull’'uomo, si & voluto studiare la
sensibilita agli antibiotici dei vibrioni ed eventuale
correlazione con presenza di plasmidi.

Materiali e metodi

Sono stati analizzati 75 ceppi di vibrioni, isolati da
acque e molluschi bivalvi eduli, appartenenti ad otto
differenti specie: V. alginolyticus, V-fluvialis, V. cho-
lerae non01, V. parahaemolyticus, V. vulnificus, V.
hollisae, V. metschnikovii, e V. fischerii.

| microrganismi sono stati isolati da campioni di ac-
gua e molluschi bivalvi sottoposti ad una fase di
pre-arricchimento in acqua peptonata alcalina a pH
8,6 con 1% di NaCl. Successivamente e stato usato
come terreno di coltura per i vibrioni il TCBS agar
(Thiosulfate-citrate-bile-sucrose), i campioni sono
stati quindi incubati per 18-24h a 25°C. Dopo incu-
bazionei ceppi batterici cresciuti in TCBS che dava-
no luogo a colonie gialle 0 a colonie verdi sono state
identificati con il sistema API20 E (BioMerieux).
L’ estrazione del DNA e stata eseguita mediante la
tecnica di Wison come riportato in precedenti lavori
(18, 23).

Laricercadei geni di virulenza é stata eseguita me-
diante la polimerase chain reaction (PCR), conii pri-
mers specifici per I’amplificazione dei geni: CtxA,
zot, tcpA, toxR, toxS, VP, allo scopo di studiare la
modalita di diffusione dei fattori di virulenza nel-
I” ambiente acquatico.

Per il gene tcpA: 1 ciclo a94°C per 1 minuto, 35 ci-
cli cosi suddivisi: 1 ciclo a94°C per un minuto, 1 ci-
clo d annealing a 54°C per 45 secondi, 1 ciclo a
72°C per 45 secondi, estensione finale a 72°C per 5
minuti. Per i geni VPI, toxS, toxR : 1 ciclo a94°C per
1 minuto, 35 cicli cosi suddivisi: 1 ciclo a 94°C per
minuto, 1 ciclo d'annealing a 56°C per 45 secondi
ed estensione a 72°C per 45 secondi, 1 ciclo finale a
72°C per 5 minuti. Per i geni ace, zot, ctxA : 1 ciclo
a94°C per 1 minuto, 35 cicli a 94°C per 1 minuto, 1
ciclo d' annealing a 60°C per 45 secondi, estensione
a 72°C per 45 secondi, 1 ciclo d'estensione finale a
72°C per 5 minuti. L'amplificazione € stata realizza-
ta in termociclizzatore automatico HY BAID DNA
TERMAL CYCLER ISTRUMENT (modello
TR3CM 220). | geni amplificati sono stati visualiz-
zati mediante elettroforesi in gel d’ agarosio all’ 1.8%
e colorazione con bromuro d’ etidio.

L’ estrazione e la purificazione dei plasmidi sono sta-
ti eseguite mediante I’ utilizzo del Plasmid Minipred
Kit (Labogen s.r.l.).

Per valutare la sensibilita ai farmaci é stata utilizzata
la tecnica di Kirby Bauer attraverso il metodo della
diffusione in piastre di agar e incubazione di 24 ore
a 37°C. Sono stati saggiati 14 farmaci: ampicillina,
piperacillina, amoxicillina, cefotaxime, ceftazidime,
amikacina, gentamicina, ciprofloxacina, ofloxacina,
doxiciclina, ceftriaxone, trimetoprim-sulfametoxa-
zolo, imipenem, meropenem. La presenza di beta-
lattamasi € stata valutata per mezzo di una cefalo-
sporina cromogena (Nitrocefin, Becton Dickinson).

Risultati

Dall’analisi dei campioni di acqua e molluschi rac-
colti lungo la costa nord-orientale e nord-occidenta-
le della Sardegna, sono stati isolati in prevalenza V.
alginolyticusin oltre il 65% dei campioni analizzati,
seguono V. fluvialis nel 9% degli isolamenti, 8% di
V. cholerae non 01, 6.7% di V. vulnificus, infine
1.3% rispettivamente V. hollisae e V. metschnikovii.

| risultati della ricerca dei geni di virulenza ctxA,
Zot, tepA, toxR, toxS, e “virulence pathogenic island”
VPI sono mostrati nella tabella I. Solo 10 ceppi
(13%) hanno amplificato il gene VPI. Il gene tcpA
ha dato risultati positivi in 3 ceppi (4%), due specie
di V. alginolyticus ed un V. cholerae non 01. Questi
ceppi erano contemporaneamente positivi anche al
gene toxS, ed i due V. alginolyticus anche a gene
VPI. | geni zot e ace hanno generato una banda di
amplificazione al peso molecolare atteso solo in un
ceppo (1.3%). 1l gene ctxA non é stato amplificato
da nessun ceppo. | geni maggiormente espressi sono
stati il toxSin 49 ceppi (65.3%) eil genetoxRin 33
ceppi (44%).

L'87% dei vibrioni ha manifestato resistenza ad uno
0 piu farmaci saggiati, soprattutto i beta-lattamici
(Tab.Il). Tale resistenza si € manifestata principal-
mente nei confronti dell’ ampicillina con una percen-
tuale pari alo 85% (64 ceppi).Tra le diverse specie
il 75% erano V. alginolyticus, seguiti dai V. cholerae
non 01 (8%), V. parahaemolyticus (6%), V. vulnifi-
cus (5%), V. fluvialis (3%),V. hollisae e V. metschni-
kovii (1.6%) ciascuno. Elevata anche la resistenza
nei confronti della piperacillina, espressa dal 32%
dei Mibrio (24 ceppi) rispettivamente da V. alginoly-
ticus (95.8%) e V. cholerae non01 (4.2%). L' amoxi-
cillina é risultata inattiva nei confronti do 11 ceppi
(15%) tutti rappresentati da V. alginolyticus. Riguar-
do le cefalosporine:, la resistenza nei confronti del
cefotaxime € stata manifestata da 4 ceppi (5.4%),
tutti rappresentati da V. alginolyticus, solo un ceppo
(1.3%) di V. vulnificus e risultato resistente a cefta-
zidime. Riguardo i carbapenemici, il meropenem &
risultato inattivo su 3 ceppi (4%) rappresentati da
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Tabella |. Geni amplificati sul totale di 75 ceppi Vibrio spp.

Geni di virulenza Numero Percentuale
ceppi positivi

toxS 49 65.3%
toxR 33 44%

VPI 10 13.3%
tcpA 3 4%

zot 1 1.3%
ace 1 1.3%
CtxA 0 0%

Tabella Il. Percentuali di antibiotico-resistenza dei 75
ceppi di Vibrio spp.

Antibiotico Percentuale
AM 85%
PIP 32%
AMC 15%
CTX 5.4%
CAZ 1.3%
CRO 0%
MEM 4%
IMP 1.3%
AN 13.5%
GM 6.7%
DO 16%
OFX 30%
CIP 2.7%
SXT 0%
LEGENDA:

B-lattamici: AM ampicillina, PIP piperacillina, AMC amoxicillina,
CTX cefotaxime,

CAZ ceftazidime, CRO ceftriaxone, MEM meropenem, IMP imi-
penem.

Aminoglicosidici. AN amikacina, GM gentamicina

Tetracicline: DO doxiciclina

Chinolonici: OFX ofloxacina, CIP ciprofloxacina
Sulfamidici/diaminopirimidine:SXT,clotrimossazolo (sulfametos-
sazolo/trimetoprim).

V.vulnificus (33%), V.cholerae non01 (33%) e V.al-
ginolyticus (33%). L'imipenem, infine, € risultato
inattivo solo su un ceppo (1.3%) di V. alginolyticus.
Laresistenzaai b-lattamici & dovuta alla presenza di
un gruppo eterogeneo di enzimi, le beta-lattamasi,
che possono essere codificati sia da geni cromoso-
miali sia plasmidici (8, 24). Per valutare la presenza
di beta-lattamasi € stato utilizzato il test del Nitroce-
fim, che ha dato esito positivo per il 44.6% de ceppi.

Trai suddetti ceppi la percentuale maggiore di posi-
tivita al test € stata espressa dai V alginolyticus
(60%), seguono V. parahaemolyticus (16%) e V. vul-
nificus (8%). Il V. fluvialis, V. metschnikovii ed i V.
hollisae hanno dato esito positivo nel 4% dei ceppi.
Tra gli aminoglicosidici, 10 ceppi (13.5%) erano re-
sistenti alla amikacina (tutti V.alginolyticus), 5 ceppi
(6.7%) ala gentamicina (tutti V. alginolyticus). Inte-
ressante |’ elevata percentuale di resistenza alla doxi-
ciclina dimostrata da 12 ceppi (16%) rappresentati
da V. alginolyticus (75%), V. wulnificus (16.7%) e V.
parahaemolyticus (8.3%). Laresistenzanei confron-
ti dell’ ofloxacinasi € manifestatain 22 ceppi (30%),
tutti appartenenti alla specie V. alginolyticus, mentre
solo 2 ceppi (2.7%) hanno mostrato resistenza ala
ciprofloxacina (anche in questo caso tutti V. algi-
nolyticus).

Trai 75 ceppi di vibrioni in studio, poco meno della
meta hanno evidenziato resistenza multipla agli anti-
biotici saggiati. Il 41.3% dei ceppi, si sono dimo-
strati resistenti ad un solo antibiotico nel 94% dei
cas rappresentato dall’ampicillina. Il 4% dei ceppi
di Vibrio é risultato resistente a due antibiotici; il
16% atre antibiotici, il 9.3% a quattro antibiotici, il
10.7% a cingue antibiotici, infine due ceppi (2.7%)
hanno mostrato resistenza a sei antibiotici. La specie
che ha manifestato il maggior numero di resistenze
multiple e il Vibrio alginolyticus, frequente |’ asso-
ciazione di due penicilline ed una cefal osporina.

Del 75 ceppi studiati, 38 (51%), hanno mostrato la
presenza di uno o piu plasmidi. Questi 38 ceppi era-
no rappresentati da 35 V. alginolyticus, 2 V. cholerae
nonOl1 e 1 V. wulnificus. Di questi, 25 V. alginolyti-
cus,1 V. cholerae non01 ed 1 V. vulnificus hanno evi-
denziato la presenza di un solo plasmide (circa 26
kb). E’ stata inoltre evidenziatain 9 ceppi (8 V. algi-
nolyticus e 1 V. cholerae non01) la presenza di due
plasmidi. Di questi, uno avente peso molecolare di
circa26 kb elI’dtro di 4 kb. Altri 2 ceppi (tutti V.al-
ginolyticus), hanno mostrato la presenza di tre pla-
smidi; uno di circa 26 kb, uno di 18 kb ed un altro di
10 kb.

Discussione

La ricerca condotta ha riguardato lo studio di diver-
se gpecie di vibrioni isolati da matrici ambientali .I
risultati ottenuti dimostrano una ampia diffusione
del genere Vibrio in diversi ecosistemi acquatici
quali acque marine costiere, lagune, estuari. Inoltre,
in accordo con altri autori, la specie maggiormente
diffusa e risultata essere il Vibrio alginolyticus.

Lafrequenza dei ceppi batterici ambientali resistenti
agli agenti antimicrobici sono naturalmente aumen-
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tati come conseguenza dell’ ampia diffusione ed uso
degli antibiotici. L’ elevata frequenza, pari all’ 87%,
riscontrata durante la ricerca, suggerisce una pres-
sione selettiva esercitata da agenti antimicrobici d' u-
SO umano e animale, eliminati in modo non appro-
priato nell’ambiente. | vibrioni con associate resi-
stenze multiple, sono stati infatti isolati da aree la-
gunari, foci e zone costiere con elevate cariche d’'in-
dicatori d’'inquinamento fecale. La resistenza mag-
giore si e dimostrata nei confronti dell’ampicillina
con 64 ceppi resistenti su 75. Non sembra esserci
correlazione fra numero di plasmidi e resistenza
multipla agli antibiotici, tuttavia la maggiore espres-
sione di resistenze multiple si riscontra in ceppi di
vibrioni isolati da ambienti ad elevato impatto antro-
pico, particolarmente nei mesi estivi. Significativa
sembrerebbe essere la correlazione fra resistenza al-
I"ampicillina e la presenza di un plasmide a 26 kb
nel 84% dei ceppi. Il 16% erano resistenti al’ ampi-
cillina pur non avendo il plasmide a 26 kb, & tuttavia
possibile che il plasmide fosse presente ma in basso
numero di copie, quindi non rilevabile.
Laricercade geni di virulenza ha consentito di evi-
denziare un ampia diffusione dei geni ricercati. Lo
studio sulle specie isolate ha infatti dimostrato come
i geni presenti in vibrioni isolati da patologie uma-
ne, possono essere presenti anche nei vibrioni am-
bientali. Questi ultimi possono cos trasformarsi da
specie opportunistiche in Vibrio patogeni per I'uo-
mo. Infatti lamaggior parte dei V. choleraeisolati da
pazienti affetti da colera, presentano contempora-
neamente i geni ctxA, tcp e toxR (5). Anchein alcuni
V. cholerae non01 e non-0139 sono stati trovati as-
sociati gli stessi geni (12) cid dimostra un ampia ca
pacita di scambi genetici per acquisizione di DNA,
da parte dei V. cholerae. | vibrioni analizzati in que-
sto lavoro hanno evidenziato, in due ceppi di V. algi-
nilyticus, la contemporanea presenza dei geni tcpA,
toxS e VPI. L’ osservazione che un ceppo di V. algi-
nolyticus ha evidenziato la presenza del gene ace, un
ceppo di V. alginolyticus presentava il gene zot, die-
ci ceppi di V. alginolyticus erano positivi per VPI,
dimostra che acuni geni di virulenza possono circo-
lare tradiverse specie di Vibrio.

L’'analisi del geni di virulenza associata alo studio
dellasensibilita agli antibiotici, permette di avere un
guadro completo della diffusione di ceppi particolar-
mente virulenti o portatori di geni codificanti per la
resistenza agli antibiotici.

Il monitoraggio microbiologico del vibrioni, la co-
noscenza delle resistenze agli antibiotici, e laricerca
dei geni di virulenza sono determinanti per lo studio
delle modalita di diffusione dei fattori di virulenza
nell’ambiente acquatico. Grazie a rilevamento me-
diante metodi molecolari & quindi possibile monito-

rare erilevare la diffusione di un ceppo nell’ ambien-
te, determinando I’ entita dello spostamento e di con-
seguenza, le condizioni ambientali che possono fa
vorirne o contrastarne la diffusione.
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