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CEPPI DI “BURKHOLDERIA CEPACIA” CLINICI ED AMBIENTALI ISOLATI INITALIA PRESENTANO DIVERSA
DISTRIBUZIONE DEI GENOMOVARSE DEI CARATTERI CORRELATI ALLA PATOGENICITA.

G. Manno ?, C. Dalmastri 2, S. Tabacchioni 2, L. Chiarini 2, M.L. Belli* , S. Piana!, A. Materazzo?, P. Vandamme ® e
A. Bevivino?.

Lab. Ricerca e Diagnostica Infettivologica Ist. G.Gaslini Genova; 2ENEA Casaccia, Roma; *University of Gent, Belgium.

11 Burkholderia cepacia complex comprende sia ceppi patogeni opportunisti in pazienti affetti da Fibrosi Cistica (FC) che ceppi
ad alto potenzial e biotecnol ogico in campo agricolo ed ambientale. Al B. cepacia complex attualmente appartengono | e seguenti
specie e genomovars: B. cepacia genomovar |, B. multivorans, B. cepacia genomovar 111, B. stabilis, B. viethamiensis, B. cepacia
genomovar VI, B. ambifaria e B. pyrrocinia. L’ obiettivo del presentelavoro consiste nell’ individuare ladistribuzione dei diversi
genomovarse speciein ambiente clinico e naturale echiarireladiffusionedi caratteri correlati con virulenzaetrasmissibilita. Sono
stati analizzati 68 ceppi di B. cepaciaisolati presso I’ Ospedale Gadlini di Genovada53 pazienti FC residenti in 11 regioni italiane
e75 ceppi ambientali isolati dallarizosferadi maisin 3diverselocalitaitaliane. | ceppi sono stati assegnati ai rispettivi genomovars
especiemedianteanalisi RFLP del 16SrDNA e del generecA, ed amplificazionedi porzioni genomovar-specifiche del generecA.
E' stata quindi valutata la distribuzione dei seguenti caratteri correlati alla virulenza e trasmissibilita: attivita proteolitica ed
emolitica, suscettibilita a diversi antibiotici e presenza del geni esmR e chlA. E' stata andizzata inoltre I’ attivita pectinolitica
mediante il test di macerazione della cipolla E' stata evidenziata una diversa distribuzione di specie e genomovarsin relazione
dl’originedegli isolati, con elevata presenzadel B. cepacia genomovar |11 siatrai ceppi clinici chetraquelli ambientali, lapresenza
di B. ambifaria esclusivamente nellarizosfera ed una presenza esigua di B. cepacia genomovar | € B. pyrrocinia. in entrambe le
popolazioni. L’ attivitaproteoliticaé statarilevatain tutti i ceppi ambientali enell’80% dei clinici, I’ attivitaemoliticanellamaggior
parte dei ceppi ambientali e soltanto nel 20% dei clinici, la capacita di macerare i tessuti vegetali della cipollain tutti i ceppi
esaminati. Il marker esmR e stato rilevato solo all’interno del B. cepacia genomovar 111, nel 61% dei ceppi clinici e nel 15% degli
ambientali, mentre il marker cblA & stato evidenziato in un solo ceppo clinico. Infine, i ceppi ambientali hanno mostrato una
maggiore sensibilitaagli antibiotici rispetto ai ceppi clinici (P < 0.0011).

ISOLAMENTO DI MICRORGANISMI TERMOFILI DA CAMPIONI AMBIENTALI DI ORIGINEVEGETALE.
Francesca Venuti e Marcello Civilini
Dipartimento di Scienze degli Alimenti Universita degli Sudi di Udine v. Marangoni 54, 33100 Udine

Unaseriedi batteri G-, bastoncini, non sporigeni, aerobi, termofili, relazionabili a genere Thermus, sono stati isolati dacampioni
ambientali, atemperature variabili tra60 e 80°C. | microrganismi isolati crescevano su un mezzo ricco e complesso atemperature
trab5 e 75°C, con crescitaottimale tra60 e 70°C. Sono state analizzate le caratteristiche nutrizionali ed i profili di restrizione dei
DNA checodificano per i 16SrRNA. | profili di restrizionedei 16S, amplificati mediante PCR, sono stati comparati con quelli di
ceppi di riferimento, calcolati dalle sequenze pubblicate. Questo studio hamostrato chei ceppi termofili isolati, sono molto vicini
al genere Thermus e, piu specificatamente, a Thermus thermophilus HB8 e Thermus filiformis.
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TRIPANOSOMIASI AFRICANA CON QUADRO NOSOGRAFICO A PREVALENTE DISFUNZIONE
MULTIORGANICA: DESCRIZIONE DI UN CASO

Bonazzi L.:,Massari M.1,Gabbi E.%Vecchia L .2, Capatti C.2, Ricci L.2 Fabio A.2Farnetti E. 3.

Arcispedale SMaria Nuova RE: Divisionedi Malattie Infettive; 2Servizio di Microbiologia; Laboratorio di Biologia Molecolare®.

LaTripanosomiasi Africana(T.A.) & causata da emoflagellati della specie Trypanosoma brucei (T.b.) e trasmessa da mosche del

genere Glossina. T.b.subsp. rhodesiense éisolato nell’ Africa Orientale dacasi acuti di notevole gravitd, infetta prevalentemente
animali selvatici e occasionalmentel’ uomo. T.b.subsp. gambienseinfetta soprattutto I’ uomo con casi adecorso cronico. Entrambe
ledueformecliniche sonoletali in assenzadi trattamento. Ladiagnosi microbiologicaprevedelaricercadi T.b. nel sangue, nellalinfa
eLCR. Con varie metodicheimmunol ogiche viene praticatalaricercadi anticorpi e di antigeni circolanti. Laincidenzadi T.A. nelle
areeendemiche edd 1-2% per raggiungerein fase epidemicail 70% dellapopolazione. Per i turisti lamal attiarappresentaun evento
assolutamenteraro (in USA meno di 25 casi daimportazione negli ultimi 25 anni).

In questa nota viene riportato il caso di un turista di razza bianca di anni 30, rientrato in Italia dopo un soggiorno in Kenia e
Tanzania. Quattro giorni primadel rientro aveva notato al malleolo tibiale interno Sn una tumefazione edematosa con tendenza
ulcerativa, accompagnatadafebbre el evataregredita spontaneamente dopo 1-2 giorni (striscio ematico negativo per malaria). Dopo
il rientro notavalacomparsadi ipercromiaurinariae di un esantema petecchiale. Al momento del ricovero risultavaapiretico, ma
con segni conclamati di disfunzioni multi-organiche e di coagulazione intravascolare (convalidati da aterazione dei parametri

emato-chimici). Uno striscio ematico afresco e previaconcentrazione e col orazi one dimostrava un notevole numero di emoflagell ati

rapportabili al genere Trypanosoma. Unaindagine sierologica eseguita dopo 6 giorni dalla presunta puntura infettante risultava
negativa. Il quadro clinico si e ulteriormente complicato con lainsorgenzadi unainsufficienzarenale acutache harichiestoladialis

extracorporea, frequenti ipoglicemie, grave piastrinopenia, deficit dei fattori della coagul azione ed attivazione dellafibrinolisi. 11

paziente € sempre rimasto vigile e ben orientato, senza deficit neurologici focali. E’ stato trattato con pentamidina. Larispostaal

farmaco € stata rapidissima con parassitemia non pil rilevabile dopo due sole dosi.

Il quadro nosografico della Tripanosomiasi Africanae segnatamente dellaformadaT.b. rhodesiense € di norma caratterizzato da
un esordio che segue di pochi giorni lapunturadell’ insetto; nellafase acutaemo-linfaticail parassitasi moltiplicaattivamente nel

circoloesoloinseguitoinvadeil SNC. E’ frequenteil riscontro di febbre, piastrinopeniaedi un esantemadi tipo petecchiale. Sono
riportate forme associate a CI D ma, anostra conoscenza, non € mai stata segnal ata una conclamata disfunzione multiorganicanel

corso dellamalattia.

PROSPETTIVENELLA DIAGNOSTICA MICROBIOLOGICADELLEEHRLICHIOSI

D. Fumarola, L. Fumarola, O. Brandonisio

Sezione di Microbiologia ed Immunologia, Dipartimento di Clinica Medica, Immunologia e Malattie Infettive, Universita di
Bari

Le procedure di diagnostica microbiologica nel riguardi di alcune zoonosi emergenti anche nella patologia umana (Ehrlichiosi
granulocitica, HGE e monocitica, HME) pongono numerose problematiche. Nella diagnostica diretta, a parte la rilevazione
ematol ogica (peraltro infrequente) delle“morule” nel citoplasmadel granulociti o dei monociti, I’ isolamento colturale (che dovreb-
be rappresentare il gold standard degli accertamenti) si dimostra fastidioso per non dire deludente (Inokuma et a: J. Clin.
Microbiol. 2001; 39: 3031) ele prove molecolari, adettadegli esperti, non appaiono a momento, standardizzate e quindi risolutive
(Weinberg, Pediatr. Infect. Dis. J. 2001,20: 435). Pertanto |a diagnostica sierol ogica (immunofluorescenza, immunoenzimatica,
Western blotting) viene considerataancoraoggi pit praticabile: in particolarel’immunofluorescenza (IFA) vieneindicatacome“the
best choice” nel gruppo delle procedure indirette, attraverso I’ utilizzo sia di antigeni cellulari che, piti di recente (per HGE) di
antigeni cell-free (Brouqui et al. 2001; 8:199, Clin. Diagn. Lab. Immun.) su queste premesse abbiamo in corso unaserie di indagini
sierologichein collaborazione anche col Dipartimento di Scienze Cliniche Veterinarie dell’ Universitadi Napoli (Sezionedi Clinica
Medica: prof. E. Gravino) edell’ Istituto Zooprofilattico del Lazio edellaToscana(dr. E. Villini); I'intento e quello di verificarenella
patologia veterinaria e in quellaumana (HGE piu frequente rispetto aHME) lapositivita (o negativitd) dei sieri testati in IFA con
antigeni cell-free, confrontate anche con i dati delle prove molecolari ed immunoenzimatiche (ELISA con antigeni da proteine
ricombinanti) ivi incluse eventuali reazioni crociate descritte con sieri di atre Ehrlichiosi €/o Rickettsiosi.
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BORRELIA BURGDORFERI INDUCE APOPTOSI SULINFOCITIINVITRO.

Prodan, Mario, Gianni Presani, Sandra Perticarari, RossellaMurgia* e Marina Cinco *

IRCSSBurlo Garofolo, Trieste, Dipartimento di Scienze Biomediche, Sez. Microbiologia, Laboratorio Spirochete, Universita di
Trieste.

Ladiagnosi di morbo di Lyme e fondata sull’ osservazione delle manifestazioni cliniche associata all’indagine microbiol ogica.
Quest’ultima , nella maggior parte dei casi consiste nella ricerca degli anticorpi, che, tuttavia, soprattutto nella fase iniziale
dell’infezione, pud mancare. Studi recenti effettuati in vitro hanno messo in evidenzalacapacitadi B.burgdorferi di indurre effetti
citopatici su B e T linfociti, come pure apoptosi nei macrofagi. Poiche questa disfunzione a carico dei linfociti puo essere in
qualche modo correlataallarispostaumorale, abbiamo voluto vedere se gli effetti citopatici descritti corrispondevano al’induzione
apoptoticadapartedi componenti di B.burgdorferi .1l ceppo di Borreliagarinii BITS, isolato dalxodesricinus,, vivo, sottoposto
a sonicazione o scaldato, * stato coincubato con Linfociti purificati, in rapporto 1:20, 1:50, 1:100, alla temperatura di 37;C in
atmosferaumidificata. L' apoptosi venivavalutatadopo 4 e 24 ore mediante misurazionedel binding all’ annessinaV e colorazione
con propidio ioduro , nonche espressione del CD95. La lettura degli esperimenti veniva effettuata mediante citofluorimetria a
flusso multiparametricasui cloni sottolinfocitari CD3, CD4 e CD8.1l legameall’ annessinaV aumentavaa 24 orenei linfociti Tin
presenza di Borrélie vitali o inattivate, ma non se queste venivano lisate. Venivano perimenti testate le Lipoproteine di Borrelia
OspA ed OspC, nellaformalipidata e non. Soltanto I’ OspC lipidata risultava attivanell’ indurre segnali apoptotici soprattutto nei
CDA4. Questi risultati ,in vitro, indicherebbero che effettitamente componenti di Borrelia maggiormente espressi durantel’ infezione
(OspC) inducono un effetto apoptotico-FAS-mediato su popolazioni di T linfociti , prevalentemente CDA4.

IL GENE RPOSNON E' COINVOLTO NELLO SVILUPPO DI FORME CISTICHE DI BORRELIA BURGDORFERI.
R. Murgia, C. Piazzetta, M. Cinco
Laboratorio spirochete, Dipartimento di Scienze Biomediche, Universita’ degli Studi di Trieste.

Laborreliosi di Lymee€ unamalattiachetende allacronicitanel corso dellaqualeil microorganismo tende apersistere.
Uno degli argomenti ancoradibattuti riguardalaformazionedi “formecistiche” di Borrelia burgdorferi ed il 1oro possibile ruolo
nellaresistenzaal trattamento antibiotico, nellerecidive dellamalattiae nella sopravvivenzadel batterio nellazecca.

E’ stato recentemente dimostrato che cellule di B. burgdorferi si trasformano da spirochete mobili aforme cistiche non-
mobili secoltivateinterreno BSK privo di siero di coniglio, e chericonvertono allaformavegetativaseriportatein BSK contenente
il 6% di siero. Recenti studi hanno dimostrato che una sospensione di cisti, puo’ mantenere I’ infettivita’ ricreando lamalattiain
vivo, hel modello murino.

In questo studio si € quantizzatalacineticadi formazione dellecisti in diverse condizioni di “starvation” ed in presenza

di diversi antibiotici; si @volutoinoltre vedere seil gene rpoS, che codificaper il fattore sSespresso in fase stazionaria, contribuisce
allaformazionedellecisti.
A td fine sono stati usati il ceppo BITS, ed i ceppi B31-A59 (ceppo selavatico) ed il suo ceppo isogenico derivato B31-A74
(ceppo mutante) in cui il locus per il generpoSe’ stato inattivato mediante scambio allelico con il gene gyrBr'. | ceppi sono stati
saggiati in condizioni di induzionealaformazionedi cisti, quali quelladi “starvation” interreno BSK privodi sieroo RPMI, edin
presenza di diversi antibiotici. Lo sviluppo delle cisti € stato monitorato adiversi intervalli di tempo mediante osservazione a
microscopio in campo oscuro ed el ettronico.

E' stato cosi’ evidenziato un effetto inducente allaformazione di cisti in presenzadi antibiotici b-lattamici, manonin
presenzadi macrolidi.

Riguardoil ruolo del generpoS, entrambi i ceppi, selvatico e mutante sviluppavano forme cistiche senza differenze significative nel
tempo di produzione ed nel numero. Questi risultati indicano chelaproduzionedellecisti non €' sottoil controllo del fattoresigma
rpoS, come ipotizzato.
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PRESENZA DEL VIRUSTT INBIOPSIELINFONODALI DI PAZIENTI CON PATOLOGIE EMATOL OGICHE.

lezzi Teresa,GarbugliaAnnaRosa, Capobianchi MariaRosaria, Pignoloni Patrizia, Pulsoni Alessandro, Sourdis John, Pescarmona
Edoardo and Mandelli Franco.

Dipartimento di Scienze Biomediche, Facolta di Medicina e Chirurgia, Universita “ G. D’ Annunzio” Chieti, (Teresa lezz);
Istituto Nazionale per le Malattie Infettive “ Lazzaro Spallanzani”, ( Anna Rosa Garbuglia, Maria Rosaria Capobianchi );
Dipartimento di Biotecnologie Cellulari ed Ematologia, Universita“ La Sapienza” Roma (Patrizia Pignoloni, Alessandro Pulsoni,
Franco Mandelli); Dipartimento di Medicina Sperimentale e Patologia, Sezione di Immunopatologia, Universita
“La Sapienza’ , Roma (Edoardo Pescarmona); Department of Biotecnology, Agricultural University of Athens, Athens ( John Sourdis).

Nel 1997 e stato identificato in Giappone un nuovo virusaDNA ,denominato TT (TTV), nel siero di un paziente affetto daepatite
posttrasfusionale non A-G.

Inizialmentetale virus e stato considerato avere un ruolo in patol ogie esclusivamente epatiche, madati pit recenti non escludono
il possibile coinvolgimento del TTV in malattie del sistema ematopoietico.Tali evidenze derivano dal fatto cheil virus e stato
trovato nelle cellule del sangue periferico (PBMC), e del midollo osseo (BMC).

Datoil notevoleaumento dell’ incidenzadei linfomi registratanel mondo negli ultimi decenni, gli autori hanno studiato lapossibile
correlazionetraquesto nuovo virused al cuni linfomi molto diffusi nel mondo occidentale, quali il linfomafollicolare (FL), il linfoma
diffuso agrandi celluleB (DLBCL) elamalattia di Hodgkin sclerosi nodulare (NS-HD).

A questo scopo sono state utilizzate le biopsie linfonodali inclusein paraffina e/o congelate di 56 pazienti italiani .

Come controlli sono state utilizzate delle iperplasie linfoidi reattive non specifiche (RLH).

Il DNA e stato estratto da 73 campioni inclusi in paraffinaada 38 campioni congelati. Solo 67 campioni (29 inclusi in paraffinae
38 congelati) relativi a56 pazienti, sono risultati competenti e quindi analizzati mediante PCR per valutarel’ eventuale presenza
lapresenzadel virus.

Dal nostro studio sono risultati positivi al TTV il 30% degli FL, il 30,8% dei DLBCL ed il 30% dei NS-HD.Tuitti i controlli sono
risultati negativi.Un’ altraevidenzache érisultatada questo studio € lapresenza dellacoinfezione davirus EBV nel 90% dei casi
positivi al TTV .

La maggiore incidenza di positivitaa TTV (30% ) riscontrata nella casistica sopradescritta, rispetto a quella riportata in
letteratura, relativamente a soggetti ad alto rischio come i tossicodipendenti ( 14.5%), testata con I’ utilizzo dello stesso set di
primers, suggerisce un’ attenta valutazione circa la possibile implicazione del TTV nella patogenesi di queste malattie
linfoporliferative.

STUDIO SULLA SENSIBILITA’ DEI PATOGENI RESPIRATORI AL TIAMFENICOLO
Cianflone M., Cocuzza C.E., Santini L., Mattina R.
Istituto di Microbiologia Medica— Universita di Milano

Negli ultimi anni si assiste sempre pit frequentemente all’isolamento di batteri Gram-positivi multi-resistenti agli antibiotici. Cio
rende necessarialaricercadi antibiotici dotati di maggior potenzaantibattericanei confronti di questi microrganismi.

I tiamfenicolo (TAF) &un antibiotico appartenente al gruppo degli amfenicoli, derivato per semisintesi dal cloramfenicolo (CAF)
per introduzione di un gruppo metilsulfonico a posto del nitrogruppo.

Questamodificazione nellastruttura chimicahapraticamente eliminato gli effetti tossici legati allaformazione del nitroso e
dell’idrossilammino derivati, che sono metaboliti potenzial mente responsabili dei gravi effetti ematologici attribuiti al CAF. Cio
pertanto rende quest’ antibiotico molto pit maneggevolerispetto al CAF. Inoltre, anchele caratteristiche farmacocinetichedel TAF
sono migliori rispetto aquelle del CAF grazie allamigliore solubilitain acquaed al minor legame sieroproteico con conseguente
miglior biodisponibilita
Scopo dellanostraricercae stato valutare |’ attivita antibatterica“in vitro” del TAF in paragone ad dtri antibiotici nei confronti di
batteri Gram-positivi e Gram-negativi isolati di recente dapazienti affetti dainfezione delle alte e bassevierespiratorie. Le specie
batteriche prese in esame sono state le seguenti: S pneumoniae (Pen-S, Pen-R, Eri-S ed Eri-R), S. pyogenes (Eri-S ed Eri-R
appartenenti ai 3diversi fenotipi di resistenza), H. influenzae e M. catarrhalis produttori enon di b-lattamasi. Le M.|.C. sono state
determinate con il micrometodo in terreno liquido in accordo con quanto previsto daNCCL S (1997).

Il TAF e apparso attivo sui ceppi di S. pneumoniae sia Pen-S che Pen-R ed Eri-R mentre |’ azitromicina erainattiva sui ceppi Eri-
R. Anche nei confronti dei ceppi di S. pyogenes il TAF hadimostrato una buona attivita sia sui ceppi eritromicina-sensibili che
resistenti mentre |’ azitromicina su quest’ ultimi & apparsainattiva. Sui ceppi di H. influenzae e M. catarrhalis, sia produttori che
non di b-lattamasi, il TAF hafatto registrare valori di M.1.C. sempre al di sotto del break-point di sensibilita.

I risultati di questo studio consentono di concludere cheil TAF €un valido medicamento per il trattamento delleinfezioni batteriche
dellealte ebassevierespiratorie.
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HERPESVIRUS8 (HHV-8), NERVE GROWTH FACTOR (NGF) E SARCOMA DI KAPOSI (KS).
F. Pica, G. Barillari, A. Volpi, M. Fraschetti, E. Garaci
Dipartimenti di Medicina Sperimentale e Sanita Pubblica, Universita degli Studi di Roma“ Tor Vergata” .

Abbiamo mostrato in precedenza che elevati livelli sierici di NGF sono associati con la sieropositivita per HHV-8 siain pazienti
affetti daKS, AIDS-correlato enon, cheinindividui normali. Inoltre NGF € mitogenico per cellule ottenutedalesioni di KS(cellule
KYS), lequali esprimono entrambi i recettori per NGF pur senzaprodurreil fattore (PicaF. et a., AIDS 1998, 12 (15):2025-2029).
Successi vamente abbiamo mostrato che NGF € essenziale siaper lasopravvivenzacellulare che per lamaturazioneviralein cellule
infettate da HHV-8 (Pica F. et al., BLOOD 2000, 95(9):2905-2917). Tdli evidenze aprono lavia ad ulteriori studi volti ad una
migliore comprensione dei meccanismi coinvolti nell’infezione da HHV-8 in vivo, nei fenomeni della persistenza virale negli
individui infetti e nello sviluppo delle patologie HHV -8 correl ate.

Il KS e unapatol ogiaangioproliferativapromossadacitochi ne angiogeniche ed infiammatorie e dal I’ infezionedaHHV-8 (Chang J.
et al., Virology 2000, 266(1):17-25). Oltre che nelle cellule B, HHV-8 & presente nei monaciti circolanti, nei linfomonaciti infiltranti
lelesioni di KSenei progenitori circolanti putativi delle cellule KS (peripheral blood spindle-like cells, PBsc). Questi ultimi sono
stati isolati dasangue periferico di individui affetti daAlDS-KS maanche dadonatori normali (Browning PJ. et a., BLOOD 1994,
84(8): 2711-2720; AsaharaT. et al., Science 1997, 275:964-967).

Il nostro obiettivo era studiare I’ azione di NGF su PBsc da donatori sani per verificare se NGF fosse in grado di accelerare la
differenziazionedi questi precursori angioblastici in cellule con fenotipo endotelial e attivato caratteristico delle cellule KS mature.
Nostri dati preliminari indicano chelacoltivazione di PBM Cfatti aderire su fibronectina promuovelacomparsadi cellule aderenti
conmorfologiasimileaquelladelle cellule KS. 1l numero di queste cellule € aumentato dall’ NGF in mani era dose-dipendente (1-
1000 ng/ml, picco a10-100 ng/ml). Tale fenomeno € osservato dopo 3-4 giorni di coltura, diviene pienamenteevidentea7 giorni e
durafino ad 1 mese dall’inizio dellacoltura. Studi di fenotipizzazione e funzionali di tali cellule sono tutt’ orain corso.
Finanzato da I SS-Ministero della Sanita, |11 Programma Nazionale sull’ AIDS, Roma, Italia, contributo 50C.25 (F.P.).

IL MATERIALE CAPSULARE DEL CRYPTOCOCCUSNEOFORMANSLIMITA L'ESPRESSIONEEL'ATTIVITA’
BIOLOGICA DEL CD-88(C5aR) SUI NEUTROFILI UMANI

C. Monari, C. Retini, F. Bistoni, A. Vecchiarelli.

Dipartimento Medicina Sperimental e e Scienze Biochimiche, Sezione Microbiologia

Universitadegli Studi di Perugia.

Il Cryptococcus neoformans (C. neoformans) & un fungo capsulato, patogeno per |I’uomo. La capsula é consideratail principale
fattore di virulenza, il cui componente principale, il glucuronoxilomannano (GXM), e stato abbondantemente ritrovato nei fluidi

biologici e nei tessuti di soggetti con criptococcosi. || materiale capsulare conferisce al fungo proprieta antifagocitiche e
immunosoppressive; inoltre media due opposte attivita biologiche: I attivazione del sistemadel Complemento (C) e I’inibizione
dellamigrazionedei neutrofili versoil sito del processo infiammatorio. L’ attivazione del sistemadel C generaframmenti proteolitici

biologicamenteattivi, comeil C5a. Il C5a, il mediatore proinfiammatorio piu potente, esercitanumerosi effetti diretti sui neutrofili,
quali I’ attivazione dellachemotassi elaproduzione di intermedi reattivi dell’ ossigeno.

Al finedi comprendereil ruolo inibitorio del materiale capsulare, abbiamo avanzato I’ ipotesi chelapresenzadellacapsulapotesse
influenzare |’ espressione del CD88 (C5aR) su neutrofili umani.

Lecellule polimorfonucleate (PMN) sono state i sol ate tramite centrifugazione su gradiente di densita da sangue venoso periferico
di soggetti sani e sono state stimol ate con un mutante acapsul ato (7698) dasolo e/o pretrattato con GXM e con un ceppo capsul ato
(6995) di C. .necformans.

| risultati da noi ottenuti evidenziano che: 1) il trattamento con il mutante acapsulato determina un incremento dell’ espressione
superficid e del CD88 che correlacon un aumento siadel legame del C5ache dellarispostachemiotatticaverso C5a; 2) I incubazio-
ne con il mutante acapsulato pretrattato con GXM o con il ceppo capsulato induce unariduzione dell’ espressione superficiale del

CD88 che correla con una diminuzione del legame del C5a e della risposta chemotattica verso C5a; 3) la produzione di O, in
rispostaa Chaaumentain seguito al trattamento con il mutante acapsulato, marestainvariatain presenzadel materiale capsulare.
In conclusioneladownregolazione dell’ espressione del CD88, dovutaal materiale capsulare, corrisponde ad unadiminuzione degli

effetti biologici indotti dal C5a. Questo potrebbe spiegare, almeno in parte, lalimitatainfiltrazione dei PMN osservata durantela
criptococcosi.
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ANTICORPI DIRETTI CONTRO LA2 CAPSULA DEL CRYPTOCOCCUS NEOFORMANS PROMUOVONO
L’ESPRESSIONE DELLA SUBUNITA 22 DEL RECETTORE PER L’'IL-12 (IL-12R22) SULLE CELLULE T IN
RISPOSTA AL LIEVITO.

DonatellaPietrella, PatriziaL upo, Francesco Bistoni, AnnaVecchiarelli.

Dipartimento di Medicina Sperimental e e Scienze Biochimiche, Sezione di Microbiologia, Universitadi Perugia, Perugia, Italia.

Il Cryptococcus neoformans € un lievito capsulato che causa infezioni opportuniste in pazienti immunodepressi. Il principale
fattoredi virulenzaelacapsulapolisaccaridicache ha proprietaantifagocitiche eimmunosoppressive. L’ infezione avviene per via
inalatoriaeviene controllataalivello polmonare dalle difeseimmunitarielocali.

Lapresenzadi unarisposta Thl € cruciale per la protezione contro le infezioni da Cryptococcus neoformans, e la produzione di

IL-12 svolge un ruolo chiavein tale processo. Inoltrel’ intensitadi tale risposta pud essere cal colatamediante |’ analisi quantitativa
dell’ espressione dellasubunital L-12R22 sullecellule T. Lo scopo di questo studio equello di val utare selacapsulapolisaccaridica
del Cryptococcus neoformanssiaingrado di inibirelarispostaThl. A tal fine € statavalutatal’ espressione del recettore |L-12R22
sullecellule T inrispostaa C. neoformans.

Nel nostro sistema sperimental e sono stati utilizzati monociti umani come cellule presentanti |’ antigene, dopo stimolazione con i

due ceppi isogenici, capsulato e acapsulato di C. neoformans, sono stati co-coltivati in presenzadi linfociti T autologhi e su tali

linfociti e statavalutatal’ espressione di IL-12R22. In esperimenti selezionati il ceppo capsulato € stato opsonizzato con anticorpi

specifici anti-capsula.

| nostri risultati mostrano che le cellule T rispondono a ceppo capsulato di C. neoformans con una ridotta espressione dell’ IL-
12R22 rispetto a quella ottenuta con il ceppo acapsulato. Questo correla con laridotta produzione di IL-12 prodotta dall’ APC e
con la ridotta espressione delle molecole costimolatorie, quali B7, coinvolte nel processo di presentazione dell’ antigene. Tale
effetto inibitorio esercitato dalla capsula € stato in parte ristabilito mediante opsonizzazione con anticorpi monoclonali anti-
capsula.

In conclusione questi risultati suggeriscono che anticorpi anti-capsulasono in grado di promuovere lapolarizzazione dell’ immunita
cellulare verso unarisposta Thl protettiva nel confronti del C. neoformans.

INFEZIONE SPERIMENTALE ERIATTIVAZIONE DI CAPRINEHERPESVIRUS1NELLA CAPRA

Tempesta Maria, Greco Grazia, Pratelli Annamaria, Corrente Marialaura, Camero Michele, Guercio Annalisa*,
BuonavogliaCanio

Dipartimento di Sanita e Benessere Animale - Facolta di Medicina \kterinaria -Srrada per Casamassima km.3, Valenzano (Bari)
*| stituto Zoopr ofilattico Sperimentale della Scilia - Palermo

Sei capre adulte femmine sono state infettate, tre per via nasale e tre per via vaginale, con lo stipite italiano BA.1 di caprine
herpesvirus 1 (CpHV.1). Le capreinfettate per vianasale hanno eliminato il virus siaper vianasale che vaginale, mentre le capre
infettate per viavaginale hanno eliminatoil virussolo per viavaginale. Tutti gli animali infettati hanno presentato alivellovaginale
edemaed eritemavulvare eletipichelesioni di tipo vescicoloso-ulcerativo. Dopo sei mesi dall’ infezione tutte le capre sono state
sottoposte a trattamento con desametazone solfato per sel giorni per favorire lariattivazione del virus.

Analogamente aquanto osservato nell’ infezione primaria, le capre precedentemente infettate per vianasale hanno eliminato il
virus per via nasale e vaginale, mentre le capre infettate per via vaginale hanno escreto il virus solo per via vaginale ed hanno
presentato letipichelesioni vulvo-vaginali. Il virusestato eliminato per viavaginale per un periodo pit lungo eatitolo pitielevato
rispetto alavianasale. | risultati hanno confermato il particolare tropismo di CpHV.1 per |’ apparato genitale della capra.
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RICERCA DI VIRUSJC NEL LIQUOR: ANALIS| DELLE SEQUENZE E DEI RIARRANGIAMENTI

DELLA REGIONE DI CONTROLLO DELLA TRASCRIZIONE.

V. Pietropaolo*, M. Videtta*, D. Fioriti*, N. Orsi* e A.M. Degener**.

*Dipartimento Scienze di Sanita Pubblica, **Dipartimento di Medicina Sperimentale e Patologia,
Universita “ La Sapienza” , Roma.

11 poliomavirus JC & ormai universal mente riconosciuto come |’ agente eziol ogico dellaPM L, unamal attiademielinizzante
del SNC, normal mente associ ata aimmunodepressione. Un tempo consideratamal attiarara, laPML é statarecentemente
riscontrata.con maggior frequenzatragli individui malati di AIDS nei quali € spesso causadi morte.

Lasedeprimariadi latenzaindividuataper il virusJC il rene. In seguito ad alterazioni immunologiche dell’ ospite, il virus
puo andare incontro a fenomeni di adattamento nei quali la regione di controllo della trascrizione (NCCR) subisce
riarrangiamenti diversi mediante delezioni e duplicazioni, che gli permetterebbero di raggiungereil SNC, di infettare gli
oligodendrociti e di indurrequindi PML.

LaNCCR del virus JC (ceppo archetipo), chesi trovatral’ originedellareplicazioneeil codone ATG per i geni tardivi, puo
esseresuddivisain sei porzioni denominate box, ognunadelle quali contienesiti di “binding” per fattori cellulari importanti
per latrascrizionevirale.

| risultati di nostrericerche precedenti hanno confermato nei PBMC di diversi soggetti HIV-positivi e negativi, con esenza
PML lapresenzadi sequenze di JCV riarrangiate alivello dellaNCCR.

Abbiamo quindi analizzato lastrutturadellaregionedi controllo dei ceppi di JCV isolati daliquor di soggetti HIV-positivi
e negativi, con e senza PML, ed abbiamo effettuato un’analisi di omologia e di alineamento multiplo delle sequenze
ottenute con quelladel ceppo archetipo.

Anchein questo caso, negli isolati dasoggetti HIV-positivi e negativi senzaPML, lastrutturadelle sequenze dellaregione
di controllo presentadelezioni o duplicazioni rispetto allastrutturadel ceppo archetipo, mentre le sequenzeriscontrate nei
liquor di pazienti con PML mostrano specifici e caratteristici riarrangiamenti.

I nostri risultati indicano chelapresenzadi riarrangiamenti diversi potrebbe essere determinante per I’ emergeredi un’ or-
ganizzazione strutturale della NCCR del virus pit adatta allo sviluppo nel tessuto nervoso.

CORRELAZIONE TRA INFEZIONI POLIMICROBICHE E CARCINOMA UROTELIALEDELLA VESCICA:
RICERCA DI MICRORGANISM| PATOGENI A TRASMISSIONE SESSUALE.

D. Fioriti*, V. Pietropaolo*, A.M. Degener**, A. Pierangeli**, S. Dal Forno®, F. D’ Amico®, C. Laurenti® e F. Chiarini*.
*Dipartimento Scienze di Sanita Pubblica, **Dipartimento di Medicina Sperimentale e Patologia, “Dipartimento di Urologia,
Universita “ La Sapienza” Roma.

Leneoplasieuroteliali dellavescicarappresentano verosimilmenteil risultato dell’ interazionetraagenti carcinogeni e co-carcinogeni.
Recenti studi hanno dimostrato I’ esistenzadi unacorrelazionetral’ insorgenzadi neoplasie vescicali urotdiali el’infezionedaHPV
(Human Papilloma Virus).

In questo studio & stata val utatalarel azione esi stente trainfezioni microbiche sostenute daagenti infettivi sessualmente trasmessi
(con caratteristiche di latenza, persistenza, capacitatrasformante) ed il carcinomauroteliale dellavescica.

E’ stato analizzato un gruppo di 32 pazienti (28 uomini e 4 donne) di etacompresatrai 20 ed i 62 anni (etamedia55,5) affetti da
neoplasiavescicale primitiva.

Tutti i pazienti sono stati sottoposti aresezione transuretral e dellaneoformazione vescicale (TURB). In corso di TURB sono stati
prelevati frammenti di tessuto neoplastico per indagini istologiche e microbiologiche. In quest’ ultimo caso si € proceduto alla
ricerca di HPV, herpes simplex tipo 1 e 2 (HSV 1 e 2), poliomavirus (BKV e JCV), adenovirus, Chlamydia trachomatis e
Mycoplasma genitalium mediante reazione polimerasicaacatena (PCR).

| risultati ottenuti hanno evidenziato cheil 42.8% dei soggetti esaminati (stadio di neoplasiaTaG1 e TaG2) erapositivo ad infezioni
microbiche. Di questi il 78.5% erapositivo per infezioni daBKYV; il 35.7% per infezioni daBKV + JCV; il 14.2% per infezioni da
BKV + JCV + Chlamydiatrachomatis; il 7.1% per infezioni daadenovirus+ BKV + HPV.

Tre pazienti sono risultati positivi per infezioni monomicrobiche: un paziente per herpesvirus, un altro per adenovirused il terzo
per Chlamydiatrachomatis.

Nessun soggetto mostrava positivita per Mycoplasma genitalium.

Lo studio, anche se preliminare, puo suggerire una possibile correl azione trainfezioni microbiche (con caratteristiche di latenza,
persistenza, capacitatrasformante) e carcinomauroteliale dellavescica.
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INTERAZIONI TRABATTERI ED EMOCITI DI MYTILUSGALLOPROVINCIALIS.
Carla Pruzzo!, Laura Canesi2, Massimiliano Zampini®, Renato Tarsit, Gabriella Gallo®.
Istituto di Microbiologia, Universita di Ancona?; Istituto di Fisiologia, Universita di Urbino? DIBISAA, Universita di Genova®.

I mitili possono filtrare notevoli volumi di acquadi mare e sono percio continuamente esposti ad un numero enorme di batteri. 11
destino dei batteri all’interno del mitilo dipende da numerosi fattori tra cui laresistenza all’ attivita fagocitica degli emociti. Tali
cellule svolgono funzioni simili aquelledel monociti edei macrofagi dei vertebrati e costituiscono unaprimalineadi difesacontro
agenti patogeni. | microorganismi che sopravvivono al’ attivitamicrobicidadegli emociti sonoingrado di stabilireinterazioni stabili
coni tessuti dei molluschi e, sesi trattadi patogeni per i bivalvi, possono esprimere le loro caratteristiche di virulenza; sesi tratta
di patogeni per I'uomo, possono raggiungere le concentrazioni sufficienti a causare malattia quando ingeriti crudi. Poiché la
conoscenza dei parametri che influenzano le interazioni tra batteri ed emociti puo costituire la base per il miglioramento dei
processi di depurazione di questi molluschi eduli e, di conseguenza, per la prevenzione delle malattie a trasmissione idrica,
recentemente abbiamo intrapreso unaricercasullemodalitacon cui i batteri interagiscono con lecelluledel sistemaimmunitario dei
mitili (Canesi et a. 2001. Appl. Env. Microbiol. 67:464-468). In questo lavoro abbiamo studiato lafagocitosi eil killing di E. coli
e V. cholerae (01, 0139 e non 01/0O139) da parte di emociti di M. galloprovincialisalo scopo di metterein evidenzai ligandi
batterici coinvolti. E' stato osservato chel’ emolinfafiltrataaumentadi 2-3 voltel’ adesione, I associazione eil killing daparte degli
emociti di tutti i ceppi analizzati. Dal confronto traceppi selvaggi e mutanti privi di adesine note € emerso chei ligandi mannosio-
sensibili sono coinvolti in queste interazioni. Infatti, i risultati ottenuti hanno dimostrato che, in presenza di emolinfafiltrata, i
mutanti di E. coli privi di fimbriedi tipo 1 edi V. cholerae privi dell’ emoaggl uti ninamannosi o-sensibile sono meno adesivi e meno
sensibili al killing dei ceppi selvaggi e che queste interazioni sono inibite dal mannosio. Esperimenti in vivo hanno dimostrato che
la clearance dei batteri provvisti di adesine mannosio-sensibili € piti rapida di quella dei batteri che ne sono privi. Questi dati
suggeriscono chel’ emolinfadel mitili contiene opsonine che, interagendo con ligandi batterici specifici per il mannosio, favoriscono
I" adesionedel microorganismi ai fagociti eil lorokilling.

MACROFAGI INGEGNERIZZATI COME VETTORI DI GENI TERAPEUTICI

Mucci® Anna, Varesio* Luigi, Neglia® Rachele, Colombari® Bruna, Pastorino* Sandra, Blasi® Elisabetta.

°Dipartimento di Scienzelgienistiche, Microbiologiche e Biostatistiche, Universita di Modena e Reggio Emilia, Modena
*Laboratorio di Biologia Molecolare, Ospedale G.Gadini, Genova

Base: Il macrofago svolge un’importante attivita antimicrobica, che aumenta in seguito a stimolazione con diverse citochine.
L'IFNg, prodotto dal linfocita T, rappresenta il principale attivatore macrofagico, pertanto, per una risposta antimicrobica
ottimale, il macrofago dipendeinevitabilmente daaltre cellule del sistemaimmunitario. Recentemente (CartalL. ecoll., J. Immunol.
2001), unalineamacrofagicamurina (Mf10) e stataingegnerizzata.con un costrutto in cui il genedell’ IFNg risultainducibilegrazie
al controllo di un promotore (HRE3x-Tk) sensibile a segnali specifici, tra cui teoricamente |’ acido picolinico (PA). Nel presente
studio, € stato valutato lo stato funzionale di tali macrofagi, esposti e non a PA, el possibile ruolo biologico dell’|FNg da
prodotto.

Metodi: E' statasaggiatal’ attivitaantifunginane riguardi di Cryptococcus neoformanso Candida albicans, laproduzionedi IFNg
edi ossido nitrico, mediante saggi biologici e colorimetrici. L’ attivitabiologicadell’IFNg prodotto dai Mf10 e statavalutatain un
sistematranswell, misurandonegli eventudi effetti sullaattivitafunzionaledi un’ altrapopol azione macrofagica(celluledi microglia
BV2 infettate con C. neoformans o C. albicans).

Risultati: | Mf10 possiedono un'’ attivitaanticriptococcica e anticandida costitutivaed esprimono bassi marilevabili livelli di RNA
messaggero per IFNg eiNOS. Dopo trattamento con PA, sial’ espressione genicache’ attivita antifunginaaumentano significati-
vamente.

L’ IFNg prodotto dalle cellule Mf10 esposte a PA s € dimostrato biol ogicamente attivo in quanto capace di stimolare, nel sistema
transwell, lecellule BV 2 nelleloro funzioni effettrici. In particolare, un aumento dellafagocitos edell’ attivitaantifunginasi osserva
guando le BV2 sono co-coltivate con Mf10 pretrattati con PA, condizione in cui si ha la massima produzione di IFNg. Tale
aumento viene abrogato in seguito all’ aggiuntadi anticorpi anti-1FNg.

Conclusione: | Mf10 ingegnerizzati rispondono a PA con produzione di IFNg e con aumento dell’ attivita antifunging; I'lFNg
prodotto dai Mf10 risulta biologicamente attivo. Cio suggerisce I'impiego dei Mf10 in vivo come vettori di geni terapeutici in
protocolli sperimentali di terapia genicacontro patologie da opportunisti fungini in cui I'lFNg svolge un ruol o determinante.
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ATTIVITA' ANTIFUNGINA DI CELLULEMICROGLIALI UMANE: VALUTAZIONE DEL DANNOMITOCONDRIALE
IN Candida albicans (Ca) e Cryptococcus neoformans (Cn)

Neglia® Rachele, Colombari® Bruna, Cossarizza* Andrea, Mucci® Anna, Pinti* Marcello, Blasi® Elisabetta

°Dipartimento di Scienze lgienistiche, Microbiologiche e Biostatistiche; * Dipartimento di Scienze Biomediche; Universita degli
Sudi di Modena e Reggio Emilia, Modena

Base: Lamicroglia, macrofago residentedel sistemanervoso centrae (CNS), giocaun ruolo prioritario nellasorveglianzaimmunologica
di questo distretto, grazie alla capacitadi esprimere funzioni effettrici e secretorie, anche profondamente modulabili in rispostaa
stimoli immunologici e/o farmacologici. Cio nonostante, molti patogeni riescono ad eludere questo sistemadi difesa, elaborando
peculiari strategiedi evasione; il dimorfismo di Candida albicans(Ca) (Blasi et al., Infect.Immun.1992) cosi comelaplasticitabio-
molecolaredi Cryptococcus heoformans (Cn) (Blasi et a., Eur.J.Clin.Microbiol.Infect.Dis. 2001) sono due esempi particolarmente
interessanti. || presente studio e volto ad investigare il complesso rapporto microglia-Ca e microglia-Cn attraverso un modello di
infezionein vitro che utilizzaunalineamicroglialedi origine umana.

Metodi: Infezioni in vitro di cellule di microgliaumana (Linea SVA3) con Cao Cn; verificadello stato funzionale di SVA3 e del
danno subito dal fungo, mediante saggi di fagocitosi e di inibizione dellacrescita, test in RT-PCR e citofluorimeria.

Risultati: Le cellule SVA3 sono attive siacontro Cache contro Cn; I'impiego di funghi opsonizzati e/o |’ esposizione di SVA3 ad
acido picolinico, un catabolita del triptofano riscontrabile in vari fluidi biologici e nel tessuti infiammati, ne esalta I’ efficacia.
Sebbene non internalizzati, ciascuno dei funghi esposti a SVA3 dimostra un danno funzional e rilevabile come depol arizzazione
dellamembranamitocondriale. 11 fenomeno, che non richiede contatto diretto, € mediato dalla secrezione di sostanze solubili ed &
esaltato in seguito astimol azione delle cellule SVA3 con endotossina.

Conclusioni: Lecellule SVA3 esprimono attivitaantifunginanei riguardi di Cae Cn. Il mitocondrio fungino si rivelaunimportante
bersaglio, funzional mente danneggiabile daparte dellI'immunoeffettore cerebrale.

ATTIVITA ANTIMICOBATTERICA DI NUOVI S ALCHILISOTIOSEMICARBAZONI E POTENZIAMENTO
DELL’ATTIVITA DI RIFAMPICINA E RIFABUTINA NEI CONFRONTI DI M. AVIUM

Alessandro De Logu?, Valentina Onnis®, Maria L uisa Pellerano?, Maria Cristina Pusceddu?, Cenzo Congiu®, Barbara Saddi, Maria
Antonietta Marcialis}, Maria Teresa Cocco®

aSezione di Microbiologia e Virologia, Dipartimento di Scienze Chirurgiche, e "Dipartimento di Tossicologia, Universita di
Cagliari, °Laboratorio di Analisi ASL 8, Cagliari

Mycobacterium avium e causadi batteriemia ed infezioni disseminate, in particolarein pazienti affetti da AIDS nei quali rappre-
senta una delle infezioni opportunistiche piu frequenti. Attualmente poche classi di farmaci, quali rifabutina, etambutolo e
macrolidi, sonoimpiegabili interapia. Inoltrel’insorgenzadi ceppi resistenti ai macrolidi el’ interazionetrarifamicineegli inibitori
delle proteasi indicano la necessita di disporre di nuove classi di molecole efficaci nella terapia delle infezioni sostenute da M.
avium.

Abbiamo sintetizzato unanuovaclasse di S-alchilisotiosemicarbazoni, alcuni dei quali dimostranoinvitro unaselettivaattivitasia
nei confronti di M. avium ATCC 19421 che nei confronti di ceppi di M. aviumisolati da campioni clinici con valori di MIC,
determinati con il metodo delladiluizionein agar 7H11, fino a0.78 mg/ml, mentre sono meno attivi nei confronti di M. tuberculosis
ed atri MOTT. | saggi di tossicita cellulare tramiteriduzione di MTT condotti sumonostrati di cellule Vero indicano vaori di
MNTD a concentrazioni sensibilmente pit elevate dei valori di MIC. Alcuni dei derivati isotiosemicarbazonici saggiati sono
inoltrein grado di inibirelaadesionedi M. aviumacelluleHT-29 di carcinomade! colon, cellule con marcate caratteristichedi cellule
intestinali umane.

Studi di sinergismo condotti su M. avium ATCC 19421 mediante determinazione delle FIC (Fractional Inhibitory Concentration)
combinando concentrazioni sub-inibenti dei composti in esame e rifampicina, rifabutina ed amikacina, indicano un forte effetto
sinergico conriduzionedellaMIC dellarifabutinaa0.0027 mg/ml (MIC,_ . ... 0.23 mg/ml) edellaMIC dellarifampicinaa0.09 mg/
ml (MIC, e 125 mg/ml).

Gli isotiosemicarbazoni rappresentano dunque una promettente classe di molecole per il trattamento delle infezioni sostenute da
M. avium. Inoltreladiminuzionedell’ efficaciain vivo di metadone e zidovudinaindottadallerifamicinetramiteinduzione dei livelli
degli enzimi microsomiali epatici potrebbe essere ridottamediante riduzione delle dosi terapeutiche di rifamicine conI’impiego di
S-alchilisotiosemicarbazoni.
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CARATTERI MOLECOLARI EVIRULENZA DI MYCOBACTERIUM AVIUM
LauraRindi, NicolettaLari, Carlo Garzelli
Dipartimento di Patologia Sperimental e, Biotecnol ogie Mediche, I nfettivologia ed Epidemiologia, Universitadi Pisa

Latipizzazioneintraspecificadi Mycobacteriumavium pud contribuire achiariremolti aspetti dell’ epidemiol ogiae dellapatogenes
delleinfezioni daM. avium, tracui i caratteri molecolari dei ceppi patogeni per I’ uomo.

In questo lavoro, sono stati tipizzati 60 ceppi di M. avium, di origine umana, animale o ambientale, sulla base della sequenza
nucleotidical TS (Internal Transcribed Spacer) del rDNA 16S-23S. Trentatre ceppi sono risultati di sequevar Mav-A; 6 di questi
provenivano da pazienti HIV-positivi, 5 da pazienti HIV-negativi, 20 da animali e 2 da fonti ambientali. Diciassette isolati,
provenienti esclusivamente da infezioni umane, sono risultati di sequevar Mav-B; 16 di questi provenivano da pazienti HIV-
positivi. Dei 10 ceppi di sequevar Mav-C, 1 eradi provenienzaumana, mentre5 e4 isolati provenivano rispettivamente daanimali
e dall’ambiente. Non sono stati trovati ceppi di sequevar Mav-D ed -E. Trentaisolati sono stati ulteriolmente tipizzati mediante
analis RFLP basata sulla sequenzadi inserzione 1S1245. Profili RFLP polimorfici abandeggio multiplo sono stati ritrovati in 10
su 11 isolati umani di sequevar Mav-A, in 13 su 13 isolati umani di sequevar Mav-B, ed in 1 su 5 isolati umani di sequevar Mav-
C; lisolato umano di sequevar Mav-A ed il ceppo aviario ATCC 35712 mostravano inveceil tipico fingerprint aviario costituito
da2 bande 1S1245-specifiche; 4 isolati ambientali di sequevar Mav-C erano caratterizzati daun’ unicabanda | S1245-specifica.
Allo scopo di stabilire unaeventualerelazionetrai caratteri molecolari elavirulenzadel ceppi, i 30 isolati sono stati saggiati per
lacapacitadi infettare e crescere in macrofagi umani. A tale scopo, culture di monoaciti di sangue periferico (PBMC) edi cellule
fagocitarie THP-1 sono state infettate allamolteplicitadi 50:1 con ciascun isolato ele CFU intracellulari sono state determinate a
2oreeabgiorni diinfezione. E' stato trovato chetutti gli isolati di sequevar Mav-C eranoingeriti piu efficientemente degli isol ati
di sequevar Mav-A e-B dai PBMC e uccisi siadai PBMC chedalle cellule THP-1; & contrario, |0 su 12 isolati di sequevar Mav-
A erano capaci di crecitaintracellularein almeno untipo di fagocita; inoltre, solo 4 dei 13 isolati di sequevar Mav-B si moltiplica-
vano nei PBMC e 12 isolati erano uccisi dalle cellule THP-1.

| risultati indicano quindi differenze sequevar-dipendenti nellavirulenzadegli isolati di M. avium.

TRASFERIBILITA DELLA RESISTENZA ALLA TETRACICLINA IN CEPPI DI LISTERIAMONOCYTOGENES| SO-
LATI DAALIMENTI DI ORIGINEANIMALEINITALIA.

Manoocheher Pourshaban, Anna Maria Ferrini, Veruscka Mannoni, Brunello Oliva® e

Paolo Aureli

Istituto Superioredi Sanita, Laboratorio Alimenti, Viale Regina Elena 299, 00161 Roma

@ Dipartimento di Medicina Sperimentale, Sezionedi Microbiologia, Universitadell’ Aquila, L’ Aquila

Nell’ambito di un programmadi monitoraggio sullapresenzadi Listeria monocytogenesin alimenti, relativamente a prodotti di

origine animale, sono stati isolati e saggiati 148 ceppi per leresistenze a 18 differenti antibiotici di uso umano e veterinario. Tale
screening ha permesso I’ individuazione di 2 ceppi (L.monocytogenes 286 e 266) che mostravano multiresistenzaa tetraciclina,
flumechina, lincomicina e fosfomicina. Nel trasferimento di queste resistenze, si € potuto seguire soltanto il gene tet, poichéi

ceppi riceventi (Enterococcus faecalis JH2-2 e Listeria ivanovii CIP 7842) erano di per se stessi sensibili alla tetraciclina, ma
resistenti alle altre molecole. Tale resistenza é risultata trasmissibile dai 2 ceppi L. monocytogenes 266 e 286 e dal controllo
L.innocua 52P aL.ivanovii, mentre soltanto L. monocytogenes 286 eil controllo L. innocua 52Ptrasferivano aE. faecalis. L' andlis

mol ecolare dimostrava unalocalizzazione cromosomica per il determinante di resistenza allatetraciclina che venivaidentificato
cometetM. |l nostro studio dimostra, aparer nostro, per laprimavolta, cheL. monocytogenesisolatadagli alimenti puo costituire
un serbatoio di geni di resistenzaallatetraciclina capaci di diffondere ad altri microganismi siaambientali che enterici.
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LA PROTEINA DI MATRICE P17DI HIV-1INCREMENTA LA PRODUZIONE DI CITOCHINE PROINFIAMMATORIE
EDINIBISCEL'ATTIVITADI IL-4IN SEGUITOAL LEGAME CON UN RECETTORE CELLULARE

M. A. De Francesco, M. Baronio, C. Signorini, C. Poiesi e A. Caruso

Istituto di Microbiologia

Universita degli Sudi di Brescia

Laproteinaricombinante pl7 incrementasignificativamente lareplicazione di HIV-1 in colture preattivate di PBMCs ottenute
da donatori sani. Poiché I’'infezione e la replicazione di HIV-1 sono correlate al’ attivazione ed alo stato di differenziazione
cellulare, nel presente studio noi abbiamo analizzato il ruolo svolto dallapl? durante la stimolazione dei linfociti T.

Utilizzando colture fresche di PBMCs, noi abbiamo dimostrato chelapl7 €in grado di aumentarei livelli di produzione di TNF-
aed IFN-g daparte di cellule stimolate con IL-2. E' noto che IL-4 svolge un ruolo anti-infiammatorio inibendo la produzione sia
di IFN-g che di TNF-a in colture stimolate con citochine diverse. L’ aggiunta di p17 esogena a colture stimolate con IL-2
ripristinavalacapacitadelle cellule di produrre ambedue | e citochine anchein presenzadi IL-4. Laproprietadi p17 di aumentare
la produzione di citochine proinfiammatorie potrebbe essere un meccanismo utilizzato da HIV-1 per creare un ambiente piu
favorevole per I’infezione e la suareplicazione.

| nostri dati dimostrano chelapl7 svolgelasuaattivitabiologicadopo il legame con uno specifico recettore cellulare espresso sui
linfociti T dopo attivazione. L' epitopo funzionale di p17 coinvolto nel legameal recettore élocalizzato nellaregione NH -terminale
della proteina virale. L'immunizzazione di topi Balb/c con un peptide sintetico di 14 aminoacidi rappresentativi della regione
funzionale di p17 di HIV-1 (SGGELDRWEKIRLR) ha portato alla produzione di anticorpi neutralizzanti la p17, capaci di
bloccareI'interazionetrapl? ed il suo recettore cellulare. | nostri risultati attribuiscono un nuovo ruolo per p17 nella patogenesi
di HIV-1 e possono contribuire sia ad una migliore comprensione del meccanismo molecolare dell’infezione daHIV-1 che allo
sviluppo di nuove strategie terapeutiche antivirali.

IDENTIFICAZIONE DI LOCI GENICI COINVOLTI NELLA SPECIFICITA D’OSPITE DI SALMONELLA
ENTERICA SEROVAR ABORTUSOVIS.

D.Bacciu, N.Canu, A.Spazziani, S.Uzzau, S.Rubino

Dipartimento di Scienze Biomediche, Sez.di Microbiologia Sperimentale e Clinica, Universita di Sassari.

Una collezione di mutanti STM (signature tagged mutagenesis) di Abortusovis € stata utilizzata allo scopo di individuare i
determinanti genici responsabile della specificitad’ ospite di questo sierotipo specifico per I’ ospite ovino.

Ciascun mutante della collezione presenta unadifferenteinserzione nel cromosomadi un trasposonelacui peculiaritaequella
di contenere all’interno unaregione centrale variabile di 40 bp, fiancheggiata da sequenze costanti di 20 bp, che permettono
I’amplificazione elamarcaturadelle porzioni centrali mediante PCR. Poiché ciascun trasposone contiene unadiversasequen-
za che permette di differenziare un mutante da un atro (“tagged”), I’ utilizzo di questo tipo di mutagenesi € risultato
vantaggioso in quanto € possibile seguire il destino di un gran numero di mutanti all’interno di un singolo animale e/o
paragonareil diverso destino di un mutante specifico in due o pit differenti specie ospiti.

Lanostra collezione del mutanti, & stata testatain vivo sia nel modello murino che ovino. Sono stati individuati 25 mutanti
capaci di provocare malattianel topo manon nell’ agnello, e due mutanti capaci di provocare malattianell’ agnello manon nel
topo.

| mutanti con alterata specificita d’ ospite sono stati caratterizzati genotipicamente e fenotipicamente.

Il DNA genomico fiancheggiante ciascun sito di inserzione del trasposone, € stato amplificato utilizzando la metodica
dell’arbitrary PCR, ei prodotti di amplificazione sono stati clonati e sequenziati.

Unadelle sequenzeidentificate mostraun’ omol ogiasignificativacon un locus codificante per yhj C, un regol atoretrascrizionae
appartenente allafamigliaLysR . Altri regolatori positivi appartenenti allastessafamiglia, incluso SpvR, regolano positive
mentelatrascrizionedi geni di Salmonella coinvolti nellafase sistemicadell’infezione.
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EVOLUZIONE DI QUASISPECIE VIRALI EPROFILO DI MOLECOLE DI DERIVAZIONE CELLULARE PRESENTI
SULL'HIV NEL SANGUEE NEL LIQUOR

Abbate ., Cappiello* G, Longo R, Ursitti A, *Calcaterra S, Spano A, * Capobianchi MR

*INMI “ L.Spallanzani” , Ospedale “ SPertini” , Roma.

Obiettivo. Lemolecoledi derivazionecellulare (CMP) incluse nell’ envel ope viral e possono fornireindicazioni circalatipologia
cellulare che haospitato lareplicazione del virus. Abbiamo determinatoil profilo di CMP in campioni appaiati di liquor e plasma
di soggetti HIV-1infetti, e, inparalelo, lacomposizione delle quasispecievirali nei due distretti anatomici.

Metodi. L’andlisi del pattern di CMP presenti sul virus e stata eseguita, dopo opportuna purificazione del virus presente nei
materiali biologici, attraverso immunocattura con anticorpi, seguita dallaquantificazione del virus catturato mediante RT-PCR. |
marcatori considerati sono: CD26, CD45R0, CD36, CD58, N-CAM, VCAM-1, ELAM-1, CD44, edil recettore per il glutammato
(Glut-R). L’ andlisi di quasi specie & stataeseguita, con programmi bioinformatici, dopo clonaggio e sequenziamento dellaregione
ipervariabile V3 dellagp120.

Risultati. Lacaratterizzazione € stata eseguita su 5 coppie plasma/liquor provenienti daaltrettanti pazienti. Dall’ analisi compa-
rativadei duedistretti emerge cheil virus presente nel liquor €in genere pit povero di CMPrispetto a virusomologo presente nel
sangue. La molecola piti rappresentata in entrambe le popolazioni virali & il CD44, mentre le altre molecole di adesione sono
scarsamente rappresentate. 11 marcatore monocitario CD36 & piu rappresentato nel virus del distretto ematico che nel distretto
liquorale. Paragonando le popolazioni virali presenti nei singoli pazienti emerge che a pattern di CMP & molto diversi trai due
distretti, corrisponde una composizione di quasispecie virai divergente, compatibile con unastoriareplicativa separata; quando
inveceil quadro di CMP e simile nei due distretti, le due popolazioni virali non mostrano evoluzione indipendente.

Questi dati indicano che I’ analisi di quasispecie virali e del pattern di CMP puo essere combinata per ottenere indicazioni sulla
sorgente cellulare dei virioni presenti invari distretti anatomici, esullaloro storiaevolutivaall’ interno dell’ organismo. Cio appare
di particolare interesse nello studio dei reservoir virali e del loro ruolo nel rebound dopo interruzione dellaterapia o in seguito a
sviluppo di resistenza.

DIVERSITA GENETICA DI HELICOBACTERPYLORI INPAZIENTI RESISTENTI ALLA TERAPIA

L. Cellini*, E. Di Campli*, M. Di Candid, A. Gingillo*, G. Donelli? L. Marzio ®.

Dipartimenti di *Scienze Biomediche e*Medicina e Scienze dell’ Invecchiamento - Facolta di Medicina - Universita“ G. D’ Annun-
zio” — Chieti - Laboratorio di Ultrastrutture - Istituto Superiore di Sanita - Roma.

Lo scopo di questo studio e stato quello di caratteri zzare le dinamiche genotipiche di una popolazione di Helicobacter pylori isolato
dall’antro edal corpo gastrico di pazienti con ulceraduodenale (U.D.) trattati con triplice terapia. Nei ceppi H.pylori resistenti si
evalutata, inoltre, lapresenzadel gene CagA.

Metodi. Campioni bioptici, dall’antro e dal corpo, sono stati prelevati in 104 pazienti H.pylori positivi. | pazienti sono stati
trattati con terapiacombinatadi Claritromicina, Tinidazolo e Omeprazolo per unasettimanael’ eradicazione é stata val utata dopo
4 e 16 settimane.

| DNA dei ceppi isolati sono stati amplificati mediante RAPD-PCR con sequenze arbitrarie di oligonucleotidi (1281, 1247) per i
fingerprinting, mentre la presenza del gene CagA é stata accertata mediante I’ amplificazione di un frammento di 298 pb.
Risultati. H.pylori € stato eradicato nel 95.2% dei pazienti trattati.

L'analisi dei profili genomici dasingolecoloniedi H.pylori dall’ antro edal corpo di pazienti sensibili allaterapia, hamostrato con
i primer utilizzati fingerprinting identici, con unamaggiorerisoluzione dell’ oligonucl eotide 1281 rispetto al 1247. Al contrario, nel
pazienti resistenti allaterapia, lo studio dei ceppi isolati dabiopsie prelevateall’inizio del trattamento e dopo 4 e 16 settimane, ha
evidenziato un’ ampiaeterogeneitagenomicatrai microrganismi isolati siadall’ antro chedal corpo.

Infine, tutti i ceppi H.pylori resistenti hanno conservato lo status CagA nel tempi di valutazione dello studio.

Conclusioni. | risultati ottenuti dimostrano che pazienti eradicati con triplice terapia (Claritromicina, Tinidazolo, Omeprazolo)
sono caratterizzati dallacolonizzazione di ceppi di H.pylori con profili genomici identici; mentre variazioni genetiche significative
soNo osservate in ceppi resistenti CagA positivi. Da quanto esposto, si puo concludere che le condizioni di pressione selettiva,
dovute ai trattamenti farmacologici, favoriscono la presenza di variabilita nei ceppi di H.pylori. Quest’ ultima condizione pud
rappresentare un aspetto importante nell’ adattamento batterico all’ ospite.
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HHV-6INPAZIENTI CON SCLEROS| MULTIPLA: ALTA FREQUENZA DEL DNA VIRALENELLEPLACCHE | SOLA-
TEMEDIANTELASER MICRODISSECTION AND CATAPULTING

Cermelli Claudio?, Beretti Francescat, Jacobson Steven?, Portolani Marinellat

Dipartimento di Scienze | gienistiche, Microbiologiche e Biostatistiche, Universita degli Studi di Modena e Reggio Emilia

Airal Immunology Section, Neuroimmunology Branch, NINDS, NIH, Bethesda, MD, USA

Numeros e sempre crescenti dati di ti po epidemiol ogico, immunol ogico e mol ecol are suggeriscono un’ associazionetral’ herpesvirus
umano 6 (HHV-6) elasclerosi multipla(SM), anche seil ruolo di questo virusnellaSM & ancoraampiamente oggetto di dibattito.
Laletteraturascientificariportanumerosi studi sul ritrovamento del DNA di HHV -6 in materiali biologici dapazienti con MScon
una piu altra frequenza rispetto a vari tipi di controllo. Le metodiche utilizzate in questi studi, tuttavia, non consentivano di
determinare lalocalizzazione del DNA virale nel tessuto patologico o in quello normale. Scopo del nostro studio € stato stabilire
la frequenza del DNA di HHV-6 in materiale autoptico cerebrale da placche di SM in confronto a quella in materia bianca
apparentemente normale (MBAN) degli stessi pazienti edi pazienti con altre patol ogie neurologiche e di soggetti neurol ogicamente
normali. Per selezionare aree di tessuto cerebral e altamente specifiche datessuti cerebrali fissati in formalina e paraffinati € stato
utilizzato un laser microscopio (Robot-MicroBeam laser microscope- PA.L.M.- Germania). Mediante questo strumento aree
estremamente piccol e e altamente specifiche di placche o MBAN sono state sel ezionate, tagliate e catapultate nel coperchio di una
microprovetta da PCR senza alcun contatto manuale. 11 DNA veniva quindi estratto e sequenze di HHV-6 ricercate mediante
nested PCR. Trentasette su 64 (57.1%) campioni da placche di SM e 7/44 (15.9%) da MBAN dagli stessi pazienti sono risultati
positivi per HHV-6 (p<0.001). Nel pazienti con altri disordini neurologici 10/46 campioni (21.7%) erano positivi, mentre nel
controlli senza patologie neurologiche 11/41 (26.8%). Lafrequenzadi HHV-6 nelle placche di SM érisultata statisticamente piu
elevatarispetto aquelladi ogni altrotipo di controlli, mentre nessunadifferenzastatisticamente significativa é statariscontratatra
i vari gruppi di controllo. Inoltre, la frequenza di HHV-6 é risultata piu alta nelle placche attive rispetto a quelle croniche. Nel
complesso, questi risultati supportano I'ipotesi di un ruolo nella patogenesi di HHV-6 nella SM.

EVOLUZIONE DI QUASISPECIE DI HCV DURANTE TRATTAMENTO COMBINATO

Di Stefano R, Cappiello G*, Abbate1”, Lo lacono O*, Longo R®, Solmone MC*, Ferraro D, Antonucci G*, Di Marco V, Craxi A,
Ippalito G, Capobianchi MR*.

Universita di Palermo, *INMI “ L.Spallanzani” , *Ospedale “ SPertini” , Roma.

Obbiettivo Per identificare parametri predittivi di risposta alla terapia nell’ infezione da HCV, sono stati considerati i seguenti
fattori: cineticadi abbattimento dellaviremia; presenzadi mutazioni nellaregionel SDR; eterogeneitaed evoluzione di quasispecie
virali ndlaregioneHVR-1.

Disegno sperimentale 45 pazienti con epatite cronicada HCV (genotipo 1b, viremia 938.080 + 125.007 1U/ml, grado medio
METAVIR 2, stadio 2), di cui 23 trattati con PEG-IFN a2b + ribavirina e 22 con IFN a2b standard + ribavirina, sono stati
selezionati dauno studio clinico randomizzato, e suddivisi in base alarispostavirologicaa6 mesi di trattamento. 28 erano R (15
PEG-IFN, 13 STD-IFN) e 17 NR (8 PEG-IFN, 7 STD-IFN). La sequenza dellaregione | SDR é stata determinata da prodotti di
PCR, in tutti i pazienti prima della terapia (TO), e nel pazienti con viremia misurabile (n=30) dopo un mese di terapia (T1).
L’ eterogeneitageneticaéstatavalutata al aTOedal T1in 20 pazienti (10 IFN-PEG e 10 1FN standard), mediante clonaggio della
regione HV R-1 e sequenziamento di almeno 10 cloni/paziente. L’ eterogeneita é stata determinatacal colando complessita, diversita,
rapporto mutazioni non sinonime/mutazioni sinonime per sito (NS/S). Dalle sequenzedei cloni HVR-1 di ogni paziente sono stéti
costruiti gli alberi filogenetici.

Risultati In base ale mutazioni della regione ISDR rispetto alla sequenza di riferimento dell’HCV 1b, i pazienti sono stati
classificati in WT (no mutazioni), IT (1-3 mutazioni) ed in MT (pit di 3 mutazioni). Al TO non si e riscontrata differenza nella
distribuzione dei tre patterntra R (25% WT, 64% 1T, 11% MT) ed NR (29% WT, 65 %I T, 6 %MT). Al T1soloin 8/30 soggetti
S sono osservati lievi cambiamenti dellasequenzal SDR, senza differenze significativetra ReNR.

Le differenze dell’ eterogeneita geneticain HVR-1 al TO erano statisticamente significativetra R ed NR per quanto riguardala
complessita ed il rapporto NS/S (p=0.038 e p=0.027). Inoltre negli R si érilevato a T1 una significativa diminuzione della
complessita, unatendenzaalladiminuzione delladiversita, ed un aumento del rapporto NS/S. Gli alberi filogenetici dellaregione
HVR-1 mostrano un profondo cambiamento delle quasispecie virali nei soggetti R, con un clustering dei cloni a T1 distinto
rispettoal TO. Invecenegli NR |’ evoluzione dellaregione HVR-1 sembrarispecchiare laderivageneticacasuale.
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MORTE CELLULARE PROGRAMMATA INHELICOBACTERPYLORI

G. Donélli, I. Robuffo?, E. Di Campli3, M. Di Candia?, L. Cdllini®.

‘Laboratorio di Ultrastrutture - Istituto Superiore di Sanita - Roma.

?|stituto di Citomorfologia Normale e Patologica del CNR - Universita“ G. D’ Annunzio” - Chieti.
3Dipartimento di Scienze Biomediche - Facolta di Medicina - Universita“ G. D’ Annunzio” - Chieti.

Helicobacter pylori, in condizioni subottimali di crescita, reagisce con modificazioni morfologiche e metaboliche finalizzate
al’ acquisizione di unamaggioreresistenzaallo stress.

Lo scopo di questo lavoro € stato quello di caratterizzare le forme intermedie che si rilevano nella transizione dalla morfologia
spiraleaquellacoccoide, in particolare, studiando quellaparte dellapopol azione coccoide che mostra, siaalivello ultrastrutturale
che biomolecolare, aspetti che richiamano lamorte cellulare programmata osservatanegli eucarioti.

Metodi eRisultati. Brodocolturedi H.pylori ATCC 43629 e del ceppo clinico C P, T, incubate fino a 14 giorni in microaerofilia,

a 37°C e atemperatura non permissiva di 4°C, sono state utilizzate per leindagini ultrastrutturali e molecolari.

Evidenzadi morte cellulare programmatain H.pylori e statafornitadall’ osservazionedi corpi elettrondensi (EDB) in microscopia
atrasmissione contenenti DNA condensato come dimostrato sperimental mente tramite marcaturacitochimica(DNasi 1-gold). Tali

aspetti morfologici hanno trovato confermanei dati ottenuti mediante el ettroforesi su gel di agarosio dove s eevidenziatoil taglio
del DNA batterico in frammenti omogenei di circa 100 paiadi basi. Lamorte cellulare programmata € stata osservatain colture a
37°C; nel 37.5% delle cellule si potevano osservare corpi elettrondensi dopo 7 giorni d’incubazione. Latemperaturanon permis-
sivadi 4°C anticipavaquesto processo con lacomparsadi EDB nel 40% dei batteri entro 3 giorni, conservando questa condizione
durante tutto il tempo di osservazione.

Conclusioni. In questi esperimenti, la temperatura non permissiva e la riduzione dei nutrienti conseguente ala prolungata
incubazione, agiscono come “trigger” significativi per I'avvio del processo apoptotico. Si € quindi ipotizzato che H.pylori, in
condizioni sfavorevoli, possa rispondere a stimoli di stress attivando tali processi di morte cellulare programmata ai fini di

modulare la densitamicrobica per laconservazione dellaspecie.

FATTORI CELLULARI COINVOLTI NELLA RESISTENZA AGLI ANALOGHI NUCLEOSIDICI ANTI-HIV.

O. Turriziani!, F Bambacioni?, J. Schuetz®, C. Scagnolari?, F. Bellomi?, N. Gianotti*, A. Lazzarin?, F. Dianzani, G. Antonellil.
1.Dip.to Med. Sper. e Patologia-Sez. Virologia, Universita “ La Sapienza” , Roma. 2. Libera Universita Campus Bio-medico,
Roma; 3.%. Jude Children Hospital, Memphis; 4. Clinica di Malattie Infettive, IRCCSS. Raffaele, Milano.

L’ipotesi di lavoro consiste nel verificarelapossibilitache modificazioni metaboliche cellulari possano contribuirealaresistenza
ai farmaci antiretrovirali. In questo contesto riportiamo soltanto i risultati relativi allaresistenza al 3TC ed a d4T. Le cellule
resistenti sono state ottenute in vitro dopo trattamento prolungato con i vari analoghi nucleosidici. Le cellule resistenti al 3TC
(CEM3TC), non sono in grado di accumulare il farmaco in quantita paragonabili a quelle rilevate nella linea parentale. Questo
fenomeno sembra essere dovuto ad una maggiore capacita delle CEM3TC di espellere il farmaco (30% vs 15% delle CEM).
L’andlisi di alcune proteine di membranadeputate allaespulsione di prodotti tossici quali Pgp, MRP1 e MRP4, harivelato chele
celluleresistenti presentano unaaumentata espressione solo dellaMRPA. Tuttaviain esperimenti di transfezionelaMRP4 non ha
mostrato alcun ruolo nella espulsione del 3TC. Al momento attuale quindi possiamo affermare che altri trasportatori potrebbero
essere coinvolti in questo fenomeno. Per quanto riguarda laresistenza cellulare a d4T, le cellule coltivate in presenza di questo
farmaco (CEMdAT) hanno acquisito un modesto, ma significativo, grado di resistenza adla attivita antivirale e citotossicasia del
d4T chedell’ AZT. 1l fenomeno sembra essere legato ad una ridotta attivita della timidina chinasi. Tuttaviail grado di riduzione
osservato (circa 3 volte) € molto modesto se paragonato alle 90 volte di riduzione osservate in una linea resistente all’ AZT. |
risultati ottenuti suggeriscono, quindi, che il d4T abbia, rispetto alla AZT, una minore capacita di selezionare cellule con un
fenotipo resistente. Dal momento che questi composti sono ampiamente impiegati nell’ uso clinico, abbiamo valutato la attivita
dellaTK in PBMC di soggetti in trattamento con HAART che includesse o la somministrazione del d4T o dell’ AZT. | risultati,
preliminari, sembrano confermareil dato in vitro. Infatti, pur nell’ambito di unaelevatavariahilitd, nei soggetti trattati con AZT il
valoremedio di attivitadellaTK esignificativamente minorerispetto aquellorilevato nel gruppo trattato con d4T [HAART(AZT):
TK=2.69+1.5;HAART(d4T): TK=4.03£1.8;].
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ATTIVITA ANTIPROLIFERATIVA DI TOSSINA COLERICA SU CELLULE WEHI-3B: SELEZIONE DI UN CLONE
RESISTENTE.

Pessina Augusto*, Croera Cristina* ,Giuliani Attilia8, Bayo Maria* ,Neri Maria Grazia*.

*|stituto di Microbiologia, Universita di Milano.

§ Dipartimento di Chimica e Biochimica Medica, Universita di Milano.

Latossina colerica (TC) inibisce laproliferazione di molti tipi cellulari interferendo con diversi meccanismi di trasduzione del
segnale che, nella maggior parte dei casi,utilizzano un ganglioside come recettore funzionale. | nostri precedenti studi  hanno
evidenziato chelelinee cellulari mostrano unadiversasensibilita all’ azioneinibitoriadella TC nellaquale sono coinvolti diversi
meccanismi anche opposti. Le celluleleucemiche L1210 sono sensibili allaTC, mail trattamento non produce accumulo di cAMP.
Al contrario, le cellule stromali SR-4987 mostrano, dopoil trattamento con TC, un notevole aumento di cCAMP non accompagnato
daalcunainibizionedella crescitacellulare. In unterzo modello, rappresentato da cellule WEHI-3B (leucemiamielomonocitica
murina), il trattamento con TC provocaunadrasticainibizione dellaproliferazione cellulare strettamente correlatacon |’ aumento
intracellulare di cCAMP.

Per dimostrareil ruolo del cAMP nelle cellule WEHI-3B, partendo dal ceppo parentale sensibile alla TC, abbiamo selezionato e
stabilizzato un subclone resistente alla TC (WEHI-3B/CT/REV). Questo clone, regolarmente mantenuto in assenza di TC,
presenta un elevato indice di resistenza (Rl= 46.000) calcolato come rapporto trai valori di |C50 osservati nel ceppo resistente
e nel ceppo parentale. Nelle cellule WEHI-3B/CT/REV stimolate con TC non si & osservato alcun aumento di CAMP il cui
accumulo etuttaviaindotto dal trattamento con Forskolina. Il legame dellaTC ai gangliosidi, studiato mediante cromatografiasu
strato sottile, ha dimostrato che nelle cellule resistenti scompariva lo spot corrispondente ala migrazione del ganglioside Gal-
GalNac-Gm1ib. L’ incorporazionedi GM 1anon erain grado di modificarel’ indice di resistenzadelle cellule WEHI-3B/CT/REV.
Questi dati confermano che, nelle cellule WEHI-3B, il ganglioside Gal-GalNacGM 1b €il pitiimportante recettore funzional e per
laTC, ingrado di trasdurreil segnale provocando unaumento di cAMP che asuavoltainduce unainibizionedellacrescitacellulare
(probabilmente mediato dall’ attivazione di una proteino kinasi cCAMP dipendente). Questa linea cellulare resistente alla TC,
derivata da un ceppo parentale sensibile, costituisce un nuovo e interessante modello cellulare per lo studio dei meccanismi di
regolazione dellacrescitacellulare cAMP dipendenti.

EPRESSIONE DI MOLECOLE SIMIL P-GLICOPROTEINA IN CEPPI DI C. ALBICANSRESISTENTI AGLI
AGENTI AZOLICI

A. Molinari

Laboratorio di Ultrastrutture

Istituto Superiore di Sanita—Roma.

Sebbene alquanto raranel recente passato, laresistenzaagli agenti antifungini rappresentaoggi uno degli ostacoli maggiormente
ricorrenti nel corso della terapia antimicotica. Per maggiore tollerabilita e facilita di somministrazione, vengono maggiormente
utilizzati nel corso del trattamento delle infezioni fungine gli agenti azolici. La resistenza agli azoli e stata imputata a diversi
meccanismi cellulari che comprendono: (i) alterazioni del target del farmaco (14 a-demetilasi); (ii) aterazioni dellabiosintesi dello
contenuto in sterolo; (iii) espressione alteratadel target dell’ agente antifungino; (iv) aumentato efflusso degli antimicotici dovuto
alapresenza di specifici trasportatori.

Come dimostrato danumerosi studi condotti suisolati clinici I’ efflusso attivo degli agenti antimicotici rappresentaun importante
meccanismo di resistenza agli agenti azolici. Sono stati identificati almeno due sistemi di trasporto: uno costituito da proteine
appartenenti allasuperfamigliadei trasportatori MF (Major Facilitators), el’ altro da proteine appartenenti alla superfamiglia dei
trasportatori ABC (ATP-Binding Cassette). La proteina BEN' & un trasportatore MF implicato nellaresistenza a diversi farmaci
quali benomyl, metotressato e fluconazolo. Esempi di trasportatori ABC sono le proteine CDR1 e CDR2 coinvolte nel trasporto
di diversi derivati degli azoli quali il fluconazolo, I'itraconazolo eil chetaconazolo. E’ statainoltre dimostratain Candida albicans
halapresenzadi geni che mostrano omologiadi sequenzacon il gene umano MDR1 codificante per un trasportatore ABC, la P-
glicoproteina (P-gp), la cui sovraespressione viene ritenuta responsabile dell’insorgenza della polifarmacoresistenza di molti
tumori. In uno studio danoi condotto su ceppi di C. albicans, sensibili eresistenti agli agenti azolici, € statadimostratalapresenza
di un’attivitadi trasporto simil P-gp. Sotto la pressione selettiva del trattamento azolico tale attivita aumenta significativamente,
comedimostrato dai risultati ottenuti impiegando ceppi di C. albicans, resistenti al fluconazolo eall’ itraconazol o, sia provenienti
da pazienti AIDS sottoposti a trattamento farmacol ogico, sia selezionati in vitro dopo ripetuti passaggi in presenza degli agenti
antifungini. Proveinvivo edinvitrodi sensibilitaagli antimicotici, condottein presenzadi due agenti P-gp-modul anti, suggeriscono
fortementeil coinvolgimento di unanuovaattivitadi trasporto (simil P-gp) nei meccanismi di resistenzadi C. albicansagli azoli.
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CARATTERIZZAZIONE DI GENI CRY DI BACILLUSTHURINGIENSISPROVENIENTI DA DIVERSE LOCALITA
GEOGRAFICHE MEDIANTEMULTIPLEX-PCR.

Paglietti B., AroraN., Scarpellini G., MuraM., Rubino S.

Dipartimento di Scienze Biomediche, Sezionedi Microbiologia sperimentale eclinica, Universita degli Sudi di Sassari.

Unacollezionedi circa600 ceppi di Bacillusthuringiensisisolati dacampioni di terreno raccolti in diversi paesi del mondo qua-
li Sardegna, Corsica(Europa), Angola, Zimbabwe (Africa), Argentina, Brasile (Sudamerica) sono stati caratterizzati tramite
Multiplex PCR per lapresenzadi geni cry e cyt. Sono stati utilizzati 6 diverse paiadi primers generali, disegnati su regioni alta-
mente conservate di sequenze geniche che codificano per le diverse famiglie di proteineinsetticide Cry 1, 2, 4, 8, 11 e Cyt note
per essere tossiche in diversi ordini di insetti, principalmente Ditteri e Lepidotteri.

11 31.7% dei ceppi € risultato positivo alla Multiplex PCR con una distribuzione variabile del contenuto di geni cry, rappresen-
tando dei potenziali candidati per i test di tossicita. Trai positivi i ceppi cry 1- cry 2 type sono i piu rappresentati (47%) se-
guiti dacry 1typeecry 11 (13%), gli atri quali cry 2,4,8 types e le varie combinazioni di cry 2-cry 8 ecry 8-cry 11 sono pre-
senti in minima percentuale. Inoltre 33 ceppi trai positivi hanno data uno o pit prodotti di PCR diversi dagli attesi indicando la
presenzadi possibili nuovi geni di Bacillusthuringiensis.

CARATTERIZZAZIONE DELL'ATTIVITA ANTICRIPTOCOCCICA DI UN NUOVO DERIVATO PIRAZOLO-
ISOTIAZOLICO

F. Barchiesi,* M.E. Milici,? D. Arzeni,* G. Pizzo,* G. Giammanco,?

A .M. Shimizzi,*G. Scalise,* C.B. Vicentini*

Istituto di Malattie Infettive e Medicina Pubblica,* Universita di Ancona; Istituto di Microbiologia,? Dipartimento di Discipline
Odontostomatologiche,® Universita di Palermo; Dipartimento di Scienze Farmaceutiche, * Universitadi Ferrara

Non abbiamo molte opzioni terapeutiche nelle infezioni sostenute da Cryptococcus neoformans. L' amfotericina B (AMB), sia
nellaformulazione*convenzionale” che inquelle“lipidiche’, rappresentaancoraoggi il “ gold standard” nellaterapiadi induzione
della criptococcosi. Tollerabilita e/o alti costi di gestione rendono questo approccio terapeutico scarsamente maneggevole. Gli
azolici, in particolar modo fluconazolo, hanno assunto un ruolo chiave sianellafase di induzione chein quelladi mantenimento.
Tuttavia, per questo farmaco, sono stati recentemente descritti fenomeni di resistenza. L’ introduzione di nuovi e potenti regimi
terapeutici alternativi € quindi assolutamente necessario. In questo studio abbiamo valutato I’ attivita anticriptococcica di un un
nuovo derivato di sintesi pirazolico-isotiazolico (G8). Un primo screening mostravache G8 alaconcentrazionedi 10 mg/ml inibiva
lacrescitadi 11 dei 12 isolati clinici complessivamentetestati (93%). Le MIC, effettuate con metodiche standard, erano comprese
tra4 e 16 mg/ml per G8 e 0.03 e 0.125 mg/ml per AMB. Le concentrazioni minime fungicide (MCF) risultavano una o due
concentrazioni piu elevaterispetto alle M I C per entrambi i farmaci. Lecurvedi “killing”, eseguite nei ceppi 486 (MIC e MFC G8,
16 mg/ml) e 2337 (MIC e MFC G8, rispettivamente, 8 e 16 mg/ml) rivelavano una riduzione delle CFU/ml >99.9% rispetto
al’inoculoinzialeapartire dallaottavaoradi esposizioneaG8 aconcentrazioni 310 mg/ml ed erano paragonabili aquelle osservate
con AMB a1 mg/ml. Abbiamo infine confrontato I’ efficaciadi G8 con quelladi AMB inun modello di criptococcosi sperimentale
murina. Dopo 24 h dall’infezione con il ceppo 486, topi CD1 sono stati randomizzati nel gruppo di controllo ein vari gruppi di
trattamento: AMB 0.3 mg/kg/die, G8 1 e 10 mg/kg/die. | farmaci sono stati somministrati per sette giorni consecutivi egli animali
osservati fino al giorno 30. Tutti i regimi terapeutici erano efficaci nel prolungare la sopravvivenzarispetto al gruppo di controllo
(P, <0.001 - <0.05). AMB non érisultatapiu efficace né di G8 a1 mg/kg/die (P = 0.132) né a10 mg/kg/die (P = 0.068). || nostro
studio haindividuato una nuova molecola ad attivita anticriptococcica a potenzial e effetto fungicida.

SOCIETA ITALIANA DI MICROBIOLOGIA 7




DETERMINAZIONE DI CITOCHINE OVINE NEL CORSO DI INFEZIONI DA AGENTI BATTERICI
(S.ABORTUSOVIS)E VIRALI (BLUE TONGUE VIRUS).

Raffatellu M.t , ChessaD. %, Leori G.2, Schianchi G.2, Mannu F.3, Amedel A. 4, Rubino S.*

! Dipartimento di Scienze Biomediche, Sezione di Microbiologia sperimentale eclinica, Universita degli Sudi di Sassari.
2| stituto Zooprofilattico Sperimental e della Sardegna, Sassari.

3 Nurex s.r.l., Sassari

4 Dipartimento di Medicina Interna, Universitadi Firenze.

E' statamessaapunto unametodicabasatasullaRT-PCR, allo scopo di valutare |’ espressione dei geni delle citochineovinelL-103,
IL-4, 1L-6, IL-10, IL-12, IFNY, TNFa e della G3PDH in campioni di sangue di pecore spontaneamente infette da Blue Tongue
virus (BTV), agente etiologico della omonima febbre catarrale, e di pecore gravide infettate con la Salmonella abortusovis,
responsabile di aborto nell’ ovino.

Intutti i campioni provenienti daovini affetti daBluetongue, & statadimostratal’ espressionedi IL-4 elL-12, nellamaggior parte
di di IFNyeTNFa; incircalametadei cas s eavutaun’ espressionedi IL-1(3, mentrelL-10 el L-6 sono state espressein minor
misura.

Nelle pecore gravide infettate con S. abortusovis, & stata dimostrata un’ espressione di IL-12, IFNy e TNFa, siadopo I’infezione
che a momento dell’ aborto indotto, evidenziando una chiararisposta di tipo Thl.

Il nostro lavoro, pertanto, fornisce un contributo alla comprensione del sistemaimmunitario ovino e del suo ruolo nellarisposta
controi suddetti patogeni. Infine, lametodicadanoi impiegata, datalasuarelativasemplicita, pud essere applicatanello studio di
altre patologie.

SUSCETTIBILITAINVITROAGLI ANTIMICOTICI: STANDARDIZZAZIONE DE|I SAGGI E LORO RILEVANZA
CLINICA.

Francesco Barchiesi

Istituto di Malattie I nfettive e Medicina Pubblica, Universitadi Ancona

L’ aumentataincidenza delle micosi sistemicheinsieme al’introduzione di nuove opzioni terapeutiche hanno posto I’ attenzione
sui test di sensibilitain vitro per i farmaci antifungini. Il razionale di questi test & sovrapponibile a quello per gli antibiotici.
Idelamente, infatti, un test in vitro dovrebbe: a) fornire dati sull’ “attivita relativa “ di due o piu antimicotici; b) fornire una
correlazione tra la potenza in vitro e I’ efficacia in vivo; c) essere in grado di monitorare, quando ripetuto sequenzialmente in
infezioni subentranti dello stesso soggetto, 1o sviluppo di “resistenza’; d) essere in grado di predire il potenziale terapeutico di
molecole “nuove” in fase di sperimentazione pre-clinica E' quindi sottinteso come siadi fondamentale importanza un metodo il
piu possibilmente standardizzato e quindi riproducibile. Vi sono vari fattori tecnici che influenzano i risultati di questi saggi.
L’identificazione di alcune importanti variabili (es.: definizione della MIC, inoculo, terreno etc.) ha ridotto notevolmente la
variabilitainterlaboratoristica, hapermesso lastandardizzazione di unametodicaeladeterminazionedi “breakpoint” interpretativi
per certe combinazioni farmaco/lievito. La correlazione traun dato in vitro e’ esito clinico di unainfezione micoticanon € stata
comungque compl etamente stabilita. Vi sono molti aspetti teorico-pratici dariconsiderare e molti altri daprenderein considerazione
denovo. Siamo ancoraben lontani dal possedere, anal ogamente aquanto avvenuto giadatempo nel campo dellabatteriologia, un
mezzo pratico di monitoraggio microbiologico. Si deve sottolineare come per leinfezioni fungine, adifferenzadi quelle batteriche,
lacomplessitadell’ agente eziol ogico datestare (es: grande variabilitatra specie appartenenti allo stesso genere, tradifferenti generi
e tra lieviti e miceti filamentosi) e soprattutto la complessita dell’ ospite che ne € affetto (es: miglioramento, persistenza o
aggravamento della immunocompromissione di base) rendono estremamente difficile la realizzazione di un test semplice e
maneggevoleil cui valore predittivo siainconfutabile.
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LA PROTEINA PERR E COIVOLTA NELLA RISPOSTA ALLO STRESS OSSIDATIVO, NEL TRASPORTO DEL
FERRO ED E NECESSARIA PER LA VIRULENZA DI STREPTOCOCCUSPYOGENES

SusannaRicci 2 Robert Janulczyk %, Gianni Pozzi 2 e Lars Bjorck *

'Sezione di Patogenicita Molecolare, Dipartimento di Biologia Molecolare e Cellulare (BMC), Universita di Lund, Svezia e
2Laboratorio di Microbiologia Molecolare e Biotecnologia (L.A.M.M.B.), Sezione di Microbiologia, Dipartimento di Biologia
Molecolare, Universitadi Sena, Italia.

marecentemente sono stateidentificate proteine Fur e Fur-simili (PerR, Zur) anchein organismi Gram-positivi. Questi regolatori,
oltre ad esserecruciali nel controllo dell’ omeostasi del ferro, sonoimplicati inmolti altri processi: rispostaastress ossidativo eda
acidi, regolazione di vie metaboliche, movimento e chemiotassi, espressione di determinanti di virulenza.

In questo lavoro abbiamo inattivato il gene perR di Streptococcus pyogenes ed abbiamo analizzato i fenotipi del mutante AperR
SR301. In contrasto con tipici mutanti Afur, il ceppo SR301 ha evidenziato una minore capacita di assunzione di 55Fe dal mezzo
di colturael’analisi trascrizionale del sistema di trasporto ABC mtsABC ha dimostrato una ridotta espressione del gene mtsA,
codificante per la proteina MtsA necessaria a trasporto di Fe e Zn. Questo diminuito trasporto di metalli non ha tuttavia
modificato le capacitadi crescitadi SR301, chehaunavelocitadi crescitaparagonabilea ceppo selvaggio siain terreni ricchi che
privati di cationi metallici. || mutante Aper R harivelato unaspiccata resistenzaal “challenge” con H,0,, confermando che PerR &
coinvolto nellarispostainducibileai perossidi. Contemporaneamente SR301 einvecerisultato ipersensibilealapresenzadell’ anione
superossido, etaleipersensibilitae statacoll egata ad unaridotta espressione di sodA, codificante per I” unica superossido dismutasi
(SOD) di S. pyogenes. | fenotipi di riduzione del trasporto di ferro, resistenzaaH,O, eipersensibilitaall’ anione superossido sono
stati completamente restaurati quando il gene selvatico perR € stato reintrodotto in trans nel ceppo SR301. Infine esperimenti di
infezione condotti in topi BALB/c hanno dimostrato che AperR € attenuato nella virulenza di circa 10 volte rispetto al ceppo
selvatico.

In conclusione, & possibile ipotizzare un ruolo di PerR come repressore di geni coinvolti nella risposta ai perossidi, probabile
attivatore di SOD e di sistemi coinvolti nell’ assunzione del ferro, ed infine PerR € importante per I’ espressione di fattori di

virulenzain S. pyogenes.

ERITROMICINO-RESISTENZA EVIRULENZA IN STREPTOCOCCUSPYOGENES: UN'ANALISI GENETICA.
VITALI L.A., RIPA S., PRENNA M., ZAMPALONI C.
Dipartimento di Biologia MCA, Cattedrain Microbiologia, Universita di Camerino

INTRODUZIONE: Per eludereledifesedell’ ospite e determinarel’ infezione, lo S. pyogenes hasviluppato svariati meccanismi di
virulenza. Malti fattori di virulenza sono proteine di superficie e di secrezione espresse da geni appartenenti a regulone mga
(“cluster mga”). Tra questi si trova il gene emm che esprime la proteina M. Essa rappresenta uno dei fattori di virulenza piu
conosciuti eil marker d’ elezione per |atipizzazione sierologicadello S pyogenes. Conil presentelavoro si eécercato di far luce sulla
possibile correlazionetraresistenzaa macrolidi e determinanti di virulenzanello S. pyogenes.

METODI: 210isolati clinici di S pyogenesdi cui 170 eritromicino-resistenti e 40 eritromicino-sensibili sono stati analizzati per
i caratteri di resistenza e virulenza. | 170 ceppi resistenti, gia fenotipicamente caratterizzati, sono stati sottoposti a PCR per la
ricercadei determinanti genetici di resistenzaa macrolidi. Intutti i ceppi siasensibili cheresistenti € statapoi valutatalavariabilita
dellaproteinaM. A tal fineci si €éavvalsi di un nuovo approccio molecolare per larilevazione del gene emm denominato “ PCR-M-
typing”. Successivamente i ceppi positivi a “PCR-M-typing” sono stati sottoposti a “Vir-typing”, metodo che valuta il
polimorfismo del profilo di restrizione enzimaticadel DNA del cluster genico mga.

RISULTATI: Laricercadel determinanti di resistenzasui 170 isolati resistenti di S. pyogenes, haconfermato I’ attesa corrisponden-
zatrafenotipo e genedi resistenza. Latecnicadel “PCR-M-typing” hapermesso, con unabatteriadi soli 17 oligonucleotidi emm-
specifici (tipi 1,2,3,4,5,6,8,11,12,18,22,24,28,29,78,87,89), di tipizzare circail 80% dei ceppi resistenti e |’85% dei ceppi sensi-
bili. Ladistribuzione dellefrequenze del determinante genetico per il fattoredi virulenzaM érisultatasignificativamente differente
nellapopolazione di S. pyogeneseritromicino-resistente rispetto aquelladellapopol azione sensibile. Tale distribuzione hainoltre
mostrato unainteressante correlazione con il polimorfismo del regulone mga.

CONCLUSIONI: | dati ottenuti suggeriscono che i determinanti genetici della resistenza e della virulenza batterica non siano
selezionati in manieraindipendente nel corso dell’infezione. La correlazione esistente tratipo M e “vir-type” ponele basi per il
potenziale utilizzo dellasolatipizzazione M come strumento di unaprimaval utazione dellavirulenzalegataal cluster genico mga.
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UNAPPROCCIO INNOVATIVO PER UNA PIU EFFICACE DETERMINAZIONE DELLA QUALITA MICROBIOLOGICA
DELL’ACQUA DEL LAGO DI GARDA.

C. Signoretto!, M.M. Lled*, G. Burlacchini!, G. Franzini? e P. Caneparit

Dipartimento di Patol ogia-Sezione di Microbiologia dell’ Universita di Veronat e Agenzia Regional e per la Prevenzione e Protezio-
ne Ambientale del Veneto (ARPAV) di \lerona?

Datempoi saggi utilizzati di routine per ladeterminazione dellaqualitamicrobiol ogicadell’ acquaper uso umano, i quali prevedono
I'identificazione dei batteri solo attraverso la loro coltivazione, sono oggetto di severe critiche in quanto non adeguati ala
protezione dellasalute dell’ uomo. Tdli critiche sono suffragate dallarecenteindividuazionedi particolari strategie di sopravviven-
zaattivate dai batteri eutrofi in condizioni ambientali avverse. Traqueste strategie € utile citare |o stato vitale manon coltivabile
(VBNC) elapossihilitachei batteri possano aderire amicrorganismi dello zoo-plancton conlacreazionedi un potenzial e serbatoio
di batteri patogeni. Queste critiche sono anche motivate dall’ osservazione che rimane sconosciuto |’ agente eziologico in circail
50% delleinfezioni propiziate dall’ uso dell’ acqua. In questo lavoro noi valutiamo I’ importanza dei due parametri sopracitati nel
migliorarelaqualitael’ efficaciadei test microbiologici ambientali mediante uno studio microbiologico delladuratadi 18 mesi su
campioni di acqua prelevata da uno specifico sito del Lago di Garda. L’ obiettivo di questa ricerca € duplice: da un lato la
determinazione del ruolo dello zoo-plancton lacustre come serbatoio di patogeni umani e dall’ atral’ applicazione di tecniche di
biologia molecolare per il rilevamento anche di batteri in stato VBNC sialiberi che associati al plancton. | dati preliminarmente
raccolti nel corsodei primi 6 mesi dell’indagine mostrano che all’ aumentare dellafaunaplanctonicalacustre aumentail numero dei
patogeni e degli indicatori di inquinamento fecale ad essa adesi. Inoltre, la ricerca mediante PCR di specifiche sequenze di
Enterococcusfaecalis ed Escherichia coli hamessoin luce un elevato numero di campioni negativi al’ esame colturale mapositivi
allaricercaconlatecnicadi biologiamolecolare. Nel loroinsiemei dati, seppure ancorapreliminari, forniscono unautileindicazione
sullanecessitadi adeguareletradizionali tecniche microbiologiche con laricercadei patogeni associati a plancton lacustre maanche
conl’inserimento di tecnichedi biologiamolecolare o comunque di tecniche che non necessitino dellacoltivazione dei microrganismi
nel campioneambientale.

MICROBIODIVERSITA DI AMBIENTI NATURALI, UN APPROCCIO DI TASSONOMIA MOLECOLARE
ElenaVendramin, Alessandra Cagnazzo e Andrea Squartini
Dipartimento di Biotecnologie Agrarie, Universitadi Padova, Sirada Romea 16, 35020, Legnaro, Padova. E-mail: squart@unipd.it

E’ stato effettuato uno studio delladiversitabiologicadei procarioti planctonici nel lago del Colbricon superiore (Parco Nazionale
Paledi S. Martino-Paneveggio). La comunita microbicalacustre, a pari di quelle della maggior parte degli ambienti, presentail

problemadi essere quasi completamente non-coltivabile su piastre con mezzi nutritivi di uso batteriologico. Nell'impossibilita di

ottenere colonie e caratterizzare i batteri isolati per viamicrobiologicatradizionale, si € proceduto con un approccio molecolare
consistentein: () filtrazione di acquadi lago per laraccoltadellecellule; (b) lisi delle stesse eliberazione degli acidi nucleici; (c)

amplificazione via reazione a catena della DNA polimerasi (PCR) del gene per la subunita piccola dell’ RNA ribosomale; (d)
clonaggio dei frammenti amplificati in vettori plasmidici; (€) trasformazione viaelettroporazione di Escherichia coli e ottenimento
di unabancagenicarappresentativadellacomunitamicrobicainiziale; (f) analis dei cloni mediante comparazioneelettroforeticadel

polimorfismo di restrizione con enzimi diagnostici per laregionedell’ rRNA (ARDRA); (g) sequenziamento nucleotidico dei cloni

numericamente dominanti; (h) comparazione a cal colatore delle sequenze contro banche dati del Progetto Ribosoma contenenti

tutte le sequenze sinoranote per i procarioti eidentificazione putativadi genere e specie dei batteri presenti nel lago. | risultati di

un campionamento effettuato in novembre mostrano, da una popolazione quantitativamente pari a circa 10° cellule per ml,
nell’analisi di 70 cloni, una comunita comprendente 30 diversi taxa, dominata da Rhodospirillum photometricum (25%)

Stenotrophomonas maltophilia (11%) e Ochrobactrumsp. (10%). | rimanenti taxarisultano presenti afrequenzeinferiori a 4%.

A titolo di controllo la popolazione coltivabile su piastre di agar per conta batterica e stata rilevata ammontare allo 0.01% della
popolazionetotale e comprende, quali taxa pit frequenti, Methylobacterium sp., Sohingomonas echinoides, Microbacteriumsp.,
e Clavibacter michiganensis. Si € inoltre proceduto allo studio dello stesso ambiente con un approccio alternativo di recente
introduzione volto ad apprezzarein manierasinotticaladiversitadei membri dellacomunitamicrobicaattraversolagel-elettrofores

in gradiente denaturante degli amplificati del gene per I' RNA ribosomale (DGGE).
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ATTIVITA' ANTI-ADENOVIRUSDELLA LATTOFERRINA

F. Supertit, D. Arnold?, A. M. Di Biase', M. Marchetti, A. Pietrantoni, P. Valenti®, L. Seganti?
tLaboratorio di Ultrastrutture, Istituto Superiore di Sanita, Roma

2| stituto di Microbiologia, Universita“ La Sapienza” , Roma

S|tituto di Microbiologia, I Universita di Napoli, Napoli.

E’ noto chei bambini allattati al seno contraggono infezioni intestinali e respiratorie in misurasignificativamente minore rispet-
to ai bambini allattati con latte artificiale. E' stato dimostrato che I’ attivita protettiva del latte umano, per lungo tempo attribu-
itaesclusivamente alla presenzadi IgA secretorie, pud essere mediata anche daaltri componenti di natura proteica, quali ad
esempio lalattoferrina. Lalattoferrina e unaglicoproteina monomericadel peso molecolare di circa80 kDa appartenente a
gruppo delle transferrine. Questa proteina, sintetizzata dai neutrofili e dalle cellule della mucosa epiteliale, € stataisolata per la
primavoltadal latte e puo essere ritrovatain molte altre secrezioni esocrine come lacrime, saliva, bile e succo pancreatico. La
lattoferrinasvolge un ruolo importante oltre che nel metabolismo del ferro anche nei meccanismi di difesadell’ ospite verso di-
versi patogeni, sia direttamente che attraverso laregolazione dellarispostainfiammatoria. Nostri studi recenti hanno dimostra-
to che questa proteinaéin grado di inibire |’ infezione da herpesvirus, rotavirus e poliovirus. In questaricerca abbiamo studiato
I’ effetto dellalattoferrina dalatte bovino, (apo, nativa o saturata con diversi metalli) e dellalattoferrinadalatte umano (nativa)
sull’infezione da adenovirusin vitro. Come modello di studio e stato utilizzato I’ adenovirus di tipo 2, responsabile di infezioni
siarespiratorie che gastrointestinai. L’ attivita delle diverse | attoferrine & stata confrontata con quella di atre proteine del latte
quali lamucina, I fa-lattoalbuminaelabeta-lattoglobulina. | risultati ottenuti hanno dimostrato chel’ infezionevirale viene
inibitasolo in seguito &l trattamento con lattoferrina. Lalattoferrinamostrava un’ attivita anti-adenovirus dose-dipendente che
non erainfluenzatain modo significativo dal grado o dal tipo di saturazionein metalli dellamolecola. Esperimenti in cui la
lattoferrinavenivaincubatacon e cellule durantefasi diverse dell’ infezione virale hanno dimostrato chel’inibizione s esplica
su unafase precoce dell’ infezione poichélasintesi di antigeni virali venivainibitanon solo quando laglicoproteina era presente
durante |’ intero ciclo replicativo maanche quando questaeraaggiuntaalle cellule primao durante lafase di adsorbimento virale.

CARATTERIZZAZIONE ULTRASTRUTTURALEDI CELLULE INFETTATE DA HERPESVIRUSUMANO 8
°A. Tinari, °M. Marchetti, *P. Monini, *B. Ensoli, °F. Superti
Laboratorio di Ultrastrutture® e Laboratorio di Virologia*, Istituto Superiore di Sanita, Roma

L' Herpesvirus umano 8 (HHV-8) & un gamma-Herpesvirus associato adiverse patologietrale quali linfomi ad effusione primaria
(PEL) esarcomadi Kaposi (KS). In questaricercaabbiamo analizzato alivello ultrastruttural e due aspetti diversi dell’interazione
traHHV-8 e cellule ospiti: I"infezione produttiva e I'infezione latente. Lareplicazione litica é stata studiatain cellule BCBL-1
(Body Cavity Based Lymphoma), unalineacellulare, derivatada PEL, infettatalatentementedaHHV-8. Al finedi caratterizzare
alivello ultrastrutturale lamorfogenesi virale, laproduzionedi virioni maturi € stataindottadal trattamento con esteri del forbolo
(TPA). | risultati di questi studi hanno dimostrato che lareplicazione litica di HHV-8 induceva numerose alterazioni nei diversi
compartimenti cellulari ein particolarenel nucleo. Inclusioni elettrondense riconducibili amaterialevirale e capsidi nudi sono stati
osservati alivello nucleare mentre nel citoplasma le particelle virali apparivano come capsidi nudi, con tegumento o particelle
complete di rivestimento. Nonostante siano state osservate gemmazioni dalle membrane nucleari, la maturazione del virus
avvenivaalivello del sistemamembranoso citoplasmatico poiché particelle dotate di tegumento sono state osservate esclusivamen-
tenel citoplasmao all’ esterno delle cellule. Ulteriori studi morfologici sono stati condotti sulle cellulefusiformi trasformatedel KS
(cellule “spindle”), infettate |atentemente da HHV-8. Sono state analizzate cellule “spindle” endoteliali di origine vascolare e
linfaticaisolate dalesioni KSele caratteristiche ultrastrutturali sono state confrontate con quelle di cellule endoteliali macrovascolari
umane (HUVEC). Lecellule“spindle” contenevano numeroseinclusioni citoplasmatiche osmiofile, solo occasional mente osser-
vate nelle cellule HUVEC. Al microscopio elettronicoil reticolo endoplasmatico rugoso di tutti i tipi cellulari analizzati appariva
ben sviluppato e dilatato, contenente una matrice elettrondensaindice di uno stato di attivasintesi. Sianelle cellule“spindle’ di
origineendoteliale che nelle cellule HUV EC sono stati osservati mitocondri in fase attivadi dimensioni molto ridotte. Intutti etre
i tipi cellulari analizzati non sono state osservate neoformazioni di originevirale. Nell’insieme, i risultati di questi studi contribu-
iscono ad ampliarele conoscenzerelative al differenti aspetti morfologici delle celluleinfettate produttivamente e latentemente da
HHV-8.
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STRETTA ASSOCIAZIONE DI ERM(AM) CON TET(M) E DI ERM(TR) E MEF(A) CON TET(O) IN CEPPI DI
STREPTOCOCCUSPYOGENESRESISTENTI ALL'ERITROMICINAEALLATETRACICLINA

E. Giovanetti, A. Brenciani, R. Lupidi, M.C. Roberts' e P.E. Varaldo

Ist. di Microbiologia, Universita degli Studi di Ancona;

1Dept. of Pathobiology, University of Washington, Seattle, WA

Background: In S pyogeneslaresistenzaall’ eritromicina e mediatadametilasi codificate dai geni erm(AM) o erm(TR), odaun
sistemadi efflusso codificato dal gene mef(A). Laresistenzaallatetraciclinasi osservaincircail 70% dei ceppi erm(AM)-positivi
di fenotipo costitutivo cMLS (quelli di fenotipo inducibile [iIMLS-A] sono invariabilmente tetraciclino-sensibili); in >90% dei
ceppi erm(TR)-positivi; ein circail 70% dei ceppi con eritromicino-resistenza da efflusso (fenotipo M).

M etodi: Sono stati analizzati 61 isolati di S. pyogenesresistenti siaall’ eritromicina(MIC, =1 pg/ml) cheallatetraciclina(MIC, =8
pg/ml). | geni di resistenza sono stati rilevati mediante PCR e confermati medianteibridizzazione con sonde specifiche. Esperimen-
ti di coniugazione sono stati condotti per studiare latrasferibilitadei vari determinanti.

Risultati: Tutti i ceppi erm(AM) positivi (n = 16) possedevano il gene tet(M), mentre tutti i ceppi erm(TR)-positivi (n = 27)
avevano il genetet(O) [due ceppi iIMLS-B erano positivi anche per tet(M)]. Tutti gli isolati di fenotipo M, ossia con eritromicino-
resistenza da efflusso codificata dal gene mef(A) (n = 18), presentavano il genetet(O).

In esperimenti di coniugazione non abbiamo osservato un co-trasferimento dei geni erm(TR) etet(O); abbiamo invece osservato un
co-trasferimento dei geni mef(A) etet(O).

Conclusioni: Abbiamo trovato in S pyogenes una stretta associazione tra i geni erm(AM) con tet(M) nei ceppi cMLS e di
erm(TR) e mef(A) con tet(O) rispettivamente nei ceppi di fenotipo inducibile IMLS-B e iIMLS-C e nei ceppi di fenotipo M.
Mentre |" associazione tra erm(AM) e tet(M) € nota e se ne conoscono in gran parte le basi genetiche, tet(O) non € mai stato
descritto primain S pyogenes, tantomeno in associazioneageni di eritromicino-resistenza. 11 trasferimento simultaneo ealastessa
frequenzadi mef(A) e tet(O) suggerisce unacontiguitadei due geni sul cromosomadi S pyogenes. Meno chiare sonoinvecelebas
genetiche dell’ associazionetrai geni erm(TR) etet(O).

STUDIO COMPARATIVODELLEINTERAZIONI TRA VIRUSINFLUENZA A/WSN/33E FILAMENTI DI ACTINA
INDUEDIVERS MODELLI CELLULARI

Arcangeletti M.C., De Conto F,, Ferraglia F., Pinardi F.,, Medici M.C., Valcavi P, Martindlli M., Calderaro A., Géraud G.*,
Scherrer K.*, Chezzi C., Dettori G.

Sezione di Microbiologia— Dipartimento di Patologia e Medicina di Laboratorio —Universita degli Sudi di Parma—Viale A.
Gramsci, 14 — 43100 Parma — Italia

*| ngtitut Jacques Monod — Université Paris 7 — 2, Place Jussieu — Parigi —Francia

Il virus dell’influenza ha sviluppato numerosi meccanismi per poter sfruttare specifiche funzioni dell’ ospite, verosimilmente
diverse, dipendentemente dal tipo di cellulainfettata.

In particolare, € stato dimostrato cheladistribuzione differenziale delle ribonucleoproteine virali, in grado di localizzars aterna-
tivamente alivello nucleare, come anche citoplasmatico, in rapporto alle diverse fasi del ciclo replicativo del virus influenzale,
necessitadi meccanismi di regolazione, agenti anche attraverso |’ associazione dellanucleoproteina (NP) virale conil citoschel etro,
in particolare coni filamenti di actina.

In questo studio, uno stipite umano di virusinfluenzaA (A/WSN/33), propagato in cavitaallantoideadi uovaembrionatedi pollo,
e stato utilizzato per I’infezionein vitro di linee cellulari di mammifero, MDCK (rene di cane) e LLC-MK2 (rene di scimmia).
Laricercaintrapresa s € prefissadi valutare le interazioni esistenti tra NP virale e filamenti di actina, facendo riferimento, in
particolare, agli stadi precoci dell’infezione. | risultati ottenuti evidenziano unanettainterazione (di tipo diretto o indiretto) trala
suddetta proteina virale ed il sistema citoscheletrico di actina, molto evidente in LLC-MK2 durante gli stadi precoci del ciclo
infettivo ed assenza di interazionein cellule MDCK  durante gli stessi tempi. In quest’ ultimo sistema, inoltre, il ciclo replicativo
del virus A/WSN/33 sembra essere significativamente piu efficiente chein LLC-MK2.

| dati ottenuti rendono verosimile I'ipotesi che I’interazione tra virus influenza A e filamenti di actina possa funzionare come

segnale di localizzazione citoplasmaticadel virusin specifici tipi cellulari, condizionandoneil trasporto verso il nucleo.
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VALUTAZIONE COMPARATIVA DELLA CAPACITA REPLICATIVA DEL VIRUSINFLUENZA A/WSN/33DURANTE
PASSAGGI SERIALI INDUELINEE CELLULARI DI MAMMIFEROINVITRO

Arcangeletti M.C., De Conto F,, FerragliaF., Pinardi F., Medici M.C., Valcavi P, Martindlli M., Calderaro A., Géraud G.*,
Scherrer K.*, Chezzi C., Dettori G.

Sezione di Microbiologia— Dipartimento di Patologia e Medicina di Laboratorio—Universita degli Sudi di Parma—\Viale A.
Gramsci, 14 — 43100 Parma — Italia

*|nstitut Jacques Monod — Université Paris 7 — 2, Place Jussieu —Parigi — Francia

Stipiti di virusinfluenzaleriprodotti in linee cellulari di mammifero presentano caratteristi che antigeniche almeno parzialmente
diversificate rispetto aquelle degli stessi ceppi riprodotti in uova embrionate; tale fenomeno sembrariconducibile allacomparsa
edlaselezionedi varianti.

E’ verosimile cheI'insorgenza di tali sottopopolazioni possa modulare anche I’ efficienza del ciclo replicativo virale in modelli
celulari diversi, non solo alivello del seppure fondamental e riconoscimento dei recettori di membranadell’ ospite, maanche per la
possibilita (o, alternativamente, I'impossibilita) da parte del virusdi cooptare altre strutture/funzioni della cellulainfettata, quali
il citoscheletro.

In questo studio € stata val utata comparativamente |a capacitareplicativadi uno stipite umano di virusinfluenza A (A/WSN/33),
riprodotto in cavita allantoidea di uova embrionate di pollo, durante diversi passaggi seriali in duelinee cellulari di mammifero,
MDCK (renedi cane) e LLC-MK2 (rene di scimmia). | risultati ottenuti mettono in evidenza una diversa capacita, da parte del
suddetto stipite virale, di intraprendere diversi cicli replicativi nei due modelli cellulari impiegati. In particolare, I’ efficacia di
reinfezionerimaneelevatain MDCK,, mentre sembrasignificativamente diminuitain LLC-MK2. In quest’ ultimo modello cellulare
estataancheevidenziataunasignificativainterazionetrail sistemacitoscheletrico di actinaed il suddetto virusinfluenzale e come
lamodificazione di assetto fisiologico dei filamenti di actina, quale quellaindotta da citocalasina D, possarisolvereil “blocco”
dell’infezione, suggerendo un ruolo importante del citoscheletro nell’ influenzarne I’ evoluzione.

LOCALIZZAZIONEDELL'ACIDONUCLEICOEDI PROTEINE DI CITOMEGALOVIRUSUMANOA LIVELLODI
MATRICE NUCLEARE IN CORSO DI INFEZIONE DI FIBROBLASTI EMBRIONALI UMANI INVITRO

Arcangeletti M.C., De Conto F,, FerragliaF., Pinardi F., Medici M.C., Valcavi P, Martinelli M., Calderaro A., Razin S.*, Scherrer
K.*, Chezzi C., Dettori G.

Sezione di Microbiologia— Dipartimento di Patologia e Medicina di Laboratorio—Universita degli Sudi di Parma—\Viale A.
Gramsci, 14 — 43100 Parma — Italia

*|nstitut Jacques Monod — Université Paris 7 — 2, Place Jussieu —Parigi — Francia

L’ organizzazione nucleare della cellula svolge, come € noto, un ruolo cruciale durante I'infezione da parte di quei virus, quali
citomegalovirus, il cui ciclo replicativo si attua prevalentemente in tale compartimento cellulare. E' verosimile che il complesso
gioco di equilibri che puo portare alla sopraffazione rapida dell’ ospite, all’insediamento “silente” del virus infettante, o ad uno
stato di resistenzacellulareall’ infezione prevedal o sfruttamento differenziale, daparte di citomegalovirus, di percorsi edi funzioni
normalmente utilizzate dall’ ospitein condizioni fisiologiche. Lamatrice nucleare, in particolare, svolge un ruolo di primo piano non
solo daun punto di vista esclusivamente strutturale, maanche regolatorio. E' nota, infatti, |’ associazione alla matrice nucleare di
acidi nucleici edi complessi multienzimatici cellulari, direttamenteimplicati negli eventi di replicazione genica, di trascrizione e di
maturazione dei trascritti.

Lo studiointrapreso si & proposto di verificare’interazione alivello di matrice nucleare, di uno stipite umano di citomegalovirus
(HCMV) in corso di infezione produttivadi fibroblasti embrionali umani in vitro.

| dati ottenuti duranteil ciclo di replicazione virale hanno messo in evidenzauna netta e gradual e associazione allamatrice nucleare
siadi antigeni di HCMV ad attivitaenzimaticasiadi proteine strutturali, con localizzazioni differenziali e caratteristiche, dipen-
dentemente dal tipo di proteinavirale considerata. Di particolare rilievo € anche I osservazione di una specifica interazione tra
matrice nuclearee DNA virale.
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STUDIO DI PROPRIETA CORRELATE ALLA VIRULENZA IN CEPPI DI LISTERIAMONOCYTOGENESISOLATI DA
PAZIENTI AFFETTI DAEMOPATIEMALIGNE

M. PENTA?, C. LONGHI? M. P CONTE?, C. GIRMENIA ®, L. SEGANTI®

a Dipartimento Scienze di Sanita Pubblica, ® Dipartimento di Biotecnologie Cellulari ed Ematologia, Universita“ La Sapienza“,
Roma

Listeria monocytogenes & un batterio Gram positivo, intracellulare facoltativo, ampiamente diffuso in natura, responsabile di gravi
infezioni veicolate da alimenti. Esso pud essere definito un patogeno opportunistain quanto lamaggior parte dei pazienti affetti
dalisterios possiedealterazioni acarico dell’immunitacellularemediatadai linfociti T. Lasuscettibilitadell’ ospite svolge unruolo
importante nelle diverse forme cliniche di listeriosi. Nel 75 % degli adulti non in gravidanzalalisteriosi & associata a patologie
neoplastiche (leucemie, linfomi, sarcomi) eaterapie immunosoppressive, conunamortalitadel 70 %. Lavirulenzadi L. monocytogenes
elegataallasuacapacitadi invadereedi moltiplicarsi in cellule epiteliadi ein macrofagi residenti. Nell’ ospiteimmunocompromesso
i batteri s moltiplicano nel fegato, nellamilza e raggiungono gli organi bersaglio. In studi condotti siain vitro chein vivo é stata
osservataunanotevolevariabilitanel potere patogeno di L. monocytogenes e non € stata ancoraindividuataunachiaracorrelazione
trail grado di virulenzael’ originedel ceppi isolati. Inquestaricercasono stati presi in esamedieci ceppi (E1-E10) isolati dal sangue
edad liquor di pazienti affetti da emopatie maligne sottoposti a chemioterapiaintensivao trapianto allogenico di cellule staminali
emopoietiche, presso il Dipartimento di Biotecnologie Cellulari ed Ematologia, e due ceppi di riferimento, LM2 isolato da una
sepsi neonatale e ATCC 7644. Sono stati determinati il sierotipo, la proprieta emolitica, la sopravvivenzain ambiente acido, la
capacitadi invadereedi moltiplicarsi in celluleintestinali in colturaeil polimorfismo al€lico relativo d geneactA, fondamentale per
lamoltiplicazioneintracellulare. | risultati ottenuti hanno mostrato cheil 50 % dei ceppi in esame appartenevaal sierotipo 1 eil
restante 50% al sierotipo 4. Tutti i ceppi erano emolitici e tra questi E 6, E 7, E 8, E 9, dotati di attivita emolitica elevata,
mostravano anche unarispostaacido tollerante ed un’ aumentata capacitainvasiva. L' esame del polimorfismo allelico del geneactA
non eracorrelabile con ladiversacapacitadi moltiplicazioneintracel lulare dei ceppi in esame. Questo studio suggerisce unaforte
associazionetrale proprietainvasive degli isolati clinici elaloro capacitadi sopravvivereapH letali.

CARATTERIZZAZIONE FENOTIPICA EFUNZIONALE DI CELLULE NATURAL KILLERATTIVATE DA
MYCOBACTERIUM BOVIS,BACILLO DI CALMETTE E GUERIN (BCG) NELL'UOMO

Batoni G., Esin S., Pardini M., Bottai D., Maisetta G., Florio W., Campa M.

Dipartimento di Patologia Sperimental e, Biotecnol ogie Mediche, I nfettivol ogia ed Epidemiologia, Universita degli Sudi di Pisa

Negli ultimi anni, numerose evidenze sperimentali hanno indicato che, oltre all’immunita antigene-specifica, anchei componenti
dell’'immunitainnata o naturale ed, in particolare, le cellule natural killer (NK), rappresentano importanti mediatori della difesa
contro unaseriedi agenti patogeni, incluso i micobatteri. E' stato dimostrato che le cellule NK contribuiscono allaresistenzaalle
infezioni attraverso molteplici meccanismi quali lasecrezionedi citochineimmunoregolatorie, lalisi dellecelluleinfetteed, in alcuni
casi, I'inibizione direttadellacrescitadei microrganismi infettivi.

Nel presente studio, si € proceduto alla caratterizzazione fenotipicaefunzionale di cellule NK umane, stimolatein vitro con BCG
intatto o con antigeni parietali da esso ottenuti, mediante analisi dell’ espressione di marker di attivazione, della produzione di
citochineimmunoregolatorie (IFN-gamma, IL-2, IL-4) edell attivitaproliferativaecitotossicadi tali cellule. Popolazioni arricchite
in cellule NK sono state ottenute da cellule mononucleate di sangue periferico di soggetti sani sensibilizzati 0 meno ad antigeni
micobatterici, utilizzando un sistemadi purificazione per sel ezione negativa chefauso di biglie magnetiche covalentemente legate
ad anticorpi controi marker di superficiedelle popolazioni cellulari daeliminare. | risultati ottenuti hanno dimostrato chein colture
deplete di macrofagi elinfociti B siaBCG vivo che BCG ucciso al caloreinducevano proliferazionedi cellule CD56*/CD3: (cellule
NK); tale proliferazione non richiedeva una precedente esposizione ad antigeni micobatterici, ma era dipendente da un contatto
batteri-cellule, in quanto era completamente abrogata dall’ interposizione di una membrana con pori di 0.2 um di diametro trale
popolazioni cellulari elecellulebatteriche. Circail 40% dellecellule NK stimolate con BCG esprimevaancheil marker di superficie
CD25 (recettoredell’ IL-2) indicando laloro attivazionein seguito a contatto coni batteri. L' analisi dellaproduzione di citochine
intracitopl asmatiche mediante citometriaaflusso (FACS) ha, inoltre, dimostrato che, in seguito a stimolazione con BCG vivo, ed
in minore misura con antigeni parietali, circail 60% delle cellule produttrici di I|FN-gamma erarappresentato da cellule NK che
presentavano un picco nellaproduzione di tale citochinadopo 18-24 oredi coltura. Infine, le cellule NK stimolate dal contatto con
i batteri eranoingrado di indurrel’ espressionedi marker di apoptosi o di mortesu celluletarget (K562), semprevalutatacon analisi
a FACS. Tali risultati, nel loro insieme, sembrano indicare che, analogamente a quanto descritto per altri microrganismi, possa
verificarsi un'interazione diretta tra cellule NK e micobatteri attraverso componenti della superfice batterica, interazione che
potrebbe avere un ruolo importante nelle prime fasi dell’infezione.
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ALLESTIMENTODI UNSAGGIODI RT-PCRNESTED PER LA VALUTAZIONE DELL'ESPRESSIONE DI PROTEINE
MICOBATTERICHE IN CAMPIONI DI ESPETTORATO

Bottai D., Maisetta G., Batoni G., Esin S, Pardini M., Florio W., Rindi L., Garzelli C., Campa M.

Dipartimento di Patologia Sperimental e, Biotecnol ogie Mediche, Infettivol ogia ed Epidemiologia

Universita degli Sudi di Pisa

Negli ultimi anni, lo studio dei geni espressi daMycobacterium tuber culosis nell’ ambienteintracel lulare o direttamente nel sito di
infezione haassunto un grandeinteresse, a finedi identificare quei geni che sono richiesti dal microrganismo stesso per lacrescita
duranteil corso dell’infezione naturale. L'analisi dei geni espressi nell’ espettorato € stata inoltre proposta per I’ alestimento di
tecniche diagnosticherapide, cheutilizzino larilevazione di mRNA per proteine micobatteriche come marcatore dellapresenzadi
bacilli vitali.

Recentemente, nel nostro laboratorio, € stataidentificataunanuovaproteinadi secrezione di 8.3 kDa, SA5K, rilasciatanei filtrati
di coltura da M. tubercolosis, M. bovis BCG e da poche altre specie di micobatteri, ed espressa dal BCG durante la crescita
intracellulare.

Al finedi valutare se il gene per SA5SK fosse espresso dal bacillo tubercolare anche nel corso dell’ infezione, € stato allestito un
saggio di RT-PCR nested, per larivelazione dell’mRNA estratto da M. tubercul osis presente in campioni di espettorato. Oltre al
gene per SA5K, negli stessi campioni, € stata valutatala presenza: i) dell’mRNA per I’ antigene 85B, I’ unico per il quale siastata
dimostrata, fino ad oggi, I’ espressione nell’ espettorato di soggetti affetti da tubercolosi polmonare; ii) dell’rRNA 16S, come
controllo dell’ efficienzadelle procedure di estrazione edi amplificazione. II limite di sensibilitadel saggio e stato determinato, per
ciascuno dei geni analizzati, inoculando in quantita scalari, un numero noto di CFU di BCG coltivato in vitro in un pool di
espettorati risultati negativi all’ esame colturale per laricercadi M. tuberculosis. Il limite di sensibilita del saggio € risultato di
1.2x10° CFU/m di espettorato per il genedi SA5K, edi 1.2x10*CFU/mI di espettorato per quello dell’ antigene 85B. L’ espressione
di tali geni e stata valutata in 11 campioni di espettorato, raccolti prima dell’inizio della terapia e risultati positivi all’ esame
microscopico e colturale. Trai campioni analizzati, almeno 7 sono risultati positivi per |’ espressione del gene di SASK eameno
4 per I’espressionedel genedell’ antigene85B. Nél loroinsieme, i dati ottenuti suggeriscono cheil genedi SASK vengaespressoin
vivo daM. tuberculosis e che la proteina possa avere un ruolo nel corso dell’ infezione.

LA CARIOTIPIZZAZIONE QUALE PARAMETRO PREDITTIVODELLA VIRULENZA DI CANDIDA ALBICANS
A. Tavanti, A. Lupetti, P. Davini, G. Pardini, D. Campa, S. Senesi
Dipartimento di Patologia Sperimental e, Biotecnol ogie Mediche, I nfettivol ogia ed Epidemiologia, Univerista degli Sudi di Pisa

Nei lieviti, per i quali non € stata dimostrata unariproduzione sessuata, sono frequenti, nell’ ambito della specie, assetti cariologici
variabili chevengono clonalmente conservati durantelapropagazione vegetativa. Per tale motivo, ladefinizionedel cariotipo viene
assunta.come carattere discriminativo intraspecifico applicabile astudi di epidemiologiageneticadei lieviti patogeni opportunisti.
Precedenti studi di cariotipizzazione hanno portato alaidentificazione di sette cariotipi distinti di Candidaabicans(a, b, c, d, X,
Y, Z), dei quali due, i cariotipi b e c, sono quelli pit rappresentativi dellaspecie, costituendo dasoli il 70% degli isolati clinici. Tali
studi hanno suggerito, inoltre, chei ceppi aventi cariotipo ¢ potrebbero essere potenzialmente piul virulenti in quanto producono
livelli di aspartil-proteasi secretorie, riconosciute quali fattori di virulenzadi C. albicans, significativamente piu elevati ripetto ai
ceppi aventi cariotipo b. A tale scopo, é stata analizzata la diversa virulenza e patogenicita dei due cariotipi pitl frequentemente
isolati, in duediverse condizioni sperimentali: in un modello di infezione ex vivo ed in un modello murino di candidosi vaginale. |
risultati ottenuti con il modello ex vivo hanno dimostrato che: (1) i ceppi aventi cariotipo b vengono fagocitati piu efficacemente
rispetto ai ceppi aventi cariotipo c; (2) chei ceppi aventi cariotipo b sono piti sensibili a killing rispetto ai ceppi aventi cariotipo
c; e(3) chei ceppi aventi cariotipo c si replicano attivamented |’ interno dei macrofagi. Inoltre, mediante RT-PCR, e stataanalizzata
I’ espressionedel geni SAP1-7 nei ceppi di C. albicansrecuperati in seguito alisi dei macrofagi: i ceppi aventi cariotipo b esprimono
soltantoi geni SAP1 e SAPA/6, mentre, nel ceppi aventi cariotipo ¢, risultano espressi tutti i geni SAPR, ad eccezionedi SAP7. | dati
ottenuti utilizzando il modello murino di candidosi vaginale avvalorano ulteriormente I’ipotesi di una maggiore virulenza del
cariotipo c rispetto al cariotipo b: nei topi inoculati con il cariotipo c, infatti, I'infezione risulta caratterizzata da una carica
infettante piu elevata e da una maggiore persistenzarispetto ai topi inoculati con il cariotipo b. | risultati ottenuti costituiscono la
prima evidenza sperimental e che la carioti pi zzazione puo costituire un valido strumento per condurre studi di fine epidemiologia
molecolare di tale lievito opportunista.
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POTENZIALE REDOX NELL'ATTIVITA' CANDIDACIDA DEL PEPTIDE

N-TERMINALEDELLA LATTOFERRINA UMANA

12Antonella Lupetti, 2Arianna Tavanti, *Akke Paulusma-Annema,2Sonia Senesi, 2Mario Campa, Jaap T. van Dissel, and
Peter H. Nibbering

1Department of Infectious Diseases, Leiden University Medical Center (LUMC), Leiden, The Netherlands, 2Dipartimento di
Patol ogia Sperimental e, Biotecnol ogie Mediche, Infettivol ogia ed Epidemiologia, Universita degli Sudi di Pisa, Pisa, Italy.

C. albicans & un lievito patogeno opportunista che sostiene infezioni locali o sistemiche nell’ ospite immunocompromesso. Le
candidosi sono spesso trattate con triazoli e, in particolare, con fluconazolo. L' emergenza di ceppi di C. albicans fluconazolo
resistenti, che possono essere cross-resistenti ad amfotericinaB, evidenzialanecessitadi studiare nuovi agenti antifungini, quali i

peptidi antimicrobici. hLF(1-11), un peptide sintetico che comprende il primo sito cationico della lattoferrina umana, mostra
un’ efficace attivitadi killing persino verso ceppi di C. albicans fluconazolo resistenti. Studi recenti hanno mostrato che I’ effetto
candidacida del peptide & mediato dall’induzione dell’ aumento di permeabilita di membrana. Tale effetto sulla membrana di

Candida avvieneamezzo di ATP extracellulare (ATPe) prodotto dal mitocondrio energizzato in rispostaal peptide. L' aumento di

AT Pe e essenzial e manon sufficiente per uccidere C. albicans. Infatti ATP ossidato (0ATP), uninibitoreirreversibile dei recettori

extracellulari per ATP, diminuiscel’ attivita candidacidadi hLF (1-11), maATP o analoghi di ATP non mostrano evidente ttivita
candidacida. Il presente studio evidenziail ruolo delle specie di ossigeno reattivo e del livello intracellulare dei tioli nell’ attivita
candidacida di questo peptide.

IDENTIFICAZIONE E CARATTERIZZAZIONE DI CEPPI TOSSIGENI DI BACILLUSCEREUSRESPONSABILI DI
TOSSINFEZIONI ALIMENTARI

S. Salvetti, C. Barsotti, F. Celandroni, A. Baggiani, E. Ghelardi, S. Senesi

Dipartimento di Patologia Sperimental e, Biotecnol ogie Mediche, Infettivologia ed Epidemiologia, Universita degli Sudi di Pisa.

Bacillus cereus, un bastoncello gram-positivo, sporigeno, aerobio e mobile per la presenza di numerosi flagelli peritrichi, &
riconosciuto da pit di 40 anni come agente eziologico di tossinfezioni alimentari caratterizzate dadue sindromi distinte, laemetica
eladiarroica, dovute alaproduzione di tossine diverse. Nonostante siano stati effettuati numerosi studi per valutarelaproduzione
di tossine da parte di ceppi di B. cereus e siano stati messi a punto metodi molecolari per |a tipizzazione genotipica degli isolati,
poco enoto circal’ epidemiologiadei ceppi infettanti, dato che non sono mai state analizzate le proprietagenotipiche etossigeniche
dei ceppi di B. cereusisolati nel corso di episodi di tossinfezione alimentare.

Il presente studio ha preso origine da due epidemie di tossinfezione alimentare che si sono verificate a seguito del consumo di
alimenti prodotti eforniti, per dueindipendenti banchetti, daunamedesimapasticceria. B. cereusé statoisolato dacampioni di feci
di 19 soggetti che presentavano unasindrome diarroica, da4 campioni di dolci prodotti dalla pasticceriae dallamacchinaspianatrice
utilizzata per la preparazione degli alimenti. |l potenziale tossigeno del ceppi isolati € stato valutato sia mediante andis della
produzionedi emolisinaBL, PC-PLC etossinaemetica, chetramite amplificazione del geni codificanti le enterotossineNHE, T, e
FM/S, lacitotossinaK, lasfingomielinasi elaPI-PLC. L'andlisi del profilo tossigenico, insieme con la caratterizzazione genotipica
degli isolati di B. cereus, effettuata mediante RAPD-PCR e multiplex RAPD-PCR, ha chiaramenterivelato che tutti i ceppi di B.
cereus collezionati sono assimilabili ad un unico stipite microbico dotato di elevato potere tossigeno.

| risultati di tale studio dimostrano che la combinazione di metodiche di analisi fenotipica e molecolare costituisce un potente
mezzo per identificare lafonte di infezione e per il monitoraggio ambientale e clinico di ceppi tossigeni di B. cereus.
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IDENTIFICAZIONE E CARATTERIZZAZIONE DI UN MUTANTE DI BACILLUSCEREUSAUXOTROFO PER LA
VITAMINAB,

S. Salvetti, F. Celandroni, E. Ghelardi, S. Senesi

Dipartimento di Patologia Sperimental e, Biotecnol ogie Mediche, Infettivologia ed Epidemiologia, Universita degli Studi di Pisa

Lo sviluppo di una colonia batterica & un processo complesso che viene influenzato da stimoli di varia natura, che vanno dalle
semplici esigenze nutrizionali del microrganismo alle piti complesse comunicazioni cellula-cellulaintracolonia

Nell" ambito di uno studio pitiampio, mirato alacomprensionedel meccanismi molecolari coinvolti nellaregol azione dellamorfogenes
di una colonia batterica, € stato selezionato un mutante di Bacillus cereus, ottenuto dal ceppo NCIB 8122 mediante mutagenesi
inserzionale con il trasposone mini-Tn10. Quando seminato su piastre contenenti triptone agar, tale mutante (M S57), era capace
di produrre coloniedi morfologiadiversarispetto aquelle prodotte dal ceppo selvaggio. L’ osservazione microscopicadelle colonie
prodottedal ceppo mutante atempi diversi di incubazione, evidenziavalaformazionedi un monostrato cellulare caratterizzato da
ampie zone di lis batterica nella porzione centrale della colonia stessa. Al fine di identificare le basi genetiche responsabili del
fenotipo del ceppo MS57, é stata sequenziata la regione di inserzione del mini-Tn10. La sequenza ottenuta ha evidenziato
I'interruzione, daparte del trasposone, di un gene altamente omologo a generibG di Bacillussubtilis. | prodotti genici dell’ operone
rib (RibG, B, A, H eT) di B. subtiliscatalizzano laconversione del GTP eribul osio-5-fosfato ariboflavina, meglio conosciutacome
di vitaminaB,. In particolare, il generibG, interrotto nel ceppo mutante, codificaper un enzimabifunzionale (deaminasi/reduttasi)
che agisce nelle primefasi dellasintesi dellavitaminaapartire dal GTP. || mutante ribG::Tn10 danoi isolato sara ulteriormente
caratterizzato per valutarne una possibile utilizzazione per il dosaggio microbiologico dellavitaminaB.,

MOTILITA SWARMING E VIRULENZA IN BACILLUSCEREUSE BACILLUSTHURINGIENSIS
E. Ghelardi, F. Celandroni, S. Salvetti, S. Senesi
Dipartimento di Patologia Sperimental e, Biotecnol ogie Mediche, I nfettivol ogia ed Epidemiol ogia, Universita degli Sudi di Pisa.

Alcuni eubatteri flagellati sono in grado di muoversi su superfici solide mediante un processo di traslocazione multicellulare
denominato swarming. Tale motilita, indotta dal contatto con superfici aventi una appropriata viscosita e composizione, &
caratterizzatadal differenziamento di cellule vegetativein cellule swarm, lunghe ed i perflagellate. Nonostante questo processo di

differenziamento cellulare siastato ampiamente studiato, in particolare nei batteri Gram-negativi, poco & noto, atutt’ oggi, circala
suaregolazione molecolare. Lamoatilitaswarming, chefavorisce unarapidadiffusione battericanel I’ ambiente natural e, contribuisce
anche alla colonizzazione delle superfici mucose da parte di batteri patogeni. Inoltre, le cellule swarm di alcune specie sono state
riconosci ute come forme batteriche pit virulente, in quanto capaci di produrre unamaggiore quantitadi fattori di virulenza (enzimi

proteolitici, fosfolipasi, ureasi ed emolisine) rispetto alle cellule non differenziate.

Nel presente studio, e stataanalizzatalacapacitadi differenziamento swarming elaproduzionedi fattori di virulenza in unaampia
collezione di ceppi di Bacillus cereus e Bacillus thuringiensis. | risultati ottenuti hanno dimostrato che, per queste due specie
batteriche, esiste unacorrelazione significativatracapacitadi dareorigineacellule swarm e secrezionedi emolisinaBL (HBL), una
tossinatrimerica (proteine B, L1 ed L 2) avente attivita enterotossica e necrotizzante.

Al fine di valutare se esistesse una regolazione comune tra sintesi di HBL e differenziamento swarming, sono stati analizzati,
inoltre, due ceppi mutanti di B. cereus e B. thuringiensis che, contrariamente ai ceppi selvaggi, risultavano incapaci di produrre
celluleswarm. Siail mutantedi B. cereus, caratterizzato daunadelezione nel genefliY codificante unaproteinadel complesso di

switchflagellare, cheil ceppo di B. thuringiensis, mutanteinserzional e nel geneflhA necessario per I assemblaggio dei flagelli, sono
risultati anche incapaci di secernere HBL. Questi risultati indicano, pertanto, I’ esistenza di una regolazione comune del

differenziamento swarming e dellasecrezione di fattori di virulenzain B. cereuseB. thuringiensis.
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EFFETTODELLA CONTAMINAZIONE DA OLI GREZZI SULLA SOPRAVVIVENZA DI UN CEPPO, PSEUDOMONAS
SP.INUN SUOLO AGRARIO

E. Di Mattiael. Cacciari.

Dipartimento di Agrobiologia e Agrochimica, Universita degli Studi della Tuscia, 01100 VITERBO lItalia

11 problemadei rischio ambientale associato al rilascio accidentale di contaminanti idrocarburici n-alcanici € noto datempo (1), e,
negli ultimi anni, staricevendo unasempre crescente attenzione. Ad esempio lo smaltimento di quantitaenormi di “fanghi ad olio”

prodotti durantei processi convenzionali di estrazione petrolifera, rappresenta un grave problemanon risolto e trale proposte di

immediato intervento & stato suggerito un possibile spargimento di questi residui nel terreno. 11 destino degli idrocarburi nel suolo
e per lo pitideterminato daequilibri ecologici regolati dafattori abiotici e biotici cheinfluiscono sullacrescita, sulladinamicaela
sopravvivenzadelle popolazioni specializzate nell’ utilizzo degli idrocarburi entro lacomunita microbica

Alcune tecniche di biorisanamento prevedono ancheil rilascio nel suolo di inoculanti batterici in grado di degradare i composti

xenobiotici (2).

Lo studio dellasopravvivenza, della persistenzae della capacitadi insediamento di questi inoculanti batterici dopoil rilascioinun
determinato tipo di suolo si rende spesso necessario a fine di garantire il successo dell’intervento di “batterizzazione” e di

decontaminazione. Molto spesso, infatti, & stato osservato un rapido declino nelle dimensioni dellapopolazione dei ceppi batterici

utilizzatori di idrocarburi a seguito dell’introduzionein suoli naturali (3).

Lo scopo di questo lavoro e stato quello di esaminarein un suolo agrario lasopravvivenzaelapersistenzadi un ceppo Pseudomonas
sp. DM S13324, modello di studio edi interesse biotecnologico per processi di biorisanamento di ambienti contaminati dan-alcani.
| risultati ottenuti suggeriscono chein questo caso lacontaminazione daolio grezzo (1% p/V) € determinante per lasopravvivenza
alungo termineel’insediamento del ceppo nellacomunitamicrobicanel suolo agrario esaminato.
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RESISTENZA Al MACROLIDI IN STREPTOCOCCUSPNEUMONIAE INITALIA: CARATTERIZZAZIONE DEGLI
ELEMENTI CHE PORTANO | GENI MEF(A) E MEF(E)

A. PANTOSTI,! M. DEL GROSSO,! A. SCOTTO D’ABUSCO,* F. IANNELLI,?2 C. MESSINA,® N. PETROSILLO,* M.
SANTAGATI,? S. STEFANI,® G. POZZI2.

*Laboratorio di Batteriologia e Micologia Medica, Istituto Superiore Sanita, Roma, 2 LA.M.M.B., Dipartimento di Biologia
Molecolare Univ.di Sena, Sena, ® Dipartimento di Scienze Microbiologiche, Univ. di Catania, Catania, |stituto Nazionale per le
Malattie I nfettive Lazzaro Spallanzani, Roma*.

Laresistenzaadll’ eritromicinanello Sreptococcus pneumoniae puo essere dovutaaduediversi determinanti genetici: il geneermche
codificaper unaRNA-metilasi e conferisceresistenzaamacrolidi, lincosamidi e streptogramine B eil genemef che codificaper una
proteina di efflusso e conferisce resistenza solo ai macrolidi. Sono stati descritti due geni mef, mef(A) e mef(E), che mostrano
un’ altaidentitadi sequenza nucleotidica e sono contenuti in due diversi elementi. Abbiamo studiato 267 ceppi di S. pneumoniae
di cui 182 isolati da patologie invasive e 85 da portatori sani. E stata esaminata la sensibilita agli antibiotici mediante Etest.
Successivamentei ceppi risultati resistenti all’ eritromicinasono stati analizzati mediante PCR duplex per i geni erme mef. | ceppi
positivi per il gene mef sono stati ulteriormente studiati mediante PCR-RFL P e sequenziamento, esaminati per il sierotipo e per
la clonalita mediante PFGE. Dei 267 ceppi esaminati, 97 (36%) sono risultati resistenti all’ eritromicina: 78 portavano il gene
erm(B) e 20 il gene mef di cui 17 mef(A) e 3 mef(E). Tutti i ceppi portatori del gene mef(A) erano di sierotipo 14, erano sensibili
atutti gli antibiotici saggiati, eccetto I’ eritromicina, mostravano patterns PFGE simili, suggerendo |’ appartenenza ad uno stesso
clone. | tre ceppi mef(E) appartenevano a due diversi sierotipi, non erano clonalmente correlati e mostravano resistenza ad altri
antibiotici, compresalapenicillina Sono stati analizzati rispettivamentei due elementi genici che contengono mef(A) o mef(E). In
ciascun gruppo le sequenze del gene mef edi un gene adiacente sono risultate identiche. L’ elemento mef(A) érisultato inserito nello
stesso sito cromosomale (gene celB) in tutti i ceppi, comportando una perdita della proprieta della competenza. Diversamente
I’ elemento mef(E) risultavalocalizzato in siti cromosomici diversi e non influenzavalacompetenzadei ceppi. In conclusione gli
elementi mef(A) e mef(E) hanno caratteristiche diverse e pertanto sarebbe opportuno tenere distinti i due geni in studi futuri.
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ANALISI DI FRAMMENTI FAB RICOMBINANTI UMANI DIRETTI VERSO GLICOPROTEINE DI SUPERFICIE DI
HERPESSIMPLEX (HSV)

Bugli F, R. Graffeo, S. Ranno, R. Ricci, R. Santangelo, R. Torelli, S. Manzara, P. Cattani, M. D’ Isanto*, M. Galdiero** e G. Fadda
Istituto di Microbiologia, Universita Cattolica del Sacro Cuore, Roma

*Dipartimento di Patologia Generalee** Dipartimento di Medicina Sperimentale Facolta di Medicinae Chirurgia, |1 Universita
di Napoli

Gli Herpesvirus umani sono responsabili di numerose patologie, le piul diffuse delle quali sono quelle causate dall’ Herpes simplex
(HSV). In questo lavoro sono stati selezionati 44 Fab monoclonali umani ottenuti da genoteche combinatoriali ad esposizione
fagica (phage display library) reattivi nei confronti di HSV tipo 1 e tipo 2, mediante test immunoenzimatici (ELISA) e test di
immunofluorescenza (IFA). Per meglio caratterizzare i frammenti Fab reattivi, sono state allestite delle reazioni di
immunofluorescenza utilizzando cellule eucariotiche (Cos?) in cui erano espresse singole glicoproteine di superficie (gD, gB, gH/
gL) di HSV1, dopo transfezione con plasmidi contenenti le rispettive sequenze geniche di tali proteine erpetiche. Sono stati
individuati 12 Fab reattivi nei confronti di gB, 5di gD e 2 di gH/gL. Inoltre, & stato selezionato un pannello di Fab monoclonali
diretti contro laglicoproteinaG di superficiedi HSV2. In particolare, il clonaggio di questo anticorpo & stato reso possibile dauna
strategiadi selezione che ha sfruttato il preassorbimento dellalibrary anticorpale umanasu antigeni del virus HSV 1, in modo da
eliminaregli anticorpi diretti contro di , Seguito daun ulteriore passaggio di selezione ed amplificazione (panning) utilizzando
laglicoproteina G dell’HSV 2 fissata su supporto solido.

Dopo purificazione per immunoaffinita, e statasaggiatalacapacitadei Fab selezionati di neutralizzarein vitroI’infettivitavirale,
utilizzando sospensioni titolate di HSV'1 e 2 rispettivamente, mediante inibizione dell’ effetto citopatico (TCD,) in colture di
cellule Vero econtadelle placchedi lisi. Trai Fab saggiati sonorisultati attivi nell’ inibirel’ effetto citopatico in vitro alcuni di quelli
reattivi nei confronti dellaglicoproteinadi superficiegB. Risultati incoraggianti sonoinoltreemersi dalle prove di neutralizzazione
allestite con misceledi Fab costituite datre differenti frammenti anticorpali reattivi verso glicoproteine diverse, facendo supporre
un sinergismo nell’ attivita neutralizzante I infettivita virale. Tali Fab, potrebbe rivelarsi un strumento utile siaper il loro potere
neutralizzante che per lo studio del processo d'infezione da HSV mediante I’ analisi della reattivita delle glicoproteine virali di
superficie.

STRATEGIEMOLECOLARI PERLATIPIZZAZIONE DI ENTEROVIRUSUMANI.
Manzara S., M. Muscillo*, G. LaRosa*, C. Marianelli*, P. Cattani e G. Fadda

Istituto di Microbiologia, Universita Cattolica del Sacro Cuore, Roma

*|stituto Superioredi Sanita, Roma

Gli enterovirus costituiscono un ampio genere di virus umani responsabili di infezioni asintomatiche o di notevole valoreclinico.

Identificazioni tramite il test di neutralizzazione (LBM) ed immunofluorescenza (IFA) hanno un’applicabilita limitata dalle
varianti antigenichedi ceppi noti, dai nuovi ceppi emergenti, oltre che dal fatto che non tutti i ceppi sonoin grado di cresceresulinee
cellulari o di dareluogo ad effetto citopatico.

Nel nostro laboratorio sono stati analizzati 78 ceppi di virusisolati dacampioni clinici (tamponi faringe, feci, liquor) ed identificati

mediante metodiche tradizionali, RT-PCR nella regione 5’NC e analis dei frammenti di restrizione (RFLP) dei prodotti di

amplificazione. Dall’ analisi dei risultati ottenuti, € stato possibileidentificare 27 ceppi di polioviruse 51 di enterovirus non-polio.

Mentre per i poliovirus le metodiche sopra menzionate hanno mostrato una concordanza pari a 100%, per i virus non-polio si €
reso necessario procedere, per |’ identificazione, ad ulteriori indagini. | relativi RNA virali sono stati analizzati mediante RT-PCR
utilizzando due coppiedi “primer”, degenerati con deossiinosing, costruiti sulleregioni VP1 eVP4/VP2, esuccessivaandlisi delle
sequenze nucl eotidiche ed amminoacidiche. Ne casi di risultati non dirimenti € stata utilizzataun’ ulteriore coppiadi “primer” sulla
5'NCR ed analizzatala sequenzanucleotidicadell’ amplificato.

| risultati ottenuti da questa analisi hanno permesso, tra |’ atro, I'identificazione di due Echovirus 71, la presenza dei quali non
risultaessere stataregistratain Italia; di numerosi ceppi di Echovirus 30, per i quali si € avutaunaconcordanzadi identificazione
con LBM ed IFA pari a 91,6%. Per due Echovirus 22, identificati mediante LBM, non si € avuta nessuna conferma molecolare.
Infine, per quanto riguardai ceppi identificabili solo con |’ amplificazionein VP4/V P2, erilevanteil fatto chel’ andlisi delle sequenze
aminoacidichedi questaregione hamostrato siaun’ alta percentuale di omologiacon quelledei ceppi di riferimento cheun’ elevata
concordanza con |’ identificazione mediante LBM ed |FA.
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ANALISI GENETICAEFILOGENETICAINAMBITOMEDICO-LEGALE PERLO STUDIO DEL GRADO DI
CORRELAZIONE TRA CEPPI DI VIRUSDELL'IMMUNODEFICIENZA UMANA

Pistello Maura!, Del Santo Barbarat, Butto Stefano? Domenici Ranieri®, Bendinelli Mauro*

* Sezione Virologia e Centro Retrovir us, * Sezione Medicina Forense, Dipartimento di Biomedicina, Universita di Pisa; 2 Labora-
torio Virologia, Istituto Superioredi Sanita, Roma

Allo scopo di comprovare latrasmissione direttadi HIV-1in due episodi, & stata studiatalasomiglianzageneticatrai ceppi virali
in soggetti sospettati di aver trasmesso I’ infezione ed in quelli infettati mediante analisi di sequenzadellaregione V3 di env.

Dall’ accertamento dello stato di HIV-positivita, determinato mediante ricerca del provirus nei leucociti con gag PCR, s &
proceduto ad amplificazione e sequenziamento di una porzione di env (340 basi) comprendente la regione V3 ed atamente
informativaper studi di trasmissione dell’ infezione ed indagini epidemiol ogico-molecolari. L e sequenze ottenute dai ceppi in esame
edai controlli utilizzati (ceppi HIV di laboratorio ed isolati da pazienti infetti) sono state allineate con sequenze di alcuni ceppi di
riferimento disponibili in bancadati e, per ridurrea minimo biasper errato campionamento, di dodici ceppi italiani. L' allineamento
delle sequenze ha dimostrato che i ceppi dei soggetti in esame erano distinti traloro e diversi dai controlli utilizzati escludendo
quindi contaminazioni accidentali.

L' andlis delladistanzagenetica e stata condotta sull e sequenze nucl eotidiche ed aminoacidiche alineate ed utilizzando diversi
algoritmi matematici. Come atteso, le distanze genetiche trai ceppi italiani sono risultate generalmenteinferiori rispetto aquelle
osservate coni ceppi extraitaliani, adimostrazione di unamaggiore correlazione genetica. L e distanze genetiche pit basse sono
state osservate trai ceppi dei soggetti in esame.

Dalle distanze genetiche nucleotidiche ed aminoacidiche sono state poi ricostruite le relazioni filogenetiche esistenti trai ceppi
analizzati. Gli aberi filogenetici hanno mostrato la diversa segregazione degli isolati italiani rispetto a quelli extraitaliani ed il
raggruppamento degli isolati dei duecasi inesameinduecluster ben distinti dagli altri ceppi italiani, dimostrando quindi I’ esistenza
di stretterelazioni filogenetiche all’interno del casi stessi. Lamaggior somiglianza osservatatrai ceppi dei soggetti sospettati per
aver trasmesso |’ infezione e dei soggetti infettati € compatibile quindi conI’ipotesi di trasmissione direttadel virus.

CORYNEBACTERIUM MACGINLEYI: UN NUOVO PATOGENO OCULARE?

PRIMOISOLAMENTOINITALIA.

Autori: Giovanni M. Giammanco?, Vincenzo Di Marco?, Francine Grimont®, Patrick A.D. Grimont®

Affiliazione: * Dipartimento di Igiene e Microbiologia “ G. D’ Alessandro”, Universita di Palermo; ? Istituto Zooprofilattico
SperimentaledellaScilia“ A. Mirri” , Palermo; * Unité Biodiversité des Bactéries Pathogénes Emergentes, Institut Pasteur, Paris.

La specie Corynebacterium macginleyi e stata descritta nel 1995 da Riegel et a. nel corso di un ampio studio sui corinebatteri
lipofili. Dopo laprimadescrizione dellanuovaspecie, solo 25 isolamenti clinici di C. macginleyi sono stati segnalati inletteratura,
esclusivamentein Svizzerae Germaniae su campioni oculari. Il primoisolamentoin Italiadi C. macginleyi & stato danoi ottenuto
da un tampone congiuntivale proveniente da un paziente affetto da congiuntivite acuta bilaterale. C. macginleyi € cresciuto in
coltura pura dal tampone congiuntivale. Piccole colonie di corti bacilli pleomorfi Gram+ sono state osservate dopo 48 h di
incubazione a37°C su Columbiaagar addizionato di sangue di montoneal 5%. LagalleriaAPI Coryne (bioMérieux, Marcy I’ Etoile,
France) ha permesso di identificare senza ambiguitail nostro isolato come C. macginleyi. Lalipofiliadel ceppo isolato & stata
confermatamedianteil saggio di crescitasu agar-sangue addizionato di Tween 80. I sequenziamento del gene per I' RNA ribosomico
16S ha confermato |a sua appartenenza alla specie C. macginleyi. Esso si & dimostrato sensibile in vitro ad un vasto pannello di
antibiotici in accordo con quanto descritto in |etteratura per C. macginleyi. Laterapia antibioticalocal e iniziata su base empirica
subito dopo il prelievo ha permesso di risolvere velocemente la sintomatologia. Sfortunatamente, non e stato effettuato un
tentativo di isolamento virale dallo stesso campione, cosicché non e possibile escludere che C. macginleyi fosse solo responsabile
di unasovrainfezionein corso di congiuntivitevirale. L'isolamento di questo germein colturapuraelaimmediataregressione della
sintomatol ogiain seguito alaterapiaantibioti casuggeriscono perd un suo ruolo nellapatol ogia. L' isolamento di questo microrganismo
anchein Italiaindica chela suacircolazione non & limitata geograficamente. Nonostante la patogenicitadi C. macginleyi non sia
ancoradimostrata, questo microrganismo dovrebbe essere preso in considerazione a meno come causa potenziale di sovrainfezione
battericanelle congiuntiviti virali e nelladiagnosi differenziale nelleinfezioni batteriche oculari e congiuntivali.
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IDENTIFICAZIONE E CARATTERIZZAZIONE DI CINQUE NUOVI GENI COINVOLTI NEL PROCESSO DI DIVI-
SIONE CELLULARE IN STREPTOCOCCUSPNEUMONIAE.

D. Fadda!, C. Pischedda!, F. Caldara? D. Anderluzzi 2 e O. Massiddat

Dip. Sc.Chirurgiche, sez. Microbiologia, Universita di Cagliari, 2GSK Group, Med. Res. Center, Vlerona.

Nel corso dello studio del cluster delladivisione cellulare (dew) dello Streptococcus pneumoniae abbiamo identificato un geneche
codifical’omologo del gene diviVA del Bacillus subtilis, coinvolto nella determinazione della specificita topologica del setto di
divisionecellulare. Nello S pneumoniaeil divIVA eI’ ultimo di un gruppo di geni localizzati in unaregione cromosomicaimmedia
tamenteavalledel genedi divisioneftsZ, il cui prodotto formaun anello contrattile necessario per lacitochinesi. Oltrea genediviVA
guestaregione contiene cinque ORFs, codificanti proteine lacui funzione € ancora sconosciuta e danoi denominate yimD, yimE,
yimF, yimG e ylmH sulla base dellaloro omologia con geni omonimi annotati nella sequenza dell’ intero genoma del B. subtilis.
L'analis strutturale, eseguitacomparando le sequenzedi S. pneumoniae con quelledi altri batteri, hadimostrato che questaregione
cromosomica e altamente conservata in tutti i batteri Gram-positivi, incluse le specie non strettamente correlate da un punto di
vista evolutivo. L' analisi funzionale, ottenuta mediante I’ inattivazione dei singoli geni e successiva analisi dei fenotipi mutanti
mediante microscopia a contrasto di fase, colorazione del nucleoide e microscopia elettronica, ha evidenziato un ruolo di questi
geni, precedentemente sconosciuti, nel processo di divisione cellulare. In particolare, i mutanti di S pneumoniae che contenevano
il genedivi VA inattivato (divl VA:: cat) mostravano inibizione dellacrescita, morfol ogiaalteratae presenzadi lunghe catenedi cellule
non separate, spesso prive di nucleoide. | mutanti degli altri geni inattivati, rispettivamente yimE::cat, yimF::cat, yimG::cat e
ylmH:: cat, mostravano fenotipi diversi in relazione al geneinattivato. L'interaregionerisultavaessenziale per lacrescitabatterica,
comeindicato dall’ assenzadi crescitadi mutanti in cui I’intero cluster erastato inattivato geneticamente. L’ analisi trascrizionale,
eseguitasiamediantelo studio computerizzato delle sequenze dei geni che medianteidentificazione dell’ RNA messaggero con RT-
PCR, haevidenziato che, in Streptococcus pneumoniae, questi geni sono cotrascritti coni geni di divisione cellulare ftsA eftsZ. |
risultati ottenuti supportano I’ipotesi che questi geni, finora sconosciuti, giochino un ruolo importante nel processo di divisione
cellulare, ein particolare nellaformazione del setto.

STUDIODELL INTERAZIONE DELLE VARIANTI DI M. TUBERCULOSISH37 CONLE CELLULE DI MICROGLIA
FETALEUMANA.

R. Carta*, G. Pamieri*, V. Sogos**, M. Curto **, F. Gremo**, M.A. Marcidis*

* Dip. Sc. Chirurgiche Sez. Microbiologia, Facolta di Medicina Universita degli Sudi di Cagliari.

** Dip. Citomorfologia, Facolta di Medicina Universita degli Studi di Cagliari.

E’ nostro interesse studiare in vitro I’ interazione ospite-parassita nella meningite tubercolare. Nei precedenti lavori abbiamo
osservato che nell’ infezione dellamicrogliafetale umanalavariante lisciatrasparente del M. avium si € dimostrata pit virulenta
rispetto alla variante liscia opaca; questi risultati ci hanno indotto a proseguire i nostri studi utilizzando il M. tuberculosis H37,
rivolgendo lanostraattenzione soprattutto aquelle che sono le sue caratteristiche morfol ogiche. I1 M. tubercul osisH37 isolato per
laprimavoltanel 1905, fu successivamente dissociato in due varianti, rugosa virulenta (Rv) e rugosa avirulenta (Ra). Nei nostri
esperimenti abbiamo infettato 10° cell/piastradi microgliafetale umanacon concentrazioni di 10°- 10’ CFU/ml di Rv e Racoltivati
interreno liquido; valutato I’ internalizzazi one delle due varianti ai tempi compresi tra30’ sino alle 48 ore; osservato lamorfologia
dei micobatteri mediante colorazionein fluorescenzacon AuraminaO e conil metodo di Ziehl-Neelsen; e quindi valutato laconta
dei micobatteri (CFU) ottenuti dalla semina dei lisati cellulari. L’ osservazione microscopica harilevato che i micobatteri della
variante Rv appaiono come bastoncelli corti etozzi dai 30 minuti alle 2 oredi infezione, per diventare allungati e sottili alle 48 ore
dall’infezione, presentandosi piu piccoli e segmentati; mentre i micobatteri dellavariante Raappaiono, dai 30 minuti ale 2 oredi
infezione, come bastoncelli lunghi etozzi, per diventare alle 48 ore dall’ infezione allungati e sottili, piccoli e segmentati. Queste
variazioni stanno ad indicare come |’ ambienteintracellulare possa determinare effetti sullamorfol ogiabatterica. Infine dalle curve
di infezione abbiamo ottenuto valori di CFU/ml pari a5.5x10"* per I’ Rv, € 3.1x10° per I' Raai 30 minuti, valori che aumentano alle
48 ore fino ad arrivare a 8x10° CFU/ml per I'Rv, e 3x10° CFU/ml per I’Ra. | nostri dati indicano che i micobatteri fagocitati
sopravvivono ecrescono dl’interno delle cellule di microglia, in modo differentein relazioneallaloro virulenza, quindi lamicroglia
non solo rappresentail loro bersaglio, maanchelaloro riserva
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IDENTIFICAZIONE DI LISTERIA MONOCYTOGENESNEGLI ALIMENTI: ANALISI CRITICA DI METODI DI
INDAGINE COLTURALI,MOLECOLARI EMISTI

A.Ingianni , M.A.Madeddu, M.Quartuccio e R.Pompei.

Dipartimento di Scienze Mediche, Sezionedi Microbiologia, Universitadi Cagliari.

INTRODUZIONE - L’identificazione rapidadi microrganismi patogeni negli alimenti riveste unanotevoleimportanzapraticanei
sistemi di controllo delle produzioni industriali. L’ identificazione “in tempo reale” diventaindispensabile per evitareil rallenta-
mento o|’interruzione dei cicli produttivi. A tal finei metodi classici basati sullacolturadei campioni si sono dimostrati del tutto
insufficienti e attualmente sono sempre piu diffusamente sostituiti da sistemi di rilevazione molecolare basati su PCR e sonde a
DNA. Inquesto lavorovienefattaun’analisi criticadi diversi metodi di isolamento ed identificazione dellaListeria monocytogenes
invari tipi di alimenti, basati su analisi molecolari o su sistemi misti colturali-molecolari.

METODI - Sono stati confrontati diversi metodi colturali, con uso di terreni selettivi liquidi e solidi differenti, sistemi molecolari
basati suPCR e su sondeaDNA specifiche per fattori di patogenicitadellalisteria(internalinaA) e sistemi misti cheunivano I’ uso
di terreni di arricchimento con PCR e sonde.

RISULTATI ECOMMENTO - Dato il numero esiguo di listerie abitualmente presenti negli omogenati alimentari, unafase di
prearricchimento si & rivelata sempre necessaria. In questo caso la scelta del terreni si e rivelata determinante; in particolare i
risultati migliori sono stati ottenuti col terreno liquido di Fraser e col terreno solido Aloa a 37°C per 18-24 ore. Altri terreni di
arricchimento hanno causato fino al 50% di falsi negativi negli omogenati di cibi vari. Lasolatecnicadi PCR eseguitacon differenti
setsdi oligonucleotidi specifici per i geni dellalisteriolisina, dell’internalinae dellaiap dellaL. monocytogenes, pur essendo molto
rapidae specifica, hamostrato di avere unalimitatasensibilitadovutaallacaricabattericainiziale del campione, che nellamaggior
partedei cas erapiuttosto bassa. D’ altraparte, un arricchimento eccessivamente prol ungato potevaindurre un aumento indiscriminato
dellaflorabatterica, cheinfluivanegativamente sullaaffidabilitadellaPCR. Lamaggiore sensibilita, specificitaeaffidabilitae stata
ottenuta mediante un protocollo che includeva un breve arricchimento del campione in terreno selettivo specifico a 37°, seguito
dall’ amplificazione mediante PCR e validazione finale con lasondaa DNA Prodect-list59.

Ricerca eseguita con contributo della Fondazone Banco di Sardegna e con la collaborazione di Biotecne, Cagliari.

PSEUDOMONAS AERUGINOSA E BURKHOLDERIA CEPACIANELL’AMBIENTE ENELL'UOMO.
Valenti Piera
Dipartimento di Medicina Sperimentale, 1| Universita’ di Napoli

“Alcuni batteri vivono unavitaschizofrenica’ , essendoin grado di colonizzarel’ ambienteel’ uomo. Traquesti, i generi Pseudomonas
eBurkholderiapossiedono un’ elevatacapacita’ di adattamento nel passaggio dall’ ambiente esterno aquell o potenzialmente ostile
dell’ ospite dove possono anche penetrare all’ interno delle cellule epiteliali.

Pseudomonas aeruginosa €’ un ambiental e ubiquitario e un patogeno opportunistanei pazienti affetti dafibrosi cistica(CF) enegli

immunocompromessi. Labiosintesi dell’ alginato elaconseguente formazione di biofilm, daparte di questo batterio, rappresentano
I" unico cambiamento fenotipico associato al passaggio dallavitasaprofiticaopportunistanell’ habitat naturale aquellaparassitaria
nell’ uomo dove col onizza soprattutto gli epiteli polmonari di pazienti CF. Similmente ad altri batteri Gram-negativi, P. aeruginosa
possiede un sistemaregol ativo noto come quorum sensing (QS) cheinfluenzaoltre al’ espressione di numerosi geni di virulenza,
ancheil tipo el architetturadel biofilm. Poiche’ il sistema QS svolge la sua funzione quando le cellule raggiungono un’ elevata
densita , condizione questariscontratanel biofilm, si puo’ ipotizzare chele differenti situazioni nutrizionali tral’ habitat el’ ospite
possano essere molto importanti nellacomprensione dellabiologiadi QS edel biofilm.

Per cio’ cheriguardaBurkhol deria cepacia originariamente descritto come un fitopatogeno, dal 1980 € emerso come un patogeno
opportunistanegli immunocompromessi, nel pazienti CF, nelleinfezioni croniche granulomatose e nelle infezioni ospedaiere. 11

morfotipo mucoidedi B. cepacia, consideratoraro, € orariscontrabilenel 70% dei ceppi isolati che sintetizzano un esopolisaccaride
coinvolto nella colonizzazione e persistenza del batterio nell’ ospite. Studi molecolari hanno tentato di dimostrare la diversital

filogenetica di ceppi B.cepacia isolati dai pazienti o dall’ambiente. Tuttavia, il safari microbiologico che include isolamenti nel

paziente e nell” habitat non semprefornisce dati conclusivi sullafontedi infezione. Inoltrei cambiamenti fenotipici dei ceppi isol ati

nei pazienti non sempre sono correlati adel particolari genotipi, ma piuttosto allo status dell’ ospite. Basti citare che nei pazienti

affetti da CF, a causadella concentrazione di NaCl, le defensine, peptidi dell’ immunita naturale ad atttivita’ antimicrobica, sono
annullate nellaloro azione e pertanto i microorganismi possono raggiungere un’ elevata concentrazi one che comportal’ attivazione
dei meccanismi di virulenzacitati.
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NUOVI EFFETTI DI HIV SUCELLULEUMANE ADERENT| SANE, MEDIATI DANEF EXTRACELLULARE

C. Serra*, G. Delogu*, M. Ziccheddu*, M. Sale*, E. Olivetta®, M.Federico®, A. Dolei*

*Sezione Microbiol. Clin. Sperim., Dipart. Scienze Biomediche, Univ. Sassari; °Laborat. Virologia, Istituto Superiore di Sanita,
Roma.

HIV-1-nef ricombinante (rNef) puo entrare in macrofagi sani, ed esplicare effetti biologici, quali I'attivazione di STAT1,
I"iporegolazione del CD4 e ’inibizione della replicazione di HIV-M-tropico. Nell’ ambito dello studio del ruolo di fibroblasti e
cellule epiteliali umani nellapatogenesi dell’ AIDS, ci siamo chiesti serNef daHIV-1 possaagire anche su questi sistemi.
Fibroblasti diploidi umani MRC-5, ecellule epiteliali mammarie MEC-1, erenali Cl-5 sono stati trattati per 18h con rNef di HIV-
1 marcato con fluoresceina, e lafluorescenza internalizzata é stata poi rilevatain confronto aquella di membrana, valutata
cBihElegame di anti-CD44 in fluorescenza darodamina.

I risultati indicano cherNef pud essereinternalizzato dafibroblasti diploidi edacelluleepiteliali, comeevidenziato dallarilevazione
al microscopio confocaledi rNef fluoresceinato al’ interno del corpo cellulare, a di sotto dellafluorescenzacorrispondenteal CD44

Lemolecoledi rNef internalizzato sono biol ogicamente attive, come dimostrato dallacapacitadi trasduzione del segnale (induzio-
nedi STAT1) edi riduzione ddl rilascio di chemiochine (IL-8). Il pretrattamento dei fibroblasti con interferong riduce notevolmente
I'internalizzazione di rNef, che asuavoltainterferisce con lastimolazione dainterferong del rilascio di IL-6.

Questi dati suggeriscono che nelle cellule dei tessuti solidi, oltre agli effetti diretti di HIV, che vi si pud replicare ed adattare, &
possibilechevi siano degli ulteriori effetti “adistanza’, in aggiuntaaquelli causati datat, mediati danef rilasciato dallecellulevirus-
infette, e cid apre nuove prospettive sui meccanismi di patogenes, tutti da valutare.

IL RETROVIRUSHERV-W ASSOCIATOALLA SCLEROSI MULTIPLA (MSRV)VIENE RILASCIATODA LINFOCITI
DI SOGGETTI PORTATORI ED E SENSIBILE A CITOCHINEEHIV

SerraC*, Mameli G*, Sotgiu S#, Arru G*, Rosati G#, Dolei A*.

*Sez. Microbiol. Clin. Sperim., Dip. Sci. Biomed., e#lst. Clin. Neurologica, Universitadi Sassari

I retrovirus M SRV, associato allasclerosi multipla (M S), € un membro esogeno dellafamigliaHERV-W dei retrovirus endogeni
umani, prodotto da pazienti affetti daMS (100% dei pazienti della Sardegna’, isolache haunadelle piu dteincidenze di MS al
mondo) e, in percentuale minore, daaltri soggetti, siain vivo cheinvitro. Le citochine sono coinvolte nellainsorgenzadellaMSe
nellaprogressionedellamalattia, il cui aggravamento & correl ato acitochine proinfiammatorie come IFNy e TNF-a, mentre IFNB
€ usato in terapia.

Sono stati selezionati soggetti MSRV-positivi (pazienti con MS in fase stazionaria e donatori sani), e sono stati eseguiti prelievi
di sangue, dacui sono state separatele cellule mononucleate (PBMC). Tali cellule sono state postein colturacometali oin presenza
di trattamenti (mitogeni, citochine, HIV o HIV -tat) per rilevareil rilascio di virusedi citochine nel tempo. | supernatanti di coltura
sono stati trattati per estrazione di RNA virionico, trascrizioneinversae PCR “nested” qualitativa o semiquantitativacon primers
specifici per il gene MRSV-pol.

Gli esperimenti eseguiti indicano chele PBMC di tuttti i soggetti portatori rilasciano MSRV extracellulare in coltura, in modo
tempo-dipendente. Il rilascio del virus e regolato dall’ attivazione cellulare e dai trattamenti. Citochine pro-infiammatorie, come
TNF-a elL-6 determinano un aumento dellaresadi MRSV, comessi verificaper atri retrovirus. Un dato interessante € costituito
dal fatto chein celluletrattate con IFNy el FNP si osservano effetti opposti, in quantoil rilascio di MSRV viene stimolato dal primo
einibito dal secondo, in modo dose-dipendente. E’ stata osservata interferenza tra retrovirus umani, in quanto I’infezione delle
PBMC MSRV-positive con HIV eil trattamento con tat interferiscono con il rilascio di MSRV nei supernatanti.

* Dolei A, Serra C, Mameli G, Pugliatti M, Sechi S, Cirotto MC, Rosati G, Sotgiu S. Multiple sclerosis-associated retrovirus
(MSRV) in Sardinian M S patients. Neurology, in press
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REGOLAZIONE DELL’'ESPRESSIONE DEL POLIOMAVIRUSBKY DA PARTEDI HIV EDI CITOCHINE INCELLU-
LE MONONUCLEATE UMANE CIRCOLANTI

Ziccheddu M*, Pietropaolo V#, Serra C*, Videtta M#, Biolchini A*, Degener AM°, Dolei A*
*Sez. Microbial. Clin. Sperim., Dip. Sci. Biomed., Univ. Sassari; °Dip. Med. Sperim. e Patol. e#Dip. Sai. Sanita Pubbl., Univ. La Sapienza,
Roma

Il poliomavirus BKV infetta precocemente la specie umana, istaurandovi unainfezione persistente asintomatica. Si ritiene cheil
virus persistanel reneesi riattivi aseguito di alterazioni del sistemaimmune. Nostri studi precedenti* indicano chei linfociti dei
soggetti sani non sono sito di persistenza virale, e che larilevazione di BKV-VP1 DNA in cellule mononucleate del sangue
periferico (PBMC) éindice di infezione recente o riattivazione.

Al fine di definire meglio il ruolo delle PBMC nell’infezione da BKV, sono stati selezionati soggetti sani, immunocompetenti,
presentanti nelleloro PBMC geni di BKYV, in parallelo con soggetti presentanti PBM C BKV-negative. Sono stati eseguiti prelievi
di sangue, dacui sono state separate|le PBMC, che sono state coltivate cometali o con trattamenti (mitogeni, citochine, HIV vitale
0 proteinatransattivante HIV-tat), per tempi diversi. Sono stati poi estratti DNA e RNA ed analizzati, rispettivamente, mediante
PCR e RT-PCR semiquantitative, con primers specifici per I'antigene T del BKV.

Gli esperimenti eseguiti indicano che le PBMC di soggetti portatori, in coltura, esprimono ed accumulano DNA e RNA specifici
per I’antigene T echele PBMC di soggetti negativi si infettano esogenamentein coltura. Le condizioni sperimentali che attivano
laproliferazione cellulare determinano di fatto un aumento di produzione virale. Oltre acio, lareplicazione di BKV, vistacome
accumulo di DNA Tag e come espressione di RNA Tag-specifici, viene modulata in modo differenziale nel tempo a seguito di
trattamento delle colture con citochine pro-infiammatorie, e di interferon beta. Lamodulazione di BKV si verificaanchequandole
cellule sono incubate in presenza di HIV o tat.

| risultati ottenuti sono in accordo con I’ osservazione dell’ attivazione in vivo del BKV e dell’aumento di patologie associate al
BKYV in pazienti HIV-infetti: cio potrebbe essere dovuto, ameno in parte, ad HIV, o direttamente, mediante transattivazione datat,
or indirettamente, tramite induzione di citochine, e non solo per laparalisi del sistemaimmune.

* Dolei A, Pietropaolo V, GomesE, Di Taranto C, Ziccheddu M, Spanu MA, Lavorino C, MancaM, Degener AM. Polyomavirus
persistence in lymphocytes: prevalence in lymphocytes from blood donors and healthy personnel of ablood transfusion center.
JGen Virol 81:1967-1973, 2000

RESISTENZA CELLULAREAGLI INIBITORI DELLEPROTEASI ATTIVI CONTROL'HIV.

F. Bellomi!, O. Turriziani, P. Di Marco!, C. Scagnolari, E. Riva?, F. Dianzani?2, G. Antonellil.
1. Dip.to Medicina Sperimental e e Patologia-Sezione Virologia, Universita “ La Sapienza’ , Roma; 2. Universita Campus Bio-
medico, Roma.

E’ ormai noto chelamaggior parte degli inibitori delle proteasi (1Ps) sono ottimi substrati della P-glicoproteina (Pgp). Allo scopo
di verificare sefattori cellulari potessero essere coinvolti nellanon rispostao nell’ acquisizione dellaresistenzaduranteil trattamen-
to dell’infezione da HIV con IPs abbiamo verificato I’influenza dell’ espressione della Pgp sulla attivita antivirale dei suddetti
composti. Lalinea cellulare linfoblastoide esprimente elevati livelli di Pgp (CEM ), elalinea parentale (CEM), sono state
trattate con diverse concentrazioni di Saquinavir e Indinavir, due|Pscomunementeffifegati nellapraticaclinica, dopoinfezione
con il ceppo HIV-pnl43. | risultati ottenuti dimostrano che nelle CEM I attivita antivirale di entrambi i composti €
significativamente ridotta rispetto alla linea parentale. In effetti il valore di'fD%0 di entrambi i composti nelle CEM risulta
significativamente aumentato rispetto ai valori osservati nellalinea parentale. Esperimenti eseguiti utilizzando un initftafe speci-
fico per la Pgp hanno dimostrato che & possibile ripristinare I’ attivita antivirale e, di conseguenza, che la riduzione osservata &
specificamente dovuta alla presenza di questa glicoproteina. In atri esperimenti € stato studiato, utilizzando SQV radioattivo,
I’ effetto della Pgp sull’ accumulo intracellulare del SQV nelle CEM e nelle CEM. L’accumulo di SQV nelle CEM e
significativamente ridotto rispetto alle CEM adimostrazione della ditfiiritfita capacita di trattenere SQV da parte delle celltfe'the
esprimono la Pgp. Inoltre la quantita di farmaco radioattivo intracellulare aumenta nelle CEM guando viene aggiunto ala
colturacellulareun inibitore specifico dellaPgp. Infine per stabilire sel’ accumulo di SQV potesse e85¢&influenzato dal concomitante
trattamento con un altro IR, le CEM e le CEM sono state incubate con [*C]-SQV e Nélfinavir e a diversi tempi € stata
misuratalaradioattivita E’ stato rilevi6th incremento dellaconcentrazioneintracel lulare di SQV nelle CEM che suggerisce
un’interazione competitivadegli IPsper il sito di legameallaPgp. Il significato clinico di queste osservazioni ‘& &icoraoggetto di
studio.
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ATTIVITA CONSERVANTE DELL’OLIO ESSENZIALE DI CALAMINTHA OFFICINALISMOENCH IN ASSOCIA-
ZIONE CON EDTA

Nostro A., Cannatelli M.A.%, Morelli . 2,Cioni PL.2, Bader A3, Musolino A.D., Procopio F.2, Marino A.%, Alonzo V2.

! Dipartimento Farmaco-Biologico, Sezione Microbiologia. Universita di Messina.

2 Dipartimento di Chimica Bioorganica e Biofarmacia. Universita di Pisa.

3 Faculty of Pharmacy. Al-Zaytoonah University of Jordan, Amman-Jordan.

Gli oli essenzidli, noti per le loro peculiari proprieta e fragranze, vengono spesso incorporati in formulazioni farmaceutiche e
cosmetiche per la curadellapelle. Di recente, grazie alaloro attivita antimicrobica, sono stati proposti come agenti conservanti
naturali alternativi, dausare dasoli o in associazione con i prodotti tradizionali.

Nell’ambito dei nostri studi sull’ attivita antimicrobicadel prodotti di origine naturale, abbiamo valutato le proprieta conservanti
dell’ olio essenzid e di Calamintha officinalis M oench, una piantamedicinal e spontanea appartenente allafamigliadelle Labiatae e
diffusain quasi tuttal’ Europael’Italia. A tal fine, campioni essiccati di C. officinalis(foglie) sono stati sottoposti ad idrodistillazione
ead analisi GC/EIM S per laidentificazione dei costituenti. E’ stataval utata, quindi, I’ attivitaantimicrobicadell’ olio essenzialeda
solo, ala concentrazione di 0.25% e 0.5% v/v nel terreno di coltura, e in associazione con EDTA (2 mM), un agente chelante
comunemente usato nelle formulazioni cosmetiche. Le prove sono state effettuate su microrganismi tipicamente utilizzati nelle
provedi challenge: Staphylococcus aureus ATCC 6538 P, Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027,
Candida albicans ATCC 10231, Aspergillus niger ATCC 16404. Su tali ceppi sono state rilevate le curve di mortalita dopo tempi
di contatto pari a2, 7, 14 e 28 giorni e adue temperature di incubazione, 22 °C e 37 °C per i batteri e 22°C e 30°C per i miceti.
L’'analisi GC/EIMS dell’ olio essenzid e harilevato la presenza di carvone (il costituente presente in maggiore concentrazione),
pulegone, 1-8 cineolo, limonene, b-pinene, mentolo, carveolotrai principali, oltreatraccedi altri composti. L’ olio allaconcentra-
zione dello 0.25% e 0.5% v/v hamostrato attivitainibente su S. aureus, E. coli e C. albicans; dopo 2 giorni di contatto e fino ai 28
giorni si everificatalariduzionedel numerodi cellulevitali di circa3 unitalogaritmiche. Un decremento similes érilevato anche
su A. niger. L' associazione olio-EDTA ha mostrato un effetto sinergico nei confronti di Ps. aeruginosa.

ANTIBIOTICO-RESISTENZA NEI CEPPI DI STREPTOCOCCUSPNEUMONIAE ISOLATI NEL PRIMO SEMESTRE
DELL’ANNO 2001 NEL SERVIZIO DI VIROLOGIA EMICROBIOLOGIA DELLA FACOLTA’' DI MEDICINA E CHI-
RURGIA DELLA SECONDA UNIVERSITA' DEGLI STUDI DI NAPOLI.
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L’ epidemiologialocale delle resistenze batteriche &€ uno dei principali criteri per scegliere un adeguato trattamento antibiotico. Con
guesto studio c¢i siamo proposti una sorta di sorveglianza microbiologica per seguire come evolvono le resistenze batteriche nel
tempo, soprattutto per quanto riguarda penicillina ma anche per gli altri antibiotici utilizzati. Lo studio € stato condotto su ceppi
di Streptococcus pneumoniae isolati nel primo semestre del 2001 dai tamponi faringel e dai campioni delle basse v