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L’AZIONE DEGLI ANTIBIOTICI SUI BA TTERI IN FASE DI NON COLTIVABILIT A’

Dennis Benedefti Maria CarlaTafi, Maria del Mar Lleo, Pietro Canepari
Dipartimento di Patologia, Sezione di Mitriologia, Universita di ¥rona

E’ stato suggerito che il trattamento antibiotico, cosi come altre condizioni avverse incontrate dai batteri in particolari ambien
ti, potrebbe non eliminare completamente le cellule batteriche alcune delle quali potrebbero sopravvivere attivandtelo stato vi
le ma non coltivabile (VBNC). Il coinvolgimento di batteri non coltivabili in casi non diagnosticati di infezione ed inrcasi d’
fezioni ricorrenti e stato proposto da alcuni autori studiando particolari tipi d’infezione nell’'uomo e negli alifiradidi svi-

luppare nuove e migliori terapie sia per le infezioni ricorrenti sia per quelle ad eziologia sconosciuta, la patogenatatdelle m
tie da infezioni deve essere completamente conosciuta, incluso il ruolo dei batteri in stato di non coltivabilita, e appmontata
terapia eficace anche nei loro confronti.

L'attivazione da parte dei miciganismi di meccanismi di sopravvivenza in ambienti avversi, come la mancanza di nutrienti
oppure l'inglobamento all’interno di biofilm, conferisce ai batteri una particolare refrattarieta alla terapia antibidéicagrer

tata difusione del farmaco e per la trasformazione in forme inusuali di sopravvivenza come le cétinlaté&ife le forme bat
teriche “vitali ma non coltivabili”. Inoltre, € stato dimostrato che i batteri che sopravvivono ad un qualsiasi tipo dvistress
luppano anche resistenza a numerosi altri tipi di stress e tra questi anche quello rappresentato dalla presenza damtslecole di
biotico.

In questo studio e stata analizzata la risposta di forme batteriche vitali ma non colti&miéoicoccus faecalialla azione di

diversi antibiotici quali la penicillina G, la piperacillina e la vancomicina. Dal momento che leV@NE dei batteri non cre

scono formando colonie, I'azione degli antibiotici utilizzati sulle cellule battek@MC & stata valutata attraverso il monito
raggio della loro capacita di recuperare la divisione mediante un processo di “resuscitdtiang& cellule della popolazione
VBNC di enterococco possono resuscitare quando vengono mantenute a temperature adeguate e aggiunte dei nutrienti mancan
ti nell’ambiente oligotroficoAl contrario, tali cellule non sono in grado di recuperare la capacita di resuscitare se vengono trat
tati con concentrazioni didienti di antibiotico per circa 24 ore. Sebbene i dati ottenuti non consentano di dimostrare 'ucci
sione delle cellul&/BNC di E. faecalis essi indicano che € possibile individuare concentrazioni di antibiotifioieii per

inibire il processo di resuscitation impedendo alle cellule vitali ma non coltivabili di recuperare la capacita di divesgrsi ed
mere il proprio potenziale patogeno.

Olea euroapea L.:ATTIVITA ANTIMICROBICA ED EFFICACIA DI CONSERVAZIONE
Blandino G. 1, Milazzo I. 1, Costanzo R. 1, Bonin2 e lauk L. 1

1 Dipartimento di Scienze Migbiologiche e Scienze Ginecologiche, Universita di Catania.

2 Dipartimento di Scienze Farmaceutiche, Universita di Catania.

L'olivo (Olea europaea L.) € la pianta piu intimamente legata alla storia dei paesi del Mediterraneo ed oltre che in campo ali
mentare viene, oggi, utilizzata in cosmetologia e in campo farmaceutico.

In campo cosmetico vi € una crescente richiesta da parte dei consumatori di prodotti sempre piu naturali. | preservanti antimi
crobici dei prodotti cosmetici sono quasi esclusivamente di natura sintetica e questi sono spesso causa di reaziomreutanee all
giche nei consumatori. Il presente lavoro si propone di valutare il profilo antimicrobicdi@tif della conservazione anti
microbica di estratti di foglie di Olea europaea L. nei confronti di batteri e miceti che potenzialmente possono contaminare pr
parazioni farmaceutiche per uso topico.

L'attivita antimicrobica di tre estratti diversamente ottenuti di foglie di olivo € stata valutata mediante la determindaione de
Minima Concentrazione Inibente (NCCLS, 2004}gfficacia della conservazione antimicrobica di tali estratti € stata saggiata

su un campione di crema mediante il metodo del challenge test (FUI, Xl Ed.). Come previsto dalla Farmacopea ltaliana il test
e stato eseguito su ceppi standard di S. aureasyiyinosa, E. coli e C. albicans ed, inoltre, su ceppi delle stesse speeie di ori
gine clinica. Parallelamente a questo test sulla stessa crema abbiamo eseguito altri due challenge: uno sul campione senza alcu
conservante e uno sul campione preservato con una miscela di conservanti di sintesi (UBF 0,4%).

Le MIC hanno mostrato che gli estratti in esame sono dotati di attivita antimicrobica nei confronti di S. aureus ed i. coli ed
particolare nei confronti di C. albicans; invece, hanno una scarsa attivita nei confromatedigmosa.

Il challenge test ha dimostrato che I'estratto di foglie di Olea europaea L. al 2% addizionato come conservante nell@crema tes
ta riduce I'inoculo microbico &ttuato con i ceppi di S. aureus, E. coli e C. albicans, soddisfacendo iAntevisti dalla

FUI. Nel saggio condotto con &eruginosa pur ottenendo una riduzione dell'inoculo, non vengono soddisfatti i criteri richiesti
dalla FUI. Inoltre, i saggi &ttuati sui ceppi standard e su quelli clinici danno risultati praticamente sovrapponibili.

In conclusione, composti naturali come gli estratti di Olea europaea L., dotati di buone proprieta antimicrobiche, possono esse
re presi in considerazione come agenti conservanti nella preparazione di prodotti dermocosmetici.
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ATTIVIT A PROTEASICA DI CRYPTOCOCCUS NEOFORMANS: INDAGINI MOLECOLARI E
FUNZIONALI

Carlotta FOrsi& Marcello Pint? , Andrea Cossarizzab, Cristina MusS§jrElisabetta Blasia
a Dipartimento di Scienze lgienistiche, Mibiologiche e Biostatistich@Dipartimento di Scienze. Biomediche; Universita di
Modena-Reggio Emili€€Azienda Policlinico di Modena, Clinica Malattie Infettive

IntroduzioneAbbiamo precedentemente dimostrato che l'inibitore delle proteasi (PI) virali indinavir (IND) & in grado di agire
direttamente su C. neoformans (Cn) inibendone la crescita e aumentandone la suscettibilita alla fagocitosi e al kiéing da par
dei fagociti. E'stato pertanto ipotizzato che in Cn esistano delle aspartil proteasi (AP), sensibili ai Pl e importanti per la pato
genicita del fungo stess@bbiamo infatti identificato, caratterizzato e purificato éidi Cn (CnAP1), che in questo studio &

stata ulteriormente caratterizzata anche a livello di trascrizione; abbiamo inoltre identificato AR @it@n (CnAp2).

Materiali e metodi: CnAP1 é stata purificata con il kit NiANSpin kit (QIAgen). La sua attivita proteasica € stata misurata con

il kit “EnzCheck protase assay kit” (Molecular probes). | saggi di real time PCR conTaardan sono statifettuati median

te iCycler (Biorad) o Genénalyzer 7000 (ABI Prism). La secondd di Cn (CnAP2) e stata identificata per omologia di
sequenza nei database del progetto genoma di Cn.

Risultati: Lattivita enzimatica di CnAP1 e risultata insensibile oltre che a IND anche a lopinavir (LPV). Considerando che tale
insensibilita potrebbe essere dovuta all'interferenza delle 6His di CnAP1 con il riconoscimento farmaco-proteina, abbiamo
riclonato il cDNAdi CnAP1 in un vettore (pQE30Xa) che permette I'eliminazione della éditaamo poi valutato il livello
trascrizionale della proteasi endogena da parte di CnH99, in diverse condizioni di coltura, osservando un incremento significa
tivo dell’espressione di CnAP1, dopo 24 ore di crescita in minimal medibbiamo infine iniziato la caratterizzazione della
CnAP2: il cDNAcompleto & di 1933 pb e codifica per una proteina diA®0ll gene comprende 7 esoni e 6 introni.

Conclusioni: Lattivita enzimatica di CnAP1 sembra non essere influenzata né da IND né dedreWMsioni definitive potran

no essere tratte solo dopo I'analisi della proteina senza coda di @&djmdssione di CnAP1 endogena sembra inducibile. Esiste

una secondAP in Cn, che potrebbe costituire il realegetrdei Pl in questo fungo.

Studio parzialmente finanziato dal Progetto ISS-Infezioni Opportunisti@gi@Cederivanti dall’AIDS (n. 50D.22 a C.M).

INFEZIONE DI CELLULE ENDOTELIALI CON HERPESVIRUS UMANO 8.
Elisa Boghil, Renato Bifi 1, Roberta MancuslpRomina Mazziotﬂ Livianna Speciafe Pasquale Ferrante

"Laboratorio di Medicina Molecola e Biotecnologie - Fondazione Don C. Gnocchi, IRCC3itedra di Vfologia,
Dipartimento di Scienze e@nologie Biomediche, Universita di Milano, Italia.

L'Herpesvirus umano 8 (HH®) e presente a livello delle lesioni cutanee di tutti i pazienti con Sarcoma di Kaposi (KS) ed &
essenziale per lo sviluppo della patologia. Le celluigsafate o spindle cells, che caratterizzano le lesioni tumorali, sono di
origine endoteliale. Sebbene per la produzione di particelle virali infettanti sia necessaria una replicazione liticapia maggi
parte delle spindle cells presenta un’infezione di tipo latente, suggerendo che i geni latenti fstéerdtiquer il mantenimen

to dell'infezione virale e lo sviluppo di KS.

Al fine di poter studiare il ruolo di fattori virali e cellulari coinvolti nello sviluppo e nella progressione di KS, abbesso m

a punto di un sistema di infezione riproducibile, utilizzando la linea cellulare endoteliale HMEC (Human Microvascular
Endothelial Cells ). Per I'infezione sono state utilizzate particelle virali purificate dalla linea BCBL-flceehaf € stata vatu

tata mediante PCR\Vestern Blot e microscopia confocale.

Nelle cellule infettate con HH®, I'attivita mitocondriale e la vitalita cellulare, monitorate a 24 e 48 ore post infezione median
te test colorimetrico MT,Tsono risultate ridotte rispetto alle cellule di controllo. Le cellule infette sono state mantenute in col
tura per 3 settimane e la proliferazione cellulare € stata misurata mediante conta delle cellule vitali con colorazame in trip
blu; le cellule positive per HH8 mostrano un tasso di crescita piu elevato rispetto al controllo non infetto .La produzione di
endotelina-1 e del suo precursore (Big endotelina-1), valutata nel surnatante cellulare, non fieostraediégate all’infezio

ne; si osserva perd un aumento temporale del precursore.

| risultati ottenuti mostrano una ridotta attivita mitocondriale immediatamente dopo I'ingresso, suggerendo cosi uno stress
virus-correlato durante le prime fasi dell'infeziofeattavia, una volta stabilito lo stato di latenza, il virus H8I8embra inter

ferire con il meccanismo di regolazione del ciclo cellulare, promuovendo la proliferazione e la trasformazione cellulare.

Nel complesso, I'utilizzo della linea HMEC ci ha permesso di mettere a punto un buon modello di infezione latente-con HHV
8, in cui € possibile dimostrare I'espressione dell’antigene virale LAMNAe dopo diversi passaggi dall'infezione. Studi-futu

ri si focalizzeranno sulla possibilita di indurre la replicazione virale in questo sistema.
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INFLUENZA DI ALIMENTI FUNZIONALI SULLA FLORA SALIVARE UMANA
Gloria Burlacchini, Caterina Signoretto, Franco Bianchi e Pietro Canepari
Dipartimento di Patologia, Sezione di Matriologia, Facolta di Medicina e Chirgia,Universita di ¥rona.

Studi recenti hanno dimostrato che alcune molecole di origine alimentare sono in grado di influire sulle capacita di adesione
dei batteri ai tessuti dell’'ospitelddesione ai vari substrati & il primo passaggio critico della colonizzazione batterica. In vari
alimenti quali ca®, café d’'orzo, te, vino, succo di mirtillo sono contenute sostanze che possiedono attivita inibente-il proces
so di adesivita batterica alla superficie dentale. In particolare, sono stati identificati e purificati alcuni componésmieapipar

alla famiglia dei polifenoli, (catechine, trigonellina, acidi nicotinico e clorogenico) che hanno mostrato attivita imibitooia

fronti di vari enzimi batterici quali le glucosiltransferasi di S. mutans e di S. sobrinssetvazione in vitro degli &ti di

queste bevande sulle capacita adesive nei confronti di vari batteri ha portato a considerare una loro possibile inflfleraza sulla
batterica salivare di individui che abitualmente includono tali bevande nella loro dieta. In questo lavoro noi abbiaméavalutato
composizione microbica della saliva di soggetti cofedéhti abitudini alimentari (consumo quotidiano diféab di vino o di

te, o café d'orzo) al fine di studiare se anche in vivo i polifenoli contenuti negli alimenti/bevande interferiscono sulle capacita
adesive dei batteri oralllo scopo sono stati reclutati 53 individui di eta compresa trai 19 e i 69 anni che abitualmente fanno
uso degli alimenti/bevande oggetto di studio e altri 17 che abitualmente non consumano tali bevande (controlli ). | campioni di
saliva dei vari soggetti, raccolti mensilmente, per alcuni mesi, sono stati semindgantliferreni al fine di valutare la cari

ca microbica totale (agar sangue), la carica streptococcica (mitis-salivarius agar), la carica di streptococchi mutaas) (Gold ag
e di lattobacilli (Rogosa agar). | risultati ottenuti hanno mostrato che nei soggetti controllo la carica microbica sxate era

pre piu elevata rispetto ai soggetti che facevano uso delle bevande oggetto di studio, mentre i consumatori abfgu#di, di caf
vino e café d’orzo, mostravano pill bassi conteggi di streptococchi orali, di S. mutans e di lattobacilli. E quindi possibile ipo
tizzare che i polifenoli contenuti nei vari alimenti possono interferire sulle capacita adesive dei batteri del cavoapde e sv

re una possibile azione protettiva nei confronti di patologie orali ad eziologia microbica.

ANALISI DELL 'ESPOSIZIONE SEQUENZIALE A FARMACI ANTIMICROBICI IN BIOFILM MISTI
Buscema M.G., Oliveri S., Russo G., Nicoletti G.

Azienda OspedalierUniversitaria Policlinico di Catania

Dipartimento di Scienze Migbiologiche e Scienze Ginecologiche

Universita di Catania

Obiettivo di questo studio e stato quello di valutare déitefdell’esposizione sequenziale di farmaci su biofilm misti costitui

ti da lieviti e batteri formati anch’essi in sequenza.

Sono stati utilizzati due ceppi di lievito, C. albicans e C. parapsilosis, insieme con due ceppi di stafilococchi praglinteyi di
denominati ST1 e ST5, isolati tutti da CVC. Come ceppi di controllo C. aldddD€ 76615 e C. parapsilog\d CC 22019.

La formazione dei biofilm ¢ statafeftuata in brodd@SB (tryptic soy broth), che garantisce una adeguata crescita sia dei batte

ri che dei lieviti. Nello specifico, sul biofilm di lievito & stato fatto aderire il biofilm batterico e viceversa, espafiestde

si biofilm sequenzialmente a due farmaci, la gentamicina e la caspofungina. Questi farmaci sono stati scelfiepenta dif
attivita manifestata nei confronti dei ceppi da noi utilizzati. La gentamicina e stata utilizzata alla concentraziqugnli €4

la caspofungina a dg/ml. | saggi sono stati eseguiti in piastre per microtitolazione a 96 pozzetti. Per la valutazione dell’attivi

ta della caspofungina TSB é stato sostituito da brodo RPMI. La quantificazione defglitetlei farmaci saggiati € stata ese

guita con l'ausilio di sali di tetrazolio XTE lettura spettrofotometrica. | dati ottenuti sono stati analizzati mediante I'analisi
fattoriale della varianza.

Nelle condizioni sperimentali utilizzate il ceppo ST5 ha prodotto una quantita di biofilm equival@®B &in RPMI rispet

to al ceppo ST1 che ha prodotto piu biofilmTi&B. | due ceppi di lievito hanno prodotto piu biofilmTi8B, e C. parapsilosis

piu di C. albicans.

Mettendo a confronto C. albicans e C. parapsilosis, utilizzando il ceppo ST5 nella sequenza batterio-lievito, sia con esposizio
ne a un solo farmaco sia con esposizione ai due farmaci in successione diversa, non si ésgaErza sifinificativa tra i ceppi

ma solo tra i farmaci. Il medesimo risultato si € ottenuto con il ceppo ST1.

La quantita finale del biofilm a partire dai lieviti risulta condizionata sia dalla sequenza dei farmaci utilizzata, gentamicin
caspofungina e viceversa, sia dal ceppo batterico aggiunto al lievito. La massima azione inibente € stata osservatdaon ST5 nel
sequenza di applicazione caspofungina- gentamicina. Questo dato € confermato anche dai valori ottenuti facendo prima aderire
ST5 e successivamente i lieviti.
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HELICOBACTER PYLORI E GENOTIPI DELLE CIT OCHINE IL-13, IL-1RA, IL-10 IN P AZIENTI
CON CARCINOMA GASTRICO.

Cala C.*, CrivelloA**, Gullo A.*** Bonura C.*, Bica M.G.*, Dato S.*,

Taormina S.*, Giammanad.*

*  Dipartimento di Igiene e Miabiologia “G. D'Alessando”, Universita degli Studi di Palermo

**  Dipartimento di Biologia e Metodiche Biomediche, Universita degli Studi di Palermo

*** [stituto di Anatomia Patologica, Universita degli Studi di Palermo

L'infezione da Helicobacter pylori & spesso associata a diversi quadri patologici, quali la gastrite cronica superfieiae, 'ulc
peptica e duodenale, ed in particolare il persistere dello stato infiammatorio cronico, indotto dgbamigmy, rappresenta una
condizione di rischio per I'insgenza del carcinoma gastrico.

Ancor oggi sono in fase di studio e approfondimento i meccanismi molecolari innescati dagamisroo nella sua espressio

ne patogenetica, tuttavia & ormai accertato che Igiesma del quadro patologico € correlato, sia a fattori microbici \dae#h,

CagA, adesine di superficie e I'enzima ureasi, sia alla risposta infammatoria dell'ospite.

La persistenza della risposta infiammatoria indotta dell'infezione da H. pylori, & probabilmente uno dei fateoriifacil

la comparsa della trasformazione neoplastica a livello gastrointestinale. Come € noto il processo infammatorio € regolato da u
network di citochine pro ed anti-inflammatorie la cui produzione € influenzata da polimorfismi a singolo nucleotide (SNP) o
microsatellitari localizzati prevalente- mente nelle regioni regolatrici o enhancer dei rispettivi geni in grado di infllisetare

li di espressione delle stesse citochine e la severita del processo infiammdtariodei polimorfismi dell'interleuchina(IL)-

1R, citochina proinfiammatoria, dell’lL-1Ra, suo antagonista naturale e dell'IL-10, potente citochina anti-infammatdoia, potre
bero avere un ruolo nel condizionare il decorso dell'infezione e la gravita della patologia gastrica.

Per verificare quest'ipotesi, 30 campioni bioptici di carcinoma gastrico, gia inclusi ifiggrabno stati, previa depdiaiz-

zazione ed estrazione del DNA, tipizzati per alcuni polimorfismi localizzati nel cluster genico dell'lL-1 e nel promotore
dell'lL-10, con tecniche di PCR-SSPPCR-FRLPI genotipi sono stati quindi correlati con la presenza dell'infezione da H.
pylori e con i caratteri delle neoplasie.

HIV GENOME AND LONG TERM NON PROGRESSOR
Calugi G, Ciotti M, Benedettd, D'Agostini C, Grelli S, Favalli C.
Laboratorio di Miciobiologia e Wologia, Policlinico Br \ergata, Vfale Oxfod, 81-00133, Roma, Italy

Five to ten percent of human immunodeficiency virus type 1 infected individuals remain asymptomatic without antiretroviral
therapy for more than ten years and present stable levels of CD4+ cells ( > 500 peFtmse)ndivials are termed long term

non progressor

Sequencing studies on HIV1 genome isolated from PBMCs of these subjects have shown defects,inihefpu@nd env

genes, suggesting that they could be infected by attenuated viruses.

We describe a case of a long term non progressor who has been infected in 1990, and since then he presents stable CD4+ cell
counts (~ 800-1000 cellssfmm3) and stable viral load (300-500 copieBfralaim of our study was to analyse by sequencing

the entire proviral HIV1 genome to find out whether gene defects could account for the stable clinical picture of this patient
Clonal analysis revealed gross deletions in nef gene and in U3 regidiR®fith a conserveBAR sequence, while sequen

cing of the remaining genome regions ( gag, pol, vif, vpu, tat, rev and env) showed conserved sequences.

It is known that nef gene may induce down regulation of CD4 anddtiss | and Il molecules from the surface of tiféc-

ted cells which represent an important escape mechanism for the virus to evade an attack mediated by cytofdxiellSD8+

and to avoid recognition by CD4f-cells.

Based on this mechanism we can hypothesize that the gross defects found in nef gene of our patient could favor the cytotoxic
CD8+T cells response and slower desease progression. Hovietleer studies are needed to confirm these hypothesis.
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CARATTERIZZAZIONE DI UN ISOLA TO MARINO DI HELICOBACTER PYLORI

Luigina Cellini, Rossella Grande Emanuela Di CampliFrancesca Scroccarellodalentina Leonaréi Tonino Traini?.
!Dipartimento di Scienze Biomediche - Facolta di Farmacia - Universita “G. d’Annunzio” - Chieti
2Dipartimento di Scienze Odontostomatologiche - Universita “G. d’Annunzio” - Chieti

In questo studio riportiamo la caratterizzazione morfologica e genotipica di un ceppo di Helicobacter pylori isolato da campio
ni di acqua di mare e associato allo zooplanctisolamento del batterio, € statdetfuato attraverso metodiche colturali stan

dard. Lidentificazione del putativo ceppo ambientale di H.pylori MDC1 ¢ stata ottenuta attraverso tecniche biochimiche e bio
molecolari. In particolare, la ricerca del gene vadAl suo sequenziamento, hanno permesso l'identificazione del ceppo, men
tre la presenza dei principali fattori di virulenza di H.pylori, codificati dai geni vatsh cagA, bab/ babB, ha permesso la

sua caratterizzazione genotipica. Inoltre, si & valutata la capacita dello stipite ambientale H.pylori MDC1 di formari Biofilm
vitro, su una superficie di polistirene in comparazione con due ceppi clinici ed il ceppo di riferimento internazionalie H.pylor
ATCC43629.

L’analisi dei principali marker di virulenza ha permesso di caratterizzare il ceppo di isolamento ambientale H.pylori MDC1,
come vacAs1lml, cagA+, babB. In particolare, la presenza della variante allelicasYatie il gene cagA+, associati alle pato

logie gastroduodenali piu severe, hanno consentito di classificare il ceppo come un potenziale patogeno.

Lo studio della formazione di Biofilm da parte di H.pylori MDC1, ha evidenziato la massima presenza di cluster con prevalen
za del morfotipo coccoide dopo 48h d’'incubazione presentando un comportamento sovrapponibile a quello degli altri stipiti esa
minati. Lanalisi nel tempo ha messo in evidenza nel ceppo di isolamento ambientale una maggiore capacita di conservare il
fenotipo aggregato con la presenza di abbondante matrice.

Dai dati raccolti in questo studio si pud concludere che, lo stipite H.pylori MDC1, isolato dallo zooplancton in ambiente mari
no, € caratterizzato da marker di virulenza identificati in ceppi presenti in casi di gravi patologie gastriche. Inaltaeg# mi

nismo e capace di adattarsi alle diverse condizioni di stress ambientale anche attraverso la formazione del Biofilm éavorendo |
trasmissione e garantendo la sopravvivenza della specie.

ALTERAZIONE DELLE DIFESE MONOCIT O-MEDIATE NEI CONFRONTI DI MICETI IN PRESEN -
ZA DI VIRUS ERPETICI

Claudio Cermelli Valeria Cenacchi, Francesco Pezzini, Samuele Peppoloni, Rachele Neglia, Elisabetta Blasi
Dipartimento di Scienze Igienistiche, Mdbiologiche e Biostatistiche

Universita di Modena e Reggio Emilia

Introduzione: | casi clinici di infezioni miste sono in aumento, specialmente in ospiti immunocompromessi, ma gli eventi bio
molecolari che caratterizzano la patogenesi delle malattie polimicrobiche sono ancora scarsamente cdimsciopio di

valutare le alterazioni funzionali del macrofago esposto alla doppia infezione, abbiamo messo a punto dei modelli in vitro di
infezione mista da miceti (Cryptococcus neoformans e Candida albicans) e virus (herpesvirus umané|ée[Hetydes sim

plex di tipo 1 [HSV1]), germi neurotropi e causa di gravi patologie a livello del sistema nervoso centrale nel paziente immu
NOCOMpPromesso.

Materiali e Metodi: Cellule monocitiche THP-1 sono state esposte ad HiHWarianteA (U1102), attraverso la co-

coltura con cellule linfocitarie (linea JJHAN) infettate produttivamente (THP-1/JJHAN&JH\con cellule di controllo

(THP-l/JJHAI\MOCK) per tempi diversi; successivamente, le co-colture sono state esposte a C. neoformans (isolato clinico
ottenuto dal liquor di un paziente con meningite) e quindi saggiate per risposta secretoria (test ELISA) ed attivitk antimicr
bica mediante valutazione della fagocitosi (allestimento di citopreparati opportunamente colorati) e dell’attivita articriptoco
cica (test di inibizione delle unita formanti colonia). Nel caso di HSM celluleTHP-1 sono invece state infettate diretta
mente con inoculi da supernatanti di cellule infettate. Le cellule infettate col virus sono state poi esposte a C. ned@@ormans o
albicans e successivamente la funzionalitd macrofagica é stata valutata come descritto sopra.

Risultati: Rispetto ai controlliTHP-1/JJHANMOCK e co-colturerHP-1/3JHANTHV-6 mostrano

a) significativa produzione di IL-12 e IFN-che aumenta ulteriormente dopo infezione con C. neoformans; b) aumentata fagoci
tosi nei riguardi C. neoformans; c) scarsa ed invariata attivita di killing a tempi brevi e d) ridotta capacita di contezsze la

ta fungina a tempi successifinalogamenteTHP-1 infettate con HS\t mostrano un’alterazione della loro risposta ai miceti.
Conclusioni: La presenza di herpesvirus altera la funzionalita macrofagica a vantaggio di miceti facilitandone la localizzazio
ne intracellulare e promuovendone la replicazione. (Fondi PRIN-2003).
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POLIMORFISMO AL CODONE 72 DELLA P53 E LESIONI CERVICALI ASSOCIATE AD INFEZIONI
HPV ALTO RISCHIO

1CoIettiAnna,lGiuIiani Laura,ZCappieIIoTina, 1Calugi Graziella,10iotti Marco elFavalli Cartesio.
1 Laboratorio di Micobiologia e Wologia, Azienda Policlinico Universitariodr \ergata, \fale Oxfod 81-00133 Roma.
2 Sewizio di Microbiologia, Immunologia, i¥blogia; Ospedale S. Peni, Via dei Monti Tburtini 385-00157 Roma.

E’ ormai accertato il ruolo eziologico del virus del papilloma umano,, HR®V cancro della cervice uterina

Studi sull'oncosoppressore p53 in donne con infezioni cervicali dahdiA¥o evidenziato che pazienti omozigote per Fami
noacido aginina al codone 72 hanno un rischio di sviluppare il cancro cervicale sette volte maggiore rispetto a quelle che con
tengono prolina (Storey et al, 1998).

Questi dati, sono stati confermati successivamente anche da altri studi (Dokianakis and Spandidaghe2Xon et al,

2002).

Lo scopo del nostro lavoro & stato quello di investigare se e quanto, la presegmairdh aella posizione 72 di p53, in 50

donne italiane con infezioni da HPMB, 18, 31 (HP\Alto rischio) e con alterazioni citologiche di basso grado, possa +appre
sentare un potenziale fattore di rischio tumorigenico, favorendo quindi la progressione della lesione cervicale in senso neopla
stico.

Come gruppo di controllo sono state utilizzate altrettante donnendBative e con pap-test negativo.

Entrambi i gruppi sono stati costituiti unicamente da donne italiane, in quanto, studi precedenti, hanno dimostratdi sostanzia
differenze legate al gruppo etnico di appartenenza (Arbel-Alon et al, 2002, Pegoraro et al, 2002).

| genotipi di p53Arg72Pro sono stati determinati tramite amplificazione della regione di p53 sede del polimorfismo e suc
cessiva digestione del prodotto di PCR utilizzando I'enzima di restrizione BstUI.

La successiva riconferma dei dati mediante sequenziamento e I'analisi statistica degli stessi, hanno permesso di individuare
le percentuali di omo-ed etererozigosi prsenti nei campioni analizzati.

| dati raccolti durante tale studio confermano la presenza di piu alte percentuali di omozigosi per I'amingiadidoreile

pazienti HPVpositive rispetto alle pazienti negative di controllo.

Un costante monitoraggio delle lesioni citologiche e dell'infezione da M stesse pazienti potra permettere la conferma

o0 meno delle ipotesi suggerite in questo lavoro.

IL FATTORE CITOTOSSICO NECROTIZZANTE 1 DI ESCHERICHIA COLIBLOCCA IL CICLO CEL -
LULARE IN F ASE G2/M IN CELLULE UROEPITELIALIIN COL TURA

Loredana Falzardo Perla Filippin?v SaraTravainonéL, Alessandro Giamboi MiragliaAIessia Fabbf and Carla Fiorentint

lDipartimento del Farmaco gDipartimento di Bcnologia e Salute, Istituto Supeegodi Sanita, Mle Regina Elena, 299 —
00161 Roma

Negli ultimi anni sono state identificate numerose tossine batteriche capaci di modulare il ciclo cellulare dell'ospite (1). In
questo contesto, gli studi da noi condotti suggeriscono che una tossina proteica, chiamata fattore citotossico necrotizzante 1
(CNF1) isolata da ceppi uropatogenikdicherichia coli é capace di controllare la progressione del ciclo cellulare nella linea
uroepitelialeT24. Come é noto, il CNF1 attiva permanentemente le piccole GTPasi monomeriche della famiglia Rho (2), pro
teine coinvolte sia nella ganizzazione dell’actina citoscheletrica che nella regolazione di numerose funzioni cellulari, tra cui

la proliferazione e il controllo del ciclo cellulare (3). Gli studi da noi condotti hanno evidenziato che il trattamen@Ni6h il

induce nelleT24 un accumulo delle cellule nella fasg/Ka del ciclo cellulare. Questa attivita anti-proliferativa della tossina €

associata al sequestro nel citoplasma della ciclina B1 e a una marcata riduzione dell’espressione di questa mutteiina.

eato, inoltre, che il CNF1, pur bloccandol24 in fase G2/M, non induce morte cellulare per apoptosi nelle cellule trattate.

In conclusione, i risultati da noi ottenuti ci permettono di includere il CNF1 nella lista delle cosiddette “ciclomodstiize”, o

di quelle tossine capaci di modulare il ciclo cellulare. In questo scenario, € possibile ipotizzare che il CNF1, blogckndo il ¢
cellulare senza “condannare” a morte le cellule, possa rappresentare un rischio per la trasformazione neoplastica nei tessuti
uroepiteliali infettati d&E. coli. Questa ipotesi é in accordo con diversi studi condotti su modelli sperinientath che indk

cano come i ceppi d&. coliuropatogeni rappresentino un fattore di rischio nello sviluppo del cancro nella vescica (4).
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INTERAZIONE SINERGICA TRA COTRIMOSSAZOLO E MACROLIDI A 16 ATOMI NEGLI STREP -
TOCOCCHI.

Roberto Bandettini (1) , Simona Roveta (2), Eugéni®ebbia (2).

(1) Istituto G. Gaslini, Lago G. Gaslini 5, 16147 Genova.

(2) Universita di Genova, DISOA- Sezione di Miabiologia, Lago R. Benzi 10, 16132 Genova.

Intr oduzione In alcuni antibiogrammi relativi a ceppi 8i pyogenesS. pneumoniageseguiti con la metodica classica Kirby-
Bauer) sono stati osservati degli aloni di inibizione riconducibili ad un possifetéoeadi interazione singica tra cotrimossa
zolo (SXT) e macrolidi a 16 atomi.

Materiali e Metodi: In seguito a questo riscontro sono stati analizzati 104 cefpipjiogenes 72 ceppi d5. pneumoniadi
recente isolamento appartenenti alla collezione igilito di Microbiologia del DISCA Su ogni stipite & stato eseguito Fan
tibiogramma (Kirby-Bauer) per SXTin macrolide a 15 atomi e un macrolide 16 atomi. Il dischetto dié&Sxtato posto alla
distanza di 2 cm dai dischetti dei macrolidi per evidenziare I'eventualeisimer.

Risultati: Sui ceppi diS. pyogenes stata osservata un’interazione positiva nel 93.3% dei casi. Solamente 7 ceppi hanno mostra
to assenza di singismo; 4 di questi erano SX3, 3 SXTR, tutti erano resistenti ad entrambi i macrolidi (15 e 16 atomi). Per
quanto riguard&. pneumonigel sinegismo SXTmacrolide a 16 atomi & stato riscontrato nel 51.4% dei ceppi analizzati. Negli
stipiti SXT-S questa percentuale saliva al 65%, mentre in quelli8Xfa solamente del 46.2%. Nei ceppi in cui non é stato
evidenziato singfismo la resistenza ai macrolidi non era sostanzialmerfiéeatife da quelli in cui si era invece osservato siner
gismo.

Conclusioni: Il sinegismo SXTmacrolide a 16 atomi osservato in piastra tramite gli aloni di inibizione dei dischetti-di anti
biotico sembra essere piu significativo per i cepi8.ddyogenegiuttosto che per i ceppi &. pneumoniadn S. pyogeneldin -

terazione positiva appare piu influenzata dalla sensibilita dello stipite ai macrolidi che B SXpneumonigenvece, il siner

gismo sembra essere indipendente dalla sensibilita del ceppo ai macrolidi, mentre appare piu influenzato dalla sengibilita a SX
Ulteriori indagini sono in corso per valutare la natura dell’interazione tra queste molecole osservata su piastra.

IPERMUT AZIONE E RICOMBINAZIONE IN CEPPI INV ASIVI DI N. MENINGITIDIS

R. Colicchiol C. Pagliarulol F. Lambertil C. B. Brunil P Alifano 3 e P Salvatorel.2

1)Dipartimento di Biologia e Patologia Cellulare Molecolae “L. Califano”, Universita degli Studi di Napoli “Federico 11",
ed lIstituto di Endocrinologia ed Oncologia Sperimentale “G. Saledtdel C.N.R.

2)Facolta di Scienze Biotecnologiche, Universita degli Studi di Napoli “Federico I1".

3)Dipartimento di Scienze ednologie Biologiche Ambientali, Universita degli Studi di Lecce.

Neisseria meningitidiba evoluto sofisticati meccanismi che gli consentono di adattarsi al variare delle condizioni ambientali
riscontrate nell'ospite. Meccanismi molecolari che giocano un ruolo importante nell’evoluzione del fenotipo patogeno di tale
microrganismo sono rappresentati dalla variazione di fase e dalla variazione antigenica, il cui studio risulta fondamentale per
la comprensione dell'ipermutazione.

Ceppi invasivi diN. meningitidisdi sierogruppo B, filogeneticamente correlati alla linea-iperenta lineage Il (E124),

mostrano un fenotipo mutatore determinato mediante analisi di fluttuazione, utilizzando la rifampicina come marcatore seletti
vo di resistenza.

L'ipermutazione € associata alla presenza di alleli a mosaico detgghearatterizzati dalla presenza di numerose mutazioni
missenso che, in gran parte, coincidono con mutazioni precedentemente identificate in altri ceppi mutatori. Il numera-delle mut
zioni missenso sembra essere correlato con la forza del fenotipo mutatore. | nostri studi hanno consentito di dimostrare che il

fenotipo mutatore € soppresso quando lalteleBE -37 non funzionale, derivato dai ceppi di meningococco di line8ET
sostituisce I'alleleecBfunzionale in un ceppo di lineage Il caratterizzato da difetti nel sistema del mismatchlLrestis

sa sostituzione allelica non influenza, invece, le frequenze di mutazione in un ceppo didinpavieTi difetti del mismatch
repair systemTali risultati ci spingono ad ipotizzare che la mutabilita spontaneatro, dei ceppi dN. meningitididi linea

ge lll dipende da difetti biochimici del pathway di riparazione degli appaiamenti errati, in particolare da alterazioro-della p
teina MutL, ed aumenta durante la sintesi post-replicativa del &d¥éciata all'attivita del pathway RecBCD.
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CRESCITA IN GEL DI COLLAGENE: UN MODELLO PER VALUTARE LA SENSIBILIT A’ DI CANDIDA
ALBICANS AGLI ANTIMICOTICI.

S. Cagnacci, FCavallini, D. Medicin&, E.A. Debbia, R. Cor\% L.Rossi
Istituto di Microbiologia- Universita di Genova

1Spedali Civili di Bescia? Dipartimento di Scienze Oncologiche-S.C. Radioterapia San Remo

Scopo.L efficaccia deifarmaci antimicotici viene valutata con gli usuali saggi di sensibilitétavia, questi sono condotti in

un contesto altamente selettivo in quanto le Candide sono isolate, mentre in vivo sono sempre a contatto con i tegsuti dell’'osp
te. Per questo € stato elaborato un modello sperimentale in cui le Candide vengono co-coltivati con popolazioni cellulari epite
liali e mesenchimali.

Materiali e metodi. Il modello base é la crescita cellulare in gel di collagene I. Le Can@ated{da albicansyono state iso

late da un paziente immunocompromesso. Le linee cellulari umane usate sono state HSCO (carcinoma squamoso orofaringeo),
KB-22 (carcinoma squamoso gengivale), HSF (fibroblasti dermali normali) e H&&I\le endoteliali normali). Le candide

usate sono sensibili alkkmfotericina B (AmB, MIC 0.5) e resistenti al Ketoconazolo (Kc, MIC 2). Il numero delle particelle
sopravvissute ai vari trattamenti & stato calcolato utilizzando il test di esclusione del tripan-blu.

Risultati. Le cellule epiteliali HSCO e KB-22 favoriscono la proliferazione delle Candide e le cellule HE@¥biscono la

crescita (nei due casi p<0.0001), mentre in presenza delle cellule HSF la proliferazione dganigmar € rimasta compara

bile al controllo. Il trattamento con 31@®/ml di AmB ha indotto l'inibizione della crescita delle Candide da sole (p<0.0001).
Nelle co-colture la risposta € stata piu diversificata rispetto ai controlli. La sensibilita delle candide € aumentata andalése

cellule HECVe HSE é rimasta invariata con le cellule KB-22 ed & diminuita con le cellule HSCO. Come atteso le Candide
hanno dimostrato una resistenza quasi totalegg@l di Kc, sia coltivate da sole che in presenza delle cellule HEEV e

KB-22, mentre vi € stato un leggero aumento di sensibilita in presenza delle cellule HSCO.

Conclusioni.Anche se le candide usate nel presente studio sono costitutivamente sengipilBalla presenza delle cellule

umane si e rivelata didiente a modulare questa sensibilita. Pertanto i risultati suggeriscono di adottare le co-colture in gel di
collagene come modelli complementari ai test MIC per valutaffidacia dei farmaci antimicotici. (Ricerca condotta con il
supporto della Pfizer Italia).

ATTIVITA ANTIVIRALE DELL 'OLIO DI MELALEUCA ALTERNIFOLIA
R.Timpanar&, A. Garozz&, G. Bisignang, G. Mandala@, PM. Furneri,A. Stivalal, A. Castrd
1 Dipartimento di Scienze Miabiologiche e Scienze Ginecologiche, Universita di Catania
2 Dipartimento Farmaco-biologico, Universita di Messina

Le numerose segnalazioni in letterattiguardanti I'attivitd antibatterica, antifungina e antivirale di alcuni composti ottenulti
per estrazione dalle piante hanno fornito spunti interessanti per approfondire lo studio sull'attivita antivirale dell'olio di
Melaleuca alternifolig(Tea tree oil), una pianta della famiglia delle Myrtaceae presente solamente in alcune zone dell’Australia
e nota fin dai tempi piu antichi per le sue proprieta antisettiche.

Il Tea tiee oilcontiene ben 48 compostigamnici, che consistono principalmente in monoterpeni ossigenati e non ossigenati, ses
quiterpeni e alcoli triterpenici. La diversa concentrazione degli elementi chimici presenti puo influenzare I'attivitaodotanicr

La nostra ricerca si & basata sullo studio dell’attivita anti herpes simplex 1 e 2 dellMbBtatiuca alternifolize dei suoi prin

cipali componenti.

In una prima fase, abbiamo eseguito I'analisi qualitativa e quantitativeeadiee oilmediante gascromatografia accoppiata

alla spettrometria di massa (GC/MS) e gascromatografia con rivelazione a ionizzazione di fiamma GC(FID), al fine di eviden
ziarne i principali costituenti. | risultati hanno dimostrato un'alta quantita di terpinene-4-ol (36,71%) e g-terpinene)(22,20%
un moderato livello di 1,8 cineolo (2,49%)cimene (2,52%), a-terpinene (10,10%) e terpinolene (3,53%).

Nella fase successiva é stata studiata l'attivita antivinalétro dell’olio essenziale dVielaleuca alternifoliae di alcuni suoi
costituenti nei confronti dei virus Herpes simplex tipo 1 e 2.

Gli esperimenti di aggiunta delle sostanze durante il ciclo replicativo dei due virus erpetici non hanno dimostratoiattivita in
bente Abbiamo quindi condotto esperimenti di virucidia allo scopo di evidenziarne un eventuale azione diretta sul virus. | risul
tati hanno dimostrato per tutti i composti una attivita virucida dose-dipendente sia nei confronti déliti&del’HSV2. In
particolare, la migliore attivita virucida é stata osservata per i composti terpinolene, g-terpinene ed a-terpinene.

L'olio di Melaleucaha ridotto del 100% il titolo dei due virus in esame fino a concentrazioni di 0,12&5%ttb neutralizzante

si evidenziava gia dopo 15 minuti d'incubazione £@% raggiungeva la massima attivita dopo un’ora d’incubazione.
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IL DOMINIO DELLA PROTEINA PSPC CHE LEGA IL FATTORE H DEL COMPLEMENT O CONFE-
RISCE IMMUNIT A’ PROTETTIVA VERSO LA SEPSI DA STREPTOCOCCUS PNEUMONIAE NEL
TOPO

Susanna Ricct, Robert Janulczy%, Velia Braionel, Lars Bjorck2 e Gianni Pozzt
1 LA.M.M.B., Dipatimento di Biologia Molecola, Universita di Siena, Italia.

2 sezione di Medicina Infettiva Clinica e Sperimentale, Dipwnto di Biologia Molecola e Cellulae, Universita di Lund,
Svezia.

Una possibile alternativa all’'uso di vaccini polisaccaridici o coniugati contro le infezioni da part8tagtococcus pneumo

niae consiste nello sviluppo di fefaci vaccini su base proteica costituiti da antigeni comuni ai vari sierotipi capsulari dello
pneumococco. Nel presente lavoro € stata valutata la capacita del dominio della proteina PspC che lega il fattore H del com
plemento (Psp§g.og9 di indurre immunita cross-protettiva verso la sepsi causata da sierotipi diverss defleumoniaed

tale proposito, € stato utilizzato un modello di sepsi nel topo messo a punto nel nostro lab®omtioG8A/Jico sono stati
immunizzati con il frammento Psgg_og1 (purificato dal ceppo di tipo 3 HB565) e poi infettati con il ceppo omologo HB565

e con i ceppi eterologhi D39 (tipo 2)[éGR4 (tipo 4). Il dominio Pspgg._og1ha indotto titoli elevati di IgG sieriche antigene-

specifiche in tutti i topi immunizzati. Nei topi infettati con il ceppo HB565 alle dosi 8100’ unita formanti colonia (UFC)
sono state osservate fdifenze significativeH<0,05) nei tempi di morte e nella sopravvivenza tra gli animali vaccinati con
PspGg.2g1€ quelli di controllo e, la dose letale per il 50% degli animalig§)lera 70 volte superiore negli animali immu

nizzati rispetto ai controlliAl contrario, non € stata rinvenuta alcunded#nza tra animali vaccinati e controlli né nei tempi di
morte né nella sopravvivenza quandchbllengee stato gbttuato con il ceppdIGR4. Nel caso del ceppo D39, sebbene la
sopravvivenza sia risultata la stessa nei topi vaccinati e nei controlli, & stato osservato un prolungamento sigPsi;a6yo (

dei tempi di morte negli animali immunizzati con PggGg1rispetto ai controlli. Questi risultati dimostrano che Ps§pGg1

induce un’immunita protettiva verso I'infezione con il ceppo omologo HB565 e prolunga la sopravvivenza dei topi infettati con
il ceppo eterologo D39.

VALUT AZIONE DELL 'ATTIVIT A" MICROBICA E DELLA PRESENZA DI PATOGENI IN SUOLI
AMMENDA TI CON COMPOST

LeoneA.l, lovieno F1., Donnarumma é, Tufano M.A?.,Alfani Al
1Dip. di Chimica - Universita di Salerno —
2 Dip. di Medicina Sperimentale, Sez. Mibiologia, Seconda Universita di Napoli

e-mail: aleone@unina.it

I microrganismi svolgono un ruolo fondamentale nel ciclo della materia influenzando la fertilita biologica del suolo- Essi uti
lizzano la sostanza ganica come fonte di ergga e di nutrienti. Poiché i suoli agrari dell’'area mediterranea sono caratterizza

ti da uno scarso contenuto di sostanzgabpica, l'utilizzo agronomico del compost come ammendante sta assumendo sempre
maggiore importanza, anche perché rappresenta una strategia di recupero e valorizzazione dellagescandebrifiuti. La

qualita dei rifiuti oganici e I'eficienza dei processi utilizzati per la produzione del compost sono di fondamentale importanza
per evitare I'apporto al terreno di materiali indesiderati e I'igaoza di problemi igienico-sanitari.

Presso due istituti sperimentali del CR2onsiglio per la Sperimentazione e la RicercAdnicoltura) situati a Battipaglia e a
Pontecagnano, nell’lambito di un progetto triennale finanziato dalla Regione Campania € in corso una ricerca che mira a valuta
re gli efetti del compost sull'attivita microbica del suolo, nonché una eventuale contaminazione da patogeni. Per ognuna delle
due stazioni sperimentali sono stati allestiti i seguenti trattamenti replicati su tre parcelle: nessun trattamento ((C¥&); fert

zione annuale con 15, 30, 45 t Hadi compost (C15, C30, C45) e fertilizzazione minerale (MIN) secondo le modalia con
venzionali previste per le colture in avvicendamentattikita microbica di questi suoli é stata valutata monitorando la-respi
razione basale e alcune attivitd enzimatiche: I'attivita fosfatasica, I'attivita idrolasica totale, I'attivita arilsolfatssitdata
b-glucosidasica che sono considerate indicatori precoci dell'attivita biologica del suolo.

| dati relativi al secondo anno del progetto, presentati in questa nota, mostrano un incremento del metabolismo microbico del
suolo per d&tto delle aggiunte di compostincremento € particolarmente evidente nella stazione di Battipaglia dove i conte

nuto di sostanza ganica del suolo, piu basso rispetto a quello di Pontecagnano, rappresenta evidentemente una forte limita
zione per la comunita microbica. Le salmonelle sono risultate assenti sia nelle parcelle controllo che in quelle ammendate con
compost. Gli streptococchi fecali e i coliformi fecali sono presenti con una piu elevata concentrazione nelle parcetleltrattate
compost.
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EFFETTO DI CAMPI ELETTROMAGNETICI A FREQUENZA ESTREMAMENTE BASSA SU
CELLULE PROCARIOTICHE

Luigina CeIIinl:L, Rossella Gran&e Emanuela Di Camp]Ii Soraya Di Bartolomél Rita Marrd, lole Robufoz.

1Dipartimento di Scienze Biomediche - Facolta di Farmacia - Universita “G. d’Annunzio” - Chieti

2Istituto per i Tapianti d’'Organo e 'lmmunocitologia - CNR - Chieti

| campi elettromagnetici sono onde magnetiche ed elettriche che viaggiano alla velocita della luce. Numerosi studi-sperimenta
li hanno valutato i loro potenzialifetti sulla salute con risultati controversi. Glfegfi dei campi elettromagnetici a frequenza
estremamente bassa (ELF) sono stati saggiati su diversi sistemi biologici sia eucariotici che procariotici. In paniclate, il

lo cellulare procariotico risulta particolarmente versatile consentendo una rapida evidenza degli esiti acuti e cronici prodott
Lo scopo di questo studio & stato quello di valutare se e come i gaigigmi procariotici sono capaci di attivare strategie di
adattamento per superare lo stress indotto dall’esposizione.a ELF

Per gli esperimenti & stato usato il ceppo di riferimé&scherichia colATCC 700926.

Il campo elettromagnetico é stato generato all'interno di un solenoide cilindrico verticale, alimentato da un trasfopaegore. |
metri usati per gli esperimenti sono stati: 50Hz di frequenza e un campo magneticorlllanda centrale interna del sole
noide.

Per ogni brodocoltura esposta a ELF e per i rispettivi controlli sono stati valutati: i) la conta totale monitorata conebiofoto
tro a 600nm (ORq(. ii) il test di vitalita con Live/Dead Kit, iii) I'aspetto morfologico con microscopia ottica ed elettronica a

trasmissione, iv) il DNAingerprinting con tecnica dAFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism).

Le brodocolture esposte hanno mostrato, nel tempo, un incremento delle cellule vitali rispetto alle cellule di controllo.

Per quanto riguarda gli aspetti morfologici, I'esposizione a ELF ha prodotto un significativo cambiamento del morotipo di

coli con presenza di cellule coccoidi. Inoltre, sono state osservate forme batteriche atipiche allungate suggerendo-una probabi
le alterazione durante la divisione cellulare.

L'analisi dei DNAfingerprinting tra i campioni esposti ed i rispettivi controlli non ha mostrato significative variazioni nei pat

tern genotipici.

| risultati di questo studio indicano che gli ELF possono agire sui batteri come fattori di stress, inducendo cambiamenti nella
popolazione cellulare. Pertanto, i batteri possono rappresentare un modello versatile per dettiamigfe cronici correlati

GLICOPROTEINE gB e gH di HSV-1: RUOLO DELLE HEPT AD REPEATS

Stefania Galdier%s, Mariateresa\/itiellole, Annarita FaIangJa Marina D’Isanté, Craig CoIIin§, Katia Raieté, Carlo
Pedoné:3, Helena Brown®, Massimiliano Galdier&3

1Department of Experimental Medicine - Il University of Naples, Iteglyepartment of Biological Science 8CIRPEB -
University of Naples “Federico 11", Italy,4Division of \irology, Depatment of Pathology - University of Cambridge, UK.

L’envelopalell’Herpes simplex virus 1 (HSY) contiene numerose proteine, molte delle quali glicosilate, coinvolte nelle prime
fasi dell'infezione virale, quali 'adesione e la penetrazione delle particelle virali nella cellula dspite.glicoproteine, gB,

gD, gH e glLsono necessarie e 8afenti per la penetrazione virale. La glicoproteina gH, conservata in tutti i membri dela fami
glia degli herpes virus, e caratterizzata dalla presenza di un peptide interno di fusione e due regioni elichiathdepeat)
indicate come HR1 e HR2. La presenza di redieptad epeat(HR) € stata evidenziata nelle proteine di fusione di diversi
virus della classe I, rappresentando un’importante caratteristica di questi virus. Mediante I'uso di algoritmi sonoigtatiindiv
potenziali domini ad heptad repeat in gH e gB; in particolare, sono state identificate due regioni HR nella glicoproteina gH e
due regioni HR in gB. Sono stati sintetizzati una serie di peptidi corrispondenti ai poksipiid epeatse gli esperimenti
effettuati dimostrano che i peptidi sintetizzati inibiscono, in maniera dose-dipendente, la penetrazione virale. In pdgileolare,
due regioni analizzate per la glicoproteina gH, solo quella con maggiore propensione a lieptedeepeatsiduce signift
cativamente l'infettivita virale. Mediante tecniche biofisiche abbiamo inoltre valutato le possibili interazioni tra igefatidi

tici corrispondenti agli HR della stessa glicoproteina oppure delle due diverse glicoproteine. | risultati ottenuti suggeriscon
un’interazione tra 'HR N-terminale e 'HR C-terminale di gH.

Questo lavoro é stato finanziato dalla Comunita Europea contratto n. QL&PEZF00810
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CONSERVAZIONE E DIVERSITA DEI DOMINI DI LEGAME DELLE ~ ADESINE HMW1 E HMW2 IN
ISOLATI DI HAEMOPHILUS INFLUENZAE NON TIPIZZABILE.

Maria Giufrel, Michele Muscillc?, Rita Cardine}, Paola Mastrantonfg Marina Cerquet%i.

1Dipartimento di Malattie Infettive, Parassitarie ed Immunomediat%DiapartimentoAmbiente e Connessa éRenzione
Primaria, Istituto Superiar di Sanita, Roma.

L’adesione dHaemophilus influenzagon tipizzabile (NTHi) alla mucosa delle alte vie respiratorie rappresenta il primo stadio
nella patogenesi delle infezioni sostenute da questo marsmo. Le adesine HMW1 e HMW2 sono espresse in circa lo 80%
degli isolati clinici. Originariamente identificate nel ceppo NTHi 12, tali adesine sono codificate da due loci cromosomali
distinti, hmw2le hmw?2 ciascuno comprendente il gene strutturafvAe i geni accessonmwBe hmwC Nel ceppo 12, le pro

teine HMW1 e HMW?2 presentano fiifente specificita di legame. | corrispondenti domini adesivi sono localizzati nella regio

ne di massima divgenza tra le sequenze HMW1 e HMW2 ( 40% identita e 58% similarita).

Al fine di studiare la conservazione dei domini adesivi di HMW1 e HMW?2 tra ceppi diversi, sono stati analizzati 9 iselati inva
sivi NTHi avvalendosi di tecniche di PCR e sequenziamento genico. Dapprimahingeh e hmw2A sono stati amplificati
separatamente mediante PCR giovandosi di sequenze specifiche presenti in geni fiancheggianti. Quindi, i prodoii RKCR

e hmw2A sono stati utilizzati come templati in PCR nested per ottenere amplificati comprendenti le sequenze dei due domini
adesivi. Nell’lambito di ciascun dominio, & stata condotta un’approfondita analisi di sequenza utilizzando specifici programmi
del pacchetto GCG. Nel complesso, I'analisi ha evidenziato notevigiatize di sequenza tra ceppo e cefipitavia, in

entrambi i domini, i grafici di similarita generati dal programma PISDMILARITY hanno mostrato un pattern peculiare: pic

chi ad elevata similaritgfino al 90%) si alternavano a regioni decisamente deur (10-20%). lalbero filogenetico costrui

to sulle sequenze amminoacidiche dedotte ne ha evidenziato la segregazione in due clusters distinti, uno HMW1-simile e l'al
tro HMW?2-simile. Lanalisi MEME ha identificato la presenza di specifici patterns di motivi conservati (ciascuno costituito da
8-20 amminoacidi) all'interno di ciascun gruppo di sequenze. In conclusione, questo studio dimostra che i domini adesivi delle
proteine HMW1 e HMW?2 di ceppi diversi, pur se caratterizzati da un’elevata eterogeneita di sequenza, presentano regioni costi
tuite da motivi amminoacidici conservati. Si puo ipotizzare che tali regioni svolgano un ruolo nel mantenimentdetette dif

ti specificita di legame di HMW1 e HMW?2.

EFFETTI IMMUNOMODULA TORI DI UN SET DI ANALOGHI DELL 'AMIGDALINA SU
CHERATINOCITI UMANI

Paoletti I, Greco R, Lanzieri N, Di Palma FuscoA, Tufano MA

Dipartimento di Medicina Sperimentale-Sezione di bldologia

Seconda Universita degli Studi di Napoli

Il PeptideT (PT) & un octapeptide della regiovi2 della proteina gp 120 di H}Y. Dati bibliografici indicano che il Pfia

attivita antinfiammatoria e induce in celldlé@2 umane e in cellule mononucleate del sangue periferico la produzione di IL-10,
potente citochina antinfiammatoria. Studivivo dimostrano che il PE in grado di risolvere patologie infiammatorie cutanee

come lesioni psoriasiche. Precedenti studi da noi esequiti supportano il berfeficodefl PTe suggeriscono il ruolo chiave

dei linfociti e dei cheratinociti: il PRgisce su cheratinociti direttamente stimolando la funzione antinfiammatoria, riducendo
I'iperproliferazione cellulare e favorendo la rigenerazione dei tessuti.

Dal punto di vista farmacologico, i peptidi non sono buoni agenti terapeutici, poiché hanno un basso potere di assorbimento,
sono facilmente metabolizzabili e sono immunogeni. Per questo motivo, usando modelli computerizzati, € stata identificata
come peptidomimetico del RBmigdalina, un prodotto naturale. Poiché I'amigdalina possiede un profilo tossico dovuto alla
presenza di un gruppo cianidrico, sono stati sintetizzati analoghi mancanti di tale gruppo e testati per la loro attjidgéa biol

In particolare, in questo lavoro, usando come modello sperimentale cheratinociti umani, abbiamo analizzdtiodgliref
peptidomimetici: SVI03016, SVT03017, SVT03018, sull’espressione di HSP-TWF-R3,av integrina, ICAM-1 e citochine,
mediante analisi per western blot e saggi ELISA.

| nostri risultati evidenziano una espressione di HSPF@F-3 eav integrina simile a quella ottenuta mediante stimolazione

dei cheratinociti con PTespressione daINF-a € chiaramente diérenziata. Infatti solo il P& SVF03018 inducono overe
spressione di questa citochina. S83018 induce anche una piu marcata up-regolazione dell'lL-10 rispettoeagjiPaltri due

analoghi. Infine tutti e tre gli analoghi riducono come illREpressione delle ICAM-1 e non modificano il rilascio delle inter
leuchine pro-infiammatorie. Si puo quindi concludere che molecole che ben miméettol'@éél PTpossano rappresentare una
alternativa nella strategia terapeutica della psoriasi.
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PROPRIETA" ADESIVE ED INVASIVE DI LISTERIA IVANOVII IN CARENZA DI FERRO E IN
AMBIENTE ACIDO.

C. LonghP, F. Biafore®, M.P. Cont& S. Schipp8 M.G.Ammendoli®, F. Supert?, L. Seganft

apipartimento di Scienze di Sanita Pubblica, Universita di Roma La Sapié}ﬁzipartimento di Ecnologia e Salute, Istituto
Superioe di Sanita, Roma

Listeria ivanoviie Listeria monocytogenesono le due uniche specie patogene nelllambito del géistezia. Sebbene questi
parassiti intracellulari facoltativi possiedano analoghe caratteristiche di virulenza legate all’espressione di un stmgerélust

co, essi dileriscono nella patogenicita. Infatti monocytogenes responsabile di gravi infezioni sia nelluomo che negh ani

mali mentrel.. ivanoviié principalmente responsabile di infezioni nei ruminanti nei quali causa aborti e sepsi neonatalied é rara
mente patogeno per 'uomo. Mentremonocytogenes stata oggetto di numerosi studi sulla patogenicita e I'espressione di
geni di virulenza in seguito all’esposizione a diversi stress ambientali, poco € noto a tale rigubardeapewii

In questa ricerca sono state studiate la sopravvivenza, I'adesiviiajdiefa d’'invasione e la moltiplicazione intracellulare di

L. ivanoviiin ambiente acido e in carenza di ferro. | risultati ottenuti hanno dimostratto ish@ovii,a differenza dL. monocy

togenes non sopravvive all'esposizione a pH letale, anche quando i batteri vengono pretrattati a pH debolmente acido, non
ostante nel ceppo di riferimento da noi utilizzato sia presente il sistema gedicbadesione e l'invasione, valutata in cellu

le intestinali Caco-2, come osservato in precedenzd.peonocytogene® risultata dipendere dalla concentrazione in ioni
ferro, essendo piu bassa quando i batteri venivano cresciuti in carenza dilfeamtrario, I'esposizione di. ivanoviiad un

doppio stress, rappresentato dal pH acido e dalla carenza di ferro, ha determinato una mégjgiora ef invasione in cel

lule amnioticheéNish. | batteri sono stati anche osservati al microscopio elettronico che ne ha evidenziato una diversa aggrega
zione nelle varie condizioni sperimentali, risultando pit aggregati in seguito all’esposizione al doppio stress. Quésti risulta
gualora venissero confermati da analisi molecolari in corso sull’espressione dei principali geni correlati all'invasaa e all

do resistenza di. ivanovii farebbero supporre che I'associazione delle due condizioni di stress possa modulare I'esposizione
di determinanti che favoriscono I'aggregazione e I'adesivita dei batteri, con conseguente maggiore capacita di invasione e dif
fusione nelle cellule bersaglio dell’ospite.

ANALISI DEL CONTENUTO MICROBICO NELL 'ARIA DI ALLEV AMENTI BUF ALINI IN
CAMPANIA

Marina D’lsanto, Mariateresditiello, DanielaAnastasi, Maria Rao, Massimiliano Galdiero, Marilena Galdiero
Dipartimento di Medicina Sperimentale, Sez. di Mixologia e Micobiologia Clinica, Facoltadi Medicina e Chiuargia,
Seconda Universita degli Studi di Napoli.

L'allevamento bufalino € peculiarmentefdgo in Italia meridionale. Un incremento di produttivita negli allevamenti di bestia
me € associato allaumento del numero dei capi all'interno delle staféollamento delle stalle comporta un accumulo nel
I'ambiente dei micraganismi, derivanti dal materiale fecale e dai mangimi, e dei loro prodotti. Una delle conseguenze imme
diate di tale accumulo & 'aumento dell'incidenza delle bronchiti croniche di tipgietlerel personale addetto all'allevamen

to. Al momento attuale non sono disponibili molte informazioni sullo stato microbiologico dell’aria di un allevamente di bufa
li. Obiettivo del presente lavoro e stato determinare la composizione e la concentrazione della flora batterica e maretica pres
te nell’aria di vari allevamenti selezionati a tale scopo, siti nella provincia di Salerno ed in quella di Caserta.

| campioni d’aria sono stati raccolti con un campionatore tipo SAS (SAfa&ystem) utilizzando diversi terreni di coltura.

Le piastre sono state incubate a@Per 24 h e a temperatura ambiente (23 %Z) 3ino a 14 giorni dalla prima esposizione.

La concentrazione dei batteri e dei miceti € stata calcolata3pd'r amia, e i piu comuni generi di batteri presenti sono stati
identificati con metodi convenzionaliidlentificazione dei miceti é statafeftuata mediante analisi macroscopica e microsco
pica seguita da quella biochimica. | risultati ottenuti mostrano che la concentrazioni media di batteri coltivabili & stata di

10° CFU/ mP. La concentrazione media dei miceti coltivabili & stata di circa BYCEW/mS3. Tra i batteri gram-negativi iden

tificati i generi identificati sono stat&nteobacteriaceagcirca 42 %),Pseudomonadacedeirca 10.5 %) eNeisseriaceae

(circa 45.6 %). Le specie batteriche appartenenti al gdfrgmobacteriaceaeisolate con maggiore frequenza sono state:
Escherichia coliEnteobacter agglomeransProteus spp Il genere predominante tra i miceti tipizzati ©ladosporiumAiltri

generi frequentemente identificati erakepegillus, Penicillium Fusariume lieviti. In conclusione, la presenza di elevate-con
centrazioni di micraganismi nei campioni d’aria prelevati, sia di batteri che di miceti suggerisce la necessita di applicare misu
re preventive piu opportune nei confronti di tale problematica.
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LO STATO REDOX IN CELLULE INFETT ATE DA CHLAMYDIA PNEUMONIAE
R. Sessa, M. Di Pietro, G. Schiavoni, B. Mdtas Maconé, C. Zagaglia, S. Faccilonga, Vitale, M. del Piano

Dipartimento di Scienze di Sanita Pubblicalipartimento di Scienze Biochimiche, Universita degli Studi di Roma “La
Sapienza”

L'associazione dell€hlamydia pneumoniadatterio patogeno intracellulare obbligato, con le malattie aterosclerotiche cardio
vascolari ha destato negli ultimi anni I'interesse di molti ricercatori che hanno valutato i diversi aspetti immunologice e bio
mico, coinvolti nella patogenesi dell’aterosclerosi.

| macrofagi, protagonisti del sistema di difesa immunitario, giocano un ruolo importante nel processo infiammatorio-dell’atero
sclerosi.

Studi in vitro hanno rilevato la capacita dellapneumoniaeli replicarsi nei monociti-macrofagi, cellule coinvolte nella for
mazione della placca aterosclerotica.

Nella patogenesi dell'infezione d& pneumonia@ implicato lo stress ossidativo, cioé la relazione tra produzione di radicali
liberi e il sistema di difesa antiossidante, costituito principalmente dal glutatione.

Lo scopo del nostro studio é stato quello di valutare lo stato redox nelle cellule epiteliali Hep-2 e nei monociti U9&d in segu
ad infezione d&. pneumoniae

E’ stata determinata, in HPLC, la concentrazione della forma ridotta ed ossidata del glutatione (GSH, principale antio#isidante) ne
cellule U937 (ACC CRL-15932.2) e Hep-2 TAC CCL-23) in risposta all'infezione @& pneumoniaéAR-39) (MOI: 3).

Nelle cellule Hep-2 infettate da. pneumoniagesi & osservata una notevole diminuzione della concentrazione di GSH quando
confrontata con la concentrazione rilevata nelle cellule Hep-2 non infettate, diminuzione che potrebbe spiegare I'elevata susce
tibilita di queste cellule all&€. pneumoniae

Al contrario nelle cellule U937 infettate @ pneumonia@on si & osservata alcuna variazione della concentrazione di GSH
guando confrontata con la concentrazione rilevata nelle cellule U937 non infettate. In questo caso sembra che le cellule U937
non risentano della infezione @a pneumoniae

Il dato che l&C. pneumonia@on sia in grado di indurre uno stress ossidativo nelle cellule U937 potrebbe essere spiegato dalla
particolare interazione che si stabilisce fra questo tipo di cellula ed il gécriemo o dalla capacita dei monociti di aumenta

re il livello di GSH modificando I'espressione degli enzimi coinvolti nel metabolismo del glutatione.

Ulteriori studi sono necessari per chiarire i meccanismi coinvolti nella regolazione dei livelli di GSH intracellulare @& mono

ti in seqguito ad infezione da. pneumoniae

ANALISI DELLA REGIONE TET(O)-MEF(A) IN UN ELEMENT O ORF3-NEGATIV O DI
STREPTOCOCCUS PYOGENES

E. GiovanettiA. Brenciani, M.Vecchi, S. Menzo,.B. Varaldo.

Istituto di Microbiologia e Scienze Biomediche, Universita Politecnica delleMaAncona.

Tn1207.1(7,2 kb) € un trasposone non coniugativétkieptococcus pneumoni@aentenente 8 ORHi cui la quarta ¢ il gene
mefA), che codifica una pompa responsabile della resistenzdlassefai macrolidi a 14 e 15 atomi. $treptococcus pyoge

nesTn1207.1fa parte di elementi genetici di dimensioni maggiori, diversi nei ceppi sensitsiqTesistenti (&) alla tetra
ciclina. Nei ceppiTc® mefA) & portato dan1207.3(52 kb) o da un elemento chimerico di 58,8 kb, ambedue trasferibili, con

uno stesso sito di inserzione cromosomamaM(EQ, e contenenti una copia completaldil207.1.Nei ceppiTc” me{A) & por

tato da elementet(O)-mefA) che hanno un sito di inserzione cromosomica diversmae&ECe contengono una copia incom
pleta e variabile d'n1207.1 in cui sono sempre asseatfl e orf2 mentreorf3 € presente in circa meta dei cdsitti gli ele-
mentimefA) di S. pyogenesono associati a profagi, identici nel casd@il207.3e dell’elemento di 58,8 kb, mentre gli ele
mentitet(O)-me{A) sono integrati in un profago €&rente. Recentemente abbiamo identificato una serie di nuovi geni nel trat
to tet(O)-mefA) di un ceppoorf3-positivo. Adesso, riportiamo e confrontiamo i risultati del sequenziamento della regione
tet(O)-mefA) di un ceppoorf3-negativo. Complessivamente, il tratéd(O)-mefA) é risultato sensibilmente piu breve nell'e
lementoorf3-negativo (2,3 kb) che in quelf3-positivo (5,5 kb)Ad una prima area di omologia con I'elementB-posit-

Vo segue una delezione di 1980 bp, mentre le successive aree di omologia con I'element@n@gaudioniagsultano con
servate. Una seconda delezione (1745 bp) si estende dall'innd207.1a circa meta della regione ingenica che nel ceppo
orf3-positivo precedenefA). Seguono quindi 740 bp in cui si evidenziano ampie zone di omologia con mega. Di particolare
interesse e il fatto che, sia nell’element3-positivo che in quellorf3-negativo, la regione immediatamente a valleD)

(1245 bp) mostra un’elevata omologia con plasmidi coniugdét{iO)-positivi recentemente isolati e sequenziati in
CampylobacterQuesti risultati confermano I'estrema variabilita degli elemet({D)-mef{A) di S. pyogened e estese aree di
omologia con I'elemento mega pneumococcico sono probabilmente il risultato di intensi scambi geSetiridtanoniae S.
pyogenesQuesta serie di eventi potrebbe spiegare come igéD) eme{A), ambedue non trasferibili in pneumococco, siano
divenuti tali in seguito all'integrazione in diversi profagiSnpyogenes

33° CONGRESSO NAZIONALE DELLA




IL CHININO SOLFATO INIBISCE L'INVASIVITA DI ALCUNE SPECIE BATTERICHE IN CELLULE
CACO-2

Grimaldi E., Solla D., Paoletti IAuricchio L., Tufano M.A.
Dipartimento di Medicina Sperimentale sezione di bliiologia.
Seconda Universita degli Studi di Napoli

Benché I'utilizzo dei farmaci antimalarici sia primariamente mirato alla profilassi ed al trattamento della malaria, mblti son
pazienti che assumono antimalarici per il trattamento di patologie infammatorie non infettive quali: lupus eritemateso, artrit
reumatoide, alcune malattie del collagene, granuloma annulare, lichen planus ed altre. Lo stato di immunodepressione indotto
da queste patologie e/o dai trattamenti terapeutici utilizzati, crea senza dubbio terreno favorevole alla potenzialezsmvrapposi
ne di infezioni batteriche che possono complicare il decorso della malattia. Considerando cio I'azione antibattericaidei farmac
antimalarici potrebbe essere molto importante al fine di proteggere questi pazienti da sovrapposizioni batteriche ethovviare al
necessita di una terapia antibiotica aggiuntiva.

Scopo di questo lavoro é stato quello di valutarddied dell’antimalarico quinino solfato (QS) sulla crescita e sulla-capa

citd invasiva di alcuni batteri che sono comunemente associati ad infezioni della cute e dei tessuti molli, al fine di deter
minare la capacita di questa molecola di indurre dettef protettivo secondario nei confronti delle patologie indotte da
questi microganismi.

Per tali studi sono state utilizzate cellule Caco-2 infettate con una sospensione batteEoteidbacter agglomerans,
Staphylococcus aaus, Pseudomonas agjinosa e Klebsiella pneumonijae fase di crescita logaritmica, per 120 min. &37

in presenza ed in assenza di QS alla concentrazionedil 80100pM. L'efficienza d'invasivita € stata espressa come nume

ro di batteri internalizzati attraverso il conteggio delle CFU.

| dati ottenuti mostrano che la capacita invasivi.dagglomerang S. aueusrisultano inibite in maniera dose-dipendente,
mentre il QS non ha mostrato uriegfo significativo sull’internalizzazione @ aemuginosae K. pneumoniae.

Tali risultati suggeriscono che la terapia con QS, utilizzata nel trattamento di pazienti con patologie dermatologiche-e reumato
logiche autoimmuni e recentemente proposta come terapia adiuvante in paziegmisiil, possa in qualche modo froe

un efetto protettivo anche nei confronti di micgamismi responsabili di infezioni superficiali e sistemiche comunemente
riscontrabili in pazienti immunodepressi.

IDENTIFICAZIONE E CARA TTERIZZAZIONE DEI GENI HLY E IAP NEI SIEROTIPI DI LISTERIA
MONOCYTOGENESE COMPARAZIONE CON LISTERIA SPRP

M.A. Lossq S. Caracciolo, N. Chiarelli, S. M. Lepore,YRiono

Dipartimento di Biologia Cellulag- Universita della Calabria (Aavacata di Rende)

losso@unical.it

L'insorgenza di nuove patologie di origine batterica rappresenta una costante minaccia per la salute dell’'uomo. Negli ultimi anni,
nei quali sono stati pubblicati i genomi di circa 160 batteri, molti studi sono stati volti alla comprensione dei meccplitsmi im
cati nella virulenza dei micrganismi patogeni. E stato cosi possibile identificare e caratterizzare regioni presenti nel-cromoso
ma batterico contenenti i geni della virulenza, spesso associati in chisevengono identificate col termine di “Isole di
Patogenicita” o Rl. L’identificazione delle “Isole di Patogenicita” ha inoltre consentito di stabilire la storia evolutiva dei diver

si microiganismi patogenilla luce del nuovo interesse scientifico verso i migamismi patogeni abbiamo focalizzato il nostro
studio suListeria monocytogenagsponsabile di tossinfezioni alimentari nel’'uomo e negli animali e indicato dalla Comunita
Europea come patogeno egemte per 'aumento, negli ultimi anni, delle patologie ad esso collegate.

Nel nostro studio abbiamo isolato e caratterizzato i bgn(listeriolysin O) eiap (proteina p60), associati alla virulenza, nei
sierotipi 1/2c, 3a, 1/2b and 3bldsteria monocytogenegppartenenti ad una collezione internazionale di ceppi puri.

L'analisi di sequenza e l'allineamento con le uniche sequenze ad oggi pubblicate dei sierogruppi 1/2as¢edia dionocy
togene<ci hanno permesso di identificare inserzioni, delezioni e numerosi polimorfismi, alcuni dei quali inseriscono specifici
siti di restrizione che ci hanno permesso di discriminare fra i sierogagdpdi Listeria monocytogenesdi identificare il sie
rogruppo 4b, maggiormente patogeno per I'uomo.

Abbiamao inoltre tipizzato nel genap del sierogruppo 1/2c diisteria monocytogenasa inserzione di 18 nucleotidi, in posi

zione 977 del gene, assente negli altri sierogruppi, costituita da ripetizioni in tandem paragonabiledad una P

La struttura secondaria da noi predetta della proteina p60, codificata dahgenkegata all'invasivita diisteria monocyte
genesha mostrato divgienze nei diversi sierogruppi.

Abbiamo inoltre analizzato i domini funzionali della p60Listeria monocytogenesonfrontandoli con quelli delle proteine
analoghe dListeria spp.
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SCAMBIO DI MA TERIALE GENETICO MEDIA TO DALL’ OZY.
C. CassanelliA. Marchese, EA. Debbia.
Istituto di Microbiologia-Universita di Genova

OBIETTIVO: Dimostrare come la combinazione di 0zono e corrente alternata ad alta frequenza applicate ad una sospensione
batterica, possono portare ad uno scambio di materiale genetico con un meccanismo simile a quello elettroporetico. La ricerca
e stata déttuata utilizzando un apparecchio, Qelge tramite un elettrodo, ove passa corrente alternata ad alta frequenza, tra
sforma I'ossigeno atmosferico in ozono.

MATERIALI E METODI: E’ stato utilizzato come donatore un ceppé&dioli K-12 C600 veicolante il plasmide pBP517(gyr

A+) non coniugativo che conferisce la resistenzaaatlikacina (Amk) e la sensibilita all'acido nalidixico (NAL) e, come-ice

vente, un C600 resistente alla rifampicina (Rif) e all’acido nalidixico. 0.1ml di donatore piu 0.1 ml di ricevente saa stati t

tati con Ozy per 1 minuto. La miscela & stata poi sospesa in un terreno di coltura ricco di zuccheri e messo ad intwbare a 37
per 4 ore. Un controllo, formato dalla miscela di donatore e ricevente € stato incubato per lo stesso periodcAtliéemipo.

ne dell'incubazione i ricombinanti sono stati seminati su terreno selettivo ARike

RISULTATI: Partendo da una concentrazione di circd @BU/ml iniziale sono stati ottenuti 4 ricombinanti resistenti sia alla
Rifampicina che allAmikacina, mentre la mortalita delle cellule esposte ad Ozy si aggira intorno ai 2 log. Come ulteriore prova
del passaggio del plasmide ¢ stata verificata la sensibilita dei ricombinanti all'acido nalidixico .

CONCLUSIONI: Tramite I'utilizzo dell’Ozy sono stati ottenuti dei ricombinanti, con un meccanismo mediato non tanto dal
campo elettromagnetico quanto dall’ozono che esso sprigimzno infatti € una molecola che altera la permeabilita della
membrana cellulare, provocando la rottura dei ponti S-S, che in qualche caso possono ricomporsi permettendo cesi I'incorpo
razione del materiale geneticdutilizzo del’Ozy come presidio medico in casi di dermatiti e ascessi ¢ in fase di studio, ma
potrebbe essere un passo importante nello sviluppo dell’ozonoterapia

ATTIVITA ANTIFUNGINA DEL PEPTIDE hLF(1-11) DERIVATO DALLA LATTOFERRINA UMANA
VERSO UN’INFEZIONE DISSEMINA TA SOSTENUTA DA CANDIDA ALBICANS

Antonella Lupetti,1 CarloP J. M.Brouwer3 Sylvia J. PBogaard@,-?’Mick M. WeIIing,4 Emile de Hee'l5 Mario Campal, Jaap

T. van Disse?, Robert E. H. Friese%,Peter H. Nibberiné*

1Dipartimento di Patologia Sperimentale, Biotecnologie Mediche, Infettivologia ed Epidemiologia, Universita di Pisa, Pisa,
Italia, 2Dipartimento di Malattie Infettive, Leiden University Medical Center (LUMC), Leid%!\‘M-Pharma, Bunnik,
4Dipartimento di Radiologia, Divisione di Medicina Nucleat UMC, e5Dipartimento di Patologia, LUMCOQlanda.

Studi recenti hanno dimostrato che il peptide N terminale della lattoferrina umana, A)H{&-Ln'eficace attivita diilling

in vitro verso ceppi diCandida albicandluconazolo resistenti. Nel presente studio sono stati valutati I'attivita antifungina di
tale peptide cationico verso un’infezione disseminata nel topo sostenuta da un ceapdidia albicangluconazolo resisten

te e i meccanismi alla base di tale attivita. | risultati hanno evidenziato che l'attivita antifungina del peptidelhlord$tia

una curva dose-ftto disposta a U. La scarsa attivita antifungina delle alte dosi di questo peptide (400x40k@P@oincide

con alti livelli di IL-10 in circolo, mentre le dosifefaci del peptide (0.04-4Qg/kg) sono associate a ridotti livelli sierici di
TNF-a e IL-6 rispetto ai topi non trattati’dnalisi istologica del numero e della dimensione dei foci infettivi in sezionidi tes
suto renale conferma i dati microbiologici. | topi riceventi un adeguato trattamento mostrano foci infettivi contenendii cellule
C. albicansprevalentemente in crescita blastoconidiale, mentre nei topi non trattati o trattati in modo inadeguato tali foci con
tengono principalmente forme filamentoseCdialbicans In accordo con questi dati, hLF(1)dn vitro inibisce in modo dose-
dipendente lo switching dei blastoconidi verso le forme filamento€e abicans

In conclusione, il peptide hLF(11) ¢ altamente &Eace verso infezioni disseminate sostenut€ dalbicanse tale attivita coin

volge sia gli efetti del peptide sulle cellule €. albicanssia sulle cellule del sistema immunitario dell’'ospite.
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ASPETTI DI MICOLOGIA NELLE ACQUE RICREAZIONALI DELLA PISCINA COMUNALE DI
PALERMO: RISUL TATI PRELIMINARI

M.E. Milici, C.M. Maida
Dipartimento di Igiene e Miabiologia — sezione di migbiologia- Universita di Palermo
Via del \éspo 127, 90133 Palermo

Le piscine comunali sono, generalmente, frequentate da un numero piuttosto elevato di persone con eta, condizioni di salute ed
igienico-sanitarie dferenti. Molto spesso, vengonoganizzati dei corsi particolari per donne gravide, bambini, portatori di
handicap ed anziani, maggiormente predisposti a contrarre infezioni da parte djanisror opportunisti e patogeni. In virtu

del fatto che centinaia di utenti frequentano le piscine ogni giorno, calpestano le stesse superfici e nuotano nellastessa acq
I'igiene delle superfici e la buona qualita delle acque sono requisiti fondamentali per la buona gestione di una piscina.

Il nostro studio presenta i risultati preliminari del monitoraggio della piscina comunale della citta di Palermo per quaanto rig

da i controlli micologici delle acque, dei sistemi di trattamento e delle superfici calpestabili della vasca copertaidella pisc
comunale. Sono statifeftuati 6 campionamenti, a distanza di un mese 'uno dall’altro, da Markgasto, nelle ore di mag

giore afluenza di utenza, e sono stati registrati i valori della temperatura dell’acqua, temperatura dell’aria, percentuale di umi
dita e concentrazione di cloro libero dell’acqua della vasca. | parametri micologici delle acque sono stati analizzati secondo
metodiche standard (Standards Methods for Examinativvatér andVastewaterl995), ovvero, tecnica delle membrane fil

tranti di volumi noti di acqua e successiva identificazione delle colonie.

Le analisi hanno evidenziato la presenza di specie appartenenti ai dermatofitligc@iporum sp, e Trichophyton menta
grophites e di altre specie qualAcremonium sp.Alternaria sp., Aspegillus sp., Candida sp., Cephalosporium sp.,
Cladosporium sp., @ptococcus lawenti, Penicillium sp., Phialophora sp., Pullularla sp., Rhodo@minuta, Tichospoon

sp.,, Trichoderma sp., Scedosporium spertiillium sp., Il ritrovamento di miceti potenzialmente patogeni, la loro resistenza

alle normali concentrazioni di disinfettanti utilizzati per le acque di piscina (ipoclorito di sodio, max 1,5 mg/l) e la darenz
parametri micologici inseriti nei controlli contemplati dalla normativa vigente, dovrebbe far aumentare I'attenzione mei confro

dei parametri micologici da ricercare nelle acque ricreazionali delle piscine pubbliche.

POTENZIALE EFFETT O PREBIOTICO DI OLIGOSACCARIDI ESTRA TTlI DAL BERGAMOTT O
(Citrus Bergamia Risso)

G. Mandalarjr, C. Nueno Palo%) K. Tuohys, A. Narba@, K. Waldror?, C.B. Fauldg, G. Bisignané

lDip. Farmaco-Biologico, Universitai Messina2Institute of Food Resealn, Nowich (UK),3Schoo| of Food Biosciences,
University of Reading (UK)

Il bergamotto Citrus begamiaRisso) e'un frutto tipico della provincia di Reggio Calabria (Italy), utilizzato prevalentemente

per I'estrazione dell'olio essenziale dalla buccialib essenziale di bgamotto e'ampiamente utilizzato nelle industrie-ali

mentari e cosmetiche, nonclie’campo farmaceutico anche per le sue propragtasettiche ed antibatteriche. La polpa diber
gamotto rappresenta circa il 60% del peso totale dei frutti processati e rimane come scarto principale, causando nhotevoli pro
blemi economici ed ambientaliuttavia contiene ancora composti ad alto valore aggiunto potenzialmente utilizzabili, come le
pectine.

Con il termine “prebiotico” vengono indicati gli oligosaccaridi non digeribili degli alimenti che sono selettivamente férmentat
nel colon, aumentando il numero di bifidobatteri e lattobacilli, noti per il Idedtefprotettivo contro agenti patogeni.

In questo lavoro oligosaccaridi pectici isolati dalla polpa djéentto mediante trattamenti enzimatici sono stati studiati per il

loro effetto prebiotico attraverso fermentaziamivitro con batteri della flora intestinale (colture pure e miste).

Gli oligosaccaridi pectici estratti dal lygmotto sono stati utilizzati come fonti di carbonio per colture pure, precedentemente
isolate da feci umane e caratterizzate mediante sequenziamento di regioni specifiche di 16S-rRNA. Le specie batteriche sono
rappresentate da Lattobacilli.(casei, L. paracasei, Lhamnosus, L. pentosus acidophilug, Bifidobatteri 8if. angulatum

Bif. longum, Bif. animalis, Bif. lactis, Bif. infantisClostridi C. perfringens, C. inocuum, C. ramoguiBacteroidesHKact. fra

gilis, Bact. distonis, Bact. ovatudJn modello originale di studio rappresentato da “colon intestinale( la parte prossimale, tra
sversa e distale del colon,)stato utilizzato, ", quale ecosistema microbiologico ideale per studiare la fermentazione-degli oli
gogalatturonati in colture miste.

| risultati hanno potuto dimostrare che gli oligosaccaridi dejdraotto hanno &tto prebiotico, stimolando la crescita di
Bifidobatteri e Lattobacilli ed inibendo quella di Clostridi e Bacteroidisdice prebiotico (Pl) efisultato superiore a quello
ottenuto con i frutto-oligosaccaridi, noti per il lordetfo prebiotico.
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EFFETTO DELLA BOMBESINA SULL'INFEZIONE DA HERPES SIMPLEX VIRUS IN CHERATINOCITI
UMANI
Perfetto B.1, Canozo N.1, Melifal, Stiuso 2, Carteni M.3Tufano M.A1.

Dipartimento di Medicina SperimentaitSezione di Micabiologia-3Sezione Biotecnologie, SUN.
2Dipartimento di Biochimica e Biofisica, SUN.

Il virus dell’Herpes Simplex (HSV) infetta alcuni tipi cellulari, in particolare, durante le infezioni primarie o ricoreecet |

lule taiget per eccellenza sono quelle epiteliali e/o neuronali.

HSV infetta cellule epiteliali delle mucose compresi i cheratinociti, inducendo infammazione, produzione di radicali liberi e
danno tessutale. Neuroni e cheratinociti presentano strette interazioni, attraverso, ad ed¢@pimdive growth factor) pro

dotto dai cheratinociti e attraverso neuropeptidi rilasciati a livello dei nervi periferici della cute che agiscono saitalfténzi

dei cheratinociti, fra i quali i peptidi correlati al gene della calcitonindlAl la sostanza,Pa bombesina etc. Btato dime

strato che la bombesina ha ufeetb proliferativo sui cheratinociti in assenza di EGF (Epitelial Growth Factor) edaitoef

sulla migrazione cellulare e sul riparo delle ferite.

Scopo del lavoro é stato quello di valutare, in un modello sperimentale che prevede I'uso di cheratinociti umani f&Cat, I'ef
to della bombesina sull'infezione da H3VLo stress ossidativo € stato valutato attraverso I'espressione di Malonil-dealdeide
(MDA), indice della perossidazione dei lipidi di membrana indotta dai radicali liberi, indici infiammatori come COX2 e IL-1
sono stati valutati mediante I'analisi dell’espressione genic§4RER. Sono state inoltre analizzate le eventuali modifieazio

ni citoscheletriche (actina e tubulina) in presenza di bombesina e bombesina e virus, con tecniche di immunofluorescenza. La

concentrazione di bombesina utilizzata 8814 scelta dopo esperimenti preliminari dose/risposta.

| risultati ottenuti, mostrano che la bombesina riduce di circa il 30% il numero di placche indotte daildiSafatinociti rispet

to al controllo, induce perossidazione lipidica di membrana e modula I'espressione di COX2 e IL-1. Fino a che punto il danno
ossidativo gioca un ruolo benefico per I'ospite nella limitazione dell'infezione virale & anganadante sconosciuto'effetto

di accelerazione del riparo della ferita, ottenuntwitro in esperimenti divound healingassociato agli &tti osservati sull'i

vasivita virale potrebbero far ritenere tale sostanza un rimeiitaad contro le infezioni da Herpes Simplex nella fase di-pene
trazione del virus e sul riparo del danno tessutale, suggerendo I'ipotesi di utilizzazione della molecola in associaerane alle

pie convenzionali.

IDENTIFICA TIONE E SENSIBILIT A’ ANTIBIOTICA DI BATTERI ISOLA TI DA PRODOTTI PROBIO -
TICI COMMERCIALIZZA TIIN IT ALIA

Milazzo, I., SpecialeA., Puglisi, S., Blandino, G.

Dipartimento di Scienze Miabiologiche e Ginecologiche, Universita di Catania.

Ai batteri probiotici viene riconosciuto un ruolo nella prevenzione e nella terapia di alcune patologie. Sempre piu-frequente
mente essi sono usati sia negli alimenti fermentati che negli integratori alimentari farmaceutici, ma la loro funziogatéa € le

ad alcuni requisiti ecologici quali la vitalita e la capacita di adesione. Lo scopo di questo studio € stato quello d& essminar
serie di prodotti definiti “probiotici” commercializzati in Italia, verificando se contenessero realmente i ceppi di ludti@ri di

rati sulle etichette, ed inoltre testare la sensibilita antibiotica dei ceppi isolati da questi prodotti.

Undici integratori alimentari e 5 yogurt probiotici, acquistati rispettivamente in farmacia e nei supermercati, sono stati esam
nati usando quattro diversi terreni di isolamento selettivo e impiegando condizioni di coltura standardizzate; I'idemtiéicazion
stata efettuata attraverso metodi convenzionali. La sensibilita antibiotica dei ceppi isolati dai prodotti esaminati & stata deter
minata mediante il metodo dell’E-test (ABBiodisk).

| nostri risultati dimostrano che 9 integratori alimentari e 2 yogurt probiotici indicano in etichetta specie che da nw non so
state isolate; ed inoltre abbiamo isolato patogeni potenziali dtictemonas miass | lattobacilli hanno mostrato una resi
stenza antibiotica specie-dipendente. Pactobacillus casei, L. salivarius L. plantaum & stata dimostrata una resistenza
intrinseca ai glicopeptidi. Una resistenza atipica alla penicillina si € ossentataditophiluse L.bulgaricuse all’eritromick

na inL. lactise L. salivarius E’ stato osservato un ampio range di MIC per cefalosporine e flurochimolama scarsa atti

vita degli aminoglucosidi nei confronti dei ceppi dict@bacillusisolati. Due dei quattro ceppi isolati dBifidobacterium
mostrano un’alta resistenza al trimethroprim/sulfametossazolo e ai fluorochinoloni.

In conclusione i nostri risultati indicano che, nelle etichette dei prodotti probiotici esaminati, viene segnalata lagirgzenza

cie che noi non abbiamo isolato, ed in alcuni casi questi prodotti sono contaminati da potenziali patogeni. Sebbene la resisten
za antibiotica dovrebbe essere auspicabile nei ceppi batterici impiegati per i prodotti probiotici, che appunto sondnutilizzati
concomitanza all'assunzione di antibiotici, bisogna tener conto del fatto che la resistenza all’eritromicina e alla penicillina
potrebbe essere trasferita a migaotismi presenti nel tratto intestinale.
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CRESCITA DI ASPERGILLUS OCHRACEUS E PRODUZIONE DI OCRATOSSINA A IN ARANCE
ROSSE CITRUS SINENSIS§ CULTIVAR TAROCCO.

A. Marino, C. Fiorentino, G. Bisignand, Nostro, M.A. Cannatelli, FPizzimenti, G. Crisafi.

Dipartimento Farmaco-Biologico, Sezione di Mibiologia. Universita degli Studi di Messindal S. SAnnunziata 98168
Messina.

L'Ocratossind (OTA) € una micotossina, con proprieta nefrotossiche, cancerogene, teratogene e immunosoppressive, perico
losa per la salute dell'uomo. Il regolamento (CE) definisce i tenori massimi consentith dieDdereali, nella frutta secca della

vite, nel café, nel vino e prevede di fissare, in base ad una valutazione aggiornata dei rischi, il massimo consentito-in altri pro
dotti alimentari. tobiettivo di questo studio & stato quello di valutameyitro, la crescita dAspepillus ochraceuse la produ

zione di OcratossinA in lesioni su arance ross€ifrus sinensiscultivar Tarocco. linfezione € stata causata inoculandgd5

di una sospensione di circa 5 >€6]:f.bore/m11 di A. ochraceu$NRRL 3174 in lesioni precedentemente provocate nell’albedo.

Le arance infettate sono state incubate a 4, 20@.ZBalla superficie delle arance incubate a 26 €28ono state rimosse

delle sezioni discoidali, includenti le lesioni, per I'estrazione della tossina dopo 7 e 14 giorni rispettivamente. bsttea]ipi

succo d’'arancia agarizzato sono state seminate per verificare la crescita della layfroduzione di tossina nella polpa. Un
saggio immunoenzimatico (ELISA) e stato utilizzato per I'analisi quantitativa della tossina estratta dai campioni conuna misce
la di metanolo e acido formico. | risultati sono stati elaborati mediante interpolazione. La créscaahdaceug stata riscon

trata a 20 e a 2€ sia nelle lesioni che nella polpa. La concentrazione di Ocrat@sgimesultata maggiore alla temperatura di

26 C. Aspegpillus ochraceudra i cosiddetti “storage fungi” puo rappresentare un alto rischio di contaminazione per le arance
durante lo stoccaggio e la trasformazione industriale.

ECOLOGIA MICROBICA DELLA QUERCIA DA SUGHERO MEDIANTE COMMUNITY LEVEL
PHYSIOLOGICAL PROFILE (CLPP)

R. Marongilﬁ, G. Garaﬁ, M. Careddg, M.G.SannB e P Deian®
A Dipartimento di Potezione delle Piante, Universita di Sassarie Ualia, 39 - 07100 Sassari

B Dipartimento di Scienz&mbientaliAgrarie e Biotecnologiégro-Alimentari, Universita di Sassari.J¥ Italia, 39 - 07100
Sassari
Indirizzo e-mail del primo auter rmamong@uniss.it

Riassunto

Nell’ambito del progetto INTERREG IIl “Suberex” sono state intraprese una serie di attivita di studio e monitoraggio-del patri
monio boschivo &ueicus subeL. in due aree a vocazione subericola della Sardegna centrale al fine di individuare degli indi
catori utili ad indirizzare scelte gestionali sostenibili e garanti della biodiversita. In questo contesto € stata reddittzéiz u

di monitoraggio della componente microbica associata alla rizosfera di pightsubempresenti in nove siti contraddistinti da

diverse forme di gestione del soprassuolo. Sono state considerate sugherete sottoposte a lavorazioni, prive della componente
arbustiva, percorse da incendio e pascolate. | campionamenti sondetiai@eiel periodo primaverile in cui I'attivita micro

bica & massima.

La caratterizzazione della versatilita catabolica e funzionale dei éerismi presenti nei diversi siti & statéettfiata tramite

I'analisi del profilo metabolico (Biolog CLREommunity Level Physiological &file).

| risultati ottenuti hanno evidenziato che le comunita microbiche presenti nei siti ove I'impatto antropico era limitai® al pas

lo con un carico di bestiame sostenibile presentavano una maggiore attivita e diversita metabolica rispetto ai siti dion carico
bestiame eccessivo. | siti in cui sono state eseguite delle lavorazioni presentavano valori piu bassi dei parametri considerati
rispetto a quelli riscontrati nei siti non lavordtnche i siti percorsi da incendio presentavano attivita e diversita minori. tn defi

nitiva i siti nei quali i microganismi hanno mostrato una maggiore attivita e diversita funzionale sono stati quelli gestiti in modo
equilibrato e non percorsi da incendio.
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NUOVO SAGGIO PER LA VALUT AZIONE DELL 'INIBIZIONE DELLA TRASCRITTASI INVERSA DI
HTLV-1

Balestrieri EL, Sciortino M.TZ, Barbagallo L1, Macchi BL, MastinoA.2

1Dip. di Neupscienze, Univdi Roma “®r \ergata’, Roma;zDip. di Sc. Micobiologiche, Genetiche e Molecolari, Unili
Messina, Messina.

L'HTLV-1, retrovirus umano associato con malattie linfoproliferative, & in grado di replicarsi, come tutti i retrovirus, grazie
allattivita di una trascrittasi inversa TlRvirale. La capacita di composti nucleosidici o non-nucleosidici di inibire la replica
zione di HTL/-1 e stata dimostrata in vitro da noi ed altri autori mediante vari saggi. Per migliorare la possibilita di indagare
I'efficacia di composti attivi verso HM-1, abbiamo messo a punto e standardizzato un nuovo saggio “cell-free” specifico per
la RT di HTLV-1. Il saggio si basa essenzialmente su una reazione standdrP@iRRspecifica. Come stampo per la retro
trascrizione, abbiamo utilizzato del’RNgolato da cellule trasfettate stabilmente, esprimenti ectopicamente la glicoproteina D
(gD) of HS\A1. Come fonte di Rdi HTLV-1, abbiamo utilizzato una preparazione cruda derivata da cellul2dvidhicamente

infette da HTWV-1. Per valutare I'attivita di inibizione dellalRli HTLV-1 la reazione di RPCR ¢ stata eseguita dopo aggiun

ta di varie concentrazioni di farmaci di cui era gia nota la capacita di inibizione d@ellaHILV-1, come |aAZT, o di farma

ci potenzialmente in grado di svolgere tale azione, quali il 3TC, il tenofovir o alcuni fosfonati nucleosidici di nuovd sintesi
composti nucleosidici o nucleotidici sono stati preattivati in vitro mediante esposizione ad un estratto acellulare dofinfomon
citi di sangue periferico. Il saggio é stato eseguito predisponendo adeguati controlli per verificare 'assenza diratiigita ret
scrittasica o di inibizione aspecifiche. | risultati hanno mostrato che: i) la preparazione da cellidelTminava una evi

dente attivita di retrotrascrizione specifica, ii) I’Adltenofovir e alcuni dei nuovi composti preattivati erano capaci di-inibi

re I'attivita della R di HTLV-1 gia a concentrazioni originali 0.1-10 nM. Questo nuovo saggio, semplice e relativamente eco
nomico, puo risultare molto utile per un rapido screening di nuovi prodotti antivirali dotati di attivita specifica avEHTL
condizioni di biosicurezza, senza utilizzazione di virus infettante.

CARATTERIZZAZIONE PRELIMINARE DI LAB PRODUTT ORI DI BATTERIOCINE ISOLA TI DA
SALSICCIA SARDA TRADIZIONALE.

Merella Roberto, Mangia Nicoletta, Bsarau Giovanni, Mgria MarcoA., Deiana Pietrino.

Dipartimento di Scienz&mbientaliAgrarie e Biotecnologidgroalimentari.

La salsiccia sarda tradizionale & caratterizzata da una microflora fermentante costituita principalmente da batterBpttici (LA
micrococcaceae e lieviti. Fra le azioni importanti dei LAB, oltre all'azione fermentante risulta importante quella battericida
possono esplicare nei confronti dei batteri patogeni.

La crescente domanda, da parte del consumatore, di prodotti senza I'aggiunta di conservanti ha portato tra le varie conseguen
ze ad una rivalutazione delle batteriocine come antimicrobici naturali e quindi ad un maggiore interesse verso I'impiego, nei
processi produttivi, di batteri lattici produttori di batteriocine.

Scopo di questo lavoro & quello di ottenere una banca di batteri lattici produttori di batteriocine attive contro i bggeri pat
potenzialmente presenti nei prodotti carnei.

La ricerca, da considerarsi preliminare, & stata condotta su campioni di salsiccia sarda proveniente da tre zone delta Sardegna
in diverse fasi di stagionatura (7 e 21 gg). Dei complessivi 150 stipiti di LAB isolati 50 sono stati caratterizzati gardieloci
crescita, attivita acidificante e capacita a produrre batteriocine (agar vitgsiatif method).

Al fine di valutare I'attivita batterida dei LAB sono stati impiegati come cepgeétdristeria monocytogenes, Salmonella cho
leraesuis subsp. typhimurium, Staphilococcus aus subsp. aureus, Escherichia coli, Lactococcus lacssbsp. lactis,
Propionibacterium feudeneichii subsp. freudeneichii, Propionibacterium acidipspionici, Piopionibacterium thoenii,
Propionibacterium feudeneichii subsp.shermanii, Popionibacterium jensenii, Leuconostoc mesentiessubsp.cremoris,
Pediococcus acidilactici, Lactobacillus aatus e Lactobacillus plantam.

Fra i ceppi saggiati 25 hanno mostrato una attivita batterida nei confronti di almeno una gpefcie tar

13 ceppi nei confronti diactococcus lactisubsplactis,

9 ceppi nei confronti dPropionibacterium feudeneichii subsp freudeneichii,

8 ceppi nei confronti dbalmonella choleraesugibsptyphimurium,

1 ceppo nei confronti dPropionibacterium acidipspionici,

1 ceppo nei confronti dPropionibacterium thoenii.

Un unico ceppo, cd21, ha mostrato attivita inibente nei confronti di tre diverse specigetditastococcus lactisubsplac-

tis, Salmonella choleraesussibsp typhimuriume Propionibacterium thoenii.
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STUDIO DELL’EFFICACIA DI BIS-(-1-HYDROXY -2,2,6,6,-TETRAMETHYL-4-PIPERIDINYL)
DECANDIOATE IN UN MODELLO MURINO DI SHOCK SETTICO.

IA.T. PalamardlL. Nencioni?R. Sgarbant?—,G. Febbrarc?,C. D’Agostini,3M. Mattei,zE. Garaci.
1Dip. Sc. San. Pub., UnRoma “La Sapienza"’-fDip. Med. Spe13Cent|0 Sex. Intedip. SR, UnivRoma “Tor \ergata”

La sepsi € una sindrome clinica definita come una risposta sistemica dell'ospite ad una severa infezione ed e associata con un
alto grado di mortalita in tutti i pazienti ospedalizzati ed in terapia intensiva. Molti degli eventi fisiopatologici kst

ci sono dovuti alla capacita dell’endotossina batterica (LPS) di indurre cellule ematiche ed endoteliali a rilasciare numerosi
mediatori dell'infiammazione fra cui citochine pro-inflammatorie caé-a e radicali liberi dell’ossigeno (ROS)aumento
intracellulare di quest'ultimi provoca un’alterazione dello stato ossido-riduttivo in senso pro-ossidante che pud indurre danni
diretti a varie strutture cellulari (membrane, acidi nucleici, proteine). La correzione dello stress ossidativo, quinsiéntappre

un obiettivo importante per il controllo dell’evoluzione del quadro clinicoxd®, infatti, che I'aggiunta di sostanze antiossi

danti previene il danno cellulare dovuto alleccesso dei ROS ed interferisce con fasi precoci del processo infiammatorio.
Nonostante la mole di studi sul meccanismo di molecole coinvolte nella patologia dello shock settico, ad oggi non sono state
ancora identificate strategie terapeutiche di redieaefa.

L'obiettivo dello studio € consistito nella valutazione defiGeftia terapeutica di bis-(1-hydroxy-2,2,6,6,-tetramethyl-4-piperi
dinyl)decandioate, molecola nota per la sua attivita antiossidante, in un modello murino di shock setticé\dal fiR8, topi

BALB/c femmine sono stati trattati i.p. con dosi di LPS che provocavano una mortalita del 90% (DL90) o del 50% (DL50) e,
dopo 20 minuti, sono stati inoculati i.p. con il farmaco alla dose di 1 mg/topo.

| risultati ottenuti hanno indicato che la somministrazione della molecola, inoculata nel modello con una DL90, incrementava la
sopravvivenza dei topi del 40%. Nel gruppo di animali trattati con la DL50, la stessa dose di farmaco era in grado di indurre |
sopravvivenza del 100% degli animali. Inoltre, al fine di valutaréeltef della molecola sulla risposta inflammatoria, sono stati
dosati i livelli sierici diTNF-a mediante test-ELISA. Il dosaggiofegfuato su campioni di sangue prelevati dal plesso retre-orbi

tale di animali trattati o non con I'antiossidante, ha indicato che la quaritiNFda nei topi trattati con bis-(1-hydroxy-2,2,6,6,-
tetramethyl-4-piperidinyl)decandioate diminuiva significativameRte0(003) rispetto a quella nel gruppo di controllo.
Complessivamente i risultati ottenuti mostrano che bis-(1-hydroxy-2,2,6,6,-tetramethyl-4-piperidinyl)decandioate & altamente
efficace nel proteggere gli animali dallo shock settico da LPS e nel ridurre il rilascio di mediatori dell'infiammaziorne sugge
rendo il potenziale utilizzo di molecole ad attivita antiossidante nel trattamento dellansepai

EFFICACIA DI UN NUOVO IRRIGANTE NEL TRATTAMENT O DI CANALI RADICOLARI INFET -

TATI CON ENTEROCOCCUS RECALIS

Rachele Neglia Emanuelémbu*, Luciano Giardino# , Elisabetta Blasi

° Dipartimento di Scienze Igienistiche, Microbiologiche e Biostatistiche , Universita di Modena e Reggio Emilia;* Clinica
Odontoiatrica, Policlinico di Modena; # Universita di Brescia

Intr oduzione | principali obiettivi del trattamento di canali radicolari infetti (rimozione meccanica della polpa e trattamento
con irriganti endocanalari) sono I'eliminazione dei migeatismi presenti nei canali e nei tubuli dentinali e la prevenzione della
ricontaminazione dopo trattamento. Le terapie endodontiche consistono pertanto nella gestione di un problema microbiologico
rappresentato soprattutto @andida albican® daEntecoccus faecalisnaerobio facoltativo e generalmente resistente agli
antimicrobici, isolato da infezioni pulpari e con frequenza molto maggiore (48.5% dei casi; &etin2002) in caso di fal

limento della terapia endodontica associata alla persistenza batterica in recessi e diverticoli dei denti trattati.

Si riportano i dati di uno studio preliminarevitro sull’efficacianei riguardiE. faecalisdi un nuovo irriganteTetraclean (costi

tuito da un derivato della tetraciclina, un acido e un detee) rispetto all'ipoclorito al 5.25% attualmente utilizzato.

Materiali e Metodi - Valutazionen vitro dell'attivita dell'irrigante su ceppi (di recente isolamento e di collezion€). dibi

canse E. faecalisn funzione della concentrazione (per diluizione su agar secondo NCCLS) e del tempo di contatto (in sospen
sione). E'stata inoltre valutata (per conta vitale) I'attivita, nel tempo e a 2 diverse temperature d'impiego, su denti monoradi
colati (estratti, decoronati, sagomati a diametro apicale 0.20 mm, sterilizzati) infettati per 24 Bréaswalis

Risultati - In vitro, Tetraclean si € rivelato ancora attivo sui cepfii.daecalisfino all'intervallo di diluizione 1024 (pari a 9,7

mg/L di antibiotico) - 2048; diversamente, ipoclorito (5,25%), inibisce solo il 50% dei ceppi. In studi di sopravvivenza in fun
zione del tempo di contattdetraclean provoca un abbattimento della conta vitale di 3 log &rto a 5 log in 10'. Nel dente
infettato, Tetraclean determina I'abbattimento completo delle CFU (100% dei denti) con tempi diversi in funzione della tempe
ratura, Iipoclorito consente una ricolonizzazione nel 20% dei denti trattati.

Conclusioni - Lo studio fornisce indicazioni preliminari sulla particolarécetia delTetraclean nel controllare la presenza
microbica all'interno dei canali radicolari, incluo faecalispiu favorito dall'ambiente.

SOCIETA ITALIANA DI MICROBIOLOGIA =




ANALISI PROTEOMICA DI NEISSERIA MENINGITIDIS SIEROGRUPPO B MC58

Paola Stefanelli*, Giuseppina Mignogna#ianna Neri*, Alessandra Gi@i#, Gianni Colotti§,Bruno Maras#, M.Eugenia
Schinina#

* Dipartimento Malattie Infettive, Istituto Superédi Sanita’, Roma

# Dipartimento Scienze Biochimiche “A. Rossi Fanelli” Universita “LaSapienza” Roma

§ Istituto Biologia e Patologia Molecolari C.N.R. Roma

Neisseria meningitidis, causa di setticemia e meningite, rappresenta uno dei principali fattori di mortalita e morbitlita soprat

to nei bambini di eta inferiore a 5 anni.

L'analisi genomica del ceppo MC58 di meningococco di sierogruppo B, ancora orfano di un vaccino “universale”, ha reso pos
sibile I'identificazione di 2158 geni, anche se molte delle Open Reading Frames (ORFs) sono tuttora prive di funzioni assegna
te. Il presente studio ha utilizzato il sierogruppo B di N. meningitidis per realizzarne una mappa di riferimento prote@omica. U
catalogo dfdabile e rapido delle proteine espresse in N. meningitidis di sierogruppo B in diverse condizioni di crescita, & stato
ottenuto mediante un’analisi del proteoma basata sull’'uso di minigels 2-DE in seguito ad una particolare procedura-di fraziona
mento proteico.

In particolare, la sospensione batterica (circa 2McF) e stata sonicata per 10Geg, add@po un pretrattamento con 150 U di
DNasil (Roche Diagnostic), € stata centrifugata a 14000 x g per 10 iih &hgdupernatante ottenuto (fraziog e stato desa

linizzato con un kit PlusOne 2D clean-up (Amersham Biosciences) e risospeso infti8ri@l, urea 5M, tiourea 2M, CHAPS

2% p/y DTT 50mM, anfoliti con range di pH da 3 a 10 0.2% v/v (Bigds, Bio-Rad), bromofenolo 0.001% papH 7.4, men

tre il pellet, risospeso in 40mNkis HCI, urea 8M, CHAPS 2% w/\DTT 50mM, Bio-Lytes ph 3-10 0.2% vAEDTA 1mM e

inibitori delle proteasi 0.3 mg/mL, a pH 7.4, e stato nuovamente centrifugato. Il supernatante (frazione B) e
stato a sua volta risospeso con lo stesso tampone utilizzato nel passaggio estrattivo precedente (C).
L'approccio combinato di prefrazionamento estrattivo, uso di mini-gels 2-DE e MAGBIRE permesso di identificare 238
proteine, derivate dal® geni, con diverse funzioni cellulari. Il metodo utilizzato in questo studio, pit rapido ed economico di
quelli tradizionali, ha portato inoltre, ad identificare 33 proteine non annotate in precedenti studi di proteomica seainiati
sierogruppi di N. meningitidis, ed a indicare per esse una specifica funzione. Questo metodo potra essere utilizzatio per analis
comparative relative alla composizione proteica presente in N.meningitidis in diverse condizioni di crescita, pH, stress o ade
sione a cellule dell'ospite e quindi per la conoscenza di come questo batterio sia in grado di rispondere ai cambiamenti ambien
tali e/o a trattamenti farmacologici durante I'infezione dell'ospite.”

IL 3-O-METHYLFUNICONE, PRODOTT O DA PENICILLIUM PINOPHILUM, INIBISCE LA MOTILI -
TA’ DELLE CELLULE MCF-7 RIDUCENDO L 'ESPRESSIONE DELLINTEGRINA aVR5.

*E. Buommino, *M. Orlando, *A. De Filippis, 8\Cozza, *M. Petrazzuol6M. Boccellino,°L. Quagliuolo, $R. Nicoletti,
*M.A. Tufano

*Dipartimento di Medicina Sperimentale-Sezione di bhinlogia, SUN.

°Dipartimento di Biochimica e Biofisica, SUN.

§Dipartimento di Strategiédziendali e Metodologie Quantitative, Universita degli Studi di Napoli , Federico II.
$istituto Sperimentale debbacco, Scafati (NA)

Le integrine e le metalloproteinasi (MMPs) hanno un ruolo importante nel regolare i processi alla base della migrazione delle
cellule tumorali, mediando I'attacco alla matrice extracellulare. Lo scopo di questo lavoro é stato quello di dimosBare se il
O-methylfunicone (OMF), prodotto dal fundRenicillium pinophilum avesse la capacita di interferire nella proliferazione e
nella matilita delle cellule tumorali di mammella. Sono state adoperate cellule epiteliali derivate da carcinoma mammario
(MCFT7) e cellule epiteliali di mammella normale (MCF10).

La proliferazione delle cellule MCF7 trattate con 80 mg di OMF diminuiva del 36% dopo 24 ore di trattamento, rispetto al con
trollo. Gli stessi d&tti non erano evidenti sulle cellule MCF1Allo stesso modo studi di motilita, analizzata mediante-cine
matografia “time lapse’inostravano che solo le cellule MCF7, trattate con OMF per 24 ore, subivano un arresto nella migra
zione. Questo &tto non si verificava sulle cellule MCF-10. Poiché € noto che l'inibizione della matilita cellulare & associata
ad una modifica della forma cellulare e della distribuzione delle fibre di tubulina, siamo andati a verificare le everifuali mod
che a carico del citoscheletro, utilizzando anticorpi fluoresceinati anti tubulina. Questo saggio ha confefetimte&ksdttivo

della sostanza nei confronti delle cellule MCF7 evidenziando una nuova distribuzione delle fibre di tubulina, con evidente modi
fica della morfologia cellulare, rispetto al controllo non trattato o alle MCF10. Inoltre, abbiamo dimostrato che il magibolita

sce inibendo la secrezione delle MMP9 nelle cellule MCF7 trattate, e riduce I'espressione della infé86nénfine, € stato
riscontrato che 'OMF inibisce fortemente I'espressione dei geni survivin e hTER

I risultati di questi studi indicano che I'OMF inibisce la motilita cellulare attraverso la modulazione dell'integfae ridu

ce la secrezione della MMPQiiribizione dei tipici markers di progressione tumorale quali hTERsurvivin nelle cellule

MCF-7, associata alla mancata attivita sulle cellule non tumorali MCF-10, propone un potenziale uso dellOMF nella terapia
anticancro.
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LA VIOLACEINA COME RISPOSTA ALLO STRESS AMBIENT ALE IN JANTHINOBACTERIUM LIVI -
DUM

Fabrizio Pantanella, Francesca Berlutti, Claudio Passariello, Serena Sarli, Clara Morea, Serena Schippa.
Dipartimento di Scienze di Sanita Pubblica, Universita di Roma‘“La Sapienza”, piakadl@o 5 — 00185 Roma, Italia

Janthinobacterium lividund@ un microganismo gram negativo, mobile, aerobio, comunemente presente nel suolo e five lacu
stri. Nonostante il suo habitatlividumriveste un interesse di carattere medico in seguito alla recente segnalazione di alcuni
casi di setticemia, ed in quanto produttore di metallo-R3-lattamasi. Caratteristica peculi¢ixeéddime la produzione di un pig

mento viola noto come violaceina.

La maggior parte delle conoscenze sulla violaceina provengono da studi eseGuitbrsobacterium violaceurocalizzati

sulle proprieta chimiche e farmacologiche del pigmento.

E’ stato dimostrato che la violaceina ha un’attivitd antibatterica, antivirale e antitumorale, inoltre recentemente é zfata utiliz

ta per colorare fibre sintetiche e naturali.

Al fine di comprendere la funzione fisiologica della violaceind.lividum,abbiamo seguito la sua produzione in diverse con
dizioni di crescita. | nostri risultati indicano che la produzione del pigmento violaceina dipende dalla fonte di carbio e da
condizioni di agitazione della coltura. In aggiunta abbiamo osservato una correlazione diretta tra capacita adesiva, produzione
di biofilm e pigmento.

La produzione di violaceina sembra inoltre direttamente proporzionale alla concentrazione di ampicillina aggiunta nel mezzo,
suggerendo che la violaceina potrebbe essere coinvolta nella risposta allo stress ambientale e contribuire alla paesistenza bat
rica in ambienti sfavorevoli. In tal senso possono essere ricondotte le osservazioni fatte sulla \tdlitalain nella tarda

fase di morte della curva di crescita. Cellule pigmentate infatti sopravvivono pit a lungo di quelle che non hanno prodotto vio
laceina.

Attivando espressioni geniche e inibendone altre i batteri reagiscono agli stress ambientali, in questo modo sopravvivono alle
diverse pressioni selettive operate dai cambiamenti fisico-chimici tipici del’ambiente naturale, aumentando le probabilita di
conservazione della specie.

La produzione della violaceina potrebbe avvantaggialigidumin condizioni di crescita sessili, correlate all'adesione al sub
strato, aumentando i tempi di sopravvivenza del ngenoismo in condizioni “temporaneamente” sfavorevoli.

CARATTERIZZAZIONE DI ATTINOMICETI, PRODUTT ORI DI SOSTANZE AD ATTIVIT A’ ANTI -
BIOTICHE VERSO MICOBATTERI MDR, TRAMITE TECNICA AFLP.

V.A. Gennarino, S. Reale, S. Caracapp¥iifele, e FMisuraca*.

Istituto Zoopofilattico Sperimentale della Sicilia, Palermo

*Dipartimento di Biologia Cellulag e dello Sviluppo, Universita di Palermo

sreale@pa.izs.it

Gli autori di questo lavoro illustrano un’analisi tassonomica e filogenetica di attinomiceti di nuovo isolamento che mostrano
attivita antimicrobica contro alcuni ceppi di micobatdibR (Multi Drug Resistantresistenti ai classici antibiotici. Sono stati
studiati in particolare, 6 ceppi denominati: 6VS, 5DN, 17PO, 2B®, 31VS, in base alle proprieta inibenti i Micobattéri

ceppi sono stati sottoposti ad analisi di “fingerprinting” molecolare medid#itP (Arbitrary Fragment Lenght Polymorfism)

che utilizza coppie di “primer” scelti in base al rapp@&TdGC dei cromosomi batterici/dnalisi dei dati & stata sviluppata con
l'ausilio del software “genescan” che si basa sulla registrazione dei tempi di uscita dei picchi relativi alle varie lvaplite di a
ficazione. Le bande visualizzate riflettono lafeliénte e caratteristica distribuzione dei siti per alcuni enzimi di restrizione
(Msel e EcoRl). La successiva analisi dei ferogrammi evidenzia particolari picchi, peculiari per diMAnNi ceppi esami

nati, cosi come le altezze dei picchi relativi ai frammenti di restrizionso dell'indice diJaccad (S;K) ha permesso di riuni

re i dati in una matrice bidirezionale in cui gli indici, calcolati sperimentalmente, rappresentano un parametro di thstanza fi
genetica relativa tra i ceppi. Il programma “Cluster” permette poi di ottenere varie forme di rappresentazioni grafiche. Questo
sistema ci permette di visualizzare e calcolare in maniera intuitiva le distanza genetiche tra i vari ceppi, o il gratdeldi pare
relativamente alla distanza fisica dei diversi luoghi di isolamento. | ceppi in oggetto derivano, infatti, dal suolo & sutie sta
viduati in terreni altamente contaminati dove la pressione selettiva ha permesso lo sviluppo solo degli stipiti maggis¥mente r
stenti a insidie di vario genere. La ricerca ha quindi permesso di sviluppare un sistema di indagine utile alla crenaione di u
banca dati implementabile in funzione di nuovi isolamenti e dalla quale si evincono informazioni sull'identita degli stipiti.
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AUMENT ATA ESPRESSIONE DI BCL-2 IN CELLULE WEHI-3B/CTR CON SPECIFICA

RESISTENZA A TOSSINA COLERICA.

Augusto Pessina (1), Cristina Croerafjanna Bonomi(1), Laura Daprai(1) Loredana Cavicchin#lgssandro Raimondi(1),
RosaliaTicozzi (1) e Maria Grazia Neri (1).

(1)Istituto di Micobiologia, Facolta di Medicina e Chirgia, Universita degli Studi di Milano.

(2)Ecvam , Joint Resedr Cente, Ispra (@ ) , Italy.

La diversa sensibilita di cellule animali all'azione di tossina colerica (TC) sulla crescita e sulla proliferazione cilkraie d

dal tipo di recettore gangliosidico di membrana presente , fdaetifi meccanismi di traduzione attivati e probabilmente anche

dalla attivazione di meccanismi di resistenza . In precedenti studi si & osservato che cellule di leucemdERIKEE sti

molate con tossina colerica, accumulano cAMRacellulare mentre cellule resiste'fEHI 3B/CTR (prive di ganglioside Gal-
Gal-NacGM1b) non mostrano alcun significativo aumento di cAMRjuesta nuova ricerca si e studiatofétd diTC su:
clonogenicita in vitro , valore di Population Doublifigne (PDT), apoptosi, attivazione di Proteina Kirfagid espressione

di Bax e Bcl-2 nelle due linee cellulari ( parentale e subclone resistéate a

In cellule WEHI-3B il notevole accumulo di cAMdotto daTC sembra altamente correlato alla attivazione di Padlrau-

mento del valore di PDTalla inibizione della clonogenicita ed allimponente fenomeno di apoptosi. Il trattamento con H-89
inibisce I'attivazione di PKAla parte difC ma non protegge le cellule dalla apoptosi e dalla inibizione della proliferazione.

In cellule resistenti (WEHI-3B/CTR) la stimolazione ¢b@ non produce aumento di cAMEi PDT non provoca apoptosi e

non attiva la PKA. In queste cellule, resistenti alla apof@sindotta, si osserva un notevolmente aumento dell'espressione

di BCL-2 che,tuttavia, non € in grado di proteggere le cellule da apoptosi se indotta con altre sostanze come ciprofloxacina
(CPX).Anche un subclone specificamente resistente a CPX (WEHI-3B/CPX ) presenta una aumentata espressione di BCL-2
e, a sua volta, non e protetto dalla apoptosi indottd €on

Considerati globalmente questi risultati suggeriscono il ruolo dell’attivazione didakoarte dirC nell'inibizione della pre

liferazione cellulare WEHI-3B indicando che I'aumentata espressione di BCL-2 nel subclone resistéhteantribuisce a
proteggere specificamente queste cellule dalla apoptosi indotta dala tossina.

L'omogeneita genetica di questo modello cellulare costituito dalla linea parentale sensibile e da due subcloni con resistenza
specifica non crociata , ver§& e CPX , rappresenta uno strumento interessante per meglio comprendere le relazioni esistenti
tra i meccanismi di traduzione del segnale indotto d& Cdspressione e la funzione di BCL-2 in queste linee cellulari.

POSSIBILE RUOLO DEL POLIOMAVIRUS UMANO BK NELL 'INDUZIONE DELLA TRASFORMA -
ZIONE DI CELLULE DI TESSUTO PROSTATICO UMANO: STUDIO MOLECOLARE.

V. Pietropaolé, M. Mischitellil, D. Fioritil, E.Anzivinol, E Di Monacc?, A.M. Degene@, R. Nardac(f}, M. Piacentirﬁ_’,
G. Russ8'/, A. Giordan®:7, F. Chiarinil, F. Di Silveric?.

1Dip. Scienze di Sanita Pubblic%)ip. Urologia, 3Dip. Medicina Sperimentale e Patologia, UAia Sapienza” Roma4ist.
Nazionale per le Malattie Infettive “LazzarSpaIIanzani”,5Dip. Biologia, Univ‘Tor \kergata” Roma.Slst. Sbaro per la

Ricerca sul Canon e Medicina Molecola, Cento di Biotecnologie, @mple UniversityPhiladelphia, USA,7Dip. Patologia
Umana e Oncologia, Uniwdi Siena.

Il poliomavirus umano BK (BKYV), isolato nel 1971 dalle urine di un paziente sottoposto a trapianto renale, infetta 'momo nel
l'infanzia con una sieroprevalenza del 70%—-80% nell’eta addiitdezione primaria decorre in maniera subclinica. Nell'ospite
immunocompetente il virus persiste probabilmente a livello renale allo stato latente. B Bi€t6 anche associato a feneme

ni di trasformazione neoplastica (tumori cerebrali, insulinomi, carcinomi renali, tumori della préstated.se una relazione
causale ancora non € stata dimostrata, il ritrovamento deldDRKV in questi tumori permette di ipotizzare un ruolo del virus

in tali neoplasie. Le proteine virali precoci (AgeRg-t) sono coinvolte nella trasformazione oncogénetavia la sola espres

sione dell’Ag-Tnon sembra sfitiente per I'induzione della trasformazione neoplastica che si ottiene invece mediante intera
zione con altre proteine cellulari, come p53. In questa ricerca € stata studiata la possibile correlazione tra infezioee da BKV
induzione e progressione del carcinoma della prostata, in campioni di adenocarcinoma prostatico. | tumori, classificati secondo
TNM e Gleason (GS), sono stati analizzati per la presenza di sequenze.ds@&i/state eseguite PCR con primer specifici

per 'Ag-T e analisi immunoistochimiche con anticorpi specifici AgrT, p53 e transglutaminas Il (TG2). | risultati hanno
mostrato che 4/6 campioni erano positivi per sequenze genomiche codiigang negli stessi campioni le analisi immunoi
stochimiche hanno evidenziato la presenza della proAgjfia Si & poi riscontrata un'associazione del GS con 'espressione di

p53 eTG2, entrambe considerate marcatori per 'adenocarcinoma prostatico. Sebbene i nostri risultati avvalorino l'ipotesi di un
coinvolgimento di BKVnella tumorigenesi della prostata, lo studio di un maggior numero di campioni € necessario per chiari
re il ruolo svolto dal virus nelihnesco o nella progressione neoplastica delle cellule prostatiche.
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ATTIVIT A" ANTIMICROBICA DELL’'OLIO ESSENZIALE DI BERGAMOTT O SUPROPIONIBECTE-
RIUM ACNES

F.C.PizzimentiA.Marino, A.Nostro,A. Pizzimenti*,V.Sdrafkakis,

Dipartimento Farmaco-Biologico- Facolta di Farmacia —Universita di Messina

* Dipartimento di Sanita Pubblica — Facolta di Medicinet&finaria- Universita di Messina

Riassunto

Gli oli essenziali sono una miscela di composti volatili, prevalentemente costituiti da terpeni e loro derivati ossigdinati, alc
esteri e composti carbonilici ,prodotti da molte piante o da loro frutti.

Gli oli essenziali sono stati usati ,per molti scopi, gia da tempo nella medicina tradizionale di molti Paesi e da parsicchi ann
sta indagando sulle loro attivita terapeutiche. In particolare ultimamente € stata studiata I'attivita antimicrobica tantro bat
funghi e lieviti.(Pai and Platt 1995,Rtzzimenti 2000) e sono state condotte ricerche per le potenziali applicazioni nell’indu
stria cosmetica (FPizzimenti 2004) ed alimentare con attivita conservante (Smith-Palmer 1998) dell'olio essenziae di ber
motto, agrume che cresce solo in una stretta fascia costiera della provincia di Reggio Calabria.

In questo lavoro € stata valutata I'attivita antibatterica dell’'olio essenzialegdirbetto ottenuto come sottoprodotto della favo
razione dello stesso con il metodo “Peratoner” coRtapionibacterium acnesagente etiologico coinvolto nella formazione
dell’acne.

Mediante analisi Gas Cromatografiche con detector ad ionizzazione di famma (GC/ FID) sono stati identificati qualitativamente
e quantitativamente tutti i componenti presenti nell'olio essenziale gatmatto. Per le determinazioni della attivita antimi
crobica sono statefeftuate le MICs e le MBC contro ceppifliopionibacterium acnesiaATCC che di isolamento clinico,
utilizzando I'olio tale e quale e i singoli componenti riscontrati in maggiore percentualeggtefineolo, terpinen-4-olo,
a-pinene . Poiché mediante GC/FID e stato possibile identificare anche gli enantiomeri dei singoli componenti sopra menzionati
di questi ultimi é stata valutata I'attivitd antibatterica sia delle forme racemiche che degli enantiomeri(+) e (-).

| risultati ottenuti sono stati buoni, soprattutto per gli enantiomeri terpinen-4-olax¢greineolo (+) con valori medi rispet
tivamente di 0,78g/ml e 0,38ug/ml, rispetto a 98)fg/ml del “peratoner” intero.

Questo studio suggerisce un utilizzo dell'olio essenziale dilpeotto nel trattamento dell’acne e dimostra che le miscele race
miche e soprattutto gli enantiomeri destrogiri hanno una azione piu incisiva nella risoluzione di questa patologia.

IL BLOCCO SELETTIV O DEL CCR5 CON DAPTA PREVIENE LA FORMAZIONE DI HIV -1 DNAE LA
PRODUZIONE VIRALE NEI MACROF AGI ESPLICANDO EFFETT O NEUROPROTETTIV O.

Pollicita M.l, Pert C.BZ, Polianova M2., Ruff M.2, RanazzA.l, Perno C.li, Aquaro sl

1 Dip. di Medicina Sperimentale e Scienze Biochimiche Universita di Raunéﬂe‘l’gata”,2 Dip. di Fisiologia e Biofisica,
Scuola di Medicina, Universita di Geggtown, Velshington, USA.

I monociti-macrofagi (M/M) costituiscono un reservoir di HLVII tropismo di HIVf1 & governato dalla distribuzione di pro
teine cellulari di superficie indispensabili al virus per infettare le cellule. | recettori per le chemochine CCR5 e CX&R4, son
principali corecettori virali. | M/M possono essere produttivamente infettati da ceppi i Eli¢ usano il CCR5, in aggiunta

al CD4, per il legame con la gp120 (ceppi R5). CCR5 & quindi un bersaglio cruciale per I'inibizione dell’entratd digHIV
M/M. 1l D-Ala-PeptideT-Amide (DAPTA), octapeptide disegnato sulla sequenza d&lali HIV-1 gp120, agisce come inibi

tore selettivo dell’entrata, competendo con la gp120 al legame per il CCR5ADARToncentrazione di 19e 104 nM ini-
bisce I'espressione del CCR5 sulla membrna dei M/M del 53% e 74%, rispettivarregdtitétd antivirale del composto e stata

studiata in M/M infettati in vitro con ceppi R5 di HIM In presenza di DAI?Z\T(lo’7 UM) si osserva un’inibizione della repli
cazione virale >80% rispetto al controllo, misurata dal rilascio di p2Agatei supernatanti delle cellule infette (p: 0.001).
Un’analisi di PCR in M/M infettati da HAL ha rivelato che la produzione di Dovirale in presenza di DART 1nM e 100
nM, risulta diminuita del 64% e del 70%, rispettivamente. Inoltre DX¥&1n grado di inibire I'apoptosi mediata da M/M infet
tati da HI\A1 in cellule neuronali che esprimono CCR5 (SK-N-SHjnélisi al ACS di SK-N-SH dopo 5 giorni di esposizio

ne a ceppi R5 di HAL prodotti da M/M infetti ha rivelato che, in presenza di DAF{IO'6 e 107 uUM), I'apoptosi cellulare
viene inibita del 58% e del 56% rispettivameM&K-779 (antagonista selettivo di CCR5) inibisce invece I'apoptosi neurona
le solo del 30% rispetto ai controlli. | risultati ottenuti aprono la strada ad un approccio terapeutico innovativo di mmmbinaz
ne con diversi inibitori dell’entrata che possono includere DR quanto potente inibitore sia della replicazione diHIV

che del danno neuronale ad essa correlato.
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SOSTANZE PRESENTI NEGLI ALIMENTI UTILI PER LA PREVENZIONE DELLA CARIE DENTA-
LE: INIBIZIONE DELL 'ADESIVIT A’ DI STREPTOCOCCHI ORALI DA PARTE DEL CAFFE D'ORZO.

R. TarsB M. Daglid, A. Papetf?, A. Baccagli® M. Cosmé C. Dacarr, G. Gazzahl and C.Pruzzé!.

Istituto di Microbiologia e Scienze Biomediche, Universita Politecnica delleMgy Dipartimento di Chimica Farmaceutiba
e Dipatimento di Farmacologia Sperimentale Agplicate®, Universita di Pavia, e Dipagimento di Biologia, Universita di
Genové

I cibi funzionali sono alimenti che, oltre ai valori nutrizionali di base, contengono ingredienti che sono in grado denecare b
fici a chi li consuma. Il cavo orale e le prime vie respiratorie costituiscono un ambiente particolarmente idoneo alkattivita
cibi funzionali e I'adesivita batterica alla superficie dei denti e alle cellule epiteliali pud rappresentare un bersisgiatoriv

del potenziale anti-infettivo di alcuni alimenti. Studi recenti hanno dimostrato chégilecaftivo nei confronti d5. mutan®

che, a concentrazioni sub-inibenti, € in grado di inibire I'adesione di questo batterio a particelle di idrossiapafitde(td).

vita & dovuta principalmente a trigonellina, acido clorogenico e ad acido nicotinico oltre che a polifenoli condensaseSulla b
di questi risultati, abbiamo proseguito gli studi con I'obiettivo di analizzarettefanti-adesivo di altre bevande. In partieola

re, abbiamo studiato il d&fd’orzo per il fatto che il suo uso va sempre pitbdiiendosi come sostitutivo del fafNei saggi
eseguiti abbiamo analizzato I'attivita della bevaid#oto e, successivamente, di sue frazioni purificate. Sono stati analizzati
gli effetti sull’adesivita a particelle di H&attate con saliva d8. mutan di altri streptococchi del cavo orafe. (sanguis, S.
oralis, S. constellatus, S. intermedius, S. anginosus, S. salivarius, S. ves}ibulassltati ottenuti hanno messo in evidenza
che il cafée d’orzoin toto, usato alle stesse concentrazioni mediamente presenti nella bevanda, € in grado d’inibire I'attacco di
S. mutangsia in presenza che in assenza di saccarosio) e degli altri streptococchiadfatiolantiadesivo e stato osservato
anche quando la bevanda veniva utilizzata per pretrattare I'HA. Nes$stio efstato osservato sul distacco dei batteri gia adesi.

| risultati ottenuti con frazioni di c&f d’orzo hanno mostrato che, in particolare, la frazione con PM<3500 ¢ piu attiva nell’i

nibire 'adsorbimento saccarosio dipendente, mentre quella con PI\/@@)@'O attiva nei confronti dell’adsorbimento sacca
rosio indipendente. Questi studi fanno parte di un progetto i ricerca MIUR-PRIN2002.

ATTIVITA ANTITUMORALE DELLA SALMONELLA TYPHIMURIUM ATTENUATA SL7207, TRA-
SFORMATA CON UN COSTRUTTO DI DNA RICOMBINANTE CODIFICANTE PER LA SUBUNITA
CATALITICA TERT DELLA TELOMERASI UMANA (PLPC-HTERT), IN TOPI C57BL/6 PORTATORI
DI MELANOMA B16.

C. Romano Carratelli, R. Paolilld. Rizzo, S. Metaforzi-, E Morelil.
Dipartimento di Medicina Sperimentale Sezione di btidwlogia e Micpbiologia Clinica
Seconda Universita degli Studi di Napoli;

Listituto di Genetica e Biofisica “Adriano Buzzati ra¥erso ” CNR, Napoli;

Il trasporto dei costrutti di DNAicombinante a livello tumorale rappresenta uno dei principali problemi della terapia genica di
questa malattiad questo scopo sono stati usati vettori (virus difettivi, liposomi cationici, ecc.) e metodi fisici diversi+elettro
porazione ecc.) con scarsi risultati. Recentemente & ricomparso un notevole interesse per I'uso di batteri anaerobi o anaerobi
facoltativi (Clostridium, Bifidobacterium, Salmonella) come veicoli di trasporto dei plasmidi ricombinanti per la loro capacita

di accumularsi e moltiplicarsi nelle parti ipossiche del tumore. La Salmonella, in particolare, sembra essere particolarmente
interessante per questi scopi.

Nel corso di questa ricerca sono stati usati ceppi attenuasliationella typhimuriurSL7207 come veicolo di un costrutto di

DNA plasmidico ricombinante codificante per la subunita catallti€&T della telomerasi umana (pLPC-hTERallo scopo

di potenziarne I'attivita anti-cancro.

| primi risultati da noi ottenuti dimostrano che topi C57BL/6, portatori di tumore B16(F10) e inoculati per via intraperitoneal

(i.p.) conS. typhimuriunSL7207 trasformata per elettroporazione con pLPC-HTQ’.SRld5 CFUl/topo), presentano una diver

sa concentrazione batterica nei vagar (milza e fegato) e nel tumore in rapporto al tempo di osservazione. Dopo 3 giorni
dall'infezione, i batteri si accumulano negligani studiati in concentrazioni simili a quelli trovati nel tumore;°atiérno il

numero dei batteri aumenta in maniera rilevante nel tumore rispetto a quello trovato nella milza e nel fegato.aLdi quantit
batteri nel tumore continua ad aumentare anche dopo 9 giorni dall'infezione e si presenta circa 1000 volte piu alta rispetto a
quella trovata nella milza e nel fegato. In conclusione, nei topi con tumore, 9 giorni dopo l'infezione con Salmonella contenen
te pLPC-hTEH si nota: 1) una maggiore concentrazione batterica nella massa tumorale, associata ad una rispasta CTL
giore di circa il 50% rispetto ai topi trattati con Salmonella attenuata non trasformata; 2) una leggera, significatize-dimin

ne in peso del tumore rispetto a quello presente in topi trapiantati e non infettati.
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EFFETTO DI ANTIBIOTICI SU CELLULE ENDOTELIALI UMANE ATTIVATE DA CHLAMYDIA
PNEUMONIAE.

C. Romano Carratelli, R. Paolill8, Rizzo.

Dipartimento di Medicina Sperimentale-Sezione di btiiologia e Micobiologia Clinica - Seconda Universita degli Studi di
Napoli.

La Chlamydia pneumoniagonosciuta come agente eziologico di infezioni dell'apparato respiratorio € stata coinvolta recente
mente nella patogenesi multifattoriale di malattie infiammatorie croniche, quali I'artrite e I'aterosclerosi. Dal momeeite che |
dotelio svolge un ruolo centrale nella patogenesi dell’aterosclerosi, studi sull'interazione tra le cellule endot&@liglneda
moniaepotrebbero contribuire ad una maggiore comprensione del ruolo di questogamcsoro nella malattia. || micrgank

smo si pud moltiplicareifi vitro” nelle cellule endoteliali, nelle cellule muscolari lisce aortiche e nei macrofagi causando un’al
terata secrezione di citochine e chemochine correlata ad una aumentata progressione della lesione aterosclerotica. La dimostra
ta associazione tra @neumoniae aterosclerosi in modelli murini, inoltre, porta all'ipotisi che la terapia antibiotica potrebbe
influenzare 'andamento della malattia cardiovascolare, anche se studi condottiAlstaipresentano risultati discordanti e
difficili da interpretare. D’altra parte, € stato dimostrato che alcuni antibiotici, in aggiunta alla loro attivita antimjgogbica
sono esercitare un’azione antibatterica indiretta dovuta al lfettoefintinfiammatorio.

In questo lavoro viene studiato ffefto“in vitr 0” di tre antibiotici, claritromicina, doxiciclina e ofloxacina con meccanismi d'a
zione diferenti, sulla vitalita diC. pneumoniaén cellule endoteliali umane (HUVEC), sui livelli di produzione di citochine
TNF-a, IL-10 e IL-12 e sul ruolo di queste nella resistenza all'infezione.

| risultati ottenuti dimostrano che le HUVEC trattate con ofloxacina (648jn@bn doxiciclina (5ug/ml-10ug/ml) o con cla
ritromicina (Jug/ml-2ug/ml) immediatamente dopo l'infezione, presentano una diminuzione nel numero di IFU/ml correlate alla
dose dell'antibiotico usato e al tempo di osservazione rispetto alle cellule infettate e non trattate.

Nelle HUVEC infettate co€. pneumoniaggli antibiotici determinano, inoltre, una diminuzione della produziorie\di-a e

IL-10 in rapporto alle concentrazioni usate e al tempo di osservazione ed una modificazione non significativa della concentra
zione di IL-12 rispetto ai valori controllo nei tempi e nelle concentrazioni studiate.

In conclusione, gli antibiotici alle concentrazioni usate riducono ma non eliminano completamente ganisnoo ed eserci

tano un dktto immunomodulante potendo interferire con la sintesi delle citochine studiate.

MODULAZIONE CELLULARE E ATTIVIT A" ANTIVIRALE DELL ' IFNL2.

C. Serra*A. Biolchini*, A. Mei*, L. Carboni*, S. Kotenko#A. Dolei*

* Dip Scienze Biomediche Sez.di Miciologia, UnivSassari, ltalia; #Dip. Biochem Mol Biol, New Jersey Med School,
Newark, USA.

Caterina Sera  Phone: +39.079.228304 Fax: +39.079.212345 e-gsaita@uniss.it

Gli Interferon (IFN) lambda fanno parte di una nuova famiglia di citochine strutturalmente correlate agli IFN di tipo | e alla
famiglia delle IL-10.Tuttavia sono membri di una distinta famiglia di |N&prima nuova famiglia di IFN negli ultimi 20 anni.

Come per gli altri IFN queste citochine, descritte recentemente, proteggono le cellule dall'infezione di virus citopatici (come
VSV, ECMYV, Sindbis, Dengue), e inducono I'espressione di HLA, suggerendo che questi mediatori contribuiscono alle difese
antivirali e probabilmente esercitano diverse funzioni simili a quelle degli altri IFN. La famiglia dell'IFNI & costittriea da
membri denominati rispettivamente IFNIL, IFNI2 e IFNI3 o IL-28A, IL-28B e IL-29, dai due gruppi che li hanno scoperti..
Dal momento che IFNI sembra essere particolarmente presente nelle cellule epiteliali, abbiamo studiato la sua attivita antivi
rale nei confronti del virus dellimmunodeficienza acquisita (HIV) e dei geni cellularddikélati in cellule epiteliali HeLa-

T4 e in celluleT C8166. E'stato studiato il cepp®-tropico HIV-P1 nell'infezione acuta di cellule C8166 e una variante epi
teliale HIV-E nell'infezione cronica di cellule HeLa-T4, dopo pre-trattamento o co-trattamento con IFNI2. Colture ron infet
te sono state trattate in parallelo e i campioni sperimentali sono stati raccolti a vari tempi.

| risultati ottenuti indicano che il pre-trattamento con IFNI aumenta il legame dal#\¢ellule, questo probabilmente e devu

to all'aumentata espressione dei co-recettori di, IXCR4 e CCR5. Questo avviene sia nelle cellutdhe in quelle epite

liali. Nelle stesse colture questo € associato ad un aumentato accumuloiwlirétt¥llulare, suggerendo chaAN | influen

za la maturazione di Higiuttosto che la sua replicazione. Un altro nuovettf rilevato in cellule non infette € I'ip&spres

sione dei mediatori del rimodellamento osseo, OPG e RANKL.

Gli effetti dell’ IFNI nell’infezione di HIVe nelle funzioni cellulari aprono un nuovo campo di studio, le cui possibili implica
zioni patogene e terapeutiche devono essere chiarite.
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IDENTIFICAZIONE E CARA TTERIZZAZIONE DI BA TTERI MARINI CAP ACI DI DEGRADAZIONE
AEROBICA DI BENZENE, TOLUENE, CLORO-BENZENE E XILENE.

Antonella Deriu, Francesca Murineddu, Giovanna E. Felis, Leorar8echi, Stefania Zanetti.

Dipartimento di Scienze Biomediche — Sezione didWiclogia Sperimentale e Clinica, Universita di Sassari.

Il lavoro presenta i dati preliminari riguardanti lo studio di migesrismi isolati in una area industriale della Sardegna
nord-occidentale ad alto rischio di contaminazione da idrocarbigéritificazione dei micraganismi é stata &dttuata con

il metodo biochimiccAPI20E e mediante amplificazione dei geni codificanti I'TRNBS e sequenziamento. | batteri-iso

lati sono stati testati per la loro capacita di formare biofilm e per la capacita di sopravvivere e moltiplicarsi a diverse con
centrazioni di benzene, toluene, cloro-benzene e xilene. | batteri che hanno dimostrato tolleranza a concentrazioni di ben
zene, toluene, cloro-benzene e xilene superiori al 20% v/v sono stati fatti crescere in terreno minerale minimo (MM 30 ml)
con aggiunta di 6@ dei suddetti composti (uno per volta) per valutarne la capacita di utilizzo come unica fonte di carbo
nio e confrontati con due ceppi di riferimento: il DSMZ 69gghingomonas yanoikuyael il DSMZ 6413Pseudomonas

putida. Nel complesso sono stati saggiati 30 ceppi appartenentiladiversi generi, fra quesWibrio splendidus,
Alcaligenes faecalis, Pseudomonas fesmensed Halomonas variabiissono dimostrati in grado di utilizzare tutti i com

posti, ma in particolare il benzene, come unica fonte di carbonio, inoltre tutti formavano biofilm su superfici abiotiche. La
capacita dimostrata da questi miganismi di sopravvivere ad elevate concentrazioni di benzene, toluene, cloro-benzene
e xilene, non solo li candida ad essere ideali degradatofitds fidrocarburi policiclici aromatici) ma anche alla possibil

ita di essere utilizzati come biosensori nel rilevamento di contaminanti.

EFFETTO DEL TRANS-RESVERATROLO (T-RES) SULLE RISPOSTE IMMUNI MHC e CD1
RISTRETTE.

Tricarico Ml, Fuggetta Mﬂ’, Lanzilli Gl, CottareIIiAl, Prete Sﬁ, GiulianiAl, Bonmassarﬁ Bonmassar E Ravagnan é&

Lst. Neupbiologia e Medicina Molecola; CNR, Roma,zDip. Neupbscienze, UnivRoma @r \krgata; 3D Roma;4Dip.
ScienzeAmbientali, CaFoscari, Univ\enezia

Le molecole CD1 (a, b, c) la cui espressione € indotta da GM-CSF (granulocyte macrophage-colony stimulating factor ) sono
dislocate sulla membrana di monociti/macrofagi umani. Il sistema CD1, simile a MHC Classe I, € deputato alla presenta
zione di antigeni non peptidici a celldle/b o g/d. IIT-RES (3,5,4-trihydroxystilbene), polifenolo presente nel vino rosse eser

cita numerose attivita biologiche (inibizione delle cicloossigenasi, induzione di apoptosi CD95-dipendente, alterazitmi del cic
cellulare, modulazione di NF-kB, ecc) che suggeriscono un suo possibile ruolo sul sistema imstatesttidiato quindi I'ef

fetto delT-RES sulla immunita cellulo mediata MHC-ristretta e sull'espressione del CD1b, indispensabile per Tri§iste

ristrette. La risposta MHC-ristretta € stata valutata utilizzando cellule mononucleate umane (MNC) allosensibilizzate in vitro
con la leucemia MR (indotta da HTW-1) ed esposte a concentrazioni variabill<RES per 5 giorni. ‘attivita citotossica

delle CTLottenute € stata valutata mediante test di citolisi (Promega Cytotox 96) veidoliblire, I'influenza esercitata da

T-RES su CD1b e stata studiata utilizzando cellule aderenti (AMNC), ottenute da MNC, coltivate in vitro per 3 giorni con GM-
CSF (800 IU/ml), in presenza o menoTdRES. | livelli di CD1b sono stati valutati al citofluorimetro, usando un anticorpo
monoclonale anti-CD1b (Ancell). | risultati indicano che:T&ES alle concentrazioni di 20 mg/ml e 1.25 mg/ml produce forte
inibizione o non influenza, rispettivamente, la risposta allo-®THC-ristretta verso MR; (b) a bassa concentrazioRKRES

(0.15 mg/ml) aumenta nettamente la risposta immunitaria. Per quanto rigudedt @I T-RES sul sistema CD1, i risultati
indicano che: GM-CSF aumenta consistentemente CDd$pdsizione contemporanea déliINC a 1 mg/ml diT-RES non

influenza i livelli di CD1b, mentre I'esposizione a 20 mg/ml riduce marcatamente i livelli di CD1b. In concluSidRES!

aumenta, a basse concentrazioni, le risposte MHC-ristrette, mentre non influenza negativamente I'espressione di CD1b. Questo
indica che basse concentrazionT€RES possono avere un ruolo positivo nelle infezioni, mentre alte concentrazioni sono alta
mente immunodepressive, sia verso risposte MHC-ristrette che CD1-ristrette. Finanziato daat®mnovrento
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HSV-1 INDUCE IL RECLUTAMENT O SELETTIV O DI NF-kB SU GENI VIRALI: EFFETT O SULLA
REPLICAZIONE DI HIV .

CarlaAmicil, Giuseppe Belardg Antonio Ross@, Antonio Costanzd, Stefania Ciafré Massimo Levrerd e M.Gabriella
Santord-2

1Dipartimento di Biologia e Dermatologia, Universita di Ronta Vergata; 2istituto di Neuobiologia e Medicina Molecolar
CNR, Roma?’F. Cesalpino, Universita di Roma La Sapienza.

NF-kB, un fattore nucleare coinvolto nella regolazione dell'infiammazione e della risposta immunitaria, ha un ruolo essenziale
nell’'attivazione trascrizionale di HI{1). NF-kB &€ normalmente presente in un complesso citoplasmatico inattivo, legato a pro
teine inibitorie della famiglia IkBVari tipi di stimoli induttori di NF-kB attivano la chinasi IKK, il cui gt € la proteina IkBa.

In seguito a fosforilazione IkBa € degradata, permettendo la translocazione nucleare di NF-kB e I'induzione della trascrizione
di un’ampia varieta di geni tra cui la stessa IkBa che ha funzione di blocco del segnale di attivazione, sequestrando e inattti
vando NF-kBAbbiamo recentemente dimostrato che in vari tipi di cellule il virus-Hi$Vun potente induttore della chinasi

IKK e stimola l'attivazione di NF-kB a livelli comparabili a quelli ottenuti in seguito a trattamenti con citochine infianemator

A differenza degli stimoli infammatori, in cellule infettate con HBY fattore trascrizionale rimane attivo in maniera persi

stente per oltre 24 ore (Abbiamo inoltre dimostrato che in cellule cronicamente infettate conl’iluzione della transat
tivazione del provirus € direttamente dipendente dall’attivazione persistente di NF-kB indotta daliafenjoge erpetica (3).

Nel presente lavoro dimostriamo che I'attivazione persistente di NF-kB in cellule infettate ceh é18duta ad un’altera

zione del sistema di autoregolazione del fattore, causata dal mancato reclutamento di NF-kB sul promotore di IkBa con conse
guente blocco selettivo della trascrizione della proteina inibitoaaalisi ChlPha inoltre evidenziato che NF-kB viene reclu

tato sia sul promotore del gene precoce-immediato ICPO diH&\¢ sulla regioneTR di HIV, attivando selettivamente la
trascrizione dei geni virali e inducendo la riattivazione di.HIV

Santoro MG, Ros# andAmici C. (2003) NF-kB and virus replication: who controls wh&WBO J, 22: 2552-2560.
Amici C, Belardo G, Ros#\ and Santoro MG. (200Bctivation of IkB kinase by Herpes Simplex virus typé\lnovel taget
for anti-herpetic therapyl. Biol. Chem.276: 28759-28766.

Amici C, Belardo G, Bernasconi D and Santoro MG. (2004) Inhibition of herpesvirus-induce nidplication by cyclopen
tenone prostaglandins: role of IKK kinagdDS, 18: 1271-1280.

VALUT AZIONE DELL 'ATTIVITA ANTIFUNGINA DI OLI ESSENZIALI IN LIQUIDO ED IN F  ASE DI
VAPORE NEI CONFRONTI DI CANDIDA ALBICANS E ALTRI LIEVITI

V. Tullio, A. Nostrd, N. Mandras, J. Roana, M.A. Cannatelk. Procopid,

A. M. Cuffini, G. Crisaff, N.A. Carlone

Dipartimento di Sanita Pubblica e Mimbiologia, Universita di @rino

° Dipartimento Farmaco-Biologico, Facolta di Farmacia,

Universita degli Studi di Messina

Sulla base dei dati riportati precedentemente, sull'attivita inibente di sette oli essenziali (timo, melissa, garofano, finocch
pino, salvia e lavanda) nei confronti di miceti filamentosi, lo scopo di questo studio & stato quello di estendere laeiterca e
ficare le proprieta antifungine degli oli essenziali su cepfiatidida albican altri lieviti patogeni. Il valore delle MIC degli

oli essenziali & stato determinato sia in terreno liquido, secondo il metodo proposto dal’NCCLS, sia in terreno solido, con il
metodo di valutazione dell'i€acia in fase di vapore. Ulteriori prove sperimentali sono state allestite per stabilire 'aziene anti
fungina esercitata da alcuni tra i principali componenti del timo (carvacrolo, timolo), della lavanda (linalolo, linal)lecdthto
garofano (eugenolo). | risultati preliminari ottenuti sottolineano un’ottima sensibilita dei ceppi saggiati alla maggitagtiarte

oli soprattutto in fase di vapore, in particolare al timo e alla lavanda e ai loro componenti. Il garofano ha mostrattiidebole a
vita nei confronti dei lieviti saggiati sia in liquido che in fase di vapore, mentre il pino é risultato I'unico olio adien@re
strato una discreta attivita in liquido. Probabilmented®d diretto dei vapori combinato con I'assorbimento su agar potenzia
I'attivita degli oli essenziali.

Studi sono attualmente in corso per valutare I'attivita antifungina dei singoli componenti dei diversi oli essenziataell otti
dello sviluppo di nuove strategie terapeutiche.
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AVRA, UN EFFETTORE PROTEICO DI SALMONELLA, RIDUCE L’'INVASIONE BATTERICA E LA
RISPOSTA INFIAMMA TORIA INTESTINALE.

Donatella Bacciu, Salvatore Rubino, §erUzzau.

Dipartimento di Scienze Biomediche, Universita di Sassari

Salmonella entericpossiede due sistemi di secrezione di tipo terzo (TTS3TISS-2) codificati, rispettivamente, dalle isole

di patogenicita SPI-1 e SPI-ZTSS-1 secerne numerosietfori proteici, traslocandoli nel citoplasma della cellula ospite.
Alcuni, come SipA, SopA, SopB, SopD, SopE e SopE2, sono stati caratterizzati e contribuiscono all'invasione della mucosa
intestinale, favorendo la genesi del processo infiammatorio intestiitrlesffettori secreti dalf TSS-1, meno caratterizzati,
sono variamente rappresentati nei diversi sierotifi. @intericaed il loro ruolo nella patogenicita 8almonellae, talvolta, solo
ipotizzabile sulla base di predizioim, silico, della loro struttura e funzione. In questo studio abbiamo analizzato uno di questi
fattori, AvrA, codificato da SPI-1 in numerosi sierotipi, inclioentericalyphimurium. In modelli sperimentali in vitréwrA

blocca l'attivazione del fattore di attivazione trascrizionale eucariotico NF-kBoEZzzabile, pertanto, ch®almonellacon

trolli la reazione inflammatoria mediante la produzione e la secrezigheAli Medianteepitope taggingabbiamo analizzato

i livelli di produzione diAvrA in due sierotipi dB. entericail sierotipoTyphimurium, che da luogo ad una salmonellosi earat
terizzata da gastroenterite, ed il sierotfgmrtusovis, che non da luogo a diarrea, né a lesioni istopatologiche di tipo-infiam
matorio. Inoltre, sono stati costruiti mutaatirA per ciascun sierotipo e sono stati analizzati: ifi€efnza di invasione in
modelli di infezione in vitro; ii) il loro d&tto sul processo di attivazione di NF-kB e di caspasi-3 nelle cellule infettate. Nel com
plesso, i nostri risultati dimostrano caerAviene espresso a livelli molto superiori (>100 volte) nel sierotipo non infiaramato
rio Abortusovis, rispetto al sierotipo pro-infiammatofigphimurium. In coerenza con questo dato, i tests di invasione epitelia
le con il mutant@vrAdel sierotipdlyphimurium non mostrano alcun fenotipo, mentre il mutamté del sierotipcAbortusovis
invade le cellule epiteliali con unféfienza superiore (oltre 50 volte) rispetto al ceppo selvaggio. In conclusione, i dati sugge
riscono che il controllo dell'infiammazione intestinale da part8almonelladipende da fattori proteici, quaivrA, che agi

scono sia direttamente sull’attivazione di NF-kB, che indirettamente finlBekza di invasione e quindi di trasferimento dei
batteri alla lamina propria dove avviene la stimolazione dei rec&tt&i

DOMINI FUSOGENICI DELLA GLICOPROTEINA gH DA HERPES SIMPLEX VIRUS TYPE |

Mariaterese\/itiellolv3, Annarita Falang]a Helena Brown@, Carlo Pedon%3, Stefania Galdiel%s, Massimiliano Galdiery3
1Depa|tment of Experimental Medicine - Il University of Naples, Itglyepartment of Biological Science 8CIRPEB -
University of Naples “Federico 11", Italy,4Division of \irology, Depatment of Pathology - University of Cambridge, UK.

L'entrata dell’Herpes simplex virus 1 (HSY) nella cellula ospite e la fusione delle due membrane richiede I'azione di quattro
glicoproteine virali (gB, gD, gH e gL). La glicoproteina gH presenta caratteristiche tipiche delle proteine di fusiorestd suo
dominio é stato analizzato in dettaglio con tecniche di bioinformatica al fine di identificare domini della proteina taigaci di
ragire fortemente con le membrane ed indurne la fusidagealisi dell'idrofobicita all'interfaccia calcolata con la scala di
Wimley eWhite ha evidenziato sei picchi; peptidi sintetici corrispondenti a quattro di questi picchi sono in grado di indurre la
fusione di liposomi. Esperimenti con miscele equimolari di peptidi dell’H&vho indicato che dérenti regioni fusogeniche

hanno un’azione singica, infatti, la percentuale di fusione ottenuta con la combinazione di quattro peptidi € piu alta della
somma delle percentuali di fusione dei singoli peptidi. La caratterizzazione funzionale e strutturale di questi peptstiesuggeri
che la glicoproteina gH presenta diversi domini interni che partecipano alla fusione. Questi dati sono stati ulteriormente sup
portati da studi di dicroismo circolare e da misure di fluorescenza.
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OPTIMIZA TION BIOMOLECULAR METHODS TO IDENTIFY BACTERIAL COMMUNITIES ON
CULTURAL HERITAGE
1MelosciaA., 20rsini M., 1Lustrato G., 1 Ranalli G.

1 pISTAAM, Universita degli Studi del Molise via De Sanctis, 86100 Campobasgds(ﬂl)uto di Igiene Universita Cattolica

del Saco Cuoe 00168 Roma (I).

Corrispondence to: Giancarlo Ranalli, DIBAM, Universita degli Studi del Molise via De Sanctis, 86100 Campobasso
Italy.Tel. +39-0874-404604 (fax —652). E-mai&nalli@unimol.it

Microbial investigations carried out in the past were based on traditional cultivation studies using selective platinggechniqu
The main limitation of this method is the bias towards identifying culturable mgaomms: these techniques recover less than

1% of the total microgranisms present in environmental samples (Anmetrael. 1995).The results obtained from microbial
investigations based on cultivation strategies could lead to serious errors of interpretation in terms of reflecting the microb
diversity The correct conservation and restoration of cultural heritage, it based on identification of the complete micrebial diver
sity present on art objects (Ranaiial 2005).

Recent applications of molecular biology techniques to microbial ecology provide cultivation-independent options for analysis
of complex microbial communities (Amamh al. 1995).

Several approaches have been used to extract genomic DNA, including commercially available kits for the extraction of micro
bial DNA The quality and purity of the extracted nucleic acid pool is vital for successful PCR amplificatiogedigemomic
DNA/RNA.

The objective of the research discussed in the present paper was optimization of biomolecular methods to identify bacterial com
munities in cultural heritage by &Bfent methods extraction of DNA.

The results, deriving from comparison with several approaches, have been expressed in termsiefdD Wity of the
extracted nucleic acids, times processing, PCR amplifiability

From the viewpoint of practical application, the overall results appear of great interest because has permitted to cepe with th

problems related of PCR inhibitors. In fact, GenEMtelant Genomic DNAMiniprep andTRIReager@ BioChemikékits have
been provided a rapid and simplified procedure for genomic BFaction directly from environmental samples.

L'ATTIVIT A” ATP-DIFOSFOIDROLASICA DELL’APIRASI NON E’ IMPORTANTE PER LA LOCA-
LIZZAZIONE POLARE DI IcsA SULLA SUPERFICIE DI S. flexneri

F. Del Chiericé-, S. Sarl?—, E Berluttiz, A. Petrucc§, P Ciprian?e M. Nicolettil,
1Dipartimento di Scienze Biomediche, Uni@. D’Annunzio” di Chieti; 2Dipartimento di Scienze di Sanita Pubblica e
3Laboratorio di Micobiologia Clinica, Il Facolta di Medicina, Ospedale “Sant’Aedr’, Univ. “La Sapienza” di Roma.

| batteri enteroinvasivi invadono e si moltiplicano all'interno diedénti cellule dell’ospite. Questo processo € indotto median

te elaborazione e secrezione di una seriefelitefi che vengono traslocati, attraverso il sistema di secrezione di tipo Il (SSTT),
all'interno della cellula ospite al fine di modificare a proprio vantaggio la fisiologia cellulare. In condizione di atévdaiian
secrezioneShigellaflexneriup-regola I'espressione di numerosi geni di virulenza, tragpiBe phoN2 Questi due geni, loea

lizzati sul plasmide di virulenza, costituiscono un’unita bicistonica e codificano rispettivamente, una proteina secréfa dal SS
dall'attivita sconosciuta (OspB) ed un apirasT PAlifosfoidrolasi), una proteina periplasmica in grado di idrolizzare i dNTP
dNDPe questi in dNMP

Al fine di valutare il ruolo dphoN2nel meccanismo di patogenicitaSli flexneriabbiamo introdotto una delezione dell'intero

gene nel ceppo @. flexneriM90T e valutato il mutante per il suo profilo di virulenza. | risultati ottenuti dimostrano che I'i
nattivazione dphoN2altera significativamente la capacita di M9@iTdiffondersi all'interno della cellula ospite ed a cellule
adiacenti. Il mutante analizzato forma “placche piccole” su monostrati di cellule HeLa e Caco-2 e tale alterazione e dovuta ad
una alterata localizzazione di Icshe € presente su tutta la superficie batterica, invece che localizzata ad un solo polo del bat
terio. Tale alterata localizzazione induce anche una alterata polimerizzazione di code di actina.

Per caratterizzare il meccanismo di azione dell’apirasi, abbiamo determinato se IAitiR-tifosfoidrolasica fosse necessaria

per la localizzazione polare di IcsA.tal fine abbiamo complementato il nostro ceppo con un mutante depgeN& otte

nuto per mutagenesi random, che presenta una mutazione puntiforme (A160T) localizzata all'interno del putativo sito cataliti
co dell’enzima che determina I'inattivazione dell’attivita enzimatica.

L'introduzione dell’apirasi inattiva nel nostro mutante (clonata in un vettore plasmidico) ripristina la capacita di forcnare pla
che “wild-type”, indicando che I'attivitATP-difosfoidrolasica dell’apirasi non e necessaria per la localizzazione polare di IcsA
sulla superficie batterica.
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MEF (1), UNA NUOVA SOTTOCLASSE DEL GENE MEF IN PNEUMOCOCCHI CON ERITROMICI -
NO-RESISTENZA DI TIPO M.

I. Cochetti, M.Vecchi, M. Mingoia, ETili, A. Manzin, PE. Varaldo, M.PMontanari.

Istituto di Microbiologia e Scienze Biomediche, Universita Politecnica delleMaAncona.

Negli streptococchi, la resistenza ai macrolidi pud dipendere, oltre che da meccanismi di modificazione del bersaglio, da un
sistema di dfusso attivo, che produce una resistenza solitamente a basso livello nei confronti dei soli macrolidi a 14 e 15 atomi
di carbonio (fenotipo M). La pompa dfefsso e codificata dal gemsef di cui sono attualmente riconosciute due sottoclassi:
mef{A), identificata per la prima volta iBtreptococcus pyogenesmef{E), identificata per la prima volta Btreptococcus pneu

moniae Le due varianti hanno un’omologia del 90% e possono esstedifiate mediante analisi PCR-RFLMa qualche
variabilita & stata riportata peref{A), mentre le sequenzeef{E) finora descritte sono omologhe al 100%nbedue le varian

ti mefpossono essere presenti in cep@ . dpneumonigen cui perd sono veicolate da due diversi elementi genetici non-coniu
gativi: mefA) dal trasposon&nl1207.1 che contiene 8 ORF di cmefA) € la quarta, enef{E) dall’elemento megan{acoli-

de efflux genetic assemplghe contiene 5 ORF di caoie{E) € la prima e presenta ampie omologie con le ultime 5 ORF di
Tn1207.1 A valle del genenef siaTn1207.1che mega presentano una QR&nominatansi(D), che codifica un’altra pompa
d'efflusso, & co-trascritta insiemargef e si ritiene contribuisca in modo significativo a determinare la resistenza di tipo M. In
una nostra recente indagine sul gerefin pneumococchi di origine clinica, mentre la gran parte dei ceppi esaminati presenta
vano i genime{A) o me{E) regolarmente inseriti nei rispettivi elememil207.10 mega, due ceppi epidemiologicamente-indi
pendenti presentavano un genefidentificato comeme{E) mediante analisi PCR-RFLRon associato, almeno qmiimer
comunemente utilizzati, a nessuna delle altre ORF caratteristiche dell’elemento mega. La sequenza dell’'amplificato di 1743 bp
contenente il genmefera identica nei due ceppi, ma non si allineava con il gesf&) di mega (93,6% di omologia) e mostra

va un’omologia del 91,4% con il gene{A) di Tn1207.1. Questo gene é stato considerato una nuova sottoclasse delejene

cui é stata data la denominazianefl). Piu estesi studi di sequenziamento sono in corso per chiarire se la nuova weefante

€ associata a un elemento genetico nuovo (o defettivo), per mettere a punto un nuovo metodo di analisi R@patd-tP
differenziare le tre variantnef e per valutare il significato dell'assenza di evidenza PCR delms(2), non potendosi esclu

dere la presenza di variantisrnon rilevabili coiprimer abituali.

VALUT AZIONE DEL SISTEMA VITEK2 PER LA RILEV AZIONE DELLE R-LA TTAMASI A SPETTRO
ESTESO IN ESCHERICHIA COLI, KLEBSIELLA SPPE PROTEUS MIRABILIS.

Teresa Spanu™iziana D’Inzeo, Maurizio Sanguinetti, Barbara Fiori, Giovanni Pecorini, Fiammetta Leone, Brunella Posteraro,
Rosaria Santangelo, Giovanni Fadda

Istituto di Microbiologia, Universita Cattolica del SaziCuoe, Roma

L'inadeguatezza della terapia antimicrobica empirica &€ un significativo fattore di rischio per la mortalita associataeson le inf
zioni sistemiche causate dai ceppEditeiobacteriaceagroduttori di b-lattamasi a spettro esteso (ESBL). Una rapidéade-af

bile rilevazione delle ESBE importante per instauratefiedci terapie. Obiettivo di questo studio & stata la valutazione del
“ESBL test” del sistema automatiddTEK2 (bioMérieux, Inc, Hazelwood, Mo.) che utilizza cefotaxime, ceftazidime e cefe
pime con e senza acido clavulanico per la rilevazione delle ESBL. Sono stati saggiati 705 Esgiperichia coliKlebsiella

spp eProteus mirabilisisolati negli anni 1999-2003 nel Laboratorio di Microbiologia del Policlinico Universitario “A. Gemelli”
dalle emocolture di pazienti con batteriemia. La prevalenza della produzione digESBari al 5,9% (2/34) id. oxytoca al

13,8%(67/484) inE. coli,al 32,6% (48/147) itK. pneumoniage al 52,5% (21/40) iR. mirabilis. Nello studio sono stati inclu

si anche 204 ceppi di collezione con meccanismi di resistenza ai b-lattamici precedentemente caratterizzati. | ristiltati ottenu
con il sistema/ITEK2 sono stati confrontati con i risultati dei metodi molecolari. In 276 dei 280 stipiti ESBL-positivi # siste
maVITEK2 ha correttamente identificato la produzione di E§B&nsibilita: 98,6 %), mentre per 626 dei 629 ceppi che non
producevano ESBIL sistema ha fornito un risultato negativo (specificita: 99,5%). Il tempo medio per la rilevazione delle ESBL
con il sistem&/ITEK2 e risultato pari a 8,2 ore (range: 6,25-15,7 ore, mediana: 7,5 ore). | risultati di questo studio stiggerisco
no che I"ESBL test” del sistem&ITEK2 rileva accuratamente e rapidamente la produzione di E®Bteppi di responsabi

li di batteriemie.
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ATTIVITA ANTIMICOTICA *“IN VITRO” DI TRE OLI DI BERGAMOTT O NEI CONFRONTI DI DER -
MATOFITI APPARTENENTI Al GENERI TRICHOPHYTON, EPIDERMOPHYTON E MICROSPORUM

L. Romano, M. Sanguinetti, B. PosteraroBattaglia*, L. Masucci, RTorelli, T. Lopizzo, S. Zanettie G. Fadda

Istituto di Microbiologia, Universita Cattolica del S. CugrUnita di Ginecologia e Ostetricia, Ospedale S. Filippo Neri, Roma,
Dipartimento di Scienze Biomediche, Universita di Sassari, Sassatri.

Scopo della riceca. Valutare I'azione antimicotica in termini di minima concentrazione inibente (MIC) e di minima eoncen
trazione fungicida (MFC) dell’essenza naturale, dell’estratto defurocumarinizzato e dell’estratto distillsgamidbiEr nei con
fronti di alcuni ceppi fungini appartenenti alle specie di dermatofiti di piu frequente isolamento clinico.

Materiali e metodi. | ceppi fungini (N=92) inclusi nello studio sono stati isolati presso il Policlinico Universitario “A. Gemelli”
di Roma da pazienti f&ftti da dermatofizie, ed erano cosi distribditichophyton mentagiphytesvar. mentagophytegn=20),

T. tonsurans(n=2), Trichophyton mentagphytesvar. interdigitale (n=15), T. rubrum (n=18), Epidermophyton floccosum
(n=12),Microspoum gypseunin=1) eM. canis(n=24). | test sono stati condotti con il metodo della microdiluizione in brodo,
secondo il protocollo NCCLS M38-descritto per i saggi di sensibilitd dei funghi filamentosi agli agenti antifungini; per cia
scuno dei tre oli sono state saggiate concentrazioni scalari dal 10% allo 0,002% (v/v). Si & anche valutata la senaibilita di ¢
scuno dei ceppi in esame ai piu comuni farmaci antimicotici.

Risultati e conclusioni.Sul totale degli isolati, alle tre letturefettuate a 72, 96 e 120 ore dall'inoculo, per I'essenza naturale
di begamotto si osservava una Mjgpari allo 0,625% (v/v). Sia per 'estratto defurocumarinizzato che per I'estratto distilla

to, in ciascuno degli stessi intervalli di lettura, tale valore risultava pit basso di una diluizione e quindi pari allo(\@)812%

Tali valori di MICqq corrispondevano a quelli di MFC per ciascuno dei tre oli. In alcuni casi, alla buona sensibilita dei ceppi
in esame agli oli di bgamotto, si associava una ridotta sensibilita ad alcuni dei tradizionali farmaci antimicotici. Dai risultati
ottenuti si evidenzia I'déicacia “in vitro” dell’essenza naturale di lgamotto, ma soprattutto dei derivati defurocumarinizzato

e distillato nei confronti dei ceppi di funghi filamentosi studi@li risultati sono concordanti con quelli da noi precedente
mente ottenuti nei confronti di diverse specie di lieviti di isolamento clinico.

CLONAGGIO E CARATTERIZZAZIONE MOLECOLARE DI UN ANTICORPO MONOCLONALE
DIRETT O CONTRO LA ONCOPROTEINA E7 DELL'HPV-18

F. Bugli, R. Grafeo, M.Sali, R.Torelli, S. MarchettiA. Siddu, R. Santangel®, Cattanie G. Fadda

Istituto di Microbiologia, Universita Cattolica del SaziCuoe, Roma

Lo Human Papillom&/irus (HPV) appartiene alla famiglRapovaviridaesd € un virus epiteliotropo a DNA, la cui replicazio

ne avviene con modalita tkfenti nei diversi strati cellulari dell’epidermide. Il genoma dell’HE®nprende delle regioni che
codificano per proteine precoci (E, da Early), e regioni che codificano per proteine tardive (L, daraadéeproteine precoci

sono state lgamente studiate le proteine E6 ed E7 che presentandfeneitié potenziale oncogenkale potere oncogeno &
significamente associato ad alcuni genotipi di HRviominati per questo ad “alto rischio”.

A livello genitale I'HPVeé responsabile di patologie benigne (condilomi, papillomi) ed & significativamente associato a lesioni
maligne quali il carcinoma a cellule squamose della cervice uterina. Numerosi studi hanno definitivamente stabilito che I'HPV
costituisce un fattore necessario, anche se ndicisnfe, per lo sviluppo del carcinoma cervicale. Oltre i due terzi dei-carci
nomi cervicali sono infatti associati alla presenza di HiP¥enotipo 16 o 18

La trasformazione maligna della cellula infettata dall’Hiipende principalmente dall'espressione incontrollata delle proteine
oncogene E6 ed E7 del’lHP&he a loro volta interagiscono con proteine regolatrici cellulari (p53, pRB), traducendosi in una
perdita del controllo della proliferazione delle cellule epiteliali.

Scopo di questo lavoro € stato quello di produrre degli anticorpi monoclonali ricombinanti diretti verso la oncoproteina virale
E7.

Il gene della proteina E7 del’HPY8 ¢ stato quindi clonato in un vettore di espressione procariotico. La proteina ricombinan
te E7 e stata quindi espressa unitamente ad un tag di istidine che ne ha consentito la purifiopzBake/c sono stati immu

nizzati con la proteina ricombinante E7/HR¥ ed in seguito sacrificati per la costruzione di una library anticorpale di-esposi
zione fagica.

Questo studio descrive in dettaglio il clonaggio e la caratterizzazione molecolare di un anticorpo monoclonale diretio contro |
proteina E7 dellHPVL8 derivante da tale library di phage display

L'anticorpo monoclonale selezionato € in grado di riconoscere la proteina virale E7 in linee cellulari trasformate cen 'HPV
potrebbe rappresentare uno strumento validissimo, nella diagnostica clinica, per I'identificazione rapida dell’espressione geni
ca virale coinvolta nel processo di trasformazione del fenotipo maligno.
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THE GENETIC ELEMENT TN1207.3CARRYING MACROLIDE EFFLUX GENES IN STREPT OCOCCI
lannelli FL, Orienti C1, Santagati MZ., Oggioni M.RL, Stefani 82., Pozzi GL

1Department of Molecular BiologyUniversity of Siena, Italy

2Depa|tment of Micobiology University of Catania, Italy

Type M resistance to macrolidesStreptococcus pneumoniaedStreptococcus pyogenasassociated tmefgenes. IrS. pye
genesmefA) is carried by the genetic elemém1207.3that is 52,491 bp in lengtiin1207.3 integrates at a single specific

site comEQ in the bacterial chromosome, contains 58 ORFs of which 2 geme#)-msi(D), are involved in macrolide

efflux, 3 ORFs encoding for putative recombina$¥és transferredn1207.3by conjugation ir§. pneumoniagecipient mutants

and its integration sites in pneumococcal chromosome were caracteriZzdpieumonia¢he preferential insertion site of
Tn1207.3is located incelB, acomEChomolog, and its integration impaires competence for genetic transfornfatimeu
mococcal strain carryingn1207.3integrated elsewhere and then competent for transformation was developed and used as
recipient to generate single or double deletion mutants in the ORFs for recombitlasagants were assayed with MIC
determinations and mating experiments.

N-CAPPING BOX E HYDROPHOBIC STAPLE MOTIF IN Proteus mirabilisGST.
CARATTERIZZAZIONE DI DUE MOTIVI RICORRENTI NELLA STRUTTURA DELLE GLUT ATIO -
NE TRANSFERASI

NerinoAllocati, Michele Masulli, Carmine Di llio

Dipartimento di Scienze Biomediche, Universita “G. d’Annunzio”, Chieti

Proteus mirabiligglutatione transferasi B1-1 (PmGSTB1-1) [1] € un enzima batterico appartenente alla classe Beta della fami
glia delle GSTun gruppo di proteine coinvolte nella detossificazione cellulare sia negli eucarioti che nei procarioti. PmGSTB1-
1 e caratterizzato dalla presenza di una molecola di glutatione legata alla cisteina 10 [2,3]. Oltre all’attivita conmpicgtiva t
delle GSTPmMGSTB1-1 ha attivita redox [4]. Efato dimostrato che questa proteina interviene nella protezione verso lo stress
ossidativo generato dal perossido d’idrogeno [5]. Inoltre, PmMGSTB1-1 & capace diitegdre,e in vivo, diverse classi di
antibiotici suggerendo un suo coinvolgimento nella detossificazione dei farmaci antimicrobici [5,6].

In PmGSTB1-1 sono presenti due motivi ricorrenti in tutte le GigFKoliche, un N-capping box (un doppio legame idrogeno

tra I'acido aspartico 155 e la treonina 152) e un hydrophobic staple motif (interazioni idrofobiche tra i residui fenllallanina

e alanina 156). Infatti, dall'allineamento di sequenza ottenuto tra PmGSTB1-1 e le alwlel@S@rie classi citosoliche € stato
evidenziato che questi due motivi sono altamente conservati. Per determinare il loro contributo su PmGSTB1-1 sono stati pre
parati diversi mutanti mediante mutagenesi sito-specifica e sono stati esaminéditglielfe sostituzioni sulla proteina attra

verso I'analisi cinetica e strutturalButti i mutanti sono risultati essere termosensibili per cui si € resa necessaria la celtivazio

ne dei diversi ceppi batterici alla temperatura di3 mutanti sono stati purificati come precedentemente descritto [7].

| risultati ottenuti dimostrano che le mutazioni dei residui studiati hannofettoedestabilizzante sull'intera proteina. Inoltre,
sebbene questi residui siano lontani dal sito attivo la loro sostituzione influenza la cataksiziteldl batterico.
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CORRELAZIONE TRA IL BACKGROUND GENETICO E LE VARIANTI DI SCC MEC DEI MAGGIO -

RI CLONI DI STAPHYLOCOCCUSAUREUS METICILLINO-RESISTENTI (MRSA), CIRCOLANTI IN

ITALIA.

Campanile Floriana, Borbone Sonia, Bongiorno Dafne, C¥figana, Cascone Carmela, Mezzatesta Marilina, Santagati Maria
e Stefani Stefania.

Dipartmento di Scienze Migbiologiche e Ginecologiche, Universita di Catania.

Negli Stafilococchi, la base genetica della meticillino-resistenza — ilgere— & associata all’acquisizione della cassetta cro
mosomica SC@ec(Staphylococcal Chromosomal Cassette). La localizzaziomedin cassette mobili rimette in discussio

ne la presunta origine dei cloni meticillino-resistenti da un unico progenitore; infatti, alla marcata clonalita deghiM&8A
trappone la variabilita dell’elemento S@€c,facendo ipotizzare un trasferimento orizzontale realizzatosi all’'origine tra diver

se linee evolutive ancestrali, che poi si sonfudéd clonalmente.

Studi condotti precedentemente nel nostro laboratorio, hanno rivelatéukiatie di cinque maggiori cloni: il clorrcaico,
progenitore del clone Iberico, sensibile ai macrolidi; i pit noti cloni multiresistenti Iberico e Brasiliano, e due nupeiagoni

sificati come Italiano (sensibile a tetraciclina e rifampicina) e Romano (sensibile a clindamicina ed eritromicina).

Il nostro obiettivo & stato quello di riesaminare il background genetico di un campione selezionato di MRSA, mediante Multi-
Locus-Sequencé&yping (MLST) - tecnica basata sul sequenziamento di sette geni house-keeping — e di correlarlo con i diversi
elementi SC@ec(SCOmecl-1V), caratterizzati mediante multiplex PCR, al fine di intraprendere uno studio sulle correlazioni
genetiche e predire il genotipo ancestrale dal quale discendono attualmente i cloni dmdggérmente difisi in Italia.

Attraverso tale correlazione & emerso che gli MRBpartenenti ai clorrcaico (ST247-1), Iberico (ST247-1A), Brasiliano
(ST239-111A) e Romano (ST247-1 o 1A), derivano dallo stesso progenitore, poiché discendono dalla stessa linea genetica (ST8);
tuttavia, la loro associazione con diversi elementi ®ECrappresenta un esempio di evoluzione microbica, per la loro abilita

ad acquisire determinanti di resistenza all'interno di un elemento genetico stabileé§Cle agisce come “isola di antibio
tico-resistenza”. Invece, il background genetico del clone Italiano (ST228-l), completamente diverso e correlato al clone South
Germanyrappresenta una variante allelica (ST5) del clone NY/Japan e di cé&ppuduscon diverse caratteristiche (MSSA,
MRSA e GISA); parallelamente, la sua associazione con la variante piu antica della cassettzlSEihferma l'ipotesi del
trasferimento orizzontale del geme@ tra diverse linee ancestrali, nonché I'immediato successo di questo clone.

SEQUENZIAMENT O DEL CLUSTER GENICO CODIFICANTE IL COMPLESSO DELLA TOSSINA
BOTULINICA DI TIPO A2

Antonella Maugliani, Francesca Floridi, Giovanna FranciBsaloAureli

Centio Nazionale per la Qualita deghilimenti e per i RischAlimentari

Istituto Superioe della Sanita, Roma

La tossina botulinica di tipé viene sintetizzata d€lostridium botulinumn complesso con proteine accessorie, diverse a
seconda del ceppo produttore. | complessi didip@omprendono proteine emo-agglutinanti, i complessi diABeono privi

di emo-agglutinine: inoltre, le tossine che fanno parte di questi compléessisdifino I'una dall’altra nel 10% circa della
sequenza aminoacidica. Questdailénze sono determinate rispettivamente dalla composizione genica dei cluster che codifica
no i complesshAl edA2, e dalla sequenza del gene della tossina botulinica di\tge complessi. Sulla base di risultati ette

nuti mediante esperimenti di PCR per l'identificazione dei geni delle proteine accessorie, e di analisi di restrizionpetei geni
la tossina botulinica, abbiamo recentemente dimostrato che i cegppbdtulinumtipo A isolati in Italia sono tutth2. Al fine

di confermare tali risultati, abbiamo qui determinato la sequenza nucleotidica del cluster genico codificante il complesso dell
tossina botulinica di un ceppo @i botulinumtipo A isolato in Italia durante un episodio di botulismo dovuto al consumo di
mascarpone contamina#pprossimativamente, un frammento di circa 10 kilobasi di @dAomico del ceppo & stato ampli

ficato mediante PCR e purificato: successivamente, questoeldtio utilizzato come templato in tutte le reazioni PCR da sot
toporre a sequenziamento. Sei ORF sono stati individuati nella sequenza ottenuta: due (ORFX1 e ORFX2) codificano proteine
di 224 e 142 aminoacidi, rispettivamente, la cui funzione € ignota. | rimanenti 4 ORF codificano la tossina botulinicai{1296 am
noacidi); il componente non tossico e non emoagglutinante (NTNH) presente in tutti i comfe3srtinoacidi); il regoka

tore positivo trascrizionale BotR/A 78 aminoacidi); e la proteina P47 (416 aminoacidi) per la quale si ipotizza un ruelo rego
lativo. Non sono presenti sequenze codificanti le emo-agglutinamealisi comparata (BLAST) delle sequenze aminoacidiche
dedotte per le proteine con quelle presenti in banca dati evidenzia per la tossina botulinica un’identita del 99% catipquella di
A2 (5 aminoacidi diversi) e del 90% con quella di #b (128 aminoacidi diversi). Per le restanti proteine del complesso le
omologie risultano rispettivamente del 95% (NTNH), 92% (P47), 97% (BotR/A), 88% (ORFX1), 100% (ORFX2) con quelle
delle stesse proteine del cepfid per il quale sono disponibili le sequenze relative.
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RISULTATI DI UNA SORVEGLIANZA NAZIONALE SU UN TIPO DI SALAME IT ALIANO
PaoloAureli, Alfonsina Fiore A. Gattuso, M. Casale, M.C. D'Ottavio, M. Gianfranceschi

Centio Nazionale per la Qualita deghlimenti e per i RischAlimentari

Istituto Superioe di Sanita - Roma

E stata condotta una sorveglianza nazionale su un tipo di salame suino italiano (salame cacciatore), allo scopo fiegletaze la

ed il livello di contaminazione diisteria monocytogenesstudiare le caratteristiche sierologiche e molecolari dei ceppi isolati.

Il prodotto preso in esame é stato selezionato in base ad aspetti microbiologici, tecnologici, nutrizionali e commerciali.

Per la finalita dello studio & stato adottato il piano di campionamento previstoIrdalihational Commission on
Microbiological Specifications for Foods (ICMSF) per questa categoria di prodotti e per il patogeno considerato.

Sono stati analizzati 1020 campioni prelevati in due diversi periodi dell’'anno (autunno/inverno 2002 e primavera/estate 2003),
alla fine del ciclo produttivo ed immediatamente prima della commercializzazione. | prelievi sondestatitepresso 17 ditte

italiane aventi produzioni annue variabili da 1 a 2000 tonnellate e distribuzione in circa I'80% del territorio nazionale.

Su tutti i campioni analizzati sono statéeétfiate la ricerca e la numerazione déllmonocytogenesecondo la norma ISO

11290 parte 1 e 2:1996, la sierotipizzazione e la tipizzazione molecolare mediante PFGE. Si & proceduto inoltre alla determi
nazione dei valori del pH e dell’attivitd dell'acqua (aw).

La L .monocytogenes risultata presente in media nel 22,7% (232/1020) dei campioni analizzati, ma sempre a livelli di conta
minazione bassi (< 10ufc/g). La percentuale della contaminazione oscillava tra I'1,6 ed il 58,3%; e in circa il 35,2 #érdelle az

de la contaminazione é risultata inferiore al 18d6uni dei fattori considerati, quali I'utilizzo di latte in polvere e di budello
naturale ed artificiale, non sono risultati significativamente legati alla contaminazione. Sono risultati invece, altamifente sig
cative le dimensioni dell'impianto e l'attivita dell'acqua.

In quasi la meta delle ditte sono state riscontrate anche altre speisieda (prevalentemente.innocuae L.welshimer)j con
percentuali variabili dal 50% al 90% circa.

| sierotipi piu frequentemente isolati sono stati: 1/2c (53%), 1/2a (22%), 1/2b (8%) e 4b (12%) e i pulsotipi piu ricaoenti so
stati il 2, il 3 ed il 39.

| risultati di questa sorveglianza evidenziano che la contaminazione del prodotto &€ prevalentemente imputabile ad una continua
introduzione del micrganismi lungo la filiera produttiva piuttosto che ad una presenza endemica degamimoo nell'im

pianto di produzione.

60kDa “HEA T SHOCK PROTEIN” DI Chlamydia pneumoniaeROMUOVE IN CELLULE DENDRITI -
CHE MONOCIT O-DERIVATE, UNA RISPOSTA IMMUNE DI TIPO T HELPER-1 TRAMITE LA PRO-
DUZIONE DI IL-12/IL-23.

Clara MariaAusiello, Fabiana Spensieri, Gigo Fedele, Réfella PalazzoAlessandra Ciervo Antonio Cassone
Dipartimento di Malattie Infettive, Parassitarie ed Immuno-mediate, Istituto Supatid®anita, Roma.

Chlamydia pneumonia@p) € un batterio intracellulare, che ¢ stato associato alla patogenesi se non propriamente all’eziologia
dell'arteriosclerosi ed ai conseguenti eventi coronarici acuti. La risposta immune diretta contro le “heat shock proteips” (HSP
di Cp ed in particolare la produzione di citochine pro/anti infiammatorie, sembra costituire un legame tra l'infezione cronica
I'aterosclerosi. Poiché I'immunita verso patogeni intracellulari & prevalentemente controllata da meccaitemiceflulo-

mediati in cui le cellule dendritiche (DC) giocano un ruolo critico, sia induttivo che regolatorio, in questo studio ablhiamo va
tato il ruolo svolto da Cp dalle proteine ricombinanti 60kDa H8Pp-HSP60) e 10kDa HSEp-HSP10) nel promuovere la
maturazione di DC monocito-derivate (MDDC) e la loro capacita di polarizzare i linfa@difine di modulare la risposta immu

ne. In MDDC, i corpi elementari di Cp (Cp-EB)Cp-HSP60 ma non Cp-HSP10 sono in grado di indurre una forte maturazio

ne cellulare analizzata mediante I'espressione di molecole co-stimolatorie ed altri marcatori Sppddite Cp-HSP60 sono

inoltre in grado di indurre in MDDC la secrezione di citochine regolatorie e di incrementare la presentazione antigenica favo
rendo un fenotipd@ helper (h)-1. lanalisi approfondita delle citochine appartenenti alla famiglia della IL-12 ha dimostrato che
Cp-HSP60 induce in MDDC l'espressione sia di mRp&k p35 e p40, le due catene proteiche che formano IL-12p70, sia di
mMRNA per p19 che insieme alla p40 forma IL-23, una nuova citodridarecentemente descritta. La polarizzazione preferen
ziale della risposta immune verso il fenotifiwl indotta da Cp-HSP60 in MDDC, sembra essere dovuta all’espressione conco
mitante di IL-12 e IL-23. In conclusione i nostri risultati confermano ed espandono le recenti evidenze circa un ruolo critico
della stimolazione cronica delle risposte immune di Tipt verso HSPs dChlamydia pneumoniag/ole proteine omologhe

della placca ateromatosa nella patogenesi dell’arteriosclerosi e delle conseguenti coronaropatie.
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CARATTERISTICHE DI VIRULENZA DI CEPPI DI CAMPYLOBACTER JEJUNITIPIZZA TI MEDIAN -
TE RIBOTIPIZZAZIONE CON PSTI

BaffoneW?., De CesarAz., Campana R, Patronev., vittoria EL., BondioIiVZ.,

Manfreda G.

Listituto di ScienzedBsicologiche, Igienistiche éimbientali, Universita di Urbino “Carlo Bo”
2Dipartimento di Scienze dedilimenti,Alma Mater Studiarm-Universita degli Studi di Bologna

Il meccanismo con c.jejuniprovoca malattia nell'uomo non € ancora ben definito, anche se capacita adesive, invasive e abi
lita nel produrre tossine sono stati proposti quali determinanti di virulenza. Scopo di questo lavoro ¢ stato quelledevalutar
caratteristiche di virulenza @il ceppinon epidemiologicamente correlati@i jejuni isolati dal’'uomo 9 ceppi) e dal pollame

(12 ceppi) e caratterizzati geneticamente mediante ribotipizzazionesion

Le proprieta adesive ed invasive sono state studiate infettando monostrati di Caco-2, mentre la capacita di produree entero/cit
tossine e CDE stata valutata su monostrati di CHO ed Hel astéta inoltre determinata la presenza di 7 geni correlati alla
virulenza €adF, celE, flaA, cdtA, cdB, cdtC ecdt cluster) con una tecnica di PCR usando specifici primers.

Tutti i ceppi di provenienza umana hanno dimostrato capacita adesive ed invasive su cellule Caco2; al contrario queste proprieta
sono apparse meno filise nei ceppi di origine animale (83% adesivi e 25% invasivi). Nessun ceppo si & dimostrato abile ad
elaborare enterotossina, mentre il 57% degli stipiti ha inddittiefitotossici sulle HelLa e il 47% sulle CHOattivita cito-

tossica e risultata una proprieta maggiormente espressa dai ceppi animaltadgeiaA, celE, coinvolti nel processo adesi

vo, ecdB sono stati rinvenuti nel 100% dei ceppi saggiati, mentre iggkdvie cdtC sono stati ritrovati rispettivamente nel 71%

(7 umani e 8 animali) e nel 24% (1 umano e 4 animali) degli isolati. La presectildister & stata osservata in piu del 50%

dei ceppi. La produzione di elevate quantita di GDStata evidenziata soprattutto negli stipiti che esibivano la contemporanea
presenza dei geodtA, cdiB e cdtC, senza sostanziali tfenze in relazione alla provenienza dei ceppi.

L’alta prevalenza delle caratteristiche di virulenza nei testitro e la presenza di geni ad essa correlata nei ceppi saggiati dimo
stra che questi possibili determinanti di patogenicita sono piuttoftisidigli isolati diC.jejunisia di provenienza umana che
animale caratterizzati dallo stesso profilo di ribotipizzazidonmeostri risultati suggeriscono I'importanza degli animali quale
reservoir di ceppi virulenti dC.jejunie sottolineano il potenziale rischio che questi rappresentano per la salute umana.

IDENTIFICAZIONE DI BIOFILM BA  TTERICI NELLE INFEZIONI CRONICHE ADENOIDEE E TON-
SILLARI.

1ardito F, 2cald L.,ZGaIIi J.,lMancineIIi L.,SBassotti E.,2Paludetti G. éFadda G.

Listituto di Microbiologia,zlstituto di Otorinolaringoiatria edlstituto di Odontoiatria, Universita Cattolica del SacEuoe,
Roma.

Intr oduzione La patologia flogistica adenotonsillare rappresenta il quadro clinico pit comune in ambito otorinolaringoiatrico

e nonostante i protratti e ripetuti cicli di terapia medica antinfiammatoria ed antibiotica, puo talora assumere un amdamento ¢
nico recidivante tale da richiedere un trattamento dicar Lidentificazione dei biofilm batterici come comunita multicellu

lari organizzate, ha consentito di riconoscere un importantissimo fattore di virulenza che sembra concorrere in numerose infe
zioni, alla loro ricorrenza e cronicizzazione. Scopo di questo lavoro € stato quello di identificare la presenza di befiim bat

ci in campioni adenoidei e tonsillari prelevati da tali distretti in corso di interventi di adenotomia e adenotonsillectomia.
Materiali e metodi: sono stati esaminati campioni di 12 pazienti, 4 adulti e 8 in eta pediatrica, ricoverati consecutivamente pres
so la Clinica ORLdel Policlinico Universitario “A.Gemelli”, sottoposti ad interventi di adenotonsillectomia (4 pazient), ade
noidectomia (4 pz) e tonsillectomia (4 pz), per processi infettivi ricorrenti. Sono stati prelevati 16 campioni (8 didessuto a
noideo e 8 di tessuto tonsillare) sui quali sono stigitahti 'esame colturale e I'osservazione al microscopio elettronico a scan
sione.Risultati: 3 campioni di tessuto tonsillare evidenziavano coltura positiv&tadéifococcus awus 3 per streptococco a-
emolitico; 6 campioni di tessuto adenoideo presentavano una coltura positil@epeophilus influenzad Streptococcus pyo
genesed 1 streptococco a-emolitico. In tutti i campioni adenoidei ed in 5/8 campioni tonsillari & stato riscontrata la presenza di
Biofilm batterici. Conclusioni: L'evidenza anatomica dei biofilm batterici (82,5% dei campioni) nel nostro studio, benehé rela
tiva ad un campione ancora esiguo, conferma la stretta correlazione tra presenza di biofilm e cronicizzazione dei grocessi infe
tivi adenotonsillari ed antibiotico resistenza anche in corso di antibioticoterapia mirata. Ulteriori studi su campidinpiissuta
numerosi e dei vari distretti ORdoggetti a patologia cronica e recidivante potranno confermare questi dati preliminari ed indi
viduare molecole che facilitano la penetrazione dell’antibiotico nel biofilm o a bloccare la comunicazione interna allo stesso.
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EMERGENZA DELLA RESISTENZA A LINEZOLID IN Enterococcus faeciumVANCOMICINO-RESI -
STENTI APPARTENENTI ALLA LINEA GENETICA MLST-C1.

Maria Grazia Bonors, Maurizio Solbiat?, Erminia Stepa?l Antonella Zorz?, Aldo Luzzanf', e Roberta Fontafed
Dipartimento di Patologia, Sezione di Matriologia, Universita di gronal; Ossewatorio Epidemiologico,Azienda

Ospedaliera di wonaZ; Sewizio di Micmobiologia, Immunologia e ikblogia, Azienda Ospedaliera dievona3; Unita di
Rianimazione ee€fapia IntensivaAzienda Ospedaliera die‘vbna"*; \erona.

Linezolid, antibiotico appartenente al gruppo degli oxazolidinoni, € stato di recente introdotto come nuova opzione terapeutica
in caso di infezioni da cocchi gram-positivi, inclusi enterococchi resistenti a vancomicina (VRE). Questo lavoro presenta uno
studio sulla resistenza a linezolid Entelococcus. faeciunvancomicino-resistenti (VREF) isolati da pazienti ricoverati al
Reparto di RianimazioneTerapia Intensiva dell’Ospedale Civile Maggioré/drona. Sono stati analizzati 9RE isolati da

127 pazienti nel 2004: in questi pazienti il tasso di colonizzazionéRiae stato del 22.8%, mentre il tasso di infezione da

VRE del 7.4%E. faeciumvancomicino-resistenti non sensibili a linezolid sono stati isolati da 14 pazienti: 8 pazienti presenta
vano ceppi con suscettibilita intermedia a linezolid (MIC ggdml) e 6 pazienti ceppi resistenti a linezolid (M#@ pg/ml).

Sono state raccolte le informazioni cliniche relative ai pazienti colonizzati: 5 pazienti presentavano fattori di rist@ge per |
quisizione di infezioni d&REF, ma nel caso di un paziente i fattori di rischio erano as3eutti.i ceppi resistenti a linezolid
appartenevano al genotipanAed erano altamente resistenti ad ampicillina, streptomicina e gentamicina, ma sensibili a qui
nopristina/dalfopristina. Inoltre tutti presentavano la mutazione G26&bJene per rRNA&3S, responsabile della resistenza a
linezolid. La tipizzazione dei cepMREF resistenti a linezolid mediante PFGE ha portato all’individuazione di 4 patterns: 3
pazienti presentavamo pulsotipi geneticamente distinti, mentre 3 pazienti mostravano pulsotipo identico o strettamente correla
to. Tutti gli isolati erano positivi per la presenza del gene di virulespalLa Multilocus Sequencgyping (MLST) ha indivi

duato lo stesso profilo allelico in tutti i ceppi (ST78), permettendo di raggruppare i ceppi nella linea genetica Cle thdecent
viduata inE. faeciumepidemici con dfusione planetariaVista I'importanza terapeutica di linezolid nelle infezioniElgae

cium vancomicino-resistenti, I'alta prevalenzaBli faeciumnon sensibili a linezolid in pazienti gravemente malati, sta-assu
mendo un’importanza considerevole.

CINETICA DELLA RISPOSTA VIROLOGICA E DELLA COMPARSA DI MUTANTI VIRALI IN
PAZIENTI CON MALA TTIA CRONICA DI FEGATO HBV-CORRELATA IN TERAPIA CON ADEFOVIR
F Cardinale, D Ferraro, M Giglio, izzillo, V Di Marco*, A Craxi *, R Di Stefano.

Dip di Igiene e Micobiologia,*Dip Biomedico di Medicina Interna e Specialistica,Universita di Palermo

Backgound: L'efficacia della terapia con lamivudina (LAM) in pazienti con malattia cronica di fegato daeHB\itata dal
I'insorgenza di mutanti virali,con una frequenza del 20%/analdfovir dipivoxil(ADV),precursore di un analogo aciclico
dell'adenina, ha una potente attivita antiviralevitro e in vivo nei confronti di HBVWwild typee di mutanti LAM resistenti.
Obiettivi: Valutare in pazienti LAM resistenti la cinetica di risposta alla terapidBan e individuare una riattivazione virale,
correlabile con la comparsa di mutanti farmaco-resistenti .

Pazienti e metodi32 pazienti, M/F 29/3, eta media 49.8 anni, con malattia cronica da g&B®\gtipo D, resistenti alla terapia
con LAM, sono stati sottoposti a trattamento A&V (10 mg/die)La cinetica di riduzione del’lHB\DNA sierico € stata vaiu
tata mediant®¥ersant bDNA3.0O (Bayer) e la soppressione della replicazione virale a livelli minimali con una nestdthPER
made §ensibilita 0.1 Ul/ml). La ricerca dei mutanti virali € statetéiata mediante sequenziamento del gene pol secondo |l
metodoABI Prism BigDyeTerminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit (AB) ed elettroforesi capillaBd Prism 310
GeneticAnalyzer

Risultati e conclusioni t 32 pazienti, osservati per una mediana di 27 mesi A@tt6 (range 20-32), avevano una carica vira

le iniziale di 48x18 copie/ml.Al baseline 4/18 pazienti presentavano la mutaziotwbDD, 10/18YIDD, 4/18 YVDD+L180

M. 23 pazienti,con una carica virale di 45.5§Iﬁ>pie/ml aro, dopo 5 mesi (range 1-14), hanno negativizzato I'HBNA in
PCR. 5 pazienti , con una carica virale iniziale di S&ﬁmpie/ml,pur riducendo la viremia, hanno mantenuto una carica vira
le >10° copie/ml.4 pazienti ,con viremia basale di 17§(t0pie/ml, negativizzavano I'HBYDNA dopo 8 mesi (range 5-12) e

mantenevano tale condizione per 12 mesi.(range 9-15). La riattivazione si associava a cariche virali variabili da 22000 a 10
copie/ml ed il sequenziamento della regione pol di HBMenziava in 2 di essi la mutazione N236d valutazione della cire

tica di risposta adDV mostra quindi, anche nei pazienti LAM resistenti, una inibizione della replicazione virale in 2/3-dei trat

tati ed una insensibilita primaria al trattamento nei restanti pazienti. La comparsa di una mutazione da farmacoresistenza evi
denzia quindi la necessita di una terapia di combinazione per ritardaregéingardi resistenza virale.
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MALA TTIA PARADONTALE E CARDIOP ATIA ISCHEMICA: UNO STUDIO ST ATISTICO E MICRO -
BIOLOGICO.

F. Cavallini, S. Cagnacci, M LatronicA, Segantini, G. Blasi, EA. Debbia.

Istituto di Microbiologia- Universita di Genova

Introduzione:

Diversi studi hanno dimostrato come la patologia parodontale sia associata con frequenza molto elevata alla aterosclerosi.
Questo studio, si prefigge due obiettivi principali: valutare la correlazione epidemiologico-statistica tra malattia pa@dontal
cardiopatia ischemica per individuare i fattori di rischio; ricercare specie batteriche eventualmente associate in nezo signifi
tivo alla cardiopatia ischemica.

Materiali e metodi:

Tra il 2002 e il 2004 ¢ stato considerato un gruppo di 27 persone, ricoverate presso un Unita Coronarica con diagnosi di angi
na pectoris e/o infarto acuto del miocardio, e un gruppo controllo costituito da 16 persone che non presentavano nessun prece
dente di cardiopatia ischemica.

A tutti i pazienti € stato eseguito un esame colturale della placca sottogengivale.

Risultati:

L'odds ratio tra le variabili di tipo parodontale e la malattia cardiovascolare ischemica hanno indicato che al cresasre della ¢
promissione parodontale aumenta notevolmente il rischio di cardiopatia.

In particolare se calcolando I'odd ratio tra i pazienti con tre o piu siti con profondita di sondaggio >6mm e stato ristaio un r

di cardiopatia ischemica 12,6 volte superiore con un p-value di 0.025 rispetto a quella di controllo

La ricerca microbiologica ha rivelato che la quasi totalita dei soggetti-caso (89,4%) presentava almeno uno dei batteri putativ
parodontopatogeni nei siti analizzati mentre nei controlli questa percentuale € minore (4688). @lindi creato un altro

indice di valutazione, definito “presenza di parodontopatogeni nel campione di placca sottogengived#si ton ilTest di

Fisher ha fornito un P-value pari a 0,010; cio significa che i cardiopatici presentavano almeno un parodontopatogeno nel cam
pione di placca sottogengivale piu frequentemente rispetto ai soggetti cardiologicamente sani,. La priésgpizaaihonas
gingivalistra i soggetti cardiopatici risulta ampiamente superiore alle altre specie batteriche identificate (47%).

In conclusione la presenza di 3 o piu siti con PD>6mm risulterebbe un importante fattore di rischio per la cardiopatia ischemi
ca, mentre la prevalenzaRorphyiomonas gingivalisia noi riscontrata tra i soggetti cardiopatici richiede indagini piu specifi

che per valutarne a fondo la significativita.

CHLAMYDIA PNEUMONIAE FATTORE DI RISCHIO CARDIOV ASCOLARE IN PAZIENTI IN DIALISI
R. Sessa, G. Schiavoni, M. Di Pietro, M. Résﬁj Cazzavillaili, M. De Cai-, G. Cervino,A. Vitale, G. Balduino, M. del Piano

Dipartimento di Scienze di Sanita Pubblica, Universita degli Studi di Roma “La Sapiémmélrtimento di Malattie Infettive
e Medicina Topicale-Ospedale San Boto, \Micenza

La mortalita cardiovascolare € la principale causa di morte nei pazienti sottoposti a dialisi, con una mortalita chevwte10-30
piu elevata rispetto alla popolazione generalgelata incidenza delle patologie cardiovascolari nei pazienti corfiaisof

za renale cronica € stata recentemente attribuita, non solo a fattori di rischio tradizionali, quali dislipidemia, ipeftensione

e diabete, ma anche a fattori di rischio non tradizionali, quali processi inflammatori ed infettivi.

Tra gli agenti infettivi, laChlamydia pneumoniadatterio patogeno intracellulare obbligato, € stata individuata quale fattore di
rischio nello sviluppo dell’aterosclerosi.

Lo scopo del nostro studio € stato quello di valutare la prevalezapdieumonia@ pazienti con instiicienza renale croni

ca sottoposti a dialisi.

Sono stati esaminati 40 pazienti (28 uomini e 12 donne; eta media &3) con institienza renale cronica in dialisi,fafti

da arteriopatia cronica, e, come gruppo controllo, 20 donatori di sangue selezionati per eta, sesso, stato socialeafieaea geogr
Da ogni soggetto é stato prelevato un campione di sangue per la ricerca di DN#neumonia@elle cellule mononucleate

del sangue periferico (PBMC).

La ricerca di DNAdi C. pneumonia@ei PBMCeé stata déttuata utilizzando la real-time PCR, basata sul framniestspe
cie-specifico diC. pneumoniaee ogni campione di PBMC é stato analizzato in un numero di tre replicati.

E’ stata riscontrata nei pazienti con if&i€énza renale cronica una percentuale di positivita@llpneumoniaéel 35%, con

una quantita di DNAli C. pneumoniaeompresa tralll e 946 copie genomiche/reazione, mentre non € stata riscontrata pre
senza di DNAdi C. pneumonia@ei donatori di sangue £8.0001).

| nostri dati sono i primi risultati ottenuti con la tecnica di real-time PCR in pazienti sottoposti a dialisi e supppdte® I'i
che l'infezione daC. pneumonia@otrebbe essere considerata un fattore di rischio cardiovascolare nei pazienti ¢icreimsuf

za renale cronica.
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CONFRONTO DI DIFFERENTI SISTEMI DI OTTURAZIONE CANALARE NEL PREVENIRE LA
COLONIZZAZIONE BA TTERICA

A. Angeretti, N. Mandras, G. Banché,Allizond, V. Tullio, D. Pasqualiﬁi, D. Adlerstein**, E. Berutti*,A.M. Cuffini
Dipartimento di Sanita Pubblica e Mimbiologia, Universita di rino

*Dipartimento di Scienze Biomediche e Oncologia Umana, Universitarigiol

**Diasorin, ltalia

In endodonzia il tipo di otturazione del sistema radicale del canale apicale risulta fondamentale per il successo della terapia
endodontica: spesso infatti una inadeguata otturazione apicale porta al fallimento nei trattamenti endodonticigicinediarur

ti a colonizzazione batterica. In questo studfetafatoin vitro si & cercato di valutare I'eventuale infiltrazione batterica-attra

verso i 5 mm apicali dell'otturazione endodontica mettendo a confronto derenif sistemi: Guttaperca con cemento endo

dontico e Resilon-Epiphany campioni, rappresentati da 80 denti umani estratti monoradicolati, sono stati suddivisi in 4 grup

pi che presentavano rispettivamente: otturazione con Resilon-Epiphany con e senza pretrattamento con idrossido di calcio
[Ca(OH)] e otturazione con Guttaperca con e senza pretrattamento con Ga®si)sono stati contrassegnati in maniera ran

dom e quindi inoculati col50pl di una coltura overnight dtntelococcus faecaliaTCC 2921 Ailuita 1:3. Leventuale infit

trazione batterica dei campioni e la conseguente contaminazione del terreno sterile, in cui I'apice della radice veniya immerso
e stata evidenziata inizialmente come torbidita del terreno stesso ed in seguito confermata, sempre a partire dalenstesso terr
con PCR e con la tecnica di reazione di amplificazione omogenea OCEAN (One CuAmmapéfitatioN reaction). Dai risul

tati ottenuti nei 45 giorni di osservazione si pud constatare che, nonostante i nostri campioni siano stati sottopoggrad una a
sione batterica superiore rispetto a quella che si verifica normalinevite® (la concentrazione dei batteri € molto maggiore
rispetto a quella del’endodonto e del parodonto in natura), i campioni infiltrati sono risultati soltanto 10 su 80olarpartic
emepge che il classico metodo di otturazione con Guttaperca ha mostrato una maggiore resistenza all'infiltrazione batterica (2
campioni infiltrati) rispetto al nuovo sistema di otturazidtesilon-Epiphany (8 campioni infiltrati). In entrambi i casi il-pre

trattamento con Ca(OkHha migliorato la resistenza all'infiltrazione.

SENSITITRE YO5 PER PANTIMICOGRAMMA DI LIEVITI E MUFFE

Drago M Scaltrito MM, Sisto FGrimaldi C,Astolfi* A, Frugonf S, Dubini F e Morace G
Istituto di Microbiologia, Universita degli Studi di Milano; *Dip. Medicina di Laboratorio Ospedale Ganda Niguada,
Milano, °Laboratorio Analisi, PioAlbergo Trivulzio, Milano

Il nuovo pannello SensititréO5, non ancora disponibile per antimicogrammi di routine, ha aggiunto ai 6 precedenti antifungi
ni la caspofungina, un’echinocandina con un ampio spettro d’azione ed un bersaglio d’azione divergostiibr. Il pan
nello & stato utilizzato per I'antimicogramma di 128 ceppi clinici di funghi di cdisi®gillus spp. e 12 Candidaspp. Come

ceppi di controllo sono stati utilizzad. kiuseiATCC® 6258,C. parapsilosisATCC® 22019 eA. flavusATCC® 204304. Per

42 ceppi, i risultati per fluconazolo, itraconazolo, voriconazolo e caspofungina sono stati valutati in comparazione con quelli
ottenuti applicando i protocolli NCCLS 27A2 e 38&r i saggi di sensibilitén vitro agli antifungini rispettivamente per lievi

ti e funghi filamentosi producenti conidi. | risultati ottenuti, oltre a confermare che la maggior parte dei ceppi cliitic (lie
muffe) risulta sensibile agli antimicotici sistemici, dimostra che il nuovo pannello Sensiifeoud essere considerato una
valida alternativa alle metodiche raccomandate dal’NCCLS e che i risultati ottenibili per la caspofungina non sono influenzati
dall'uso del terreno RPMI come, invece, riscontrato con i protocolli NCCLS.
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LE PROTEINE DI SUPERFICIE BspA-like DI TRICHOMONAS VAGINALIS SONO IMMUNOGENE ED
INDUCONO UNA FORTE RISPOSTA ANTICORPALE IN PAZIENTI INFETT ATI DAL PROTOZOO

Nicia DiazL, Paola Rappeﬂi Daniele Desdj Giovanna Sanciy Martin Embley?, Robert Hir?, Pier Luigi Fiorit

1Dipartimento di Scienze Biomediche, Universita di Sassari, It&l@chool of BiologyThe Devonshé building, University
of Newcastle, UK.

Le proteine BspA-like dirichomonas vaginaligppartengono ad una famiglia genica omologa a BspA, una proteina di super

ficie responsabile della colonizzazione della mucosa orale umana espressa da alcuni patodemneghd forsythensisLa

chiave strutturale coinvolta conhbinding alle molecole della matrice extracellulare mucosale, € la presenza di un particolare
leucine rich epeat(LRR) molto simile a un motivo presente nelle proteindrdponema pallidunfTpLRR) coinvolte con i

processi di adesione e colonizzazione. Come per tutte le molecole di superficie coinvolte con i meccanismi di patodenicita, & d
grande interesse conoscere se queste inducono una risposta anticorpale, specie se in grado di controllare, almeno parzialmente,
le prime fasi dell'infezione.

E’ stata valutata la risposta verBoaginalisin 591 sieri di persone ad alto e basso rischio per malattie a trasmissione sessuale
(sia HIV positive che negative). | 120 sieri positivi per anticorpi verso il protozoo, sono stati quindi saggiati per valutare la reat
tivita specifica verso BspA-like. Poiché non e stato possibile purificare BspA-like in forma ricombinante sia utilizzanrdo diver

si sistemi di espressione procariotici che eucariotici (sia lieviti che baculovirus), sono stati sintetizzati quattragesptati d

sulla base delle sequenze putativamente immunogeniche della proteina; due peptidi rappresentano sequenze intracellulari e altri
due, domini extracellulari. | peptidi sono stati quindi coniugatrier proteici ed utilizzati separatamente sia per immunizza

re animali da esperimento, che per saggiare la risposta anticorpale specifica nei sieri positivi per il protozoo, medfante tecn
immunoenzimatiche.

| risultati ottenuti hanno dimostrato che i tre peptidi su quatto inducono in animali da esperimento una risposta ameeorpale s
cifica verso BspA-like; inoltre & stato evidenziato che una percentuale pari a 80-85% dei sieri poditagiealis,ricono-

sce almeno uno dei quattro peptidi, sia frammenti intra che extracellulari.

Ulteriori studi saranno necessari per determinare il ruolo della risposta anticorpale specifica nel controllo dell'infezione da
T.vaginalis

EPIDEMIOLOGIA DELLE INFEZIONI DAROT AVIRUS DI GRUPPO A A PALERMO: EV OLUZIONE
GENETICA DEI CEPPI ISOLATI DAL 1991AL 2004

| rotavirus di gruppd vengono caratterizzati in base a due proteine del capside estBiheVP4, entrambe inducenti anti

corpi neutralizzantiAttualmente sono stati identificati dieci fifenti tipi G (VP7-correlati) e 10 tipi & P4-correlati) di rota

virus umani. Ceppi G1P[8], G2P[4], G3P[8] e G4P[8] sono ubiquitari. Nella popolazione infantile i rotavirus sono i pitifrequent
agenti di enterite, causa di elevati tassi di ospedalizzazione nei paesi industrializzati e di mortalita nei paesi ituggodi sv
Indagini epidemiologiche ffttuate in bambini di eta inferiore ai 3 anni ospedalizzati per enterite a Palermo dal 1991 al 2004
hanno rivelato una prevalenza oscillante dal 20 al 50%. La caratterizzaziodei Géppi virali, eiettuata mediante saggi di

siero e genotipizzazione, ha rivelato a Palermo urfasdifcircolazione di ceppi con specificita G1[P8], G2[P4] e G4[P8],
responsabili del 90% degli episodi diarroici, e dal 1999 I'gereza di ceppi con specificita G9[P8]. La presenza di G1[P8] &
costante, con oscillazioni negli anni dal 5,7% all’'86,8% dei ceppi circolanti. | ceppi con specificita G4[P8] presentano dei pi
chi ad intervalli di 4-6 anni, quando sostituiscono nella prevalenza il tipo G1. La circolazione di ceppi G2 € sporadiatae pres
un incremento ad intervalli di 8-10 anni.

L'analisi dei geni codificanti pefP7 andvP4 ha consentito di definire I'evoluzione dei ceppi circolanti a Palermo. Il cenfron

to delle regioni aminoacidiche variabili ¥P7 e diVP4 ha permesso di riconoscere la comparsa di nuovi ceppi come conse
guenza di mutazioni puntiformi o di fenomeni di riassortimento genico nell'ambito dei ceppi endemici palermitani e per l'in
troduzione di ceppi difisi in altre aree geografiche. Mutazioni puntiformi sono responsabili della persistenza dei ceppi-G1, men
tre la introduzione di nuovi ceppi precedentemente circolanti in altri paesi e stata dimostrata per G2[P4] e G4[P8]. Sono stati
evidenziati fenomeni di riassortimento con il trasferimento del gene codifican#gdra diferenti tipi G.

Considerando il ruolo degli anticorpi neutralizzanti anti-VP7 ed anti-VP4 nella immunita anti-rotavirus e gli sforzi attualmen
te profusi per l'allestimento di vaccinififaci, i risultati ottenuti sottolineano la necessita di una continua sorveglianza nelle
diverse aree geografiche allo scopo di evidenziare la comparsa di varianti antigeniche.
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ANALISI DELLA RISPOSTA VIROLOGICA PRECOCE ALLA TERAPIA ANTIRETROVIRALE DI
ASSOCIAZIONE.

Gregori G., Faraoni S., Di Garldo, Ghiotti M., Morettini R., Milia M.G.
Dipartimento di Diagnostica di Laboratorio - Laboratorio di Biologia Molec@ar
OspedaléAmedeo di Savoiapfino.

INTRODUZIONE . La resistenza ai farmaci anti-retrovirali € associata ad una diminuita risposta al trattamento ed unincremen
to della mortalita in pazienti infettati da HIWiu rapido é il decremento nella viremia plasmatica, in risposta al trattamento, e
maggiori sono solitamente le possibilitd di successo della terapia oltre alla minore possibilitiydnzesdi farmaco-resisten

ze. La rapidita dell'azione antiretrovirale potrebbe essere ritenuta, nell'infezione acuta, di importanza ancora pitheroelale ¢
I'infezione cronica, in funzione della necessita di limitare la diversificazione della popolazione virale in senso quasi-specie
Lo scopo di questa ricerca € stato valutare la cinetica virale in risposta al trattamento anti-retrovirale in due c@@gerie di

ti: advanced naive e pazienti con infezione acuta.

MET ODI. Sono stati analizzati 87 campioni di plasma per la determinazione della viremia, dgpH¥tenenti a 10 pazienti,

7 advanced naive (5 posti in terapia con ZIN&ssociati a lopinavir/ritonavir (LPV/R/); 2 hanno assunto una HAARon
tenente 2 NRI + LPV/RTV + enfuvirtide) e 3 pazienti con infezione acuta (2TNR LPV/RTV + enfuvirtide), aflerenti
all'OspedaleAmedeo di Savoia diorino.

L'analisi di quantizzazione & stata eseguita utilizzando la metodicalHi\gnitor” di Roche Diagnostics.

RISULTATI. Il valore di EGndei pazienti advanced naigerisultato pari a 1,5 giorni e sovrapponibile nei due gruppi di trat

tamento. Il valore di Eggé risultato in media minore nei pazienti trattati solo con Lopinavir (5,37 giorni vs 2,93 giornij rispet

to a quelli trattati anche con Enfuvirtide. Nell'ambito delle tre infezioni acute si & osservato un decremento dei valeri di HI
RNA di poco piu lento rispetto alle infezione croniche avanzate. Il valore gf) ECquesto gruppo, non si discosta significa

tivamente da quanto osservato nelle infezioni croniche (1,67 giorni vs 1.55 giorni). Il valorgfiigia piu elevato della
media delle infezioni croniche.

VALUT AZIONE DELLE RESISTENZE IN VITRO DI CEPPI DI HELICOBACTER PYLORIISOLATI DA
BIOPSIE GASTRICHE DI PAZIENTI GIA SOTT OPOSTIA TERAPIA ERADICANTE E PAZIENTI MAI
SOTTOPOSTI ATERAPIA.

M.R. lovene, RA.Pilloni , B.Giordano, Montella, M.A.Tufano.

Dipartimento di Diagnostica Miabiologica dir Prof. M.A.Tufano

Helicobacter pylori (H.p.)é considerato I'agente eziologico di gastriti, ulcera gastrica e duodenale, carcinoma gastrieo e linfo
ma gastrico. Negli ultimi anni si e @lisa la resistenza defl: p. nei confronti degli antibiotici d'uso, che ha comportato un
incremento del “probabile fallimento terapeutico”. In questo studio abbiamo valutato in vitro 'andamento della resistenza ,
espressa come Concentrazioni Minime Inibenti M.1.C,degli antibiotici di utilizzo vergoisolati da due gruppi distinti di
pazienti.l gruppo:70 Pazienti,40 uomini e 30 donne,eta 25-65 anni con sintomatologia dispeptica mai sottoposti a terapia era
dicante.ll gruppo :70 Pazientj 38 uomini e 32 donne eta 25- 65 anni con ulcera gastrica e gia sottoposti a terapia eradicante.
Tutti i pazienti, senza terapia per 10 giorni, venivano sottoposti a gastroscopia con prelievo bioptico dall’antro edidlacorpo
stomaco.

E’ stata saggiata la sensibilitaHip. isolati dall'esame colturale delle biopsie gastriche vs 6 antibiotici di uso clinico :-metro
nidazolo,claritromicina,amoxicillina,tetraciclina, levofloxacina. Le M.1.C. sono state determinate mediante Epsilometer test (E
test) su piastre di Muller Hinton al sangue di montone in atmosfera microaerofila al 10%.diR&Dill° gruppo il metro-

nidazolo e la claritromicina hanno mostrato una resistenza rispettivamente del 38% e 21%, dati che presentano un notevole
incremento rispetto ai precedenti nostri studi, in cui la resistenza primaria nei confronti del metronidazolo era det 20% e pe
claritromicina era del 7%. Pedil° gruppo € emerso un aumento parabolico delle resistenze per il metronidazolo con il 76%,e

la claritromicina con il 78% , inoltre si & evidenziata anche una allarmante resistenza nei confronti dei chinolonict%eon il

per la levofloxacina che oggi viene utilizzata come presidio terapeutico “di salvdtagiiaconclusionel) la resistenza pri

maria nei riguardi degli antibiotici di piu comune impiego nella terapia della infeziodeplae in aumento?2) la elevata resi

stenza riscontrata in soggetti in cui il primo ciclo di terapia é statficae solleva il problema di un piu oculato uso detche
mioterapici sin dal primo trattamento della infezione e di conseguenza il ricorso al’esame colturale e al conseguente antibio
gramma sin dalla prima biopsia gastrica..
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CORRELAZIONI EPIDEMIOLOGICHE E MOLECOLARI TRA ENTEROCOCCHI VANCOMICINO-
RESISTENTI DI ORIGINE UMANA ED ANIMALE

G. Foglial, C. Paoletti, G. MagiL, E. Guaglianon%, B. Facinelll, G. Donell?, A. Sundsfjor&, C. Pruzzé. F Biavascé

Listituto di Microbiologia e Scienze Biomediche, Universita Politecnica deIIa:MﬁAnconazDipartimento di Ecnologie e
Salute, Istituto Superierdi Sanita, Roma
ARTRADI poject, EC contract QLK2-GZ002-00843

Lo scopo di questo studio € stato quello di analizzare le correlazioni esistenti tra enterococchi vancomicino-resist&ti (VRE)
lati dai serbatoi umano ed animale. Sono stati isolati, identificati e caratterizzati per il genotipo di resistarRk,1@1

umani, di cui 21 clinici e 70 intestinali, e 50 animali) provenienti da diverse regioni italiane/REL(6 umani e 5 animali)

isolati in Norvegia. Nell’ambito degli isolati umani, 7B. faeciume E. faecali$ portavano il genganAe 21 E. gallinaume

E. casseliflavusil vanC. Nell’ambito di quelli animali, 47H. faecium E. durans eE. hirag eranovanA tre eranozanC-1(E.
gallinarum), di cui uno ancheanA Gli isolativanAsono stati tipizzati mediante PFGE e analizzati per la localizzazione e la
caratterizzazione degli elemefn1546.La localizzazione della resistenza € risultata plasmidica, ad eccezione di tre ceppi
umani intestinali e di un ceppo animale (che portavali&46 uno plasmidico e uno cromosomico). | plasmiiAaveva

no dimensioni variabili da 40 a >250 kb; la localizzazione su plasmidi di grandi dimensioni (>150 kb) era piu frequernie nei cep
umani intestinali (30%) rispetto a quelli clinici e animali (10%). La tipizzaziondnlEb46 e stata déttuata digerendo con

Clal gli amplificati ottenuti utilizzando primer specifici per le IR. | ceppi che non davano amplificati IR erano sottope@sti a ult
riori PCR utilizzando coppie di primer specifiche per le regiof#-vanXe vanXvanZ Gli amplificatiorf2-vanXerano poi set

toposti a digestione cdddd per evidenziare la presenza della mutazione &liVello del nt. 8.234. | risultati ottenuti hanno
permesso di ricondurre gli elememtil546a quattro modelli principali, uno corrispondente al prototipo e gli altri caratterizza

ti da delezioni e/o inserzioni di varia entita.

| risultati ottenuti hanno mostrato che (i) nel comples¢BE umani ed animali diérivano sia dal punto di vista clonale che

per il tipo diTn1544 (ii) era presente una correlazione clonale tra ceppi provenienti dallo stesso serbatoio, anche se da aree geo
grafiche diverse, (iii) VRE umani, rispetto a quelli animali, erano caratterizzati da una maggifusiatie clonale e una mag

giore variabilita degli elemeniin1546like.

DETERMINAZIONE DI POLIOMA VIRUS BK MEDIANTE REAL-TIME PCR NEL SANGUE DI
PAZIENTI TRAPIANT ATI DI MIDOLLO

S. Marchetti R. Grafeo,A. Siddu, M. Ciottil, R. Santangelo, S. Manzara, C. Fa@alﬁ Cattani e G. Fadda
Istituto di Microbiologia, Universita Cattolica del SaziCuoe, Roma

1| aboratorio di Miciobiologia e Wfologia, Azienda Policlinico Universitariodr Vergata, Roma

Il poliomavirus BK (BKV) & molto difuso nella popolazione generale; I'infezione primaria € generalmente asintomatica ed il
virus rimane latente nel rerein altri distretti. | linfociti B, sensibili all'infezione, contribuiscono allafasione del virus nelle
riattivazioni, normalmente sotto il controllo della risposta immunitaria. Nei pazienti immunocompromessi la riattivazione puo
esitare in patologie dell'apparato urinario, quali la cistite emorragica, importante causa di morbilitd nei pazientiitdipiantat
midollo osseo.

Pertanto, nel presente lavoro, é stata messa a puntiaatefmetodica di Real-time PCR ed é stato condotto uno studie retro
spettivo su pazienti trapiantati di midollo osseo, in terapia immunosoppressiva, per determinare la possibile correlazone tra
riattivazione dell'infezione da BKMa carica virale riscontrabile nel sangue e lo sviluppo di cistite emorragica.

Sono stati analizzati, mediante PCR, 22 pazienti trapiantati e 107 soggettifeegntiaispettivamente al reparto di Ematologia
dell’Ospedale Sant’Eugenio, Roma, ed all’lambulatorio dell’lstituto di Microbiologia dell’'Universita Cattolica del Sacro Cuore,
Roma.

Per 12 pazienti con sintomi riconducibili ad infezione dell'apparato urinario € stata inoltre valutata la carica viralée median
Real-time PCR, analizzando 74 campioni di plasma raccolti ad itervalli regolari nel follow-up.

Complessivamentelldei 22 (50 %) pazienti trapiantati sono risultati positivi per Bi&htre tutti i campioni raccolti dai sog

getti sani sono risultati negativi.

La determinazione della carica virale ha mostrato, nei diversi pazienti, una discreta variabilit%e(dﬁln‘.bpie/ml); in alcu
ni pazienti sono state osservate cariche virali elevate Me/ml) alternate a determinazioni negative. Cariche virali com

prese tra 19e 1P copie/ml sono state ripetutamente riscontrate in pazienti con diagnosi di cistite emorragica.

| risultati ottenuti suggeriscono che la tecnica di Real-time PCR sembra essere la metodica diagnostezeipezfdistin

guere un’infezione attiva da una latente e per monitorare ed eventualmente individuare, nel follow-up del paziente immuno
compromesso, quello a rischio di sviluppare una malattia da BKV
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SEQUENCE-BASED-TYPING (SBT) ED AMPLIFIED FRAGMENT LENGHT POLYMORPHISM (AFLP) QUALI
MET ODI DI TIPIZZAZIONE MOLECOLARE DI STIPITI DI LEGIONELLA PNEUMOPHILA SIEROGRUPPO 1.
Barbaro R., Bonura CAmatoT., Distefano S., Cala C., Giammanko

Dipartimento di Igiene e Miabiologia “G. D’Alessando”, Universita degli Studi di Palermo.

La tipizzazione molecolare Hi pneumophilaierogruppo 1, agente eziologico di una forma di polmonite atipica ad elevata leta

lita che pud essere contratta sia in ambiente comunitario che nosocomiale, € richiesta nelle indagini epidemiologiehe per con
frontare gli isolati clinici con quelli ambientali, per individuare la fonte di contaminazione e le vidugiatie del micraya

nismo ed, infine, per valutare Ifefacia degli interventi di bonificalra i diversi metodi di tipizzazione impiegati negli ultimi

anni, 'AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism), considerato lo “standard internazionale”, & ampiamente utilizzato
dai membri dello EWGLI (Europeaiorking Group on Legionella Infections) per la semplicita di esecuzione, rapidita, alto
potere discriminante ed elevata riproducibilita. Ma a causa defieottéi legate all'interpretazione soggettiva dei risultati e

della necessita che il metodo venga eseguito secondo precise indicazioni dettate dallo EWGLI , & stato proposto un-nuovo meto
do, I'SBT (Sequence-Basedyfing), basato sul sequenziamento di sei loci genici specifik, pilE, asd, mip, mompS,q#.

Tale sistema di tipizzazione, fondato sulla combinazione degli alleli di ciascuno dei loci sequenziati, si rivela altamente ripr
ducibile, rapidamente eseguibile e garantisce risultati facilmente analizzabili e comparabili tramite il database di seguenze c

to dallo EWGLI. Per tale ragione, I'SBT stato proposto come nuovo “gold standard” per la tipizzazione molecolare di isolati

di L. pneumophilasierogruppo 1.

Sulla base di tali presupposti & stata analizzata la variabilita genetica di 96 stipfindumophilasierogruppo 1 isolati pres

so il nostro laboratorio a seguito di casi sospetti di legionellosi utilizzando comparativamente ambedue le metodiche, 'AFLP
ed I'SBT. Inizialmente si & fatto ricorso all’AFLBia tramite reagenti in uso nel nostro laboratorio (PCR “home-made”) che
seguendo le specifiche indicazioni suggerite dalla seconda versione dello “Standard ARW\BPrrotocol” (vww.ewgli.omg).
Successivamente, per verificare I'attendibilita dei dati ottenuti e valutare I'applicabilita dell@dh® metodo preliminare di
tipizzazione, é stata impiegata I'SBT

IMPIEGO DEL QUANTIFERON-TB GOLD COME POTENZIALE STRUMENT O DI DIAGNOSI DELLE INFE -
ZIONI DA MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS

BuaAl., Molicotti Pl., Delogu Cg., Mura M.S?’., Saba ﬁ., Pirina P4, Maida ﬁ., Madeddu é., Vertuccio C,5., Sechi L.A?‘.,
Zanetti §.

1Dipartimento Scienze Biomediche, Universita di Sasgmﬂtuto Microbiologia Universita Cattolica di Romg’lstituto di
Malattie Infettive Universita di Sassaffistituto di Tsiologia e Malattie dell’Apparato Respiratorio Universita di Sassari,
SA.S.L. i3 Nuoo

La Tubercolosi (TB) é stata definita dall'@anizzazione Mondiale della Sanita (OMS), egeera globale. 1l gold standard per

lo screening dell'infezione tubercolare & la PPD (Purified Proteine Derivative), ma i suoi diversi limiti richiedono lasvilupp
di sistemi sensibili e specifici per individuare i soggetti venuti a contattdlgenbacterium tubeulosis

Nel 2001 la Food and Druggdministration ha approvato I'utilizzo di un nuovo test: “QuantiFERON-TB Gold” che misura il
rilascio di interferony (INF-y) nel plasma di sangue intero stimolato da anti@&specifici (Esat-6 e CFP-10).

Lo scopo del nostro lavoro € stato quello di valutardéidadia del QuantiFERON-TB come sistema di diagnosi immunologi
ca di infezione dd. tuberulosis

Nel nostro studio 25 campioni di sangue venoso sono stati divigrmgpil):n°11 soggetti sani ma con PPCA)n°5 sogget

ti con infezione recente ed attiva Matuberculosisin terapia da meno di 30 giori@jn°5 soggetti con sospetid; 4)n° 2 sog

getti vaccinati con BCG da almeno 1 anno nei quali si & osservata una convé)sibAesoggetti con HIV+.

Tutti i campioni di sangue sono stati saggiati con la metodica del QuantiFERON-TB ottenendo per ogni gruppo i seguenti risul
tati: 1° gruppo 6 campioni positivi e 5 negativi¢ Gruppo 4 campioni positivi ed 1 indeterminato® Htuppo 1 campione pesi

tivo, 3 negativi, 1 indeterminato; Agruppo 2 campioni negatiw/° gruppo 1 campione negativo ed 1 indeterminato.

| nostri dati indicano che QuantiFERON -TB: 1) discrimina fra soggetti PPD+ sani venuti a contaftat@oaculosisda quel

li PPD+ in seguito a vaccinazione con BCG, in quanto specifico per antigeni del micobatterio tubercolare;

2) potrebbe essere impiegato, con i tradizionali sistemi di diagnosiT@kllzell'individuare soggetti con infezione attiva gua
lora il loro sistema immunitario non sia troppo compromesso.

Il QuantiFERON-TB potrebbe pertanto rappresentare un essenziale strumento per il controllB deti&ribuendo a miglio

rare I'accuratezza della diagnosi della malattia tubercolare.
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BATTERIEMIE DA ACINETOBACTER LWOFFII: ASPETTI MICROBIOLOGICI E CONSIDERAZIO -
NI CLINICHE

1TEGA Luciano,1BLANCO Giovanni,20TTAVIANI Donatella, elCARRATURO Antonio
1 sewizio di Patologia Clinica, PO. “S. M. Goetti”, AUSLLatina
2 |stituto Zoopofilattico Sperimentale dell’'Umbria e delle Mdre,Ancona

Le specie appartenenti al geném@netobacteisono ubiquitarie nell’lambiente e negli ultimi anni hanno acquisito un ruolo di
primo piano come importanti patogeni nosocomiali.

In particolare Acinetobacter lwoffiche € un costituente della normale flora microbica della pelle, dell’oro-faringe e del peri
neo, sempre pill SPesso viene riportato come causa di batteriemia, in particolare in pazienti immunocompromessi.

Abbiamo efettuato uno studio retrospettivo per analizzare le batteriemie causAmngtobacter calcoaceticusr. lwoffii

negli ultimi tre anni. Sono stati presi in esame 10 campioni provenienti da pazienti ricoverati nei reparti di Ematologia e
Rianimazione dell'Ospedale S. M. Goretti di Latina. Sei campioni provenivano da pazienti portatori di catetere veneso centra
le e due da pazienti portatori di catetere urinario. | ceppcitietobacter Iwoffiisolati hanno mostrato in linea generale una
buona sensibilita verso gli antibiotici comunemente utilizzati in terapia, ad eccezione delle cefalosporine che sono risultate
costantemente resistenti. Due ceppi hanno mostrato un profilo di antibiotico-resistenza molto elevato. In particolare sono risu
tati resistenti verso le cefalosporine, amoxicillina/acido clavulanico, piperacillina (MIC >256 mg/ml), tobramicina, leicofloxac

na, ciprofloxacina. Sono risultati sensibili soltanto: amikacina (MIC 16 mg/ml), gentamicina (MIC 4 mg/ml), imipenem (MIC

4 mg/ml).

| dati riportati in questo studio sono in linea con quelli esistenti in Letteratura circa il ruolo di primo piano occupeatietelai

ri quali principali fonti di infezione dacinetobacter Iwoffii

Comunque, a parte alcune eccezioni, i ceppi oggetto di questo studio mostrano una buona sensibilita agli antibioticg- ma € nece
sario monitorare nel corso degli anni il possibile igsoe di resistenze.

CMV, EBV E HHV8 NELLE MALA TTIE INFIAMMA TORIE INTESTINALI

1 Massimiliano Begallo, 2 plessandro Lavagng,Marco Daperno,1Chiara Merlino,lsara Baro,1 Cristina Costa,l Francesca
Sidoti, 2 Angelo Peral Rossana Cavallo

1 Dip. di Sanita Pubblica e Miobiologia, S.C.D.U. ivologia, Universita di ®rino;

2 Divisione di Gastwenteplogia, A.S.O. Odine Mauriziano, @rino

Intr oduzione.L’eziologia delle malattie infiammatorie intestinali (IBDi di Crohn (CD) e rettocolite ulcerosa (UC) - e tut

tora sconosciuta. Recentemente € stato ipotizzato il ruolo delle infezioni virali, in particolare da Herpesviridae, pploesvilu

nel decorso delle IBD.'infezione da CMVnhon riconosciuta e non trattata risulta significativamente associata a refrattarieta alla
terapia steroidea nell’'UC. EBSembra coinvolto nella patogenesi di una parte dei linfomi non-Hodgkin che si sviluppano nei
pazienti con IBD, mentre non sembra significativamente associato allo sviluppo di K rettocolico. Secondo altri autori, invece,
EBV e CMV a livello intestinale non rivestirebbero alcun ruolo e sarebbero solo “spettatori innocenti”. Non sono tuttora stati
effettuati studi sulla prevalenza di infezione da H8ivielle IBD.

Scopo.Indagare in modo prospettico la prevalenza di infezione da, @BV e HH\-8 nelle biopsie coliche e nel sangue di
pazienti con IBD in fase attiva.

Materiali e metodi. Sono stati reclutati 18 pazienti consecutivi con IBD in fase attiv&C(@, 7 UC) sottoposti a colonscopia.

Sono stati prelevati in contemporanea campioni bioptici di mucosa colica nelle aree di infiammazione attiva e campioni emati
ci. E’ stata efiettuata I'estrazione di DNA RNAed i geni di CMVY EBV e HH\-8 sono stati ricercati mediante PCR quantita
tiva-competitiva (QC-PCR). | risultati sono stati correlati con dati clinici, ematochimici e grado di attivita di malatsiecendo

pica (EDA).

Risultati. La QC-PCR per CM\éra positiva in 2 campioni bioptici (1 CD, 1 UQ;%) e 1 ematico (6%) di un terzo paziente

con CD. La QC-PCR per EB#¥§fa positiva in 10 campioni bioptici (5 CD, 5 UC; 56%, in 3 casi con alta carica virale) e 0 cam
pioni ematici. HHV8 era negativo in tutti i campioni. Dati clinici, ematochimici ed BidA diferivano significativamente tra

casi positivi e negativi.

Conclusioni. La localizzazione colica di EB¥ frequente sia nella CD sia nell’'UC, ma non sembra associata ad infezione siste
mica. Il riscontro di CM\kia a livello colico sia ematico € inferiore a quanto precedentemente riportato. Nessuno dei due virus
sembra coinvolto nella patogenesi delle complicanze delle IBD, sebbene siano necessari ulteriori studi di follow-upa lungo ter
mine e su una popolazione pit ampia. Come atteso,-81Hd € stato rilevato in questi pazienti.
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CARATTERIZZAZIONE GENOTIPICA E FENOTIPICA DI CEPPI DI STREPTOCOCCUS PYOGENES
ERITROMICINA RESISTENTI

del Piano ML, Scazzocchio .k, Berlutti FL, Cipriani Pl Oliva B.2, Frascaria.ﬁ, Santino
1Dipartimento di Scienze di Sanita Pubblica, Universita “La Sapienza”, Roma;
2Dipartimento di Medicina Sperimentale, Universita dell’Aquila, Coppito-67109yuila;
3Ospedale S. SalvawrLaboratorioAnalisi, LAquila.

Lo Streptococcus pyogeneésl| principale responsabile delle patologie infettive delle alte vie respiratorie. La penicillina & anco
ra considerata il farmaco di scelta nel trattamento di tali infezioni. | macrolidi costituiscono una valida alternativécterapeu
nel caso di pazienti allgici, anche se negli ultimi anni & stato riportato un aumento notevole di cepgydigenesesistenti
all’eritromicina.

Tale resistenza e riconducibile al fenotipo costitutivo (ciMlL-& quello inducibile (iML§g) e al fenotipo M. | ceppi con feno

tipo cMLS; sono resistenti a tutti i macrolidi a 14, 15 e 16 atomi di C, ai lincosamidi ed alle streptogramine, quelli con fenaoti
po iMLS}, mostrano uno spettro di resistenza ai macrolidi a 14 e 15 atomi di carbonio ma non necessariamente a quelli a 16,

mentre i ceppi con fenotipo M sono caratterizzati da una sensibilita alla clindamicina anche dopo induzione e da una bassa resi
stenza verso i macrolidi a 14, 15 atomi di C.

La resistenza ai macrolidi & geneticamente determinata da geni appartenenti abgnepal genenefAche codifica per una

pompa di dlusso caratterizzante il fenotipo M.

Nel presente lavoro e stata valutata, in ceppi giyBgenedli provenienza ospedaliera, la distribuzione dei fenotipi verso i
macrolidi a 14, 15 e 16 atomi di C, e la correlazione con i diversi corredi genetici.

| risultati ottenuti hanno messo in evidenza che non tutti i fenotipi riscontrati nei ceppi esaminati sono riconducitgha@i tre

tipi riportati in letteratura. Infatti alcuni ceppi di @yogeneshanno evidenziato una bassa/media resistenza ai macrolidi a 14 e

15 atomi di C ed anche alla clindamicina, ed una sensibilita a quelli con 16 atomi di C, anche dopo induzione; tale fenotipo e
caratterizzato nei ceppi da un profilo genetico simile a quello caratterizzante il fenotipg. iMLS

Questa ulteriore espressione fenotipica, non di tipo inducibile e che potrebbe essere sostenuta da geni non ancoea descritti, v
ulteriormente investigata.

CHLAMYDIA PNEUMONIAE E MALA TTIA ATEROSCLEROTICA CAROTIDEA: ASPETTI CRITICI
DELLA PCR

R. Sessa, M. Di Pietro, G. Schiavoni, C. Zagaglia, S. Facciléngdgtale, G. Cervino, G. Balduino, M. del Piano
Dipartimento di Scienze di Sanita Pubblica, Universita degli Studi di Roma “La Sapienza”

La Chlamydia pneumoniaédatterio patogeno intracellulare obbligato, € nota come agente eziologico delle infezioni del tratto
respiratorio quali faringiti, bronchiti e polmoniti.

Negli ultimi anni & stato messo in evidenza il suo coinvolgimento nella patogenesi dell’aterosclerosi e, quindi, nelle malattie
cardiovascolari, attraverso studi sierologici, ricerca di IN&. pneumoniaestudi in vivo e studi di prevenzione secondaria.

Per quanto riguarda la ricerca direttaCdipneumoniaee da tenere presente che a tutt’oggi non esiste un metodo diagnostico
standardizzato e convalidato, dal momento che la coltura cellulare presenta una scarsa sensibilita, 'immunocitochimica una
scarsa specificita e la microscopia elettronica € considerata una tecnica estremamente sofisticata.

Pertanto la maggior parte degli studi sono stégittefati mediante ricerca diretta @i pneumoniaed in particolar modo uti

lizzando la tecnica di polymerase chain reaction.

Sono stati, quindi, presi in considerazione su MEDLINE, tutti gli studi relativi al coinvolgimentoQigiiaecumoniaaella

malattia aterosclerotica carotidea che hanno utilizzato la tecnica di PCR.

Risultano circa 50 studi, pubblicati entro Giugno 2005, in cui la percentuale di positivita piaumoniaéscontrata nei cam

pioni di placca aterosclerotica carotidea, e nei campioni di cellule mononucleate del sangue periferico, varia da 0 a 100%.
Appare evidente che i risultati sono spesso discordanti e, quindificlialihterpretazione, a tal punto che non é stato pessibi

le confrontarne neanche due per léedlidnze metodologiche di PCR applicate, come, ad esempio, la scelta dei primers, il siste
ma di rilevazione e di convalida dei risultati positivi.

Pertanto, risulta necessaria una standardizzazione della PCR per la riGerpaalimoniaehe, allo stato attuale, non permette

di ottenere risultati attendibili e riproducibili.

| problemi legati ad una PCR tradizionale potrebbero essere risolti dalla recente introduzione della real-time PCR, tecnica che
permette di quantificare I&. pneumoniaefattore estremamente importante per la diagnosi di infezione vascolare.
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VALUT AZIONE MOLECOLARE DELLA RESISTENZA A RIFAMPICINA ED ISONIAZIDE IN STIPI -
TI PALERMIT ANI DI MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS.

Bonura C., Mammina C., Immordino R., Platia M.A., Barbaro R., Distefano S., Cascino S., Giammanco
Dipartimento di Igiene e Miabiologia “G. D’Alessando”, Universita degli Studi di Palermo.

La tubercolosi rappresenta ancora oggi una delle principali cause di morte nel mondo, con 8 milioni di nuovi casi di malattia e
2 milioni di morti per anno.

Si e assistito nell'ultimo decennio al costante incremento del numero di cégpcabacterium tubeulosisresistenti ai far

maci antitubercolari “in uso” a causa dell'ingenza di mutazioni puntiformi nei geni che codificano per il bersaglio dei far
maci o per gli enzimi deputati alla loro trasformazione. Sebbene tali ceppi gia rappresentino una seria minaccia pé& il control
della difusione della malattia e per [fefacia degli schemi terapeutici adottati, particolare preoccupazione destano i cosiddetti
stipiti di Mycobacterium tubeulosismultiresistenti (Multi-Drug.-Resistant o MDR) nei confronti di due o piu farmastaks
dimostrato, infatti, che circa il 90% degli isolatiMicobacterium tubeulosisresistenti alla rifampicina sono anche resistenti
all'isoniazide.

Studi genetici hanno evidenziato che il 95-98% dei casi di resistenza alla rifampicina sono associati a mutaziomjaie insor

in una porzione di 81 bp (dal codone 507 al codone 533) della regione core di un unicpa®rahe codifica per la subuni

tap del’RNA polimerasi. | ceppi resistenti all'isoniazide, invece, possono presentare mutazioni in molti gerkdt&,¢ohA,

oxyR ahpC kasA ndh furA, cosi come nella regione ingenicaoxyRahpCe nella regione regolativa a monte dell'operone
mabAinhA La mutazione a livello del codone 315 (Ser) del dextt€ si ritrova nel 30-65% dei mutanti resistenti all'isoniazi

de, mentre nei gemhpCe inhA le frequenze mutazionali non superano il 10-15%.

Abbiamo anche noi valutato, analizzando le sequenze nucleotidiche depgBni tipo e la frequenza delle mutazioni cerre

labili con la resistenza alla rifampicina, in 166 stipitMiicobacterium tubeulosisisolati nel nostro laboratorio. Per verifica

re, inoltre, se i ceppi resistenti alla rifampicina lo fossero anche all'isoniazide, sono stati sequenzi&atiGerahpC la

regione integenicaoxyRahpCe la regione regolativa a monte dell’'operomabAinhA

FREQUENZA DEGLI ASTROVIRUS IN BAMBINI OSPEDALIZZA Tl DELL 'AREA NAPOLETANA
Maria Grazia Pisciottal, Carmela Moccial, Emiliana Finamo#dédaterini Kampanarakil, Emilia Galdiero2, Francesco
Galdiero 1

1Dipartimento diMedicinaSperimentale Sezionedi Microbiologiae MicrobiologiaClinica, SUN;ZDipartimento diFisiologia
Generaleed Ambientale Sezione digiene eMicrobiologia

Gli astrovirus umani (HastVs) sono privi di envelope e presentano un genoma aedigéatenario, strutturato in tre open
reading frames (ORFs): ORF1a e ORF1b, che codificano rispettivamente per la proteasi e la polimerasi virale e ORF2 che codi
fica per il precursore del capside.

Il nostro studio ha valutato la prevalenza delle gastroenteriti virali da astrovirus ed eventuali coinfezioni da rotesmois e ad
virus in bambini di eta inferiore a 6 anni ospedalizzati presso diversi presidi hapoletani.

Le tecniche di biologia molecolare utilizzate sondlHIRCR, per l'identificazione virale, e I'ibridizzazione con Southern Blot

di conferma. La tipizzazione é statéetuata sequenziando i prodotti amplificati CORFRCR della regione ORF2, che codifi

ca i precursori del capside virale.

| risultati mostrano che gli astrovirus sono risultati presenti nel 5% dei campioni esaminati (n=2BPC& Ra mostrato che

tutti appartenevano al genotipo 1. Il picco di infezione & apparso piu evidente nel periodo invernale e tra i bambife-di eta in
riore ad 1 anno. La piu frequente coinfezione e risultata tra astrovirus e rotégiresservazioni inducono a supporre che gli
astrovirus, trovati nel 5% dei campioni testati per malattie virali e batteriche, si pongono al secondo posto tra lecoause piu

ni di gastroenterite viralé\ scopo preventivo, andrebbe proposto un test biomolecolare soprattutto nei periodi di maggiore infe
zione per meglio definire il ruolo degli astrovirus nelle gastroenteriti nosocomiali.
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DIAGNOSI VIROLOGICA NELLE AFFEZIONI RESPIRATORIE IN UN DEA PEDIATRICO.

Gentile M., PierangelA., Di Marco P, Pagnotti P Lo Russo L.TrombaV., Midulla F, Moretti C.,Antonelli G.

Sez. di Yologia, Dip. di Medicina Sperimentale e Patologia, U.O.C. DEAp, Istituto di Clinica Pediatrica, Universita di Roma
“La Sapienza”.

Razionale:| virus respiratori sono tra le cause pit comuni di malattie respiratorie. In molti casi, la diagnosi di laboratorio non
viene eseguita poiché risulta indaginosa ed a volte filitifinterpretazione.

Obiettivo: Studiare I'incidenza delle varie infezioni virali su una popolazione di bambini ricoveratifpgioné respiratoria
(polmonite, bronchiolite, asma e laringite) presso il Diediatrico dell'ospedale Policlinico Umberto |, nel periodo Ottobre
2004 - Luglio 2005.

Metodo: | campioni respiratori raccolti in 222 bambini sono stati sottoposti ad analisi molecolari ed isolamento virale su MRC-
5, MDCK, Vero eA549. Dopo estrazione dell’acido nucleico, sono state eseguite reazioni di PERGRRspecifiche per i
seguenti virus: adenovirus, virus respiratorio sinciziale (RSV), influenzaAEWB, coronavirus (hCoV), parainfluenzali (PIV)

1, 2 e 3, metapneumovirus (hMPV), e rinovirus. Contestualmente il campione é stato esaminato per la presenza dkaltri micror
ganismi.

Risultati e conclusioni: Sono stati sottoposti ad isolamento virale ed a PCR 150 campioni, 67 (44.6%) sono risultati positivi
all'isolamento virale e 68 (45.3%) positivi per virus respiratori alla PCR. Sono stati saggiati, esclusivamente per RER, ulteri
72 campioni per un totale di 222 (210 lavaggi nasalirdcheoaspirati, 1 espettorato) di cui 98 sono risultati positivi (44.1%).
Specificamente essi sono risultati positivi per: R88.7%); rinovirus (22.4%); PP (19.3%); FIUA o B (11.2%); hMPV

(8.1%); hCoV(6.1%) e adenovirus (5.1%). Sono state identificate 10 infezioni miste (10.2%). Non sono ancora disponibili i dati
che riguardano l'identificazione degli altri micganismi. Sulla base dei dati clinici, si possono fare alcune considerazioni. Il
virus RSVe il maggior responsabile delle infezioni respiratorie ad eziologia virale, mentre i rinovirus sembrano ricoprire un
ruolo relativamente importante anche in infezioni delle basse vie respiratorie (polmoniti e bronchioliti) ed in episedbdi atta
asmatico. Hco\e HMPV svolgono un ruolo significativo nelle infezioni del tratto respiratorio inferiore mentre il significato
eziopatogenico delle infezioni miste deve essere ancora chiarito. La PCR si dimostra la tecnica piu rdipatzequeefa tipiz

zazione virale rispetto all'isolamento virale che, pur essendo un metodo sensibile, non permette I'identificazione rapida dei
VIrus.

IMPLICAZIONE DEL SISTEMA DI EFFLUSSO MexAB-OprM NELLA RESISTENZA ALL'IMIPENEM
IN ISOLATI CLINICI DI  PSEUDOMONASAERUGINOSA

Koncan Rafaella, Olioso Debora, Giuseppe Cornaglia, Roberta FontAmaarita Mazzariol

Dipartimento di Patologia, Sezione di Mitriologia, Universita degli Studi dievona

Il fenotipo caratterizzato da resistenza ai carbapenemici e sensibilita a ceftazidime riscontrato con sempre maggiore frequenza
in Pseudomonas aeginosae stato fino ad ora imputato all’iperproduzione di beta-lattamasi ditigaC, piu facilmente indu

cibile dai carbapenemici che dal ceftazidime. Per verificare tale ipotesi e per valutare I'eventuale responsabilita dgi sistemi
efflusso attivo in questo particolare fenotipo di resistenza, 30 cePpadiuginosaresistenti ad imipenem e meropenem e sen
sibili al ceftazidime sono stati raccolti e analizzati. | test di sensibilita hanno confermato in tutti i ceppi la resisieipea a

nem con una diminuzione significativa della MIC in presenza dell'inibitore delle pompitudseffenil-aginina-beta-naftaka

mide. Tutti i ceppi sono risultati negativi alla ricerca dell'attivita carbapenemasica, valutata mediante saggio spettrefotometri
Co, Sia in presenza sia in assenza di imipenem, e negativi alla ricerca della porina D mediante SDSdRagae diAmpC

e stata invece confermata in tutti i ceppi dal’aumento della velocita di idrolisi della cefaloridina.

Il sequenziamento del gengexRe della regione intgenicamerR-mexAha messo in evidenza o una mutazione aminoacidica
nella sequenza del gensexRin 20 ceppi, soppressore dell'espressione genica del sistema MexAB-OprM, o una mutazione
nello spazio intayenico tramexRe mexAin 10 ceppi, mutazioni che possono essere responsabili dell'iperespressione-del siste
ma di eflusso MexAB-OprM. Liperespressione di questo sistema e stata confermata sia mediante western blot, utilizzando anti
corpi anti MexB, sia mediante Realtie PCR dopo retrotrascrizione dellmRNA, nei confronti del gee&B comparato con

il gene costitutivo di controlloplS.

| nostri risultati suggeriscono che l'iperespressione della beta-lattAmasi non pud essere considerata il solo fattore respon
sabile della resistenza all'imipenem ma anche l'iperespressione del sisteffizssdoeflexAB-OprM € un fattore che entra in
gioco in questo particolare fenotipo.
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MET ODICHE CONVENZIONALI E MOLECOLARI PER LA VALUTAZIONE DI CARA TTERI
FENOTIPICI E GENOTIPICI COINV OLTI NELLA PRODUZIONE DI SLIME DA PARTE DI STAFI -
LOCOCCHI COAGULASI NEGA TIVI

Liberto MC, Bontempo L, Quirind, LambertiAG, Capicotto R, Puccio R, Barreca GS, FAca

Cattedra di Micobiologia, Universita degli Studi di CatanzatMagna Graecia”

Slimeé una sostanza extracellulare mucoide ricca di glicosamminoglicani tendenti a formare un biofilm che, se da una parte
media 'adesione delle cellule batteriche a cateteri e biomateriali utilizzati come impianti protesici, dall'altra provoeaifeno

di resistenza agli antibiotici.

Scopo del nostro lavoro é stato quello di verificare la corrispondenza tra la produzione di slime da parte di stafilaquechi e |

senza e co-espressione dei gealA eicaD (appartenenti all’'operone ica) responsabili della sua sirteal. proposito sono

stati saggiati 30 ceppi di stafilococco isolati da diversi campioni clinici tra cui emocolture, tamponi ferita, tubi drecatgio

teri venosi centrali. 'aspetto fenotipico € stato messo in evidenza mediante test di Christensen e CoAgarRate test; la

presenza e I'espressione dei giealA e icaD é stata rilevata mediante PCR Reahd, utilizzando il sistema LightCycler ed
applicando un protocollo sperimentale da noi messo a punto. Nell’80% dei ceppi testati & stato possibile osservare una piena
concordanza tra espressione fenotipica e presenza dei geni responsabili di tale espressione, nel 20% dei casi discordanza. Di
questi ultimi, nel 10% si evidenziava la presenza deiigaAie icaD, ed assenza dell’'espressione fenotipica; nell’8% presen

za del gendcaA, assenza del gemeaD e presenza dell’espressione fenotipica; il 2% assenza decgére icaD e presenza
dell'espressione fenotipica. Btata valutata inoltre I'espressione dei gieaiA e icaD, attraverso la determinazione degli

mMRNA, in quei ceppi in cui alla presenza dei suddetti geni non era associata I'espressione fenotipica. In 4 casi suab non vi er
co-espressione dei geni, mentrel caso su 5 € stato possibile rilevare entrambi i trascritti in assenza di fenotipo. Dall'analisi
complessiva dei dati si evidenzia che lo studio dei ceppi di stafilococco in grado di esprimere capacita di formare biofilm e d
produrre slime presenta attualmente ancora defiedaltf, sia per la soggettivita d'interpretazione dei metodi fenotipici usati,

sia per la probabilita che i geni implicati possano subire delle regolazioni a diversi livelli, tali da impedire una cwiaiezio

re tra la loro presenza e I'espressione fenotipica.

VALUT AZIONE COMP ARATIVA DI MET ODICHE MOLECOLARI PER LA DETERMINAZIONE DI
PAPILLOMA VIRUS (HPV) IN CAMPIONI CLINICI

A. Siddy S. Marchetti, R. Grédo, S. Manzara, R. SantangeloCRttani e G. Fadda

Istituto di Microbiologia, Universita Cattolica del SaziCuoe, Roma

Le infezioni da Papillomavirus (HPV) costituiscono una delle piu frequenti infezioni virali a trasmissione sessuale e sono con
siderate un importante fattore di rischio per lo sviluppo di carcinoma della cervice. La persistenza dell'infezione € generalme
te associata ad un aumento del rischio di trasformazione cellulare indotta dadHP¥eneralmente indicata da una persisten

te determinazione del DNwrale.

Il valore predittivo del rischio di evoluzione maligna di una determinazione positiva pedDHVA/ € pero relativamente basso

in quanto molte delle lesioni da HP¥d alto rischio” regrediscono naturalmente ad opera della risposta immunitaria dell'o
spite. Per stabilire la persistenza dell'infezione € inoltre necessario escludere la frequente possibilita di una nuoea infezio
valutando la presenza dello specifico genotipo.

Lo scopo di questo lavoro e stato quello di valutare due metodiche attualmente utilizzate per la ricercaelitétiRid a con

fronto la determinazione del DNWrale mediante una ibridizzazione a cattura (HC2 HIPNA test, Digene) con una reazione

di amplificazione (Multiplex PCR) tipo specifica (HR8/ 11, 16, 18, 31, 33) messa a punto nel nostro Istituto. Con la prima
metodica vengono identificati i due gruppi di genotipi “basso” ed “alto rischio”, con la PCR si identifica lo specificoogenotip
presente nel campione in esame.

Sono stati esaminati 222 prelievi cervicali ottenuti da paziefdreadti al’ambulatorio dell'lstituto di Microbiologia del
Policlinico Universitario “A. Gemelli”, Roma, per indagini microbiologiche del tratto genitale. Ciascun campione e stato esa
minato in parallelo con le due metodiche in studio.

Dei 222 campioni analizzati mediante ibridizzazione, 87 (39,1%) sono risultati positivi pedDNRRV; gli stessi campioni
saggiati mediante multiplex PCR hanno mostrato un risultato positivo nel 43,2% (96/222) dei casi. Una concordanza e stata
riscontrata nel 71,6% dei casi (positivi e negativi). Le discordanze, osservate nel 28,4% delle determinazioni, soral riferibili
differente approccio metodologico utilizzato e saranno discusse nel presente lavoro.

Complessivamente, le metodiche si sono rivelate entrambe sensibili e specifiche anche se la loro applicazione peotrebbe esse
re differenziata in base al tipo di approccio clinico.
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DETERMINAZIONE DEL DNA DI HHV -8 IN LEUCOCITI DI P AZIENTI CARDIOV ASCOLARI
A.Ingianni*, F.Carta*, C.Laf, A. Reina" A. Desogus*, M.A. Madeddu*, R.Pompei*

*Dip. Scienze e é&cnologie Biomediche, Sez. di Mibiologia Applicata e €cnologie Biomediche, Universita degli Studi di
Cagliari. °Divisione di Cadiologia UTIC, Ospedale S.3ifita di Cagliari, "Sewizio di Immunoematologia, OspedaleoBau

di Cagliari.

L'Herpesvirus umano di tipo 8 (HH®) membro della sottofamiglia delle Gammaerpesvirinae € stato associato a tutte le forme
del sarcoma di Kaposi, alla malattia multicentrica di Castleman, a linfofusidfPEL)e a linfomi primitivi della cavita siero

sa (BCBL). HHV8 ha un tropismo specifico nei confronti di linfociti e cellule endoteliali, & altamente cancerogeno in adulti
immunocompromessi e in individuifafti da HIV, finora non sono ancora stati ancora chiariti il meccanismo di passaggio da
infezione latente a manifestazione clinica e la modalita di trasmissione.

Negli ultimi anni si € rilevata un'aumentata presenza di HH\élla popolazione in generale ed in particolarelinine aree
geografiche come I'ltalia meridionale, la Sicilia, la Sardegna e la valle délpassibile che pressioni genetiche date da malat

tie endemiche (per es.malaria, G6PD carenza, talassemia) possano avere selezionato una popolazione con accresciuta suscetti
bilita al virus HH\/8.

Alcuni autori ipotizzano che certi agenti infettanti, tra cui gli herpevirus, possano essere interessati allo svilupgeditplacc
romatose, in particolare questa teoria & sostenuta dalla caratteristica-@ ¢iH&plicarsi e danneggiare le cellule endoteliali.

In questo studio si intende verificare una possibile relazione tra infezione deBHHafezioni cardio-vascolari nel Sud
SardegnaA tale scopo e stata determinata la presenza del dN#V-8, mediante PCR, nei leucociti del sangue periferico di
pazienti pervenuti alla Divisione Cardiologia UITC dell'ospedale 3i8ta di Cagliari. Finora sono stati analizzati 180 pazien

ti (127 maschi, 53 femmine) che sono stati suddivisi in 4 classi di patologie cardiache valutate in base agli accdaamenti ef
tuati: SCA(sindrome coronarica acuta), SCNgindrome coronarica non acuta), SNGdrome non coronarica acuta) e
SNCNA (sindrome non coronarica non acuta). | controlli sono stati eseguiti su donatori di sangue del Servizio di
Immunoematologia dell’Ospedale Brotzu di Cagliari.

| dati preliminari indicano che la frequenza di identificazione del HH-DNA € significativamente piu elevata nei campioni dei
pazienti cardiologici (22%) rispetto ai controlli dei soggetti sei@ne efettuata una valutazione critica del possibile ruolo di
HHV-8 nelle patologie cardiovascolari.

PREVALENZA DI CEPPI DI NEISSERIAMENINGITIDIS DI SIEROGRUPPO C CON FENOTIPO A
DIMINUIT A SENSIBILIT A’ ALLA PENICILLINA

Paola Mastrantonio, Cecilia Faz&rjianna Neri,Tonino Sofia, Paola Stefanelli.

Istituto Superioe di Sanita’,Dipatimento Malattie Infettive,Parassitarie ed Inmunomediate, Roma.

In ltalia l'incidenza di meningite meningococcicacé’ca 0.3-0.4/100.000 abitanti. Negli anni '90 i ceppi di meningococco
appartenenti al sierogruppo C rappresentavano meno del 25% di tutti gli isolati clinici. Dal 200&ssireato un aumento di

casi di meningite meningococcica dovuti a ceppi appartenenti al sierogruppo C, attualmente responsabili di oltre il 50% dei cas
confermati da coltura. Parallelamente, siggificato un aumento dei ceppi appartenenti a questo sierogruppo con diminuita sen
sibilita’ alla penicillina, penl (0.06>MIC<1mg/ml).

Tutti i ceppi ricevuti nell’lambito della sorveglianza nazionale sono stati caratterizzati per fenotipo e genotipo. Oltréoal meto

di sensibilita alla penicillina mediante E-test & stato utilizzato un saggio in realtime PQResg® a punto dagli autori, per
discriminare tra ceppi sensibili o intermedianalisi di sequenza del geperA e’ stata inoltre utilizzata per caratterizzare |l
mosaicismo del gene. Per stabilire I'appartenenza dei ceppi a specifici lineatgs, efttuata un’analisi molecolare median

te la MultiLocusSequencgping (http://neisseria.@/nm/typing/mis}.

Nel 2002-2003, il fenotipo prevalente C:2b:P1.5, appartenente a due diversi lineages (ST8/A4, ST1860/ET37) rappresentava
piu’ del 45% di tutti i meningococchi di gruppo C; nel 2004 siveito un improvviso cambiamento ed il fenotipo C:2b:P1.5,2
(ST8/A4) e'divenuto il piu'diffuso (50%). Negli anni precedenti al 2002 solo il 3% dei ceppi risultava essere intermedio alla
penicillina per poi aumentare al 43% nel 2002, al 51% nel 2003 e all’'83% nel 2004F@ADbceppi appartenenti al fenotipo
C:2b:P1.5,2 intermedi alla penicillina risultano essere clonali, con lo stesso mosaicismo pelnjeh&umento negli ultimi

anni dei ceppi dN.meningitidisdi gruppo C si etradotto in un frequente cambio delle caratteristiche molecolari dei ceppi
soprattutto per quanto riguarda I'espressione delle proteine di membrana che definiscono il fenotipo(sierotipo e sotiotipo) ed
una prevalente circolazione di ceppi a diminwsesibilita’alla penicillina.
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QUANTIFICAZIONE MEDIANTE PCR DELL 'EBV-DNA DA BIOPSIE CUTANEE DI PAZIENTI CON
CTCL (MICOSI FUNGOIDE E SINDROME DI SEZAR Y)

C. Merlino, M. Begallo, C. Costa, M. Novelli*, R. Ponti*, M.TFierro*, R. Cavallo, M.G. BernengoA,. Negro Ponzi

Dip. Sanita Pubbl. e Miabiol., Lab.\fologia, * Dip. Scienze Biom. Oncol. Umana, Sez. Dermatol., Lab. Immunopatol.
Cutanea; Universita didrino

Intr oduzione.La micosi fungoide (MF) ¢ il piu frequente linfoma primitivo cutaneo a cel8TCL) epidermotropo, general
mente confinato alla cute e con andamento clinico spesso indolente, mentre la sindrome di Sezary (SS), SisteiGiEGlcon
prognosi nettamente peggiore Per la loro eziopatogenesi, ancora ignota, sono stati suggeriti fattori genetici, amlaéntali e inf
Recentemente retrovirus come HFLe herpesvirus umani sono stati coinvolti sia per la loro potenzialita di trasformaziore onco
gena diretta, sia perché capaci di infettare le celldestabilire uno stato di latenza nei tessuti dell’ospiuni studi molecola

ri sul ruolo del virus di Epstein-Barr (EBV) nell’eziopatogenesi dei CTCL, hanno portato a risultati controversi ancheelleausa
diversa sensibilita delle tecniche impiegate.

Metodi. In questo lavoro € stata indagata retrospettivamente la presenza e I'eventuale carica viralendiigiie cutanee di
pazienti con MF e SS utilizzando una PCR quantitativa-competitiva (QC-PCR) altamente sensibile (1-10 copie MAEBS
zione) messa a punto nel Laboratorid/ablogia. Tale metodica prevede la costruzione di una curva di taratura mediante I'utiliz
zo di uno standard esterno, un controllo interno di amplificazione, e I'analisi densitometrica delle bande di amplificamone, S
stati utilizzati campioni congelati, di DN& 17 pazienti con MF (LM, 6 F; eta mediana 63 anni, range 14-84), 4 con MF evo
luta in linfoma ad alto grado (2 M, 2 €ta mediana 74 anni, range 59-82), 10 con SS (3 Mefafnediana 72 anni, range 46-
84).Tutti i casi di MF e SS presentavano un riarrangiamento clonale dei g&nCedll Receptor (TCR) cateryaCome control

lo sono stati esaminati i campioni di 8 pazienti con dermatosi cutanee reattive (4 8da4riediana 64,5, range 33-79).

Risultati. Nessuno dei 21 pazienti con MF é risultato positivo per-BBM. Nella SS, invece, erano positivi per EBV/DNA
pazienti su 10 (70%) con una carica media di 313,4 copie gendpgatieDNA estratto (range 1-2160 copie). In nessun pazien
te del gruppo di controllo & stata riscontrata la presenza cHE¥A.

Conclusioni. Nella nostra casistica appare undedénza altamente significativa tra MF e SS per quanto riguarda la positivita per
EBV-DNA nelle biopsie cutanee. Le fiifenze con i dati della letteratura, soprattutto per laddio da valutare dal punto di vista
delle tecniche impiegate dlevata percentuale di positivita per EEBNNA da noi riscontrata nella SS conforta i dati di letteratura
che suggeriscono la rilevanza prognostica del riscontro del genoma dn&B\ute, probabilmente correlato con un marcato
deficit immunitario nel corso di forme severe di SS.

MET ODO DI DIFFUSIONE IN AGAR PER LA VALUT AZIONE DELLA SENSIBILIT A’ DI CANDIDA
SPRALLA CASPOFUNGINA

M.E. Milici 1, C.M. Maidal, G. Incannellal, S. Oliveri2
1 Dipartimento di Igiene e Miabiologia — Sezione di Miobiologia, Universita di Palermo
2 Dipartimento di Scienze Ginecologiche e Mimblogiche, Universita di Catania

Per I'esecuzione del test difdis$ione in agar sono stati saggiati 75 isolati clinici di lievito da micosi profonde e sono state valu
tate diferenti concentrazioni di caspofungina. | saggi di sensibilita in vitro sono gatuefi con la metodica di riferimento
(micrometodo di diluizione in brodo NCCLS M27-A2) e con ldugdifone in agar eseguita in Mueller Hinton agar con aggiun

ta di blue di metilene al 2%.

| saggi efettuati con la metodica di riferimento hanno previsto I'utilizzo di piastre microtitre da 96 pozzetti con I'aggiunta del
farmaco con concentrazioni comprese tra 0,001h@/®l. Su ogni micropiastra € stato saggiato il farmaco su 8 ceppiin dop
pio. La lettura dei risultati (MIQq) € stata ééttuata dopo 24 e 48 ore di incubazione &35

Per la difusione in agar sono stati preparati in laboratorio dischetti bianchi di 6 mm (Becton Dickinson Microbiology Systems,
Cockeysville, Md.) contenenti concentrazioni finali di caspofungina rispettivamente di 2, 10gend5Dopo 24 e 48 ore di
incubazione a 3% é stato misurato il diametro di inibizione completa della crescita attorno al dischetto, ed i risultati sono stati
comparati con quelli del micrometodo di riferimento.

In linea generale, a valori di MIE€ 1 pg/mL corrispondevano valori medi di diametro di inibizione di 13,57 per dischetti di 2
pg/mL, di 20,97 mm di media per dischetti di gg/mL, e di 23,33 mm di media per dischetti dilgFmL di caspofungina.

Per i lieviti con una MIG2 pg/mL corrispondevano diametri medi di inibizione di40 mm per dischetti contenentug@/mL,

di 20,43 mm di media per dischetti contenentp@dmL, e di 23,31 mm di media per dischetti contenen{i@snL.

In conclusione, per la maggior parte dei ceppi saggiati (93,7%), i risultati délisialile in agar sono stati omogenei con quel

li ottenuti con il metodo di riferimento, solamente per un numero esiguo di ceppi (6,3%) non si & evidenziata corrispandenza tr
i due metodi.
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ATTIVITA “IN VITRO” DI LINEZOLID NEI CONFRONTI DI CEPPI DI MICOBA TTERI TUBERCO-
LARI E NON DI ISOLAMENT O CLINICO.

Paola Molicotti, Silvia Ortu, Sara Cannas, Donatella Usai, Leorfar&echi, Stefania Zanetti

Dipartimento di Scienze Biomediche, Sezione didbiotogia Clinica e Sperimentale -Universita degli Studi di Sassari

Il Linezolid (Pfeizer) appartiene ad una nuova classe di antimicrobici, gli ossazolidinoni, la cui azione é quella di Biibire |

tesi proteica legandosi alla subunita ribosomiale 50S.

Per questo farmaco é stata gia descritta in letteratura la sua attivita nei confronti di Gram-positivi, igclaselsresistente

alla meticillina ed aglEnteiococchiresistenti alla vancomicina, inoltre sembrerebbe avere anche una buona attivita “in vitro”
nei confronti diM. tuberculosise MOTT.

Per tale motivo abbiamo voluto saggiare I'attivita “in vitro” del Linezolid sia nei confronti di 24 ceppi clifititdbeculo-
sisvariabilmente resistenti ai farmaci antitubercolari e d&IC& 24294 (H37 Rv) ma anche nei confronti di 19 ceppi clinici di
Micobatteri non tubercolari.

A tale scopo, e stato eseguito il saggio di sensibilita con il Metodo Proporzionale, che ha mostrato un’ottima attivita del farma
co soprattutto nei confronti dei ceppi di MTB resistenti a uno e a due farmaci di prima linea, con valori di MIC comprese tra
0,5 e 1ug/ml, mentre nei confronti delle altre specie di micobatteri, una buona attivita c'e stata nei confidngjaldbnae,

M. phlei,M. marinum M. auum,_ M. phleie M. avium(0,5 e 2ug/ml).

| dati ottenuti incoraggiano ad un uso di questo farmaco come alternativa nella terapia delle infezione causate da micobatteri
tubercolari e non, sebbene siano necessarie eseguire ulteriori valutazioni cliniche.

SUSCETTIBILITA ANTIMICROBICA DI BATTERI ISOLA TI DA CAVALLE IPOFER TILI.

R. Frontoso, L. De Martino, *M.RPasolini, *A. Potena, U. Pagnini, G. lovane.

Dip. Patologia e Sanité\nimale, *Dip. Scienze Cliniches¥érinarie, Facolta di Medicinaéferinaria, Universita di Napoli
“Federico II".

Le infezioni uterine sono state riconosciute a lungo come una delle principali cause di ridotta fertilita nelle cavalleaspesso
sate da micrganismi opportunisti ed una varieta di specie batteriche sono state ig@tieche negli ultimi decenni, I'am

pio utilizzo degli antibiotici ha portato alla comparsa e allausiéne di microganismi resistenti verso una o piu sostanze anti
batteriche, abbiamo condotto un’indagine batteriologica su tamponi cervico-uterini in cavalle ipofertili e valutato laisuscetti
lita antimicrobica degli isolati batterici. Lo studio € stato condotto in Campania in una stazione di monta e di fecomtiazione a

ficiale nella primavera-estate 1998-2004. Il prelievo venifettetito a cavalle ipofertili con tamponi (Equieﬁ'), provvisti

di appositi dispositivi con estremita terminale protetta, trasportati in laboratorio in tArmrees a temperatura di refrigerazio

ne ed esaminati entro 24 ore.

| campioni sono stati prelevati da 586 fattrici e 287 (49.0%) di essi risultavano essere positivi alle indagini batteriologiche
Complessivamente sono stati isolati 347 ceppi batterici, e precisamente idergifigpti:guppo C(31.7%) E. coli(18.4 %)

Strept. spp(8.1%), Staph. aueus(7.5%),Enteobacteriacead5.2%),P. aeuginosa(4.0%),Bacillus spp.(3.2%),E. coli eme

litico (1.2%), Staph.coagulaseH1.2%),Staph coagulase{0.9%),ed in misura minore altre specie batteriche.

Gli isolati sono stati testati per la resistenza a 21 antibiotici secondo la metodica di KirbyTB#ueceppi isolati mostrava

no resistenza da 8 a 12 antibiotici, e precisam®m@t. goup C mostrava una marcata resitenza a: kanamicina, gentamicina,
apramicina, neomicina, ossitetraciclina, tetraciclina, flumequina, lincomicina, sulfametossazolo + trimetoprim. In generale lo
Strept. equi subspecie eqeria il ceppo batterico piu resistente, mentr8thph. aveusera quello piu sensibil@ra i 64E. coli

isolati la resistenza era molto comune alla penicillina G, ampicillina, amoxicillina, eritromicina, tilosina, spiramiaimai; linc

cina, rifampicina. In comparazione con altri paesi, i nostri dati hanno rilevéecedite nei profili di suscettibilita batterica ai
chemioterapici. Data I'impossibilita di sviluppare protocolli terapeutici uniformi e costanti nel trattamento delle infezioni u

ne, & necessario ricorrere di routine ai test di antibiotico-resistenza, comunque Utlizanai sistemi di sorveglianza della
resistenza antimicrobica.
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UTILIZZAZIONE DELLA PCR PER LA DIAGNOSI DI ZIGOMICOSI
Drago M, Sisto FScaltrito MM, eMorace G
Istituto di Microbiologia, Universita degli Studi di Milano

Le zigomicosi sono infezioni fungine invasive gravi ad evoluzione fatale nell'ospite immunocompromesso. Gli agenti eziolo
gici, ubiquitari e spesso comuni contaminanti ambientali, appartengono all’dfdiceralesdella divisioneZygomyceteg

sono caratterizzati da rapida crescita ed angioinvasivita con conseguente progressiva e rapida necrosi dei tessudilirdettati. |

la quasi totalita delle specie preseimaitro resistenza alla maggior parte degli antifungini sistemici disponibili, correlandosi,
peraltro, al frequente riscontro di fallimento terapeutico. La diagnosi convenzionale e fieskiodid dall’'ubiquitarieta degli

agenti (necessita di dimostrazione istologica del parassitismo fungino) e dall'impossibilita, spesso, di ottenere pralievi o ca
pioni bioptici significativi. La diagnosi molecolare potrebbe rappresentare una valida alternativa, soprattutto quangoson sia
sibile efettuare indagini colturali. Recentemente, siamo stati richiesti di accertare in preparati istologici (vetrini non colorati) la
presenza di DNAppartenente a zigomiceti, il cui parassitismo tessutale era stato riscontrato utilizzando colorazioni istologiche
specifiche per i funghA tale scopo, abbiamo utilizzato due set di primers, uno di questi & quello comunemente usatoer la pan
fungal PCR ed é disegnato nelle regioni Iirefnal transcribed spacgdell'rDNA 18S (ITS1) e 28S (1TS4), I'altro, speeifi

co per zigomiceti e disegnato sempre nelle regioni ITS dell'rBIN&, & stato estrapolato da dati della letteratura (AEM 2001,
67:4479).Tali coppie di primers sono state utilizzate per I'amplificazione di Dd#s$#&atto da: campione clinico, colture di

Mucor sp,Aspenillus fumigatuse Candida albican® cellule umane (HelLa e cellule muscolari) come controllo. Entrambi i set
hanno amplificato il DNAungino, mentre DNAimano (cellule di controllo e campione clinico) é stato amplificato solo con il
secondo set di primers, rendendo tale set inutilizzabile per la diagnosi di zigomicosi direttamente da campioni climci, in qua
to la banda dell'amplificato presentava una lunghezza molto vicina a quella ottenuta dai funghi. La negativita del campione cli
nico con i primer della panfungal PCR &, secondo noi, ascrivibile alla bassa carica fungina presente nel campione.

Lavoro eseguito nell'ambito del progetto PRIN 2003-2004 (no. 2003062784)

ANTIBIOTICO-RESISTENZA ED EPIDEMIOLOGIA MOLECOLARE DI 55 CEPPI INV ASIVI DI
STREPTOCOCCUS PNEUMONIAEISOLATI IN DUE OSPEDALI LOMBARDI

Rosario Musumeél Anna Maria Laura Caredéu Francesco Brocco1o Simone Brama%, Antonio Gogliog, Clementina
Cocuzza

1Dipartimento di Medicina Clinica, Rwenzione e Biotecnologie Sanitarie — Universita di Milano-Bicocca

2| aboratorio di Miciobiologia — Ospedale S. Gedw, Monza

3unita Operativa di Micobiologia e Vfologia - Ospedali riuniti di Begamo

Streptococcus pneumoni&euno tra i maggiori agenti causali di alcune tra le piu gravi malattie infettareelgenza mondia

le dell'antibiotico-resistenza di questa specie ha recentemente richiesto strategie alternative come la terapia con vancomicina
nella meningiti, la terapia con fluorochinoloni nelle infezioni delle basse vie del tratto respiratorio e programmi diigaccinaz

ne su vasta scala. In ltalia I'incidenza di eritromicino-resistenza in cefpiptfieumonia@vasivi nel triennio 2001-2003 &

stata del 35%.

In questo studio riportiamo I'incidenza dell’antibiotico-resistenza, la distribuzione dei sierotipi e I'epidemiologia meldicolar

55 ceppi di pneumococchi invasivi di recente isolamento nella regione Lombardia.

| ceppi diS. pneumonia@vasivi sono stati isolati da pazienti ospedalizzati e di questi sono state valutate le MIC di-penicilli

na, amoxicillina, cefaclorceftriaxone, cefuroxime, tetracicline, clindamicina, eritromicina, azitromicina, claritromicina, josa
micina, levofloxacina, norfloxacina, ciprofloxacina e prulifloxacina seguendo le indicazioni del CLSI.

Tra i 55 ceppi saggiati, 19 (34,5%) sono risultati eritromicino-resistenti. La valutazione dei meccanismi di eritromicino-resi
stenza e stata eseguita mediante la tecnica PCR per i geni erm(B) e mef(A) e tra i ceppi studiati il meccanismo maggiormente
rappresentato e risultato essere quello correlato alla presenza del gene mef(A).

L'analisi PFGE, eseguita sui ceppi eritromicino-resistenti utilizzando come enzima lo Smal, ha permesso di evidenziare, tra que
sti ceppi, diversi profili di restrizione. La valutazione di tali profili & stafetefata comparando tali profili al pannello di cloni
riconosciuti dal Pneumococcal Molecular Epidemiology Network.

Da questo studio si evince una distribuzione, nella microarea presa in esame, di ceppi inSagpnedmoniaehe mostrano
antibiotico-resistenza per i macrolidi dovuta quasi esclusivamente alla presenza della poilgaadieef(A).Tale risultato

va in controtendenza rispettotegnditaliano che vede ancora oggi come meccanismo di resistenza maggiormente rappresenta

to quello dovuto alla presenza del gene erm(B).
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CONFRONTO TRA SEI METODI DI ESTRAZIONE DEL DNA VIRALE DA URINE E SIERO
Massimiliano Begallo, Cristina Costa, Gigio Gribaudo, Daniele Roberta, Federica Piana, Sdaiallo, Sara Baro,
Alessandro Negro PonZRossana Cavallo.

Dip. di Sanita Pubblica e Miobiologia, S.C.D.U. Wologia, Universita di @rino

Intr oduzione.L'utilizzo di un eficiente metodo di estrazione e purificazione del DAfandamentale per ottenere risultafi-af

dabili mediante PCR sia nell’lambito della diagnostica che della ricerca. Infatti, uno dei principali limiti della PCRzé&¥inibi

ne dell’lamplificazione da parte di sostanze eventualmente presenti.

Scopo.Confrontare sei diversi metodi di estrazione del DNAermini di percentuale di recupero e purezza del RNvapa

cita di prevenire l'inibizione dell’amplificazione.

Materiali e metodi. A 10 campioni di urine e siero — precedentemente risultati negativi pei®¥Vad una nested-PCR spe

cifica per 'amplificazione del Lge T antigen- € stata aggiunta una quantita nota di pB¥0@ ng). Ogni campione € stato-sot
toposto ad estrazione in quintuplicato per un totale di 50 procedure di estrazione da urine e 50 da siero. Sono stati posti a ¢
fronto i seguenti protocolli di estrazion®; kit di estrazione Extragen (Amplimedical); B, estrazione con tampone di lisi asso
ciato a coagulazione delle proteine mediante bollitura; C, estrazione con il solo tampone di lisi; D, estrazione corrdenolo/clo
formio seguita da precipitazione con etanolo; E, metodo di Boom (silica ge$fr&zione con lisi mediante digestione enzima

tica con proteinasi K. | sei protocolli di estrazione sono stati confrontati in base ficiéhsd di recupero (percentuale di recu

pero di pBKVrispetto ai 400 ng iniziali, determinata mediante spettrofotometro); 2) purezza de¢dfd#io (mediante lettura
spettrofotometrica del rapporto di assorbanza 260/280 nm); 3) presenza di inibitori (in base alla negativita della nested PCR).
Risultati.

Protocollo Quantita di DNA recuperata % di r ecupen R 260/280 medio | % di inibizione Conclusioni.| m_etOdl di es_,trazpne
u s u S u s u S del DNAvalutati hanno evidenziato
A 324+15 | 3064935 | 81+3.76 | 765+225 | 154 1.67 0(0/50)| 0 (0/50) diverse performance in termini di
B 29264 | 290£952 | 73:16 | 725238 | 145 163 0@s0)| o(sy | Percentuale di recupero e purezza
C | 330:374 | 2684769 | 825¢9.35| 672175 | 157 | 069 0(0550)| 18 (9150) d%_D_NAe gaﬁj"‘c'tal‘_]f'! pre_venlreil
D 350469 | 302+60 | 87.5+117 | 755149 | 157 173 0(0550)|  0(0/50) nibizione detrampliificazione. La
scelta del metodo di estrazione
E 344+197 | 307+67.7 | 86449 | 76.6+169 | 158 153 0(050)|  0(0/50) o : o~
F 348+40 | 306+58.5 | 87410 | 76.5¢146 | 119 0.95 0(0/50)| 14 (7/50 sembra quindi legata ai requisiti del
+ + + + B, .
- - - B i : (0/50) 750 | pNA per I'utilizzo successivo.

CARATTERISTICHE DI VIRULENZA DI ENTEROCOCCHI! VANA DI ORIGINE UMANA, ANIMALE
E ALIMENT ARE.

C. Paoletﬂ-, G. Foglié-, E. Guaglianon% G. Magil, C. Pruzz&, E Biavascé, B. Facinellil, G. Donell?. listituto di

Microbiologia e Scienze Biomediche, Universita Politecnica dellcMaAncona; 2 Dipartimento di €cnologie e Salute,
Istituto Superioe di Sanita, Roma
ARTRADI project, EC contract QLK2-GZ002-00843

EnterococchivanA(105) di origine umana [31 {iclinici e 30 intestinali)], animale (34) e alimentare (30) sono stati analizzati
per la presenza e/o I'espressione dei determinanti genetici per sostanza di aggregazione (AS), gelatinasi (gel), d)telisina (cy
proteina enterococcica di superficie (esp); per la citotossicita nei confronti della linea cellulare Hep-2 e la capan#eedi for
biofilm. L'amplificazione con le coppie di prim&GG-1/AGG-2 (seguita da restrizione degli amplificati déadRl) e
ASA373-1/ASA373-2 harilevato la presenza dei @&y (prgB, asal oasa373, in ceppi diE. faecalisdi origine umana e ali
mentare. La maggior parte dei ceppi, indipendentemente dall’'origine, € risultata positiva all'amplificazgpele peeffetti-

va produzione di gelatinasi € risultata tuttavia dimostrata solo in isolati clinici e alimeriafadicalis In nessun caso é stato
possibile evidenziare modificazioni del citoscheletro e della morfologia nucleare delle cellule Hep-2, mentre la maggior parte
degli isolati diE. faecalisdi origine umana e alimentare, eldiduranse E. faeciundi origine animale, era in grado di produrre
slime. Mediante esperimenti di coniugazidneitro € stata inoltre valutata la co-trasferibilita diister vanAcon i geni codi

ficanti laAS, utilizzando come donatori tre cepainAclumping-positivi, due dE. faecalis(F-25, alimentareash1Q H-V14,

clinico, ash10, asal, asa373¢ uno diE. faeciumA-N19, animale) | transconiugantanAsono stati analizzati per la presenza

dei determinanti per IAS e per la capacita di aderire alle cellule Caco-2. Dopo stimolazione con feromoni, tutti i transconiu
ganti ottenuti a partire da. faecalisF-25 e il 30% di quelli ottenuti a partire 8afaecalisH-VI4 (nessuno di quelli ottenuti a
partire daE. faeciumA-N19) mostravano un aumento significativo dell'adesione, dimostrando I'avvenuto co-trasferimento, e
I'espressione, dei determinamiyg | risultati ottenuti hanno evidenziato unafelieénte distribuzione dei fattori di virulenza

negli enterococchianAprovenienti dai tre diversi serbatoi, con una prevalenza decisamente minore nei ceppi animali rispetto
a quelli alimentari, suggerendo un maggiore coinvolgimento di questi ultiminselijenza delle infezioni umane sostenute da
questi microganismi.
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EPIDEMIOLOGIA MOLECOLARE E ASPETTI CLINICI DI PSEUDOMONASAERUGINOSA MDR
PRODUTTORI DI MET ALLO-ENZIMI DI TIPO VIM IN UNA STRUTTURA RIABILIT ATIVA

INavarraa, 2Migliavacca R. 3Colinon C.,2Nucleo E.,4Spalla M., 1Telecco S.,?’Docquier J.-D,3Rossolini G. M.,2Pagani L.
1 ab. di Micobiol. IRCCS “Fondazione S. Maugeri” Pavi%Dip. S.M.E.C. Sez. Migbiologia, Universita di Pavi@,Dip. di
Biol. Molecolag, Universita di Siend'Lab. di Miciobiol. IRCCS S. Matteo, Pavia, Italia.

Intr oduzione: Le metalloB-lattamasi (MBL) di tipoVIM ed IMP, conferiscono resistenza a tutf-lattamici, inclusi i carba
penemici e sono determinanti di resistenza gerer di grande rilievo clinico ed epidemiologico nei batteri Gram-negativi pato
geni nosocomialiAd oggi, I'epidemiologia delle MBLnelle Strutture di Riabilitazione (RF), che rappresentano un ampio
“reservoir” di pazienti colonizzati e/o infetti da germi multi-resistenti agli antibiotici (MDR), rimane ampiamente sconosciuta
Metodi: Nel periodo giugno 2002-marzo 2004 sono stati isolati presso una RF del Nord Italia,farmdoaio pazienti (pz)
provenienti da dferenti ospedali italiani, 303 stipiti & aemginosanon replicati. 81 erano resistenti ai carbapenemici. La pro
duzione di MBLe stata rilevata fenoticamente con E-test ed EPI-test. | determinanteMBloro contesto genetico sono stati
studiati mediante PCR-RFLPCR-mapping, sequenziamento ed ibridizzazione del DNA. La PFGE é stata utilizzata per stabi
lire le relazioni clonali.

Risultati: 19 degli 81 isolati resistenti ai carbapenemici sono risultati produttori dell'enziktel codificato dablayp-1

localizzato su integroni diversi di Classe I: In85, In80, In7010né& In105. 10/19 ceppi, isolati da pz in neuroriabilitazione,
erano epidemiologicamente correlati, suggerendo ufizsidine clonale; i rimanenti, non strettamente correlati fra loro,-coesi
stevano nella stessa REli isolati diP. aemuginosaVIM-1 positivi sono stati ottenuti da pz al ricovero, dimostrando la cifcola
zione di tali ceppi nelle strutture ospedaliere di provenieriaaalisi delle caratteristiche cliniche dei pz ha permesso di defi
nire il ruolo patogeno dei ceppi produttori di MBConclusioni: | risultati ottenuti dimostrano che le strutture riabilitative-rap
presentano un “reservoir” @ aemginosaMDR produttori di MBLdi tipo VIM-1 e che la loro dfusione negli ospedali per

acuti sta assumendo dimensioni preoccupanti. Dovrebbero essere applicate, quindi, al fine di individuare i produttai di MBL
contrastare la difisione diP. aemuginosaMDR, misure preventive e di controllo, includendo rigorosi protocolli microbielogi

ci.

CARATTERIZZAZIONE MOLECOLARE DI ANTIBIOTICO RESISTENZE DI CEPPI EPIDEMICI DI
SALMONELLA ENTERICA SEROVAR TYPHI E PARATYPHI A RESISTENTI Al CHINOLONI,
RESPONSABILI DI FEBBRE ENTERICA IN INDIA.

aglietti B+, Gaind R4, Murgia M. +, Uzzau S+, Rubino S

Paglietti B, Gaind R2, Murgia M. 1, U s1, Rubino sl

1 Dip.di Scienze Biomediche, Sez. di Mikologia Sperimentale e Clinica, Universita di Sassari.
2 Dept. of Micobiology Safdarjung Hospital and assoc VMMC. New Dehli, India.

La febbre tifoide rappresenta un rilevante problema sanitario non solo per I'elevata morbosita ma anche per la scarsa disponi
bilita di agenti antimicrobici étaci in seguito alla ditisione di ceppi multiresistenti, in particolare nei Paesi in via di Sviluppo.
In questo lavoro & descritta I'analisi di loci genici associati alla resistenza a chinoloni in 5 isolati cBaichdnella enterica

serovarTyphi (3 casi) e Paratypli (2 casi), resistenti a ciprofloxacina (@FR/IIC > 4 ug/mL), e in altri isolati clinici diTyphi

e ParatyphiA a ridotta sensibilitd alla ciprofloxacina (MIC 0.12548/mL). Tutti gli isolati analizzati provenivano dal
Safdarjung Hospital di New Delhi. Etato dimostrato che la resistenza ai fluorochinoloni (acido nalidixico e ciprofloxacina) e
legata a mutazioni della QRDR (Quinolone Resistance Determing Region) dei geni codificanti dgr&NA laTopoisomerasi

IV. Infatti, tutti gli isolatiTyphi e Paratyphi cIpR possedevano una doppia mutaziongyirA ed una irparC, mentre gli ise
lati con ridotta sensibilita alla ciprofloxacina possedevano una singola mutazione ngygead una inparC. Gli isolati di

Typhi, in aggiunta alla c, presentavano resistenza antibiotica multipla, trasferivano per coniugazione la resistenza alla tetra
ciclina e possedevano inoltre un integrone di Classe 1 (nel plasmide coniugativo) che conferiva la resistenza al cotrimoxazolo.
Infine, tutti sono stati isolati da pazienti con quadri clinici complicati di febbre entdfimaversa, gli isolati di Paratyphi

cIPR erano sensibili a cotrimoxazolo e tetraciclina ed associati a presentazioni cliniche meno severe. Sebbene di recente sia
stato riscontrato un decremento nell'isolamento di ceppi multiresistenti (ampicillina, cloramfenicolo, cotrimoxazolo-e tetraci

clina) diTyphi e Paratyphd, I'identificazione in India di isolati clinici diyphi cIR particolarmente virulenti e con antibio

tico resistenza multipla codificata da plasmidi coniugativi e integroni, desta notevole preoccupazione. In particolare la prese
za di integroni potrebbe significare I'acquisizione di ulteriori cassette di resistenza antimicrobiceeloflale conferisce la
resistenza alle cefalosporine, eliminando I'ultima valida alternativa terapeutica in questi casi di febbre tifoide.
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IMPIEGO DI SISTEMI OLF ATTIVI ARTIFICIALI NELLA DIAGNOSTICA MICROBIOLOGICA:
UNO STUDIO PRELIMINARE.

I. A. Casalinuovd, D. Di Pierrd, M. Colettd, A. De Lorenzo+, PDi Francesco*.

*°Dipartimento di Medicina Sperimentale e Scienze Biochimiche, Sez. dotititogia e d°Chimica Medica, +Dipatimento
di Neuoscienze, Sez. diimentazione e Nutrizione Umana, Universita degli Studi di RornaV@rgata”, Roma.

| sistemi olfattivi artificiali, comunemente detti nasi elettronici, sono strumenti composti da un sistema di campionamento e d
una matrice di sensori chimici in grado di identificare gli odori.

Il naso elettronico zNod& & un gas-cromatografo basato sulla tecnologia delle onde acustiche superficiali\\CGs&1&ar).

Esso impiega: a) un gas-cromatografo ultra-rapido che separa I'odore nelle sue componenti molecolari; b) un sensere piezoelet
trico (cristallo di quarzo) la cui frequenza di oscillazione diminuisce in funzione del’aumento di massa dovuto alle molecole
adsorbite sul sensore. | segnali vengono elaborati in un’immagine olfattiva polare e in un cromatogramma che forniscono in
pochi secondi un’analisi qualitativa e quantitativa dell’odore.

Nei nostri esperimenti abbiamo utilizzato il naso zﬂ-(%eper rilevare i vapori generati dal metabolismo di batteri e funghi
durante la crescita su terreno solido e in brodo. Le colture dei battebsiella pneumonigePseudomonas aeginosa,
Escherichia coli Streptococcus agalactiaggentiimente forniti dal Prof. C. Favalli e dalla Dott.ssa C. Fontana, Cattedra di
Microbiologia Clinica, Policlinicdlor Vergata, Universita degli Studi di RomadilVergata”) e dei lieviti Sacchaomyces cer

visiaee tre specie dCandidg sono state incubate a°&7 per 24 e 48 ore. | vapori sono stati analizzati dal naso elettronico. Le
immagini olfattive ottenute erano specifiche per ogni specie studiata. Inoltre, immagini olfattive di ceppi appartertesti alla s

sa specie erano identiche. | nostri esperimenti, sebbene preliminari, dimostrano che il naso elettronico puo riconoscere la pro
duzione di sostanze microbiche volatili a livello di specie. | risultati ottenuti promettono interessanti innovazionigrels dia

tica microbiologica.

Il lavoro é stato in parte finanziato da Progetto FIRBRBNEO1P4B5-006 e Progetto Finalizzato BS1 Regione Campania.

NUOVE VARIANTI DELLA CASSETTA GENICA SCCmec IN ISOLATI CLINICI DI

STAPHYLOCOCCUSAUREUS.
Petrelli Dezemona, D’Ercole Stefania, Prenna Manuela, Ripa Safithid | ucaAgostino.
Dipartimento di Biologia M.C.A., Universita di Camerino, 62032, Camerino (MC).

Il genemed di Staphylococcus aausfa parte di una regione cromosomica chiamata "staphylococcal cassette chromosome
me¢ (SCAamneg che non € presente ne§liaphylococcus aausmeticillina-sensibili (MSSA). ISCCmecforma un'’isola gerni

ca inserita nel cromosoma Sliaueusin un sito conservato vicino all’origine di replicazione.

Nell'ambito di un ampio studio epidemiologico condotto s8ll@ueus sono stati rilevati 12 ceppi meticillina-resistenti e posi

tivi al genemed con associazione atipica dei gis, ermA e tetk, che suggeriva un profilo della S@@cnon riportato in
letteraturaAl fine di approfondire tale osservazione sono stéditeefati esperimenti di multiplex-PCR e di tipizzazione del-com
plessoccrAB. | risultati ottenuti hanno permesso l'identificazione di 4 nuove varianti dellaf@C@ uno dei ceppi il profi

lo corrisponde a quello di tipo Ika positivo aimed. In due casi si € riscontrato un tipo | nel quale la regiom®’contiene

il genepls completo mentre per i rimanenti due ceppi la caratterizzazione ha prodotto profili non associabili in alcun modo ai
tipi noti. Infatti, uno dei ceppi é positivo alla sola regione a valle del glsni quale e presente anche nel secondo insieme al
locus pT181Tutti i ceppi sono stati caratterizzati anche mediante PFGE. | profili di macrorestrizione Smal ottenuti indicano
che il gruppo diS. aueusoggetto di studio si presenta eterogeneo con ceppi che hanno un profilo di macrorestrizione unico,
non correlabile con nessun altro all'interno del gruppo st@as®situazione conferma quanto ottenuto con la tipizzazione della
cassettaned\. Viene, infine, proposto un ampliamento della classificazioneng&8€sistente che includa le denominazioni
associate ai nuovi tipi rilevati.
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TIPIZZAZIONE MOLECOLARE DI CEPPI CLINICI DI CANDIDA PRESENTANTI TOLLERANZA O
RESISTENZA AGLI ANTIFUNGINI

Sisto | Drago M,Stano P Scaltrito MM, Corbellino* M, FucafeG e Morace G

Istituto di Microbiologia, Universita degli Studi di Milano; *Clinica Malattie Infettive, Ospedale Luigi Sacco, Milano;
LaboratorioAnalisi, Ospedale QJ, Torino

La tipizzazione molecolare di ceppi clinici sequenzialCdndida albicanpresentanti uno spettro di tolleranza/resistenza agli
antifungini utilizzabili per via sistemica, inclusi caspofungina e voriconazolo, é detmiagh utilizzando la metodica MLST
(Multi-Locus Sequenceyping). La stessa metodica € stata utilizzata per la tipizzazione molecolare di tre ceppilidia gla

brata, isolati da campioni biologici diversi di uno stesso paziente, presentanti diverso spettro di sensibilitd/tolleranza ai deriva

ti azolici. La metodica utilizzata prevede I'amplificazione di porzioni di geausekeeping’il sequenziamento dei frammenti

ottenuti e I'analisi delle sequenze nucleotidiche per ciascun gene. Per entrambe le specie, la metodica ha rivelate una sostan
ziale identita tra i ceppi studiati, le sequenze geniche risultavano simili o identiche con percentuali da 94 a 100%cdeiseconda
geni consideratiTale stretta similitudine consente dfeafmare che i ceppi sono tra loro identici. Per i cep@atdida gla

brata abbiamo proceduto ad un’ulteriore analisi verificando a quale grubge appartenessero i nostri ceppi, confrontando

i polimorfismi nucleotidici ottenuti con quelli presenti in internstMy.mlst.ne} per iloci analizzati.Tale analisi ha rilevato

che i ceppi studiati appartengono al tipdSstfuence typ@. Lidentita dei ceppi € stata confermata mediante I'utilizzazione di

altre metodiche molecolari di tipizzazione quali RAPDdéntita molecolare dei ceppi studiati permette mhare che: a) i

ceppi sequenziali dCandida albicanglimostrano la persistenza dello stesso biotipo quale responsabile dell'infezione e che la
resistenza osservata vitro alla caspofungina e correlabile al fallimento terapeutico riscontrato; b) l'infezione sostenuta da
Candida glabrataera disseminata anche se i ceppi presentavano un diverso fenotipo (sensibile/tollerante) agli azoli.
Attualmente, stiamo indagando sugli eventuali meccanismi molecolari della tolleranza/resistenza osservata fenotipicamente nei
ceppi studiati analizzando sia la maggiore espressione di pomgris@kia mutazioni a carico dei geni che codificano per

gli enzimi bersaglio.

Lavoro eseguito nell'ambito del progetto PRIN 2003-2004 (no. 2003062784)

DIMINUIT A PRESENZA DI FATTORI DI VIRULENZA IN ESCHERICHIA COLI UROPATOGENI

ANTIBIOTICO-RESISTENTI
S. PuglisilA. Specialel, C. Cocuzza2, G. Blandinol, S. Bramati3, G. Saggiol, R. Musumeci2

1Dipartimento di Scienze Miabiologiche e Scienze Ginecologiche - Universita di Catania.
2Dipartimento di Medicina Clinica, Rwvenzione e Biotecnologie Sanitarie - Universita di Milano-Bicocca, Monza.
3L aboratorio di Miciobiologia - Ospedale San Gedar, Monza.

Le infezioni del tratto urinario (IVU) sono tra le piu comuni patologie infettive nell'uomo con una prevalenza fortemente
influenzata dal sesso e dall’eta. Le IVU sono comuni nelle giovani donne e circa il 50% delle donne adulte riportano almeno un
episodio di IVU nella vita.

Le IVU sono processi flogistici acuti, subacuti o cronici, sostenuti da rgammi, che possono riguardare le basse (cistite,
uretrite) o le alte vie urinarie (nefrite, pielonefrite, ascessi). Possono essere suddivise in complicate e non compéisiate, e q
ultime, rappresentate prevalentemente dalle cistiti, costituiscono epidemiologicamente 1'80% delle infezioni urinarie e colpi
scono molto piu frequentemente le donne.

Escherichia colié di gran lunga la causa pitu comune di infezioni del tratto urinario. In ceppicdii che causano IVU sono

stati descritti numerosi fattori di virulenza, i piu importanti dei quali sembrano essere I'emolisina, il fattore citossico n
tizzante 1 (CNF-1), I'aerobactina e adesine, quali le fimbrie di tipo 1 e le fimbrie P

Nel presente lavoro € stata valutata, con il metodo della brododiluizione scalare, I'antibiotico-sensiitildali 378 ceppi di

E. coli provenienti da urine di pazienti con una batteriuria significativa e isolati, consecutivamente, dall’Azienda Policlinico
dell’Universita di Catania (124) e dall'Ospedale San Gerardo di Monza (254) nell’arco di due mesi. Gli antibiotici chéi sono sta
saggiati, fluorochinoloni, aminopenicilline, protette e non, cefalosporine, cotrimossazolo, nitrofurantoina, sono trai-pit com
nemente impiegati nella pratica clinica per le infezioni del tratto urinario.

Al fine di trovare una correlazione tra patogenicita e resistenza alle varie classi di antibiotici, & statafettltaeaesu tutti i

ceppi, mediante PCR, la valutazione genotipica dei 5 fattori di virulenza suddetti, amplificando i geni che codificarfatper tali
tori.

| nostri risultati suggeriscono che neBli coli uropatogeni la resistenza agli antibiotici, € in modo particolare quella ai-fluoro
chinoloni, possa essere associata a una diminuita espressione di alcuni fattori di virulenza a loro volta correlati deneno ad e
menti ectocromosomiali quali le “isole di patogenicitdAljR cosi come ipotizzato di recente da alcAtori.

SOCIETA ITALIANA DI MICROBIOLOGIA




PATOGENI RESPONSABILI DI SETTICEMIE CA TETERE-CORRELATE
A.Lambiase, M.Del Pezzd\,.Napolitano, C.Petagna eRossano

Dipartimento di Biologia e Patologia Cellulare Molecolae “L.Califano”

Facolta di Medicina e Churgia

Universita di Napoli “Federico II”

| cateteri venosi centrali (CVC) sono dispositivi vascolari introdotti attraverso una vena centrale (giugulare interni, succlav
femorale, basilica) o periferica la cui punta viene fatta avanzare fino alla vena cava superiore, in prossimita deliatrio dest

La setticemia, ossia I'associazione tra batteriemia ed un quadro clinico caratterizzato dalla presenza di SIRS, viene usualment
distinta in primitiva e secondaria in base alla presenza o meno di un focolaio infettivo primitivo clinicamente evidente.

Nel caso di pazienti portatori di CVC, si parla di “setticemia catetere-correlata” quando vi € positivita colturale pesi-il mede

Mo microganismo, sia su sangue prelevato da vena periferica che dal CVC (rapporto ufc CVC/sangue>10) ed inoltre si isola lo
stesso micr@anismo dalla punta del CVC al momento della rimozione ed in assenza di altra fonte di infezione.

| patogeni piu frequentemente responsabili di setticemie catetere-correlate sono Stafilococchi coagulasi-negativi (CNS),
S.aureus, .Beruginosa, E.coli, Gram-negativi del gruppo KES e, in progressivo incremento, Enterococchi e miceti tipo Candida.
In questa nota glhA intendono individuare quali siano i patogeni maggiormente responsabili di setticemie catetere-correlate
nelllambito delle terapie intensive e delle chyjierdel Policlinico Universitario “Federico II”.

Monitorando il periodo gennaio 2004-gennaio 2005, da un totale di 407 CVC pervenuti alla nostra attenzione, € emerso che i
patogeni maggiormente responsabili sono, per i Gram-positivi, CNS (12%), Enterococcus spp (4%) e S.aureus (2.4%), mentre
per i Gram-negativi si riscontrancaBruginosa (5%f.baumannii (2.4%) e E.coli (2%Anche l'isolamento di Candida non &

raro (4%) mentre in misura minore € possibile riscontrare 'isolamento di ceppi di S.marcescens, E.cloacae, Klebsiella spp,
A.xylosoxidans, Proteus spp e M. mani.

L'utilizzo dei CVC é indispensabile nella pratica medica ed in particolar modo nelle terapie infEattaxga mentre garan

tiscono un accesso vascolare sicuro, nel contempo rappresentano un fattore di rischio per complicanze infettive. Rde limitare t
problema é necessario osservare scrupolosamente indicazioni precise sia per I'inserimento del dispositivo (lavaggio antisettico
delle mani, adeguata scelta del sito, applicazione di misure di asepsi, applicazioni di misure protettive per I'opepatole) sia

cura dello stesso (disinfezione con iodopovidone, sostituzione del dispositivodopo 5-7 gg).

METALLO-R-LA TTAMASI IN ISOLA TI CLINICI DI PSEUDOMONASAERUGINOSA RISULTATI DEL
PRIMO MONIT ORAGGIO NAZIONALE.

L. Paganl, E Luzzar@, C. Mugnaiol?, M. Spallé’f, M. Perilli5, G. Babinf-", G. Ges@, G.Amicosanté, A. Tonioloz, G.M.
Rossolin?.

Universita di Pavi&, Universita deII’Insubrig, Universita di Sien%, |.R.C.C.S. Policlinico San Matteo Pa@jaJniversité
deII’AquiIa5, Becton-Dickinson Eopeﬁ, Ospedale Niguaa Milano’.

Intr oduzione: Le metallo-b-lattamasi (MBL) sono enzimi a spettro esteso in grado di idrolizzare i carbapenemi e la maggior
parte degli altri b-lattamici rendendoli ifiebci. La recente emgenza delle MBLin Pseudomonas aeginosarappresenta

quindi un evento di grande rilievo clinico. Scopo dello studio é stato di definire la prevalenza in Italia delle istiti cl-

nici di P. aeuginosa

Metodi: Lo studio ha coinvolto 14 laboratori di microbiologia clinica distribuiti sul territorio italiano. Nel periodo settembre-
dicembre 2004 sono stati raccolti tutti gli isolatiRliaeuginosa consecutivi, non replicati e resistenti all'imipenem (IMI-R,
MIC>8 mg/L). Lidentificazione e I'antibiogramma sono stati ottenuti con pannelli ID/R&®enix System (Becton Dickinson
Diagnostic Systems, Sparks, MD). La produzione di MBitata valutata mediante metodi molecolari (Colony-blot, amplifica
zione genica).

Risultati: Sono stati studiati complessivamente 2103 isolati clini€l dieruginosa di questi, 262 (12.5%) sono risultati IMI-

R. Lanalisi molecolare ha dimostrato che 27/262 isolati (10.3%) producevano unaddBisita: 22 di tip&/IM e 5 di tipo

IMP. Gli isolati provenivano da 7 e da 3 ospedali rispettivamente. In un solo centro sono stati iSdlitickia IMP produt

tori. In totale, isolati dP. aemuginosaproduttori di MBLsono stati identificati in 9 ospedali distribuiti su tutto il territorio nazio

nale. Fra gli isolati IMI-R, la prevalenza di stipiti produttori di MBariava da 0 a 61% nei tBfenti centri.

Conclusioni: Gli isolati di P. aeuginosaproduttori di MBLacquisite sono presenti su tutto il territorio nazionale, sebbene la
loro prevalenza rimanga relativamente bassa. Un costante monitoraggio della situazione appare una misura essenziale per evi
tare il difondersi di questi temibili determinanti di resistenza.

Si ringrazia la Becton Dickinson Eape per il suppdp finanziario.
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INIBIZIONE SELETTIV A DELLA RNA POLIMERASI IN ISOLA TI CLINICI DI M. TUBERCULOSIS
RMP-RESISTENTI E MDR MEDIANTE NUOVI DERIV ATI DELL 'ACIDO FENAZIN-1-CARBOSSILICO

M. Saddt, L.1. Palchykovskg, B. Sadd?’, V.G. Kostin@, T.S. ShestakO\?a L. Chist, I.V. Alexeeva?-, A.D. Shve@, A. De
Logu1
lDipartimento di Scienze ednologie Biomediche, Sezione di Mluiologia Medica, Universita di Cagliari

2Department of Molecular Yology, Institute of Molecular Biology and Genetics, NatioAahdemy of Sciences of Ukraine,
Kiev, Ukraine

3L aboratorio di Miciobiologia, Laboratorio diAnalisi Ospedale SSrifita, Cagliari

La tubercolosi e 'aumentata incidenza delle infezioni sostenute da ceppi resistenti e multi-resigtenibecolosisrappre

sentano ancora un grave problema di salute pubblica a livello mondiale. Nel tentativo di individuare nuove molecole impiega
bili per lo sviluppo di potenziali agenti antimicobatterici, abbiamo studiato una serie di derivati dell’acido fenazin-diticarbos

co in grado di inibire in vitro la RNAolimerasi. Linibizione determinata per alcuni di tali derivati & comparabile a quella-deter
minata per RMPAI fine di valutare la correlazione tra I'inibizione della Rigalimerasi e I'attivita antibatterica, abbiamo-stu

diato l'attivita nei confronti dM. tubeculosisH37RVATCC 27294, INH-RATCC 35822, RMP-RATCC 35838, PZA-RATCC

35828 e SM-RATCC 35820. Diversi isolati clinici comprendenti ceppi sensibili, resistenti e MDR sono stati inclusi in questo
lavoro. | risultati ottenuti indicano che alcuni derivati dell'acido fenzain-1-carbossilico mostrano valori di MIC nei cdefront
ceppi sensibili dM. tubeculosiscomparabili a quelli determinati per INH e RMRi dimostrano generalmente piu attivi di SM

e EMB. E interessante notare che I'attivita determinata nei confronti dei ceppi sensibili & paragonabile a quella detgrminata n
confronti dei ceppi dM. tubeculosisresistenti e MDR di collezione o di isolamento clinico. Nonostante il bersaglio sia comu

ne a quello della RMMon é stata determinata alcunded#nza tra 'attivita nei confronti degli isolati RMP-resistenti, il ceppo
RMP-RATCC 35838 ed i ceppi RMP-sensibili. Gli studi di attivita in cellule J774 infettatdlconbeculosisH37Rv indica

no inoltre che i derivati studiati sono in grado di esplicare una significativa attivita intracellulare. | derivati déi¥aain-
1-carbossilico possono pertanto rappresentare un modello per lo sviluppo di nuovi farmaci per la terapia delle infezioni soste
nute daM. tubeculosisresistenti e MDR.

STUDIO DELLA DINAMICA DI MUTAZIONI NELLA PROTEASI DI HIV -1 ASSOCIATE A RESI-
STENZA DURANTE L'INTERRUZIONE TERAPEUTICA

MM Santoré, C Gori2, V Svicherl, M Santoré, N Esposit&, M Zaccarell?—, S Giannellgx, R D’Arrigoz, AAntinoriz, CF
Pernc;-vz, F Ceccherini-Silbersteln
lyniversita di Roma “&r \ergata”; 2INMI L Spallanzani, Roma

Intr oduzione:La dinamica di scomparsa di varianti di HI\fesistenti durante l'interruzione del trattamento antiretrovirale (TI)
dipende dal numero e dal tipo di mutazioni capaci di modificare la capacita replicativa del virus. In questo lavoro e stata esa
minata I'evoluzione di mutazioni associate a resistenza agli inibitori della proteasi TRI) in

Metodi: E’ stata condotta un’analisi su 88 pazienti aventi almeno due genotipi, uno all’'ultimo regime terapeutico contenente
PI (89 genotipi), ed uno (o piu di uno)Th (113 genotipi), con un D <1 anno tra il genotipo all’'ultimo fallimento virologico

alla HAART ed il genotipo all'inizio delll. Complessivamente, il tempo mediano @EE risultato di 4 mesi. Per verificare
I'associazione tra le mutazioni e i valori di viremia e CD4 e stato utilizzato il median test; per verificare se specifiche mut
zioni presenti prima dell giochino un ruolo nella dinamica di scomparsa di altre mutazioni é stato utilizzato il test del chi-
qguadro, ed e stato stimato il tempo medio di scomparsa (t) delle mutéziahproposito € stato eseguito un fit della curva

di decadimento esponenziale, in base al numero di mutazioni iniziali (\ex®{-t/t)) o alla presenza di specifiche mutazio

ni (F(t)=Fy exp(-t/t)).

Risultati: La completa scomparsa delle mutazioni major M46l, |]43¥V, G73S,V82A, 184V, L90M si & verificata in 6-12

mesi diTl. Al contrario, le mutazioni minor M361, L63F771 sono rimaste stabili con una frequenza alta (>75%) anche dopo

TI. La scomparsa delle mutazioni M461 e L90M € stata associata ad un maggior aumento di viremia e ad una forte diminuzio
ne di CD4 comparati con la viremia ed i CD4 di pazienti mantenenti tali mutazioni. Il t della L90M é stato prolungato-dalla spe
cifica presenza al t=0 delle mutazioni M361 e K20R. Riguardo la scomparsa della M46l, 'assenza al t=0 della mutazione L10I
ha determinato una piu rapida scomparsa, mentre ancora dopo 240 giorni la M46l non tendeva a scomparire in presenza della
M36l al t=0.

Conclusioni: Determinate mutazioni compensatorie giocano un ruolo fondamentale nel mantenimento e/o scomparsa delle
mutazioni M461 e L90M al fallimento virologico durarité Complessivamente, la caratterizzazione di mutazioni nocive per la
fitness virale & di estrema utilita nel disegno di strategie terapeutiche finalizzate a ridurre al minimo il danno assogsato al

in pazienti pluritrattati.
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REAL-TIME PCR: UNA SVOLTA NELLA DIAGNOSI DI CHLAMYDIA PNEUMONIAE NELLE
INFEZIONI VASCOLARI

R. Sessa, G. Schiavoni, M. Di Pietfo, Petrucca, P Cipriani, C. Zagaglia, S. Faccilongo, G. Cervino, G. Balduino, M. del
Piano

Dipartimento di Scienze di Sanita Pubblica, Universita degli Studi di Roma “La Sapie]MEnda Ospedaliera dndrea,
Roma

La recente introduzione della real-time PCR ha contribuito notevolmente allo sviluppo della diagnostica microbiologiea in quan
to consente la rivelazione, la quantificazione e la genotipizzazione di diversi agenti patogeni e risulta di particcdaeegatere

quei microganismi in grado di determinare infezioni croniche.

Tra gli agenti infettivi responsabili di infezioni cronichedalamydia pneumonia& stata negli ultimi anni implicata nella pato
genesi dell’aterosclerosi.

Lo scopo del nostro studio e stato quello di ricercare il DINE. pneumoniaemediante real-time PCR, nelle lesioni atero
sclerotiche carotidee, nei linfonodi e nelle cellule mononucleate del sangue periferico (PBMC), campioni prelevati-dallo stes
so soggetto durante endoarterectomia carotidea.

Sono stati analizzati 30 campioni di lesione aterosclerotica carotidea, 30 campioni di linfonodi e 30 campioni di PBMC e in
ciascun campione la ricerca di DNIAC. pneumoniaé stata déttuata utilizzando la real-time PCR, basata sul framnfesito
specie-specifico dC. pneumoniae I'ompAnested touchdown PCR.

La C. pneumoniaeé stata riscontrata, mediante real-time PCR, nelle lesioni aterosclerotiche carotidee, nei linfonodi e nei PBMC
rispettivamente nel 53%, 57% e 70% dei campioni esaminati.

In particolare la quantita di DNAi C. pneumoniagiscontrata nelle lesioni aterosclerotiche € compresa tra 19 e 179 copie
genomiche/reazione, nei linfonodi tra 22 e 3192 copie genomiche/reazione e nei PBMC tra 64 e 10788 copie genomiche/rea
zione.

Per quanto riguarda la ricerca dellapneumoniaenedianteompAnested touchdown PCR, @G pneumoniaé stata riscontra

ta nelle lesioni aterosclerotiche carotidee, nei linfonodi e nei PBMC rispettivamente nel 33%, 26% e 47%.

In conclusione i nostri risultati suggeriscono, da una parte, che la tecnica di real-time PCR & un valido sistema peeindividua
i pazienti a rischio per patologie cardiovascolari e, dall’altra, confermano ulteriormente che i PBMC rappresentano il campione
di elezione per la ricerca @i. pneumonia@elle infezioni vascolari.

STUDIO DELLA RISPOSTA IMMUNIT ARIA DOPO RICHIAMO VACCINALE ANTI-EPATITE B IN
PAZIENTI AFFETTI DA DIABETE DI TIPO 1 “NON RESPONDERS”

Sommese I_1., Mattera Sl., Sanges M.RL, Cafaro M.R?, Mennella Cl., Sasso é,
Pezone 14 Romano &, Lucivero G3, Passaro.P, Prisco 2, e lafusco D7

1 pIP. Medicina Sperimentale — Sezione Mhiiplogia e Micobiologia Clinica, SUN
2 DIP. Pediatria — Seizio di Diabetologia Pediatrica “G. SIPPOLONI”, SUN

3 DIP. Geontologia Geriatria e Malattie del Metabolismo, SUN

4pip. Patologia, Serizio di Immunopatologia, SUN

La sieroconversione dopo vaccinazione anti-epatite B, in pazienti con diabete mellito tipo 1, € un tema tuttora controverso.
Recentemente abbiamo osservato una minore risposta alla vaccinazione anti-epatite B, in bambini vaccinati nei tre anni prece
denti I'esordio clinico del diabete rispetto alla popolazione sana.

Abbiamo voluto, quindi, esaminare la risposta umorale in 24 paziefetiti d& diabete tipo 1, risultati “non responders” &l |

ciclo vaccinale, sottoponendoli ad un richiamo anti-epatite B. Il titolo di anticorpi specifici, i linfp&itiNK e I'espressione

delle molecole di cooperazione linfocitafidB, sono stati valutati prima del richiamo vaccinale e dopo 1 mese, 3 e 6 mesi dallo
stesso.

Solo il 25% della popolazione esaminata, risultata “non responderstimld vaccinale, rimane sieronegativa, mentre nel
restante 75%, gia dopo un mese dal richiamo, si osserva sieroconversione. | TinB®@&tNK e la quota di linfocifT attivati

non diferiscono nei due gruppi di pazienti esaminati, dedénti tempi d’osservazione. | “non responders” presentano, di base,

una ridotta espressione (valutata come intensita media di fluorescenza - IMF) delle molecole CD23 e CD86 sui linfociti B e
CD28 e CD152 sui linfocifl . Dopo un mese dal richiamo, I'espressione del CD86 sui linfociti B e del CDZ8 pugsenta

un parallelo incremento nei due gruppi di pazienti, mentre si osserva un marcato incremento nell'espressione del CD152 nel
gruppo “non responders” con una IMF superiore a quella osservata nel gruppo “responders”.

In conclusione i risultati ottenuti indicano che, se il richiamo vaccinale anti-epatite B \iietheagh dopo I'esordio del dia

bete, la percentuale dei soggetti “non responders” si avvicina a quella osservata nella popolazione sana; il rapido incremento
nell’espressione del CD152 sui linfocitidei “non responders” potrebbe costituire il meccanismo molecolare della mancata sie
roconversione per una precoce attivazione dei meccanismi di regolazione negativi nello sviluppo delle reazioni immunitarie.
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VARIAZIONI NEL PROFILO DI ANTIBIOTICO-RESISTENZA IN STAPHYLOCOCCUSSPR ISOLATI
IN AMBIENTE OSPEDALIERO NEGLI ANNI 2002-2004

1TEGA Luciano,1BLANCO Giovanni,20TTAVIANI Donatella, elCARRATURO Antonio
1 sewizio di Patologia Clinica, PO. “S. M. Goetti”, AUSLLatina
2 |stituto Zoopofilattico Sperimentale dell’'Umbria e delle Mdre,Ancona

Obiettivi Il fenomeno dell’antibiotico-resistenza rappresenta uno dei problemi sanitari di maggiore rilevanza mondiale. In par
ticolare, all'interno del gener8taphylococcug in costante aumento la fii§ione della meticillino-resistenza soprattutto in
ambito ospedaliero e la comparsa di ceppi multiresistenti. In questo studio abbiamo esaminato le variazioni nel prefilo di anti
biotico-resistenza dei ceppi appartenenti al geSe&aphylococcussolati presso il Laboratorio di Microbiologia dell’Ospedale

“S. M. Goretti” di Latina nel triennio 2002-2004.

Materiali e metodi Gli stipiti batterici, isolati da materiali diversi (emocolture, tamponi, urine, espettorato, ecc.), sono stati
identificati in base alle loro proprieta biochimiche attraverso il sistema autorW@g&o(bioMérieux, Marcy-I'Etoile, France).

Risultati Nel corso dei tre anni di osservazione sono stati isolali ¢8pi diStaphylococcuspp. Relativamente alle due specie
maggiormente isolat&. aueuse S. epidermidislo spettro di antibiotico-resistenza si € andato modificando nel corso degli anni.

In particolare, per I&. aueusla resistenza alla meticillina ha avuto un andamento costante passando dal 45 % del 2002 al 52
% del 2003 e nel 2004 si ¢ attestata al 48P& stata una riduzione della resistenza verso I'eritromicina (55, 51, 46%):la gen
tamicina (40, 35, 25%) e la clindamicina (41, 29, 25%), mentre &€ aumentata la resistenza verso la ciprofloxacina (54, 60, 63%).
La moxifloxacina ha presentato invece una sensibilita dell’'89% nel 2804e il co-trimossazolo ha mantenuto una elevata sen
sibilita (96, 91, 89%). Nessuna resistenza é stata riscontrata per vancomicina, teicoplanina, linezolid e quinupristtiidalfopri

Per quanto riguard@. epidermidisvi € stato un drammatico incremento nella meticillino-resistenza che & passata dall'86% nel
2002 al 90% nel 2003 al 94% nel 2004. Ha avuto un trend crescente anche la resistenza verso I'eritromicina (43, 50, 59%), la
gentamicina (43, 53, 55%) e la clindamicina (25, 44, 59%), mentre vi & stata una riduzione della resistenza verso il co-trimos
sazolo (71, 62, 52%). Costantemente elevata ¢ risultata la resistenza verso la ciprofloxacina (75, 80, 81%), mentre la moxiflo
xacina ha mostrato una sensibilita dell’86% nel 2004. Piena sensibilitd hanno mostrato il linezolid e la vancomicina) mentre ne
2004 il 7% dei ceppi € risultato resistente alla teicoplanina.

Conclusionil dati riportati in questo studio mostrano come il fenomeno dell’antibiotico-resistenza in ambito ospedaliere sia com
plessivamente in aumento con il rischio delldudibne di ceppi multi antibiotico-resistenti dall’ospedale verso la comunita.

DIFFUSIONE DI B-LATTAMASI A SPETTRO ESTESOTRA CEPPI DI ENTEROBACTERIACEAEISO-
LATI DA INFEZIONI DELLE VIE URINARIE

M. Caccamé, G. Bonfigliol, G.Temper&, G. Celenz%, G.Amicosantg, M. Perilli2.
Dipartimento di Scienze Miabiologiche, Universita di Catania
Dipartimento di Scienze e@nologie Biomediche, Universita dquuiIa2

Scopo del lavoo. Valutare la difusione di EBL in Enterobacteriaceae provenienti da uno studio sulle infezioni delle vie uri
narie (IVU). Nel secondo trimestre del 2004, 5 centri di Microbiologia dell'ltalia meridionale, hanno raccolto e inviato 1012
uropatogeni da IVU al Dip. di Scienze Microbiologiche dell'Universita di Catania.

Gli enterobatteri (64.1%) sono stati i migganismi piu isolati in tutte le patologie urinarie Edcoli (40.5%) & stato I'uropa
togeno piu isolato.

Materiali e metodi. L'attivita in vitro di aztreonam, ceftazidime, cefepime, cefotaxime, piperacillina, piperacillina/tazobactam,
imipenem, ciprofloxacina e levofloxacina € stata determinata mediante la tecnica di diluizione se@mgato NCCLSTutti i

ceppi con ridotta sensibilita alle oximinocefalosporine sono stati analizzati con la metodica del doppio disco per dé&rminare
ventuale produzione di B8. | geni di resistenza per le BIS sono stati individuati con la tecnica d'ibridizzazione su colonia
utilizzando membrane di nylon e sonde geniche di tifms\s blapgg blaTg) € blacTx  La natura dei geni per BS &

stata determinata per sequenziamento diretto dei prodotti di PCR con un sequenziatore automatié@BtlePRSM 310.

Risultati. 56 microganismi (5,5%) erano resistenti ad almeno una cefalosporina di terza generazione ed/o all'aztreonam. Dati
di ibridizzazione, déttuata direttamente sui ceppi resistenti, dimostravano che: 37 ceppi (66%) possedevano un enzima tipo
TEM; 29 (51,7%) tipo SHV12 (21,4%) tipo CTX e 18 (32%) tipo PER. Sono state ritrovate solo 2 ESBIERMTEM-52,

in isolati diP. mirabilis. L'enzima SHV12 era presente in B colied in tutti gli isolati dK. pneumoniaedE. cloacaeCTX-

M1, CTX-M3 e CTX-M15 sono state riscontratelihE. coliand 1K. pneumoniaePER-1 & stata individuata in POmirabi

lis. LassociaziondEM e SHVeé stata osservata nel 25% degli isolati, mehi® e SHVin combinazione con CTX sono state
riscontrate solo in k. coli

Conclusioni. Questo studio conferma la filiSione delle EBL tra enterobatteri isolati da IVU. Risulta evidente che: i) le ESBLs

piu diffuse sono quelle della famiglia delle CTX-M; ii) le SB¥no molto comuni il. pneumoniagiii) la presenza di E&

di tipo PER inP. mirabilisindica la progressiva difsione di tali enzimi tra le Enterobacteriaceae.
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CANDIDOSI SISTEMICHE IN UTIN: VALUTAZIONE DI ALCUNI PARAMETRI DI LABORA TORIO
Trovato L., Grec.M., Betta B, Romeo M.G., Oliveri S., Nicoletti G.

Azienda Ospedaliero Universitaria Policlinico di Catania

Dipartimento di Scienze Microbiologiche e Scienze Ginecologiche Universita di Catania

La candidosi sistemica, nel neonato, si presenta spesso con manifestazioni cliniche del tutto aspecifiche. Per taleanotivo il n
natologo é costretto adfiafarsi ad una combinazione di paramentri clinici, radiologici e di laboratorio, che seppur meno speci
fici, contribuiscono ad orientarlo verso una diagnosi presuntiva. Il tentativo di standardizzare le definizioni delle fafezioni

gine sistemiche anche in ambito neonatologico ha contribuito, da un lato a fare chiarezza sui criteri sui quali fondare una di
gnosi certa, probabile o possibile, dall'altro a prendere atto defieottéi operative che rendono fiile differenziare le tre
situazioni a causa della gravita della patologia e di un eventuale ritardo nell'istaurare la terapia appropriata.

In questo studio presentiamo una analisi dei dati rilevati nel corso dell’anno 2004 su un gruppo di pazienti ricoverBliNnella U
dell’AOU Policlinico di Catania e relativi all'impiego di tecniche diagnostiche convenzionali associato alla ricerca dell'antig

ne mannano &ttuata in ELISAmediante Plateli@ CandidaAg.

L'indagine é stata &fttuata su 70 nati pretermine, 37 M e 38d¢h eta gestazionale compresa tra 25 e 38 settimane e con peso
alla nascita tra 650 e 3900 grammi. La respirazione assistita ha interessato 30 neonati mentre la nutrizione parenterale 58. Su
tutti i pazienti nel corso del ricovero sono stafetafate indagini microbiologiche (feci e tampone orofaringeo) per lo studio
della colonizzazione, e in relazioni alle condizioni cliniche la ricerca dell’antigene mannano, I'emocoltura e la deteeminazion
della proteina C reattiva (metodo quantitativo).

Sono stati evidenziati 7 casi di candidosi sistemica con emocoltura e/o CVC posi@anpéta In 2 di questi casi la ricerca
dell'antigene ha dato esito negativo, ma in uno di questi é stata i€alathda parapsilosiverso la quale il kit Platel@&
CandidaAg presenta una scarsa sensibilita; in 5 casi, classificabili come candidosi sistemiche probabili, le emocolture sono
risultate negative mentre la ricerca dell’antigene posititemadlisi della colonizzazione nei neonati ha evidenziato una fre
quenza di positivita maggiore sui campioni di feci (34/70) rispetto ai corrispondenti tamponi orofaringei (9/70). Una associa
zione statisticamente significativa & stata rilevata tra la elevata carica micotica fecale e la positivitd del tampogearofarin

MESSAA PUNTO DI UNA PCR PER LANALISI DI LEPT OSPIRA SPR IN TESSUTI PARAFFINATI:
ANALISI PRELIMINARI IN INDIVIDUI DECEDUTI PER SOSPETT A LEPTOSPIROSI ACUTA A
CUBA.

Maria Vitale, FabrizioVitale, Yarelys Zamora Martindz Vincenzo MonteverdeAleco D’Andrea e Santo Caracappa.
Istituto Zoopofilattico Sperimentale della Sicilia “A. Mir’, Palermo.

1 Istituto di Medicina fopicale “Pedio Kouri” La Havana, Cuba

Riassunto:

La Leptospirosi € una malattia a carattere zoonosidosdifin tutto il mondo, causata principalmente dai ceppi patogeni di
Leptospira spp Linfezione presenta un ampio spettro di manifestazioni cliniche spaziando da una sintomatologia lieve, simi

le ad una banale influenza a forme molto gravi caratterizzate déidiesufa di diversi agani (sindrome diVeil). Nelle regio

ni a clima tropicale come alcuni paesi daltherica latina, in alcune isole caraibiche, nelle igaidamane in India, la lepto

spirosi rappresenta un grave problema di sanita pubblica specialmente nei periodi che seguono alla stagione delle piogge. Nei
casi di epidemia le fasi acute della malattia possono risolversi anche nella morte di alcuni pazienti entro i primided giorni
l'infezione per grave institienza respiratoria, epatica o renale prima che possa essere emessa una diagnosi. Considerando che
guesta grave sintomatologia pud essere determinata da alcune infezioni virali anch’esse epidemiche in queste regioni, come ad
esempio il Dengue, I'accertamento delle cause di morte in questi individui si basa essenzialmente in analisi istologiehe e immu
no-istologiche post-mortem che non sempre portano a una diagnosi certa. Noi abbiamo messo a punto un metodo di PCR su
DNA estratto da sezioni di tessuto in péreaf che rileva specificamente le leptospire patogene. La PCR suld3ti#tto da

sezioni di reni di animali sicuramente positivi ha mostrato positivita. La PCR suldDal&i batteri e delle leptospire sapro

fite ha dato risultati negativi.'analisi preliminare su 5 campioni di tessuto pfmato provenienti da casi dubbi di morte per
leptospirosi acuta in Cuba hanno mostrato positivita in 4/5 individlé.metodica puo quindi essere utilizzata nei casi di morte
improvvisa con il sospetto di leptospirosi acuta, ma, anche per studi retrospettivi sugli archivi anatomo-patologici.
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IMPATTO CLINICO DELL 'ISOLAMENT O VIRALE DA LAVAGGIO BRONCOAL VEOLARE
1cristina Costal Federica Pianal Massimiliano Begallo, 1 Franca Sinesi‘?— Daniela Libertucci,2 Marco Solidoro,t
Samuela Magio, 1 Rossana Cavallo.

lDipartimento di Sanita Pubblica e Mabiologia, S.C.D.U. Wologia,Universita di @rino

2sc. Pneumologia, Ospedale San Giovanni Battista Molinetteol

Intr oduzione.Le infezioni polmonari sono un'importante causa di morbilita e mortalita nei pazienti ospedalizzati, soprattut
to in condizioni di immunocompromissioneetiologia € batterica in oltre il 50% dei casi e per lungo tempo l'infezione vira

le & stata considerata solo nella diagno$edshziale. Recentemente, con I'utilizzo di terapie immunosoppressive nei-pazien

ti trapiantati ed il miglioramento della gestione del paziente grazie alla disponibilita di nuove terapie antivirali, Eidéagno
virologica ha acquisito crescente importanza.

Scopo.L'obiettivo di questo studio e di valutare I'impatto clinico della diagnosi virologica mediante isolamento virale.
Metodi. Sono stati esaminati retrospettivamente 79 campioni di lavaggio broncoalveolare (BAL) prelevati da 57 pazienti (39
M, 18 F; eta media 51.6 anni, range 17-85): 28 da 12 trapiantati di polmone (gruppo ), 26 da 23 pazienti con patologie ema
tologiche (gruppo Il) e 25 da 22 pazienti ricoverati in reparto di terapia intensiva (gruppo ). $dlLstati posti in cel

tura su linee cellulari (PEU ¥ERO) per lisolamento dei seguenti virus: CMMSV, VZV, RSV, Adenovirus, Virus
InfluenzaleA e B eVirus Parainfluenzali. | risultati sono stati confrontati con i dati clinici, laboratoristici e radiologici.
Risultati. Nel gruppo |, 16 BAL57%) di 8 pazienti erano positivi: 15 (93,8%) per CBIY (6.2%) peYirus Parainfluenzale.

Nel gruppo Il, 7 BAL(27%) di 6 pazienti erano positivi: 6 (85.7%) per CKAMn coinfezione coAdenovirus e 1 con RSV)

e 1 (14.3%) peYirus Parainfluenzale. Nel gruppo Ill, 6 BAR4%) di 5 pazienti sono risultati positivi per CIVdi cui 1 in
coinfezione cowirus Parainfluenzale.

Conclusioni. Nei pazienti di questo studio I'eziologia virale é risultata frequente (36.7%); in particolare, ileGio iso

lato nel 93.1% dei BAlpositivi. Il risultato dell’isolamento virale ha condotto alla modifica della terapia con la somministra
zione di antivirali in 18 pazienti.

DESCRIZIONE DI UN GRAVE CASO DI MUCORMICOSI CRANIO-F ACCIALE
R. GrecolV. Letizial, G. Canzano2 e |. Casertal

1Settoe di Microbiologia

2Settoe di Biologia Molecolag

U.A.C. di Patologia Clinica -Azienda Ospedaliera “San Sebastiano” Cdaer

Il terminemucormicosicomprende un gruppo distinto di infezioni causate da funghi appartenenti all'ordviecteales soli
tamenteRhizopusMortierella e Mucor. Questi funghi sono lgamente dffisi in natura, nutrendosi di vegetali in degradazione

e diversi materiali @anici. Sebbene i funghi e le spore mostrino una patogenicita intrinseca minima nei confronti dei soggetti
sani, essi possono provocare infezioni aggressive e fulminanti in alcune condizioni cliniche, come malnutrizione, immunosop
pressione, diabete mellito, acidosi gastrica, ecc.

Le mucormicosi sono, quindi, infezioni opportunistiche che raramente interessano 'uomo; I'infezione viene acquisita per ina
lazione, ingestione di spore o per via traumatica e puo interessare I'area cranio-facciale, i seni paranasali, i pobeoihi, la cu
tratto gastroenterico.

La mortalita elevata va dal 25 all'80%, a seconda della parte del corpo interessata e della reattivita immunologicaealel pazient
e senza l'asportazione chigica dei tessuti infetti le speranze di salvezza diminuiscono notevolmente.

CASO CLINICO

Maschio di anni 45, carpentiere.

Ricoverato per dolore e tumefazione della guancia destra, estesa alle palpebre, al naso, alla regione masseterina e parotidea.
Dopo qualche giorno si verificava una necrosi massiva nelle sedi sopra citate con estesa perdita di sostanza. Il paziente veniv
sottoposto a toilette chirgica con la necessaria enucleazione dell’occhio destro.

Trattata con ambisone 400 mg/die, I'infezione non si estendeva ulteriormente.

Soltanto in seguito a tale evento si evidenziava che il pazientefetta db Diabete mellito tipo 2.

Attualmente il paziente € in attesa di intervento ricostruttivo di gfiayplastica.

MATERIALI E METODI

L'esame microscopico del materiale asportato di aspetto puruloide, non evidenziava forme micesahe tulturale, ese
guito su terreno Sauboraud-Dextréggar (SAB, Oxoid) a 3T rilevava, invece, la crescita di colonie bianco-grigiastre-a tes
situra fioccosa identificate microscopicamente, mediante blu di lattofenolo, come Zigomiceti deMgcmre
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ANTICORPI ANTI-BAR TONELLA HENSELAE NELLA DIAGNOSI DI LABORA TORIO

V. Grisolig E. Roscetto, S. Piccoli, Bvagliano, FTamburro, M.Del Pezzo*.Pndolfi, ** F.Rossano

Azienda Universitaria Policlinico-A¥a Funzionale Diagnostica Migbiologica Universita degli Studi di Napoli Federico Il
* Azienda Ospedaliera Santobono Pausilipon** Oncologia Pediatrica-SUN

Bartonella hensala@ eziologicamente corrrelata (95%) alla malattia défigref gatto (Cat Scratch Disease CSD). La CSD
esordisce piu frequentemente con febbre e astenia, 1-2 settimane dopo I'evento traumatico cutaneo, ed € caratterizzata da mani
festazioni locali (cutanee e linfonodali talvolta a carattere suppurativo), ad evoluzione solitamente benigna se promtamente di
gnosticate e adeguatamente trattate. Non sono infrequenti forme sistemiche complicate a carattere granulomatoso a localizza
zione splenica o epatica, nonché a carico dei linfonodi mediastinici.

B. hensela@ un bacillo gram negativo a lenta crescita. Le tecniche di biologia molecolare spesso non danno esito positivo (per
la tardiva disponibilita dei campioni clinici?), mentre saggi sierologici di immunofluorescenza indiretta (IFI) possono fornire
informazioni fin dalle prime settimane di malattia. Una rapida e corretta diagnosi microbiologica consefeeedizidife la
linfoadenopatia correlata alla CSD da altre forme simili e di individuare le lesidi ldenselaaell’ambito di altre malattie
granulomatose quali tubercolosi e sarcoidosi.

Sono stati da noi esaminati corA1 30 sieri provenienti da soggetti in eta pediatrica per il dosaggio di IgM e IgB .aeti

selae Fra questi il siero di 6 bambini, tutti con anamnesi correlabile ad infezioBéndaselagconvivenza con gatti, evento
traumatico cutaneo) e con lesione cutanea granulomatosa, linfoadenopatia distrettfiada,ohdifdimostrato positivita delle

IgM e in tempi diversi sieroconversione delle IgG; uno solo mostrava assenza di IgM e presenza di IgG, e 23 erano negativi per
entrambe le Ig. In questi ultimi #issenza di anticorpi non & da attribuire al metodo (92% specificitd) ma alla presenza di pato
logie non correlate all'infezione d&. henselag¢neoplasia, tubercolosi e patologie benigne). In conclusione riteniamo che |l
sospetto diagnostico di infezione Bahenselaelebba essere posto in tutti i casi di impegno linfonodale, associato o meno ad
anamnesi positiva per evento traumatico, soprattutto in presenza di lesione cutanea granulomatosa.

Pertanto, € lecito prospettare che il dosaggio degli anticorpi spexifieB. henselaelelle classi IgM e 1gG, possa avere un

ruolo nella diagnosi diérenzaiale in quelle patologie per cui non risulti dirimente I'esame istopatologico.

CARATTERIZZAZIONE DI CEPPI DI ESCHERICHIA COLI E KLEBSIELLA spp ISOLATI DA CAM -
PIONI BIOPTICI DI P AZIENTI PEDIA TRICI AFFETTI DA MALA TTIE INFIAMMA TORIE CRONICHE.

S. Schipp&, M. P Conté'-, L. Segantlr, K. Corsinol, l. Zamboni-, E Chiarinil, 0. Borrelliz, S. Cucchiar%, F. Rossan®.
Dipartimento di Scienze di Sanita Pubblica, Universita «La Sapienza», Rbotstituto di Clinica Pediatrica, Policlinico
Umbeto I, Universita «La Sapienza», Ron?ﬂ,lniversita di Napoli.

Molte sono le evidenze cliniche e sperimentali a sostegno dell'ipotesi che le malattie inflammatorie croniche dell'intestino
(IBD) siano causate dalla perdita di tolleranza dell’ospite verso la microflora endogena. Un nostro recente studio sulla compo
sizione della flora batterica associata alla mucosa di biopsie provenienti da pazienti pedéitridaahfiammazioni croniche
intestinali ha evidenziato un’alterazione della microflora batterica ed un incremento dei batteri associati alla mucogr, come g
osservato in pazienti adulti. Nell'ambito delle specie gram negative, tale aumento & significativo per i batteri appdatenenti a
famiglia delleEnteiobacteriaceagin particolar modo peEscherichia colie Klebsiellaspp. Lattuale studio € stato indirizzato

alla caratterizzazione biologica e molecolare di 82 cedpi dolie 14 diKlebsiella sppisolati dall'ileo, colon e retto di pazien

ti con IBD e di controlli saniA tale scopo in questi ceppi sono stati studiati: a) la capacita invasiva ed adesiva; b) la presenza
di convenzionali determinanti genetici legati alla virulenza dei maggiori gruppi patogenéicotti c) i profili plasmidici e
cromosomali.

| risultati preliminari ottenuti hanno evidenziato: la significativa presenza di ceppi adesivi ed invasivi tra quelli ptiod@nie
pazienti con IBD, dicui solo una piccola percentuale possiede alcuni dei caratteristici determinanti genetici assaiati alla
lenza; la presenza nei ceppi adesivi di profili plasmidici sifdli evidenze sono a sostegno dell'ipotesi che nell’lambiente
intestinale di pazienti &dtti da malattia infiammatoria cronica possono essere selezionati ceppi batterici con proprieta patoge
netiche nuove, che dovranno essere caratterizzati medianti ulteriori studi.
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EMOCOLTURA DA ACCESSI VENOSI PROFONDI VS VENA PERIFERICA DETERMINAZIONE
QUALI-QUANTIT ATIVA DELL’ETIOLOGIE DELLE SEPSI

Esperienza del Laboratorio di Migbiologia dell’Istituto dei Tmori di Napoli

Dr. Gerardo Beneduce, DBiacomo lazzetta, Divan Maressi.

Dal luglio 2004, in parallelo al sistema per emocoltura Signal Oxoid, si & utilizzato il metodo per la determinaziongajualitati
dei germi coinvolti nella sepsi generalizzata con la contestuale conta della carica microbica circolante al momentoadel preliev
Il nuovo metodo, Isolator 10 Oxoid, consente: la lisi immediata dei leucociti con la liberazione dei germi fagocitatii{'arricc
mento mediante tecniche di centrifugazione; la possibilita di semine su tutti i terreni solidi voluti allo scopo di evidehziare
I'arco delle 24-48 ore la crescita dei potenziali patogeni anche nel caso di coinfezioni (aerobi, anaerobi, germi natir saccaroli
ci, germi comuni o esigenti, miceti).

L'immediatezza della semina su terreni solidi dal momento del prelievo e I'osservazione della distribuzione della crescita delle
colonie, in caso di positivita, evita il dubbio diagnostico dei falsi positivi.

La carica microbica, calcolata in funzione dei fattori di concentrazione e delle quantita di sangue emolizzato concentrato semi
nato, é di facile lettura nei casi di positivita da vena periferica (da 2 a 100 UFC/ml). Nei casi di colonizzazione deecateter

si profondi le cariche risultano frequentemente superiori a 103 UFC/ml raggiungendo anche valori superiori a 105. La parita dei
valori quantitativi da vena periferica e da catetere dimostra il non coinvolgimento dell'accesso venoso profondo nel processo
settico.

Il sistema, attualmente da noi utilizzato, consente, oltre ad unafipeicefcapacita diagnostica (sensibilita, specificita, aecura
tezza) per gli obiettivi qualitativi e quantitativi, la possibilitd di dimostrare la colonizzazione dei cateterismi vasufoladi p
permanenti quale fonte di sepsi sistemica, anche in assenza di positivita per le emocolture da vena periferica.

La sistematica procedura di semina su terreni per germi comuni ed esigenti in aerobiosi ed anaerobiosi ha consentito la dimo
strazione, confrontando i dati dell’'ultimo anno con quelli di uno studio retrospettivo, di una migliore performance diagnostica
incremento, statisticamente significativo, delle positivita dimostrate e ampliamento della gamma damigmarcoinvolti.
L'ottimizzazione del nuovo metodo ha inoltre ottenuto, nella nostra realta nosocomiale, una maggiore attenzione € partecipa
zione dei clinici allo studio del paziente settico.

CARATTERIZZAZIONE DI ISOLA TI DI STAPHYLOCOCCUS SPADA PORTATORI DI LENTI A CON-
TATTO AFFETTI DA CONGIUNTIVITE

P Catalanotﬂ, A. Del Pretg, M. Lucidol, M. R. Catani§, C.Visonel, E Gallé3, L. Ortega De Lur% M. Rosellil,F. Rossant
lDipartimento di Medicina Sperimentale, Sezione di bb@logia e Micobiologia clinica, Seconda Universita di Napo?i;

Istituto di Scienze Oftalmologiche, Universita di Napoli “Federico I?Dipartimento di Biologia e Patologia Cellulare
Molecolae “L. Califano”, Universita di Napoli “Federico II”

Negli ultimi anni & stato registrato un aumento di patologie oculari legate all'uso di lenti a contatto morbide. | pit @omuni ¢
taminanti di lenti a contatto sor@taphylococcus epidermidésS. aueus Tali micromganismi sono in grado di produrre slime
extracellulare, attraverso cui possono colonizzare I'epitelio della mucosa e/o materiali artificiali e causare gravicofezioni
late all’'uso di dispositivi medicali. La sintesi del polisaccaride € regolata da uno specifico locus di “adesione ingtrcellular
(ica), e in particolare dai geigaA eicaD.

Altro importante determinante dell’aderenza precoce dei batteri & rappresentato dall'idrofobicita di superficie, chetguo facili
rein vivola colonizzazione delle mucose e I'adesione a dispositivi medicali.

Nel presente lavoro sono stati analizzati 194 tamponi congiuntivali provenienti da 97 pazienti, portatori di lenti aaffattatto,

ti da congiuntivite non allgica presumibilmente di origine battericafeaénti al Dipartimentdssistenziale di Diagnostica
Microbiologica dell’Azienda Ospedaliera Universitaria - Seconda Universita di Nagloieriodo settembre 2003-settembre
2004. | ceppi dBtaphylococcus spfsolati sono stati analizzati per determinare a) I'idrofobicita di superficie; b) la capacita di
produrre slime e la presenza dei geaj ¢) I'antibioticoresistenza; d) il profilo PFGE.

Dai campioni risultati positivi sono stati isolati 139 ceppi batterici, tra c(683.%)S. epidermidie 18 (12,9%5. aueus La
produzione di slime e la presenza dei deah e icaD sono state osservate nel 74,1% degli isolad. dipidermidig nel 61,1%

degli S. aueus

| ceppi produttori di slime appartenenti ad entrambe le specie presentavano una maggiore idrofobicita di superficie e una mag
giore resistenza a tutti gli antibiotici testati rispetto a quelli non produttori. Relativamente ai profili PFGE, soltaolatigii

S. epidermidigon alta idrofobicitd mostravano pattern sovrapponibili.

| dati ottenuti confermano il ruolo &itaphylococcus sppella etiologia delle congiuntiviti in portatori di lenti a contatto e{'im
portanza della produzione di slime, e quindi della presenza dei geni ad essa correlati, nel meccanismo patogenetico delle infe
zioni associate a dispositivi medicali.
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ATTIVIT A’ ANTIMICROBICA DELL’'OZONO
M. Lucidol, C. Luongo2, M.R. Catania8, Fogorel , M. R. Bassil, M. Sorrentinol, L. Ortega de Luna3, M. Luongo2, P
Catalanottil

1Dipartimento di Medicina sperimentale, Sezione di blidologia e Micobiologia clinica. S.U.N?—Dipartimento di Scienze

anestesiologiche, chirgiche e dell’emeayenza. S.U.N?’Dipartimento di Biologia e Patologia cellulare molecola “L.
Califand'. Universita di Napoli “Federico I1.

Le proprieta terapeutiche dell’ozono sono state gia ampiamente sfruttate in campo medico per il trattamento di pazienti con dif
ficolta circolatorie.

Grazie alle sue proprieta antinfiammatorie e antimicrobiche si & pensato di estendere I'utilizzo di questo gas anche alle patol
gie infettive. Sono riferiti i dati sperimentajsull’effetto inibitorio dell’Og sulla crescita battericd)sulla possibile interfe

renza dell'ozono sulla formazione de#itime c)sugli efetti del'O sull'antibiotico resistenzad)sulle variazioni del profilo

di restrizione ad opera dell’ozono.

L'indagine é stata eseguita su ceppi isolati nei laboratori del DAS di Diagnostica Microbiologica dell’Azienda Universitaria
Policlinico della Seconda Universita di Napoli. | ceppi sono stati coltivati con le tecniche tradizionali ed é stataadivita |

sa sensibilita agli antibioticTutte le prove sono state eseguite prima e dopofiasigihe della miscela ossigeno-0zono a tempi

e concentrazioni diverse (5, 19, 49, 75 e i@4nL). La crescita batterica € stata verificata con la conta batterica per-piastra
mento. Lozono ha un détto inibitore dose e tempo dipendente sulla crescita sia dei batteri Gram-p&séphylococcus
aureuse Streptococcus mitjssia Gram-negativikseudomonas aeginosa, Klebsiella pneumoniae, Escherichia)c#ler quan

to riguarda la produzione dlimeé stato osservato che ceppi produttoslioheperdevano tale fattore di virulenza dopo irsuf
flazione con concentrazioni sub inibenti d3.O

Si sono osservate modificazioni della MIC di carbenicillina, cefepime, cefoperazone, netilmicina e piperacillina/tazobactam nei
confronti diP. aeruginosamultiresistentefale fenomeno é stato osservato solo in parte per altri batterkgymdeumoniaen

cui si & avuta una riconversione della MIC per ampi