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SUMMARY

Bivalve molluscs from Adriatic sea were analyzed for V. parahaemolyticus, V. cholerae e
V. vulnificus presence. The isolates on TCBS Agar and m-CPC Agar were selected on
the basis of a new biochemical screening, that showed a good performance, because
among 2344 strains from primary culture only 237 (10%) were presumptively assigned
to the species of interest. The PCR analyses was performed for the target genes toxR
hlyA, ctxA, tepl (V. cholerae), toxR, tl, tdh, trh (V. parahaemolyticus), vvhA and viuB (V.
vulnificus). Among the 9 strains confirmed to belong to V. parahaemolyticus specie, 6
were sucrose positive. On 215 samples of molluscs only 5 resulted positive for V. para-
haemolyticus being toxR+, tl+, although non pathogenic (¢dh-, trh-), and none for V.

cholerae e V. vulnificus.
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INTRODUZIONE

Grazie al miglioramento delle indagini epide-
miologiche su scala mondiale, si ritiene attual-
mente che le zoonosi alimentari batteriche piu dif-
fuse in seguito al consumo di molluschi bivalvi
siano sostenute da batteri marini quali Vibrio spp.
(6), ed in particolare V. parahaemolyticus e V. vul-
nificus. Nonostante ci0, la normativa Comunitaria,
sia quella in vigore fino al 2005 che quella del “Pac-
chetto Igiene” entrato in vigore il 1° gennaio 2006,
il controllo per la idoneita al consumo umano dei
molluschi bivalvi & incentrato sulla quantifica-
zione di E. coli e Salmonella spp. (19, 20). Poiché
¢ ampiamente noto che la concentrazione degli in-
dicatori fecali non & correlata a quella dei batteri
marini, si pud dire che i criteri microbiologici in
uso per il giudizio sanitario sulle aree di produ-
zione dei molluschi bivalvi non garantiscono un
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controllo delle zoonosi da patogeni emergenti (14).

Nei nuovi Regolamenti la mancata introduzione
di standard per V. vulnificus e V. parahaemolyticus,
viene giustificata dal legislatore con la mancanza di
metodi di indagine sufficientemente affidabili e va-
lidati. Attualmente nella filiera tali indagini ven-
gono effettuate prevalentemente con il solo approc-
cio fenotipico, spesso unicamente con il micrometodo
API (bioMeriéux). Sulla base dei dati in possesso del
laboratorio, il metodo API per I'identificazione dei
vibrioni marini mostra una percentuale di falsi po-
sitivi che puo raggiungere il 30% (23), confermando
quanto riportato da numerosi altri autori riguardo
I'inadeguatezza del metodo per tali microrganismi
(7, 10, 13, 17). Numerosi studi confermano la pre-
senza in ogni parte del mondo compreso il mare
Adpriatico, di ceppi apatogeni di V. parahaemolyticus,
ovvero sprovvisti dei geni ¢dh e/o trh, cosi come di V.
cholerae, ovvero sprovvisti dei geni ctxA e tcpl, (23),
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pertanto nel giudicare I'idoneita al consumo di un
prodotto della pesca, non si puo prescindere dalla
opportuna conferma degli isolati sia a livello di spe-
cie che di possesso dei tratti di patogenicita.

Per quanto riguarda in particolare il V. pa-
rahaemolyticus, il Ministero della Salute, consape-
vole dei danni economici conseguenti alla perdita di
commerciabilita di prodotti oggetto di erronee iden-
tificazioni, ha fatto proprie le indicazioni di uno stu-
dio appositamente commissionato (9), emanando la
circolare DVGA-III.IX/32799/P-1/11 del 15/09/2005,
con la quale e stabilito che solamente in caso di ac-
certamento di V. parahaemolyticus tdh+ e/o trh+,
puo essere emesso un giudizio di non idoneita al con-
sumo del prodotto.

MATERIALI E METODI

Un totale di 215 lotti di molluschi appartenenti
alle specie Mytilus galloprovincialis, Tapes philip-
pinarum e Chamelea gallina, tutti provenienti dal-
lareale Adriatico, & stato sottoposto ad analisi per
la quantificazione di Vibrio spp. e la ricerca mirata
di V. parahaemolyticus, V. cholerae e V. vulnificus.

Le semine sono state effettuate su TCBS agar,
terreno selettivo di elezione per la quantificazione e
I'isolamento dei vibrioni marini, in particolare con
laggiunta di NaCl fino alla concentrazione finale del
3% (22, 26) ed m-CPC Agar, terreno non formulato
indicato per l'isolamento di V. vulnificus (11). Tutti
1 passaggi successivi sono stati effettuati in terreni
con concentrazione finale NaCl 3%.

Le semine sono state incubate per 3-5 giorni a
20°C, poi un congruo numero di colonie & stato tra-
sferito per la propagazione su TSA NaCl 3%. I ceppi
sono stati quindi sottoposti ai test di conferma per
Iappartenenza di genere, secondo quanto gia speri-
mentato (22, 23): colorazione di GRAM, citocro-
moossidasi, riduzione dei nitrati, sensibilita al vi-
briostatico 0/129 (150 e 10 mg). Per procedere alla
identificazione fenotipica di V. parahaemolyticus, V.
cholerae e V. vulnificus, in aggiunta ai test prece-
dentemente indicati, & stato utilizzato un protocollo
che definiamo come metodo Alsina modificato (1, 2),
sulla scorta di indicazioni ricavate dal metodo FDA
(11) e dal Bergey’s Manual (4): alofilia (crescita in
Acqua peptonata 1%, NaCl 0, 6%, 8%, 12%), mobi-
lita produzione di indolo e di solfuri (SIM medium,
Oxoid, NaCl 3%), assimilazione del citrato (Sim-
mons Citrate Agar, Oxoid, NaCl 3%), fermentazione
del glucosio ed utilizzazione del lattosio (Kligler Iron
Agar, Oxoid, NaCl 3%), arginina deidrolasi, lisina e
ornitina decarbossilasi (DBM, DIFCO, NaCl 3%).
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Inoltre sono state utilizzate le gallerie del microme-
todo API NE (bioMérieux), in particolare per la let-
tura dei test: idrolisi dell’urea e della gelatina, uti-
lizzo di d-glucosammina (NAG), caprato (CAP), ara-
binosio (ARA), verifica della presunta identifica-
zione secondo i codici API.

Sui ceppi presuntivamente ascritti alle specie di
interesse sono state effettuate analisi con tecniche
di PCR, mediante amplificazione di tratti specie-
specifici e di patogenicita, mediante un protocollo
base gia sperimentato (23). I geni target, le sequenze
dei primers utilizzati, le dimensioni degli ampliconi,
le condizioni di PCR e le fonti bibliografiche, sono
riassunti in tabella 1.

Per identificare V. cholerae a livello di specie
sono state utilizzate due coppie di primers che am-
plificano rispettivamente un tratto del gene toxR e
un tratto del gene hlyA, entrambi presenti in tutti i
membri della specie. La potenziale patogenicita dei
ceppi identificati come V. cholerae e stata valutata
amplificando una porzione del gene ctxA, che codi-
fica la subunita A della tossina colerica ed un tratto
del gene t¢cpl, il gene per la regolazione del pilo che
rappresenta un importante fattore di colonizzazione.

Per identificare V. parahaemolyticus a livello di
specie sono state utilizzate due coppie di primers,
che amplificano rispettivamente un tratto del gene
di regolazione toxR presente in tutti i membri della
specie, ed una porzione del gene della tossina ter-
molabile #/. La potenziale patogenicita dei ceppi
identificati come V. parahaemolyticus & stata valu-
tata amplificando un tratto del gene ¢dh ed un tratto
del gene ¢rh, che codificano rispettivamente per l'e-
molisina diretta termostabile e 'emolisina TDH- re-
lativa.

Per identificare V. vulnificus e stata utilizzata
una coppia di primers che amplifica una regione di
vvhA, un gene che codifica per I’emolisina citotos-
sica, un importante fattore di patogenicita presente
in tutti 1 membri della specie V. vulnificus. Inoltre e
stato valutato il gene viuB, alla cui espressione
viene attribuito un ruolo patogenetico specifico.

In particolare i marcatori toxR per V. cholerae,
toxR per V. parahaemolyticus e vohA per V. vulnifi-
cus, sono stati saggiati su tutti i ceppi sottoposti a
PCR.

Il protocollo utilizzato & suddiviso in 3 parti: pre-
parazione dei campioni, amplificazione di geni tar-
get mediante PCR, controllo del prodotto di PCR me-
diante elettroforesi.

Preparazione dei campioni - Le colonie pure iso-
late sono state risospese in 100 1 di acqua mQ ste-
rile. Le cellule sono state lisate bollendo per 15 mi-
nuti e successivamente poste in ghiaccio per 3-5 mi-



nuti e precipitate tramite centrifugazione a 5000 x
g a 4°C per 15 minuti. Il sovranatante e stato prele-
vato e riposto in un tubo sterile. I lisati batterici cosi
ottenuti sono stati conservati a — 20°C. Amplifica-
zione di geni target - Per le reazioni di PCR sono
state preparate miscele con un volume finale di 25
nl contenente 2,5 pl Buffer 10X (Invitrogen, USA), 1-
1,5 nl MgCl, (50 pM) (Invitrogen, USA), 0,5 nl
dNTPs (10 uM ciascuno) (Invitrogen, USA), 0,5-1 ul
di ciascun primer (50 pM) e 0,2 ul di Taq Polimerasi
(6 U/al) (Invitrogen, USA) e H,O fino a volume. I pri-
mers sono stati sintetizzati dalla ditta MWG. Le rea-
zione sono state condotte alle seguenti condizioni:
94°C per 5 minuti, 30 cicli a 94°C per 1 minuto, 55-
63°C per 30-60 secondi (vedi tabella, colonna: T°-
tempo di annealing), 72°C 1 minuto con un’esten-
sione finale a 72°C per 10 minuti. Tutte le reazioni
sono state messa a punto e ottimizzate sui ceppi di
riferimento V. cholerae 70/28 Target Diagnostica, V.
parahaemolyticus ATCC-17802 e ATCC-43996, V.
vulnificus ATCC-27562, e in seguito testate sugli
isolati ambientali. I ceppi di riferimento sono stati
utilizzati come controlli positivi/negativi in tutte le
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reazioni di PCR. Le amplificazioni sono state ese-
guite utilizzando il ciclizzatore termico PX2
(Thermo Hybaid). Controllo del prodotto di PCR me-
diante elettroforesi - 1 prodotti di amplificazione sono
stati controllati mediante elettroforesi su gel di aga-
rosio (1,5%), utilizzando TBE come tampone di
corsa. Come colorante e stato utilizzato il SYBR-
SAFE (Invitrogen, USA), un fluorocromo che agisce
intercalandosi tra i frammenti del DNA ed emet-
tendo fluorescenza se esposto a raggi UV. A ciascun
campione é stato addizionato il tampone di carica-
mento contenente il blu di bromofenolo, un trac-
ciante colorato che permettere di seguire la migra-
zione sul gel, e glicerolo, un addensante che facilita
il caricamento dei campioni nei pozzetti. Per poter
stabilire le dimensioni dei frammenti di PCR, as-
sieme ai campione e stato caricato il Marker mole-
colare TrackIt 100 bp DNA ladder (Invitrogen,
USA). Lalimentatore per I’elettroforesi ¢ stato im-
postato a 130 V per un tempo di circa 30 minuti. Al
termine della corsa, la lettura & avvenuta tramite
un transilluminatore con un’emissione di raggi UV
di 450 nm (Invitrogen, USA).

Tab.1. V. cholerae, V. parahaemolyticus e V. vulnificus. Geni target, sequenze dei primers utilizzati, dimensioni degli
ampliconi, condizioni di PCR (tempo di annealing e numero di cicli) e fonti bibliografiche

TARGET SEQUENZA DEI PRIMERS DIM. CONDIZIONI REFERENZE
SPECIE GENE (pb)  T° e tempo di n°cicli
annealing
V. cholerac CCTTCGATCCCCTAAGCAATAC
toxR : AGGGTTAGCAACGATGCGTAAG 779 60°C - 1 minuto 30 Rivera et al., 2001
V. cholerae :  GGCAAACAGCGAAACAAATACC 738 Shangkuan et al., 1995;
hiyA : CTCAGCGGGCTAATACGGTTTA 727 60°C - 1 minuto 30 Rivera et al., 2001
: CGGGCAGATTCTAGACCTCCTG
V. cholerae ctxA : CGATGATCTTGGAGCATTCCCAC 564 60°C - 1 minuto 30 Fields et al., 1992
TAGCCTTAGTTCTCAGCAGGCA
V. cholerae 60°C - 1 minuto 30 Panicker et al., 2004

GTCTTCTGACGCAATCGTTG

V. parahaemolyticus toxR

: ATACGAGTGGTTGCTGTCATG 368

V. parahaemolyticus
V. parahaemolyticus

V. parahaemolyticus

V. vulnificus

V. vulnificus

tl

tdh

trh

whA

viuB

: AAAGCGGATTATGCAGAAGCACTG
: GCTACTTTCTAGCATTTTCTCTGC

: GTAAAGGTCTCTGAC TTTTGGAC
: TGGAATAGAACCTTC ATCTTCACC

F
R
F
R
F:
R
F:
tepl R: GGCAATAGTGTCGAGCTCGTTA 862
F:
R
F
R
F
R
F

: TTGGCTTCGATATTTTCAGTATCT
R: CATACAAAC ATATGCCCATTTCCG

F:-TTCCAACTTCAAACCGAACTATGAC
R: ATTCCAGTCGATGCGAATACGTTG

A: GGTTGGGCACTAAAGGCAGATATA
R: CGGCAGTGGACTAATACGCAGC

63°C - 1 minuto 20 Kim et al., 1999
Taniguchi et al., 1985;
450 58°C - Iminuto 30 Bej etal., 1999
269 58°C - Iminuto 30 Bej etal., 1999
500 58°C - 1 minuto 30 Bej etal., 1999
Brasher et al., 1998;
205 60°C -30 secondi 30 Panicker et al., 2004
Brasher et al., 1998;
504 60°C -30 secondi 30 Panicker et al., 2004

RISULTATI E DISCUSSIONE

In considerazione dell’elevato numero di cam-
pioni di molluschi analizzati nel corso di due anni,
pari a 215, per brevita i risultati delle indagini re-

lative alla quantificazione di Vibrio spp. vengono ri-
portati in questa sede unicamente come valori medi
per specie di mollusco (Tab. 2).

Come si puo vedere, le cariche batteriche riferite
a Vibrio spp. sono risultate dello stesso ordine di
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grandezza, pari a 10, in tutte le specie considerate.
Il dato conferma sostanzialmente quanto gia docu-
mentato in precedenti indagini svolte nello stesso
areale, ove Vibrio spp. e risultato in media dell’or-
dine di 10% nelle acque (UFC/ml) e 10*- 10°nei mol-
luschi (UFC/g) (16, 22, 23).

Tab. 2. Valori di Vibrio spp., rilevati nel corso dell’indagine

Specie Vibrio spp. UFC/g
Tapes philippinarum 209.382
Mytilus galloprovincialis 347.004
Chamelea gallina 270.834

Un totale di 2344 ceppi da colonie di primo iso-
lamento di TCBS Agar ed m-CPC Agar sono stati
sottoposti a screening fenotipico. Di questi ceppi 237,
ovvero circa il 10%, sono stati selezionati come pre-
suntivamente appartenenti alle specie di interesse.
Questo dato di prevalenza, che risulta in linea con
quanto riferito da altri autori per V. parahaemolyti-
cus e V. vulnificus (8), conferma anche la validita
dello screening proposto quale via per ridurre note-
volmente il numero di isolati da sottoporre a con-
ferma con PCR. Inoltre I'introduzione del test su
SIM Agar (mobilita, produzione di indolo e H,S)
prima della esecuzione di altre prove biochimiche
piu costose e complesse, ha consentito di ridurre no-
tevolmente il numero di ceppi sui quali eseguire I'in-
tero protocollo, con notevole risparmio di tempo e di
costi. I ceppi selezionati sono stati sottoposti ad ana-
lisi molecolare utilizzando come controlli positivi i
ceppi di collezione V. cholerae 70/28 Target Diagno-
stica, V. parahaemolyticus ATCC-17802, V. pa-
rahaemolyticus ATCC-43996, V. vulnificus ATCC-
27562.Tra i ceppi presuntivamente ascritti alla spe-
cie V. cholerae nessuno é risultato positivo ai mar-
catori di specie toxR e hlyA e di patogenicita ctxA e
tepl. Analogamente tra i ceppi presuntivamente
ascritti alla specie V. vulnificus nessuno e risultato
positivo ai marcatori vvhA e viuB. Diversamente 9
ceppi isolati da 5 campioni di molluschi, 3 di Tapes
philippinarum e 2 di Chamelea gallina, sono stati
identificati come V. parahaemolyticus apatogeno in
quanto sono risultati toxR+ e ¢/+, ma negativi ai
marcatori di patogenicita tdh- e trh-.

I risultati della identificazione presunta sulla
base dei codici API, che si omettono, hanno fornito
oltre il 30% di falsi negativi, in linea con quanto se-
gnalato nell’ambito di altre indagini (23).

I risultati della caratterizzazione completa degli
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isolati confermati a livello di specie e riportata in ta-
bella 3.

Giova sottolineare che la scelta di eseguire la ri-
cerca simultanea delle specie di interesse e di uti-
lizzare tutti i marcatori di specie principali, ovvero
toxR per V. cholerae, toxR per V. parahaemolyticus e
vvhA per V. vulnificus, su tutti i ceppi sottoposti a
PCR, ha consentito di confermare come V. parahae-
molyticus ben 6 su 9 ceppi saccarosio positivi. Que-
sto risultato conferma quanto gia riscontrato in pre-
cedenti indagini, relativamente alla esistenza di va-
rianti saccarosio positive di questa specie (23).

Considerando la prevalenza della specie, essa e
risultata pari al 3,8% riguardo ai ceppi selezionati
con lo screening fenotipico (9 su 237), e 0,4% ri-
guardo al numero totale di ceppi sottoposti ad inda-
gine (9 su 2344), teoricamente rappresentativi di
tutta la popolazione di Vibrio spp. contenuta nei
molluschi e risultata vitale e coltivabile. Il discreto
riscontro di Vibrio parahaemolyticus in assenza di
conferme per V. cholerae e V. vulnificus, risulta in
linea con quanto segnalato anche in altre indagini,
relativamente alla minore diffusione di queste spe-
cie in proporzione alla prima (23).

Considerando il numero di campioni di mollu-
schi analizzati, 215, la percentuale di quelli positivi,
5 per V. parahaemolyticus, e risultata pari al 2,3%,
ovvero piuttosto bassa anche se non trascurabile, co-
mungque gli isolati sono risultati apatogeni e dunque
si conferma la necessita di abbandonare definitiva-
mente la diagnostica relativa a V. parahaemolyticus,
V. cholerae e V. vulnificus basata unicamente sul-
Papproccio fenotipico, non solo perché scarsamente
attendibile sul piano scientifico, ma soprattutto al
fine di ridurre il numero di referti falsamente posi-
tivi, ed i conseguenti immotivati allarmismi o pena-
lizzazioni del consumo di animali marini, in parti-
colare i molluschi bivalvi filtratori.

Di qui la necessita di promuovere trial interla-
boratori per l'ulteriore studio e messa a punto di
protocolli identificativi affidabili per V. parahae-
molyticus, V. cholerae e V. vulnificus.
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