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stessa Yersinia pseudotuberculosis sono ritenute

responsabili di patologie animai (gpecidmente nei roditori)
eumane[1]. Nell’'uomo, infatti, tale microrganismo e coinvolto in
cas di appendicite e linfadenite mesenterica, diarrea e setticemia
[2, 3]; in diverse specie animai pud essere responsabile di affezioni
enteriche ed essereisolato in cas di placentite con aborto e madtite
nelle pecore [4-6]. Anche gli animali selvatici ein particolare gl
uccelli sono considerati riserve importanti del germe. La
contaminazione del suolo e delle acque contribuisce dlatrasmissone
al’ uomo e cio suggerisce interazioni traospiti e ambiente.
L'isolamento di Yersinia pseudotuberculosis nel corso di indagini
batteriologiche, condotte a scopo diagnostico nei laboratori
dell’ Igtituto zooprofilattico sperimentale della Sardegna, su latte e
feti ovini ecaprini, hasuggerito di verificareil ruolo di queste specie
animali quali diffusori di Y. pseudotuberculosis nell’ambiente e
quindi al’ uomo. A questo proposito s einteso vautare la presenza
del microrganismo anche in soggetti umani interessati da acune
patologie enteriche.

Materiali € metodli

| genere Yersinia appartengono diverse specie batteriche
ampiamente diffusein natura, acune delle quali comela

| campioni clinici sono stati esaminati mediante esame colturale
tradizionale, utilizzando terreni colturali specifici per il genere
Yersiniae mediante tecniche di biologiamolecolare (tabella 1).

L’esame molecolarein PCR real time, effettuato su parte di questi
campioni, ha previsto dapprimal’analis delle sequenze del DNA

di Y. pseudotuberculosis depositate in banca dati per scegliere le
porzioni geniche specifiche del genoma da utilizzare come target.
S é successivamente proceduto a disegno delle sonde molecolari
(primer) necessarie per I"amplificazione dellaregione bersaglio e
quindi allaricercade target nei campioni clinici direttamente da
brodo di arricchimento. | primer di PCR sono stati disegnati nel
geneyopT codificante per un chaperone [7] lungo un frammento
di 131 bp (GenBank accession n. BX936399). LaPCR real time e
dtata condotta mediante LightCycler (Roche Mannheim Germany)
utilizzando il kit LightCycler DNA Master Hybridization Probes
con I’aggiuntadel SYBR Green nellamix di reazione. Questa
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Grafico 1. Esempio di curve di fluorescenza ottenute con PCR real time e SYBR
Green | in 3 campioni previamente testati con esame colturale per Yersinia spp.
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conteneva una concentrazione finale di Mg pari a3 mM, 0,5
[ Tabella 1. Campioni linici esaminati per Yersinia spB: |y a primer, 211 d SYER Green | 10X (Sgme) o2 d
pellet batterico in un volumefinaedi 20 Wl. | cicli termici di
ESAME COLTURALE ESAME MOLECOLARE PCR prevedevano un riscaldamento a95 °C per 3 minuti e 40
cicli di PCR a95 °C per 0 sec, 47° C per 10 sec, 72 °C per 6

Campioni clinict animali sec einfine un cido di Mating, da45 295 °C dlavelocitadi

25 campioni latte ovino 23 campioni latte ovino 0,1 °C/sec. Leletture sono state eseguite nel cande FL.

61 linfonodi mesenterici ovini 61 linfonodi mesenterici ovini

10 linfonodi sopramammari ovini | 3 linfonodi sopramammari ovini

6 campioni milza ovina 6 campioni milza ovina I I 1 I

6 uteri ovini 6 uteri ovini RISUltatl € DISCUSSIOne

158 feti ovini 8 feti ovini

6 feci ovine 6 feci ovine [l metodo ha mostrato una sensibilita pari a 100 CFU/PCR, e
56 feti caprini - una specificita, in esperimenti di ricostruzione con

Enterobacteriaceae e con cocchi Gram positivi, pari a 100%.
Il grafico 1 evidenziaunacurvadi fluorescenzaottenutaconil

32 appendici cecali 32 appendici cecali sistema LightCycler (Roche). o
L’ esame molecolare ha confermato le positivita

dell’ esame colturde e haevidenziato lapostivita
di ulteriori campioni, dimostrando unamaggiore
senghilitad' indagine (tabella 2).

Campioni clinici umani

Tipo Campione N° Esame colturale |Esame molecolare
P P campioni | Positivi/totale (%) | Positivi/totale (%) CO”C'USlOﬂl

Linfonodi mesenterici ovini 61 0/61 16/61 (26) Poiché il profilo patogenico della Yersinia
Linfonodi sopramammari ovini 10 0/10 0/3 pseudotuberculosis varia a seconda della
Milza ovina 6 0/6 0/6 presenzadi acuni determinanti di patogenicita
Utero ovino 6 0/6 1/6 (17) veicolati da plasmidi, lafase conclusiva del
Latte ovino 25 3/25 (12) 3/23 (13) lavoro ede latipi ionedd 3 fale
od G 6 06 06 prevede latipizzazione dei ceppi isoldti
Feti ovini 158 4/158 (2.5) 4/8 (50) elo studio dellaloro distribuzione in Sardegna
Feti caprini 56 0/56 - secondo “isoledi patogenicita’. Infatti pur non
Appendici umane 32 0/32 0/32 avendo riscontrato trai campioni di appendici

umane da noi esaminati, alcun positivo, sara
interessante poter stabilire sei ceppi isolati negli
animali in Sardegna possano essere potenzia mente patogeni per
I"uomo.
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