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1 INTRODUZIONE 

1.1 Caratteristiche della Styela plicata 

La Styela plicata (Lesueur, 1823) (1) è un’ascidia solitaria o semplice, 

caratterizzata da una tunica di colore variabile, dal beige al marrone chiaro, di taglia 

compresa tra i 60 e gli 80 mm in lunghezza (2) e la maturità sessuale viene raggiunta 

intorno i 40 mm (3). 

La S. plicata (fig.1) presenta simmetria bilaterale con il corpo a forma di sacco 

ovoide, provvisto di due aperture, con annesse ciglia che modulano i flussi d’acqua; 

entrambe le aperture presentano un sifone, uno branchiale inalante e l’altro atriale 

esalante (4), ciascuno dei sifoni è composto da quattro lobi; con la presenza, 

caratteristica, di due bande scure per ogni lobo, che formano una croce sull’apertura 

dei due sifoni. Tale caratteristica è tipica anche della specie S. canopus, in cui le bande 

si notano solo all’esterno dei sifoni.  

Le due specie si distinguono tuttavia per una differente taglia, la S. canopus 

presenta una taglia inferiore, tra i 20 e i 40 mm di lunghezza (5). 

 

Fig. 1 S. plicata nel porto della Marina Dorica di Ancona. Fonte: autore. 
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S. plicata appartiene al Phylum Chordata, per la presenza di sinapomorfie 

presenti nella fase larvale: la notocorda, il cordone nervoso dorsale, le fessure 

faringee e la coda post-anale; nella fase adulta rimangono evidenti le fessure faringee 

e il cordone nervoso dorsale (6); il Subphylum Tunicata (7), di cui fa parte,  prende il 

nome dall’epidermide, denominata tunica che ricopre gli individui offrendo 

protezione e sostegno; essa è formata dalla tunicina (8) composta principalmente da un 

polisaccaride molto simile alla cellulosa e da composti azotati, rendendo i tunicati gli 

unici animali, attualmente descritti in letteratura, in grado di produrre cellulosa (9). 

La S. plicata possiede una fase larvale mobile pelagica e una fase adulta sessile 

bentonica, propria della Classe Ascidiacea, che include circa 2900 specie di cui 

l’ultima, Culeolus barryi, è stata scoperta nel 2017 (10). 

La S. plicata è inclusa nell’Ordine Stolidobranchia per la differenza del cesto 

branchiale dagli altri Ordini (11; 12) non possiede papille faringee (13) e presenta quattro 

pieghe faringee su ciascun lato del corpo, queste connotazioni giustificano la sua 

appartenenza alla Famiglia Styelidae (14). Inoltre, appartiene al genere Styela per la 

presenza di una o due gonadi al lato sinistro, mentre a lato destro sono in numero 

maggiore (13) in particolare, le gonadi della S. plicata si riconoscono per il colore 

bianco dei testicoli e per l’ovario color brunastro (15); è un organismo ermafrodita che 

si riproduce per via sessuata, rilasciando sperma e uova nella colonna d’acqua. 

Dall'uovo fecondato si sviluppa velocemente una larva a forma di girino, che 

non è in grado di nutrirsi (16), e la vita delle larve del genere Styela varia dalle 9 ore 

ad un massimo di 100 ore (17).  

La larva possiede organi di senso per la vista (ocello) e l'orientamento (otoliti) 

utilizzati per la ricerca di un substrato adatto su cui fissarsi, grazie a delle papille 

adesive, e avviare la metamorfosi. La temperatura e la salinità influenzano molto 

l’esito di questa metamorfosi (18; 19), terminata la quale inizia lo stadio adulto sessile 

(20; 21). 
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L'apertura orale è collegata al cesto faringeo e permette la respirazione e 

l'alimentazione, mentre quella atriale mette in comunicazione i dotti genitali e l'ano 

con l'esterno. 

Il cesto faringeo è associato all'endostilo e alle fessure branchiali, formando il 

faringe dell'ascidia. Le fessure branchiali permettono l'ossigenazione dell’emolinfa, 

mentre l'endostilo secerne un muco che agglomera le particelle di nutrimento 

(microrganismi e detriti). 

Il flusso d'acqua attraversa il faringe, passa per l'atrio ed infine viene espulsa 

dal sifone esalante collegato alla apertura atriale. Le sostanze nutritive passano dal 

cesto faringeo allo stomaco in cui è presente una ghiandola digestiva, e infine dallo 

stomaco giungono nell'intestino dove vengono assorbite. 

Le ascidie essendo prive di organi escretori, riferibili a nefridi, presentano, 

nell’emolinfa, dei nefrociti che accumulano i prodotti di scarto nel citoplasma; il 

materiale, non assimilato, transita nel tratto terminale dell'intestino, viene espulso 

dall'ano nell'atrio, raggiungendo l'esterno attraverso l'apertura atriale. Una peculiarità 

della famiglia delle Styelidae è quella di effettuare l’autotomia dell’apparato 

digerente (22). 

Il sistema circolatorio della Styela è costituito da un cuore semplice dalla 

forma oblunga, racchiuso in un pericardio in prossimità delle fessure branchiali. 

L’emolinfa dal cuore si irradia, per via del sistema lacunare, alle varie strutture 

dell'organismo; la peculiarità del flusso sanguigno è quella di non avere una 

circolazione regolare e mono-direzionale, ma grazie all’inversione dei movimenti 

della peristalsi cardiaca, il flusso passa dal cesto faringeo al resto del corpo e 

viceversa (23). 

Il sistema nervoso è composto da un ganglio, situato tra i due sifoni dal quale 

si estendono i nervi; i movimenti di questo animale sono limitati alla contrazione 
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delle fibre muscolari del corpo e alla chiusura dei sifoni; se disturbate le ascidie 

contraggono rapidamente il loro corpo, espellendo l’acqua. Nella larva il nuoto è 

attivo e il sistema nervoso comprende anche la notocorda. 

È un animale euritermo ed eurialino, vive mediamente a temperature tra 18 - 

30 °C e salinità tra 22 - 34‰ (18); e dagli studi condotti in laboratorio sul tasso 

metabolico in un intervallo di temperatura compresa tra la 6°C e 41°C (24),  si è 

osservato che la temperatura minima di sopravvivenza è di 6 °C per individui raccolti 

a 10 m di profondità nella baia di Ofunato in Giappone (JPN). In passato nel 1935, 

individui di S. plicata campionati nella baia di Mutsu Bay in JPN, erano stati descritti 

sopravvivere a temperature stagionali medie molto simili (25). 

La temperatura ideale per la sua crescita, misurata sperimentalmente, è tra i 20 

e i 25°C (26). 

La S. plicata si nutre di zooplancton, fitoplancton e materia organica, e come 

tutti gli organismi filtratori, svolge un importante ruolo ecologico come mezzo di 

trasferimento e riciclo delle sostanze nutritive dalla colonna d’acqua ai sedimenti, 

garantendo una minore torbidità dell’acqua (27; 28). 

È un animale prettamente marino, e se ne rileva la presenza anche in ambienti 

estuarini, la diffusione geografica è globale (29), è presente nella zona basso intertidale 

sino a 30m di profondità (30). 

Compete con altri organismi sessili per l’occupazione degli spazi, può causare 

danni economici per quanto riguarda la mitilicoltura, ostricoltura (31) e interferisce 

con la fertilizzazione delle uova, influenzando le altre specie di ascidie native (32). 

Gli studi filogenetici effettuati, sulle popolazioni globali della S. plicata, non 

chiariscono con certezza il suo areale di origine; questo è dovuto al fatto che il 

trasporto, mediato dalle navi (1), ha influito sull’aumento della variabilità genetica, 
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delle popolazioni globali, fin dai tempi delle prime traversate oceaniche; ad oggi 

l’ipotesi più plausibile è che sia nativa del pacifico nord-occidentale (29). 

Le ascidie bioaccumulano il vanadio, anche se la Styela plicata presenta un 

tasso di accumulo più basso rispetto ad altre ascidie (33). Recentemente si è studiato il 

ruolo delle comunità simbiotiche nella sua capacità di accumulo di sostanze tossiche.  

Le associazioni tra ascidie e comunità batteriche risultano, per la maggior 

parte, stabili e altamente specifiche, e influenzano notevolmente l’adattabilità a nuovi 

ambienti di questa Classe di Chordata (34). 
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1.2 Associazione microbica in ascidie 

L’associazione ospite-microrganismo è definita una simbiosi; la quale può 

suddividersi in parassitica, mutualistica e commensale.  

Principalmente, per associazione con microrganismi, si intende la mutualistica 

e/o commensale, in cui i microorganismi coesistono con i loro ospiti e nel loro 

insieme costituiscono il microbiota o microflora di un determinato organismo ospite. 

Il microbiota, grazie all’ospite, ottiene il vantaggio di vivere in una nicchia ecologica 

favorevole alla sua crescita, e in cambio, nel caso si tratti di una simbiosi mutualistica, 

ostacola la crescita di specie patogene e svolge funzioni specifiche che, gli ospiti, non 

sarebbero in grado di svolgere da soli (35). 

Nuove ricerche di metagenomica sugli effetti nell’ospite di una perturbazione 

del microbiota, stanno consolidando la teoria del metaorganismo (36; 37), cioè che non 

esiste in natura un individuo isolato, poiché vi è sempre l’istaurazione di rapporti 

inter-specie, che possono essere temporanei o durevoli, facoltativi o obbligati.  

La definizione di olobionte o metaorganismo è l’insieme delle specie 

strettamente associate che hanno tra loro interazioni complesse; in maniera più 

ricorrente e diffusa, l’olobionte è l’associazione tra un ospite eucariotico e il suo 

microbiota (38). 

Il termine di olobionte fu introdotto e teorizzato da Adolf Meyer-Abich nel 

1943 (39) e sviluppato successivamente da Lynn Margulis nel 1990 (40).  
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Il termine metaorganismo è inteso come un organismo poligenetico, che 

comprende l’ospite e il suo microbiota, con il quale si è co-evoluto (41; 42)(Fig.2). 

Il metaorganismo va oltre il concetto di simbiosi, in quanto il successo 

riproduttivo dell'ospite dipende, e non può essere visto separatamente dal suo 

microbiota (43). Questo concetto può essere esteso non solo a poriferi e cnidari ma a 

tutti gli organismi complessi, chiamati un tempo in maniera erronea “superiori”, 

essere umano compreso; dunque, è lecito considerare le ascidie insieme al loro 

microbiota come olobionti o metaorganismi. 

I batteri associati alle ascidie risultano essere, come la maggior parte dei 

microorganismi marini, difficili da identificare, poiché molti risultano “non-

coltivabili” (44); la ricerca, di queste specie microbiche, è stata favorita dalle scienze 

omiche, facendo emergere che:  

1. Negli eucarioti pluricellulari, la variabilità delle specie 

simbiotiche associate è elevata; 

2. La comunità microbica associata all'ospite si discosta molto dalla 

comunità presente nell'ambiente circostante; 

3. Nello stesso areale, diverse popolazioni microbiche sono 

associate ad ospiti di specie differente; 

Fig. 2 Schema olobionte. Rielaborata dalla fonte. 
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4. In areali differenti, popolazioni microbiche simili, sono associate 

ad ospiti della stessa specie; 

5. Vi è una variabilità tra le specie microbiche in relazione a diversi 

tessuti dello stesso organismo; 

6. Dove, con frequenza, è stata rilevata una grande diversità di 

specie batteriche associate, predominano comunque alcuni gruppi batterici (45). 

I microorganismi che risultano associati con le ascidie si dividono in procarioti 

(batteri e archea) ed eucarioti (apicomplexa e funghi); i procarioti risultano essere 

predominanti rispetto agli eucarioti. 

I procarioti che vivono in associazione alle ascidie sono in gran parte batteri, 

nello specifico la maggior parte sono appartenenti alle suddivisioni α- e γ- del phylum 

dei Proteobacteria. Inoltre, Planctomycetes and Bacteroidetes sono altri due phyla 

comunemente riscontrati nel microbioma delle ascidie, compresa S. plicata, sebbene 

il loro ruolo sia ancora poco chiaro. 

Tra i batteri isolati da ascidie, per esempio Pseudoalteromonas tunicata che 

esibisce attività antibatterica ed antifouling è stato isolato per la prima volta 

dall’ascidia Ciona intestinalis (46). Questa specie batterica è associata alla tunica delle 

ascidie in quanto sfrutta la componente polimerica come fonte di cibo e come 

substrato di adesione. 

Anche specie batteriche comprese nei tre principali phyla (Euryarchaeota, 

Crenarchaeota e Thaumarchaeota) degli Archea sono state trovate in associazione alle 

ascidie. In particolare, archaea ammonio-ossidanti come quelli appartenenti al genere 

Nitrosopumilus, sono stati descritti in diverse specie di tunicati, inclusa S. plicata e si 

ipotizza abbiano un ruolo nei processi detossificanti dell’animale, analogamente a 

quanto osservato nelle associazioni con le spugne (47). 
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Per quanto riguarda gli eucarioti simbionti, diversi funghi sono stati descritti 

appartenenti soprattutto ai generi Penicillium, seguito dal genere Aspergillus, 

Cladosporium, Talaromyces e Trichoderma(48). Aspergillus sp. con attività 

citotossica, è stato isolato dall’ascidia Eudistoma vannamei(49). 

Il ruolo ecologico dei funghi associati alle ascidie è ancora oggetto di studio: 

alcuni funghi producono sostanze con attività antimicrobica come la specie 

Trichoderma virens isolata da Didemnum molle mentre altri funghi isolati dal genere 

Didemnum sembrano correlati alla produzione di composti coinvolti nei processi di 

biodegradazione di xenobiotici. 

Eucarioti simbionti appartenenti al phylum Apicomplexa, che generalmente 

comprende organismi parassiti, sono stati isolati dalle ascidie e soprattutto dalla 

famiglia Molgulidae. Il genere Nephromyces risulta avere una relazione mutualistica, 

piuttosto che parassitaria con questa famiglia di tunicati e in particolare Nephromyces 

si localizza nella sacca renale (struttura caratteristica della famiglia delle Molgulidae) 

dove probabilmente sfrutta l’acido urico in essa contenuto come fonte di carbonio e 

azoto. 

Malgrado l’osservazione di specifiche associazioni microrganismo-ospite la 

composizione del microbiota simbionte delle ascidie riflette quella delle comunità 

microbiche dell’ambiente circostante anche se alcuni microrganismi possono essere 

più rappresentati nel microbiota dell’animale piuttosto che nell’acqua circostante. La 

composizione in specie del microbiota inoltre può essere influenzata: dalla 

temperatura, dall’intensità luminosa e dal tasso di ossigenazione, quest’ultimi due 

fattori sono coinvolti, oltre che a livello ambientale, anche nel creare microambienti 

diversi nei tessuti interni delle ascidie, in cui vengono selezionate specie microbiche 

diverse. 
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Inoltre, anche le condizioni di acidità presenti nella tunica di Didemnum sp. 

creano un ambiente selettivo che potrebbe spiegare la più bassa diversità microbica 

trovata sulla sua tunica rispetto a quanto osservato in altre ascidie coloniali. 

In generale quindi la composizione del microbiota può essere alterata da 

diversi fattori e il mantenimento di specifiche associazioni o lo stabilirsi di nuove 

interazioni è correlato anche al meccanismo di trasmissione dei simbionti. La 

trasmissione può essere sia verticale che orizzontale. 

Quella verticale più spesso si verifica quando si tratta di simbionti 

intracellulari o simbionti localizzati in organi interni, quali le gonadi, e di solito 

conferisce un vantaggio evolutivo per l’ospite aiutandolo nelle fasi iniziali del suo 

sviluppo, favorendone la crescita e la sopravvivenza. Le ascidie come S. plicata, che 

non hanno batteri nelle gonadi, probabilmente acquisiscono i loro batteri simbionti 

dall’ambiente, grazie quindi ad un meccanismo di trasmissione orizzontale. 

In questo caso il vantaggio per l’ospite è quello di arricchire il proprio 

microbiota di specie microbiche già adattate all’habitat da colonizzare che 

faciliterebbero quindi l’ascidia nell’invasione di nuovi ambienti (47).   
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1.2.1 Produzione di biofilm 

Il biofilm è un’aggregazione di comunità microbiche sessili, caratterizzata da 

cellule che sono adese a un substrato, incorporate in una matrice di sostanze 

polimeriche extracellulari da esse prodotte (50). 

Nell’ambiente marino tutte le superfici fungono da substrato per i biofilm, la 

cui struttura varia in funzione: 

• dei microorganismi che lo compongono (51); 

• dalle interazioni delle forze ambientali, come le alterazioni della 

diffusibilità di nutrienti e cataboliti; 

• dal tasso di ossigenazione delle acque; 

• dall’acidità o basicità dell’ambiente (pH); 

• dal gradiente di temperatura (52; 53; 54; 55). 

I biofilm formati da una singola specie, sono chiamati monomicrobici mentre 

quelli composti da più specie sono detti polimicrobici (56; 57); i monomicrobici sono 

formati da specie che spesso producono molecole proteiche dette batteriocine che 

inibiscono la crescita delle altre specie per la loro attività battericida nei confronti di 

specie simili o correlate. 

I biofilm polimicrobici, che sono statisticamente in numero maggiore negli 

ambienti naturali, sono composti da più specie che, tra loro, presentano interazioni 

simbiotiche negative (competizione, predazione, parassitismo e amensalismo), 

positive (mutualismo e commensalismo) o neutre (58; 59). 

Sia i biofilm polimicrobici che i monomicrobici presentano popolazioni 

eterogenee (60) in seguito all’adattamento alle condizioni, sia ambientali che interne al 

biofilm. Infatti, la stratificazione e la creazione di gradienti chimico-fisici, porta ad 

avere una differenziazione cellulare all’interno del biofilm caratterizzata da fenotipi 

differenti (61). 



- 23 - 

 

Nel biofilm la diversificazione fenotipica può dipendere da meccanismi come: 

• l’adattamento alle condizioni ambientali locali; 

• la variazione genetica;  

• la selezione naturale. 

La diversità fenotipica è la manifestazione di una diversa espressione genica 

in risposta alle variazioni chimiche ambientali ma può essere anche dovuta alla 

modulazione genica stocastica (per un evento casuale) e quindi indipendente dalle 

condizioni ambientali presenti o ad una vera diversità genetica seguita dalla selezione 

naturale di specifiche varianti (62). 

Il glicocalice è un componente fondamentale del biofilm (63) denominato anche 

Matrice Extra-Cellulare (ECM) o Sostanza Polimerica Extracellulare (EPS), che 

avvolge l’intera popolazione microbica. 

L’ECM è prodotta dalle cellule stesse ed è composta principalmente da acqua, 

esopolisaccaridi, proteine, lipidi e DNA (64); gli esopolisaccaridi sono importanti per 

la ritenzione dell’acqua e dei nutrienti, inoltre possiedono un importante ruolo 

strutturale del biofilm, insieme alle proteine e al DNA extracellulare (exDNA) (65; 66). 

L’ECM può rappresentare il 90% della massa secca del biofilm, la funzione 

principale è quella di proteggere la comunità microbica dalle radiazioni UV, dalla 

predazione da parte di protozoi e virus e dai meccanismi di difesa immunitaria 

dell’ospite; trattiene l’acqua, i nutrienti e anche i componenti cellulari derivati da lisi, 

che possono essere sfruttati dalle altre cellule, così come gli enzimi extra-cellulari (67; 68). 

Ulteriori ruoli dell’ECM, definiti alternativi, sono di favorire: la migrazione 

delle cellule, il trasferimento genico orizzontale (HGT), la comunicazione e 

l’interazione tra le cellule, la cattura degli ioni e la protezione delle cellule 

planctoniche (69). 
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La comunicazione tra le cellule batteriche è mediata da molecole segnale la 

cui produzione è sotto il controllo di un sistema di regolazione genica che prende il 

nome di Quorum sensing (QS).  Questo sistema svolge un importante ruolo sia per la 

formazione dei biofilm che per la loro dissoluzione (70); al QS si oppone il fenomeno 

del Quorum Quenching (QQ), tutti quei processi che interferiscono con la 

comunicazione cellulare, inattivando o degradando le molecole segnale del QS. Le 

molecole del QQ sono di varia natura come, ad esempio, enzimi o composti chimici 

che vengono chiamati inibitori del quorum sensing (QSIs) (71). 

L’organizzazione tridimensionale del biofilm dipende, principalmente, dalla 

comunità batterica che lo compone oltre che da fattori ambientali, si parla quindi di 

struttura specie-specifica dove la ECM presenta una composizione e una porosità 

variabile da un biofilm all’altro (72). 

La formazione di un biofilm prevede quattro fasi consequenziali:  

1. fase di adesione o attacco reversibile; 

2. fase irreversibile; 

3. fase di maturazione; 

4. fase di dispersione. 

La fase di adesione o attacco reversibile dipende dal tipo di substrato e dalla 

motilità della cellula (73), le cellule planctoniche una volta adese al substrato vanno 

incontro alla fase successiva di attacco irreversibile. 

La transizione tra fase reversibile/irreversibile può avere una fase intermedia 

dove si susseguono eventi di adesione e separazione riguardanti le singole cellule (74); 

la fase reversibile, così come la transizione a quella irreversibile, è mediata da: forze 

elettrostatiche, legami ad idrogeno, forze di Van der Waals e forze di moto Browniane  (75), 

oltre che dalle proteine di superficie cellulare, dai pili e flagelli che interessano anche 

la migrazione sul substrato (76). 
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La fase irreversibile è caratterizzata dall’instaurarsi di legami forti, tra le 

cellule, tramite macromolecole; si osserva la produzione di pili e l’aumento della 

popolazione batterica (77; 53). 

La fase di maturazione inizia con la produzione di EPS, che risulta essere 

fondamentale per questa fase (78); la struttura del biofilm, in questa fase è tipica della 

specie che lo compone, aumenta in spessore e si accresce, anche nel piano 

perpendicolare alla superficie, acquisendo tridimensionalità, ad esempio nei biofilm 

maturi di P. aeruginosa, le macro-colonie possiedono strutture a forma di fungo (79). 

La fase di dispersione può essere passiva, quando la crescita è tale che forze 

esogene, come le correnti, staccano porzioni distali, del biofilm; o attiva, quando le 

modificazioni chimiche interne al biofilm dovute all’attività metabolica della 

comunità microbica inducono alcune cellule a ritornare nello stato planctonico (80), 

favorendo la colonizzazione di nuovi spazi.  

Lo studio dei biofilm microbici è di grande interesse anche in campo medico, 

essendo alcune specie coinvolte nella formazione di biofilm infettivi difficili da 

eradicare per la loro resistenza agli antibiotici (81). 

La persistenza è spesso la causa della insensibilità dei biofilm agli antibiotici 

ed è la capacità, di una o più sottopopolazioni, di resistere al trattamento antibiotico, 

rispetto alla restante popolazione. Nei biofilm le cellule persistenti, si sviluppano in 

genere, negli strati più profondi dove entrano in uno stato di quiescenza metabolica, 

rendendole insensibili all’azione degli antibiotici (82). 

Le cellule etero-resistenti differiscono dalle persistenti per il loro metabolismo 

durante l’esposizione all’antibiotico: nell’etero-resistente il metabolismo è attivo, con 

crescita solitamente visibile, mentre nelle cellule persistenti il metabolismo è ridotto; 

questa inattività garantisce loro la resistenza, che tuttavia è influenzata dal tempo di 

esposizione all’antibiotico e dalla sua concentrazione (83).  
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Considerando che, tutte le superfici in ambiente marino sono soggette alla 

formazione di biofilm, anche gli organismi pluricellulari possono fungere da 

substrato; in questo caso si parla di epibiosi per indicare le specie microbiche che 

compongono il biofilm (epibionti) e che crescono sulla superficie dell’organismo 

ospite (basibionte). 

Tutti gli organismi marini sono caratterizzati da biofilm microbici più o meno 

strutturati, monomicrobici o con una elevata diversità. Questi biofilm potenzialmente 

possono influenzare direttamente o indirettamente l’ecologia, la biologia e la fitness 

del loro ospite. Le epibiosi possono essere di tre tipologie: sinergiche, neutrali o 

antagoniste. Il ruolo di batteri epibiotici che formano biofilm sulla superficie 

dell’ospite è difficile da stabilire ma sono state fatte diverse ipotesi tenendo conto che 

i biofilm microbici rappresentano la superficie che media le interazioni dell’ospite 

con l’ambiente e con altri organismi. 

Possibili funzioni dei biofilm epibiotici sono quelle di modulare:  

1. il passaggio di sostanze nutrienti, gas, luce, tossine ecc. I biofilm 

rappresentano infatti una barriera fisica e fisiologica tra l’ospite e 

l’ambiente. Può rappresentare quindi un ostacolo alla diffusione di gas 

(CO2 e O2), di nutrienti (nitrati, fosfati, vitamine, aminoacidi) o di luce, 

interferendo negativamente sulla crescita del basibionte. Ma allo stesso 

tempo può anche ostacolare il passaggio di sostanze tossiche e 

proteggere da parassiti predatori; 

2. la colonizzazione da parte di altri organismi, sia batteri che 

eucarioti. I biofilm microbici alterano le caratteristiche superficiali 

dell’ospite, mascherando o alterando la composizione chimica 

superficiale, modificandone la morfologia, l’idrofobicità, la polarità 

ecc. Tutto questo promuove o riduce la ulteriore colonizzazione da 

parte di altri organismi. Inoltre, la produzione di metaboliti secondari 

con attività antimicrobica e antifouling da parte dei batteri epibiotici 
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inibisce l’insediamento sulla superficie di ulteriori organismi oppure 

facilita l’attacco di particolari specie (spesso larve, molluschi, 

policheti); 

3. le interazioni con altri organismi attraverso le molecole QS. Le 

molecole del QS prodotte dai biofilm possono andare a modulare le 

interazioni con altri organismi e la loro degradazione può avere effetti 

sul controllo delle epibiosi e delle infezioni dell’ospite; 

4. la predazione dell’ospite. In alcuni casi sono state dimostrate le 

proprietà deterrenti di sostanze prodotte dai batteri epibionti di alghe, 

spugne, tunicati, nei confronti di possibili predatori; 

5. le infezioni microbiche, difendendo l’ospite da patogeni 

opportunisti. Biofilm epibiotici di batteri in grado di produrre sostanze 

con attività antibatterica possono difendere l’ospite da infezioni 

microbiche (84). 

Per quanto riguarda gli invertebrati è stato descritto che i biofilm epibiotici 

possono facilitare l’adesione delle larve, come nel caso di quelle dell’ascidia Ciona 

intestinalis, le superfici ricoperte da biofilm risultano essere preferite (85); mentre, le 

larve di Phallusia nigra non dimostrano una spiccata preferenza per le superfici sulle 

quali vi è presente il biofilm (86).  

Alcuni biofilm possiedono una persistente associazione con i basibionti su cui 

si accrescono, come nel caso del cianobatterio Procholoron sp. sull’ascidia 

Lissoclinum patella; il Prochloron sp. è risultato essere il produttore di molecole con 

attività citotossica, denominate patellamidi (87; 88; 84). 
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1.2.2 Molecole bioattive 

Le ascidie, essendo organismi sessili, sono vulnerabili alla predazione, questo 

è compensato dalla produzione di metaboliti secondari, influenzati dagli stress 

ambientali e prodotti per la deterrenza e la competizione; per la maggior parte, i 

metaboliti secondari prodotti sono differenti e sono correlati alla diversità del loro 

microbiota (89; 90). 

Le funzioni attribuite ai microrganismi associati alle ascidie sono varie e 

comprendono: la protezione dai raggi UV, il bioaccumulo di metalli pesanti, la 

protezione dalla colonizzazione e predazione da parte di altri organismi (anti-fouling 

e anti-grazing) attraverso la produzione di composti naturali bioattivi o per 

competizione (47). 

Esempi di composti ottenuti dalle ascidie e/o dai i loro simbionti sono 

molecole con attività: 

• Antitubercolare - acridina e derivati, sintetizzati a partire dalla 

Ascididemnina, che mostrano una attività di inibizione della crescita del 

Mycobacterium tuberculosis (91); 

• Antifungina - (2S,3R)-2-aminododecan-3-olo estratta da Clavelina 

oblonga, presenta un’ottima attività di inibizione verso la Candida 

albicans (92); 

• Antivirale - prunolide A e cadiolide B, provenienti dalla ascidia 

Synoicum, mostrano attività contro il virus dell’encefalite giapponese (93); 

• Anti-HIV - classe delle lamellarine, estratte da Didemnum chartaceum (94); 

• Antiprotozoaria - antimalarico albopunctatone estratto dalla ascidia 

Didemnum albopunctatum (95); 

• Antiossidante - geranil-idrochinone estratto da Aplidium savigny (96); 

• Antidiabetica - estratto della ascidia Microcosmus exasperatus, che 

dimostra effetti epatoprotettivi (97); 
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• Anticoncezionale - estratto della ascidia Microcosmus exasperatus, che 

risulta sopprimere la fertilità dei ratti maschi (98); 

• Antinfiammatoria - classe delle herdmanine estratte da Herdmania 

momus (99); 

• Antitumorale - ecteinascidina 743 (Yondelis®) estratta da Ecteinascidia 

turbinata; e plitidepsina (Aplidin®) estratta dall’Aplidium albicans (100); 

• Antibatterica - butenolidi dalla ascidia Pseudodistoma antinboja (101). 

• Anti-fouling - cordiachromene A ed epiconicol estratti dall’ascidia 

Aplidium aff. densum (102). 

l’8%, dei metaboliti secondari isolati dalle ascidie, sono stati confermati essere 

prodotti dai microrganismi simbionti (48). 

La composizione del microbiota delle ascidie dipende inoltre dal meccanismo 

di trasmissione dei simbionti che può essere verticale, come nel caso del cianobatterio 

Prochloron sp. nei generi, di ascidie coloniali: Lissoclinum, Didemnum, Diplosoma 

e Trididemnum (103; 104; 105; 106; 107; 108); altresì, la trasmissione, può essere orizzontale, 

come dedotta nel caso della Styela plicata, data dall’assenza di batteri nelle gonadi. 

Il trasferimento orizzontale, sembra essere predominante per la S. plicata e vista la 

sua distribuzione ubiquitaria si presuppone che la diversità batterica delle specie 

associate sia molto ampia. la S. plicata fornisce un microhabitat anaerobico 

all’interno della tunica, come se ne deduce dal ritrovamento di ospiti della Classe 

Anaerolineae (109). 

Gli Actinomiceti sono un Ordine rivelatosi interessante per quanto riguarda la 

produzione di sostanze antimicrobiche, e nel 2016 è stato isolato e sequenziato 

dall’omogenato di individui del genere Styela, proprio un actinomicete in cui è stato 

descritto il gene responsabile della produzione di teleocidina B (110). 
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1.3 Antibiotico-resistenza in ambiente marino 

Per parlare di antibiotico resistenza è doveroso un accenno agli antibiotici e 

alla loro storia, il termine “antibiotique” è stato attribuito al francese Vuillemin J.P. 

nel 1889 (111), a seguire nel 1895 l’italiano Tiberio V.  fu il primo a sperimentare una 

terapia con antibiotici estratti da muffe in vivo (112), il suo lavoro pubblicato sulla 

rivista “Annali d’igiene sperimentale” dal titolo “Sugli estratti di alcune muffe” 

(vol.V, fasc.1, 91-103)  

“…nella sostanza cellulare delle muffe esaminate, sono contenuti dei principi 

solubili in acqua, forniti di azione battericida…” 

A seguire 

“…per queste proprietà le muffe sarebbero di forte ostacolo alla vita ed alla 

propagazione dei batteri patogeni” 

e successivamente nel 1896 vi fu per la prima volta la cristallizzazione di un 

antibiotico derivato da funghi, l’acido micofenolico da parte dell’italiano Gosio B. (113; 114) 

Questi lavori, di Tiberio e di Gosio, precorsero di 33 anni la scoperta della 

penicillina, da parte di Fleming A. nel 1928 (115), che insieme alla collaborazione con 

E. Chain, H. W. Florey, A. D. Gardner, N. G. Heatley, M. A. Jennings, J. Orr-Ewing, 

A. G. Sanders, nel 1940 descrissero la produzione, la purificazione e l’uso 

sperimentale della penicillina (116) 

Il termine “antibiotico” fu ripreso, nel 1942 da Waksman S.A. il quale fu il 

primo a definire il termine “antibiotico” come sostanza prodotta da microrganismi 

che possiede attività batteriostatica e/o battericida (117); rifacendoci a questa 

definizione si possono raggruppare, in base alla loro struttura chimica o sul 

meccanismo di azione, in classi: 
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• Inibitori della sintesi della parete batterica: β-lattamici (penicilline, 

cefalosporine, carbapenemi, monobattami), glicopeptidi, fosfomicina, 

cicloserina, polipeptidici (bacitracina); 

• Inibitori della sintesi proteica (per interazione con le subunità 30S o 50S 

dei ribosomi) o molecole che ne alterano la struttura: aminoglicosidi, 

tetracicline, cloramfenicolo, macrolidi, lincosamidi, streptogramine, 

ossazolidinoni; 

• Inibitori della replicazione e trascrizione degli acidi nucleici: chinoloni, 

fluorochinoloni, rifamicine; 

• Inibitori della sintesi della membrana plasmatica o molecole che ne 

danneggiano la struttura: lipopeptidi, polipeptidici; 

• Inibitori di enzimi essenziali per il metabolismo batterico: sulfamidici, 

diaminopirimidine. 

Nell’ambiente, da un punto di vista ecologico, gli antibiotici svolgono un ruolo 

di armi e di segnale per le popolazioni dei produttori, andando a modulare il tasso di 

crescita anche a bassa concentrazione. Questo favorisce lo sviluppo di popolazioni 

resistenti sia tra i produttori stessi che nelle comunità microbiche che condividono la 

stessa nicchia ecologica, a favore della diversità (118). 

L’antibiotico resistenza è un fenomeno naturale che è stato esacerbato da 

fattori antropici come l’uso esagerato e improprio degli antibiotici, che ha contribuito 

all’incremento e alla diffusione di specie antibiotico-resistenti in tutto il pianeta. 

Negli ultimi anni è quindi aumentato l’interesse nel campo dell’antibiotico-

resistenza, per contrastarne l’ulteriore aumento ed evitare il drammatico ritorno ad 

un’epoca preantibiotica (119). 

Le prime constatazioni della resistenza si hanno, agli inizi del XX secolo, ad 

opera di Ehrlich Paul che la osservò, durante un trattamento contro il trypanosoma, e 

successivamente dimostrò che la resistenza una volta acquisita, veniva ereditata (120). 
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Le vie con cui si generano e/o diffondono le AMR sono molteplici (Fig.3): 

1) Nelle strutture sanitarie i patogeni AMR si possono trasmettere per contatto 

tra: individuo-individuo, individuo-superfici e tramite dispositivi medici contaminati; 

i microrganismi resistenti sono preponderanti nelle infezioni nosocomiali (121), molte 

delle quali sono causate da batteri produttori di biofilm (122; 123; 124); 

2) Le specie AMR possono comparire dopo terapie antibiotiche, soprattutto se 

esse vengono interrotte o eccessivamente prolungate (119); 

3) Nel settore zootecnico la pratica di aggiungere antibiotici ai mangimi come 

profilassi, allo scopo di aumentare le rese di produzione, porta allo sviluppo di 

patogeni AMR nel microbiota degli animali che si possono trasmettere attraverso la 

catena di produzione del cibo o tramite contatto diretto tra allevatori ed animali  (125; 126); 

4) Il turismo e l’importazione di alimenti facilitano la diffusione di ceppi AMR (127; 128); 

5) Le specie AMR raggiungono i fiumi, i laghi, le falde acquifere e gli impianti 

di depurazione che, qualora presenti, non garantiscono la completa eliminazione dei 

batteri resistenti e soprattutto dei geni di antibiotico-resistenza (ARG) nelle acque 

reflue (129); 

6) Lo spargimento di fertilizzanti di origine animale comporta la diffusione di 

specie AMR che si moltiplicano sulle piante, penetrano nelle falde acquifere o 

vengono trasportati dalle acque superficiali (130; 131; 132). 
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L’ambiente marino rappresenta una criticità per l’impatto antropico da 

xenobiotici (133; 134), che esacerba l’incremento delle specie AMR, in particolar modo, 

recenti studi hanno dimostrato la presenza: diretta degli antibiotici nelle acque e nei 

sedimenti (135; 136; 137) e di specie AMR, anche di rilevanza clinica (138; 139). 

La presenza di ARG contribuisce alla diffusione delle AMR; l’effetto 

antropico, tramite la dispersione e diffusione di antibiotici nell’ambiente, opera in 

maniera diretta, aumentando la presenza di ARG in aree sensibili, come allevamenti, 

acquacoltura e acque reflue; mentre effetti indiretti si hanno per le dinamiche 

ambientali, le quali disperdono i ARG, dalle aree sensibili all’ambiente marino. 

Nell’ambiente acquatico e in particolare nel comparto marino i batteri 

resistenti e ARG possono essere responsabili di fenomeni di ricombinazione con 

specie ambientali (140; 141) e quindi all’acquisizione da parte di questi ultimi di geni di 

resistenza che possono poi essere trasferiti di nuovo a patogeni umani (142).  

Fig. 3 Schema della diffusione dei ceppi AMR. Rielaborata dalla fonte. 
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L’acquacoltura rappresenta una fonte diretta di impatto da antibiotici, in alcuni 

casi le dosi possono essere proporzionalmente più elevate di quelle somministrate al 

bestiame o per il consumo umano (143; 144; 145). 

Organismi filtratori, come bivalvi e ascidie, sono importanti indicatori per 

analizzare e monitorare gli impatti da xenobiotici e individuare specie AMR 

nell’ambiente acquatico (146; 147; 148). 

Anche le microplastiche possono essere accumulate da questi organismi 

filtratori (149; 150) e tali particelle potrebbero fungere da substrato per la crescita di 

biofilm microbici (151; 152). Anche i biofilm favoriscono la dispersione e l’aumento 

delle specie AMR (153), impattano sia l’ambiente aquatico che terrestre con 

ripercussioni sulle catene trofiche (154). 

Le alternative agli antibiotici, soprattutto per le profilassi, sono: l’immuno-

modulazione, peptidi antimicrobici (AMPs), anticorpi monoclonali, batteriofagi, 

lisine e probiotici (155). 

In un recente studio in vitro microrganismi (Bacillus, Shewanella e 

Carnobacterium), isolati dall’intestino di Barramundi (Lates calcarifer), sono stati 

testati per valutare se attraverso il QQ si riusciva ad ostacolare, come per alcuni ceppi 

del genere Vibrio, la virulenza e lo sviluppo di biofilm, interferendo con il loro QS (156). 

Il fenomeno dell’antibiotico-resistenza sta assumendo proporzioni sempre 

maggiori (157), basti pensare che in Europa nel 2015 sono stati stimati 33.110 decessi 

per infezioni da microrganismi antibiotico-resistenti e nel 75% dei casi queste 

infezioni erano contratte in ambiente sanitario (158). 

Nello stesso anno, l’Organizzazione Mondiale della Sanità (WHO) ha indetto 

il sistema globale di sorveglianza antimicrobica (GLASS), dove le nazioni coinvolte 

forniscono i loro dati nazionali. L’ultimo report GLASS, del 2021, ha evidenziato che 

nel 2019 sono stati notificate 3.106.602 infezioni da ceppi AMR, in 70 paesi (159). 



- 35 - 

 

La pandemia COVID-19, causata dal virus SARS-CoV-2, ha influenzato 

paradossalmente anche la diffusione delle AMR. Questa è stata favorita sia 

dall’aumento delle somministrazioni di antibiotici (nel 70% circa dei pazienti sono 

stati prescritti per evitare co-infezioni causate spesso dalle lunghe degenze), sia dal 

massiccio utilizzo di biocidi nell’ambiente ospedaliero e comunitario per il 

contenimento della trasmissione dell’infezione (160). È noto, infatti, che l’utilizzo di 

tali sostanze crea una pressione selettiva che porta alla co-selezione di batteri 

resistenti non solo ai biocidi stessi ma anche agli antibiotici, per la frequente 

associazione genetica dei rispettivi determinanti di resistenza.  

La resistenza, da parte dei batteri, viene distinta in intrinseca ed acquisita: 

▪ La resistenza intrinseca o naturale è comune ai ceppi di una stessa 

specie, determinata da fattori genetici e fisiologici, come ad esempio 

l’impermeabilità della membrana batterica, per alterazione o 

diminuzione delle porine espresse, o per il meccanismo di efflusso, che 

espelle la molecola di antibiotico (161). 

▪ La resistenza acquisita è comune ai ceppi batterici di una specie che 

perdono la sensibilità per un antibiotico in seguito a modificazioni 

genetiche (162). 

La resistenza acquisita si suddivide ulteriormente in:  

- Cromosomica: avviene per mutazioni casuali e viene trasferita 

verticalmente alla progenie. 

- Extra-cromosomica: l’acquisizione della resistenza avviene per lo 

scambio di materiale genetico, quindi per via orizzontale (HGT) 

attraverso la trasformazione, trasduzione o coniugazione (163; 164). 

La coniugazione batterica, rispetto alla trasformazione e alla trasduzione, 

è l’unico processo di scambio genetico che prevede il contatto tra le cellule 
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donatrici-riceventi; gli elementi genetici trasponibili, plasmidi o i trasposoni, 

vengono trasferiti attraverso un complesso multiproteico specializzato 

sintetizzato dal donatore. 

I trasferimenti coniugativi avvengono, sia nei Gram negativi, attraverso la 

formazione di pili sessuali che permettono il contatto tra le cellule, che nei Gram 

positivi, dove non vi è la produzione di un pilo, ma avviene la sintesi di un 

complesso proteico che porta all’aggregazione della cellula donatrice con quella 

ricevente. (165; 166; 167; 168).  
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2 SCOPO DELLA TESI 

Scopo della tesi è stato quello di isolare e identificare batteri coltivabili da 

esemplari di Styela plicata, prelevati da due siti marini di campionamento, la 

Laguna Veneta di Chioggia e la Marina Dorica di Ancona. 

Dopo l’identificazione mediante sequenziamento del rDNA 16S, gli isolati 

batterici sono stati testati per la loro attività antimicrobica nei confronti di ceppi 

di riferimento, per la capacità di formare biofilm e per la loro antibiotico-

resistenza. Infine, esemplari di Styela plicata ed esemplari di Mytilus 

galloprovincialis, entrambi campionati alla Marina Dorica di Ancona, sono stati 

utilizzati come modelli in vivo per testare la capacità di batteri antibiotico 

resistenti, isolati dall’ambiente marino, di accumularsi, sopravvivere e compiere 

fenomeni di coniugazione internamente ai tessuti di questi organismi filtratori. 
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3 MATERIALI E METODI 

3.1 Campionamento degli organismi 

I campionamenti si sono svolti in luoghi e tempi differenti; il primo è avvenuto 

nel mese di novembre 2019 ed ha interessato il sito dei moli galleggianti di Chioggia 

(45°13'4.13"N 12°17'22.70"E) da cui sono stati prelevati circa 40 individui 

appartenenti alla specie Styela plicata. Questi sono stati divisi in 4 lotti, 3 dei quali 

prontamente trasferiti in 3 siti della laguna, scelti in base alla loro distanza tra la bocca 

del porto di Chioggia e il fiume Brenta, gli individui sono stati divisi e inseriti in 

vaschette di polipropilene (PP) forate per mantenere il flusso dell’acqua al loro 

interno, in aggiunta ai 3 siti, un ulteriore lotto veniva posizionato nel sito di 

campionamento come controllo. 

Le scatole di PP sono state messe ognuna in una rete per evitare che 

macrorganismi interagissero con gli individui dell’esperimento. A questo punto sono 

state installate tramite zavorre e boe di segnalazione nei seguenti siti: Stazione 

Idrobiologica Chioggia (45°13'23.74"N 12°17'4.60"E), Laguna del Lusenzo 

Fig. 4 Contenitori in PP adattati dall’autore per l’esperimento. Fonte: autore. 
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(45°12'28.75"N 12°16'57.60"E), Val di Brenta (45°11'30.47"N 12°16'7.90"E) e come 

controllo, nella stessa zona di campionamento ovvero i moli galleggianti di Chioggia 

(45°13'4.13"N 12°17'22.70"E) (Fig.5).  

 

 

Fig. 5 Mappa di Chioggia in cui si evidenziano i siti di traslocazione e il sito di campionamento. Fonte: autore. 

Realizzato con software: QGIS 3.16.16. 
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L’esperimento è durato 3 settimane, il giorno del prelievo degli organismi sono 

stati effettuati, per ogni sito, la rilevazione di parametri ambientali tramite sonda 

multi-parametrica (Hanna HI 9829 di proprietà della stazione idrobiologica di 

Chioggia) (Fig.6). 

Sono stati considerati solo i seguenti parametri: pH, temperatura e salinità 

presenti nella seguente tabella (Tab.1). 

Tab. 1 Parametri registrati con sonda multi-parametrica. 

 Temperatura (°C) pH Salinità (PSU) 

sito A: Staz. Idrobio. 
Chioggia 

8.11 8.17 30.86 

sito B: Laguna del 
Lusenzo 

8.54 8.17 29.79 

sito C: Val di Brenta 7.69 8.26 28.47 

Concluse le tre settimane i campioni sono stati prelevati in buste sterili di 

polipropilene, queste sono state messe in un frigo portatile e separate le une dalle altre 

tramite ulteriori buste di polipropilene per evitare contaminazioni.   
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Il secondo campionamento è stato effettuato ad Ancona: individui di Styela 

plicata e Mytilus galloprovincialis sono stati prelevati nel mese di luglio 2021 ai moli 

della Marina Dorica; i mitili sono stati campionati ai frangi flutti della Marina Dorica 

(43°36'27.97"N 13°28'50.11"E) mentre le ascidie presso i moli della Marina Dorica 

(43°36'33.66"N 13°29'1.09"E) (Fig.7). 

 Gli individui sono stati recuperati e trasportati nelle stesse modalità effettuate 

per il campionamento di Chioggia, tranne per i contenitori; sono stati usati contenitori 

rigidi in PP sterili al posto di buste in PP.  

Fig. 7 Mappa di Ancona in cui si evidenzia il sito di campionamento di S. plicata (tratteggio rosso) e il sito di campionamento 

di M. galloprovincialis (tratteggio blu) Fonte: autore. Realizzato con software: QGIS 3.16.16. 
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3.2 Isolamento e terreni di coltura 

Gli individui di Styela plicata isolati da Chioggia sono stati divisi in tre 

lotti corrispondenti ai tre siti, e in meno di tre ore dal campionamento sono stati 

sacrificati quattro esemplari per lotto. Per ogni individuo sono stati prelevati 

campioni di intestino e tunica. La procedura è stata svolta nei laboratori del 

dipartimento di biologia dell’UNIPD, sotto cappa biologica a flusso laminare, 

con l’ausilio di strumenti sterili (bisturi, forbici, pinze), inseriti in eppendorf da 

2 mL e stipate in ghiaccio per tutto il viaggio sino ai laboratori di microbiologia 

dell’UNIVPM di Ancona.  

Il quantitativo totale di campioni per lotto è inserito nella tabella seguente 

(Tab. 2). 

Tab. 2 Quantità e tipologia di tessuti di S. plicata, per ogni sito di Chioggia. 

tipologia tessuto S. plicata Sito A (Staz. Idrobio. Chioggia) Sito B (Laguna del Lusenzo) Sito C (Val di Brenta) 

intestino 30 mg 32 mg 30 mg 

tunica 14 mg 19 mg 14 mg 

Nei laboratori di microbiologia di Ancona, i campioni di intestino e di 

tunica sono stati addizionati con 50 µL di soluzione fisiologica (SF) sterile e 

omogenati, sotto cappa biologica a flusso laminare, direttamente nelle eppendorf 

con l’ausilio di pestelli monouso sterili. 

L’omogenato è stato diluito 1:14 (aggiunta di 650 µL) con SF sterile, ed 

aliquote da 100 µL, e tramite spatole sterili monouso, spatolate su piaste Petri con 

terreno Tryptic Soy Agar (TSA, Oxoid) con aggiunta di NaCl al 3% ed incubate 

a due differenti temperature: 22°C e 4°C. Complessivamente si sono preparati 

duplicati per ogni sito e per le diverse temperature (2 piastre per 4°C e 2 per 22°C 

per lotto)  
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Dopo 48 ore, dalle piastre di TSA+NaCl 3% sono state selezionate delle 

colonie con morfologia differente che sono state inoculate in Luria-Bertani brodo 

(LB, Oxoid), e dopo ulteriore crescita overnight (O/N) alle colture è stato 

aggiunto glicerolo (80%) a concentrazione finale del 20% per conservare i ceppi 

a -80°C per le analisi successive. 

Per quanto riguarda invece i campioni provenienti dalla Marina Dorica di 

Ancona, entro le 2 ore successive al campionamento, sono stati sacrificati due 

individui per ciascuna specie: Styela plicata e Mytilus galloprovincialis; 

recuperando sotto cappa biologica, le viscere ed escludendo la tunica per le 

ascidie e le valve per i mitili. Il materiale, prelevato con strumenti sterili, è stato 

immerso in SF sterile (90 mL per 10 gr di materiale) ed omogenizzato tramite 

Stomacher 400 (3 minuti a 260rpm). Successivamente, l’intero omogenato era 

centrifugato (5 minuti a 7000g) e risospeso in 3 mL di SF sterile. In seguito, sono 

state seminate aliquote da 100 µL su piastre Petri con terreno TSA+NaCl 3%, 

tramite utilizzo di spatole sterili monouso sotto cappa a flusso laminare, a seguire, 

messe a crescere a due diverse temperature a 22°C e 4°C, per 48 ore.  
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3.3 Identificazione degli isolati batterici 

Gli isolati batterici sono stati identificati mediante amplificazione e 

sequenziamento di una porzione dell’rDNA16S, utilizzando una coppia di primer 

universali (341F/907R) descritta in letteratura (169) che amplifica le regioni 

ipervariabili V3-V4 e V5 dell’rRNA16S. 

 Il DNA veniva estratto utilizzando il metodo della bollitura, quindi 

risospendendo una colonia del ceppo di interesse in 200 µL di acqua sterile. Le 

eppendorf contenenti la sospensione venivano bollite per 10 minuti, e poste subito in 

ghiaccio.  

Le prove di amplificazione del DNA sono state effettuate utilizzando lo 

strumento MiniAmp Plus Thermal Cycler (Applied Biosystems, Foster City, 

California, USA). Le reazioni di PCR sono state condotte utilizzando la DreamTaq 

polymerase (Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, USA); il DNA di E. coli 

ATCC25922 è stato usato come controllo positivo.  

La miscela di reazione della PCR e le relative concentrazioni dei singoli 

componenti, sono riportate nella tabella sottostante (Tab.3) 

Tab. 3 Miscela di reazione utilizzata per le PCR, il volume totale della miscela è 50μL per campione. 

REAGENTI 
(concentrazioni 

iniziali) 
H2O milliQ® 

PCR 
DreamTaq 

Buffer 
(10x) 

dNTPs 
(10mM) 

Primer 
[341F/907R] 

(100μM) 

DreamTaq 
(5U/μL) 

DNA 
campione 

lisato 

VOLUME espresso 
in μL 

(concentrazioni 
finali) 

38,25 5 (1x) 1 (0,2mM) 0,25 (0,5μM) 0,25 (1,25U) 5 
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Il programma di amplificazione è rappresentato nella successiva tabella (Tab.4) 

          Tab. 4 Condizioni di amplificazione mediante PCR. 

 Temperature Tempo Cicli 

Fase iniziale di attivazione: 95 °C 2 min 0 

Fase di denaturazione: 95 °C 30 sec 

30 Fase di appaiamento: 55 °C 1 min 

Fase di estensione: 72 °C 1 min 

fase di estensione finale: 72 °C 10 min 0 

I prodotti di amplificazione sono stati analizzati e separati mediante 

elettroforesi su gel di agarosio all’1% in tampone TAE (Tris acetato 40 mM; EDTA 

2 mM pH8). Durante la preparazione del gel, alla soluzione viene aggiunto un 

intercalante del DNA (GelRed® 10.000X, Fisher Molecular Biology, Roma, Italia) 

a concentrazione finale 1X. (5 µL di soluzione stock in 50 mL di gel d’agarosio). 

I campioni erano caricati sul gel previa colorazione con 1x Track Dye, per il 

monitoraggio della corsa elettroforetica. Al termine della procedura i campioni 

sono stati visualizzati al transilluminatore UV. Come peso molecolare standard è 

stato utilizzato il GeneRuler™ 100b DNA Ladder (ThermoFisher Scientific).  

Per le analisi di sequenziamento tutti i prodotti di PCR erano purificati 

mediante il sistema GenElute™ PCR Clean-Up Kit (SIGMA, Aldrich) seguendo 

le istruzioni della ditta produttrice. Per la quantificazione del DNA è stato utilizzato 

il NanoDrop. 

Gli amplificati di PCR purificati e quantificati, venivano poi preparati per il 

sequenziamento in base alle modalità richieste dal Servizio Eurofins Genomics 

Genomics (170). Tutti i prodotti di PCR sottoposti ad analisi di sequenza erano 

preparati secondo le procedure riportate sul sito. La concentrazione di DNA di 

campione doveva essere compresa tra 20 e 80 ng/µL. Aliquote di 5 µL di purificato 
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venivano mescolate a 5 µL di ciascun primer (5 pmol/µL) utilizzato nei saggi di 

PCR. Un campione finale di 10 µL veniva messo in eppendorf da 1,5 mL e inviato 

per il sequenziamento. Le sequenze ottenute venivano analizzate mediante il 

programma freeware Chromas (PC). Diversi programmi disponibili online in 

NCBI (171) sono stati utilizzati per l’analisi delle sequenze ottenute, tra cui 

BLAST® (172)  la RDP Release 11 (173) per il confronto con le sequenze ribosomiali 

16S depositate nel Ribosomal database Project (174).  

file:///C:/Desktop/1002/®
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3.4 Attività antimicrobica dei ceppi isolati da Styela plicata 

I ceppi isolati dai vari individui di Styela plicata sono stati testati per 

indagare la loro capacità di produrre sostanze con attività antimicrobica in grado 

di inibire la crescita di ceppi di riferimento: Vibrio parahaemolyticus NCTC 

10885, Staphylococcus aureus ATCC 6538 ed Escherichia coli ATCC 25922. In 

breve, i ceppi di riferimento, sono stati fatti crescere O/N a 37°C in Mueller Hinton 

brodo (MHB, Oxoid, Basingstoke, UK) come per i ceppi isolati da testare. 

Successivamente, sia i ceppi di controllo che gli isolati da testare sono stati 

risospesi in MHB e standardizzati ad una densità ottica (OD625) di 0,1, 

corrispondente a circa 1 x 108 Unità Formanti Colonia per mL (UFC/mL);  

quindi, i ceppi di riferimento venivano uniformemente distribuiti sulla 

superficie di piastre Petri, di terreno Mueller Hinton Agar (MHA, Oxoid, 

Basingstoke, UK), tramite tampone sterile; successivamente spot con aliquote da 

10 µL, di ogni brodocoltura standardizzata, venivano eseguiti sulle piastre di MHA 

seminate e infine le piastre venivano incubate a 37°C O/N. 

 Con lo stesso modus operandi, si sono testati gli estratti, ottenuti dalle 

brodocolture standardizzate.  

Gli estratti si sono ottenuti, aggiungendo un ugual volume di etil-acetato: 

dopo aver mescolato vigorosamente, la fase organica veniva raccolta in una 

provetta separata e fatta evaporare sotto pressione. 

Gli estratti erano poi risospesi, nelle stesse provette, in etil-acetato a 

concentrazione di 10 mg/mL.  

Gli estratti di ciascun ceppo da testare erano quindi utilizzati per imbibire 

dei dischetti sterili (quelli utilizzati per il test Kirby-Bauer) che venivano 

posizionati sulle piastre di MHA seminate con i ceppi di riferimento standardizzati. 
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Le piastre venivano poi incubate in termostato a 37°C O/N. Il giorno seguente 

veniva valutata l’attività antibatterica dei ceppi testati in base alla formazione e alle 

dimensioni di un alone di inibizione di crescita batterica in corrispondenza degli 

spot o intorno ai dischetti.  
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3.5 Produzione di biofilm  

Per valutare la capacità dei microrganismi di formare biofilm è stato utilizzato 

un test su piastra a 96 pozzetti con fondo piatto, conformemente a quanto descritto da 

Stepanović e collaboratori (175). 

Il saggio si articolava in tre fasi. Il primo giorno i ceppi da testare e i 

microrganismi di controllo positivo (S. epidermidis RP62A) e negativo (S. 

epidermidis HM894) venivano prelevati con un’ansa sterile da colture fresche e 

inoculati in 5 mL di TSB. Le brodocolture, incubate O/N a 37°C erano 

successivamente diluite 1:10 nello stesso terreno e poi standardizzate ad una OD675 

di 0,1. Quindi 200 μL di ciascuna brodocoltura venivano inoculatati in 6 pozzetti, 

parallelamente in altri 6 pozzetti era posto in egual volume di TSB per il bianco. La 

piastra veniva quindi coperta ed incubata O/N a 37°C. 

Il giorno successivo, dopo aver rimosso da ogni pozzetto la brodocoltura, 

tramite micropipetta multicanale, venivano effettuati tre lavaggi con 200 μL di 

Phosphate Buffer Solution (PBS) per ogni pozzetto, per eliminare i batteri non adesi. 

La piastra era poi posta ad asciugare, senza coperchio, in stufa alla temperatura di 

60°C per 1 ora. A questo punto, per colorare il biofilm, in ciascun pozzetto venivano 

aggiunti, e lasciati agire per 10 minuti, 100 μL di una soluzione di cristalvioletto. 

Dopo aver eliminato il colorante, venivano effettuati 3 lavaggi con 200 μL di 

acqua deionizzata al fine di rimuovere il cristalvioletto in eccesso. Infine, in ogni 

pozzetto venivano aggiunti per 10 minuti (in agitazione) 100 μL di etanolo 95% a 

temperatura ambiente. Questo step è necessario per estrarre il colorante associato al 

biofilm eventualmente formato. 

Per la lettura è stato utilizzato il lettore di piastre OMEGA (BMG LABTECH, 

Ortenberg, Germania). La piastra veniva posta nel cassetto di lettura priva del suo 

coperchio e lo strumento effettuava la lettura di ogni singolo pozzetto in base all’area 
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predefinita dall’utente (Fig.8). I risultati venivano elaborati dal software e mostrati in 

un documento Excel. Ad ogni valore ottenuto veniva sottratto il valore del bianco. 

La capacità dei ceppi testati di produrre biofilm è stata suddivisa in quattro 

categorie:  

• forti produttori (FP), 

• moderati produttori (MP), 

• deboli produttori (DP),  

• non produttori (NP).  

Il valore soglia di densità ottica (cut-off, ODc), necessario per la classificazione 

dei ceppi nelle rispettive categorie, era calcolato come tre volte la deviazione standard 

(DS) dei valori di assorbanza del bianco (ODB) sommata al valore medio della densità 

ottica del bianco, cioè ODc = 3·DSB + ODmB. 

 

 

 

Fig. 8 Test colorimetrico in microtiter per la produzione di biofilm. Fonte: autore. 
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Dopo aver calcolato i valori medi di densità ottica per ogni ceppo (ODm), la 

classificazione avveniva come riportato in tabella (Tab.5).  

  Tab. 5 Criteri di classificazione dei produttori di biofilm. 

Forte Produttore 
NP 

Moderato Produttore 
MP 

Debole Produttore 
DP 

Non Produttore 
NP  

 

 

ODm ≤ ODc  ODc < ODm ≤ 2·ODc 2·ODc < ODm ≤ 4·ODc 4·ODc < ODm 
 

 

 

Per garantire l’affidabilità e la riproducibilità del metodo il saggio è stato 

condotto in triplicato.  
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3.6 Sensibilità agli antibiotici  

Per la valutazione della sensibilità agli antibiotici dei ceppi isolati è stato 

utilizzato il metodo qualitativo della diffusione in agar da dischetto secondo le 

procedure standard internazionali riportate dal Clinical and Laboratory Standards 

Institute (CLSI). 

Questa tecnica si basa sulla misurazione dell’alone di inibizione della crescita 

batterica intorno a un dischetto imbevuto di una determinata quantità di antibiotico, 

che viene depositato sulla superficie di una piastra MHA, in cui è stato 

precedentemente inoculato il ceppo da saggiare. 

A questo scopo per ciascun ceppo da testare veniva preparata una sospensione 

batterica in terreno liquido MHB opportunamente diluita fino ad una densità ottica 

pari a 0,1, alla lunghezza d’onda di 625nm, corrispondente a circa 1 x 108 UFC/mL. 

L’inoculo una volta standardizzato è stato distribuito, mediante un tampone 

sterile, sulla superficie di piastre MHA in maniera omogenea. I dischetti degli 

antibiotici da saggiare sono stati disposti sulla superficie dell’agar, usando delle 

pinzette sterili, a distanze opportune, tali da evitare l’interazione tra i diversi 

antibiotici. Oltre ai ceppi da testare, veniva saggiato un ceppo di controllo E. coli 

ATCC 25922. 

Dopo 18-24 ore di incubazione a 37°C venivano misurati i diametri (in mm) 

degli aloni di inibizione intorno a ciascun antibiotico ed i risultati erano interpretati 

in accordo con i valori riportati nelle tabelle di riferimento del comitato internazionale 

CLSI (176). 

Tutti i ceppi sono stati saggiati per i seguenti antibiotici: Ampicillina 10 μg 

(AMP10), Trimetoprim+Sulfametoxazolo 25 μg (SXT25), Tetraciclina 30 μg 

(TE30), Ciprofloxacina 5 μg (CIP5), Ertapenem 10 μg (ETP10) e Gentamicina 10 μg 

(CN10). 
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Nella tabella seguente (Tab.6) sono riportati i criteri di interpretazione per gli 

aloni di inibizione, degli antibiotici testati e le relative concentrazioni. 

                     Tab. 6 Criteri di interpretazione dei risultati di sensibilità agli antibiotici. 

ANTIBIOTICO 
CONCENTRAZIONE 

DISCHETTO 
(µg) 

DIAMETRO (mm) 
E. coli 

ATCC25922 

S     I R 
Range  
(mm) 

Ampicillina 10 ≥17 14-16 ≤13 

 
15-22 

Trimetoprim 
+ 

Sulfametoxazolo  
25 ≥16 11-15 ≤10 

 
23-29 

Tetraciclina 30 ≥15 12-14 ≤11 

 
18-25 

Ciprofloxacina 5 ≥31 21-30 ≤20 

 
30-40 

Ertapenem 10 ≥22 19-21 ≤18 

 
29-36 

Gentamicina 10 ≥15 13-14 ≤12 

 
19-26 
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3.7 Stabulazione degli organismi 

La stabulazione delle S. plicata è stata effettuata in una stanza termostatata a 

20°C. Gli organismi sono stati posizionati in acquario poche ore dopo la 

campionatura, direttamente dai contenitori sterili utilizzati per il campionamento e 

non sono stati alimentati per tutta la durata degli esperimenti (Fig.9). 

Gli esemplari di S. plicata sono stati lasciati a depurare per una settimana, 

sostituendo l’acqua ogni due giorni. L’assenza nei tessuti dell’animale di batteri 

appartenenti al genere Enterococcus è stata verificata sacrificando un individuo, una 

volta a settimana e piastrando sul terreno selettivo Slanetz-Bartley (SB). 

  

Fig. 9 Vasche di stabulazione delle ascidie S. plicata. Fonte: autore. 
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3.8 Prove di accumulo e coniugazione batterica in vivo 

Per queste prove si è voluto confrontare la S. plicata con un altro organismo 

marino, il Mytilus galloprovincialis. 

Essendo entrambi degli organismi filtratori, i batteri inoculati nell’acqua di 

stabulazione vengono filtrati dai due animali e verosimilmente si accumulano nei loro 

tessuti prima di essere eliminati. Abbiamo quindi voluto verificare: 

1. la capacità dei batteri filtrati di sopravvivere all’interno di questo tunicato 

e dei mitili nell’arco di 72 ore dall’inoculo 

2. la capacità dei batteri di andare incontro a fenomeni di coniugazione, 

internamente ai tessuti dei due organismi filtratori. 

Gli individui di S. plicata e M. galloprovincialis campionati nel sito della 

marina dorica (Ancona), sono stati prontamente stabulati in acquari contenenti acqua 

di mare sintetica sterile (ASW), mantenuti ad una temperatura di 20°C e ossigenati 

tramite aeratore, dove sono stati lasciati per una settimana a depurare, sostituendo 

l’acqua ogni due giorni.  

Dopo una settimana di depurazione, cinque organismi di S. plicata e di 

M. galloprovincialis sono stati prelevati, dai rispettivi acquari, e posizionati in 

recipienti graduati (becher) da 5 L, divisi per specie.  

Entrambi i becher sono stati posti nelle stesse condizioni, di quelle degli 

acquari per la stabulazione (ASW, salinità ~35‰, aerazione, coperchio e 

monitoraggio temperatura) (Fig.10).  

Quindi i singoli becher sono stati inoculati con le sospensioni batteriche di due 

ceppi: un potenziale donatore e un ricevente. In particolare, è stato utilizzato come 

donatore il ceppo di E. faecium LSEF2, isolato da sedimento marino e resistente al 

florfenicolo per la presenza del gene poxtA e, come ricevente, il ceppo di laboratorio 
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di E. faecium 64/3 resistente a rifampicina ed acido fusidico ma sensibile al 

florfenicolo. 

Questa coppia di ceppi aveva infatti già dimostrato di coniugare con successo 

sia in vitro che in vivo (in Mytilus galloprovincialis) in precedenti esperimenti 

condotti nel nostro laboratorio con una frequenza di coniugazione rispettivamente di 

6.5x10-1 e 3.75x10-5.  

Per entrambi i ceppi è stata allestita una coltura O/N in 200 mL Brain Heart 

Infusion (BHI) brodo a temperatura ambiente. Ciascuna coltura è stata poi suddivisa 

in quattro falcon da 25 mL (sia per il donatore che per il ricevente) che sono state poi 

centrifugate per 5 minuti a 7000g. I pellet sono stati poi risospesi ed uniti in due falcon 

(una per il donatore ed una per il ricevente) con 50 mL di ASW sterile. Le due 

sospensioni batteriche (50 mL del ceppo donatore e 50 mL del ceppo ricevente) sono 

state quindi versate nel becher contenente gli organismi di S. plicata e nei becher 

contenenti i mitili e l’acqua non è stata più cambiata fino alla fine dell’esperimento. 

Subito dopo aver effettuato gli inoculi dei ceppi batterici, aliquote di acqua 

sono state prelevate, diluite e piastrate su piastre di SB, per verificare l’effettiva 

concentrazione batterica aggiunta nei becher all’inizio dell’esperimento (tempo zero, 

T0). La temperatura per l’esperimento di coniugazione è stata monitorata e mantenuta 

a 20°C. 

Successivamente un singolo individuo e un’aliquota di acqua dai rispettivi 

becher venivano prelevati ad intervalli di tempo di 24 ore per 3 giorni (24, 48 e 72 

ore) e piastrati su appositi terreni di coltura selettivi per valutare l’accumulo e la 

presenza di eventuali trans-coniuganti nei filtratori e per determinare la 

concentrazione batterica in acqua. 

Le ascidie sono state prelevate dal becher utilizzando strumenti sterili, 

appoggiate su una piastra Petri e sotto cappa biologica a flusso laminare, è stata 
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separata la tunica dal resto del corpo, quest’ultimo recuperato come campione 

biologico. I mitili sono stati processati con lo stesso modus operandi, escludendo le 

valve dal resto del corpo. 

I campioni prelevati sono stati addizionati con SF sterile (90 mL per 10 gr di 

campione) ed omogenizzati tramite Stomacher 400 (3 minuti a 260rpm). 

Successivamente, l’intero omogenato era centrifugato (5 minuti a 7000g) e risospeso 

in 3 mL di SF sterile. Aliquote di acqua (1000 μL), di omogenato (500 μL) e le diverse 

diluizioni di entrambi (spot da 10 μL) erano opportunamente piastrati. 

Le piastre venivano quindi incubate a 37°C per 24 h per valutare la presenza di 

colonie batteriche ed effettuare la conta delle UFC/mL. 

Fig. 10 Becher per gli esperimenti di accumulo e coniugazione, a sinistra con i mitili e a destra con le 

ascidie. Fonte: autore. 
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4 RISULTATI 

4.1 Ceppi isolati 

Il processamento degli individui di S. plicata ottenuti dai campionamenti 

effettuati nei mesi novembre 2019 e luglio 2021, ha portato all’isolamento di un 

totale di 66 ceppi, di cui 44 da Chioggia e 22 da Ancona. I ceppi isolati da S. 

plicata sono stati identificati mediante amplificazione e sequenziamento 

dell’rDNA16S, in particolare la porzione che corrisponde alle regioni 

ipervariabili V3-V4 e V5.  

Le analisi delle sequenze nella maggior parte dei casi ha permesso 

l’identificazione dei ceppi a livello di genere ed in particolare i seguenti generi: 

Acinetobacter, Bacillus, Brevibacterium, Cellulophaga, Cobetia, Escherichia, 

Lysobacter, Pseudoalteromonas, Pseudomonas, Psychrobacter, Shewanella, 

Staphylococcus e Vibrio. 

I generi Acinetobacter, Escherichia e Staphylococcus sono stati isolati 

solamente da campioni provenienti da Ancona, mentre i seguenti generi; 

Brevibacterium, Cellulophaga Lysobacter Pseudoalteromonas, Pseudomonas, 

Psychrobacter e Shewanella sono stati isolati solamente dai campioni di 

Chioggia. 

Differenze nei generi batterici identificati sono state riscontrate anche tra i 

campioni di S. plicata provenienti dalla stessa area della Laguna Veneta di 

Chioggia ma dislocati nei tre siti (Fig.5). 
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In entrambe le località, Chioggia ed Ancona, sono stati isolati i generi: 

Bacillus, Cobetia e Vibrio (Tab.7). 

I generi maggiormente rappresentati erano quelli di Vibrio e Bacillus. In 

particolare, il 33% dei ceppi isolati dai campioni di S. plicata prelevati dalla stazione 

idrobiologica di Chioggia (sito A) appartenevano al genere Vibrio mentre il 57% dei 

Tab. 7 Elenco dei ceppi identificati dai diversi siti di campionamento. 
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ceppi isolati dalla Laguna del Lusenzo (sito B) appartenevano al genere Bacillus. I 

ceppi isolati dagli individui raccolti presso il sito C (Val di Brenta) appartenevano 

oltre che ai generi Vibrio (27%) e Bacillus (27%) come negli altri due siti, anche al 

genere Pseudoalteromonas (27%) (Fig.11). 

Volendo fare un confronto tra i batteri isolati dal tessuto della tunica e 

dall’intestino di S. plicata nei tre siti di Chioggia, si osserva una predominanza del 

genere Bacillus tra gli isolati dalla tunica (52%) e del genere Vibrio tra gli isolati 

dall’intestino (35%) (Fig.12). 

Fig. 11 Prevalenza dei generi batterici nei campioni di S. plicata nei tre siti di Chioggia. sito A: Staz. Idrobio. di Chioggia; sito B: Laguna 

del Lusenzo; sito C: Val di Brenta. Fonte: autore. 



- 61 - 

 

Il genere Vibrio è quello maggiormente rappresentato anche negli isolati 

ottenuti dagli esemplari di S. plicata campionati dal sito di Ancona.  

In questo caso, tuttavia, i campioni non sono stati esaminati tenendo separati 

tunica e intestino.  

Nel complesso anche in questi campioni il maggior numero di isolati ottenuti 

appartenevano al genere Vibrio (55%) e al genere Bacillus (14%) (Fig.13). 

Fig. 12 Prevalenza dei generi batterici nei diversi campioni tissutali di S. plicata, nei tre siti di Chioggia. Fonte: autore 

Fig. 13 Prevalenza dei generi batterici nei campioni di S. plicata di Ancona. Fonte: autore. 
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4.2 Attività antimicrobica 

I ceppi isolati da individui di S. plicata, provenienti sia da Chioggia che da 

Ancona, sono stati testati per indagare la loro capacità di produrre sostanze con 

attività antimicrobica in grado di inibire la crescita dei ceppi di riferimento: 

Vibrio parahaemolyticus (NCTC 10885), Staphylococcus aureus (ATCC 6538) 

ed Escherichia coli (ATCC 25922). Le prove effettuate sono state:  

1. mediante la tecnica degli spot da brodocolture standardizzate, a OD 0,1 

dei ceppi da saggiare, sulle piastre seminate con i ceppi di riferimento; 

2. mediante la tecnica degli spot da estratti dalle brodocolture da saggiare, 

sulle piastre seminate con i ceppi di riferimento; 

3. mediante l’utilizzo di dischetti sterili (utilizzati nei test Kirby-Bauer) 

imbevuti negli estratti delle brodocolture e applicati sulle piastre 

inoculate con i ceppi di riferimento precedentemente descritti. 

Con il primo metodo, due ceppi identificati a livello di genere come Vibrio 

spp. (Vibrio spp. K4 e B13) mostravano una attività antimicrobica nei confronti di 

S. aureus ATCC 6538 inibendo la sua crescita in corrispondenza dello spot 

(Fig.14). 

Fig. 14 Attività antimicrobica di brodocolture 

standardizzate su S. aureus ATCC6538, 9= Vibrio spp. 

B13 e 10= Vibrio spp. K4. Fonte: autore. 
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Con il secondo metodo non è stata osservata alcuna inibizione della crescita, 

per tutti e tre i ceppi di riferimento. Con il metodo dei dischetti, sono stati osservati 

aloni di inibizione di crescita del ceppo di controllo Escherichia coli ATCC 25922 

utilizzando gli estratti di cinque isolati (Fig.15)  

ma solo quelli degli isolati 1 e 4 che corrispondevano ai ceppi Pseudoalteromonas 

spp. (D34) e Shewanella spp. (D37) isolati da campioni prelevati dal sito di 

campionamento di Chioggia, sembravano avere maggiore attività antimicrobica.  

Con gli altri ceppi si osservava una inibizione della crescita, di tutti i ceppi di 

controllo, assente o appena visibile.  

  

Fig. 15 Attività antibicrobica di alcuni ceppi isolati da S. plicata. A: S. aureus - B: V. parahaemolyticus - C: E. coli. - 1: 

Pseudoalteromonas spp. D34 - 2: Vibrio spp. D42 - 3: Psychrobacter glaciei D33 - 4: Shewanella spp. D37 – Bacillus spp. D32. Fonte: 

correlatrice 
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4.3 Antibiotico-resistenza  

Dai test Kirby-Bauer effettuati su 54 ceppi isolati (35 dai campioni di Chioggia 

e 19 dai campioni di Ancona), si denota che in generale la percentuale di ceppi 

resistenti agli antibiotici testati era bassa sia nell’ambito dei ceppi isolati dalle ascidie 

campionate a Chioggia sia nell’ambito dei ceppi dai campioni di Ancona. In 

particolare, i ceppi resistenti (26%) di Chioggia mostravano resistenza ad un solo 

antibiotico (ampicillina, trimetoprim/sulfametoxazolo oppure ertapenem) e solo un 

ceppo (Bacillus spp. D4) era resistente a due antibiotici ma della stessa classe 

Tab. 8 Profilo di resistenza dei ceppi isolati (resistente=R; Intermedio=I e Sensibile=S). 
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(ampicillina ed ertapenem) (Tab. 8 e 9). Per quanto riguarda i ceppi ottenuti dai 

campioni di Ancona, il 68% dei ceppi testati era resistente solo all’ampicillina. 

Il Genere Bacillus è quello che, tra i ceppi testati, presenta il maggior numero 

di resistenze ad almeno un antibiotico, in particolare: all’ampicillina (D4-D5-D38-

A3-B2-Z1), al trimetoprim+sulfametoxazolo (D46-D48) e all’ertapenem (D4-D44). 

Il Genere Vibrio è secondo a Bacillus per numero di isolati risultati resistenti, di questi 

K5, K6, A1, A4, B4, B5 e B13 risultano resistenti all’ampicillina mentre il D42 al 

trimetoprim+sulfametoxazolo. (Tab.9) 

I ceppi D8 e D9, appartenenti alla specie Pseudomonas marinicola, mostrano 

resistenza all’ampicillina, ma potrebbe trattarsi come per la specie Pseudomonas 

aeruginosa di una resistenza intrinseca. 

I ceppi appartenenti alla specie E. coli A5 e A6 si sono dimostrati resistenti 

all’ampicillina. 

Tab. 9 Profilo di resistenza dei ceppi isolati (resistente=R; Intermedio=I e Sensibile=S). 
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Nei due isolati della specie Staphylococcus aureus, il ceppo K9 mostra 

resistenza per ampicillina. 

Solo un ceppo del genere Brevibacterium (D6) mostra una resistenza 

all’ertapenem (Fig.16). 

Inoltre, 8 ceppi avevano un livello di resistenza intermedio nei confronti dei 

diversi antibiotici, tra cui il ceppo Brevibacterium spp. (D7) risultato intermedio ad 

ampicillina e ciprofloxacina. Tutti i ceppi testati erano sensibili alla gentamicina e 

alla tetraciclina. 

 

  

Fig. 16 Grafico della frequenza di resistenza tra isolati d’Ancona e da Chioggia. AMP10: Ampicillina 10μg, 

SXT25: Trimetoprim+Sulfametoxazolo 25μg, TE30: Tetraciclina 30μg, CIP5: Ciprofloxacina 5μg, ETP10: 

Ertapenem 10μg e CN10: Gentamicina 10μg. Fonte: autore. 
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4.4 Biofilm 

Su 66 ceppi totali identificati da esemplari di S. plicata, 42 ceppi isolati dai 

campioni di Chioggia e 9 ceppi da quelli di Ancona sono stati saggiati per la loro 

capacità di produrre biofilm su superfici abiotiche (Tab.10 e Tab.11). 

 

 

 

 

Tab. 10 Classificazione dei ceppi in base alla produzione di biofilm (non 

produttore=NP; debole produttore=DP; mediocre produttore=MP e forte 

produttore=FP). 
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Il test viene allestito in piastre microtiter e dopo crescita dei ceppi, il biofilm 

adeso ai pozzetti viene evidenziato e misurato mediante un test colorimetrico.  

Come ceppo di controllo, per comparare la produzione di biofilm da parte dei 

nostri isolati, è stato utilizzato il ceppo di Staphylococcus epidermidis RP62A noto 

come forte produttore.  

Tra i ceppi testati: 4 si sono dimostrati forti produttori di biofilm e 

appartenevano al genere Pseudomonas (2), Vibrio (1) e Acinetobacter (1); i due ceppi 

di Pseudomonas erano isolati dal sito di Ancona mentre gli altri due dai campioni di 

Chioggia. 

Tab. 11 Classificazione dei ceppi in base alla produzione di biofilm (non 

produttore=NP; debole produttore=DP; mediocre produttore=MP e forte 

produttore=FP). 
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 15 ceppi erano mediamente produttori e appartenevano prevalentemente 

ai generi Bacillus e Vibrio (entrambi 33,33%); di questi 4 ceppi (26%) erano 

ceppi isolati dai campioni di Ancona. 

24 ceppi erano debolmente produttori e appartenevano prevalentemente al 

genere Vibrio (37,5%), al genere Bacillus (29%) e al genere Pseudoalteromonas 

(12,5%); 

I restanti 8 ceppi non hanno mostrato la capacità di produrre biofilm 

(Fig.17,18,19,20 e 21).  

 

 

 

Fig. 17 Ceppi da campioni provenienti dal sito Marina Dorica di Ancona testati per la produzione 

di biofilm. Fonte: autore. 
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Fig. 18 Ceppi da campioni provenienti dal sito Stazione Idrobiologica di Chioggia testati per la 

produzione di biofilm. Fonte: autore 

Fig. 19 Ceppi da campioni provenienti dal sito Val di Brenta a Chioggia testati per il biofilm. Fonte 

autore. 
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Fig. 20 Ceppi da campioni provenienti dal sito Laguna del Lusenzo a Chioggia testati per il biofilm. 

Fonte: autore. 

Fig. 21 Categorie di produttori di biofilm e rispettivi generi di appartenenza degli isolati testati. Fonte: autore. 
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4.5 Esperimenti di accumulo e di coniugazione 

 Esemplari di S. plicata e di M. galloprovincialis dopo stabulazione e 

depurazione in ASW sono stati testati per la loro capacità di accumulare e di 

favorire scambi genetici tra i batteri internamente ai loro tessuti. La 

concentrazione batterica di due ceppi inoculati nei becher è stata quindi 

monitorata per 72 ore sia nei due organismi che nell’acqua di stabulazione.  

Per quanto riguarda l’andamento della concentrazione batterica in acqua, 

in presenza di esemplari di S. plicata, essa si riduce di circa 5 logaritmi già nelle 

prime 24 ore, per raggiungere una riduzione di addirittura 6 logaritmi alla 

conclusione delle 72 ore, passando da valori di 6.7x107 a 1x101 UFC/mL. In 

presenza di M. galloprovincialis invece la concentrazione batterica in acqua 

Tab. 12 Concentrazioni del donatore e del ricevente nell'acqua contenente S. plicata. Fonte: correlatrice   

Tab. 13 Concentrazioni del donatore e del ricevente nell'acqua contenente M. galloprovincialis. Fonte: correlatrice 
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mostra una riduzione finale di circa 3-4 logaritmi con un andamento molto 

costante nel tempo (Tab.12 e 13). 

La riduzione della concentrazione batterica in acqua era correlata 

all’attività filtratoria degli organismi in quanto in loro assenza la concentrazione 

batterica rimaneva pressoché costante nell’arco delle 72 ore (Fig.22). 

Sorprendentemente, i livelli di accumulo presentavano un andamento 

molto simile sia nel modello costituito dalle ascidie che in quello dei mitili. In 

entrambi, i valori di accumulo, infatti, erano molto costanti, attestandosi intorno 

a valori dell’ordine di grandezza di 104 UFC/g in tutti e tre i tempi testati (Tab.14 

e 15) (Fig.23).  

Fig. 22 Andamento nel tempo delle concentrazioni batteriche nell’acqua di stabulazione degli 

organismi filtratori. Fonte: correlatrice 
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Anche se nei becher che contenevano i mitili l’accumulo di batteri nei 

diversi esperimenti effettuati poteva raggiungere anche valori intorno a 105 UFC/g. 

 

Tuttavia, nonostante la concentrazione batterica internamente all’animale 

fosse abbastanza elevata e i batteri fossero ancora vitali, non è stato ottenuto nessun 

trans-coniugante, al contrario di quanto osservato nei mitili nelle stesse condizioni. 

 

 

Tab. 14 Concentrazioni del donatore e del ricevente negli esemplari di S. plicata. Fonte: correlatrice 

Tab. 15 Concentrazioni del donatore e del ricevente negli esemplari di M. galloprovincialis. Fonte: correlatrice 
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Per quanto riguarda l’accumulo dei due ceppi è stato valutato sia negli 

individui di Mytilus che in quelli di Styela. 

 

  Dalle letture dei valori di concentrazione del ceppo donatore e ricevente, 

effettuate sia per l’acqua che per gli individui di Styela e Mytilus, si sono ottenute 

le medie e le deviazioni standard. 

  

Fig. 23 Andamento nel tempo delle concentrazioni batteriche nei tessuti di Styela e Mytilus. 

Fonte: correlatrice 
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5 DISCUSSIONE  

Le ascidie sono invertebrati marini sessili che vivono solitari o in forma 

coloniale, e proprio a causa della loro sedentarietà hanno evoluto la capacità di 

proteggersi da predatori e dall’attacco di patogeni mediante la produzione di molecole 

chimiche difensive, spesso prodotte dai batteri che vivono ad essi associati. Il 

microbioma dei tunicati viene infatti considerato una promettente risorsa di composti 

bioattivi (177). 

Sebbene le comunità microbiche delle ascidie non siano così studiate come 

quelle associate a spugne e coralli, dai diversi studi, condotti in varie parti del mondo, 

tali comunità appaiono estremamente ricche e diversificate (48; 47). 

Anche le funzioni dei simbionti o i vantaggi che ciascuna associazione porta 

all'ospite, in generale, non sono ancora del tutto chiare. Queste comunità sono 

rappresentate soprattutto da procarioti compresi nel dominio dei Bacteria e i phyla 

principali sembrano essere: Cianobatteri, Proteobatteri, Bacteroidetes, Attinobatteri e 

Planctomiceti. 

La produzione di composti bioattivi, la difesa e la protezione da condizioni 

ambientali sfavorevoli (ad es. protezione dai raggi UV, resistenza ai metalli pesanti) 

rientrano finora tra le funzioni riportate per il microbioma delle ascidie. La 

composizione in specie di queste comunità può dipendere anche da fattori ambientali 

ma ogni specie di ascidia può influenzare l'instaurarsi di specifiche simbiosi, 

selezionando quei microrganismi che possono fornire un vantaggio adattativo 

all’animale. 

In questo lavoro di tesi sono stati isolati e identificati batteri coltivabili da 

esemplari di Styela plicata, prelevati da due siti diversi, la Laguna Veneta di Chioggia 

e la Marina Dorica di Ancona. 
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I risultati ottenuti, mostravano che i generi più comunemente associati alla 

Styela plicata erano Bacillus (appartenente al phylum dei Firmicutes), Vibrio, 

Pseudoalteromonas e Cobetia (appartenenti al phylum dei γ-Proteobacteria), presenti 

sia nei campioni di Chioggia che in quelli di Ancona. Questi dati sono in accordo con 

la letteratura (47; 48) che riporta tali generi batterici essere frequenti nel microbioma di 

molte specie di ascidie. Tuttavia, non possiamo escludere che le specie batteriche 

isolate possano derivare dalle comunità del bacterioplancton, poiché campioni di 

acqua dagli stessi siti di campionamento delle ascidie non sono stati analizzati. È 

anche vero che la composizione delle comunità microbiche associate a questi 

organismi riflette quella dell’habitat in cui essi vivono; quindi, le specie dominanti 

nell’ambiente acquatico spesso si ritrovano anche nelle comunità simbiotiche.  

Pseudoalteromonas in particolare è uno dei generi batterici più conosciuti 

come simbionti dei tunicati ma anche di altri organismi marini ed è noto soprattutto 

per la sua produzione di metaboliti secondari con attività antibatterica e antifouling. 

La produzione di cellulosa da parte dei tunicati potrebbe essere la causa di questa 

frequente simbiosi tra tunicati e Pseudoalteromonas poiché quest’ultimo riesce a 

degradare la cellulosa e utilizzarla come fonte nutritiva oppure può sfruttare tale 

substrato come molecola di attacco alla superficie dell’animale (46). 

Anche il genere Vibrio, molto abbondante nei nostri campioni, soprattutto tra 

gli isolati di Ancona (il 55% dei ceppi appartenevano al genere Vibrio) è stato trovato 

in simbiosi con molti organismi marini e con i tunicati e oltre a comprendere 

numerose specie patogene per l’uomo e per gli animali, Vibrio è noto per la sua 

capacità di produrre diversi composti con attività antibatterica (178). 

In accordo con altri studi (48) Bacillus era l’altro genere più abbondante nei 

nostri campioni, e in particolare nei campioni di Chioggia e tra i ceppi isolati dalla 

tunica. Come le specie terrestri appartenenti al genere Bacillus, anche quelle marine 

sono importanti nella produzione di diverse classi di antibiotici e molecole bioattive. 

Alcuni ceppi marini del genere Bacillus sono inoltre capaci di tollerare o resistere a 
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metalli pesanti grazie a processi di riduzione e possono produrre anche carotenoidi 

(179). La presenza di Bacillus nel microbiota delle ascidie potrebbe essere quindi 

importante per la capacità di questi organismi sessili di vivere anche in ambienti 

contaminati (47). 

I nostri dati indicavano che il genere Bacillus era predominante tra gli isolati 

ottenuti dalla tunica di S. plicata piuttosto che dall’intestino o dai tessuti interni dove 

sembrava prevalere il genere Vibrio. 

Proprio perché il microbiota dei tunicati comprende specie capaci di produrre 

sostanze con attività antimicrobica abbiamo cercato di valutare i nostri isolati sia per 

la loro capacità di inibire la crescita di ceppi di riferimento (sia Gram-positivi che 

Gram-negativi), sia di valutare la loro resistenza ad alcuni antibiotici. L’attività 

antimicrobica dei ceppi isolati è stata testata con diverse tecniche ma era evidente in 

pochi di essi e in particolare nei ceppi Shewanella spp. D37 e Pseudoalteromonas 

spp. D34 nei confronti di E. coli ATCC25922, e in due ceppi di Vibrio spp. (K4 e 

B13) nei confronti di S. aureus ATCC6538. 

 Per verificare ulteriormente l’attività antimicrobica di questi ceppi sarebbe 

interessante concentrare gli estratti e testarli sui ceppi di riferimento variando anche 

il mezzo di crescita, che potrebbe interferire con l’attività dei metaboliti prodotti. Una 

volta individuati i ceppi più attivi si potrebbe procedere alla purificazione della 

molecola bioattiva e alla sua caratterizzazione tramite spettroscopia e NMR.  

Per quanto riguarda l’antibiotico resistenza, tutti i ceppi testati si sono 

dimostrati sensibili a gentamicina, ciprofloxacina e tetraciclina, e solo il 5% dei ceppi 

era resistente a ertapenem o alla combinazione trimetoprim+sulfometoxazolo. 

L’unica resistenza degna di attenzione era quella nei confronti dell’ampicillina che è 

stata riscontrata nel 33% degli isolati. La maggior parte di essi erano provenienti da 

campioni di Ancona (13 ceppi su 18) e appartenenti prevalentemente al genere Vibrio 

o Bacillus. Tuttavia, sono stati eseguiti solo dei test fenotipici di sensibilità agli 
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antibiotici, quindi sarebbe opportuno studiare i ceppi dal punto di vista dei 

determinanti genetici coinvolti nella resistenza.  

La resistenza oltre che all’acquisizione di specifici geni di resistenza mediante 

HGT potrebbe essere dovuta anche meccanismi di resistenza intrinseca. È infatti 

importante sottolineare che sono state descritte specie batteriche isolate dall’ambiente 

resistenti ai beta-lattamici grazie alla produzione di enzimi capaci di idrolizzare 

l’anello beta-lattamico, anche se nel microrganismo tali enzimi sono correlati a 

funzioni diverse. Scambi genetici tra Enterobacteriaceae e ceppi ambientali del 

genere Vibrio e Shewanella sono stati anche dimostrati (180), quindi l’analisi genetica 

dei ceppi resistenti sarebbe opportuna per verificare la presenza di geni di resistenza 

noti e l’eventuale correlazione con i geni trovati in altre specie batteriche.  

Gli isolati ottenuti in questo lavoro di tesi sono stati poi testati anche per la 

loro capacità di produrre biofilm. Le comunità microbiche che vivono associate agli 

organismi marini solitamente stabiliscono con questi ultimi delle episimbiosi, 

formando sulla loro superficie dei biofilm microbici più o meno strutturati, 

monomicrobici o con una elevata diversità. Le formazioni di biofilm epibiotici sono 

molto importanti perché potenzialmente possono influenzare direttamente o 

indirettamente l’ecologia, la biologia e la fitness del loro ospite (47; 56) 

Per la produzione in vitro di biofilm è stato utilizzato un test colorimetrico che 

ha messo in evidenza come la percentuale maggiore di produttori di biofilm si 

riscontrava negli isolati dai campioni di Ancona con più del 50% degli isolati 

classificati come forti o medi produttori. Tra gli isolati di Chioggia il 33.3% dei ceppi 

erano forti o medi produttori e in particolare la più alta prevalenza si riscontrava nel 

sito C (14%). Inoltre, i forti produttori appartenevano al genere Acinetobacter, 

Pseudomonas e Vibrio mentre i medi produttori prevalentemente ai generi Vibrio e 

Bacillus. Risultati che sono in accordo con la capacità di questi generi batterici di 

colonizzare diversi substrati abiotici e biotici grazie alla formazione di biofilm. 

Poiché Vibrio e Bacillus erano i generi più frequentemente isolati da tutti i campioni 
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è verosimile pensare che anche nell’ambiente naturale siano in grado di formare 

biofilm che permette ai batteri di stabilire una stretta interazione con i tessuti di 

Styela. 

Infine, tenendo conto che l’antibiotico-resistenza sta diventando una vera e 

propria emergenza sanitaria e che l’ambiente acquatico può contribuire in modo 

significativo alla rapida diffusione dei batteri resistenti e dei geni di resistenza, 

abbiamo allestito degli esperimenti di coniugazione in vivo utilizzando esemplari di 

S. plicata. La coniugazione è un meccanismo di trasferimento genico orizzontale 

(HGT) che si verifica nei procarioti anche tra specie diverse, è mediato da molecole 

plasmidiche e richiede il contatto tra una cellula donatrice e una cellula ricevente. 

Abbiamo quindi ipotizzato che l’ambiente intestinale di organismi filtratori 

come S. plicata, o come i mitili (utilizzati per confronto), potesse rappresentare un 

habitat idoneo allo scambio genetico tra batteri. A questo scopo abbiamo quindi 

messo a punto un protocollo specifico, in quanto in letteratura non è stato mai 

descritto, e abbiamo innanzitutto verificato la capacità di batteri resistenti al 

florfenicolo, isolati da sedimento marino, di accumularsi e sopravvivere all’interno 

di questi organismi filtratori. S. plicata ha dimostrato rispetto a M. galloprovincialis 

un’attività filtratoria maggiore ma la quantità di batteri accumulata era simile e 

rimaneva stabile nell’arco di 72 ore.  Mentre negli esperimenti di coniugazione 

utilizzando il bivalve M. galloprovincialis, si è osservata una frequenza di 

coniugazione intorno a 10-5, ma solo dopo aver modificato la concentrazione batterica 

dell’inoculo iniziale sia del ceppo donatore che del ricevente, negli esperimenti con 

S. plicata non sono stati ottenuti dei transconiuganti. 

Ulteriori prove verranno eseguite per verificare se la mancata selezione di 

transconiuganti potesse essere correlata alla concentrazione raggiunta dai due ceppi 

nei tessuti dell’ascidia. Infatti, 104 UFC/g di tessuto potrebbe essere una 

concentrazione batterica troppo bassa se la frequenza di coniugazione dovesse essere 

simile a quella osservata nei mitili.  
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Questi esperimenti hanno però dimostrato che batteri antibiotico-resistenti, 

come gli enterococchi, potenziali patogeni umani, possono trovare un ambiente 

favorevole anche all’interno di organismi marini per lo scambio di plasmidi di 

resistenza e di conseguenza per la disseminazione dei geni di resistenza. 

Poiché entrambi questi organismi filtratori hanno mostrato la capacità di 

accumulare tali batteri non è da sottovalutare il loro ruolo nella sopravvivenza in mare 

di batteri antibiotico-resistenti e nella trasmissione all’uomo attraverso la via 

alimentare nel caso di mitili e ascidie edibili (181; 182). 
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