Burkholderia cepacia complex e altri Gram- negativi difficili
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Le vie aeree dei pazienti affetti da Fibrosi Cistica (FC) costituiscono come € noto un habitat
particolarmente favorevole alla colonizzazione da parte di svariate specie di patogeni
opportunisti, e quindi allo sviluppo di colonizzazioni batteriche che portano in genere al
peggioramento del quadro clinico del paziente. Le frequenti ospedalizzazioni, inoltre,
rappresentano un rischio concreto di nuove colonizzazioni da parte di patogeni opportunisti che
non sempre risultano facilmente identificabili.

Le vie respiratorie i pazienti affetti da Fibrosi Cistica sono soggetti alla colonizzazioni che
possono divenire persistenti da parte di patogeni opportunisti e che si possono rivelare
estremamente resistenti ai trattamenti antibiotici. Nel corso degli anni, probabilmente sia
grazie all'laumento dell’aspettativa di vita media, ma certamente anche grazie alla necessita di
ripetute terapie antibiotiche, si € assistito alla comparsa sempre piu frequente dei cosiddetti
patogeni emergenti. Tra le specie che vengono frequentemente isolate da campioni respiratori
prelevati dalle vie aeree di pazienti FC sono annoverate Achromobacter xylosoxidans,
Stenotrophomonas maltophilia, Burkholderia cepacia complex e Burkholderia cepacia- like,
Burkholderia gladioli, la patogenicita di tali microrganismi rimane sconosciuta ma sono
potenzialmente in grado di peggiorare il quadro clinico del paziente. In quest’ ottica e
comprensibile la crescente attenzione rivolta verso queste specie batteriche.

L'impiego di terreni di crescita selettivi e test biochimici agevola l'isolamento dei germi che
colonizzano le vie aeree dei pazienti FC, ma non sempre permette di determinarne genere e
specie. Nel caso in cui queste tecniche di identificazione che si basano su proprieta fenotipiche
dei microrganismi non siano sufficienti, si rende necessario un approccio basato sulle tecniche
molecolari che si basano sulla sola amplificazione di geni specifici, o su amplificazione e
determinazione della sequenza nucleotidica di porzioni di geni.

Le metodiche di biologia molecolare permettono di valutare in tempi brevi le differenze di
corredo genetico che caratterizzano le varie specie, riuscendo a distinguerle e permettendo ai
microbiologi di dare una collocazione tassonomica corretta ai vari microrganismi isolati da
campioni clinici. In particolare, il bersaglio molecolare scelto € una porzione del gene
codificante per la subunita 16S del rRNA, gia ampiamente utilizzato nel campo della filogenesi
molecolare. Questo gene & presente in ogni specie batterica, la sua funzionalita & costante
(gene house-keeping, cioé indispensabile alla vita cellulare), & altamente conservato, I'analisi
comparativa delle sequenze di questo gene permette di costruire alberi filogenetici che
stabiliscano eventuali relazioni tra specie che non risultano identificabili e specie gia note. Per
qguesto la filogenesi molecolare si & servita storicamente del gene per il 16S rRNA per ottenere
un quadro attendibile dell’evoluzione e per questo & possibile servirsi di questo gene per
agevolare l'identificazione dei microrganismi cosiddetti “difficili”. Determinando la sequenza
nucleotidica di questo gene e confrontando i dati con quelli gia contenuti nelle banche dati, &
possibile identificare la specie o quantomeno il genere dei batteri di interesse. La scarsa
velocita di mutazione di questo gene ci regala infatti una fotografia piuttosto precisa del
quadro evolutivo delle specie, che possiamo sfruttare per identificare i patogeni e utilizzare le
informazioni ottenute per chiarirne il ruolo nelle infezioni cliniche.

La crescita su terreni selettivi e l'identificazione con test commerciali spesso non sono
indicatori sufficienti per collocare correttamente all’interno di un genere o per determinare la
specie di appartenenza di alcuni particolari microrganismi. Talvolta la mancata crescita sui
terreni selettivi dedicati, o aspetto e caratteristiche morfologico-funzionali diversi da quelli
abitualmente riscontrati rendono difficoltoso il processo di identificazione, impedendo di
conoscere la diffusione e I'epidemiologia di questi batteri la cui importanza nell’aggravare il
guadro clinico dei pazienti rimane pressoché sconosciuta.



L" approccio molecolare ha permesso di far luce sull’identificazione di varie specie di patogeni
difficili, scoprendo che non sempre i batteri di difficile identificazione appartengono al gruppo
dei cosiddetti patogeni emergenti ma talvolta mostrano proprieta fenotipiche atipiche che ne
impediscono una corretta collocazione tassonomica.

Burkholderia cepacia complex
Nel panorama dei patogeni opportunisti che colonizzano le vie respiratorie dei pazienti FC, tra i

pil temuti a causa dell’elevato numero di antibiotici cui risultano resistenti, della facilita di
contagio tra pazienti e della loro capacita di generare un rapido aggravarsi del quadro clinico
del paziente, noto come cepacia sindrome, spiccano i membri del Burkholderia cepacia
complex (Bcc). Descritti per la prima volta da Burkholder nel 1950 come causa di marcescenza
del bulbo delle cipolle, questi patogeni nei tardi Anni Settanta furono scoperti essere anche
coinvolti nelle patologie respiratorie strettamente correlate al decorso clinico dei pazienti affetti
da Fibrosi Cistica. In un primo momento, per0, questi microrganismi erano stati inseriti nel
genere Pseudomonas, specie cepacia, e in questa categoria tassonomica rimasero fino al 1992,
anno in cui P. cepacia e altre otto specie appartenenti al genere Pseudomonas furono attribuite
al nuovo genere Burkholderia, facente parte della suddivisione f del phylum Proteobatteri. La
tassonomia del nuovo genere ha subito considerevoli cambiamenti, fino ad arrivare a
raccogliere ventidue specie nel 2001. A partire dalla meta degli Anni Novanta si comincid a
notare I'estrema eterogeneita tra gli isolati di B. cepacia provenienti da nicchie diverse, cosa
che rendeva estremamente difficoltosa la classificazione degli isolati stessi soprattutto alla luce
delle tecniche usate fino ad allora, che non sempre erano sufficientemente sensibili o
specifiche. Per questo alcuni ricercatori misero a punto un metodo di classificazione basato su
un tipo di approccio detto polifasico. Furono cosi classificati isolati provenienti sia da pazienti
che da fonti ambientali come appartenenti ad almeno cinque specie genomiche o genomovar.
La classificazione mediante questo tipo di approccio ha poi permesso di delineare la struttura
del complex come la conosciamo adesso: formato da dieci diverse specie genomiche o
genomovar, nove delle quali hanno raggiunto lo status di specie. L'evoluzione delle tecnologie
e uno studio piu approfondito hanno permesso di determinare I'appartenenza al complex di
altre specie per le quali si & in attesa di pubblicazione.

Fu evidente la necessita di un approccio tassonomico di tipo polifasico dal momento in cui la
comunita scientifica si trovo ad affrontare la difficolta di identificare chiaramente e
univocamente i patogeni appartenenti al complex e non solo: appariva infatti evidente il
bisogno di discriminare anche tra gli appartenenti al genere Burkholderia e i generi
filogeneticamente pil prossimi. La mancata o cattiva identificazione rimane tuttora una
problematica rilevante, ed i Burkholderia cepacia-like, cioé& le specie batteriche con
caratteristiche che suggeriscono I'appartenenza al complex, devono essere sottoposti ad analisi
molecolari in modo da determinarne con sicurezza la specie e prendere le misure necessarie
per una corretta gestione del paziente.

La difficolta maggiore era infatti rappresentata dall’eterogeneita fenotipica, della quale perd
non si riscontrava un corrispettivo dal punto di vista del genotipo, emergeva cioé una
percentuale di ibridazione DNA- DNA insolitamente alta anche per organismi appartenenti alla
stessa specie: valori superiori al 70%, quando invece normalmente si riscontrano valori che
vanno dal 30% al 60%.

Questo tipo di approccio tassonomico rimane ancora metodo frequentemente adottato per
I'identificazione degli appartenenti al complex, e si avvale appunto della combinazione di
tecniche che indagano entrambi gli aspetti, fenotipico e genotipico, separatamente. La
procedura prevede infatti un approccio volto a verificare le proprieta fenotipiche dei
microrganismi di interesse, quindi ad esempio I'uso combinato di terreni selettivi e analisi
biochimiche di routine, e successivamente test volti a verificare le analogie genotipiche per
procedere infine al confronto e all'interpretazione dei risultati ottenuti. I microrganismi di
interesse sono stati dunque sottoposti ad analisi del contenuto in acidi grassi della cellula,
ibridazione DNA-rDNA, ibridazione DNA-DNA. Questo primo studio porto all’identificazione di
cinque genomovar, tra cui B. vietnamiensis, che aveva gia raggiunto lo status di specie. Al
contempo, comunque, veniva proposto il nome B. multivorans per i microrganismi
appartenenti al genomovar II. A seguire, hanno raggiunto lo status di specie, nell’ordine:
genomovar 1V, B.stabilis; genomovar VI, B. dolosa;, genomovar VII, B. ambifaria; genomovar
VIII e genomovar IX, rispettivamente B. anthina e B. pyrrocinia; ed infine il genomovar I1I, B.



cenocepacia, che risulta essere formato da quattro /ineage distinti in base al polimorfismo del
gene recA e identificati come III-A, III-B, III-C, III-D. E’ stato recentemente descritto un
ulteriore appartenente al complex: Burkholderia ubonensis, che risulta avere origine
ambientale e posizione non ancora chiara in relazione agli altri genomovar pur rappresentando
il genomovar X.

Ci si accorse ben presto perd di come fossero difficoltose l'identificazione e la ricostruzione
della storia filogenetica di microrganismi cosi strettamente correlati, e per di piu basate su un
approccio tanto impegnativo; l'interesse della comunita scientifica si volse quindi alla messa a
punto di un approccio alternativo che permettesse comunque la discriminazione degli
appartenenti al complex. Furono presi in considerazione due geni in particolare, storicamente
utilizzati nel campo della sistematica batterica: il gene per il 16S rRNA, e il gene recA
codificante per I'omonima proteina, il cui ruolo & essenziale nella riparazione e ricombinazione
del DNA. Benché utilizzato spesso come marcatore molecolare per gli studi di sistematica
batterica, nell’ambito dell’identificazione tassonomica del Bcc il gene per il 165 rRNA non
permette di ottenere una separazione netta tra i genomovar, rendendo possibile solamente
raggruppare in un unico profilo ARDRA gli appartenenti ad alcuni genomovar (I, III e IV) senza
pero distinguerli 'uno dall’altro come & invece possibile nel caso del genomovar V e del
genomovar II.

Conoscendo la struttura multicromosomica propria del genoma dei membri del complex, dai
primi studi effettuati su un ceppo di riferimento appartenente al genomovar I emergeva la
presenza di due copie del gene recA, una per oghi cromosoma di maggiori dimensioni. E’ stato
invece dimostrato come gli appartenenti ai genomovar II, III-A, III-B e V abbiano una sola
copia del gene. Questi dati rivestono un ruolo di grande importanza nello sviluppo di una
strategia diagnostica alternativa allo studio di geni codificanti rDNA, basata su geni house-
keeping e presenti in singola copia come recA, strategia che risulta preziosa nel caso di una
tassonomia complessa come quella del Bcc.

E’ stata quindi sviluppata una metodica che permettesse di discriminare in modo piu accurato
un genomovar dall’'altro, basandosi sulla presenza di polimorfismi puntiformi nella sequenza
nucleotidica del gene recA. Utilizzando quindi una coppia di primer complex- specifici, disegnati
in base alla sequenza nucleotidica della prima open reading frame del gene in questione, &
stato possibile amplificare un frammento delle dimensioni di 1 kb, di cui & stata poi
determinata e analizzata la sequenza nucleotidica. I dati cosi ottenuti hanno permesso di
individuare polimorfismi puntiformi che permettessero una migliore discriminazione dei vari
genomovar. I prodotti di amplificazione ottenuti sono stati poi sottoposti ad analisi RFLP con
quattro enzimi di restrizione, tra i quali € stato individuato in Haelll il piu adatto per lo scopo
prefisso. I risultati ottenuti sono stati poi confrontati con quelli ottenuti applicando I'approccio
polifasico al medesimo panel di ceppi, ottenendo conferma della validita del metodo. L’analisi
del gene recA ha messo in luce l'alta percentuale di similarita delle sequenze ottenute (94-
95%), la presenza di “alleli” diversi per il genomovar III, la possibilita di mettere a punto test
diagnostici via- PCR peculiari di ogni gruppo filogenetico (tranne che per quanto riguarda il
genomovar I, per cui i test risultano scarsamente sensibili e specifici, e il genomovar IX per cui
non e stato possibile mettere a punto un test diagnostico appropriato).

I membri del Burkholderia cepacia complex sono in grado di occupare svariate nicchie
ecologiche, acque dolci e salmastre e la rizosfera di svariate specie vegetali. Alcuni studi
dimostrano come la distribuzione delle specie del complex nel territorio italiano sia piuttosto
omogenea, e come sia possibile rilevare appartenenti ad ogni genomovar in ambito
ambientale. Inoltre anche i ceppi rizosferici, come quelli clinici, risultano resistenti a svariati
antibiotici.

Dal punto di vista clinico, invece, in letteratura si nota la prevalenza tra gli isolati di B.
multivorans e B. cenocepacia; in particolare, per quanto riguarda B. cenocepacia si ha la netta
prevalenza dei lineage I1I-A e III-B, nessuna evidenza del III-D, mentre del III-C si conoscono
solo isolati ambientali . Un recente studio italiano svolto su isolati clinici, denota la prevalenza
di pazienti colonizzati da B. cenocepacia , in particolare dal /ineage III-D, rispetto a B. stabilis,
B. pyrrocinia e B. cepacia genomovar 1. In rari casi & stata anche riscontrata la colonizzazione
da parte di pit di un lineage contemporaneamente. Inoltre & bassa la prevalenza di B.
multivorans, solitamente uno dei membri del complex predominante nella colonizzazione di
pazienti FC sia in Nord-Europa che in Canada. Sebbene recenti studi riportino epidemie causate
da ceppi appartenenti a varie specie genomiche, i cloni epidemici di maggiore importanza



risultano appartenere al genomovar III, B. cenocepacia. Nei primi anni Novanta si € diffuso nel
Regno Unito un clone epidemico definito ET12; & stato identificato negli Stati Uniti un ulteriore
clone epidemico detto PHDC, poi diffuso in Europa. Il clone denominato ET12, che infetta un
gran numero di pazienti in Canada e Regno Unito, € in grado di sintetizzare un peculiare pilus e
un’‘adesina associata, che media l'aderenza alle cellule dell’epitelio respiratorio. Sebbene risulti
importante nella patogenesi per ET12, questo peculiare fenotipo non & stato riscontrato in
nessun altro clone epidemico di B. cepacia. Molti dei cloni appartenenti al genomovar III in
grado di causare epidemie presentano anche altri marcatori genetici peculiari che invece sono
assenti negli appartenenti al clone PHDC.

Quando si ha a che fare con campioni respiratori di pazienti FC e richiesto di operare
innanzitutto una corretta separazione dalle altre specie, cioé dai cosiddetti germi Burkholderia
cepacia- like, e di poter distinguere tra B. multivorans e B. cenocepacia a causa del ruolo
preponderante che rivestono nell’epidemiologia del complex, sebbene anche B. dolosa e B.
pyrrocinia abbiano dimostrato trasmissibilita e tutti gli appartenenti al complex debbano essere
considerati trasmissibili.

Altri microrganismi “difficili”
Gli isolati clinici da campioni respiratori di pazienti affetti da Fibrosi Cistica vengono sottoposti

a esame colturale, che permette di isolare i vari patogeni grazie alla crescita su terreni selettivi
che ne mettono in risalto le diverse capacita metaboliche e permettono di ottenerne
I'isolamento. La morfologia delle colonie e la capacita di crescere su un terreno selettivo
piuttosto che su altro forniscono le prime indicazioni utili per lidentificazione dei
microrganismi, che una volta isolati vengono sottoposti ad altri test che ne sfruttano le
capacita metaboliche fino a consentire l'identificazione del patogeno. In commercio esistono
test a gallerie che sfruttano varie proprieta metaboliche come la capacita di utilizzare o meno
alcuni substrati; si ottiene un profilo biochimico che permette di identificare il batterio. Un altro
tipo di test che pud dare indicazioni per lidentificazione di isolati clinici & il profilo di
suscettibilita agli antibiotici, spesso peculiare di un genere o specie. Nel caso in cui test basati
sulle proprieta biochimiche non forniscano un risultato soddisfacente, ci troviamo di fronte ad
un microrganismo difficile; studi recenti hanno riportato come sia sempre piu frequente la
mancata identificazione di patogeni isolati da campioni respiratori di pazienti affetti da Fibrosi
Cistica. Le specie che normalmente causano maggiori problemi di identificazione, per le quali
oltretutto i test in commercio forniscono risultati spesso insoddisfacenti, appartengono al
gruppo dei batteri Gram- negativi non fermentanti; in figura 1 si riporta lo schema utilizzato
per identificare questo tipo di microrganismi.

Tra i microrganismi difficili sono annoverati i membri del B. cepacia complex si ricordano S.
maltophilia, A. xylosoxidans, P. aeruginosa e gli altri appartenenti al genere, gli appartenenti al
genere Ralstonia e Pandoraea, ed i cosiddetti “Burkholderia cepacia-like”, patogeni opportunisti
che possono essere confusi con i membri del Bcc (Pandorea spp, Inquilinus spp Ralstonia spp)e
B. gladioli.

Batteri appartenenti al genere Pandoraea, ad esempio, sono relativamente poco comuni nel
panorama dei germi che colonizzano i pazienti FC, nei quali possono perd causare infezioni,
dare luogo a epidemie, e risultano spesso multiresistenti, mentre vengono isolati dall’ambiente
(suolo e acque dolci).

Anche gli appartenenti al genere Inquilinus risultano essere tra i patogeni FC meno comuni
mentre vengono isolati dall’'ambiente (suolo), e possono causare infezioni gravi, colonizzazioni
croniche e spesso risultano multiresistenti agli agenti antibiotici.

Per quanto riguarda A. xylosoxidans e S. maltophilia sono responsabili di colonizzazioni
persistenti e sono altamente resistenti ai trattamenti antibiotici. Burkholderia gladioli puo
portare allo sviluppo di ascessi, infezioni acute e serie complicazioni post-trapianto mentre non
ne & riportata la capacita di cross-infezione.

E’ inoltre importante ricordare come spesso possano sembrare “difficili” microrganismi la cui
presenza nelle vie respiratorie di pazienti FC risulti insolita; il fatto che possano essere isolati
appartenenti a generi che non sono abitualmente isolati dalle vie aeree di pazienti FC puo
aumentare i problemi di mancata identificazione o errori di identificazione. Sebbene la
colonizzazione da parte di patogeni inusuali o difficili non abbia ancora un ruolo clinico chiaro,
una conoscenza piu approfondita della loro diffusione puo aiutare a far luce su questa
problematica, fornendo informazioni ai clinici e quindi migliorando |'assistenza verso i pazienti.



Recentemente sono stati sviluppati test molecolari via-PCR che utilizzano come target
molecolare porzioni del gene codificante per il 16S rRNA la cui sequenza risulta peculiare di
una data specie; esistono test via-PCR che permettono di confermare l'appartenenza di un
isolato ad una data specie o ad un dato genere. Sono ad oggi disponibili protocolli per
identificare P. aeruginosa, A. xylosoxidans, S.maltophilia, gli appartenenti al genere
Burkholderia, Pandoraea, Ralstonia, Inquilinus.

Nel caso in cui non si abbiano indicazioni soddisfacenti si rende necessario amplificare una
porzione pil ampia del gene per il 16S rRNA e determinarne la sequenza nucleotidica per poi
confrontarla con le sequenze contenute nelle banche dati e ottenere cosi l'identificazione del
batterio.
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