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Coltural and molecular isolation of Chlamydophila pneumoniae from patients with joint disease.
Pathogenic and diagnostic perspectives.

SUMMARY

Chlamydophila pneumoniae is an ubiquitous intracellular pathogen which causes acute respiratory diseases and
may be associated with chronic inflammatory diseases including atherosclerosis, multiple sclerosis and arthritis.
C. pneumoniae is rarely cultured from the synovial fluid or blood, and serology is seldom useful. So far most of
the studies concerning the possible association between C. pneumoniae and arthritis have been made by molec-
ular methods. Recent advances in the standardization of polymerase chain reaction techniques have shown to
confirm a role of C. pneumoniae not only in reactive arthritis (ReA) but also in chronic arthritis. In this study, we
investigated whether C. pneumoniae could be isolated in synovial fluid and PBMC specimens of patients with dif-
ferent forms of arthritis including ReA. Advanced PCR and Reverse transcriptase PCR techniques targeting dif-
ferent chlamydial genes associated to a novel culture method based on combination of additional centrifugation
and extension of culture time, were applied to detect C. pneumoniae in 6 patients with chronic synovitis includ-
ing one with Anchylosing Spondylitis and relapsing joint swelling. For this patient, serological, coltural as well as
molecular assays did detect C. pneumoniae only. Particularly, a high expression of Heat shock protein 60 and 70
of C. pneumoniae was found in the PBMC and the synovial compartments, thus confirming the ability of C. pneu-
moniae to survive inside blood ad synovia in vital and metabolically active forms. By contrast, the selective
decrease of MOMP and [6sRNA, leads to hypotesize a different expression of Chlamydophyla genes during the

different phases of infection.

INTRODUZIONE

Negli ultimi anni la relazione tra sinoviti croniche
e agenti infettivi “difficili”, tra cui Chlamydophila
pneumoniae, ha suscitato I'interesse di numerosi
studiosi (3). L’ipotesi patogenetica del “peptide
artritogenico”, che prevede I’induzione di cellule T
citotossiche in seguito ad una cross-reazione tra
autoantigeni e antigeni batterici (17), appare parti-
colarmente appropriata nel caso delle Artriti
Reattive (ReA), ove tra i criteri maggiori di dia-
gnosi rientra I’anamnesi positiva per una infezione
enterica o uretrale precedente I’esordio delle mani-
festazioni articolari (2).

Tra i numerosi microorganismi chiamati in causa
nelle ReA, Chlamydia appare essere il piu comu-
ne (14); inoltre, nei monociti/macrofagi sinoviali
di pazienti affetti da ReA Chlamydia-associate,
sono state riscontrate forme di C. trachomatis in
stato di persistenza (18).

Peraltro, recenti indagini molecolari sembrano
confermare un ruolo di C. pneumoniae non solo
in alcuni casi di ReA (9, 11), ma anche in altre
forme di artropatie croniche (1); tuttavia il signi-
ficato di tale riscontro presenta ancora numerosi
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aspetti controversi.

Non esistono pareri uniformi sui test laboratoristi-

ci da utilizzare per I’identificazione di Chlamydia

anche se la PCR viene ritenuta una delle metodi-
che piu efficaci per I’individuazione del micror-

ganismo nel liquido sinoviale (16).

Recentemente, lo sviluppo di un nuovo modello

colturale (Hep2) ci ha consentito di dimostrare

I’abilita di C. pneumoniae di propagarsi efficace-

mente all’interno di cellule mononucleate in

forma vitale ed infettante (5).

Gli obiettivi di questo lavoro sono stati:

a) valutare la presenza e la vitalita di C. pneumo-
niae nel sangue e nel fluido sinoviale di pazien-
ti affetti da sinovite cronica;

b) studiare I’implicazione di tale microorganismo
nella patogenesi di artropatie croniche non ReA.

PAZIENTI E METODI

1l presente studio ¢ stato condotto in collaborazio-
ne con la Sezione di Reumatologia
dell’Universita di Ferrara. Campioni di fluido
sinoviale (SF), siero e cellule mononucleate di
sangue periferico (PBMC) ottenuti da 6 pazienti
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affetti da varie forme di artropatie croniche sono
stati valutati mediante metodiche colturali e bio-
molecolari. Di questi, un paziente, affetto da
Spondilite Anchilosante (SA) HLA-B27 positiva
e controllata dalla terapia (FANS e Sulfasalazina),
riferiva da circa 1 anno episodi di gonidrarto reci-
divante: da questo, sono stati raccolti campioni
sequenziali di SF, siero ¢ PBMC; i campioni di
SF, sono stati sottoposti ad indagini chimico-fisi-
che e microbiologiche per batteri aerobi (mico-
batteri inclusi), anaerobi e miceti.

Dal paziente con SA inoltre, campioni sequenzia-
li di siero sono stati valutati mediante ELISA
semi-quantitativo specie-specifico per la ricerca
di immunoglobuline IgA, IgG anti-C. pneumo-
niae (CP-Quant, Eurospital, Trieste, Italy). Sono
stati considerati positivi i sieri che mostravano
valori BU (Binding Units) >10. Test sierologici
sono stati anche effettuati per virus (HSV 1 e 2,
CMYV, Enterovirus, Rosolia), batteri (Micoplasmi,
Borrelia, Bartonella, Rickettsia, Leptospira e
Salmonella) e parassiti (Toxoplasma gondii).

Colture

I campioni di SF e PBMC sono stati coltivati per
C.pneumoniae su cellule Hep2. Quando 1’incuba-
zione ¢ stata prolungata per 144h, a 72, 96 ¢ 120h,
sono state eseguite centrifugazioni addizionali,
con cambio del medium di coltura alla 72” ora. Le
colture sono state quindi valutate in IF diretta. I
sovranatanti colturali sono stati raccolti prima
della fissazione delle cellule e conservati per le
indagini biomolecolari. Aliquote di SF e PBMC
sono state valutate in via preliminare in immuno-
fluorescenza (IF) diretta utilizzando anticorpi
monoclonali FITC-coniugati specifici per C.
pneumoniae fornitici dall’Institut Pasteur di
Parigi.

Porzioni di SF (100 pl) sono stati posti in terreni
di coltura BDG e BDA, che metabolizzano rispet-
tivamente il glucosio e 1’arginina, opportunamen-
te modificati per SF e mantenuti a 37°C per una
settimana, per I’isolamento e la coltura di mico-
plasmi (M. pneumoniae, M. hominis, M. fermen-
tans, M. penetrans).

Analisi Molecolari

Adottando opportune precauzioni al fine di evita-
re il rischio di contaminazione (12) il DNA (ed
RNA per i campioni del paziente con SA) ¢ stato
estratto da SF, PBMC e sovranatanti colturali,
secondo protocolli precedentemente descritti
(15). I geni MOMP (Major outer membrane pro-
tein), 16s rRNA, Hsp60 (Heat shock protein) ed
Hsp70 di C. pneumoniae sono stati amplificati
mediante #n-PCR ed RT-PCR utilizzando set di
primers specifici (6, 8, 13, 4). Il primo ciclo della
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PCR ¢ stato effettuato mediante “Touchdown
PCR” secondo Mahony (13) con modifiche da noi
apportate al programma di amplificazione al fine
di evitare la generazione di prodotti aspecifici
(14). Per la seconda amplificazione sono stati uti-
lizzati 5 pl dei prodotti di PCR, diluiti 10 volte.
Tutti i campioni sono stati testati preliminarmen-
te per la presenza di inibitori di PCR (4). I pro-
dotti di amplificazione sono stati quindi sottopo-
sti ad elettroforesi su gel d’agarosio insieme a
controlli positivi e controlli negativi e visualizza-
ti mediante colorazione con bromuro d’etidio.

RISULTATI

Da 6 pazienti affetti da varie forme di artropatia
cronica sono stati raccolti complessivamente 8 SF
e 12 PBMC, di cui 3 SF e 7 PBMC provenienti
dal paziente con SA. Le caratteristiche dei pazien-
ti e i risultati dello studio in PCR effettuato sui
campioni freschi e sui sovranatanti colturali sono
illustrati nella Tabella 1. In generale, le positivita
piu elevate sono state riscontrate per il paziente
SA, sia prima che dopo coltura. Le percentuali
complessive di PCR-positivita ottenute sui cam-
pioni di SF prima della coltura sono risultate mag-
giori (62.5%) ma non statisticamente significative
(P>0.05) rispetto a quelle riscontrate sui PBMC
(58.3%). Per i campioni di SF e PBMC analizzati
dopo coltura, le percentuali di DNA positivita
riscontrate dopo 144h sono risultate inferiori
rispetto a quelle ottenute dopo 72h. Tali differen-
ze sono apparse statisticamente significative
(P<0.05).

L’IF effettuata sui SF e PBMC prima della coltu-
ra ¢ risultata negativa su tutti i campioni; dopo la
coltura, la valutazione in IF ¢ risultata positiva per
C. pneumoniae su 3 campioni di SF a 72h ed a
144h (2 ed 1, rispettivamente) e su 2 campioni di
PBMC a 72 h e 144 h (corrispondenti a 2 pazien-
ti differenti).

Nel paziente affetto da SA, ’analisi chimico-fisi-
ca del SF ha mostrato un pattern flogistico, con
predominanza di cellule polimorfonucleate e
assenza di cristalli, mentre le analisi microbiologi-
che erano negative per germi comuni, C. tracho-
matis, anaerobi e miceti. Non sono stati identifica-
ti inoltre micoplasmi all’esame colturale. Le inda-
gini sierologiche per virus, batteri e parassiti sono
risultate negative per infezioni recenti.

I risultati della determinazione delle IgA ed IgG
anti-Chlamydophila hanno evidenziato valori ele-
vati (36 e 54 BU, rispettivamente). Sia nel pazien-
te SA che negli altri pazienti esaminati, le colture
per tutti i microrganismi testati sono risultate
negative. I risultati delle indagini molecolari (PCR
ed RT-PCR) effettuate sui SF e PBMC del pazien-
te SA sono esposti nella Figura I (pannelli a-d).
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Tabella I: Risultati della PCR e dell'isolamento colturale di C. pneumoniae nei pazienti studiati.

1PCR #PCR
Pazienti DIAGNOSI n. positivi/totale n. positivi/totale
n. 72h 144h 72h 144h
SF PBMC SF PBMC
| Spond. anchilosante 3/3 417 213 1/3 27 417
2-3 Artrite psoriasica 112 112 112 0/2 0/2 0/2
4 Gotta 0/1 1/1 /1 0 0/1 0/1
5-6 Gonidrarto di ndd 112 112 112 072 0/2 0/2
+ campioni positivi prima della coltura
# campioni positivi dopo coltura
Risultati PCR su SF prima e dopo coltura Risultati RT-PCR su SF prima e dopo coltura
Hsp6070 HspB0T0
MOMP m Dopo coltura MOMP B Dopo coltura
@Tempol @ Tempo 0
16sRNA 16sRNA
>
0%  20%  40%  B0%  80%  100% 0%  20%  40%  60%  80%  100%
A C
Risultati PCR su PBMC prima e dopo coltura Risultati RT-PCR su PBMC prima e dopo coltura
Hsp6O/70 Hsp60/70
MOMP M Dopo coltura MOMP B Dopo coltura
OTempo 0 @Tempal
16sRNA | 16sRNA |
Wo: Wh % 0B SOR 0% 0%  20% 40%  60%  80%  100%
B D

Figura I. Risultati della PCR (pannelli A e B) e della RT-PCR (pannelli C e D) effettuate su SF e PBMC del paziente con SA prima e

dopo coltura su Hep2

DISCUSSIONE

Chlamydophila pneumoniae & un patogeno intra-
cellulare responsabile prevalentemente di infezio-
ni a carico dell’apparato respiratorio. Un suo
ruolo tuttavia € stato chiamato in causa anche in
alcune patologie acute e croniche dell’apparato
cardiovascolare, osteoarticolare e del sistema ner-
voso. Effettivamente, da qualche anno numerosi
laboratori hanno dimostrato la presenza a livello
sinoviale di DNA batterico e/o antigeni non tradi-
zionalmente associati alla malattia articolare,
relativi a C. pneumoniae. Per tale patogeno, inda-
gini molecolari e una nostra personale casistica
(dati non pubblicati) hanno confermato la presen-
za di C. pneumoniae-DNA in un’ampia percen-
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tuale di SF e PBMC di pazienti con ReA; tuttavia
tali riscontri non hanno tuttora definito una chiara
correlazione patogenetica tra presenza di C. pneu-
moniae ed inflammazione sinoviale.

In questo studio abbiamo verificato la presenza di
C. pneumoniae-DNA nei SF di pazienti affetti da
forme di sinovite cronica che non rispondevano ai
criteri diagnostici di ReA: questo risultato appare
in linea con la letteratura, ove la presenza di DNA
batterico a livello sinoviale (e talvolta DNA di piu
specie batteriche contemporanecamente) ¢ stata
dimostrata in circa il 10% di pazienti con varie
forme di artrite (10).

11 riscontro di DNA nei PBMC dei pazienti stu-
diati ed i risultati ottenuti mediante le indagini
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colturali sembrerebbero suggerire un ruolo pato-
genetico di C. pneumoniae anche in sinoviti cro-
niche non ReA: C. pneumoniae, eludendo i mec-
canismi di difesa dell’ospite, sarebbe in grado di
sopravvivere all’interno delle cellule mononu-
cleate e verrebbe trasportata a distanza verso siti
periferici, tra cui il tessuto sinoviale, ove puo
essere riscontrata in una forma vitale in grado di
propagarsi in altri tipi cellulari (Hep2) (5).

Per il paziente con SA, giunto alla nostra osserva-
zione a causa di una variazione delle caratteristi-
che cliniche della patologia di base, I’obiettivita e
le indagini chimico-fisiche e colturali effettuate
sul SF indirizzavano la diagnosi verso una forma
di artrite infettiva acquisita di recente. Per questo
paziente C. pneumoniae ¢ risultato I’unico pato-
geno sinoviale. I sequenziamento dei prodotti di
amplificazione effettuato per I’analisi statistica
delle omologie (BLAST) hanno confermato la
specificita delle metodica (dati non esposti).

Le indagini sierologiche, escludendo il coinvolgi-
mento di microorganismi tradizionalmente coin-
volti nella patogenesi delle ReA, hanno confer-
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mato tale positivita. Il ruolo patogenetico di C.
pneumoniae inteso soprattutto nell’ambito della
clinical persistence, sembrerebbe in questo caso
testimoniato oltre che dall’assenza di IgM, dall’e-
levata concentrazione sierica di IgA ed IgG speci-
fiche, indicativa di possibile reinfezione da C.
pneumoniae (7).

I dati ottenuti con I’RT-PCR indicano che i geni
codificanti per le proteine Hsps di C. pneumoniae,
fortemente implicate nella genesi del danno tissu-
tale, sono trascritti sia nei PBMC periferici che in
sinovia, e in quest’ultima sia prima che dopo col-
tura; il mancato riscontro di Hsp-mRNA nei
PBMC dopo la coltura farebbe presupporre la ces-
sazione dell’attivita metabolica del microrgani-
smo. Viceversa, la selettiva attenuazione di
MOMP e 16sRNA in entrambi i compartimenti, in
linea con alcuni recenti dati della letteratura (9),
lascia ipotizzare una differente espressione di
geni durante le varie fasi dell’infezione. Ulteriori
studi sono in corso per verificare la correlazione
patogenetica tra C. pneumoniae (in stato di persi-
stenza o di attiva crescita) e flogosi sinoviale.

Tabella I: Risultati dellisolamento colturale di C. pneumoniae nei pazienti studiati

n. di campioni PCR n.di campioni PCR positivi/totale dopo coltura
Pazienti DIAGNOSI positivi/totale prima della
AL coltira 72h 144h 72h 144h
SF PBMC SF PBMC
| Spond. anchilosante 33 417 2/3 13 2/7 4/7
2 Artrite psoriasica 11 i1 171 11 11 0
3 Artrite psoriasica /1 111 /1 111 11 0
5 Gotta 0 11 11 0 11 0
5 Gonidrarto di ndd 11 11 11 11 0 11
6 Gonidrarto di ndd 0 0 0 0 0 0
Totale positivita (%) 75 67 75 50 42 42

Tabella 2: Risultati della PCR e RT-PCR su SF e PBMC di un paziente con SA prima e dopo coltura su Hep2.

n. (%) di campioni PCR positivi | n. (%) di campioni RT- PCR positivi
Campioni 16sRNA MOMP HsP-60 16sRNA MOMP HsP-60

p-c. 66 33 66 0 0 33
SFM3) lge| 100 33 33 0 0 33
p.c. 0 0 57.1 0 0 28.5

PBMC

(n.7) d.c. 57.1 28.5 57.1 66 0 0
p.c.= prima della coltura; d.c.=dopo coltura
Microbiologia
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