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Analisi delle caratteristiche fenotipiche e genotipiche di ceppi sequenziali di Pseudomonas
aeruginosa isolati da pazienti con fibrosi cistica

SUMMARY

Pseudomonas aeruginosa is the leading cause of chronic lung infection and following pulmonary worsening of
cystic fibrosis patients. To verify whether bacterial modifications regarding motility, mucoidy, and serum
susceptibility proceeded from an adaptation to chronic infection or a replacement with a new strain, sequential
P. aeruginosa isolates of known phenotype collected from 5 cystic fibrosis patients were typed by pulsed-field gel
electophoresis (PFGE). Antimicrobial susceptibility testing of all isolates was performed by the disc diffusion
method. PFGE typing demonstrated that strains dissimilar in colony morphotype and of different antibiotic
susceptibility patterns could be of the same genotype. Some patients were colonized with a rather constant P
aeruginosa flora, with strains of different phenotypes but of one genotype. Instead, some patients may be
colonized by more than one genotype. Secretion of mucoid exopolysaccharide and acquisition of a new antibiotic
susceptibility phenotype in these strain appear to evolve during chronic colonization in cystic fibrosis patients

from specific adaptation to infection rather than from acquisition of new bacterial strains.
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INTRODUZIONE

Pseudomonas aeruginosa (PA) ¢ un microrgani-
smo Gram-negativo ambientale, conosciuto da
tempo come patogeno responsabile di infezioni
opportunistiche in pazienti ospedalizzati e in sog-
getti affetti da fibrosi cistica (FC). In questi
pazienti, il microrganismo, acquisito casualmente
da sorgenti ambientali, presenta inizialmente una
chemiosensibilita variabile e raramente un fenoti-
po mucoide (2, 6, 9). Una volta che il microrgani-
smo ha colonizzato in maniera cronica 1’epitelio
respiratorio diventa impossibile eradicarlo trami-
te terapia antibiotica (3, 7, 10). Dopo diversi trat-
tamenti terapeutici appaiono varianti multi-resi-
stenti e con fenotipo mucoide. La morfologia
mucoide di questi ceppi ¢ strettamente correlata
alla capacita di formare biofilm e quindi ad una
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aumentata poliantibiotico-resistenza (8). Tra i fat-
tori che contribuiscono a rendere un ceppo di PA
piu 0 meno virulento, il gene pil4, coinvolto nella
biosintesi del pilo e quindi nei meccanismi di
quorum-sensing e nella formazione del biofilm
stesso, ha un ruolo fondamentale (1, 5). E riporta-
to in letteratura che ceppi di PA isolati da pazien-
ti affetti da FC presentino geni pil4 classificabili
in pochi gruppi filogenetici e nettamente differen-
ti da quelli dei ceppi ambientali (4).

La tipizzazione dei ceppi di PA nei pazienti affet-
ti da FC ¢ fondamentale al fine di monitorare la
possibilita di cross-infezioni tra pazienti ricovera-
ti negli stessi centri. Tale tipizzazione non si avva-
le delle classiche metodologie fenotipiche ma di
analisi genotipiche piu discriminanti (16). Diversi
studi hanno analizzato la diversita e 1I’evoluzione
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dei ceppi che colonizzano cronicamente le vie
respiratorie dei pazienti affetti da FC mediante
analisi dei polimorfismi di lunghezza dei fram-
menti di restrizione (RFLP) in geni ipervariabili
come il gene pilA o il gene per I’esotossina A
oppure tramite analisi del pattern di restrizione
per PFGE (13).

Questi studi hanno riportato casi di infezione cro-
nica sostenuta da parte di un singolo ceppo, casi in
cui la colonizzazione da parte di un ceppo predo-
minante periodicamente ¢ stata rimpiazzata da
ceppi transitori oppure casi di colonizzazione de
parte di ceppi multipli.

La correlazione tra acquisizione o perdita di anti-
biotico-resistenze in ceppi isolati in sequenza da
uno stesso paziente e correlazione tra i ceppi
hanno evidenziato che nel 20% dei casi le modifi-
che del pattern di antibiotico-sensibilita sono asso-
ciate a sostituzioni del ceppo con un altro, mentre
nel 65% dei casi le modificazioni erano solo tem-
porance ¢ legate a mutazioni nello stesso ceppo
localizzate in geni determinanti delle resistenze
antibiotiche, come le beta-lattamasi inducibili.

Lo scopo del nostro lavoro ¢ mettere a confronto
alcuni ceppi di PA isolati con frequenza trimestra-
le dagli espettorati di pazienti affetti da FC colo-
nizzati in modo cronico, correlando le variazioni
del fenotipo e del profilo di antibiotico-sensibilita
con il profilo di macrorestrizione.

MATERIALI E METODI

Pazienti e isolati

Sono stati inclusi nello studio 24 ceppi isolati nel-
I’arco di 3 anni da 5 pazienti affetti da FC coloniz-
zati in modo cronico da PA. I pazienti, monitorati
a intervalli regolari di 3 mesi, presentavano infat-
ti almeno un isolamento di PA. I ceppi sono stati
isolati dagli espettorati di pazienti monitorati nel
Centro di Riferimento Regionale per la Fibrosi
Cistica presso il Dipartimento di Pediatria del
Policlinico “Federico II”. Tutti i ceppi sono stati
identificati mediante il sistema automatizzato BD
Phoenix.

Test di antibiotico-sensibilita

I ceppi in esame sono stati sottoposti a test di anti-
biotico-sensibilita su Mueller-Hinton Agar secon-
do il metodo Kirby-Bauer. Sono stati utilizzati i
seguenti antibiotici: amikacina, ampicillina,
aztreonam, cefepime, ceftazidime, ciprofloxacina,
cloramfenicolo, gentamicina, meropenem, levo-
floxacina, piperacillina, piperacillina/tazobactam,
tetraciclina.

PFGE

I ceppi in esame sono cresciuti fino ad una O.D.
107 CFU/ml, quindi inclusi in blocchetti di agaro-
sio al 1.6% per preparare i plug. I plug solidifica-
ti sono sottoposti a lisi con lisozima (2 mg/ml) e
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proteinasi K (1mg/ml). Successivamente, dopo 5-
6 lavaggi in buffer TE (Tris 10mM pH 7.5, EDTA
ImM pH 8) e digestione con enzima di restrizio-
ne Spel, ¢ stata eseguita un’elettroforesi con un
initial switch time di 5 sec ed un final switch time
di 35 sec per 20 ore (14). I prodotti della restrizio-
ne sono stati analizzati secondo i criteri di
Tenover per cui, secondo il numero di bande
riscontrate, ¢ possibile definire le condizioni di
correlazione tra i ceppi (15).

RISULTATI

Lattenzione ¢ stata focalizzata su cinque pazienti
del Centro di Fibrosi Cistica del Policlinico
“Federico II” colonizzati da ceppi di PA non corre-
lati tra loro e caratterizzati da diversi geni pil4 (11)
e profili di antibiotico-sensibilita piuttosto diffe-
renti, come riportato in tabella 1. I ceppi in esame
sono stati indicati con le sigle A1-3, G1-4, MR1-6,
MHI1-6 e T1-5, indicando con la lettera il ceppo
isolato dallo stesso paziente e con il numero pro-
gressivo gli isolati in successione temporale.

La prima osservazione ¢ stata fatta sul fenotipo:
tutti i ceppi isolati dai pazienti A, G e T si presen-
tano mucoidi, mentre quelli isolati dagli altri due
pazienti mostrano questo fenotipo dopo alcuni
mesi dal primo isolamento. Per quanto riguarda il
profilo di antibiotico-sensibilita, solo i ceppi del
paziente G non presentano una variabilita nel
corso del tempo, mentre per i ceppi dei pazienti
MR e T si osservano poche variazioni relative solo
agli antibiotici in particolare per gli antibiotici
gentamicina, piperacillina e piperacillina/tazobac-
tam. L’antibiotico-sensibilita dei ceppi degli altri
due pazienti ¢ molto variabile nel corso del tempo.
L’analisi della macrorestrizione ha dimostrato che
i pazienti A, G e T sono cronicamente colonizzati
con isolati appartenenti allo stesso “lineage” per
prolungati periodi di tempo, mentre, nel caso del
paziente MR, il ceppo colonizzante, identico nel
pattern di restrizione nei primi tre isolati, presen-
ta una banda aggiuntiva nel quarto. Il successivo
isolato, MRS, non ¢ da ritenersi correlato ai prece-
denti, mentre I’isolato MR6 risulta identico al
quarto (figura I). Il paziente MH, allo stesso
modo, risulta colonizzato da un ceppo predomi-
nante (MHI1-2, MH4-6) e un ceppo transitorio
(MH3).

CONCLUSIONI

Ceppi di PA isolati da pazienti affetti da FC e
colonizzati in maniera cronica sono caratterizzati
da aspetti fenotipici differenti da altri ceppi isola-
ti da altri pazienti o dall’ambiente esterno.
Indagini epidemiologiche su questi ceppi possono
aiutare a meglio capire il loro ruolo nella progres-
sione delle infezioni respiratorie nella malattia.
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Tabella |. Sensibilita agli antibiotici e caratteristiche fenotipiche dei ceppi andlizzati
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AMK=Amikacina; AMP=Ampicillina; ATM=Aztreonam; FEP= Cefepime; CAZ=Ceftazidime; CIP=Ciprofloxacina;
CHL=Cloramfenicolo; GEN=Gentamicina; MEM=Meropenem; LVX=Levofloxacina;
PIP=Piperacillina; TZP=Piperacillina/tazobactam TET=Tetraciclina.

M: fenotipo mucoide. R: fenotipo rugoso.

M MRI MR2Z MR3 MR4 MRS MR6 MH1 MH2 MH3 MH4 MHS MH6

Figura . Profilo PFGE di ceppi di Pseudomonas aeruginosa
isolati dai pazienti MR e MH. M: marcatore di peso molecolare.

L’incremento notevole di microrganismi poli-anti-
biotico resistenti, con fenotipo mucoide ¢ un
importante aspetto da monitorare ¢ la caratterizza-
zione molecolare ¢ una metodologia in grado di
dare le informazioni riguardanti lo “stato” del

ceppo e la sua potenzialita nel diffondere nella
popolazione dei pazienti FC.

La tipizzazione tramite metodi fenotipici conven-
zionali risulta inattendibile; invece analisi genoti-
piche risultano piu semplici e riproducibili nonché
indispensabili per differenziare ceppi non correla-
ti e studiare 1’epidemiologia dell’infezione nei
pazienti. Spesso alterazioni nell’espressione del
mucopolisaccaride, nella motilita batterica o nel
profilo di antibiotico-sensibilita non corrispondo-
no a variazioni del profilo di restrizione che rima-
ne stabile in isolati raccolti in sequenza, suggeren-
do che queste alterazioni fenotipiche possono
essere il risultato di una risposta adattativa del-
I’isolato colonizzante.

Dal nostro studio, in accordo con dati di letteratu-
ra (2, 9), risulta evidente che alcuni pazienti sono
colonizzati da un unico ceppo nel corso di lunghi
periodi di tempo; al contrario altri pazienti presen-
tano sovrainfezioni da parte di ceppi transitori,
pur conservando un unico ceppo predominante.
Non sono stati qui analizzati casi di pazienti colo-
nizzati da piu ceppi contemporaneamente, pur
essendo stati isolati nel corso degli anni ceppi
multipli dallo stesso paziente. In questo studio
abbiamo anche analizzato la correlazione tra la
variazione nel profilo dell’antibiotico-sensibilita
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in isolati prelevati in modo sequenziale e il livel-
lo di correlazione genetica, mettendo in evidenza
che spesso questa variabilitd non corrisponde ad
un’uguale variabilita nel pattern di restrizione. In
parallelo, evidenti mutazioni del pattern di restri-
zione non corrispondono a modifiche dell’antibio-
tico-sensibilita (paziente MR). Questi dati suppor-
tano la conclusione avanzata gia da Romling (12)
e collaboratori che, in pazienti affetti da FC, iso-
lati geneticamente diversi di PA sviluppano un
fenotipo comune nel corso di infezione cronica.
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