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SUMMARY

Bacteria belonging to the Burkholderia cepacia complex are mainly isolated from the sputum of cystic fibrosis
patients and frequently show a mucoid phenotype. Most of them produce an exopolysaccharide called cepacian,
whose repeating unit consists of a branched heptasaccharide carrying from one to three acetyl esters. Two
genetic loci, bcel and bcell, consisting of | | and 9 genes respectively, are involved in cepacian biosynthesis. Three
genes located in the bcell locus, named bceOSU, code for different acyltransferases. As the presence of acetyl
groups influences the viscosity of cepacian, we compared three strains (two clinical isolates named BTS2 and
BTS7, and the reference strain Burkholderia sp. 383) exhibiting differences both in the acetylation pattern and at

the genomic level, for the presence of insertion sequences adjacent to bceU.

INTRODUZIONE

Burkholderia cepacia, microrganismo isolato pre-
valentemente in pazienti affetti da fibrosi cistica,
presenta frequentemente fenotipo mucoide.

Il pit comune esopolisaccaride (EPS) prodotto ¢
chiamato cepaciano: ¢ costituito da un’unita ripeti-
tiva (UR) eptamerica ramificata (Figura I), acetila-
ta fino a tre volte (1). Per la sintesi di questo EPS
sono stati individuati 2 loci genici, bcel e bcell,
costituiti rispettivamente da 11 e 9 geni (2, 3).
Nel locus bcell sono localizzati i geni bceOSU,
che codificano per tre differenti aciltransferasi.
La presenza di gruppi acetile influenza la visco-
sita del cepaciano.

Due isolati clinici, BTS2 ¢ BTS7 e il ceppo di
riferimento Burkholderia spp 383, il cui genoma ¢
depositato in banca dati, sono stati studiati perché
presentano delle differenze a livello dei geni
bceOSU cui corrispondono diversi pattern di ace-
tilazione dell’EPS.

MATERIALI E METODI

Il sequenziamento dei loci degli isolati clinici ¢
stato ottenuto da sub-cloni della regione d’interes-
se oppure da prodotti di PCR ottenuti con primer
specifici. Per la ricostruzione dell’intero locus ¢
stato utilizzato il programma ContigExpress con-
tenuto nella suite Vector NTI Advance 10
(Invitrogen). Per identificare i geni contenuti nella
regione di interesse ¢ stato utilizzato il program-
ma ORF finder fornito dall’NCBI. L’analisi dei
promotori ¢ stata eseguita con il programma

“BPROM- Promoter finding in Bacteria”. Infine ¢
stata identificata la forcina di terminazione dell’o-
perone tramite il programma “FindTerm - Finding
Terminators in bacterial genomes”.

RISULTATI

Sono state ricostruite le sequenze dei loci beel e
beell sia di BTS2 che di BTS7.

L’analisi di sequenza di bcell ha rivelato due
regioni aggiuntive in BTS2, omologhe a geni
codificanti transposasi (np), ma inattive per la
presenza di numerosi codoni di stop (Figura II).
Una in particolare ¢ inserita in posizione adiacen-
te al gene codificante 1’aciltransferasi BceU.
Apparentemente il loro inserimento non determi-
na inattivazione di tali geni, ma ’analisi median-
te IH-NMR, svolta dal gruppo di ricerca del Prof.
Rizzo (DSV) con cui collaboriamo, ha dimostrato
che il numero medio degli acetili presenti nell’UR
del cepaciano prodotto da BTS2 ¢ pari a 2.2, con-
tro i 3.0-2.8 presenti in quello prodotto rispettiva-
mente da BTS7 e Burkholderia 383 (Tabella 1).

CONCLUSIONI

Poiché nell’lUR  dell’EPS  prodotto da
Burkholderia 383 e BTS7 sono presenti media-
mente 3 acetili mentre in quello prodotto da BTS2
ce ne sono mediamente 2, ¢ possibile ipotizzare
che I’inserzione di uno dei geni #np abbia determi-
nato I’inattivazione di uno dei geni codificanti per
aciltransferasi, la cui espressione verra studiata in
futuro mediante RT-PCR.
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Figura . Unita ripetitiva deacetilata dell’EPS cepaciano.
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Figura Il. Locus bcell di BTS2: in bianco le acetiltransferasi; in nero i geni codificanti per transposasi. Sono inoltre indi-
cati i promotori (stelle) e le forcine di terminazione.
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