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1. Introduzione

1.1 Le resistenze batteriche agli antibiotici

L’era moderna degli antibiotici ebbe inizio nel 1928 quando Sir Alexan-
der Fleming osservo per la prima volta I’inibizione della crescita batterica causata
dalla muffa Penicillum notatum che contaminava una piastra di coltura. Lo stesso
Fleming pero noto poco dopo la potenziale resistenza alla sostanza stessa, chiama-
ta penicillina, qualora usata in quantita troppo basse o per periodi troppo brevi
(Zaman et al. 2017). L’ antibiotico venne prescritto per il trattamento delle infe-
zioni per la prima volta nel 1940. Da quel momento 1’utilizzo delle molecole anti-
biotiche ha salvato milioni di vite e trasformato la medicina moderna; hanno trat-
tato o evitato infezioni in pazienti immunodeficitari, con malattie croniche, renali
o post-intervento chirurgico. Ad oggi, pero, la resistenza agli antibiotici si ¢ svi-
luppata sfortunatamente per quasi tutte le classi di antibiotici prodotte negli ultimi

settant’anni (Ventola 2015) (Fig. 1).
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Fig. 1. Linea temporale della scoperta delle maggiori classi di antibiotici e conseguente
comparsa di microrganismi resistenti (https://publichealthmatters.blog.gov.uk).

Le resistenze batteriche alle molecole antimicrobiche possono essere in-

trinseche quando un microrganismo ¢ naturalmente insensibile ad un determinato



antibiotico, acquisite attraverso il trasferimento di elementi genici (ad esempio
plasmidi e trasposoni) o a seguito di mutazioni che comportano la modifica o la
sostituzione del bersaglio, e infine adattative quando condizioni ambientali stres-
santi inducono un momentaneo cambiamento nell’espressione genica.

Numerosi studi hanno dimostrato una minore fitness dei batteri resistenti
in ambienti privi di antibiotici rispetto alle controparti sensibili. Nonostante que-
sto non giustifichi completamente la persistenza dei batteri insensibili, si puo af-
fermare che spesso la diffusione e il mantenimento delle resistenze sono legati al-
la selezione operata dall’esposizione agli antibiotici stessi. Sulla diffusione pesano
quindi anche 1 comportamenti errati dell’uomo quali:

* L’abuso della sostanza; studi epidemiologici hanno dimostrato la
correlazione tra il forte consumo di antibiotici e la diffusione dei
ceppi batterici resistenti (Ventola 2015).

* Le prescrizioni incorrette; come riportato in un documento del
2013 dal Centers for Disease Control and Prevention (CDC) il 30-
50% delle prescrizioni mediche negli USA riportavano la scelta
del farmaco o la durata del trattamento sbagliate
(https://www.cdc.gov/drugresistance/threat-report-2013/pdf/ar-
threats-2013-508.pdf).

e L’utilizzo esteso nell’agricoltura e nell'allevamento, dove gli
antibiotici vengono somministrati al bestiame per promuoverne la
crescita e prevenire le infezioni e successivamente introdotti

nell’'uomo mediante I’ingestione della carne dell’animale.

L’uso scorretto ed esteso degli antibiotici convenzionali ha ridotto la loro
efficacia verso la maggior parte dei patogeni. A questo si aggiunge la scarsa di-
sponibilita sul mercato di molecole nuove da oltre trent’anni, in quanto questo
settore non ¢ piu considerato un investimento vantaggioso per le industrie farma-
ceutiche. L'insorgenza di ceppi “multidrug-resistant” (MDR), “extensively drug-
resistant” (XDR) e “pan-drug-resistant” (PDR) ha indotto gli esperti a definire

questo particolare momento come I’inizio dell’era post-antibiotica, nella quale di-



verse infezioni risultano oramai intrattabili (Ruiz et al. 2017). Tra 1 diversi pato-
geni, il cosiddetto gruppo “ESKAPE”, acronimo delle specie Enterococcus
faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter bauman-
nii, Pseudomonas aeruginosa ed Enterobacter spp., desta particolare preoccupa-
zione in tutto il mondo, soprattutto a livello ospedaliero, dove sono sempre piu
frequenti le epidemie causate da questi germi.

E opinione diffusa nella comunita scientifica che lo studio di strategie al-
ternative all'uso degli antibiotici convenzionali sia un’importante via di uscita da
questa pericolosa situazione instauratasi. Tra le piu accreditate troviamo I’impiego
dei batteriofagi nelle terapie fagiche, utilizzati per la loro elevata specificita, lo
sviluppo di nuovi vaccini contro P. aeruginosa (Westritschnig et al. 2014) e A.
baumannii (Garcia-Quintanilla, Pulido, and McConnell 2013) e 'utilizzo di stra-
tegie di inibizione dei fattori di virulenza batterici. Diverse molecole prodotte per
bloccare la produzione o la secrezione delle tossine hanno gia raggiunto la fase 3
dei trials clinici (Ruiz et al. 2017); altre ancora oggetto di studi preclinici hanno
nel mirino la comunicazione cellulare (Quorum-Sensing, QS), la produzione del

biofilm batterico o la disgregazione del biofilm gia formato.

Principale argomento della mia tesi sara proprio lo studio dell’interazione
di molecole dell’immunita innata, 1 peptidi antimicrobici (AMPs), con 1 biofilms

prodotti dalle specie A. baumannii, K. pneumoniae e P. aeruginosa.

1.2 1l biofilm batterico

Alla fine degli anni *70 il microbiologo statunitense Bill Costerton noto
che le infezioni croniche, sviluppatesi nei pazienti portatori di dispositivi medici
impiantabili, erano causate da batteri che crescevano su questi impianti racchiusi
in una matrice autoprodotta. Costerton osservo che questa modalita di crescita
batterica era ampiamente diffusa anche in natura e nel 1978 introdusse formal-

mente il termine “biofilm” (Costerton, Geesey, and Cheng 1978).



11 biofilm ¢ un aggregato di microorganismi associati ad una superficie e
racchiusi in una sostanza polimerica extracellulare (EPS) prodotta dai batteri stes-
si, che conferisce loro protezione dall’ambiente esterno e dagli agenti antimicro-
bici. I batteri racchiusi nel biofilm presentano una maggiore resistenza sia alle so-
stanze antimicrobiche, chimiche e naturali, sia ai batteriofagi. L’EPS ¢ composta
da polisaccaridi, proteine ¢ DNA extracellulare (eDNA) e rappresenta piu
dell’80% della struttura complessiva del biofilm; al suo interno numerosi canali

permettono il passaggio e lo scambio di acqua, aria e nutrienti (Tab. 1).

Tabella 1: composizione di un biofilm generico in percentuale (Jamal et al. 2015)

Composizione in % del biofilm

Sostanze %
Acqua >97
Cellule batteriche 2-5 (piu specie)
Polisaccaridi 1-2 (neutri o polianionici)
Proteine < 1-2 (compresi gli enzimi)
DNA e RNA <1-2

La formazione del biofilm ¢ un procedimento complesso e dinamico ca-
ratterizzato da diverse fasi (Fig. 2):
* L’adesione dei batteri planctonici alla superficie;
e La colonizzazione;
* La produzione di esopolimeri e la formazione del biofilm maturo;

¢ Il rilascio dei batteri dal biofilm.
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Fig. 2. Rappresentazione schematica delle fasi dello sviluppo del biofilm batterico

(Taylor, Yeung, and Hancock 2014).



L’iniziale adesione e I’attacco reversibile alla superficie sono fenomeni
controllati da segnali e caratteristiche ambientali, quali I’osmolarita, il pH, la tem-
peratura e la disponibilita di nutrienti, ossigeno e ferro (Davey and O’toole 2000);
le fasi successive sono invece regolate dal QS.

I vantaggi dei batteri nello scegliere uno stile di vita sessile sono molte-
plici. Il biofilm, in particolar modo la matrice polisaccaridica, protegge
dall’ambiente esterno: puo infatti fisicamente prevenire I’accesso di molecole con
attivita antimicrobica, ma anche sequestrare cationi, metalli e tossine. Si € visto
inoltre che ’EPS ¢ in grado di conferire protezione da diversi stress ambientali,
quali le radiazioni UV, gli sbalzi del valore di pH, lo shock osmotico e

I’essicamento (Davey and O’toole 2000).

1.2.1 Le resistenze nel biofilm batterico

Caratteristica importante dei biofilm batterici € la loro resistenza alle so-
stanze antimicrobiche e all’azione del sistema immunitario dell’organismo ospite.
Si ¢ visto che 1 batteri che crescono nella forma sessile possono raggiungere livelli
di resistenza alla terapia antibiotica fino a 1000 volte piu alti se paragonati allo
stesso microrganismo cresciuto nella forma planctonica (Davey and O’toole
2000).

La resistenza del biofilm ¢ multifattoriale (Drenkard 2003):

* Ridotta penetrazione delle sostanze antimicrobiche: I’EPS ha un ruolo

di barriera chimico-fisica, in grado di ridurre la penetrazione di diverse

sostanze chimicamente reattive, antibiotici cationici e peptidi antimicro-

bici (AMPs). La limitata diffusione delle sostanze biocide puo ridurre la
quantita di alcuni agenti trasportati all’interno del biofilm ma non presen-
ta un ruolo decisivo nell’esposizione di lunga durata; il limitato trasporto
dipende infatti dal legame delle molecole ai siti reattivi del biofilm. Una

volta che questi siti sono saturi, I’attivita antimicrobica puo riprendere.



* Gradiente fisiologico all’interno del biofilm: 1 batteri situati piu ester-
namente nel biofilm hanno maggior accesso alle sostanze nutritive,
all’acqua e all’ossigeno mentre quelli localizzati negli strati profondi de-
vono adattarsi a vivere in condizioni limitanti. Questa differenza della
diponibilita di nutrienti e ossigeno porta ad una diversificazione della po-
polazione batterica che presenta diversa attivita metabolica e sensibilita
agli antimicrobici. I batteri cosiddetti “slow growing” o in fase staziona-
ria risulteranno insensibili all’azione di quegli antibiotici, come 1 B-
lattamici o le tetracicline, la cui efficacia dipende dal tasso di crescita e
replicazione dei batteri.

* Fenotipo biofilm-specifico: in seguito all’adesione le cellule batteriche
possono andar incontro a cambiamenti fisiologici, metabolici e fenotipici.
Ne ¢ un esempio algC, gene richiesto per la sintesi dell’alginato nel bio-
film di P. aeruginosa, che si ¢ visto esser up-regolato gia 15 minuti dopo
I’adesione superficiale. Anche la regolazione dell’espressione proteica
cambia nelle cellule sessili: durante lo sviluppo del biofilm si notano
modificazioni delle proteine coinvolte nella resistenza al danno ossidati-
vo, nella produzione di esopolisaccaridi e nel metabolismo.

* Cellule persisters: diversi studi, tra 1 quali spicca quello di Brooun, Liu,
and Lewis 2000, hanno dimostrato che aumentando anche di molto le
concentrazioni di un determinato antibiotico esiste sempre una sub-
popolazione all’interno del biofilm, definita persister, che appunto persi-
ste all’azione biocida. Queste varianti presentano un inefficiente sistema
di morte cellulare programmata (PCD), che non innesca 1’apoptosi cellu-
lare anche in seguito a danno cellulare e permette di sopravvivere anche a
dosi elevate di antibiotico.

* Pompe di efflusso: ’aumento dell’estrusione di un antibiotico riveste un
ruolo critico nella resistenza dei batteri. Le pompe di efflusso sono in
grado di estrudere farmaci, ioni metallici tossici, solventi organici e altri
ligandi: I’esposizione a dosi non letali di un ampio numero di antibiotici

ne favorisce I’espressione.
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Riassumendo, nei primi stadi dello sviluppo del biofilm si susse-
guono cambiamenti nell’espressione genica successivi all’adesione superfi-
ciale, che portano a fenotipo biofilm-specifico con conseguente aumento
della resistenza. La successiva produzione di matrice extracellulare contri-
buisce alla sopravvivenza delle cellule ritardando I’entrata delle sostanze
antimicrobiche. La maturazione del biofilm e ’aumento della densita cellu-
lare creano gradienti di nutrienti e ossigeno con riduzione dell’attivita meta-
bolica e del tasso di crescita; si attivano inoltre la risposta generale allo
stress e 1’espressione piu marcata delle pompe di efflusso. Le condizioni
ambientali inducono o selezionano le varianti persisters resistenti alle alte

concentrazioni di antibiotico (Fig. 3) (Drenkard 2003).
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Fig. 3. Rappresentazione schematica dei meccanismi di resistenza del biofilm di P. ae-

ruginosa (Drenkard 2003).
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1.2.2 Le strategie anti-biofilm

Diversi sono gli approcci utilizzati per sviluppare una terapia antibiofilm
efficace. Tra queste ci sono le combinazioni di antibiotici di classi differenti scelte
per la sinergia dimostrata; in recenti studi ¢ stato osservato un incremento
dell’attivita con il contemporaneo impiego della colistina e della tobramicina
(Herrmann et al. 2010) come anche della tobramicina e dei macrolidi quali la cla-
ritomicina e I’azitromicina (Tré-Hardy ef al. 2010). Mentre alcune di queste com-
binazioni presentano effetto sinergico agendo indistintamente su tutte le cellule
del biofilm, altre devono il loro successo all’azione contemporanea su specifiche
sub-popolazioni. Ne ¢ un esempio l'associazione della ciprofloxacina, che predi-
lige le cellule presenti esternamente nel biofilm, con la colistina, che invece pene-
tra all’interno della struttura. E stato dimostrato che I’impiego delle due molecole
contemporaneamente ¢ di gran lunga piu efficace rispetto al trattamento singolo
(Herrmann et al. 2010).

Specifici aspetti della formazione e maturazione del biofilm possono es-
sere 1’obiettivo di nuove terapie mirate. L’inibizione dell’adesione delle cellule
batteriche alla superficie mediante coating con particelle d’argento ha gia riporta-
to un discreto successo (Li et al. 2010) anche se ad oggi il miglior metodo per il
trattamento delle infezioni da biofilm su dispositivi medici introdotti nel paziente
rimane la loro rimozione e sostituzione. Un’altra strategia potrebbe essere la sti-
molazione alla dispersione delle cellule all’interno del biofilm, evitando cosi 1
meccanismi di resistenza acquisita e adattativa che le caratterizzano; ne ¢ un
esempio I’impiego dell’ossido nitrico (NO), che agisce come molecola segnale
per la dispersione delle cellule, o I’'introduzione nel biofilm di desossiribonucleasi
(DNase), che causano la distruzione della matrice extracellulare a seguito della
digestione enzimatica dell’eDNA (Allesen-Holm et al. 2006), (Barraud et al.
2009). Per prevenire il completo sviluppo del biofilm e ridurre la protezione delle
cellule batteriche data dalla struttura matura ¢ possibile agire direttamente sul QS:
I’impiego degli inibitori del QS puo bloccare la sintesi degli autoinduttori, ridurre

la disponibilita di quelli gia secreti o ancora evitarne la ricezione (Rampioni,
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Leoni, and Williams 2014). Di recente interesse ¢ anche lo sviluppo della terapia
fagica come trattamento antibiofilm: i fagi, virus che infettano le cellule procario-
tiche ma non quelle eucariotiche, vengono utilizzati per il loro ciclo vitale che
porta alla lisi cellulare del patogeno e per I’elevata specie-specificita che permette
di lasciare inalterata la normale flora batterica del soggetto. I problemi che si pos-
sono riscontrare con 1’uso della terapia fagica sono il possibile sviluppo di resi-
stenze e il trasferimento di materiale genetico contenente informazioni per queste
come conseguenza del meccanismo litico. Questi indesiderati effetti collaterali
sono evitabili con I’impiego dei peptidi antimicrobici cationici (CAMPs), descritti
in dettaglio nel capitolo successivo. Inizialmente utilizzati come antimicrobici nei
confronti delle cellule planctoniche, recentemente se ne sono trovati o prodotti di
sintetici che hanno attivita preferenziale per le cellule all’interno del biofilm
(Overhage ef al. 2008). Overhage e colleghi per primi hanno trovato che il pepti-
de di origine umana LL-37 ¢ in grado di inibire la formazione del biofilm di P.
aeruginosa e disgregare quello gia formato ad una concentrazione 8 volte inferio-
re al suo valore di minima concentrazione inibente (MIC). Dopo questa prima os-
servazione, altri CAMPs hanno dimostrato di avere un’eccellente attivita antibio-
film bloccandone lo sviluppo, causando la morte delle cellule all’interno o aumen-
tandone la dispersione (Chung and Khanum 2017).

Lo sviluppo di nuove superfici trattate per ridurre al minimo ’adesione
delle cellule batteriche come 1’impiego di nuove sostanze con proprieta antibio-
film sono solo I’inizio per il potenziamento di nuove terapie per il trattamento del-

le infezioni biofilm-associate (Taylor, Yeung, and Hancock 2014).

1.3 I peptidi antimicrobici

I peptidi antimicrobici (AMPs) sono delle importantissime molecole ap-
partenenti alla componente umorale dell’immunita innata, ampiamente diffuse tra
gli organismi sia del regno animale che vegetale. Vengono definiti come polipep-

tidi costituiti al massimo da 100 amminoacidi, hanno carica positiva, solitamente
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sono anfipatici e la maggior parte presenta come minimo il 50% dei residui am-
minoacidi idrofobici (Hancock and Chapple 1999). Piu di 2000 AMPs sono stati
ritrovati negli insetti, nei molluschi, crostacei, anfibi, pesci, uccelli, mammiferi
compreso l’'uomo e nei batteri e virus stessi (consultabili nel database

http://aps.unmc.edu/AP/main.php). Queste molecole rivestono un ruolo importan-

te sia per la loro attivita antimicrobica che per la regolazione della risposta immu-
nitaria ¢ la mediazione dei processi inflammatori (Bals 2000). La loro attivita ¢
specifica nei confronti delle cellule batteriche grazie alle differenze riscontrabili
tra le membrane cellulari delle cellule eucariote e procariote. I batteri infatti pre-
sentano un’elevata densita di cariche negative sulla superficie cellulare, le quali
invece vengono principalmente esposte verso il lato citoplasmatico nelle cellule
eucariote; inoltre, il colesterolo, che stabilizza le membrane di quest’ultime, ¢ as-
sente nei batteri indirizzando ’azione antimicrobica di queste sostanze (Epand
and Vogel 1999). Infine la compartimentalizzazione e la necessita dell’attivazione

mediante taglio proteolitico limitano la tossicita verso le cellule.

1.3.1 Classificazione e meccanismo d’azione degli AMPs

I peptidi antimicrobici possono venire classificati in base a differenti ca-
ratteristiche, come la composizione amminoacidica, il meccanismo d’azione, la
presenza di ponti disolfuro e la biosintesi, per citarne alcune. Inizialmente i1 pepti-
di vengono suddivisi in due grandi gruppi: 1) quelli prodotti con sintesi non ribo-
somiale, prodotti su larga scala dai batteri e spesso fortemente modificati, e ii)
quelli sintetizzati per via ribosomiale, detti anche “naturali”, che sono appunto 1
maggiori componenti dell’immunita innata di tutte le specie, compresi 1 batteri
(Hancock and Chapple 1999). I peptidi ribosomiali sono gene-encoded, ovvero un
gene codifica per un peptide; nei vertebrati il prodotto di un gene codificante un
AMP ¢ un cosiddetto pre-pro-peptide, che viene conservato nei granuli delle cel-
lule leucocitarie come precursore inattivo (Fig. 4). AlI’N-terminale si trova la se-
quenza segnale per I’indirizzamento al reticolo endoplasmatico, centralmente il

segmento —pro, mentre al C-terminale il peptide cationico vero e proprio, che mo-
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stra attivita antimicrobica a seguito del taglio proteolitico. Il frammento centrale
ha spesso carica negativa e presenta diverse funzioni biologiche, come il corretto
ripiegamento del C-terminale, I’indirizzamento intracellulare o 1’inibizione

dell’attivita del peptide maturo (Bals 2000).

Prepropeptide

A 3
Signal peptidase
Propeptide
sp A
B | —
Propeptide convertase ﬂ
N-terminal Mature
peptide peptide

Fig. 4. Rappresentazione schematica di un pre-pro-peptide e successive modificazioni
(Wu et al. 2009).

Un altro modo per classificare 1 peptidi tiene conto della loro struttura.
Seguendo questo criterio possiamo suddividere gli AMPs ad a-elica anfipatica,
conformazione adottata dopo interazione con le membrane batteriche, a -
foglietto e quelli con una conformazione estesa che presentano un’alta proporzio-
ne di specifici amminoacidi nella loro sequenza (ad esempio prolina-arginina o
triptofano).

Nei mammiferi 1 peptidi antimicrobici sono contenuti all’interno dei gra-
nuli dei neutrofili o delle secrezioni della pelle. Quando la risposta immunitaria
viene attivata, sono rilasciati al sito d’infezione in modo da contrastare
I’intrusione dell’ospite indesiderato. Due sono le possibili strategie utilizzate per
eliminarlo: la permeabilizzazione diretta della membrana o I’internalizzazione e
I’azione su specifici meccanismi intracellulari. L’attivita iniziale del peptide di-
pende dalla sua interazione con la membrana batterica; questo legame ¢ soggetto a

forze elettrostatiche tra le cariche positive dell’AMP e quelle negative della super-
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ficie batterica. I peptidi che agiscono mediante azione litica sfruttano la loro natu-
ra anfipatica per aumentare la permeabilita della membrana. Sono stati descritti
quattro meccanismi medianti 1 quali riescono a destabilizzare la struttura esterna
(Fig. 5-A, B, C, D): A) I’*aggregato micellare”, B) il “foro toroidale” dove gli
AMPs si inseriscono perpendicolarmente rispetto al doppio strato lipidico facendo
ripiegare anche la membrana stessa, C) la “conformazione a botte” dove 1 peptidi
si orientano perpendicolarmente creando dei fori e D) il “modello a tappeto” dove

I’allineamento ¢ parallelo al doppio strato lipidico rivestendo 1’area di interesse.
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Fig. 5. T diversi meccanismi d’azione dei peptidi antimicrobici. Nella parte superiore
dell’immagine modelli per descrivere la permeabilizzazione della membrana: A) “aggregati”, B)
“foro toroidale”, C) “conformazione a botte” e D) “modello a tappeto”. In basso i diversi target
citoplasmatici dei peptidi che agiscono intracellularmente: E) inibizione della sintesi dell’'mRNA,
F) inibizione della sintesi proteica e G) del corretto ripiegamento delle proteine, H) inibizione de-
gli enzimi coinvolti nella modificazione degli aminoglicosidi e I) inibizione della formazione di
componenti strutturali della cellula.

I peptidi che invece agiscono con meccanismo non litico possono attra-
versare la membrana e agire a livello di specifici processi cellulari (Fig. 5-E, F, G,
H, 1); 1 targets sono I’inibizione della sintesi degli acidi nucleici, degli enzimi
coinvolti nella modificazione degli amminoglicosidi e di diversi componenti strut-
turali della cellula come anche il blocco della sintesi e del corretto folding protei-
co. Ne ¢ un esempio il peptide proline-rich Bac7, descritto nel dettaglio successi-
vamente, che ¢ in grado di raggiungere il citoplasma di diversi Gram-negativi con

I’ausilio del trasportatore SbmA e inibirne la sintesi proteica (Runti et al. 2017).

1.3.2 1l peptide proline-rich Bac7(1-35)

I peptidi appartenenti alla famiglia dei proline-rich (PR-AMPs) derivano
dalla proteolisi di proteine complete appartenenti alla famiglia delle catelicidine.
Presentano sequenze abbastanza diverse tra un peptide e 1’altro ma condividono
alcune caratteristiche comuni: 1) I’alto contenuto di residui di prolina, ii) la carica
netta cationica data principalmente dai residui di arginina, iii) I’azione antimicro-
bica prevalentemente non-litica e iv) I’inefficacia di tutti i corrispondenti D-
enantiomeri. | primi PR-AMPs identificati furono Bac5 e Bac7, isolati da neutro-
fili di origine bovina; la loro attivita antimicrobica ¢ diretta soprattutto contro bat-
teri Gram-negativi, in particolar modo Escherichia coli, Salmonella enterica, En-
terobacter cloacae, Klebsiella pneumoniae ¢ Acinetobacter baumannii. Inoltre,
alcuni PR-AMPs hanno mostrato di esplicare importanti funzioni per il sistema
immunitario dell’organismo ospite, come aumentare 1’espressione a livello della

superficie cellulare di proteoglicani nei fibroblasti, indurre la chemiotassi dei
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neutrofili, promuovere 1’angiogenesi e inibire 1’apoptosi dei macrofagi per au-
mentare la biodisponibilita (Scocchi, Tossi, and Gennaro 2011).

Bac7 presenta una regione all’N-terminale fortemente cationica per la
presenza di 8 arginine nei primi 16 residui, seguita da una sequenza di 14 residui
ripetuti in tandem per 3 volte (Tab. 2). Nel lavoro presentato da Benincasa M. e
colleghi si ¢ trovato come, dei 60 residui amminoacidici totali, 1 primi 16 della re-
gione N-terminale fossero fondamentali per D’attivita antimicrobica (Tab. 2)
(Benincasa et al. 2004). 11 frammento Bac7(1-35), che comprende i primi 35 am-
minoacidi della sequenza completa, presenta la stessa e, a volte, anche superiore

attivita antibatterica del Bac7 completo (Tab. 2).

Tabella 2: sequenza amminoacidica del peptide Bac7 e dei suoi frammenti (tratto da:

Benincasa et al. 2004).

Peptide Sequenza

Bac7 RRIRPRPPRLPRPR (PRPLPFPRPGPRPI),PRPL
Bac7(1-16) RRIRPRPPRLPRPR PR
Bac7(1-35) RRIRPRPPRLPRPR (PRPLPFPRPGPRPI), PRPLPFP

Il meccanismo d’azione prevede I’internalizzazione del peptide mediante
il trasportatore di membrana SbmA (Runti et al. 2013) o YijL (Krizsan, Knappe,
and Hoffmann 2015) nella cellula procariotica, dove poi agisce inibendo la sintesi
proteica a concentrazioni micromolari legandosi alla subunita 50 S del ribosoma

(Fig. 6) (Mardirossian et al. 2014).
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Fig. 6. Meccanismo d’azione di Bac7(1-35) con legame alla subunita 50 S del ribosoma
batterico e conseguente inibizione della sintesi proteica (Mardirossian et al. 2014).

1.3.3 1l peptide BMAP-27

Il Bovine Myeloid Antimicrobial Peptide of 27 (BMAP-27) ¢ una cateli-
cidina di origine bovina formata da 27 amminoacidi (GRFKR-
FRKKFKKLFKKLSPVIPLLHL-am). Studi di dicroismo circolare (CD) hanno
evidenziato il cambiamento di struttura di questo AMP lineare che, da una con-
formazione a spirale disorganizzata, vira ad a-elica attiva a contatto con la mem-
brana biologica (Benincasa ef al. 2016). BMAP-27, come il suo analogo BMAP-
28, induce una rapida permeabilizzazione della membrana citoplasmatica dei bat-
teri, a concentrazioni che solitamente si aggirano tra 0,25 uM e 1 uM. Oltre a que-
sta attivita in vitro molto potente nei confronti di batteri e funghi, si € visto che
BMAP-27 possiede anche un certo livello di citotossicita per gli eritrociti e 1 neu-
trofili umani, anche se a concentrazioni ben piu alte rispetto all’attivita antimicro-
bica, che ne sta rallentando il proseguimento degli studi nelle fasi cliniche dei
trials (Skerlavaj et al. 1996).

Alcuni gruppi di ricerca hanno iniziato di recente a valutare il potenziale
antimicrobico di diversi AMPs appartenenti della famiglia delle catelicidine nei
confronti dei patogeni coinvolti nelle infezioni da FC (Zhang et al. 2005). Tra
questi BMAP-27, BMAP-28 ¢ il peptide artificiale P19(9/B) hanno dimostrato di
possedere una rapida attivita battericida e una potente attivita antibiofilm nei con-

fronti di ceppi MDR di S. aureus, P. aeruginosa e S. maltophilia, anche quando
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testati in condizioni chimico-fisiche paragonabili a quelle del polmone di un pa-
ziente FC, che fanno ben sperare per un loro futuro impiego come terapia per que-

sta malattia (Pompilio et al. 2011).

1.4 Specie batteriche oggetto dello studio

Le specie batteriche oggetto di questo studio sono Acinetobacter bau-
mannii, Klebsiella pneumoniae e Pseudomonas aeruginosa, che appartengono al
gia citato gruppo ESKAPE. Esso comprende organismi che causano infezioni no-
socomiali e sono fonte di grande preoccupazione in tutto il mondo per I’elevata

frequenza d’isolamento di ceppi multiresistenti.

1.4.1 Acinetobacter baumannii

A. baumannii ¢ un cocco-bacillo Gram-negativo, non fermentante, pato-
geno opportunista dell’uomo. Esso, infatti, solo raramente causa infezioni a indi-
vidui sani e in comunita, mentre ¢ emerso negli ultimi anni come una frequente
causa d’infezioni ospedaliere. Importanti caratteristiche di questo batterio sono la
sua capacita di sopravvivenza anche in ambienti ostili, come le superfici asciutte
dei dispositivi medici, e di sviluppare resistenze alla maggior parte (e a volte an-
che a tutte) le sostanze antibiotiche utilizzate in terapia. Per questo motivo spesso
nelle Unita di Terapia Intensiva 4. baumannii causa gravi problemi nei pazienti
critici a seguito di procedure invasive come la ventilazione assistita o
I’inserimento di cateteri. Le infezioni tra le piu comuni sono quelle delle ferite
aperte, del sistema circolatorio, del tratto urinario e dei polmoni.

A. baumannii ¢ intrinsecamente resistente a diversi antibiotici di uso co-

mune tra 1 quali troviamo le aminopenicilline, cefalosporine di prima e seconda
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generazione e il cloramfenicolo; esso ¢ in grado inoltre di sviluppare resistenze
nei confronti delle B-lattamasi ad ampio spettro, degli aminoglicosidici, dei fluo-
rochinoloni, delle tetracicline e recentemente anche dei carbapenemici. Infine so-
no stati descritti anche ceppi di A. baumannii resistenti alle polimixine rendendo
questo microrganismo potenzialmente refrattario a tutte le molecole antimicrobi-
che disponibili sul mercato (Ko et al. 2007).

I meccanismi di resistenza di 4. baumannii sono diversi e includono la
produzione di enzimi idrolitici, pompe di efflusso, perdita o modificazione di pro-
teine della membrana esterna e alterazioni nelle proteine leganti la penicillina. Cio
che 1i rende resistenti ai farmaci carbapenemici ¢ la produzione di -lattamasi con
attivita carbapenemasica; questi enzimi vengono classificati in base al grado di
omologia delle loro catene polipeptidiche. Secondo lo schema introdotto da Am-
bler si riconoscono 4 classi: A, C e D presentano un residuo di serina nel sito atti-
vo (cosiddette serina- B-lattamasi) mentre la classe B richiede la presenza di zinco
nel sito attivo come co-fattore (cosiddette metallo-p-lattamasi) (Ambler 1980). In
A. baumannii le carbapenemasi acquisite piu diffuse appartengono alla classe D
ed includono gli enzimi OXA-23-, OXA-24- ¢ OXA-58-like. L’enzima OXA-51,
con bassa attivita idrolitica nei confronti dei carbapenemi, ¢ intrinseco della spe-
cie (Woodford et al. 2006)

La tipizzazione mediante diverse tecniche ha permesso di evidenziare la
diversita genotipica all’interno della specie A. baumannii; da queste analisi quello
che risulta evidente ¢ che solo un limitato numero di cloni diffusi in tutto il mondo
sono causa di epidemie ospedaliere (Diancourt ef al. 2010). Analisi di ribotyping
e di fingerprinting genomico di ceppi di A. baumannii provenienti da diversi
ospedali europei hanno delineato inizialmente due gruppi principali, definiti Cloni
europei I e II (Dijkshoorn ef al. 1996) e successivamente un terzo gruppo, deno-
minato Clone III (van Dessel et al. 2004). In seguito, ¢ stato riconosciuto che que-
sti gruppi sono diffusi in tutto il mondo, percio essi sono stati rinominati Cloni In-
ternazionali I, II e III (IC-I-III) (Diancourt ef al. 2010). I ceppi appartenenti agli

IC I-III sono tipicamente multiresistenti.

21



Nonostante 1'importanza di A. baumannii come patogeno ospedaliero sia
riconosciuta ormai da diversi anni, 1 suoi fattori di virulenza sono poco noti. Tra
questi si possono ricordare la proteina della membrana esterna OmpA, che provo-
ca apoptosi nella cellula ospite, 1 polisaccaridi capsulari, il lipopolisaccaride e la
capacita di formare biofilm (McConnell, Actis, and Pachén 2013). Quest'ultima
probabilmente gioca un ruolo importante anche in relazione alla spiccata capacita
di persistere nell'ambiente ospedaliero manifestata da questi batteri. Interessante
anche notare che, a dispetto del nome, 4. baumannii esibisce diversi tipi di movi-
mento. Questi non riguardano lo swimming, in quanto non sono presenti flagelli
(Hartzell et al. 2007, Howard et al. 2012), ma sono piuttosto dovuti alla presenza
di pili di tipo IV o ad altri meccanismi. Sono stati descritti una forma di twitching
all'interfase, cio¢ tra lo strato di terreno agarizzato e il fondo della piastra Petri, e
almeno due forme di movimento superficiale, definite come s/iding, anche se non
¢ stato possibile rilevare la presenza di surfattanti, e ditching (Harshey 2003).
Nell'ultimo caso, I'avanzamento dei batteri ¢ accompagnato dalla formazione di
solchi nell'agar (Skiebe et al. 2012). Nonostante non sia stato dimostrato che la
motilita sia un fattore di virulenza di A. baumannii, per altre specie batteriche, tra
cui P. aeruginosa, la motilita ¢ considerata un fattore di virulenza importante
(Josenhans and Suerbaum 2002) e che richiede coordinamento tra 1 componenti

della popolazione batterica (Alarcon, Evans, and Fleiszig 2009).

1.4.2 Klebsiella pneumoniae

I batteri del genere Klebsiella appartengono alla famiglia delle Entero-
bacteriaceae e sono normali costituenti della flora intestinale e delle mucose respi-
ratorie dell’'uomo. La specie piu importante ¢ Klebsiella pneumoniae: la sua effi-
ciente capacita di colonizzazione unita alla continua acquisizione di determinanti
di resistenza agli antibiotici ha permesso a questo microrganismo di diffondersi
rapidamente negli ambienti ospedalieri (Paczosa and Mecsas 2016). E un patoge-

no opportunista, responsabile d’infezioni a livello polmonare, epatico, delle me-
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ningi ed associate all’introduzione di dispositivi medici come il catetere, sul quale
¢ capace di produrre biofilm.

Negli ultimi 15 anni si ¢ assistito ad una diffusione globale di ceppi di K.
pneumoniae MDR: in particolare in Europa si ¢ osservato un aumento delle per-
centuali di questi batteri resistenti ai fluorochinoloni, agli aminoglicosidici e a
quasi tutti 1 B-lattamaci (Vuotto ef al. 2014). Originariamente K. pneumoniae pos-
siede solo poche penicillinasi genomiche, ma ¢ in grado di collezionare plasmidi
contenenti una varieta di geni che la rendono resistente a differenti classi di anti-
biotici. Nel 1996 ¢ stata osservato il primo caso di K. pneumoniae che esprimeva
una carbapenemasi: questo enzima venne definito con I’acronimo KPC, ovvero K.
pneumoniae carbapenemasi (Yigit ef al. 2001).

Ancora oggi le infezioni nosocomiali di K. pneumoniae MDR continuano
ad essere un grave problema per 1’aspettativa di vita dei pazienti immunodepressi
e richiedono ulteriori miglioramenti nella prevenzione della diffusione a livello

ospedaliero.

1.4.3 Pseudomonas aeruginosa

P. aeruginosa ¢ un bacillo Gram-negativo non fermentante, ubiquitario,
aerobio, patogeno opportunista in soggetti immunocompromessi o ospedalizzati.
Proprio a livello ospedaliero questo batterio trova un habitat favorevole a causa
della sua capacita di crescere nei disinfettanti, rubinetti e dispositivi medici, pro-
vocando la formazione di serbatoi d’infezione; il 18-20% delle infezioni polmona-
r1 nosocomiali sono dovute a questo patogeno (Rada 2017). Il suo genoma molto
esteso (6.3 Mb) gli permette di adattarsi molto rapidamente alle condizioni am-
bientali e di produrre una vasta gamma di fattori di virulenza che favoriscono la
colonizzazione dell’ospite.

Tra le malattie o condizioni che maggiormente favoriscono lo sviluppo di
infezioni da P. aeruginosa si possono ricordare le ustioni e la fibrosi cistica.

In particolare, nei pazienti con FC, le infezioni da P. aeruginosa costitui-

scono un’importante causa di deterioramento delle funzioni polmonari e di morte.
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L’attenzione di questo studio ¢ focalizzata su ceppi di P. aeruginosa provenienti
da questi pazienti: di seguito verranno quindi illustrate alcune caratteristiche della

FC e delle infezioni ad essa correlate.

1.5 La fibrosi cistica

La fibrosi cistica (FC) ¢ una malattia genetica di tipo autosomico recessi-
vo molto diffusa tra la popolazione caucasica; [’epidemiologia riporta
un’incidenza media di 1:2500 nati vivi in Italia. E causata dalle mutazioni che
coinvolgono il gene cftr (Cystic Fibrosis Transmembrane conductance Regula-
tor), localizzato nella regione 31.2 del braccio lungo del cromosoma 7. Questo
gene codifica una glicoproteina costituita da 1480 amminoacidi, importante per il

trasporto dello ione cloruro (Fig. 7).
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Fig. 7. Struttura del gene cfir e del canale ionico codificato (Gibson, Burns, and Ramsey 2003).

Dalla sua identificazione nel 1989 sono state ritrovate piu di 1500 muta-
zioni che interessano questo gene, la maggior parte delle quali causano sostituzio-
ni amminoacidiche, frame-shift e mutazioni nonsense (Gibson, Burns, and
Ramsey 2003). Tra queste la pit comune tra la popolazione caucasica ¢ una dele-
zione in posizione 508 che porta all’introduzione di un’isoleucina alternativa e al-
la perdita di una fenilalanina (AF508).

Il tipo di mutazione conduce la proteina CFTR verso destini diversi: si va

dall’assenza di espressione, a prematura degradazione come nel caso della AF508
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ma anche a ridotta attivita o minor numero di canali funzionanti correttamente

(Fig. 8).
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Fig. 8. Effetti delle diverse mutazioni del gene cftr. Il gene wild-type viene trascritto in
mRNA e tradotto nella proteina che, dopo corretto ripiegamento e glicosilazione, raggiunge la
membrana apicale dove espleta il compito di canale ionico. Le mutazioni di Classe I presentano
prematuri codoni di stop; quelle di classe 2, come AF508, portano ad un errato ripiegamento della
proteina con conseguente ubiquitinazione e degradazione. I canali derivanti dalle mutazioni di
Classe 3 raggiungono la membrana ma non sono correttamente attivati, mentre quelli di Classe 4
hanno una limitata conduttanza per lo ione CI'. Infine le mutazioni di Classe 5 producono la pro-
teina corretta ma in quantita ridotta (Gibson, Burns, and Ramsey 2003).

I soggetti affetti da questa malattia multisistemica presentano un muco
secreto a livello polmonare molto denso, che impedisce la normale clearance mu-
cociliare e facilita I’instaurarsi d’infezioni batteriche; 1 dotti pancreatici si ostrui-
scono causando la formazione di cisti mentre I’intestino ¢ deficitario di enzimi
specifici provocando uno stato di denutrizione e steatorrea. I sali eliminati me-
diante traspirazione non vengono riassorbiti determinando un aumento della loro
concentrazione nel sudore, principio sfruttato dallo “Sweat test”. Altre analisi
possono essere eseguite per 1’identificazione o conferma della malattia sia prima
della nascita, come il test del liquido amniotico, che a pochi giorni dal parto, come
il test genetico o lo screening neonatale per la determinazione di tripsina immuno-
reattiva.

Al momento non esistono cure definitive alla malattia ma diverse terapie
sono in grado di rallentarne il decorso controllando le infezioni polmonari, for-

nendo un’alimentazione adeguata ed evitando 1’ostruzione intestinale. Fisioterapia
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e riabilitazione respiratoria, aerosolterapia, antibioticoterapia e nutrizione control-
lata permettono oggigiorno alla maggior parte dei malati FC di raggiungere 1’eta
adulta. Quando il danno polmonare raggiunge livelli critici e causa insufficienza

respiratoria, [’unica soluzione possibile ¢ data dal trapianto polmonare bilaterale.

1.6 Le infezioni polmonari nei soggetti FC

La causa principale del declino delle funzioni polmonari e di mortalita
nei pazienti FC ¢ la loro suscettibilita alle infezioni batteriche. Fin dagli esordi
della malattia le manifestazioni cliniche piu evidenti sono tosse, bronchiti e pol-
moniti ricorrenti; piu dell’80% dei soggetti alla fine muore per insufficienza respi-
ratoria causata dalla fibrosi polmonare derivante dalla cronicizzazione delle infe-
zioni polmonari.

L’epitelio delle vie aree di un soggetto sano ¢ di tipo pseudo-stratificato:
¢ ricoperto da uno strato sottile detto airway surface liquid (ASL) che consta di
uno strato acquoso periciliare nel quale sono immerse le ciglia e di uno strato mu-
coso sovrastante (Fig. 9A). La clearance mucociliare data dal movimento costante
e sincrono delle ciglia e la presenza di molecole antimicrobiche del sistema im-
munitario permettono la continua eliminazione di particelle estranee presenti nelle
vie respiratorie. Nei polmoni dei pazienti FC si ritrova sia un aumento della visco-
sita sia di densita del muco secreto dalle ghiandole mucipare e dalle cellule a cali-
ce che ne limita lo spostamento in direzione nasofaringea e, contemporaneamente,
aumenta la colonizzazione batterica (Fig. 9B). L’assenza dello spostamento dello
strato mucoso ne causa un ispessimento fino a > 100 pm e una drastica riduzione
di O, al suo interno (Fig. 9C). I batteri presenti provvisti di flagelli, come Pseu-
domonas aeruginosa € Burkholderia cepacia, possono penetrare nelle zone ipos-
siche del muco dove sviluppano meccanismi di difesa, come la formazione di bio-
film, e limitano 1’azione del sistema immunitario dell’ospite dando luogo a infe-

zioni persistenti, dette croniche (Fig. 9D-E-F) (Boucher 2004).
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Fig. 9. (A) Nell’epitelio polmonare la corretta viscosita e densita dello strato periciliare
e mucoso permette la costante clearance mucociliare. (B) Nei polmoni FC, I’inibizione del flusso
in direzione naso-faringe aumenta lo spessore dello strato di muco e ne riduce 1’0, (C), favorendo
la penetrazione di batteri flagello-dotati (D) e I’insorgenza di infezioni a carattere cronico (E-F)
(Boucher 2004).

Le infezioni batteriche seguono solitamente un ordine caratteristico di
comparsa (Fig. 10). I primi microrganismi che si ritrovano nel tratto respiratorio
dei bambini FC sono lo Staphylococcus aureus e 1’Haemophilus influenzae che,
inducendo una prima elevata risposta inflammatoria, provocano la distruzione del
tessuto polmonare e facilitano la successiva colonizzazione da parte di P. aerugi-
nosa. Questo patogeno ¢ il piu significativo opportunista nella FC presente nei
bambini all’incirca dal secondo anno di vita, in grado inizialmente di dar luogo a
infezioni transienti seguite dalla colonizzazione permanente del polmone fino a
causare la morte del paziente. Altri microrganismi identificati piu tardi nel pol-
mone del soggetto FC sono B. cepacia, Stenotrophomonas maltophilia, Achromo-
bacter xylosoxidans, micobatteri non tubercolari assieme ad alcune specie fungine
quali Aspergillus spp. € Scedosporium apiospermum (Gibson, Burns, and Ramsey

2003).
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Fig. 10. Prevalenza di specifici patogeni polmonari nella FC in base all’eta (Boucher 2004).
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Le terapie attuali vertono nell’individuazione rapida dei microrganismi
nelle secrezioni bronchiali ottenute mediante tosse o aspirato faringeo ogni 2/3
mesi con seguente antibiogramma. Segue somministrazione di agenti mucolitici
via aerosol come rhDNase e terapia antibiotica: sono prescritte solitamente alme-
no due molecole antimicrobiche di classe differente contemporaneamente con
somministrazione intravenosa od orale per due settimane ad alto dosaggio. Per
controllare le infezioni croniche, 1’assunzione del farmaco puo avvenire anche per
inalazione, permettendo di raggiungere elevate concentrazioni nel sito d’interesse.
Grazie alle continue ricerche e sviluppo di nuovi farmaci, si ¢ verificato un netto
miglioramento della prognosi, con un’aspettativa media di vita che si € spostata

dai 25 anni negli anni ’80 ai 40 nel 2017.

1.7 1 fattori di virulenza e I’adattamento nelle infezioni

croniche

Nel 2006, Smith et al. hanno visto, mediante sequenziamento del geno-
ma, numerose mutazioni puntiformi accumulate nel DNA di P. aeruginosa da in-
fezione cronica; alcune funzioni perse dal batterio riguardano la sua capacita di
invadere I’ospite o di danneggiarne i tessuti altre, come la produzione di alginato
nel fenotipo mucoide, dimostrano la sua adattabilita all’ambiente polmonare e al

massiccio impiego di antibiotici utilizzati nel corso della malattia.

1.7.1 I fattori di virulenza di P. aeruginosa nelle infezioni acute

La capacita di questo patogeno di provocare infezioni nei polmoni
dell’uomo ¢ dovuta sia all’attivita di elementi presenti sulla cellula batterica, sia
alle numerose sostanze prodotte e rilasciate dal microrganismo stesso. Tra 1 diver-

si fattori di virulenza vanno citati (Fig. 11):
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11 flagello e 1 pili sono importanti sia per I’adesione ma anche nella moti-
lita di tipo twitching e swarming;

Il sistema di secrezione di tipo III (T3SS) ¢ il maggiore fattore di viru-
lenza utilizzato dal batterio per iniettare direttamente nella cellula ospite
le molecole effettrici;

Il QS controlla la sopravvivenza cellulare, la formazione di biofilm e la
virulenza stessa;

Le proteasi (la proteasi alcalina, I’elastasi e la proteasi IV) sono in
grado di degradare le immunoglobuline e fibrine dell’ospite e distrugger-
ne le giunzioni occludenti. Nella FC riveste un ruolo molto importante
soprattutto 1’enzima elastasi, che presenta un’attivita diretta sulle giun-
zioni strette permettendo 1’invasivita tissutale di P. aeruginosa;

11 lipopolisaccaride (LPS), o endotossina, ¢ un complesso glicolipidico
della membrana esterna del batterio con funzione antigenica, di esclusio-
ne di molecole esterne e d’interazione con alcuni antibiotici;
L’esotossina A (ETA) agisce ADP-ribosilando 1’elongating factor 2 (EF
2) e di conseguenza inibendo la sintesi proteica con conseguente morte
cellulare;

La piocianina causa stress ossidativi alle cellule dell’ospite distruggendo
la catalasi e inibendo il trasporto mitocondriale degli elettroni;

La pioverdina & un sideroforo in grado sia di sottrarre ioni Fe’" sia di

agire come molecola segnale.

29



Flagella Pili Alginate —___

p—

|
—~ . ExoT
& = 0
V4 P N [ ExoY
P e X = )
& P > ( \ \ >
/ \
,/ P ! \
HSL, PQS / | \ 1388
v
« ! Exotoxin A 4
Alkaline protease Phospholipase Pyoverdine
~ Elastase /» L [ _,Fg’,‘
\ | ’
‘ !
\ ROS
4 =, | Glutathione
3 EF2 NADPH

(=}
®o-® O @

Fig. 11. Fattori di virulenza prodotti da P. aeruginosa nelle infezioni acute (Gellatly and

Hancock 2013).

1.7.2 Le infezioni croniche

Una volta stabilita nel tratto respiratorio, P. aeruginosa ¢ in grado di resi-
stere ai continui attacchi del sistema immunitario dell’ospite e alle terapie antibio-
tiche, causando infezioni persistenti che portano al progressivo deterioramento
della funzionalita respiratoria. L’instaurarsi di queste infezioni croniche sono la
conseguenza della spiccata abilita di questo patogeno opportunista di adattarsi
all’ambiente circostante (Hauser ef al. 2011) (Fig. 12).

Nelle vie respiratorie dei soggetti FC P. aeruginosa va incontro a diversi
cambiamenti genotipici e fenotipici risultanti dalla selezione di continue mutazio-
ni spontanee; queste sono solitamente comuni nella FC ma differiscono in base
alla porzione polmonare interessata. Di conseguenza, nel tratto respiratorio vi ¢
un’eterogeneita di popolazione batterica, originatasi da un comune progenitore ma
differenziatasi in base alle mutazioni geniche acquisite.

Alcune caratteristiche comuni presenti negli isolati di P. aeruginosa pro-
venienti da infezioni croniche sono il fenotipo mucoide, la resistenza agli antibio-
tici, le modificazioni del LPS, la perdita del T3SS, del flagello e dei pili, la com-
parsa del fenotipo Small Colony Variants (SCVs), la modificazione della comuni-

cazione cellulare mediata dal QS e I’ipermutabilita (Hauser ef al. 2011).
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Fig. 12. Modificazioni di P. aeruginosa nella transizione da infezione acuta a cronica

(Sousa and Pereira 2014).

Di seguito alcune nel dettaglio:

1. Fenotipo mucoide: P. aeruginosa ¢ capace di produrre un esopolisaccaride

costituito da alginato, disaccaride formato da acido D-mannuronico e acido L-

guluronico (Fig. 13 A-B). Le condizioni chimico-fisiche dei polmoni FC, ca-

ratterizzati dall’elevata concentrazione degli ioni CI, Na" e K', attivano il

promotore del gene algD che controlla la sintesi di alginato; il fenotipo mu-

coide che ne deriva permette alle cellule incapsulate di evitare I’attivita fago-

citaria dei polimorfonucleati (PMNs), macrofagi e I’azione di diversi antibio-

tici (Antonelli ef al. 2012).

Fig. 13. (A) P. aeruginosa con fenotipo mucoide a sinistra e variante non mucoide pre-
levate dallo stesso paziente a destra (Hauser ef al. 2011). (B) Colorazione di Gram di espettorato
proveniente da paziente FC infettato da P. aeruginosa mucoide: 1’alone arancione attorno ai batteri

sono molecole di alginato (Pritt, O’Brien, and Winn 2007).
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2. Resistenza agli antibiotici: la permanenza nel tratto respiratorio soggetto a
continua terapia antibiotica facilita la selezione di ceppi resistenti. Le princi-
pali mutazioni solitamente coinvolgono meccanismi della resistenza intrinse-
ca, quali la regolazione della produzione di pompe di efflusso e di enzimi -
lattamasi. La crescita a stretto contratto delle cellule batteriche pero, come nel
caso del biofilm, puo portare al trasferimento di elementi di DNA come pla-
smidi o trasposoni che codificano per elementi che introducono nuove resi-
stenze o potenziano quelle intrinseche: la resistenza acquisita puo, ad esempio,
coinvolgere la produzione di una seconda B-lattamasi incrementando la refrat-
tarieta a specifici antibiotici B-lattamici (Gellatly and Hancock 2013). Inoltre
le condizioni ambientali del polmone FC possono portare anche a fenomeni di
resistenza adattativa; un caso ben noto sono 1 meccanismi che coinvolgono la
tolleranza ai peptidi antimicrobici cationici (CAMPs). L’abbassamento della
carica negativa del LPS riduce I’interazione dei CAMPs con la membrana
esterna del batterio, limitando cosi I’azione antimicrobica della molecola

(Gellatly and Hancock 2013).

3. Modificazioni del LPS: il lipopolisaccaride dei batteri Gram negativi ¢ sud-
divisibile in tre parti distinte, il lipide A fortemente acilato, il core oligosacca-
ridico e I’antigene O. Nei soggetti FC si riscontrano spesso isolati di P. aeru-
ginosa senza 1’antigene O, condizione che porta ad una riduzione della rispo-
sta anticorpale dell’ospite. Inoltre, con il progredire dell’infezione, al lipide A
possono venir aggiunti gruppi acilici e zuccheri (amminoarabinosio) che ridu-
cono la suscettibilita ai peptidi antimicrobici e il riconoscimento da parte del

recettore Toll-like 4 (TLR4).

4. Alterazione del QS: il QS permette la comunicazione tra le cellule batteriche
con l’obbiettivo di modificare, in modo coordinato e densita cellulare-
dipendente, 1’espressione genica mediante la secrezione di specifiche moleco-
le definite autoinduttori. In P. aeruginosa quasi il 10% dell’espressione genica

¢ sotto il controllo dei sistemi Lasl/LasR e RhlI/RhIR; questa regolazione ri-
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guarda principalmente la produzione di diversi fattori di virulenza e la forma-
zione del biofilm. E stato visto che mutazioni dei geni lasR e rhIR si riscontra-
no in circa 1’80% degli isolati prelevati dalle infezioni croniche (Bjarnsholt et

al. 2010).

L’infezione cronica da P. aeruginosa puo persistere nel polmone anche
per decenni. Tipicamente, 1 batteri isolati da infezioni croniche ben stabilite sono
meno inflammatori e citotossici di quelli isolati dagli stessi pazienti in anni prece-
denti durante la fase acuta iniziale, ma la continua stimolazione della risposta im-
munitaria causa il progressivo deterioramento della funzione polmonare fino alla

morte (Gellatly and Hancock 2013).
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2. Scopo della tesi

Come precedentemente anticipato, lo scopo di questo lavoro ¢ stato quel-
lo di valutare I’attivita dei peptidi antimicrobici Bac7(1-35) e BMAP-27 nei con-
fronti di batteri Gram-negativi, in particolare A. baumannii, K. pneumoniae ¢ P.
aeruginosa, appartenenti al gruppo ESKAPE. Lo studio non si ¢ focalizzato solo
sull’inibizione della crescita, che per alcune specie era gia stata descritta in prece-
denza (Benincasa et al. 2004, Skerlavaj et al. 1996) ma anche sugli effetti dei due
peptidi nei confronti di alcune caratteristiche fisiologiche collegabili alla virulen-
za, prima tra queste la formazione di biofilm. La caratterizzazione degli isolati
clinici, molti dei quali sono stati raccolti in funzione di questo lavoro, viene ripor-
tata come parte integrante di questa tesi.

I risultati sono stati suddivisi in tre capitoli, corrispondenti alle tre specie
studiate. In ciascuno di essi verranno brevemente esposti gli obiettivi specifici e 1
dati sperimentali, che verranno poi discussi in funzione delle problematiche rela-
tive alla specie coinvolta. Nell’ultimo capitolo verranno infine riportate le conclu-

sioni dell’intero lavoro.
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3. Materiali & Metodi

*NOTA: per la composizione di tutte le soluzioni contrassegnate con il simbolo asterisco “*”, si

rimanda all’ultimo paragrafo del capitolo, dal titolo Soluzioni e terreni

3.1 Raccolta degli isolati e loro conservazione

Acinetobacter baumannii

Tutti gli isolati sono stati raccolti tra il 2006 e il 2011 da diversi reparti
dell’ospedale locale di Trieste, identificati inizialmente con metodi di routine (Vi-
tek 2 — bioMérieux) e successivamente confermati con analisi di restrizione della
regione intergenica dell’rRNA 16S-23S (Dolzani ef al. 1995). Per ulteriori detta-

gli fare riferimento a Milan et al. 2016.

Klebsiella pneumoniae

I due ceppi di K. pneumoniae oggetto dello studio (KpTs101 e KpTs113)
sono stati raccolti da campioni clinici di urina presso 1’Ospedale di Cattinara
(Trieste) nel 2014. Sono stati scelti dopo aver valutato la capacita di formare bio-
film di 30 isolati non clinicamente correlati (dati non mostrati). KpTs101 sviluppa
un abbondante biofilm che rimane saldamente adeso alle superfici, mentre
KpTs113 produce un’abbondante matrice extracellulare con scarsa capacita di
adesione alle superfici (vedi paragrafo 5.1.1). Per ulteriori dettagli fare riferimento

a Benincasa et al. 2016.

Pseudomonas aeruginosa

Gli 81 isolati di P. aeruginosa oggetto dello studio sono stati raccolti nei
primi 6 mesi del 2015 presso il laboratorio di batteriologia del’IRCCS Burlo Ga-
rofolo di Trieste da 26 pazienti afferenti al Centro Regionale per la Diagnosi e la

Cura della Fibrosi Cistica (Tab. 3).
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Per questo studio sono state prese in esame almeno 2-3 colonie con di-
versa morfologia da ogni espettorato (Fig. 14) e, da alcuni pazienti, sono stati rac-

colti piu campioni di espettorato in tempi successivi.

Fig. 14. Esempio delle differenze morfologiche e di quantita di muco prodotto di isolati
di P. aeruginosa coesistenti nel polmone di un soggetto FC.
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Tab. 3. Numero di isolati di P. aeruginosa e fenotipo ottenuti dai pazienti dopo crescita su terreno

LB*.
No. paziente| No. isolato Fenotipo No. paziente| No. isolato Fenotipo
201 Mucoso verde 233 Sfrangiato, grande marrone
202 Mucoso verde 234a Puntiforme
203 Piccolo, puntiforme verde 234b Puntiforme
21 204 Rugoso verde 32 246 Sfrangiato verde
205 Mucoso bianco 281 Puntiforme chiaro
273 Piccolo, puntiforme verde 282 Puntiforme chiaro
274 Mucoso 235 Puntiforme chiaro
206 Staphylococcus aureus 236 Grande, concentrico
207 Sfrangiato, grande bianco 33 238 Mucoso
208 Sfrangiato, medio bianco 260 Rugoso chiaro
2 212 Sfrangiato, medio 261 Concentrico grande
286 Staphylococcus aureus 34 239 Staphylococcus aureus
287 Sfrangiato, medio bianco 240 Mucoso
288 Mucoso 35 241 Staphylococcus aureus
289 Mucoso 242 Puntiforme chiaro
209 Bianco 247 Staphylococcus aureus
23 210 Mucoso 36 248 Sfrangiato chiaro
211 Mucoso 249 Sfrangiato chiaro
213 Piccolo, puntiforme chiaro 250 Puntiforme, medio chiaro
24 214 Piccolo, puntiforme chiaro 37 252 Sfrangiato, medio
215 Mucoso + piccolo puntiformi 253 Puntiforme chiaro
216 Mucoso 38 254 Staphylococcus aureus
217 Mucoso + grande chiaro 255 Burkholderia cepacia
2% 218 Mucoso 256 Staphylococcus aureus
259 Mucoso marrone 39 257 Puntiforme verde
275 Piccolo, puntiforme chiaro 258 Strenotrophomonas maltophilia
276 Mucoso marrone 20 263 Mucoso
219 Sfrangiato, grande bianco 264 Achromobacter xylosoxidans
27 220 Sfrangiato, grande bianco 265 Staphylococcus aureus
221 Sfrangiato, grande bianco a1 266 Mucoso
222 Sfrangiato, grande 267 Mucoso
223 Grande, concentrico 268 Mucoso
243 Mucoso 269 Rugoso chiaro
244 Sfranagiato, grande 270 Rugoso, grande chiaro
245 Medio, concentrico 42 271a Mucoso
28 277 Mucoso 271b1 Puntiforme chiaro
278 Sfrangiato chiaro 271b2 Puntiforme chiaro
279 Mucoso 43 272 Strenotrophomonas maltophilia
280 Sfrangiato chiaro 283 Mucoso
290 Mucoso 44 284 Medio marrone
291 Piccolo, puntiforme chiaro 285 Achromobacter xylosoxidans
29 224 Medio, puntiforme chiaro 45 292 Mucoso + piccolo puntiforme
225 Medio, puntiforme chiaro 293 Puntiforme chiaro
30 226 Staphylococcus aureus 6 294 Staphylococcus aureus
227 Sfrangiato chiaro 295 Sfrangiato chiaro
228| Puntiforme chiaro + piccolo sfrangiato 296 Puntiforme chiaro
31 229] Puntiforme chiaro + piccolo sfrangiato, 47 297 Mucoso
230 Mucoso 298 Puntiforme verde
231 Mycobacterium chelonae 299 Marrone

In nero il fenotipo degli isolati di P. aeruginosa.
In rosso ceppi di batteri Gram positivi e in blu di batteri Gram negativi coesistenti nel polmone del

soggetto.
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Dove non indicato diversamente, gli isolati sono stati fatti crescere in ter-
reno LB*.

Per la conservazione a lungo termine, gli isolati sono stati fatti crescere a
37°C overnight in brodo LB* e congelati a -80°C in presenza di dimetilsolfossido

(DMSO) (C,H40S) al 10%.

3.2 Genotipizzazione mediante PFGE

L’elettroforesi in campo pulsato (Pulsed-Field Gel Electrophoresis —
PFGE) ¢ una variante dell’elettroforesi in gel d’agarosio messa a punto nel 1984
da D. C. Schwartz e C. Cantor (Columbia University) per riuscire a separare
frammenti di DNA di grandezza superiore alle 15 kb. La PFGE ¢ una
un’elettroforesi multidirezionale nella quale la direzione dell’impulso elettrico
cambia periodicamente (Fig. 15); la variazione costringe le molecole di DNA a
riorientarsi e, poiché le molecole piu piccole impiegano meno tempo a farlo di
quelle piu lunghe, ¢ possibile separare i frammenti di DNA in base alla loro lun-

ghezza.
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Fig. 15. Rappresentazione schematica del processo di separazione del DNA con la me-
todica PFGE (https://www.cdc.gov/pulsenet/pathogens/pfge.html).
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Acinetobacter baumannii

I1 DNA genomico ¢ stato digerito con I’enzima di restrizione Apal (New
England Biolabs) e 1 frammenti ottenuti sono stati fatti migrare per 19 h a 14°C,
con switch iniziale di 5” e switch finale di 20”. Gli isolati di A. baumannii
RUHS875 e RUH134, rappresentanti dei Cloni Internazionali I e II, sono stati uti-

lizzati come riferimento (Seifert et al. 2005).

Pseudomonas aeruginosa

La preparazione del DNA ¢ stata effettuata seguendo il protocollo ripor-
tato da Grundmann et al. 1995. | campioni sono stati fatti migrare per 25 h a 12°C
con switch iniziale di 1” e switch finale di 25”.

Il voltaggio della migrazione per tutti i campioni ¢ stata di 6 V/cm, ango-
lo di 120°; come standard di riferimento ¢ stato utilizzato il marker A ladder PFG
(New England Biolabs). E' stato utilizzato lo strumento CHEF DR III (Bio Rad
GenePath System); al termine della separazione elettroforetica il gel € stato colo-
rato per 1 ora con I’intercalante Gel Red (Biotium) 1:10000 in H,O e poi fotogra-
fato.

I profili di restrizione ottenuti sono stati analizzati e confrontati con il
programma GelCompar II (Applied Maths, Sint-Martens-Lattem, Belgio); la so-
miglianza ¢ stata valutata con I’indice di Dice (Dice 1945) mentre 1’analisi dei
clusters ¢ stata eseguita mediante “Unweighted pair-group method with mathema-

tical averaging” (UPGMA).

3.3 Multiple-locus variable number of tandem repeat anal-

ysis (MLVA)

Acinetobacter baumannii

Alcuni isolati selezionati sono stati analizzati con I’analisi MLVA. Que-
sta tecnica sfrutta la presenza di polimorfismi di sequenze di DNA ripetute in tan-
dem; il numero di ripetizioni di ciascun locus genera uno specifico codice caratte-

ristico per ogni isolato. In questo lavoro si ¢ utilizzato lo schema di amplificazio-
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ne MLVA-100,y proposto da Hauck et al. 2012 con la sola differenza che sono
state utilizzate tecniche di amplificazione mediante PCR e D’elettroforesi su gel

d’agarosio al posto dei processi automatizzati descritti nel lavoro.

3.4 Multilocus sequence typing (MLST)

Acinetobacter baumannii

L’analisi MLST ¢ stata condotta sequenziando DNA di regioni interne di
7 geni housekeeping, cpn60, fusA, gltA, pyrG, recA, rplB € rpoB6 come descritto
da Diancourt ef al. 2010. I criteri di assegnazione degli alleli e 1 profili MLST in
accordo con lo schema Pasteur sono stati consultati sul sito MLST

(http://pubmlst.org/abaumannii/) dell’Universita di Oxford.

3.5 Valutazione della suscettibilita in vitro

Sostanze saggiate

Gli antibiotici (Tobramicina, Ceftazidime, Ciprofloxacina, Imipenem,
Meropenem e Azitromicina) e le sostanze naturali (Zingerone e Mentolo) testati
sono stati ottenuti da fonti commerciali (rispettivamente Nebicina — Teofarma,
Cefsulodin — Sigma, Ciprofloxacina — Sigma, Imipenem — United States Pharma-
copeia Reference Standard, Meropenem — United States Pharmacopeia Reference
Standard, Azitromicina — Sigma, Vanillylacetone — Sigma W312401, Mentolo —
Sigma M2772), mentre 1 peptidi antimicrobici (Bac7(1-35) e BMAP-27) sono sta-
ti sintetizzati e quantificati nel laboratorio del prof. A. Tossi del Dipartimento di
Scienze della Vita dell’Universita degli Studi di Trieste secondo 1 metodi pubbli-

cati (Donati et al. 2007).

40



3.5.1 Valutazione della Minima Concentrazione Inibente (MIC)

I test di suscettibilita all’attivita antimicrobica degli antibiotici, dei pepti-
di antimicrobici e delle sostanze naturali sono stati eseguiti con il metodo della
microdiluizione in liquido seguendo le linee guida CLSI (CLSI 2016).

Gli esperimenti sono stati condotti in microtiter da 96 pozzetti con fondo
rotondo; le sospensioni contenenti 1-5 x 10° cellule batteriche/mL e diluzioni se-
riali 1:1 della sostanza in esame in MH (Difco BD™ 275730) sono state incubate
a 37°C per 24 e 48h. 1l valore della MIC ¢ stato attribuito alla piu bassa concen-
trazione della sostanza antimicrobica in grado di inibire completamente la crescita
batterica. Almeno tre esperimenti indipendenti sono stati condotti per ogni sostan-
za antimicrobica presa in esame.

Per I’interpretazione dei risultati con gli antibiotici sono stati consultati 1
breakpoints EUCAST (European Committee on Antimicrobial Susceptibility Te-
sting; Version 6.0) e in ogni test ¢ stato incluso un ceppo di riferimento (P. aeru-
ginosa ATCC 27853 o E. coli ATCC 25922, come indicato dalle linee guida) co-

me controllo di qualita.

3.5.2 Valutazione della biofilm inhibitory concentration (BIC)

La valutazione dell’attivita antibiofilm ¢ stata effettuata seguendo il pro-
tocollo descritto da Moskowitz et al. 2004. L’efficacia del trattamento ¢ stata de-
terminata mediante calcolo della BIC (biofilm inhibitory concentration), corri-
spondente alla piu bassa concentrazione di antimicrobico che causa una differenza
di assorbanza [ODsgp(6h) — ODsgg (0Oh)] minore o uguale al 10% della media di 2

controlli positivi.
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3.6 Valutazione della sinergia mediante checkerboard assay

Secondo questa metodica, tutte le concentrazioni testate della sostanza X
vengono saggiate assieme alle concentrazioni della sostanza Y, come riportato in

Fig. 16.
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Fig. 16. Rappresentazione schematica della combinazione della sostanza X (MIC = 0,5
pg/mL) con la sostanza Y (MIC = 0,75 pg/mL); i quadrati bianchi indicano assenza di crescita bat-
terica mentre quelli grigi indicano crescita batterica (Hsieh et al. 1993).

Il calcolo del Fractional Inhibitory Complex Index (FICI) determinera la
sinergia, I’indifferenza o I’antagonismo delle due sostanze. Il FICI ¢ la somma del
FIC della sostanza X, dato dal rapporto della MIC ottenuta in associazione sulla
MIC della sostanza singola, con il FIC della sostanza Y, allo stesso modo dato dal
rapporto della MIC in associazione sulla MIC della sostanza testata da sola (Fig.

17).

| X (Y)
FIC index = FICx + FIC, =
mnaex X YT (MICY) T (MIGy)

Fig. 17. Formula del calcolo del Fractional Inhibitory Complex Index. X = MIC della
sostanza X ottenuta in associazione, MICx = MIC della sostanza X da sola, Y = M della sostanza
Y ottenuta in associazione, MICy = MIC della sostanza Y da sola.
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La sinergia ¢ definita da un valore di FICI < 0,5, I’indifferenza da FICI
che va da > 0,5 fino a <4 e I’antagonismo delle due sostanza da un valore di FICI

>4,

3.7 Cinetica di crescita

Gli esperimenti d’inibizione della crescita batterica sono stati condotti
utilizzando batteri in fase logaritmica diluiti in brodo MH* fino a raggiungere una
concentrazione di 1x10° CFU/mL con e senza la sostanza antimicrobica. La cre-
scita ¢ stata condotta a 37°C con agitazione intermittente per 4 h misurando
I’assorbanza a 620 nm ogni 10 minuti con un lettore di micro-piastre Tecan Tra-

ding AG (Svizzera).

3.8 Quantificazione della produzione di biofilm

Esistono diverse metodiche per quantificare la produzione di biofilm; in
questo lavoro si ¢ utilizzato il metodo basato sulla colorazione con il cristalviolet-
to (Stepanovi¢ et al. 2007). 1 batteri cresciuti overnight vengono diluiti 1:100 in
brodo MH ed inoculati in triplicato in una microtiter di polistirene da 96 pozzetti
con volume finale di 200 pL per ogni pozzetto. Dopo 24 ore di incubazione a
37°C in condizioni statiche, si esegue una lettura spettrofotometrica a 590 nm per
valutare la crescita, 1 batteri planctonici vengono poi rimossi € ogni pozzetto lava-
to delicatamente con 200 pL di soluzione fisiologica* sterile. Il biofilm formatosi
viene fissato mediante incubazione di 1 ora a 60°C e colorato per 15 minuti con
200 pL di cristalvioletto 2% (Sigma, Saint Louis, MO, USA); successivamente 1
pozzetti vengono lavati con acqua e lasciati asciugare all’aria. La quantita di bio-
film formatasi viene valutata mediante solubilizzazione del cristalvioletto con 200
uL di acido acetico al 33% in H,O per 30’ e seguente lettura spettrofotometrica a

570 nm.
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3.9 Inibizione della formazione di biofilm

L’inibizione della formazione del biofilm ¢ stata valutata con il metodo
del cristavioletto sopra descritto. Le sostanze testate (Bac7(1-35), BMAP-27, zin-
gerone, tobramicina, I’azitromicina - sia singolarmente che in sinergia) sono state
aggiunte al momento dell’inoculo dei batteri, in modo che il biofilm si ¢ formato
in loro presenza. Le concentrazioni utilizzate sono tutte sub-inibenti e corrispon-
denti, nella maggior parte dei casi, a 2 e % il valore di MIC. Come sopra, la mi-
crotiter ¢ stata incubata a 37°C per 24 ore, quindi ¢ stata eseguita una lettura spet-
trofotometrica a 590 nm, sono state tolte le cellule planctoniche con lavaggi deli-
cati e il biofilm ¢ stato fissato a 60°C per 1 ora. Segue la colorazione con cristal-
violetto al 2%, lavaggio con acqua e asciugatura all’aria; dopo solubilizzazione
con acido acetico al 33% viene eseguito la lettura a 570 nm e conseguente calcolo

del BI (Fig. 18).

Fig. 18. Esempio di quantificazione dell’inibizione della formazione del biofilm me-
diante colorazione con cristavioletto 2%.

3.10 Microscopia confocale

La microscopia confocale (Confocal Scanning Laser Microscopy,
CSLM) ¢ una tecnica ottica mediante la quale ¢ possibile studiare la tridimensio-

nalita di campioni biologici. I biofilm prodotti dai diversi isolati sono stati infatti
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analizzati mediante la raccolta di una serie di immagini di piani paralleli che han-
no permesso poi la ricostruzione tridimensionale dell’intera struttura.

Per le analisi ¢ stato utilizzato un microscopio Nikon C1-SI, dotazione
del Dipartimento di Scienze della Vita dell’Universita degli Studi di Trieste -
Centro di Microscopia ottica (responsabile: prof. E. Tongiorgi; manager: dott. G.
Baj), con obbiettivo 20x-dry. Il biofilm ¢ stato fatto crescere su un vetrino a 12
camerette (Ibidi GmbH, Planegg, Germania) per 24 ore con o senza la sostanza
antimicrobica da testare, lavato delicatamente con soluzione fisiologica sterile e
fissato 1 ora a 60°C. Subito prima dell’analisi microscopica ¢ stata eseguita la co-
lorazione con la sonda fluorescente intercalante arancio di acridina allo 0,1% w/v
in H,O per 1 minuto e due rapidi lavaggi con acqua per togliere il colorante in ec-
cesso. Le impostazioni del fotomoltiplicatore sono state determinate con prece-
denti esperimenti ad hoc e riutilizzate ad ogni esperimento. Le immagini acquisite
mediante CSLM sono state analizzate mediante 1 software EZ-C1 Free Viewer
(Nikon Corporation, Tokyo, Giappone) e Image J 1.47 (Wayne Resband, National
Institutes of Health, Bethesda, MD, USA). Per I’elaborazione numerica della
struttura del biofilm ¢ stato utilizzato il software COMSTAT come descritto da
Heydorn et al. 2000.

3.11 Internalizzazione del peptide

L’analisi di citofluorimetria a flusso ¢ stata condotta con lo strumento
Cytomics FC 500 (Beckman-Coulter, Inc., Fullerton, CA). Per la valutazione del
livello di internalizzazione del peptide, 1 batteri in fase logaritmica, diluiti fino a
raggiungere la concentrazione finale di 1x10° CFU/mL in MHB sono stati incuba-
ti per 30’ a 37°C con il peptide Bac7(1-35)-BY, lavati ripetutamente con una so-
luzione ad alti sali* ed analizzati in presenza ed assenza della molecola quencher
Trypan Blue (TB).

I risultati sono stati analizzati con il software FCS Express3 (De Novo

Software, Los Angeles, CA).
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3.12 Integrita della membrana cellulare

L’integrita della membrana cellulare ¢ stata controllata misurata
I’internalizzazione del Propidio Ioduro (PI) mediante citofluorimetria a flusso. |
batteri in fase logaritmica diluiti ad una concentrazione di 10° CFU/mL in MHB
sono stati incubati a 37°C per tempi differenti con diverse concentrazioni del pep-
tide BMAP-27. 1l PI ¢ stato aggiunto a tutti i campioni ad una concentrazione fi-
nale di 10 pg/mL e, dopo incubazione, 1 batteri sono stati analizzati mediante cito-
fluorimetria. I risultati sono stati analizzati con il software FCS Express3 (De No-

vo Software, Los Angeles, CA), come sopra.

3.13 Inibizione della motilita

La motilita batterica ¢ stata analizzata in superficie e all’interfase tra lo
strato semi-solido del terreno (0,5 g agarosio SeaKem LE, 0,5 g triptone, 0,25 g
NaCl) e il polistirene della piastra Petri (Skiebe ef al. 2012). Le piastre sono state
preparate lo stesso giorno degli esperimenti per evitare 1’essiccamento. Gli inoculi
per visualizzare la motilita in superficie sono stati eseguiti depositando 1 pl di so-
spensione batterica sulle piastre, mentre per la motilita all’interfase depositando 1
ul di sospensione batterica in un foro nell’agarosio prodotto dal puntale di una pi-
petta automatica. Le piastre sono state sigillate con il parafilm per conservare
I’umidita e incubate overnight a 37°C. Per la misurazione dell’area di diffusione
batterica, le piastre sono state incubate un’ora a 60°C e colorate con il Blu di
Coomassie dopo aver rimosso 1'agarosio. Le aree di diffusione sono state poi foto-
grafate e misurate con il software ImageJ. Per valutare I’inibizione della motilita, 1
batteri in fase logaritmica, ad una concentrazione finale di 10° CFU/mL, sono stati
trattati per 30” a 37°C con le diverse concentrazioni di Bac7(1-35), concentrati
mediante centrifugazione, lavati con la soluzione ad alta concentrazione di sali*
per rimuovere il peptide non internalizzato e risospesi nella soluzione salina* di-

luendoli 1:100. I risultati sono la media di tre esperimenti indipendenti.
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3.14 Elastin Congo red assay

Per valutare la produzione di elastasi ¢ stata utilizzata una rielaborazione
dell’elastin Congo red assay descritto da Xu et al. 2015. I batteri, dopo crescita
overnight a 37°C, vengono diluiti 1:1000 in brodo MH e messi a incubare per 18
ore in leggera agitazione (150 rpm) a 37°C dopo 1’aggiunta della sostanza antimi-
crobica alla concentrazione desiderata. I batteri sono stati quindi centrifugati a
11.000 rpm per 3’ e il surnatante ottenuto filtrato (filtri con pori da 0,45 pm, Cor-
ning Surfactant-Free Cellulose Acetate, Corning NY, USA); dopo aver eseguito
una diluizione 1:10 surnatante filtrato/buffer A*, vengono aggiunti 5 mg/mL di
Elastin-Congo red (ECR) (Sigma, E0502-5G) e il tutto incubato per 3 ore a 37°C
in agitazione spinta (600 rpm). Terminata 1’incubazione, il campione viene centri-
fugato a 6000 rpm per 3’ in modo tale da togliere ’ECR non digerito e il surna-
tante trasferito in una piastra microtiter da 96 pozzetti per permettere la lettura
spettrofotometrica a 405 nm (Fig. 19). In ogni esperimento, il ceppo di riferimento
P. aeruginosa PAOI1, noto produttore di elastasi, ¢ stato utilizzato come controllo

interno.

Fig. 19. . Esempio di quantificazione dell’inibizione della produzione di elastasi me-
diante elastin Congo red assay.
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3.15 Soluzioni e terreni

= terreno LB (Luria Bertani)
10 g/LL NaCl
10 g/ Triptone
5 g/l Estratto di lievito
I mL NaOH IM
A volume con H,O deionizzata

(+1,5 % agar per terreno solido)

* Soluzione fisiologica tamponata (pH = 7.2)
1,2 g/L Na,HPOy, anidro
0,22 g/I. NaH,PO4 anidro
8,5 g/L NaCl

A volume con H,O deionizzata

= Buffer A (Elastin Congo red)
100 mM Tris-HCI pH 7.0
1 mM CacCl,

A volume con H,O deionizzata

= Soluzione ad alta concentrazione di sali
10 mM Na-fosfato
400 mM NacCl
10 mM MgCl,
pH 7.2
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4. Risultati: Acinetobacter baumannii

4.1 Individuazione di un cluster epidemico di A. bauman-
nii in un ospedale triestino e caratterizzazione del ceppo respon-

sabile

A partire dal gennaio 2011, in un Ospedale Triestino si ¢ assistito ad un
rapido aumento degli isolamenti di A. baumannii da pazienti ricoverati in reparti
diversi. Poiché si trattava in maggioranza d’isolati resistenti ai carbapenemi (Car-
bapenem Resistant Acinetobacter baumannii, CRAB), che fino a quel momento
erano stati rinvenuti solo molto raramente nell'ospedale, ¢ stata sospettata la pre-
senza di un cluster epidemico. I paragrafi successivi riportano l'identificazione e
la caratterizzazione del ceppo epidemico. Per meglio comprendere 1'origine di
quest'ultimo, sono anche state condotte delle analisi retrospettive su tutti i CRAB
raccolti nei 5 anni precedenti nello stesso ospedale. La tabella 4 riassume le carat-

teristiche degli isolati inclusi nell'analisi.

Tabella 4. Caratteristiche principali degli isolati presi in considerazione nello studio.

Tipo d’isolati Periodo Num’e.tro to.tale Note
d’isolati
Isolati del periodo Gennaio-agosto 54 Isolati consecutivi da pazienti
epidemico 2011 diversi, non selezionati
Isolati d.e} > annt Tutti i CRAB registrati nel
precedenti il periodo 2006-2010 11
epidemico periodo
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4.1.1 Identificazione del cluster epidemico mediante analisi

di macrorestrizione

L’analisi mediante macrorestrizione dei 54 isolati di A. baumannii rac-
colti nel 2011 durante ’epidemia ha permesso di riconoscere 6 differenti profili
PFGE (A-F) (Fig. 20 e 21). Il cluster E include 48 isolati (89%), tutti resistenti
all’Imipenem ed ¢ quindi considerato corrispondente al ceppo epidemico. Tutti 1
CRAB raccolti in questo periodo appartengono infatti a questo gruppo, con

I’eccezione del 406, assegnato al gruppo F. I gruppi A-D ed F sono tutti formati

da uno o due isolati.

group A B C D F E E E E: E
isolate* M 445 438 199 M 414 406 M 229 233 404 420 432 M

L Rl RAE

= B
—
-
S
——
.o
-
-
.-
s
o
-

Fig. 20. Profili di restrizione ottenuti mediante PFGE dei 6 isolati rappresentativi di 4.
baumannii. 1 frammenti di DNA sono stati ottenuti con digestione del DNA genomico mediante
I’enzima Apal e separati mediante PFGE. Il numero identificativo di ciascun isolato e il relativo
gruppo PFGE sono riportati sopra I’immagine. *M: marker del peso molecolare (lambda ladder).
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‘ 231 2009 oxA23 o+ .
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Fig. 21. Dendrogramma basato sulla somiglianza dei profili generati dalla digestione
del DNA genomico con Apal. Sono stati inclusi sia i 54 isolati raccolti nel 2011 che i CRAB rac-
colti precedentemente. RUH845 e RUH 134, rappresentanti, rispettivamente, degli ICs I e II, sono
stati aggiunti come confronto. I profili di DNA sono stati analizzati con ’ausilio del software
GelCompare 1T v. 4.0 (Applied Maths). I livelli di similarita, osservabili nella scala in alto, sono
stati calcolati con il coefficiente di Dice. a: assegnazione al gruppo PFGE ottenuto mediante ma-
crorestrizione con Apal; b: portatori dell’integrone classe 1 contenente le cassette aacA4, catB§ e
aadAl; c: percentuale di somiglianza con il pattern VRBA di riferimento (vedi Tab. 6).
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4.1.2 Caratterizzazione del ceppo epidemico

Lignaggio e antibiotico resistenza

L’analisi MLST (Milan et al. 2016) degli isolati ha dimostrato che il
ceppo epidemico appartiene al Sequence Type (ST) 2, che rientra nel Clone Inter-
nazionale II (Diancourt ef al. 2010); presenta un fenotipo di resistenza ai farmaci
di tipo esteso (Magiorakos et al. 2012) e resistenza ad alto livello nei confronti

degli aminoglicosidici (Tab. 5).

Tabella 5. Profili di suscettibilita agli antibiotici dei diversi gruppi PFGE di A. baumannii

) A (2Y) B(l) C(2Y D (1) F(l) E (58)

PFGE group

(no. of isolates in the group) miIc® MICsy MICo®
Antimicrobial agent

Gentamicin 128 >512 >512 >512 4 >512 >512
Tobramycin 512 64 >512 256 1 >512 >512
Amikacin 64 + 128 128 + >512 >512
Imipenem 1 2 16, 2° 2 16 16 16
Ciprofloxacin 128 256 256 256 128 256 >256
Levofloxacin 32 64 32 32 16 64 64
Ticarcillin/clavulanic acid 64/2 32/2 256/2 32/2 >256/2 >256/2 >256/2
Ceftazidime 64 64 64 64 128 64 128
Cefotaxime 256 256 256 256 >256 >256 >256
Cefepime 16 64 16 64 128 64 128
Trimethoprim/sulfamethoxazole >16/304 2/38 >16/304 >16/304 2/38 >16/304 >16/304
Ampicillin/sulbactam ND ND ND ND ND 16/8 32/16
Colistin 1 2 1 0.5 2 1 1
Tetracycline 8 8 4 8 >128 >128 >128

a- 1due isolati del gruppo hanno stessa MIC con eccezione per I’Imipenem nel gruppo C;
b- ivalori di MIC sono espressi in mg/L;

c- 1ivalori della MIC dei due isolati erano diversi ma sono riportati entrambi;

ND non fatto, PFGE elettroforesi in campo pulsato, MIC minima concentrazione inibente

Determinanti di resistenza

La ricerca delle principali carbapenemasi di 4. baumannii mediante PCR
Multiplex (Woodford et al. 2006) negli isolati del gruppo E ha evidenziato la pre-
senza del gene blapxa-23.iike, che € stato confermato come allele OXA-23 mediante
sequenziamento del DNA. Tutti gli isolati inoltre possiedono il gene bla,y,-5i-rike
tipico di A. baumannii. L’amplificazione mediante PCR (Doi and Arakawa 2007)
ha inoltre dimostrato la presenza del gene armA in tutti i componenti del gruppo

E, come le resistenze agli aminoglicosidici suggerivano. Infine, tutti gli isolati
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epidemici possiedono un integrone di classe 1, la cui regione variabile presenta
una lunghezza di circa 2300 pb e contiene le cassette aacA4, catB8 e aadAl. Que-
sta sequenza di cassette geniche ¢ stata gia osservata in altre specie batteriche, tra
le quali Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa

(Karah et al. 2011).

4.1.3 Correlazione con CRAB raccolti nei 5 anni precedenti

I'epidemia.

Per chiarire la provenienza del ceppo epidemico, sono stati analizzati tut-
ti 1 CRAB isolati nello stesso ospedale nei 5 anni precedenti 1'epidemia. L'analisi
di macrorestrizione di questi ceppi indica che 1 CRAB isolati nel 2009-2010 ap-
partengono allo stesso cluster del ceppo epidemico (cluster E) e possono quindi
essere ritenuti ad esso correlati (Fig. 21). Al contrario, I'unico isolato del 2006 ha
un pattern completamente diverso. La correlazione tra gli isolati del 2009-2010 e
quelli del 2011 ¢ supportata anche dalla presenza dei geni blaOXA-23 e armA e
dello stesso integrone.

Infine, tre isolati "storici" e quattro isolati del periodo epidemico sono
stati confrontati mediante analisi MLV A (Hauck et al. 2012). Come si puo osser-
vare nella Tab. 6 ’isolato 404, raccolto 4 mesi prima dello scoppio dell’epidemia,
e gli isolati 408 e 420 presentano un profilo MLVA identico, che ¢ stato preso
come rappresentativo del gruppo epidemico. Gli isolati 432 e 463 presentano un
livello di similitudine compreso tra il 70% e il 90% con gli isolati 229 e 233 rac-
colti rispettivamente nel febbraio 2009 e gennaio 2010. Complessivamente questi
risultati dimostrano che il ceppo epidemico era gia presente nell’ospedale due an-
ni prima dello scoppio dell’epidemia. Il ceppo 199, unico CRAB isolato nel pe-

riodo 2006-2008, risulta invece estraneo.

53



Tabella 6. MLVA di isolati selezionati.

MLVA pattern

% simili-
Isolato Ab_3530  Ab_3002 Ab_2240  Ab_1988  Ab_3406 Ab_0826 Ab_0845  Ab_2396 Ab_3468  Ab_0017  tudine con

referenza

199 6 8 1 8 10 10 16 20 12 11 10
229 7 7 4 9 10 8 12 17 12 11 70
233 7 7 4 9 8 8 12 17 12 9 70
404 7 7 4 9 8 8 12 16 12 13 100
406 7 7 4 9 8 8 12 20 12 20 80
408 7 7 4 9 8 8 12 16 12 13 100
420 7 7 4 9 8 8 12 16 12 13 100
432 7 7 4 9 8 8 12 20 12 9 80
463 7 7 4 9 8 8 12 16 12 12 90

Gli isolati nel riquadro blu sono stati raccolti durante il periodo epidemico. Tutti gli isolati appar-
tengono al ST 2 e possiedono la B-lattamasi OXA-23-like con 1’eccezione dell’isolato 199 del 2006 che ap-
partiene al ST 676 e presenta una B-lattamasi OXA-58-like. Gli isolati 404, 408 e 420 hanno un profilo iden-
tico che viene considerato come quello di riferimento del ceppo epidemico per la comparazione degli altri.
MLVA, multiple-locus variable number of tandem repeat analysis.

4.1.4 Discussione

La tipizzazione degli isolati raccolti nell’Ospedale di Cattinara,
Trieste, ha dimostrato I’ampia prevalenza (89%) di un unico profilo di macrore-
strizione, individuato quindi come appartenente ad un cluster epidemico. Il ceppo
responsabile apparteneva all’IC-2, presentava resistenza di tipo esteso agli antimi-
crobici ed era caratterizzato, in particolare, da resistenza ai carbapenemi e a diver-
st aminoglicosidici (quest’ultima ad alto livello), mentre era sensibile al colistin.
La ricerca dei determinanti genici di resistenza ha dimostrato la presenza dei geni
blaoxa-23, € armA. Quest’ultimo codifica una 16S rRNA metilasi, la cui presenza
giustifica le alte MIC (>512) di amikacina, gentamicina e tobramicina (Doi and
Arakawa 2007). La carbapenemasi blaoxa-23 € probabilmente responsabile della
resistenza ai carbapenemi, dal momento che la ricerca di altri determinanti
(blawp, blayiv, blanpm, blasiv, blaxec, blaciv € blaoxaias-iike, dati non mostrati) in

due isolati presi a campione, ha dato esito negativo.
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Uno studio svoltosi in Italia nel 2014 ha dimostrato che nel nostro
paese circolano principalmente due cloni di A. baumannii, appartenenti ai Se-
quence Type 2 e 78 (Principe ef al. 2014). 11 ST2 ¢ correlato all’IC-2 ed ¢ quello
prevalente, mentre il secondo ¢ tipicamente diffuso in Italia (“Italian clone™).
Inoltre, le carbapenemasi di tipo OXA-23 sono largamente quelle piu diffuse. Il
ceppo isolato a Trieste rientra quindi bene in questo quadro, ma presenta in piu la
metilasi ArmA. Prima del caso di Trieste, questa era stata descritta solo una volta
in ceppi isolati in Italia, € non ¢ stata piu riportata successivamente. E' pero inte-
ressante notare che nel 2009 in Norvegia ¢ stato descritto un ceppo con le stesse
caratteristiche di quello di Trieste (presenza di blaoxa-23, armA e pertino lo stesso
integrone) in un paziente proveniente dall’Italia. E' quindi possibile che la diffu-
sione di questo ceppo nel nostro Paese sia stata sottostimata. L.’analisi retrospetti-
va degli isolati raccolti nell’ospedale di Cattinara negli anni precedenti 1’epidemia
ha dimostrato, peraltro, che il ceppo epidemico ¢ stato isolato per la prima volta
nell’ospedale proprio nel 2009. In quell'anno, il numero d’isolamenti di 4. bau-
mannii resistente ai carbapenemi € rimasto estremamente limitato (4 isolati in tut-
to), e di conseguenza il fatto non ha causato particolari allarmi. Tuttavia, le misu-
re di controllo applicate routinariamente non si sono dimostrate efficaci e, a di-
stanza di un paio d’anni, negli otto mesi del 2011 a cui si riferisce lo studio, lo
stesso ceppo ¢ stato isolato da 54 pazienti in 14 reparti diversi. Poiché all’inizio
sono stati coinvolti pazienti anziani, affetti da malattie croniche, che si sono spo-
stati piu volte tra 1 tre reparti medici dove si ¢ verificata la maggior parte dei casi,
¢ probabile che siano stati proprio questi pazienti a veicolare la disseminazione
del ceppo. E’ anche degno di nota il fatto che, contrariamente a quanto succede
nelle epidemie causate da A. baumannii, nel caso di Trieste le ICU sono state inte-
ressate solo molto marginalmente.

Questo studio sottolinea quindi la necessita di adottare misure di
controllo molto stringenti per il controllo delle infezioni da CRAB, anche in pre-

senza di pochi casi, apparentemente isolati.
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4.2 Attivita del peptide Bac7(1-35) nei confronti di A.

baumannii

La maggior parte delle infezioni causate da 4. baumannii si verifica in
pazienti critici, ricoverati in unita di terapia intensiva. Si calcola che A. baumannii
possa causare fino al 20 % delle infezioni che si manifestano in questi pazienti
(Lee et al. 2017). Gran parte del successo di questa specie ¢ probabilmente dovuto
alla sua straordinaria capacita di acquisire antibiotico-resistenze, capacita che ¢
particolarmente evidente nei ceppi appartenenti ai cloni internazionali 1 e 2, che
sono quasi sempre MDR. L’opzione terapeutica di scelta per questi ceppi € costi-
tuita dai carbapenemi, ma negli ultimi anni sono stati sempre piu frequentemente
isolati ceppi resistenti anche a questa classe di antibiotici, tanto che in un report
pubblicato nel 2017 1’Organizzazione Mondiale della sanita ha classificato A.
baumannii tra le specie per le quali lo sviluppo di nuovi antibiotici ¢ di assoluta
priorita (“WHO | Global Priority List of Antibiotic-Resistant Bacteria to Guide
Research, Discovery, and Development of New Antibiotics” 2017). In attesa di
nuove molecole attive, la diffusione di ceppi XDR ha forzato la reintroduzione di
un farmaco degli anni *60, il colistin, al quale 4. baumannii ¢ generalmente anco-
ra sensibile, anche se ceppi colistin-resistenti sono gia stati riportati (Da Silva and
Domingues 2017).

Questa drammatica situazione sollecita la ricerca di nuove alternative te-
rapeutiche, sia di tipo antibiotico, che di tipo diverso. Tra queste ricordiamo ad
esempio 1 fagi, le sostanze di origine vegetale ed 1 peptidi antimicrobici (Lee et al.
2017). Diversi peptidi in grado di inibire la moltiplicazione di 4. baumannii sono
gia stati descritti (Benincasa et al. 2004; Pires ef al. 2015; Peng et al. 2017). In
questa tesi ¢ stata studiata I’attivita di Bac7(1-35) verso la formazione di biofilm e
la motilita. A questo scopo ¢ stato scelto un pannello di 7 isolati clinici, le cui ca-
ratteristiche principali sono riportate in Tab. 7. Il pannello comprende isolati non
geneticamente correlati, provenienti da materiali diversi. Sono stati inclusi sia
rappresentanti dei due principali cloni internazionali (uno dei quali appartenente

al clone epidemico descritto nei paragrafi precedenti) che ceppi al di fuori di que-
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sti. Il ceppo tipo della specie A. baumannii (ATCC 19606) ¢ stato inserito per

confronto.

Tabella 7. Caratteristiche dei ceppi di A. baumannii utilizzati

Ceppo I(;iui(;%?ain&::::g Origine Clone ig?s[:le(:l‘zi; Biofilm® Referenze*
S6A  PD 1999 ~ caetre g 0.548+0,093 A
vascolare
215B TS, 2007 Sangue S MDR 0,910,121
39A  PD,1990  Sangue S 0,592+0,105 A
7B TS, 1996 bASp‘“.“O 1 MDR 02710032 A
ronchiale
420 TS, 2011 Urine 2 XDR 0,250,043 B
1058 Aviano, Catetere S 0.569+0,085 A
1997 vascolare
3B TS,199¢ /Aspirato 0,814+0,087 A
bronchiale

*A: Gombac et al. 2002; B: Milan et al. 2016
YLa produzione di biofilm ¢ stata valutata con il metodo del cristalvioletto (Stepanovié et

al. 2007). Viene riportata la media delle letture della DOs; basata su almeno 3 esperimenti
+SEM.

4.2.1 Attivita antibatterica di Bac7(1-35)

L’attivita antimicrobica del peptide Bac7(1-35) ¢ stata analizzata
con il metodo della microdiluizione in brodo. Il peptide ha mostrato di inibire la
crescita di tutti gli isolati a basse concentrazioni, con valori di MIC compresi tra 2

e 4 uM (corrispondenti a 8,4 ¢ 16,8 pg/mL) (Tab. 8).
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Tabella 8. Attivita antimicrobica di Bac7(1-35) nei confronti di 4. baumannii

420 4 39A 2

7B 4 3B 4
56A 4 215B 2
105B 2 ATCC 19606 4

*I valori di MIC derivano da 3 esperimenti indipendenti con risultati comparabili.

La sensibilita di 7 ceppi al peptide Bac7(1-35) ¢ stata controllata an-
che mediante lo studio della curva di crescita (Fig. 22). Con questa tecnica ¢ pos-
sibile osservare gli effetti sulla crescita batterica nelle prime 4 ore dopo ’aggiunta
della sostanza antibatterica. Dall’immagine si osserva che 1’effetto del peptide uti-
lizzato ad una concentrazione sub-inibente ¢ diverso negli isolati testati, nonostan-
te il valore di MIC sia comparabile per tutti. La cinetica di crescita dei ceppi 7B,
215B e 420 viene rallentata ad una concentrazione di 0,5 uM (2,1 ug/mL) e com-
pletamente inibita a 1 uM (4,2 pg/mL). Quest’ultima concentrazione causa un ef-
fetto molto meno evidente nei ceppi 3B, 39A ¢ 105B e risulta essere completa-

mente inefficace nei confronti del ceppo S6A.
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Fig. 22. Cinetica di crescita di A. baumannii in presenza di Bac7(1-35) a concentrazioni sub-

inibenti. I risultati sono la media + la deviazione standard di 3 analisi indipendenti.

4.2.2 Inibizione della formazione del biofilm

L’attivita di inibizione della formazione del biofilm di 4. baumannii del
peptide Bac7(1-35) ¢ stata valutata sia con il metodo del cristal violetto (CV)
(Stepanovic et al. 2007) che mediante esperimenti di microscopia confocale.

Con la tecnica del CV si ¢ osservato che il peptide, utilizzato ad una con-
centrazione di 1 pM (4,2 pg/mL), causa un’inibizione della formazione del bio-
film che varia dal 15 all’84%; a concentrazioni piu basse invece 3 ceppi (7B,
215B e 39A) presentano un apparente incremento della produzione del biofilm
(fino al 32%), probabilmente dovuto ad un meccanismo di difesa attivato dai bat-

teri in condizioni di stress (Fig. 23).

attivita di Bac7(1-35) sulla formazione di biofilm

i

[ o =
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: [
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P . 00,25 uM

3 *

£ < - _ 0,5 uM

'é * Wigm
38 39A 1058 56A ATCC

19606
ceppo di A. baumannii

Fig. 23. Attivita del peptide Bac7(1-35) sulla formazione del biofilm. I dati sono espres-
si come percentuale sul controllo £ SEM e sono la medie di tre esperimenti eseguiti in triplicato.

*p< 0,01, test Anova.

Per capire nel dettaglio 1’azione del peptide sono stati condotti esperi-
menti di microscopia confocale. Il biofilm in questo caso ¢ stato fatto crescere, per

esigenze tecniche, su vetrino per 24 ore, fissato e colorato con la sonda fluore-
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scente Acridine Orange. Nel confrontare la produzione del biofilm prodotto negli
esperimenti condotti con il CV e in microscopia confocale ¢ da tenere conto che il
differente substrato utilizzato potrebbe alterarne lo sviluppo.

Le immagini mostrano delle differenze notevoli nella produzione di bio-
film da parte dei ceppi studiati (Fig. 24) sia per quanto riguarda la quantita che la

struttura.

39A + 1 uM 215A + 0,5 pM

420 + 0,5 pM ; 105B 1058 + 1 pM

56A + 1 pM 7B+ 0.5 uM

3B+ 1uM

Fig. 24. Microscopia confocale del biofilm dei ceppi di 4. baumannii senza e con
Bac7(1-35) 1 uM (4,2 pg/mL); obj 20x-dry.

I ceppi 39A, 105B e 3B formano dei grandi aggregati, il ceppo 215B
forma una specie di reticolo e gli altri ceppi danno origine a un biofilm piuttosto

omogeneo. Le immagini mostrano anche il risultato del trattamento con Bac7(1-

61



35). La concentrazione di Bac7(1-35) riportata in figura per 1 diversi ceppi (0,5 o
1 uM) ¢ la piu alta concentrazione che permette di apprezzare la struttura del bio-
film residuo. Bac7(1-35) inibisce completamente la formazione dei macro-
aggregati nei ceppi 3B e 39A, mentre non ha nessun effetto sul ceppo 105B. La
struttura del biofilm formato dagli altri ceppi risulta diradata in seguito al tratta-
mento. Questo effetto, che ¢ dose dipendente, si puod apprezzare meglio osservan-
do I’elaborazione tridimensionale del biofilm, come mostrato, a titolo di esempio,

per il ceppo 3B (Fig. 25).

CTRL Bac7(1-35)0,25pM  Bac7(1-35) 0,5 uM Bac7(1-35) 1 uM

.
N

Fig. 25. Immagine tridimensionale della struttura del biofilm con 1’aggiunta del peptide
Bac7(1-35) a diverse concentrazioni.

L’analisi semi-quantitativa effettuata mediante il software COMSTAT
(Heydorn et al. 2000) ha evidenziato come la maggior parte dei ceppi risponda al-
la presenza di Bac7(1-35) con un calo della biomassa totale rispetto ai controlli,
anche se in misura diversa. Ad esempio, il ceppo 7B sembra essere molto sensibi-
le all’effetto inibente di Bac7(1-35), mentre il ceppo 105B lo ¢ molto meno. In
presenza di Bac7(1-35) 1 uM 1 ceppi subiscono un calo di biomassa compreso tra
il 15 e i1l 98%. Fa eccezione il ceppo 39A, per il quale il campione contenente
Bac7(1-35) 1 uM non differisce significativamente dal controllo. In molti casi si

osserva un effetto d’inibizione anche a concentrazioni inferiori di Bac7(1-35), so-
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lo il ceppo 56A sembra aumentare la quantita di biofilm prodotto alla concentra-

zione sub-inibente dello 0,25 uM (1 pg/mL) (Fig. 26).

biomassa

mcontrollo
B0, 25 M
20,5 M
E10mM

3B 7B 420 394 1058 56A 2158
ceppo di A. baumannii

Fig. 26. Analisi semi-quantitativa della biomassa del biofilm prodotto da 4. baumannii
in assenza (controllo) o in presenza di Bac7(1-35) a concentrazioni sub-inibenti. Media di due
esperimenti con due letture ciascuno + SEM.

Risulta inoltre evidente che il peptide altera la struttura del biofilm di tut-
ti 1 ceppi, aumentando 1’eterogeneita dell’organizzazione tridimensionale. Questo
dato ¢ indicato dall’aumento del coefficiente di rugosita (Fig. 27), che si verifica
nei campioni trattati con Bac7(1-35) di tutti 1 ceppi. La cosiddetta rugosita forni-
sce una misura di quanto lo spessore del biofilm cambi sulla superficie, indicando

di conseguenza I’eterogeneita della struttura (Heydorn et al. 2000).
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Fig. 27. Coefficiente di rugosita calcolato mediante software COMSTAT del
biofilm prodotto da A. baumannii in assenza (controllo) o in presenza di Bac7(1-35) a concentra-
zioni sub-inibenti. Media di due esperimenti con due letture ciascuno + SEM.

4.3 Effetto del peptide Bac7(1-35) sulla motilita di 4. bau-

mannii

La motilita di A. baumannii risulta essere ancora oggetto di controversie
tra 1 microbiologi; diversi articoli, anche di recente pubblicazione, continuano a
descrivere questo microrganismo come immobile, ma in realta esso puo presenta-
re diversi tipi di movimento, che includono twitching, sliding e ditching. Questi
movimenti non sono pero presenti in tutti gli isolati (Skiebe et al. 2012).

I sette isolati di questo studio sono stati analizzati per controllare la pre-
senza di motilita superficiale (s/iding o ditching) e all’interfase (twitching). Tutti
gli isolati hanno dimostrato di avere motilita superficiale, che solo nel caso del
ceppo 3B assumeva forma di ditching (Fig. 28 A). Tuttavia, il movimento era mol-
to irregolare e si prestava male ad un’analisi quantitativa. Cinque ceppi mostrava-

no motilita di tipo twitching all’interfase. In questo caso, venivano formate delle
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aree di diffusione circolari facilmente misurabili (Fig. 28B), per cui ¢ stato deciso

di valutare 1’effetto di Bac7(1-35) su questo tipo di motilita.

Fig. 28. Diversi tipi di motilita di A. baumannii. A: motilita ditching del ceppo 3B. B:
motilita di tipo twitching all’interfase del ceppo 7B.

A questo scopo, 1 batteri in fase logaritmica di crescita sono stati esposti
a concentrazioni sub-letali del peptide per 30 minuti, trascorsi 1 quali esso ¢ stato
allontanato e 1 batteri sono stati inoculati nel terreno. L’esposizione a Bac7(1-35)
riduce le aree di diffusione di 4 ceppi su 5 gia alla concentrazione piu bassa tra
quelle utilizzate, ovvero 0,25 uM (1 pg/mL) (Fig. 29). L’inibizione della motilita
¢ dose dipendente. Il ceppo 105B fa eccezione, in quanto non risente dell’attivita
del peptide neanche alla concentrazione piu alta testata (1uM-4,2 pg/mL) (Fig.
29).

attivita di Bac7(1-35) sulla motilita twitching
a 100 I
-
- S
=
© .
8 60 00,25 pM
£
3 a0 — 0,5 kM
§ WipM
20 H —
1}
76 04 564 1058 2158
ceppo di A. boumannil

Fig. 29. I valori sono espressi come percentuali sul controllo basate sui diametri delle
aree di diffusione. Media di tre esperimenti eseguiti in triplicato +SEM. *p< 0,01, test di Anova.
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Per controllare che 1’inibizione non dipendesse dall’effetto battericida del peptide,
¢ stata verificata la vitalita delle cellule batteriche a seguito di un trattamento
identico a quello effettuato per lo studio della motilita, utilizzando Bac7(1-35) 0,5
uM (2,1 pg/mL). Dopo 30’ di esposizione non si osserva una diminuzione del
numero di CFU/mL in alcun ceppo rispetto all’inoculo iniziale (Fig. 30). Inoltre ¢
possibile osservare un effetto batteriostatico del peptide su tutti i ceppi tranne il

56A, come del resto gli esperimenti di cinetica di crescita facevano supporre.
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CTRLO »CTRL30 wBac

Fig. 30. Conte vitali di 4. baumannii dopo trattamento di 30’ con Bac7(1-35) 0,5
uM . CTRL 0 = controllo al tempo 0; CTRL 30 = controllo dopo 30 minuti a 37°C, senza peptide;
Bac = Batteri trattati con Bac7(1-35) per 30 minuti. Media di tre esperimenti +SEM

Tuttavia, per I’effetto combinato della crescita batterica nei controlli e
dell’attivita batteriostatica del Bac7(1-35) nei trattati, dopo 30 minuti
d’incubazione il numero dei batteri trattati ¢ un po’ piu basso di quello dei con-
trolli (Fig. 30). E’ stato percio effettuato un ulteriore esperimento, mirato a verifi-
care I’influenza di un calo di CFU sulla motilita. A questo scopo, sono state con-
frontate le aree di diffusione ottenute dopo trattamento con Bac7(1-35) e dopo di-
luizione 1:10 o 1:30 del controllo. Un esempio di risultati ¢ mostrato in figura 31:
come si puo vedere, ¢ necessario diluire il ceppo 39A di ben 30 volte per ottenere
un effetto sulla motilita comparabile a quello di 30 minuti di trattamento con
Bac7(1-35) 0,5 uM (2,1 pg/mL). L'inibizione della motilita non sembra quindi es-

sere dovuta ad un calo di vitalita.
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Figura 31. Aloni di diffusione del ceppo 39A. 1: controllo; 2: trattato con 0,25 pM
Bac7(1-35); 3: trattato con 0,5 pM Bac7(1-35); 4: trattato con 1 uM Bac7(1-35); 5: diluizione 1:10
del controllo; 6: diluizione 1:30 del controllo.

4.4 Internalizzazione del peptide Bac7(1-35) nelle cellule di

A. baumannii

Per valutare se il peptide Bac7(1-35) fosse in grado di entrare nelle cellu-
le di A. baumannii e se ci fossero delle differenze nel livello di internalizzazione
dei diversi ceppi sono stati effettuati degli esperimenti di citofluorimentria con
Bac7(1-35)-BY, in collaborazione con le proff. Benincasa e Pacor, dell’Universita
di Trieste. Dopo 30’ di trattamento delle cellule con il peptide ad una concentra-
zione pari allo 0,5 uM (2,1 pg/mL), 1 batteri sono stati analizzati con e senza la
molecola guencher Trypan Blue. I dati ottenuti indicano una buona entrata del
peptide anche se a livelli diversi in base al batterio analizzato (Fig. 32); infatti 1
ceppi 7B, 3B, 420 e 215B mostrano una buona fluorescenza intracellulare, che ri-

sulta invece inferiore nei batteri 39A, 56A ¢105B.

67



=-TB u+TB

7B 3B 420 215 39A S6A 1058

Fig. 32. Valutazione del livello d’internalizzazione del peptide Bac7(1-35)
all’interno di 4. baumannii. MFI: Intensita Media della Fluorescenza. Media di tre esperimen-
ti+SEM

4.5 Discussione

Lo scopo del lavoro svolto ¢ stato quello di valutare gli effetti del peptide
Bac7(1-35) su due caratteristiche di 4. baumannii correlate alla virulenza, ovvero
la capacita di formare biofilm e la motilita.

Lo studio ¢ stato condotto su un pannello di sette ceppi, scelti per la loro
diversita di lignaggio e di capacita di produrre biofilm (Tab. 7).

Il peptide ha dimostrato di avere MIC comparabili verso le forme planc-
toniche dei ceppi, con valori compresi tra 2 ¢ 4 uM (8,4 e 16,8 pg/mL) (Tab. 8).
Tuttavia, lo studio delle curve di crescita in presenza di quantita sub-inibenti di
Bac7(1-35) ha permesso di dividere 1 ceppi in tre gruppi: il primo (7B, 215B e
420) costituito da ceppi molto sensibili, che presentano un calo di crescita gia con
Bac7(1-35) 0,5 uM (2,1 pg/mL); un secondo gruppo (39A e 3B) di suscettibilita
intermedia, che viene inibito da Bac7(1-35) 1 uM (4,2 ug/mL); ed infine un terzo
gruppo (105B e 56B), poco sensibile, la cui crescita viene inibita poco o nulla an-
che da quest’ultima concentrazione del peptide (Fig. 22). Lo studio delle curve di
crescita si ¢ rivelato utile per valutare 1’effetto del peptide sulla crescita delle cel-
lule in forma planctonica e ha permesso di evidenziare delle differenze di suscet-
tibilita che con le MIC non erano state colte.

Per studiare 1’effetto del peptide sulla formazione di biofilm ¢ stata dap-

prima usata la quantificazione mediante colorazione con cristal violetto. In questo
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saggio il comportamento dei vari ceppi € risultato piuttosto diversificato: alla con-
centrazione piu alta (1 uM (4,2 pg/mL), pari a %2 - 1/4 della MIC) tutti 1 ceppi mo-
stravano una riduzione della quantita di biofilm prodotto. Alle concentrazioni in-
feriori, pero, alcuni ceppi risultavano inibiti, mentre altri sembravano produrre piu
biofilm (Fig. 23). Anche se il cristal violetto lega il DNA, presente soprattutto nel
nucleoide delle cellule, non ¢ facile stabilire se le variazioni riscontrate siano do-
vute ad una diminuzione delle cellule attaccate al substrato o ad una variazione di
produzione della matrice. Un aumento di produzione di quest’ultima potrebbe
avere il significato di una reazione di difesa da parte dei batteri in seguito
all’esposizione alla sostanza tossica.

Per studiare piu approfonditamente I’effetto del Bac7(1-35), le immagini
del biofilm sviluppatosi per 24 ore con e senza peptide sono state acquisite al mi-
croscopio confocale (Fig. 24). Queste hanno prima di tutto evidenziato delle diffe-
renze notevoli nella struttura del biofilm formato dai diversi ceppi. I ceppi 39A,
105B e 3B formano dei grandi aggregati, il ceppo 215B forma una specie di reti-
colo e gli altri ceppi danno origine ad un biofilm omogeneo. Non sempre il dato
quantitativo ottenuto con il cristal violetto correla con le immagini acquisite al
microscopio confocale. Tuttavia, i ceppi che formano 1 macro-aggregati risultano
produttori medio-forti anche con il primo metodo, mentre i ceppi 420 e 7B, che
risultano scarsi produttori con il cristal violetto (Tab. 7), al confocale mostrano
una struttura piatta e piuttosto omogenea (Fig. 24).

L’effetto piu evidente della presenza di Bac7(1-35) nel terreno di cresci-
ta durante la formazione del biofilm ¢ I’inibizione della formazione dei grandi ag-
gregati prodotti dai ceppi 39A e 3B. Entrambi sono produttori medio-forti (Tab.
7) e mostrano una suscettibilita intermedia per quanto riguarda la cinetica di cre-
scita (Fig. 22). Il ceppo 105B, che forma macro aggregati simili a quelli dei primi
due ceppi, risulta invece completamente insensibile all’azione del peptide: infatti
gli aggregati vengono formati anche in presenza di Bac7(1-35) 1 uM (4,2 pg/mL)
(Fig.24). Interessante notare che questo ceppo ¢ poco sensibile anche nei saggi di

crescita (Fig. 22).
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Elaborando le immagini con il software COMSTAT, si ¢ visto che il pep-
tide provoca un calo nella biomassa del biofilm in tutti 1 ceppi, anche se in quanti-
ta diverse. In particolare, il ceppo 105B mostra un calo molto esiguo, in accordo
con quanto rilevato visivamente (Fig. 26). Infine, I’esposizione al peptide provoca
in tutti 1 ceppi un aumento del coefficiente di rugosita, che testimonia
un’aumentata eterogeneita della struttura, probabilmente legata al diradamento.

I saggi di motilita twitching hanno dimostrato che I’esposizione delle cel-
lule batteriche a concentrazioni sub-inibenti di peptide per 30 minuti ¢ in grado di
inibire la motilita di 4 ceppi di 4. baumannii dei 5 testati. Il ceppo non sensibile ¢
ancora una volta il 105B. Tutti gli altri mostrano un’inibizione dose-dipendente,
che ¢ gia evidente, anche se non molto pronunciata, alla concentrazione 0,25 uM
(1 pg/mL) di peptide, che ¢ 8-16 volte inferiore alla MIC. I controlli effettuati
inoltre dimostrano che le condizioni in cui sono stati effettuati gli esperimenti non
sono tali da provocare un calo di vitalita dei batteri. L’effetto anti motilita, quin-
di, sembra essere diverso dall’uccisione delle cellule e basarsi su un meccanismo
alternativo, al momento non conosciuto.

E’ noto che Bac7(1-35) penetra nelle cellule di E. coli ed interagisce con
delle proteine ribosomiali (Mardirossian et al. 2014). Gli esperimenti di uptake
condotti con il peptide bodipilato hanno dimostrato che anche 4. baumannii ¢ in
grado d’internalizzare il peptide, anche se non tutti 1 ceppi lo fanno con la stessa
efficienza (Fig. 32). E’ possibile notare una certa correlazione tra la suscettibili-
ta/resistenza di un ceppo e la quantita di peptide internalizzato: ad esempio, 1 cep-
pi 7B, 420 e 215B, inseriti nel gruppo dei piu sensibili per quanto riguarda le cur-
ve di crescita e che mostrano un calo di produzione di biomassa in presenza di
Bac7(1-35), sembrano avere un sistema di uptake molto efficiente. Al contrario, il
ceppo 105B, risultato poco o per nulla sensibile al peptide in tutti 1 saggi effettua-
ti, ha wuna capacita molto bassa d’internalizzare il peptide. Tuttavia,
I’internalizzazione non spiega completamente le osservazioni fatte: il ceppo S6A,
apparentemente quello con uptake meno efficiente, sembra essere sensibile

all’inibizione della formazione di biofilm.
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In conclusione, il peptide Bac7(1-35) agisce anche in A. baumannii pene-
trando nelle cellule, che sono quindi dotate di un trasportatore analogo a SbmA
(Runti et al. 2013), ed interferisce con il metabolismo cellulare. Gli effetti osser-
vati sulla formazione del biofilm e sulla motilita, che si manifestano a concentra-
zioni molto piu basse di quelle battericide, potrebbero essere dovuti a meccanismi
diversi da quelli che portano alla morte dei batteri. I possibili bersagli, che potreb-
bero includere, ad esempio, la regolazione della crescita in biofilm e la produzio-

ne di adesine o di pili di tipo IV, saranno oggetto di studi successivi.
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5. Risultati: Klebsiella pneumoniae (Benincasa et al.

2016)

Diversi studi hanno evidenziato che il legame di antimicrobici di natura
peptidica a EPS prodotti da patogeni pud comportare la perdita della loro attivita
(Campos et al. 2004; Herasimenka et al. 2005; Llobet, Tomas, and Bengoechea
2008). Lo studio di seguito riportato ha voluto investigare il possibile ruolo di
protezione svolto dalla matrice di K. pneumoniae nei confronti di BMAP-27 e
Bac7(1-35). Lo studio, che ha voluto anche verificare che le modalita di azione
dei due peptidi in K. prneumoniae fossero le stesse che in altri batteri Gram-
negativi, ¢ stato condotto su due ceppi, entrambi produttori di abbondante mate-

riale extracellulare, ma con caratteristiche diverse.

5.1 Attivita dei peptidi Bac7(1-35) e BMAP-27 su K. pneu-

moniae.

5.1.1 Caratteristiche dei ceppi batterici utilizzati

Sono stati selezionati ed analizzati due ceppi di K. pneumoniae, entrambi
isolati da campioni di urine: KpTs101, in grado di creare un abbondante biofilm
che rimane saldamente adeso alle superfici e KpTsl13, produttore di
un’abbondante matrice extracellulare con scarsa capacita di adesione alle superfi-
ci. Le immagini al microscopio confocale mostrano infatti una evidente differenza
nella quantita di matrice adesa alla superficie di un vetrino dopo 24 di crescita

(Fig. 33).
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Figura 33. Biofilm prodotto da KpTs101 (A) e da KpTs113 (B) su vetrini os-
servati al microscopio confocale dopo colorazione con Acridine Orange. Acquisizioni delle Z-
stacks con ingrandimento 20x ogni um.

5.1.2 Analisi delle MIC e delle cinetiche di crescita

Le analisi preliminari di suscettibilita dei due ceppi nei confronti dei pep-
tidi antimicrobici Bac7(1-35) e BMAP-27 sono state condotte con il metodo della
microdiluizione in brodo; entrambi 1 ceppi nella forma planctonica sono sensibili
all’azione dei peptidi con un valore di MIC pari a 2 uM per KpTs101 e 1 uM per
KpTsl13.

L’effetto di Bac7(1-35) e BMAP-27 sulla crescita di K. pneumoniae ¢
stato valutato anche mediante 1’esecuzione di cinetica di crescita, che permettono
di ottenere informazioni piu dinamiche rispetto alla MIC su quella che ¢ I’azione
dei peptidi. A questo scopo, i batteri sono stati fatti crescere in presenza di con-
centrazioni sub-inibenti dei peptidi ed ¢ stata registrata la densita ottica della so-
spensione per le prime 4 ore. Come ¢ possibile osservare dai grafici, I’aggiunta
del peptide Bac7(1-35) causa un’inibizione della crescita gia percepibile alla con-
centrazione 0,25 uM (1 pg/mL) e che diventa piu significativa a 0,5-1 uM (2,1-
4,2 ug/mL) (Fig. 34 A e C). Il ceppo KpTs113 sembra essere di poco piu suscetti-
bile di KpTslOl. Analogamente, la crescita dei batteri viene rallentata
dall’aggiunta di BMAP-27 a 0,25 (0,8 pg/mL) e 0,5 uM (1,6 pg/mL), significati-
vamente ridotta a 1 uM (3,3 pug/mL) e completamente inibita a 2 uM (6,6 pg/mL)
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(Fig. 34 B e D). In questo caso non sembrano esserci differenze significative tra i

due ceppi.
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Figura 34. Cinetica di crescita dei ceppi KpTs101 (A e B) e KpTs113 (C e D) in pre-
senza di Bac7(1-35) (A e C) e BMAP-27 (B e D). L’ODgp ¢ stata misurata ogni 10’ e il risultato ¢
la media di tre esperimenti indipendenti.

5.1.3 Internalizzazione del peptide Bac7(1-35)

Nei batteri provvisti di specifici trasportatori proteici il peptide Bac7(1-
35) viene internalizzato nella cellula batterica, dove esplica la sua azione antibio-
tica. Per capire se cio avvenga anche in K. pneumoniae sono stati condotti esperi-
menti di internalizzazione del peptide associato alla molecola fluorescente BODI-
PY. I batteri trattati con Bac7(1-35)-BY sono stati inoltre incubati con la molecola
quencher Trypan Blue (TB) che, non penetrando all’interno della cellula integra,

permette di distinguere la fluorescenza derivante solo dal peptide realmente pre-
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sente nel batterio. Dopo un trattamento di 10’ a concentrazioni sub-inibenti € non
permeabilizzanti di Bac7(1-35), I'intensita della fluorescenza non viene ridotta
dall’azione del TB, indicando una totale e rapida internalizzazione del peptide in
entrambi 1 ceppi (Fig. 35). Il valore dell’Intensita Media di Fluorescenza (MFT)
risulta essere maggiore per il ceppo KpTsl13, in accordo con i risultati ottenuti
dagli esperimenti di MIC e di cinetica di crescita, che indicano una maggiore sen-

sibilita di questo ceppo al peptide.

-
o
——

+

MFI

Kp101 Kp113
o0-TB m+TB

Figura 35. Internalizzazione del peptide Bac7(1-35)-BY nelle cellule di K. pneumoniae
KpTs101 e KpTs113.

5.1.4 Effetto litico del peptide BMAP-27

L’effetto permeabilizzante del peptide BMAP-27 ¢ stato osservato con
la tecnica dell’internalizzazione dello loduro di Propidio (PI) nelle cellule planc-
toniche. Degli istogrammi della figura 36 risulta che il danno a livello della mem-
brana per il ceppo KpTs101 si verifica dopo 30’ gia a concentrazioni sub-MIC: a
0,25 uM (0,8 pg/mL)il 30-40% delle cellule risultano rotte e I’effetto aumenta in
modo dose-dipendente. L’azione litica risulta meno evidente in KpTsl13 ma
sempre con un andamento dipendente dalla concentrazione. Alla concentrazione
di 1 uM (3,3 pg/mL) entrambi i ceppi risultano avere il 70-80% delle cellule posi-
tive al PI, indicando che I’effetto di questo peptide ¢ principalmente dovuto alla

sua azione litica.
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Figura 36. Valutazione del danno indotto da BMAP-27 a livello della membrana dei
ceppi KpTs101 e KpTs113.

5.1.5 Effetto dei peptidi sulla formazione del biofilm di
KpTs101

Per valutare se la presenza dei due peptidi antimicrobici potesse inibire la
formazione del biofilm prodotto da K. pneumoniae, KpTs101 ¢ stato fatto crescere
per 24 ore insieme a Bac7(1-35) e BMAP-27 utilizzati a concentrazioni sub-
inibenti. La produzione del biofilm ¢ stata valutata con il metodo del CV (Stepa-
novi¢ et al. 2007) ed espressa come biofilm index (BI), ovvero come il rapporto
della quantita di biofilm prodotto in base alla crescita cellulare di quel pozzetto
(ODs70/ODsgp), per normalizzare il risultato ottenuto con la crescita batterica (Fig.
37).

Bac7(1-35) riduce parzialmente lo sviluppo del biofilm causando una ri-
duzione all’incirca del 40% a tutte e tre le concentrazioni utilizzate. BMAP-27
causa effetti diversi: a 0,25 uM (0,8 pg/mL) inibisce la formazione del biofilm del
40%, ma a concentrazioni piu elevate si osserva un graduale incremento della sua

produzione.
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Figura 37. Quantificazione della produzione di biofilm di KpTs101 in presenza di con-
centrazioni sub-inibenti di Bac7(1-35) (A) e BMAP-27 (B).

5.2 Valutazione dell'effetto protettivo della crescita in

biofilm e del ruolo svolto dalla matrice

5.2.1Effetto dei peptidi su biofilm preformato: valutazione

delle BIC e dell'effetto dei polisaccaridi capsulari

La suscettibilita dei due ceppi di K. pneumoniae cresciuti in biofilm ¢
stata valutata mediante il saggio delle BIC proposto da Moskowitz et al. 2004. 1
risultati hanno dimostrato che le cellule in forma sessile sono molto meno suscet-
tibili all’azione dei peptidi rispetto a quelle planctoniche, esibendo valori di BIC
maggiori di almeno 16 volte rispetto a quelli delle MIC (Tab. 9), anche nel caso di
KpTs101, che ha scarse proprieta adesive. Per valutare se questo effetto potesse
essere attribuibile ai polisaccaridi della matrice, sono state ripetute le MIC dei due
ceppi in presenza dei polisaccaridi purificati dalla matrice dei due ceppi. I risultati
indicano che 1 polisaccaridi danno un forte contributo all’azione protettiva svolta
dalla matrice, poiché la loro presenza fa aumentare 1 valori delle MIC fino a rag-

giungere quasi le concentrazioni delle BIC.
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Tabella 9. Attivita antimicrobica di Bac7(1-35) e BMAP-27 nei confronti di cellule
planctoniche (MIC), di cellule in biofilm (BIC) e di cellule planctoniche in presenza di polisacca-
ride (Ps)

Bac-7(1-35) BMAP-27
Strain
MIC? BIC! Ps? MIC! BIC! Ps?
KpTs101 2 64 32 2 >64 64
KpTsl13 1 64 32 2 >64 64

'MIC e BIC sono espresse in uM.

?Ps: MIC in presenza di 1 mg/ml di polisaccaride purificato dalla matrice

5.2.2 Effetto dei peptidi su biofilm preformato: microsco-

pia confocale

L’effetto dei peptidi ad elevate concentrazioni (64 puM) sul biofilm di
KpTs101 gia formato ¢ stato osservato con tecniche di microscopia confocale. La
struttura tridimensionale ¢ stata colorata con le sonde fluorescenti Syto9 e PI, che
permettono di differenziare le cellule vive dalle morte (Fig. 38).

Le immagini ottenute indicano che il trattamento con BMAP-27 causa
una forte distruzione della struttura (Fig. 38 C): il biofilm trattato mostra infatti
diverse zone prive di fluorescenza, una prevalenza di cellule colorate di rosso,
considerabili non vitali, € uno spessore molto ridotto. L'analisi semi-quantitativa
delle immagini con il software Comstat ha messo in evidenza una riduzione del
41% dello spessore medio e una riduzione della biomassa totale del 75%.

Il trattamento con Bac7(1-35) modifica il biofilm solo in modo lieve
(Fig. 38 B) comportando una riduzione dell’11% dello spessore rispetto al con-
trollo (Fig. 38 A), e nessuna modificazione nella biomassa. Anche la percentuale

di cellule non vitali non sembra aumentare in modo significativo.
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Figura 38. Immagini 3D della struttura del biofilm di KpTs101 senza trattamento (A),
con Bac7(1-35) 64 uM (B) e BMAP-27 64 uM (C).

5.3 Discussione

I due ceppi scelti per questo studio, entrambi ottimi produttori di materia-
le extracellulare, dimostrano capacita di adesione molto diverse: KpTs101 produ-
ce un biofilm che aderisce molto bene al substrato, mentre KpTs113 forma degli
aggregati in fiocchi. Il motivo di questa differenza non ¢ noto e potrebbe essere
correlato sia alla diversita delle adesine presenti sulla superficie cellulare, quali
fimbrie o LPS, sia alla diversa composizione chimica dei polisaccaridi che com-
pongono la matrice. Gli studi condotti dai proff. Rizzo e Cescutti dell’Universita
di Trieste hanno infatti dimostrato che i1 polisaccaridi prodotti dai due ceppi sono
chimicamente molto diversi (Benincasa et al. 2016). Il polisaccaride prodotto da
KpTsl101 ¢ neutro ed ¢ composto solo da residui di galattosio. Al contrario,
KpTs113 produce un polisaccaride ramificato composto da residui di mannosio e
glucosio, insieme ad acido glucuronico. La carica negativa che presenta potrebbe
contribuire alle scarse capacita adesive della matrice (Benincasa et al. 2016).

Entrambi 1 peptidi inibiscono la crescita dei due ceppi di K. pneumoniae
a concentrazioni comprese tra 1 e 2 uM. Le cinetiche di crescita hanno dimostrato
che 1 peptidi sono attivi gia a concentrazioni di molto inferiori, fino a 0,25 uM, e

che il ceppo KpTsl13 ¢ lievemente piu suscettibile al Bac7(1-35) di KpTs101
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(Fig. 34). Poiché¢ il meccanismo d’azione di questo peptide ¢ generalmente basato
sull’ingresso nella cellula batterica e sulla successiva interazione con i ribosomi
(Mardirossian et al. 2014), abbiamo voluto verificare che esso venga internalizza-
to anche in K. pneumoniae. 1 saggi di uptake con Bac7(1-35)-BY hanno confer-
mato che entrambi 1 ceppi sono in grado di internalizzare efficacemente il peptide
nei primi 10 minuti di esposizione (Fig. 35). La maggior efficienza di uptake di
KpTs113 rispetto KpTs101 correla con la sua maggiore suscettibilita.

A differenza di Bac7(1-35), BMAP-27 agisce solitamente permeabiliz-
zando la membrana citoplasmatica dei batteri. Gli esperimenti di citofluorimetria
a flusso hanno confermato lo stesso meccanismo d’azione anche per i due ceppi di
K. pneumoniae (Fig. 36). Nel caso di questo peptide, ¢ il ceppo KpTs101 quello
che dimostra maggiore suscettibilita, in quanto il 36% delle cellule sono positive
al propidio ioduro gia in presenza di Bac7(1-35) 0,25 uM (1 pg/mL). Per
KpTsl113, invece, I’effetto ¢ evidente solo alla concentrazione 1 uM (4,2 pg/mL).

Gli effetti dei due peptidi sulla formazione di biofilm sono stati studiati
solamente su KpTs101, perché KpTs113, non aderendo alle superfici, pone diffi-
colta tecniche. Concentrazioni sub-inibenti di entrambi 1 peptidi sono in grado di
interferire con la produzione di biofilm, ma con modalita diverse (Fig. 37).
Bac7(1-35) causa una riduzione dose-dipendente della quantita di biofilm prodot-
ta. Questo peptide inibisce il metabolismo batterico ed ¢ possibile ipotizzare che
I'azione si traduca in una riduzione dell'esopolisaccaride prodotto e quindi della
quantita totale di biofilm. L’effetto di BMAP-27 ¢ piu complesso: a concentra-
zioni basse la produzione di biofilm cala, ma a concentrazioni che si avvicinano
alla MIC la produzione aumenta. Poiché i risultati sono espressi come biofilm in-
dex, quindi normalizzati per la crescita batterica, si puo ipotizzare che I’aumento
sia dovuto ad una maggiore produzione di matrice e che quindi le cellule batteri-
che rimaste vitali adottino questa strategia per proteggersi dall’ambiente ostile. E’
pero necessario sottolineare che gli esperimenti qui riportati, ideati per altri scopi,
sono stati condotti su un solo ceppo batterico e che quindi possono dare solo delle

indicazioni preliminari.
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Il primo approccio per verificare I’influenza della crescita in biofilm sulla
suscettibilita ai due peptidi ¢ stata la valutazione delle BIC. Questa ha dimostrato
che le cellule adese e immerse nella matrice mostrano BIC superiori di 16-64 vol-
te rispetto alle MIC (Tab. 9). Il fatto che I’aggiunta di polisaccaride capsulare pu-
rificato al terreno aumenti le MIC fino a valori di grandezza comparabile alle BIC
suggerisce che una parte significativa della diminuzione di suscettibilita dimostra-
ta da K. pneumoniae cresciuta in biofilm sia dovuta alla produzione di esopolisac-
caride. Questo fatto risulta ancora piu interessante se si considera la diversita della
struttura chimica dei polisaccaridi dei due ceppi considerati.

L’effetto protettivo dimostrato dai polisaccaridi capsulari purificati sug-
gerisce un’interazione diretta tra questi ed 1 peptidi antimicrobici. Questa ipotesi ¢
stata successivamente indagata attraverso studi di dicroismo circolare eseguiti con
BMAP-27 in presenza dei due polisaccaridi. I risultati, che non sono stati riportati
nella tesi in quanto ottenuti presso un altro laboratorio, hanno dimostrato che, in
presenza di entrambi 1 polisaccaridi, il peptide passa dalla conformazione random
coil a quella ad alfa-elica. Il cambio di conformazione favorisce I’aggregazione
del peptide e impedisce il corretto contatto con la superficie cellulare, spiegando
la diminuzione di attivita (Benincasa et al. 2016).

E' interessante infine sottolineare che, nonostante la produzione di matri-
ce collegata alla crescita in biofilm diminuisca notevolmente la suscettibilita di K.
pneumoniae, alte concentrazioni di BMAP-27 sono in grado sia di uccidere le cel-
lule sessili sia di danneggiare 1’architettura del biofilm. In particolare, BMAP-27
64 uM (210 pg/mL)causa un evidente collasso della struttura e la morte di

un’elevata percentuale di cellule (Fig. 38).
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6. Risultati: Pseudomonas aeruginosa

P. aeruginosa ¢ il patogeno piu importante per 1 pazienti affetti da fibrosi
cistica. Uno dei problemi principali delle infezioni dovute a questo batterio ¢ che,
nel tempo, esso acquisisce numerose antibiotico-resistenze e questo contribuisce a
rendere le infezioni molto difficili da trattare. I peptidi antimicrobici hanno
un’attivita d’inibizione della moltiplicazione sugli isolati di P. aeruginosa da FC
antibiotico-resistenti (Zhang et al. 2005) e, per alcuni di essi, tra cui BMAP-27
(Pompilio et al. 2011), ¢ stata anche dimostrata 1’attivita anti-biofilm. L attivita di
Bac7(1-35) non ¢ perd mai stata saggiata da questo punto di vista, probabilmente
a causa delle MIC molto elevate verso gli isolati di P. aeruginosa (Runti et al.
2017a). Tuttavia, 1’esperienza con A. baumannii ha dimostrato che Bac7(1-35)
puo inibire la formazione di biofilm a concentrazioni sub-inibenti e per questo
motivo abbiamo pensato di saggiare la sua attivita contro alcuni ceppi selezionati
di P. aeruginosa da FC. Sono state anche studiate alcune sostanze che erano state
riportate come in grado di interferire con la formazione del biofilm o con il quo-
rum sensing (QS), e che potrebbero quindi essere associate al Bac7(1-35) per po-
tenziarne 1’azione. Tra queste ’azitromicina (Tateda et al. 2001; Imperi, Leoni,
and Visca 2014 ), il mentolo (Husain ef al. 2015) e lo zingerone (L. Kumar,
Chhibber, and Harjai 2014; N. V. Kumar et al. 2014; L. Kumar et al. 2015). Infi-
ne, come gia descritto in precedenza, P. aeruginosa ¢ in grado di produrre una va-
sta gamma di fattori di virulenza per eludere le difese dell’ospite ed evitare
I’azione antimicrobica dei farmaci. Tra questi di notevole rilevanza ¢ 1’elastasi,
una zinco-proteasi controllata dal sistema del QS responsabile del danno al paren-
chima polmonare nei soggetti affetti da infezioni polmonari croniche (Wretlind
and Pavlovskis 1983). Limitare o definitivamente eliminare la produzione di que-
ste proteine puo migliorare la prognosi di questi pazienti. Per tale motivo si € cer-
cato di capire se I’azitromicina e il peptide Bac7(1-35) potessero limitare la pro-

duzione di elastasi in alcuni isolati scelti di P. aeruginosa.
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6.1 Tipizzazione degli isolati

Gli 81 isolati di P. aeruginosa raccolti da 26 pazienti afferenti al Centro
Regionale per la Diagnosi e la Cura della Fibrosi Cistica dell’IRCCS Burlo Garo-
folo di Trieste sono stati genotipizzati con lo scopo di evidenziare le eventuali
correlazioni esistenti mediante macrorestrizione con 1’enzima Spel. La separazio-
ne dei frammenti di DNA mediante PFGE ha permesso di distinguere 28 profili
denominati A-Z, 1-2 (Fig. 39 e 40) che individuano altrettanti ceppi di P. aerugi-
nosa (Struelens et al. 1993).

Figura 39. Esempio di separazione mediante PFGE. In alto I’identificativo del paziente,
in basso i profili assegnati. A: marker di riferimento lambda ladder.
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Figura 40. Dendrogramma basato sulla somiglianza dei profili generati dalla digestione
del DNA genomico con Spel. I profili di DNA sono stati analizzati con ’ausilio del software Gel-
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Compar II v. 4.0 (Applied Maths). I livelli di similarita, osservabili nella scala in alto, sono stati
calcolati con il coefficiente di Dice.

Analizzando la distribuzione dei profili nei diversi pazienti si puod consta-
tare che solo 4 dei 28 pazienti presentavano due profili PFGE distinti e quindi
possono essere considerati coinfettati da due diversi ceppi di P. aeruginosa. 1 ri-
manenti sono stati ritenuti infettati da un unico ceppo: interessante sottolineare
che gli isolati di questi pazienti, distinguibili per la tipologia delle colonie formate
sui terreni di coltura solidi, rappresentavano varianti fenotipiche. Inoltre, ad ognu-
no dei profili individuati corrispondeva un unico paziente: questo dato indica non
c’¢ stata trasmissione tra i pazienti afferenti al Centro e quindi le misure attuate

per evitare la trasmissione inter-paziente dell’infezione sono efficaci.

6.2 Suscettibilita degli isolati ad antibiotici, peptidi antimi-

crobici e sostanze naturali

L’antibiogramma degli isolati eseguito presso il laboratorio di batteriolo-
gia dell’IRCCS Burlo Garofolo di Trieste ha evidenziato alcune differenze di su-
scettibilita tra gli 1solati raccolti dallo stesso paziente. Tuttavia, 1 sistemi automa-
tizzati in uso nei laboratori clinici (in questo caso il Vitek® 2 — Biomérieux) sag-
giano solamente poche concentrazioni di specifici antibiotici, in un ambito molto
limitato, vicino ai breakpoints, appiattendo le differenze. Per questo motivo ¢ sta-
ta saggiata la suscettibilita a una gamma piu ampia di concentrazioni di tre anti-
biotici ritenuti significativi, ovvero I’aminoglicosidico Tobramicina (TM), il fluo-
rochinolone Ciprofloxacina (CIP) e la cefalosporina di terza generazione Ceftazi-

dime (CAZ) (Tab. 10).
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Tabella 10. MIC (pg/mL) e categorie di appartenenza secondo EUCAST degli isolati di
P. aeruginosa ottenuti dai pazienti oggetto dello studio. I valori di MIC riportati sono stati ottenuti
sulla base di tre esperimenti indipendenti.

PAZIENTE | ISOLATO ul dlv CAZ PAZIENTE uy cb CAZ
MIC |categoria| MIC |categoria| MIC [categoria ISOLATO MIC |categoria| MIC |categoria] MIC
201 0,5 S 0,25 S 1 S 30 227 2 S 0,25 S 0,5 S
202 0,5 S 0,25 S 1 S 228 1 S 2 R 0.5 S
203 1 S 0,5 S 8 S 31 229 0,5 S 4 R 4 S
21 204 1 S 2 R 16 R 230 2 S 2 R 1 S
205 1 S 0,25 S 2 S 233 8 R 0,25 S 8 S
273 4 S 0,25 S 4 S 234a 32 R 0,25 S 1 S
274 16 R 0,125 S 4 S 3 234b 16 R 0,25 S 0,5 S
207 0,5 S 1 R 1 S 246 2 S 0,5 S 16 R
208 4 S 4 R 4 S 281 8 R [0125 S 1 S
" 212 4 S 2 R 2 S 282 4 S 0,125 S 1 S
287 1 S 2 R 32 R 235 0,25 S 0,5 S 1 S
288 0,5 S 1 R 8 S 236 0,25 S 1 R 8 S
289 16 R 0,25 S 4 S 237a 64 R 16 R 64 R
209 0,5 S 4 R 8 S 3 238 0,5 S 0,25 S 0,5 S
23 210 1 S 2 R 0,25 S 260 <0,125| S 0,25 S 0,5 S
211 S 2 R 0,25 S 261 0,25 S 1 R 2 S
213 4 S 2 R 0,5 S 34 240 4 S 1 R 0,25 S
24 214 8 R 2 R 0,5 S 35 242 2 S 8 R 4 S
215 4 S 2 R 1 S 248 2 S 0,125 S 0,5 S
216 1 S 2 R 4 S 36 249 2 S 0,125 S 0,5 S
217 1 S 2 R 2 S 250 2 S 0,25 S 0,5 S
2% 218 1 S 2 R 2 S 37 252 4 S 4 R 32 R
259 0,5 S 4 R 4 S 253 2 S 4 R 32 R
275 0,5 S 1 R 0,5 S 39 257 2 S 4 R 2 S
276 2 S 4 R 8 S 266 <0,125| S 2 R 0,5 S
219 2 S 16 R 1 S 41 267 0,25 S 0,5 S 0,5 S
27 220 1 S 8 R 0,5 S 268 <0,125| S 2 R [<0,125[ S
221 1 S 16 R 0,5 S 269 0,5 S 0,125 S 2 S
222 0,5 S 0,5 S 4 S ) 270 0,5 S 0,25 S 2 S
223 1 S 1 R 8 S 27lamu | 0,25 S 0,5 S 0,5 S
243 0,5 S 2 R 16 R 271b 2 S 0,125 S 8 S
244 0,5 S 1 R 16 R . 283 1 S 4 R 1 S
245 1 S 2 R 4 S 284 8 R 8 R >64 R
28 277 4 S 2 R 16 R 45 292 0,5 S 0,5 S 1 S
278 1 S 1 R 4 S 293 0,25 S 1 R 2 S
279 1 S 0,5 S 4 S 46 295 0,5 S 1 R 0,5 S
280 1 S 1 R 2 S 296 2 S 0,5 S 2 S
290 0,5 S 0,5 S 32 R 47 297 mu 2 S 1 R 2 S
291 0,5 S 0,5 S 4 S 298 4 S 2 R 8 S
39 224 0,25 S 0,25 S 2 S 299 <0,125| S 0,5 S 0,5 S
225 4 S <0,06 S 4 S

TM: tobramicina, CIP: ciprofloxacina, CAZ: ceftazidime.
S: sensibile, R: resistente

I risultati ottenuti (Tab. 11) mostrano un’elevata attivita degli antibiotici
TM e CAZ mentre la maggior parte degli isolati non ¢ sensibile all’azione del

fluorochinolone.
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Tabella 11. Percentuale degli isolati sensibili e resistenti ai tre antibiotici presi in esame.

ANTIBIOTICO
™ CAZ CIP
Isolati sensibili (%) 89 86,5 42
Isolati resistenti (%) 11 13,5 58

TM: tobramicina, CIP: ciprofloxacina, CAZ: ceftazidime.

Il confronto tra isolati dello stesso paziente ha rivelato che, nonostante
siano indistinguibili genotipicamente, gli isolati differiscono per quanto riguarda
la suscettibilita agli antibiotici (vedi ad esempio paziente 21, 28 e 32, Tab. 10). D1
fatto, quindi, come gia descritto in precedenza da altri autori (Smith et al. 2006)
varianti sensibili e resistenti dello stesso ceppo coesistono nel polmone.

Su tutti gli isolati di P. aeruginosa sono state eseguite anche le MIC con i
peptidi antimicrobici Bac7(1-35) e BMAP-27. Poiché i valori di breakpoints per
queste sostanze non sono ancora stati definiti, 1 risultati ottenuti vengono espressi
come MICsy e MICyg che corrispondono, rispettivamente, alle concentrazioni ne-
cessarie per inibire la crescita del 50% e del 90% degli isolati testati.

BMAP-27 inibisce la crescita di tutti gli isolati a concentrazioni 2-4 uM
(6,6-13,2 ng/mL). Questo peptide si dimostra quindi efficace anche nei numerosi
ceppi MDR saggiati (Tab. 12). Al contrario, Bac7(1-35) agisce a concentrazioni
piu elevate (16-32 uM-67,2-134,4 ng/mL), che sono probabilmente riconducibili
al meccanismo litico che questo peptide manifesta in P. aeruginosa (Runti et al.

2017).

Tabelle 12. MICsye MICq, (ng/mL) dei peptidi antimicrobici BMAP-27 e Bac7(1-35)

MICs, MICy,
BMAP-27 6,6 13,2
Bac7(1-35) 67,2 134,4

Da queste analisi ¢ risultata evidente anche la variabilita di sensibilita
degli isolati ai due peptidi all’interno dello stesso paziente; nei soggetti che pos-
siedono infatti piu di un isolato a livello polmonare si sono osservate differenze di

suscettibilita anche molto elevate (Fig. 41).
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Figura 41. Istogrammi 3D che indicano la variabilita intrapaziente della suscettibilita ai
peptidi antimicrobici BMAP-27 e Bac7(1-35) degli isolati di P. aeruginosa.

Infine anche [’azione antimicrobica di due sostanze naturali e
dell’azitromicina (AZM) sono state osservate con il metodo della microdiluizione
in brodo, come step iniziale per la messa a punto dei protocolli degli esperimenti
successivi. Tutte le sostanze saggiate hanno dimostrato MIC elevate, che per zin-

gerone € mentolo si avvicinavano ai limiti di solubilita (Tab. 13).

Tabella 13. MICs,e MICy, dello zingerone, mentolo e dell’azitromicina (ug/mL).

Zingerone Mentolo Azitromicina

MICs, > 8000 > 4000 128
MIC,y, > 8000 > 4000 > 128

6.3 Valutazione dell’effetto sinergico

Una volta valutate le sensibilita degli isolati alle sostanze antimicrobiche
scelte, si ¢ cercato di capire se la combinazione di alcune di esse potesse incre-
mentare 1’effetto antibatterico. Mediante il metodo del Checkerboard assay ¢ stato
analizzato 1’effetto dell’associazione della TM sia con lo zingerone che con
I’AZM in 7 isolati (Tab. 14). Nella maggiore parte dei casi l’associazione

dell’aminoglicosidico con lo zingerone porta ad un effetto additivo nell’inibizione
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della crescita mentre solo dall’associazione della TM con I’AZM possiamo osser-

vare un effetto sinergico.

Tabella 14. Percentuale dell’effetto delle sostanze TM - zingerone ¢ TM - AZM in as-
sociazione.

Effetto TM + zingerone ™ + AZM
Antagonismo (%) 0 0
Indifferenza (%) 43 50

Additivo (%) 57 33
Sinergia (%) 0 17

6.4 Inibizione della formazione del biofilm

L’attivita di inibizione della formazione del biofilm ¢ stata valutata sia
con il metodo del CV (Stepanovi¢ et al. 2007) che con esperimenti di microscopia
confocale (CSLM). La colorazione con il CV non ha permesso di evidenziare
un’attivita antibiofilm con nessuna delle sostanze testate, utilizzate a concentra-
zioni sub-inibenti (Fig. 42). Con gli esperimenti al microscopio confocale nella
maggior parte dei casi si ¢ osservato un forte effetto inibitore del peptide impiega-
to ad una concentrazioni pari a ' il valore di MIC (Fig. 43); meno frequentemente
anche lo zingerone da solo ha alterato la struttura tridimensionale del biofilm in
formazione, effetto poi intensificato con I’aggiunta di Bac7(1-35) (Fig. 44).
L’elaborazione numerica delle immagini ottenute al confocale con il software
COMSTAT (Heydorn et al. 2000) ha confermato la forte riduzione della biomassa
totale con I’impiego del peptide Bac7(1-35) (Fig. 45-A) e [D’aumento
dell’eterogeneita del biofilm, dato che presumibilmente indica una sofferenza del-

le cellule all’interno della matrice (Fig. 45-B).
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Figura 42. Attivita della TM, dello zingerone e dell’AZM sulla formazione del biofilm,

*p<0,01, test Anova

Ctrl - 243

Zingerone 2 mg/mL- 243

B

Bac7(1-35) + zingerone - 243
D

Figura 43. Immagini 3D del biofilm formato da P. aeruginosa (isolato 243). A: senza
trattamento; B: con zingerone 2 mg/mL; C: con Bac7(1-35) /2 MIC; D: con le due sostanze in-
sieme (D).
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Ctrl - 257 Zingerone 2 mg/mL - 257

Bac7(1-35) + zingerone - 257
D

Figura 44. Immagini 3D del biofilm formato da P. aeruginosa (isolato 257) A: senza
trattamento; B: con zingerone 2 mg/mL; C: con Bac7(1-35) /2 MIC; D: con le due sostanze in-
sieme (D).

A T Total biomass (im*3/pm*2) Bz’0 BCtrt Roughness coefficient (0 =)
l ‘|i BBac7(1-35) 1/2 MIC pM
20 BCtrl 25 TOZingerone 2 mg/mL
BBac7(1-35) 1/2 MIC pM OBac7(1-35) + zingerone
OZingerone 2 mg/mL 2,0

OBac7(1-35) + zingerone

PmA3pmA2

PAOT 24 243 244 257 271b 281 0,0
PAOT 24 243

Isolati 1shlati 257 271b 281

Figura 45. Istogrammi ottenuti dall’elaborazione numerica delle immagini al CLSM.
(A) Biomassa totale (um*/um?) del biofilm, (B) coefficiente di eterogeneita (0 -> o).

6.5 Inibizione della produzione dell’elastasi

La produzione di elastasi ¢ stata saggiata utilizzando una rielaborazione
dell’elastin Congo red assay descritto da Xu et al. 2015. Esperimenti preliminari
sono stati condotti utilizzando concentrazioni sub-MIC sia del farmaco AZM che

del peptide; come si osserva in figura 46-A il macrolide ¢ capace di ridurre fino
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all’80% la produzione dell’elastasi, effetto invece non riscontrato con Bac7(1-35)

(Fig. 46-B).

A Effetto dell'’Azm sulla produzione di elastasi B Effetto del Bac7(1-35) e dell'Azm sulla
produzione di elastasi

=
100% +

90% 300% 1

80% ,,
% 250% 1
709,

% Controllo

e 200% -
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B Azm + Bac7(1-35)
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% produzione elastasi in confronto al Ctrl

Figura 46. Produzione dell’elastasi da parte di diversi isolati di P. aeruginosa con
I’aggiunta dell’AZM (A) e del peptide Bac7(1-35) (B).

6.6 Discussione

P. aeruginosa ¢ 1l batterio piu importante che si riscontra nei polmoni dei
pazienti affetti da fibrosi cistica. In questo organo evolve lentamente, accumulan-
do diverse mutazioni che lo rendono refrattario all’azione di pressoché tutte le
molecole antibiotiche; nella maggior parte dei casi le infezioni portano al collasso
delle vie aeree e alla morte del soggetto (Gibson ef al., 2003).

Durante il dottorato si ¢ cercato di valutare la diversificazione degli isola-
ti che infettano i pazienti oggetto dello studio sia per quanto riguarda la suscettibi-
lita delle cellule planctoniche all’azione degli antibiotici, dei peptidi antimicrobici
e di alcune sostanze naturali sia per I’inibizione della produzione di biofilm e fat-
tori di virulenza.

Gli isolati sono stati inizialmente tipizzati (Fig. 40) per studiare eventuali
correlazioni: le analisi hanno evidenziato che ciascun paziente ¢ infettato da uno o
al massimo due ceppi con profilo PFGE unico, cio¢ non riscontrato in nessuno

degli altri pazienti. Si puo quindi dedurre che 1 malati siano stati infettati da ceppi
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diversi tra loro e che il primo “incontro” tra ospite e batteri sia avvenuto in tempi
e con modalita diverse per ogni singolo soggetto. L’assenza di trasmissione tra 1
pazienti studiati € un ottimo risultato per il Centro del Friuli Venezia Giulia per la
Fibrosi Cistica perché conferma che le tecniche di prevenzione attuate sono efti-
caci; 1 pazienti, infatti, sono ben istruiti sui rischi delle infezioni e sono pertanto
invitati a non frequentarsi e, all’interno dell’ospedale, sono mantenuti ben isolati
sia tra loro sia dall’ambiente ospedaliero. Questi provvedimenti non sono da sot-
tovalutare perché la pericolosita della trasmissioni di ceppi altamente adattati e re-
sistenti ¢ gia stata descritta in precedenza (Salunkhe et al. 2005).

Lo studio della sensibilita agli antibiotici (Tab. 10 e 11) ha evidenziato
una ridotta suscettibilita solo all’antibiotico ciprofloxacina, mentre la tobramicina
e il ceftazidime rimangono ottimi candidati per la terapia antibiotica di questi pa-
zienti. Inoltre si € potuto osservare anche una discreta variabilita delle MIC otte-
nute da isolati con profili PFGE identico, presenti nello stesso espettorato (Tab.
10); questo aspetto deve essere tenuto nella opportuna considerazione quando si
devono eseguire gli antibiogrammi come guida alla terapia antibiotica.

Gli isolati studiati sono risultati per la maggior parte suscettibili al peptide
BMAP-27 a concentrazioni basse (2-4 uM-6,6-13,2 pg/mL) mentre ¢ necessaria
una concentrazione superiore di Bac7(1-35) per inibirne la crescita (16-32 uM-
67,2-134,4 pg/mL) (Tab. 12). Questo aspetto probabilmente trova spiegazione
nell’assenza, a livello della membrana di P. aeruginosa, del trasportatore necessa-
rio all’internalizzazione del peptide (Runti ez al. 2017). E' interessante inoltre no-
tare come gli isolati di uno stesso paziente abbiano suscettibilita diverse non solo
verso gli antibiotici, ma anche verso 1 due peptidi (Fig. 41). Le ragioni di queste
differenze, al momento solo oggetto di speculazione, potrebbero essere correlate
con alterazioni del lipopolisaccaride. E' noto che 1’abbassamento della carica ne-
gativa del LPS riduce I’interazione dei CAMPs con la membrana esterna del bat-
terio, limitando cosi 1’azione antimicrobica della molecola (Gellatly and Hancock

2013).
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Le sostanze naturali e 1’antibiotico macrolide azitromicina, gia noto per
la sua azione anti QS in diverse specie batteriche tra le quali P. aeruginosa
(Tateda et al. 2001; Imperi et al., 2014), si sono dimostrate poco attive se utilizza-
te singolarmente (Tab. 13) mentre hanno leggermente aumentato 1’efficacia del
farmaco aminoglicosidico tobramicina (Tab. 14), anche se la sinergia si ¢ potuta
registrare solo in pochi casi (Tab. 14).

L’attivita d’inibizione della formazione del biofilm del peptide Bac7(1-
35) ¢ stata ben evidenziata con esperimenti di microscopia confocale; in tutti i casi
testati I’impiego del peptide a concentrazioni sub-inibenti ha ridotto la biomassa
totale del biofilm anche del 90%. In alcuni casi, ma meno frequentemente, anche
lo zingerone ha presentato un effetto simile ma a livelli meno considerevoli;
I’aggiunta di entrambe le sostanze altera comunque la struttura tridimensionale
del biofilm, dato misurabile con I’aumento del coefficiente di rugosita, facendo
suppore una sofferenza dei microrganismi all’interno della matrice (Fig. 43-45).

Esperimenti preliminari sono stati condotti per valutare se le sostanze an-
timicrobiche oggetto di questo studio potessero inibire anche altri fattori di viru-
lenza prodotti dal batterio. L azitromicina si ¢ dimostrata un forte inibente del ri-
lascio dell’elastasi gia a concentrazioni molto basse (4 pg/mL) mentre, al momen-
to, il peptide Bac7(1-35) non sembra sortire lo stesso effetto (Fig. 46). Ulteriori
indagini sono necessarie ma poter agire su diversi aspetti della patogenicita di P.
aeruginosa € un traguardo auspicabile per debellare le infezioni croniche e le con-

seguenze nefaste che questo batterio causa nei soggetti affetti da fibrosi cistica.
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7. Conclusioni

Il problema dei microrganismi resistenti ai farmaci antimicrobici ¢ ormai
diffuso globalmente; dopo decenni dal primo trattamento con una sostanza anti-
microbica, le infezioni batteriche sono nuovamente divenute una minaccia a causa
dell’evoluzione e dell’adattamento dei microrganismi (Ventola 2015a, 2015b). A
seguito di mutazioni spontanee e/o indotte dall’impiego del farmaco, i batteri pos-
sono modificarsi genotipicamente e fenotipicamente per eludere le strategie
d’azione dell’antibiotico, adattarsi all’ambiente circostante e sopravvivere per
tempi prolungati causando infezioni impossibili da eradicare che possono condur-
re alla morte dell’ospite. Il tutto poi si complica con la capacita dei batteri di cre-
scere nella forma sessile, racchiusi nella matrice del biofilm, dove la suscettibilita
agli antibiotici ¢ drammaticamente piu bassa rispetto a quella delle stesse cellule
cresciute nella forma planctonica. Questa ridotta sensibilita € un processo multi-
fattoriale dovuto, oltre all’acquisizione di fattori genici mobili per la resistenza,
anche alla diffusione ridotta o al sequestramento delle sostanze antimicrobiche da
parte della matrice e alle diverse fasi replicative delle cellule all’interno del bio-
film che rendono gli antibiotici attivi solo su specifiche sub-popolazioni batteriche
e quindi non eliminando completamente il problema (Batoni, Maisetta, and Esin
2016).

Il continuo aumento di ceppi batterici resistenti agli antibiotici conven-
zionali ha spinto 1 ricercatori di tutto il mondo a ricercare nuove strategie per
sconfiggerli. Tra queste stanno avendo un ruolo sempre piu importante i peptidi
antimicrobici, molecole ampiamente diffuse e ben conservate del sistema immuni-
tario in molte classi d’organismi (Hancock and Sahl 2006). I vantaggi
nell’impiego di queste sostanze sono molteplici: hanno la capacita di eliminare
anche 1 batteri MDR, presentano una bassa propensione nello sviluppo di resisten-
ze, hanno un ampio spettro d’azione che comprende Gram positivi € negativi, vi-
rus, funghi, lieviti e protozoi, presentano un rapido meccanismo d’azione e diver-
se potenziali applicazioni (da soli, in combinazione con altre molecole antibioti-

che, come immunomodulatori e neutralizzatori delle endotossine). Ovviamente
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esiste anche I’altra faccia della medaglia che ha rallentato 1’entrata di queste mo-
lecole nei trials clinici e di conseguenza I’immissione sul mercato: 1 costi di pre-
parazione sono spesso elevati, diverse molecole presentano tossicita locale e si-
stemica, presentano una ridotta attivita in ambienti con alta salinita e in presenza
di siero, si sono riscontrati problemi nella farmacodinamica e farmacocinetica e
spesso hanno bassa stabilita in vivo in seguito a fenomeni di degradazione proteo-
litica nei liquidi biologici (Batoni, Maisetta, and Esin 2016).

Ad oggi ci sono diversi peptidi che hanno raggiunto la fase III dei trials
clinici, soprattutto con finalita di un trattamento topico e solo uno per sommini-
strazione endovenosa (hLF1-11) (Mahlapuu et al. 2016). La maggior parte rimane
bloccata nello studio in vitro a causa della loro scarsa stabilita, sicurezza ed effi-
cacia all’interno del corpo umano.

Numerosi studi sono stati condotti negli anni sui due peptidi antimicrobi-
ci trattati in questo lavoro, BMAP-27 e Bac7(1-35) ( Benincasa et al. 2004;
Pompilio et al. 2011; Mardirossian et al. 2014; Mardirossian ef al. 2016; Runti et
al. 2017).

L’efficacia di BMAP-27 nei confronti delle cellule planctoniche e sessili
sia di Gram-negativi sia di Gram-positivi ¢ stata gia confermata (Pompilio et al.
2011) ma la sua moderata citotossicita ne rallenta il passaggio degli studi dalla fa-
se in vitro a quella in vivo; la progettazione e lo sviluppo di molecole analoghe a
BMAP-27 non tossiche sono gia oggetto di indagine e promettono di svincolare al
suo unico limite riscontrato sinora (Ahmad et al. 2009).

L’azione intracellulare a basse concentrazioni del peptide Bac7(1-35) li-
mita il suo campo d’azione ai soli batteri in possesso dei trasportatori a livello del-
la membrana (Runti et al. 2013; Krizsan, Knappe, and Hoffmann 2015); nei mi-
crorganismi sprovvisti di tali passaggi 1’azione del peptide ¢ prevalentemente liti-
ca ma ¢ necessario aumentarne il dosaggio anche di 8-16 volte. Un effetto pero
inibitore della formazione del biofilm ¢ stato descritto proprio in questo lavoro nei
confronti di P. aeruginosa: sembra quindi non necessaria la sua internalizzazione

per agire a livello di altri aspetti della patogenicita di questo batterio.
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La ricerca, sviluppo e perfezionamento di nuove sostanze e strategie che
impediscano lo sviluppo delle infezioni dei superbugs sono steps fondamentali e
obbligatori per contrastare quello che ormai ¢ divenuto un fenomeno globale al-
larmante, ovvero le infezioni causate da batteri multi-resistenti che provocano
ogni anno, solo in Europa, 25000 morti. E, anche se la strada risulta ancora lunga
e tortuosa, 1 peptidi antimicrobici sembrano essere una delle poche soluzioni sino-

ra trovate.
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