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Genetica delle popolazioni batteriche

Jean-Claude Piffaretti e Claudio Valsangiacomo

Istituto Cantonale Batteriosierologico, CH-6904 Lugano

Il nostro gruppo di ricerca presso |'Istituto Cantonale Batteriosierologico a Lugano € artico-
lato sulla tematica della microbiologia medica, in particolare sulla genetica delle popolazioni bat-
teriche. Le specie microbiche sono generalmente caratterizzate da una notevole diversita geneti-
ca, diversita che puo essere messa in relazione con situazioni patogene e/o epidemiche partico-
lari. Le tecniche di investigazione che usiamo coprono un ampio ventaglio di metodi, spaziando
dalla batteriologia classica (isolamento, coltivazione e caratterizzazione di microrganismi pato-
geni) alla biologia molecolare delle proteine e degli acidi nucleici, includendo il sequenzaggio del
DNA e la PCR (Polymerase Chain Reaction). L'apporto delle tecniche molecolari che abbiamo
potuto introdurre grazie alla nostra ricerca € stato determinante per lo sviluppo qualitativo dell'l-
stituto, non solo per quel che riguarda la ricerca in generale, ma anche per I’laggiornamento della
diagnosi medica. Grazie alla padronanza di queste metodiche, I'inserimento delle tecniche mole-
colari di diagnostica nella routine & avvenuto in condizioni ottimali.

Di seguito sara esposta la linea di ricerca concernente le ricerche nel campo della genetica
molecolare di popolazioni batteriche. Durante questo lavoro, finanziato essenzialmente dal FN-
SRS, 5 studenti, iscritti a varie universita svizzere, hanno conseguito il dottorato in biologia € me-
dicina.

Introduzione

La genetica molecolare di popolazioni batteriche si occupa della caratterizzazione genetica
di batteri tramite I’analisi di macromolecole quali il DNA e le proteine. Nel nostro caso le popola-
zioni batteriche studiate sono responsabili di malattie infettive dell’'uomo. Nell’ultimo decennio ci
si & occupati di patogeni quali Campylobacter jejuni (coinvolto in diarree nell’'uomo), Listeria mo-
nocytogenes (responsabile della listeriosi), Borrelia burgdorferi (agente eziologico della malattia
di Lyme), Shigella sp. (coinvolto in diarree nell’'uomo) e recentemente Mycobacterium tuberculo-
sis (responsabile della tubercolosi). Fra i vari aspetti studiati in queste malattie infettive e nei rela-
tivi agenti patogeni vi sono :
¢ |aclassificazione, la sistematica e I'associazione differenziata degli agenti patogeni a manife-
stazioni cliniche (Listeria, Borrelia, Campylobacter, Shigella)
¢ |’epidemiologia su scala regionale, nazionale e internazionale (Mycobacterium, Borrelia e Li-
steria)
¢ |o sviluppo di tecniche di investigazione molecolare sugli agenti patogeni, quali AFLP e nested
PCR (Legionella e Borrelia, rispettivamente)

A mo’ di esempio illustriamo uno studio riguardante la struttura genetica delle popolazioni di
Mycobacterium tuberculosis, 'agente eziologico della tubercolosi.
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Profili molecolari (DNA finger printing) di ceppi associati a 15 pazienti. | profilida 1 a 4 indicano che i relativi
pazienti si sono infettati a vicenda con lo stesso ceppo, cio vale anche per i pazienti 11 e 15. Da notare chei
due profili (1-4 e 11,15) appartengono a ceppi particolarmente aggressivi caratterizzati da resistenza multipla
agli antibiotici, i pazienti infettati da questi ceppi di M. tuberculosis, provenienti dal Varesotto, sono nel frat-
tempo tutti deceduti.

La tubercolosi

Mpycobacterium tuberculosis, I'agente eziologico della tubercolosi, era fra le cause predomi-
nanti di morte nel XVII e XVIll secolo (25% di incidenza nella popolazione europea). Il migliora-
mento generale delle condizioni igienico-sanitarie ed economico-sociali nel XIX e XX secolo e la
messa a punto di terapie antibiotiche nel periodo postbellico ha permesso una progressiva re-
gressione della malattia. Tuttavia, questo trend di diminuzione si € recentemente allentato, e in
alcuni casi (paesi sottosviluppati e popolazioni emarginate nell’occidente) si assiste addirittura
ad un aumento dell’incidenza della tubercolosi. Fra le cause di questo fenomeno possiamo men-
zionare 'aumento dell’incidenza di AIDS e il deterioramento delle condizioni socio-economiche
in una fascia sempre pit ampia della popolazione

Quest’inversione di tendenza, coadiuvata dalla progressiva espansione di ceppi a resistenza
multipla agli antibiotici (multidrug-resistant strains, MDRS), suscita da un lato preoccupazione a
livello di sanita pubblica e dall’altro interesse nella comunita scientifica. Un efficace controllo del-
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la tubercolosi, ma anche di altre malattie infettive, puo essere raggiunto solo se si dispone di ap-
profondite conoscenze sull’epidemiologia del morbo. Il nostro contributo per questa causa si li-
mita a fornire un’immagine della distribuzione di ceppi particolarmente pericolosi (alta virulenza
e/o resistenza multipla agli antibiotici). Quest’immagine é ricostruita tramite tecniche di finger
printing molecolare, basate cioe sui polimorfismi (« diversita ») del DNA.

Origine dei ceppi batterici

La collezione di ceppi & costituita da ceppi ticinesi isolati presso il nostro istituto, ceppi dal
vicino Varesotto (geograficamente e culturalmente vicino al Ticino ma separato da un confine po-
litico) e ceppi dal Canton Zurigo (geograficamente e culturalmente lontano dal Ticino ma nello
stesso paese).

Metodo di studio

| ceppi, ognuno dei quali & associato ad un paziente tubercolotico, sono stati coltivati e ana-
lizzati tramite una tecnica molecolare di finger printing chiamata RFLP (Restriction Fragment
Length Polymorphism). L’analisi fornisce dei profili di bande che caratterizzano il ceppo inequi-
vocabilmente, analogamente a quanto succede per gli esseri umani con le impronte digitali. |
profili vengono poi computerizzati per verificarne similitudini o divergenze.

Risultati

L’analisi dei profili molecolari ha permesso di individuare il comportamento particolarmente
aggressivo di ceppi caratterizzati da resistenza multipla agli antibiotici (vedi figura). Fra i contri-
buti piu significativi di questo studio citiamo i dati sulla distribuzione di tali ceppi nell’area presa
in considerazione: mentre nel Varesotto & stata riscontrata la presenza di alcuni ceppi multiresi-
stenti, il Ticino non sembra essre toccato da questa problematica, perlomeno allo stato attuale.
Informazioni sulla ripartizione geografica e la distribuzione fra le varie fascie di popolazione (eta,
sesso, AIDS, nazionalita ecc.) hanno permesso di farci un’idea pur sempre frammentaria ma
fin’ora assente dell’epidemiologia della tubercolosi alle nostre latitudini.

Referenze bibliografiche

AESCHBACHER M. and PIFFARETT]I J.-C.. Population genetics of human and animal enteric Campy-
lobacter strains. Infect. Immun. 57: 1432-1437 (1989).

PIFFARETTI J.-C., KRESSEBUCH H., AESCHBACHER M., BILLE J., BANNERMAN E., MUSSER J.M.,
SELANDER R.K., and ROCOURT J.. Genetic characterization of clones of the bacterium Listeria
monocytogenes causing epidemic disease. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86: 3818-3822 (1989).

BOERLIN P., PETER O., BRETZ A.-G., POSTIC D., BARANTON G., and PIFFARETTI J.-C.. Population
genetic analysis of Borrelia burgdorferi isolates by multilocus enzyme electrophoresis. Infect. Im-
mun.: 60: 1677-1683 (1992).

VALSANGIACOMO C., BAGGI F., GAIAV., BALMELLIT., PEDUZZI R., and PIFFARETTI J.-C.. Use of
amplified fragment length polymorphism in molecular typing of Legionella pneumophila and appli-
cation to epidemiological studies. J. Clin. Microbiol. 33: 1716-1719 (1995)

BALMELLIT. and PIFFARETTI J.-C.. Association between different clinical manifestations of Lyme dis-
ease and different species of Borrelia burgdorferi sensu lato. Res. Microbiol. 146: 329-340 (1995)

BOERLIN P. and PIFFARETTI J.-C.. Multilocus Enzyme Electrophoresis. In: Methods in Molecular Biol-
ogy, vol. 46: Diagnostic Bacteriology Protocols. Ed. by: J. Howard and D. M. Whitcombe, Humana
PressInc., Totowa, NJ, pp. 63-78 (1995)

BALMELLIT. and PIFFARETTI J.-C.. Analysis of the genetic polymorphism of Borrelia burgdorferi sen-
su lato by multilocus enzyme electrophoresis. Int. J. Syst. Bacteriol.:46: 167-172 (1996)

VALSANGIACOMO C., BALMELLIT., and PIFFARETTI J.-C.. A nested polymerase chain reaction for
the detection of Borrelia burgdorferi sensu lato based on a multiple sequence analysis of the hbb
gene. FEMS Microbiol. Lett. 136: 25-29 (1996)

120



	Genetica delle popolazioni batteriche

