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Riassunto

Scopo: L'obiettivo principale di questa tesi & stato la caratterizzazione delle
proteine RND (Resistance- Nodulation- Cell Division)nel genere Burkholderia,che
comprende numerose specie, tra cui alcuni patogeni opportunisti per 'uomo. Tra
questi , le specie del Burkholderia cepacia complex (Bcc) (un gruppo di batteri
strettamente correlati tra di loro) possono causare infezioni nei pazienti affetti da
Fibrosi Cistica. Sebbene queste infezioni non siano molto frequenti, il tasso di
mortalita nei pazienti infetti & molto alto, principalmente a causa della capacita di
questi batteri di produrre un 'ampia varieta di fattori di virulenza e alla loro alta
resistenza agli antibiotici, che € dovuta principalmente alla presenza dei sistemi di
efflusso RND. Nei batteri Gram-negativi queste proteine si associano generalmente
con altre due proteine a formare un complesso che permette |'estrusione dei
substrati direttamente all'esterno della cellula. | geni che codificano queste
proteine sono generalmente associati tra di loro a formare un operone.

In parallelo a questo argomento principale, & stata svolta anche una
caratterizzazione dei 18 ceppi tipo delle specie che attualmente costituiscono il Bec,
al fine di espandere la conoscenza di queste specie, in particolare di quelle definite
solo recentemente.

Metodi e risultati: La caratterizzazione delle proteine RND nel genere Burkholderia
ha previsto I'utilizzo di due approcci diversi, uno in silico e uno sperimentale. In
aggiunta, alcuni estratti naturali sono stati provati sia sui 18 ceppi tipo del Bcc sia
su alcuni mutanti deleti negli operoni RND , al fine di trovare nuove sostanze ad
azione antimicrobica o in grado di bloccare I'azione dei sistemi di efflusso.

E' stata effettuata un'analisi della presenza e della distribuzione delle proteine RND
in alcuni genomi completamente sequenziati di ceppi appartenenti al genere
Burkholderia. L'operone RND-4, uno dei piu conservati e coinvolto nella resistenza a

numerosi antibiotici, & stato caratterizzato utilizzando tecniche di trascrittomica,
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proteomica e fenomica, rivelando di essere coinvolto in numerosi processi cellulari
(come ad esempio la motilita , la chemiotassi, il metabolismo dei nucleotidi e degli
aminoacidi) e non solo nella resistenza agli antibiotici. La caratterizzazione
sperimentale di altre proteine RND & ancora in corso.

Inoltre, i 18 ceppi tipo delle specie che costituiscono il Bcc e alcuni mutanti deleti
in vari operoni RND sono stati utilizzati per valutare la loro sensibilita a sei oli
essenziali. Tutti gli oli si sono rivelati in grado di inibire la crescita delle specie del
Bcc, ma Thymus vulgaris, Origanum vulgare e Eugenia caryophyllata sono risultati i
piu attivi. Gli operoni RND sembrano essere coinvolti nell'efflusso di alcune delle
componenti degli Oli essenziali utilizzati.

Per quanto riguarda la virulenza, € stata effettuata un'analisi dei fattori di virulenza
dei 18 ceppi tipo delle specie del Bcc utilizzando il sistema modello Caenorhabditis
elegans. | risultati ottenuti hanno evidenziato la capacita da parte di questi ceppi di
di infettare e uccidere C. elegans utilizzando principalmente due meccanismi.
Inoltre due trasportatori ABC risultano coinvolti nel processo di infezione e ulteriori
studi sono in corso per comprendere il ruolo di questi due trasportatori.
Conclusioni: La caratterizzazione delle proteine RND e la conoscenza del loro ruolo
fisiologico sono due punti fondamentali per lo sviluppo di strategie per bloccare la
loro azione. Inoltre, i dati preliminari sulla sensibilita delle specie di Burkholderia
agli oli essenziali sono particolarmente incoraggianti , in quanto essi potrebbero
rappresentare un'alternativa agli antibiotici nel combattere le infezioni causate da
questi batteri.

Infine, le informazioni ottenute dagli esperimenti nel modello C. elegans saranno la
base per ulteriori test sperimentali mirati ad individuare geni coinvolti nella
virulenza di queste specie e che potrebbero rappresentare dei nuovi target
terapeutici.

Significato e impatto dello studio: Tutti i dati ottenuti in questo lavoro

rappresentano delle importanti basi per lo sviluppo di nuove strategie per

VI



combattere le infezione causate dai batteri del Bcc. Si tratta infatti di approcci
diversi per trovare una terapia efficiente per combattere questi batteri.

E' in corso il sequenziamento e la caratterizzazione fenotipica dei 18 ceppi tipo
delle specie del Bcc. | dati ottenuti permetteranno di avere una maggiore
conoscenza dei fattori di virulenza, dei meccanismi di infezione e della resistenza

agli antibiotici di questi batteri.



Summary

Aims: The main object of this thesis was the characterization of RND (Resistance-
Nodulation- Cell Division) proteins in the Burkholderia genus, which comprises
different species, including opportunistic human pathogen. Among them,
Burkholderia cepacia complex (Bcc) species (a group of closely related bacteria) can
cause chronic infections in Cystic Fibrosis patients and although they are not very
frequent, the mortality rate among infected patients is very high, mainly due to the
ability of these bacteria to produce a wide variety of potential virulence factors and
to their high resistance to antibiotics, which is mainly due to RND efflux systems.
RND proteins are proton efflux pumps that in Gram-negative bacteria often
function in association with two other proteins to form a complex that allows the
extrusion of substrates directly out of the cell. The genes coding for these proteins
are usually associated in an operon.

In parallel to this main topic , the type strains of the 18 species actually included in
the Bcc have been characterized from different viewpoints, in order to expand the
knowledge of these species, especially of those only recently defined.

Methods and Results: The characterization of RND proteins in the Burkholderia
genus involved the use of two different approaches, an in silico one and a wet-lab
one. In addition, some natural extract were tested both on the 18 Bcc type strains
and on some RND operons deletion mutants, in order to find new antimicrobial
compounds or efflux pumps inhibitors.

An analysis of the presence and distribution of RND proteins in some completely
sequenced Burkholderia genomes was performed. RND-4 operon, one of the most
conserved and involved in resistance to many antibiotics, was characterized from a
transcriptomic, proteomic and phenomic viewpoint, proving to be involved in many

cellular process (for example motility, chemotaxis, nucleotide and aminoacid
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metabolism) and not only in antibiotics resistance. The experimental
characterization of other RND proteins is still in progress.

In addition, the 18 Bcc type strains and some RND operons deletion mutants were
used for testing their sensibility to six essential oils. All of them are able to inhibit
the growth of Bcc strains, but Thymus vulgaris, Origanum vulgare and Eugenia
caryophyllata are the most active in inhibiting Bcc growth. RND operons seem to be
involved in the efflux of some of the components of these EOs.

Regarding virulence, an analysis of the pathogenicity determinants of the 18 type
strains of Bcc species by using the non-vertebrate host Caenorhabditis elegans was
performed. Data obtained revealed that different Bcc species have a different
ability to infect the host and that they are able to kill C. elegans with mainly two
mechanisms. Moreover the nematode ABC transporters mrp-3 and mrp-4 were
found to be involved in the Bcc infection process and further studies are required
to better understand the role of these transporters.

Conclusions: The characterization of RND proteins and the knowledge of their
physiological roles are fundamental for the development of a strategy to block
their action. In addition preliminary data about the sensitivity of Bcc species and
RND mutants to Essential Qils are particularly encouraging, since they demonstrate
that their use might represent an alternative way to fight Bcc growth.

Finally the information obtained from the experiment in C. elegans model will be
the basis for future experimental tests aimed to uncover Bcc virulence genes that
can be exploited as novel therapeutic target.

Significance and Impact of the Study: All data obtained represent an important
basis for the development of new strategies to fight Bcc infections. Indeed, all the
approaches proposed, are different ways to find an efficient terapy against
infections caused by these bacteria.

The genome sequencing and the phenotypic characterization of the 18 type strains

of Bcc is still in progress and will provide much more information about their
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virulence factors, antibiotics resistance and mechanisms of infections. All these

information will be useful in fighting infections caused by these bacteria.
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