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			Abstract

			I test di suscettibilità antimicrobica con metodi fenotipici prevedono dei punti di rottura, cioè una concentrazione minima inibitoria (MIC) che categorizzi i microrganismi in suscettibili, suscettibili in modo intermedio e resistenti all’agente antimicrobico in questione. La determinazione dei breakpoint richiede strumenti quali la comprensione del dosaggio, la distribuzione delle MIC di organismi senza meccanismi di resistenza, la farmacocinetica, la farmacodinamica e l’esito clinico in situazioni cliniche definite. Diversi Paesi europei (Francia, Germania, Norvegia, Svezia, Paesi Bassi e Regno Unito) dispongono di comitati nazionali per i breakpoint, spesso con 20-30 anni di esperienza e tradizione. Questi comitati collaborano ora sotto l’egida del Comitato europeo per i test di suscettibilità antimicrobica (EUCAST), organizzato dalla Società europea di microbiologia clinica e malattie infettive (ESCMID) e dal Centro europeo per la prevenzione e il controllo delle malattie (ECDC). Insieme all’Agenzia Europea dei Medicinali (EMA), EUCAST determina i breakpoint per gli agenti antibatterici e antimicotici esistenti e nuovi. Inoltre, EUCAST ha sviluppato un metodo di diffusione su disco per i test di suscettibilità antimicrobica che ora, insieme ai nuovi breakpoint europei, viene usato in molti Paesi sia all’interno che all’esterno dell’Europa.

			5.1 Introduzione

			I test di suscettibilità antimicrobica (AST) di batteri e funghi vengono eseguiti per prevedere l’esito della chemioterapia antimicrobica delle infezioni nei pazienti, per determinare l’epidemiologia locale della resistenza antimicrobica e costituire una base per la terapia empirica, per individuare e quindi fornire opportunità per prevenire la diffusione di organismi portatori di meccanismi di resistenza particolarmente indesiderati (controllo delle infezioni e salute pubblica), nonché per misurare il tasso di sviluppo della resistenza e correlarlo alle attività che possono aumentarne o ridurne lo sviluppo.

			5.2 Misurazione della suscettibilità dei microrganismi

			La sensibilità dei microrganismi può essere misurata con metodi fenotipici e/o genotipici. I metodi fenotipici, come la determinazione del valore della concentrazione minima inibente (MIC) di un agente antimicrobico per l’organismo, possono prevedere sia la sensibilità che la resistenza, mentre i metodi genotipici prevedono solo la resistenza. Con i metodi fenotipici si possono quantificare la resistenza e la sensibilità. Un organismo inibito o ucciso da una concentrazione molto bassa dell’agente è classificato come più sensibile di uno che non viene inibito o ucciso nemmeno da una concentrazione elevata. Quest’ultimo sarà sicuramente classificato come clinicamente resistente, mentre decidere come classificare gli organismi senza meccanismi di resistenza o con una resistenza di basso livello è molto più complesso. A tal fine è necessario riunire formalmente degli esperti (un comitato di breakpoint) con competenze in microbiologia, malattie infettive, farmacologia e farmacodinamica. Dopo un periodo di fioritura delle iniziative individuali, alcuni colleghi hanno preso in mano la situazione. Tra i padri fondatori dei test di suscettibilità abbiamo Ericsson e Sherris (1) e Bauer e collaboratori (2). La molteplicità di iniziative private ha creato un problema: i sistemi sviluppati in Francia, Germania, Paesi Bassi, Svezia, Regno Unito, Stati Uniti e Norvegia sono tutti stati sviluppati in direzioni leggermente diverse. Abbiamo:

			
					BSAC (British Society for Antimicrobial Chemotherapy, Regno Unito; http://www.bsac.org.uk).

					CA-SFM (Comité de l’ántibiogramme de la Société Française de Microbiologie, Francia; http://www.sfm.asso.fr).

					CLSI, originariamente NCCLS (Clinical Laboratory Standards Institute, USA; http://www.clsi.org).

					CRG (Commissie Richtlijnen Gevoeligheids-bepalingen, Paesi Bassi).

					DIN (Deutsches Institut für Normung, Germania).

					NWGA (Norwegian Working Group on Antibiotics, Norvegia; http://www.unn.no/category10274.html).

					SRGA e SRGA-M (Swedish Reference Group of Antibiotics, Svezia, e il suo sottocomitato sulla metodologia; http://www.srga.org).

			

			La concentrazione che separa i microrganismi sensibili da quelli non sensibili è chiamata S-breakpoint ed è espressa come S≤X mg/L (dove X è un valore di MIC), mentre la concentrazione che separa gli organismi resistenti da quelli non resistenti (ad esempio, sensibili o sensibili in modo intermedio) è chiamata R-breakpoint ed è espressa come R>Y mg/L (dove Y può essere lo stesso valore di MIC o un valore superiore a X). Solo per caso le commissioni si sono accordate su un breakpoint. La Tabella I mostra i breakpoint di cefotaxime e gentamicina per le Enterobacteriaceae prima di qualsiasi sforzo di armonizzazione. Entrambe illustrano le sorprendenti differenze tra i comitati nelle definizioni dei breakpoint. La colonna di destra mostra l’effetto dei breakpoint diversi sulla misurazione della resistenza alla gentamicina in Escherichia coli. A seconda del breakpoint utilizzato, la resistenza sarà riportata come un tasso compreso tra l’1,9% e il 14,3%. Si noti inoltre che ciò che è considerato resistente (R) da una commissione potrebbe essere classificato come sensibile (S) da un’altra commissione.
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			Tabella 1. Differenze nei breakpoint misurati da sette comitati diversi, prima del processo di armonizzazione.

			I comitati nazionali in Europa erano seguiti, con poche eccezioni, solo da connazionali. Ogni Paese dedicava molto tempo allo sviluppo e al mantenimento dei propri sistemi. Le 2-4 riunioni annuali di ciascun comitato erano a porte chiuse e coinvolgevano i 10-15 membri del comitato. Quasi tutti i comitati hanno sviluppato non solo i breakpoint, ma anche un metodo di diffusione del disco più o meno unico per ognuno.

			Il metodo si è sviluppato in diverse direzioni – metodo che prevede il posizionamento di dischi di carta contenenti antibiotici (anche se sono stati provati altri materiali) su una piastra di agar inoculata e la lettura del diametro delle zone di inibizione come misura surrogata della MIC. I comitati europei hanno basato i loro metodi di diffusione su disco sull’International Collaborative Study (1), e tutti hanno utilizzato un inoculo semi-confluente, ma con terreni diversi. Negli Stati Uniti è stato costituito l’NCCLS (poi CLSI), che ha basato le proprie raccomandazioni sulle pubblicazioni di Bauer et al. (2), in cui si raccomandava un inoculo confluente. Le raccomandazioni del CLSI sono state ampiamente utilizzate anche al di fuori degli Stati Uniti. Il CLSI si riunisce due volte l’anno ed è composto da 12 membri votanti e 12 consulenti. Dal 2002 l’autore è il consulente europeo. I membri votanti provengono dalla professione medica, da agenzie governative, come il Centro per il controllo delle malattie (CDC), e dal settore privato, sia dall’industria farmaceutica che da quella che produce materiale AST. Le riunioni sono tradizionalmente aperte a tutti e la sala riunioni è spesso affollata di spettatori interessati a seguire i lavori, per lo più dal mondo industriale.

			Di fatto, fino al 2002, il mondo aveva almeno sette sistemi interpretativi diversi per testare la sensibilità dei batteri agli antibiotici. Il confronto dello sviluppo della resistenza antimicrobica era spesso difficile, a meno che non si confrontassero i tassi di stafilococco aureo resistente alla meticillina (MRSA), gli enterococchi resistenti alla vancomicina (VRE), l’Haemophilus influenzae produttore di beta-lattamasi, le Enterobacteriaceae produttrici di ESBL e pochi altri, per i quali i breakpoint e la metodologia fenotipica non erano critici. Questo perché sono stati utilizzati test surrogati o perché è stata utilizzata la microbiologia molecolare per rilevare il gene della resistenza. Nonostante queste differenze e carenze, ci sono stati solo deboli tentativi di unire i comitati e nessuno ha avuto l’autorità di intraprendere azioni concrete.

			5.3 La nascita del Comitato europeo per i test di suscettibilità antimicrobica

			Nel 1997, la Società europea di microbiologia clinica e malattie infettive (ESCMID) ha costituito il Comitato europeo per i test di suscettibilità antimicrobica (EUCAST). Inizialmente il comitato è stato istituito senza il coinvolgimento dei sei comitati nazionali europei. Ben presto è apparso evidente che, con questa impostazione, non si sarebbe potuta raggiungere l’armonizzazione dei breakpoint: al posto di un comitato europeo, vi erano ora sette comitati attivi in Europa.

			Nel 2001, all’autore è stato chiesto di dedicare del tempo a determinare se fosse possibile formare un comitato per i breakpoint veramente europeo con il compito di armonizzare i breakpoint in Europa. A quel punto EUCAST era un’operazione costosa per l’ESCMID e, a meno che non ci fosse un piano valido per raggiungere un accordo europeo sugli AST, l’ESCMID voleva chiudere il comitato. Con una certa trepidazione per il carico di lavoro e gli spostamenti da fare, e solo perché il segretario scientifico Derek Brown (Cambridge, Regno Unito) accettò di occuparsene, si giunse a un accordo. Nel corso di 12 mesi sono stati visitati i sei comitati europei e sono stati discussi la necessità e i vantaggi di un sistema di breakpoint europeo comune. L’organizzazione proposta non avrebbe necessariamente interferito con lo sviluppo dei sistemi nazionali di diffusione dei dischi (erano presenti test di BSAC, CA-SFM, CRG, DIN e SRGA). Alla fine, tutti e sei i comitati si sono impegnati nella causa comune. Si è definita una modalità con cui i sei comitati nazionali europei avrebbero potuto mantenere la loro struttura e importanza nazionale, ma lavorando insieme. Ogni comitato è rimasto e tutti hanno avuto un rappresentante in un comitato congiunto. Tuttavia i breakpoint non sarebbero stati decisi se non insieme agli altri comitati. È stato creato un comitato direttivo, con un presidente e un segretario scientifico (e successivamente un coordinatore dei dati clinici), un rappresentante di ciascun comitato nazionale e due rappresentanti di altri Paesi europei. È stato inoltre istituito un Comitato generale, con rappresentanti di tutti i Paesi europei (e successivamente di altri Paesi), e sono stati concordati gli statuti. I comitati nazionali hanno firmato dei contratti che li vincolavano al lavoro da svolgere. Tuttavia, il Comitato esecutivo dell’ESCMID ha esitato, poiché si riteneva che molti paesi europei seguissero il CLSI e che forse non era necessario creare un sistema europeo. I comitati nazionali per i breakpoint hanno chiarito che l’adozione delle raccomandazioni CLSI non era accettabile e hanno sottolineato che l’Europa non aveva alcuna influenza sul processo di determinazione dei breakpoint CLSI e che l’influenza dell’industria era marcata e inaccettabile per gli europei. Inoltre, i sistemi europei erano tutti liberamente disponibili per gli utenti e non sarebbe stato possibile consigliare ai laboratori di seguire le raccomandazioni. Con qualche esitazione, l’ESCMID ha accettato i piani e ha deciso di fornire fondi per il lavoro del comitato EUCAST. A EUCAST è stato consigliato di cambiare l’acronimo del comitato. Il consiglio non è stato seguito e il comitato rimase EUCAST, con la speranza che venisse riconosciuta comunque la sua nuova funzione. Alla fine, sono stati richiesti e ottenuti fondi dall’UE (Programma di sanità pubblica della Commissione europea del 2003) e dal Centro europeo per la prevenzione e il controllo delle malattie (ECDC) (Accordo quadro di partenariato tra ECDC ed ESCMID/EUCAST nel 2008 e successivamente in risposta a diversi bandi di gara fino al 2014 incluso) e da allora ECDC, ESCMID e i comitati nazionali per i breakpoint hanno condiviso l’onere di EUCAST. Il rinnovato Comitato direttivo di EUCAST si è messo al lavoro (3).

			5.4 Strumenti per la determinazione dei breakpoint

			La determinazione dei breakpoint richiede degli strumenti. Cinquant’anni fa i breakpoint erano basati sulle MIC e sulle concentrazioni sieriche. Tutte le specie avevano lo stesso breakpoint per un agente antimicrobico. Oggi le indicazioni d’uso sono specifiche e i breakpoint vengono assegnati solo a dellespecie definite. Sono finiti i tempi in cui a un agente venivano assegnati breakpoint per “infezioni causate da batteri sensibili all’agente”. Oggi i breakpoint sono rispecchiati da importanti meccanismi di resistenza e quella che era la farmacocinetica in 10 volontari sani è ora costituita da volontari e pazienti e dalla varianza simulata in popolazioni di 10.000 o più persone. Gli strumenti si sono sviluppati (Tabella II) e quella che era un’arte è ora un’arte basata sulla scienza.
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							Dose

						
							
							Definizione della dose normale (più comune) e della dose massima per la quale i breakpoint sono validi.

						
					

					
							
							Indicazioni cliniche

						
							
							Indicazioni cliniche per le quali esiste una ragionevole evidenza clinica e per le quali i breakpoint sono validi.

						
					

					
							
							Specie target

						
							
							Specie per le quali esiste una ragionevole evidenza clinica e per le quali i breakpoint sono validi.

						
					

					
							
							Distribuzioni di MIC per le specie target per definire i valori di cut-off epidemiologici (ECOFF).

						
							
							Valore di cut-off epidemiologico (ECOFF). Le distribuzioni di MIC definite sono disponibili sul sito web di EUCAST e la determinazione dell’ECOFF per le specie in cui sono stati ottenuti valori di MIC sufficienti. L’importanza di questo aspetto è che il breakpoint clinico finale non deve dividere le distribuzioni di MIC wild-type di importanti organismi bersaglio. Ciò impedirebbe la riproducibilità dei test di suscettibilità.

						
					

					
							
							Meccanismi di resistenza negli organismi bersaglio

						
							
							Quando esiste un’ovvia correlazione tra la presenza di un meccanismo (o gene) di resistenza definito, il breakpoint deve separare gli organismi senza e con il meccanismo (gene) di resistenza. Quando la correlazione è più forte con la MIC dell’organismo che con la presenza o l’assenza di un meccanismo di resistenza, il breakpoint dovrebbe essere autorizzato a dividere gli organismi senza e con il meccanismo (gene).

						
					

					
							
							Farmacocinetica dell’agente; Farmacodinamica dell’agente; Simulazioni matematiche.

						
							
							Valore di cut-off PK/PD.

						
					

					
							
							Dati sull’esito clinico (se correlati alla MIC): per determinare se i tassi di successo clinico sono correlati alle MIC o a specifici meccanismi di resistenza.

						
							
							Valore clinico di cut-off.

						
					

				
			

			Tabella 2. Strumenti e informazioni necessari, secondo EUCAST, per la determinazione dei breakpoint.

			I valori di cut-off epidemiologici (ECOFF), i cut-off PK/PD e i cut-off clinici definiranno insieme un breakpoint clinico. Il ruolo della farmacocinetica e della farmacodinamica nella definizione dei breakpoint EUCAST è stato pubblicato di recente (4).

			5.5 Distribuzione delle MIC dei batteri e dei funghi fenotipicamente wild-type

			Al Comitato Direttivo EUCAST sono stati mostrati i diagrammi di distribuzione delle MIC dei batteri fenotipicamente wild-type utilizzati dall’SRGA alla fine degli anni ’80. È stato deciso che le discussioni sui breakpoint all’interno del comitato non potevano basarsi su distribuzioni di MIC uniche portate al tavolo da un singolo individuo o da un comitato nazionale. 15 anni fa non c’era accordo sui metodi e ogni comitato sosteneva il proprio. La differenza di fatto tra i metodi non era ben nota.

			È stato sviluppato un prototipo basato sul web per raccogliere un gran numero di distribuzioni di MIC da molte fonti internazionali. Sono state ottenute molto rapidamente grandi quantità di valori di MIC o di contributi spontanei da parte di ricercatori di tutto il mondo. Oggi nel database sono presenti più di 25.000 contributi, tutti sotto forma di distribuzioni di MIC, e alcune distribuzioni di agenti/specie sono costituite da 50 contributi individuali e più di 50.000 valori di MIC. Le MIC provengono dalla medicina umana e veterinaria, da ampi studi di sorveglianza, da progetti scientifici, da programmi di sicurezza alimentare e da studi clinici. Sono presenti anche distribuzioni di antimicotici nelle specie Candida e Aspergillus. Il sito web, liberamente consultabile, viene visitato ogni anno da oltre 100.000 persone (). Nella prima pagina del sito, che spesso sfugge agli utenti, si trova una descrizione di come sono stati ottenuti i contributi. Su queste distribuzioni wild-type di valori di MIC specie-specifici provenienti da molte fonti, EUCAST ha determinato il valore di cut-off epidemiologico agente/specie-specifico (ECOFF). Questi valori sono ora utilizzati in molti programmi diversi, in medicina umana, medicina veterinaria e sicurezza alimentare. La maggior parte degli ECOFF è stata determinata utilizzando il “metodo eyeball”, ma sono stati sviluppati anche metodi statistici per calcolare l’ECOFF (). Le ,, mostrano alcuni grafici tipici (esemplificati per la ciprofloxacina) tratti dal sito web della MIC e della distribuzione delle aree di inibizione, mentre la  mostra un grafico tratto dal sito web di EUCAST “calibrazione e validazione”.
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			Figura 1. **Distribuzioni delle MIC di ciprofloxacina dell’EUCAST dal sito web dell’EUCAST.
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			Figura 2. Distribuzione della MIC della ciprofloxacina di *E. coli* dal sito web EUCAST, come risultato del clic su “E. coli” nella Figura 1.
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			Figura 3. Distribuzione del diametro della zona di inibizione di E. coli in seguito al passaggio da “MIC” a “Diffusione su disco”.
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			Figura 4. **Relazione tra le MIC di E. coli ciprofloxacina e i diametri delle zone di inibizione utilizzati da EUCAST per determinare la correlazione tra le MIC e i diametri delle aree e per determinare i breakpoint dei diametri delle aree. I dati sono disponibili all’indirizzo: http://www.eucast.org/antimicrobial_susceptibility_testing/calibration_and_validation/.

			5.6 Completamento del processo di armonizzazione

			Tra il 2002 e il 2010, i breakpoint europei per tutti gli agenti esistenti rilevanti sono stati armonizzati da EUCAST. Per ogni agente è stato prodotto e pubblicato sul sito web di EUCAST un documento di motivazione che descrive il processo di armonizzazione, elencando i dati utilizzati ed eventuali eccezioni rilevanti ().

			I breakpoint armonizzati sono stati gradualmente introdotti nei sistemi nazionali e nel 2010 esisteva un set completo di breakpoint europei, accettato dalle autorità europee e dai colleghi di tutta Europa. Le aziende che producono materiali e macchine per i test di suscettibilità hanno gradualmente sviluppato i criteri EUCAST per i test di suscettibilità automatizzati. Questo processo, lento e macchinoso e che frustrante per molti colleghi, ha rivelato i difetti intrinseci dei sistemi automatizzati, che mancano della flessibilità necessaria per i moderni test di suscettibilità. In un mondo con pochissimi nuovi antibiotici ma con un’orda di nuovi meccanismi di resistenza, e in cui la rapida modifica dei breakpoint per far fronte alle nuove sfide è della massima importanza, è inaccettabile dover aspettare a volte anni per avere dei nuovi breakpoint.

			5.7 Il sito web di EUCAST

			È stato creato un sito web () su direttive dell’ESCMID. Attualmente, conta circa 20.000 visite al mese da tutto il mondo. Il sito web elenca tutte le raccomandazioni e le pubblicazioni EUCAST, sia per i batteri che per i funghi, molte delle quali in diverse lingue, e tutti i documenti relativi. Offre l’accesso alle tabelle dei punti di rottura per lo schermo e la stampa. Fornisce inoltre materiale didattico e link alle distribuzioni delle MIC e dei diametri delle zone di inibizione. È gratuito e aperto a tutti.

			5.8 Sottocomitati EUCAST

			Negli ultimi 10 anni sono stati costituiti diversi sottocomitati con compiti e calendari definiti:

			
					Il sottocomitato sui test di suscettibilità antimicotica stabilisce i breakpoint per gli agenti antimicotici per Candida spp. e Aspergillus spp. e fornisce una metodologia standard per entrambi gli organismi ().

					Il sottocomitato sui test di suscettibilità degli anaerobi (attualmente non attivo) ha preparato le discussioni sui breakpoint per gli anaerobi Gram-positivi e Gram-negativi.

					Il sottocomitato sulle regole esperte e la lettura interpretativa nei test di suscettibilità (attualmente non attivo) ha pubblicato un articolo molto citato in cui vengono esaminate e classificate le prove a favore di varie regole esperte, spesso utilizzate dai microbiologi. Una regola tipica è la seguente: “Se uno Staphylococcus aureus si dimostra resistente alla meticillina, allora segnala l’organismo come resistente a tutti gli altri agenti beta-lattamici” (6). Le regole cambiano nel tempo e devono essere aggiornate regolarmente.

					Il sottocomitato sull’individuazione dei meccanismi di resistenza di interesse clinico e/o di salute pubblica (attualmente non attivo) è stato istituito per aiutare i colleghi a decidere quando i test di suscettibilità possono essere eseguiti solo con i breakpoint (ed essere riportati come test) e quando è importante rilevare, identificare e riportare un meccanismo di resistenza, indipendentemente dal fatto che l’organismo sia classificato o meno come resistente. Questo documento è disponibile sul sito web ().

			

			I sottocomitati attualmente non attivi sono stati sciolti perché hanno completato il compito loro assegnato. Il sottocomitato sui test di suscettibilità antimicotica, con un comitato direttivo di esperti nominati e un comitato generale con rappresentanti dei Paesi, continua il suo lavoro.

			5.9 Accordo con EMA

			È stato raggiunto un accordo con l’Agenzia Europea dei Medicinali (EMA; Londra, Regno Unito) e l’industria farmaceutica. È stata concordata una procedura operativa standard (SOP) che regola il ruolo di EUCAST nella definizione dei breakpoint per gli agenti antimicrobici in fase di registrazione. La procedura è disponibile sui siti web dell’EMA e dell’EUCAST. L’industria farmaceutica è invitata a presentare o discutere i propri agenti con l’EUCAST prima, durante e dopo il processo di registrazione. Nell’ambito del processo normativo per la registrazione di nuovi farmaci, EUCAST, insieme all’EMA, ha fissato i breakpoint per la daptomicina, la tigeciclina e la ceftarolina, per citarne alcuni.

			5.10 EUCAST, UE e ECDC

			EUCAST ha ottenuto sovvenzioni dall’Unione Europea (UE) per sostenere il processo di armonizzazione dei breakpoint europei. Come tutte le altre “reti” finanziate dall’UE, EUCAST doveva essere incorporato nel Centro europeo per la prevenzione e il controllo delle malattie (ECDC) di Stoccolma, in Svezia, una volta costituito l’ECDC. Tuttavia, la struttura e il mandato di EUCAST non si adattavano al quadro delle altre reti finanziate dall’UE (come il già citato Sistema europeo di sorveglianza della resistenza (EARSS), diventato EARS-Net). A EUCAST è stato assegnato un “ruolo esterno” e ha risposto ai bandi di gara dell’ECDC per la determinazione dei breakpoint europei. L’EUCAST fornisce anche consulenza tecnica ed esperta all’ECDC in generale e all’EARS-Net in particolare. Si tratta di test di suscettibilità antimicrobica, valutazione esterna della qualità (EQA), necessità e metodi per l’individuazione, la categorizzazione e la segnalazione di meccanismi di resistenza di importanza clinica e/o di salute pubblica.

			5.11 Il test di diffusione su disco EUCAST

			A seguito dei risultati di un questionario distribuito nel 2009 ai dipartimenti di microbiologia clinica di tutta Europa, EUCAST ha deciso di sviluppare un test di diffusione su disco basato su una piattaforma già nota alla maggior parte dei colleghi europei, il terreno di Mueller Hinton con un inoculo confluente McFarland 0,5. Questo metodo è simile alle raccomandazioni del CLSI. Dato che il terreno raccomandato dal CLSI per l’Haemophilus influenzae veniva scelto poco, e dato che il sistema CLSI richiedeva due piastre diverse per trattare Basingstoke, gli streptococchi e l’H. influenzae, abbiamo scelto di sviluppare un terreno che potesse essere utilizzato sia per gli streptococchi che per l’H. influenzae e, come si è scoperto, per diversi altri organismi fastidiosi. Avevamo esperienza di un terreno utilizzato in Svezia e nel Regno Unito per l’H. influenzae e gli streptococchi, compreso lo Staphylococcus pneumoniae, il terreno Isosensitest (Oxoid Ltd, Thermo Fisher Scientific, Basingstoke, Regno Unito) integrato con il 5% di sangue di cavallo e beta-NAD. Isosensitest è stato sostituito con il terreno di Mueller Hinton (MH) e questo terreno (MH-F) è stato validato per l’uso con H. influenzae, streptococchi e molti altri microrganismi fastidiosi. I tre terreni CLSI sono stati ridotti a due terreni nel metodo EUCAST.

			Si è ritenuto che i Paesi europei che già utilizzano la metodologia CLSI, in particolare la preparazione del terreno e dell’inoculo, avrebbero adottato più facilmente le raccomandazioni europee se il salto fosse stato meno drastico. L’obiettivo era quello di assicurarsi che tutti i Paesi europei utilizzassero gli stessi breakpoint. Senza un test di suscettibilità comune, questo obiettivo sarebbe difficile da raggiungere.

			L’ESCMID ha deciso di assumersi la responsabilità finanziaria dello sviluppo del test di diffusione su disco. I lavori sono iniziati nel 2010. È stata creata una rete di laboratori di tutto il mondo, con il laboratorio di Växjö che ha svolto un ruolo di coordinamento. L’iniziativa ha ricevuto un grande sostegno da più parti. È stato deciso di basare tutte le raccomandazioni sui dati ottenuti con MH e con dischi di diversi produttori. Sono state prodotte delle piastre di microdiluizione in brodo (BMD), specifiche per le nostre esigenze e prodotte secondo le specifiche del documento ISO (7). Sono state offerte collezioni di isolati moderni con meccanismi di resistenza caratterizzati. Grazie alla produzione di dati paralleli di MIC e diametro di zona, il laboratorio EUCAST ha creato migliaia di correlazioni MIC/diametro di zona, come quella mostrata nella Figura 4 e disponibile sul sito web di EUCAST (). Queste vengono utilizzate per calibrare correttamente i breakpoint del diametro della zona di diffusione su disco con i breakpoint delle MIC cliniche. La robustezza del metodo viene costantemente testata provocando i breakpoint del diametro di zona con l’aggiunta di molti isolati con resistenza “borderline”. Il test di diffusione su disco EUCAST è stato recentemente descritto () e valutato in conformità alle raccomandazioni ISO ().

			Dal 2010 il metodo di diffusione su disco EUCAST è stato adottato da un paese dopo l’altro. Oggi tutti i Paesi nordici hanno adottato i metodi e i breakpoint EUCAST, così come l’Estonia, la Croazia, la Polonia, l’Italia, l’Austria, la Svizzera, la Slovenia, i Paesi Bassi, la Francia e molti altri Paesi europei, ma anche l’Australia e i Paesi dell’Africa. Le domande rivolte a EUCAST provengono da tutte le parti del mondo, compresi gli Stati Uniti, il Sud-Est asiatico, il Canada e il Sud America, il che indica chiaramente l’interesse internazionale per l’iniziativa EUCAST.

			5.12 Partecipazione di paesi extraeuropei

			La struttura e lo statuto di EUCAST sono stati modificati per consentire la partecipazione di soggetti extraeuropei. I Paesi sono stati incoraggiati a formare comitati nazionali per i test di suscettibilità antimicrobica (NAC) e ad aderire al Comitato generale di EUCAST. Più di 25 Paesi hanno già risposto all’appello, compresi Paesi molto lontani dall’Europa, come l’Australia, il Sudafrica e gli Stati Uniti. Molti dei NAC, compresi quelli di Australia e Stati Uniti, si sono presentati sul sito web di EUCAST ().

			Nel CLSI, la struttura e il modello di business rimangono sostanzialmente invariati. I “Libri Blu” sono famosi sia per il loro contenuto strutturato sia per il denaro che costa acquisirli. L’influenza dell’industria, sia quella farmaceutica che quella dei produttori di dispositivi e materiali per i test di suscettibilità antimicrobica, rimane la stessa.

			5.13 EUCAST nel 2014 e in seguito

			Per alcuni anni EUCAST ha stipulato contratti a tempo variabile con ECDC, Stoccolma, Svezia. EUCAST risponde a bandi di gara. L’ECDC finanzia il lavoro di comitato di EUCAST e dei suoi sottocomitati. L’EUCAST fornisce consulenza all’ECDC, all’EMA e all’Agenzia europea per la sicurezza alimentare (EFSA) su questioni relative ai test di suscettibilità, alla definizione dei breakpoint e degli ECOFF, al rilevamento della resistenza, alla misurazione dei tassi di resistenza e alla valutazione esterna della qualità dei test di suscettibilità antimicrobica. Per l’ECDC stiamo monitorando l’applicazione dei breakpoint e dei metodi EUCAST nei Paesi europei. Nel corso del 2013 diversi sondaggi hanno indicato che, negli ultimi 2-3 anni, la transizione dai sistemi precedenti ai breakpoint EUCAST è passata dal 30% al 70% dei laboratori. ESCMID ha accettato di assumersi la responsabilità finanziaria a lungo termine per il test di diffusione su disco EUCAST.

			5.14 Armonizzazione internazionale di breakpoint e metodi

			A seguito di una decisione congiunta e con un protocollo d’intesa, EUCAST e CLSI hanno formato un sottocomitato ad hoc sulla “Determinazione dei metodi e dei breakpoint per la polimixina/colistina” con l’intento di arrivare a breakpoint internazionali armonizzati per le polimixine. Si tratta di un fattore importante, poiché per un numero crescente di pazienti questo farmaco rappresenta l’ultima risorsa nelle infezioni causate da isolati multiresistenti ai farmaci. La cooperazione tra i comitati mondiali per i breakpoint ha un grande valore simbolico.

			Il metodo di diffusione su disco EUCAST è costruito sulla stessa piattaforma del metodo di diffusione su disco raccomandato dal CLSI, il che significa che per molte combinazioni agente/specie il diametro della zona di inibizione ottenuto nel test può essere interpretato rispetto alla tabella dei breakpoint EUCAST o CLSI.

			Resta da vedere se si tratta di passi reali verso una futura armonizzazione internazionale. Nel 2014, il comitato francese ha raccomandato ai laboratori francesi di abbandonare il metodo di diffusione su disco CA-SFM e di adottare il metodo EUCAST. Solo il Regno Unito mantiene ancora il suo metodo di diffusione su disco basato su Isosensitest (calibrato sui breakpoint clinici EUCAST), ma i laboratori del Galles e della Scozia hanno adottato il metodo EUCAST e un numero crescente di laboratori del Regno Unito.

			5.15 Conclusioni

			I test di suscettibilità antimicrobica in Europa sono ormai armonizzati, anche se ci vorrà del tempo prima che tutti i laboratori riescano a gestire la transizione. Se l’armonizzazione globale sia possibile o meno è un’altra questione. Potrebbe avvenire perché un numero crescente di Paesi e colleghi è attratto dalla facile e gratuita disponibilità delle raccomandazioni EUCAST e perché tutti possono partecipare al processo decisionale attraverso le consultazioni aperte pubblicate più volte all’anno sul sito web ().
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			1 - La resistenza antimicrobica e la sua diffusione sono una minaccia globale
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			Abstract

			La resistenza antimicrobica (AMR [Anti Microbial Resistance]) è in tutto il mondo un ostacolo al benessere umano, ed è una delle più gravi preoccupazioni per la salute pubblica. Se non controllata, la resistenza antimicrobica può diventare una grave minaccia e generare un’altra pandemia. Ciò rende necessario definire soluzioni sanitarie alla resistenza antimicrobica che siano su scala globale, tenendo conto dei dati provenienti da diverse parti del mondo. Questo processo potrebbe essere facilitato dalla definizione di norme sociali, da pratiche comportamentali individuali e di gruppo che favoriscano la salute umana globale e, infine, dall’aumento della consapevolezza collettiva sulla necessità di tali azioni. Oltre a rappresentare un’emergenza in ambito clinico, la resistenza antimicrobica rende anche necessari dei trattamenti più complessi, ponendo una vera e propria sfida alle linee guida esistenti sulla gestione della resistenza agli antibiotici. Lo sviluppo della resistenza è stato collegato a molti elementi genetici dei microbi, in alcuni casi con complesse vie di trasmissione. Inoltre, si stanno scoprendo nuovi meccanismi alla base dello sviluppo della resistenza antimicrobica, cosa che rende questo campo importante per la microbiologia medica. Oltre agli aspetti genetici della resistenza antimicrobica ci sono altri fattori, tra cui la diagnosi errata, l’esposizione ad antibiotici ad ampio spettro e la mancanza di una diagnosi rapida; questi fattori contribuiscono alla creazione della resistenza. Tuttavia i miglioramenti e le innovazioni nelle tecnologie di sequenziamento del DNA e nella bioinformatica hanno rivoluzionato il settore diagnostico, favorendo l’individuazione in tempo reale delle cause dell’AMR e dei suoi elementi importanti per delineare approcci di controllo e prevenzione per combattere la minaccia.

			1.1 Introduzione

			Nel 1928 Alexander Fleming scoprì che la penicillina uccideva i batteri stafilococchi che stava esaminando. Ben presto divenne l’antibiotico chiave per il trattamento delle principali malattie causate da patogeni Gram-positivi [1]. La penicillina è stata il primo antibiotico naturale ad essere scoperto, anche se il Salvarsan è stato utilizzato per la prima volta nel 1910. La scoperta degli antibiotici è stata considerata il fondamento di molti dei più grandi progressi medici del XX secolo [2]. L’era della scoperta degli antibiotici ha reso relativamente più sicuri gli aspetti terapeutici e chirurgici della medicina clinica, comprese le procedure per il parto, i trapianti di organi e il trattamento del cancro [3]. Ci sono poi gli antivirali, che hanno trasformato gli aspetti di gestione clinica delle malattie virali, compresa la recente pandemia di coronavirus del 2019. Uno dei maggiori attributi degli antivirali è la capacità di rendere gestibile il virus dell’immunodeficienza umana (HIV).

			Gli agenti patogeni microbici continuano a evolversi e a sviluppare resistenza alle metodologie terapeutiche emergenti e quelle tradizionali; dato l’estremo declino della ricerca sugli antibiotici, ciò non ha fatto altro che aumentare la portata della resistenza antimicrobica e il suo impatto sui costi e sui risultati dell’assistenza sanitaria globale. Il dilagante aumento dell’uso di antibiotici anche da banco non ha fatto altro che alimentare la resistenza antimicrobica. Ciò aumenta anche il rischio di riemergenza di molte malattie; l’emergere della XDR-TB, la tubercolosi estensivamente resistente ai farmaci, è un esempio che vale la pena citare.

			Gli antibiotici sono un pilastro della medicina moderna. Il loro uso ha ridotto la mortalità infantile. Inoltre, sono fondamentali per gli interventi chirurgici invasivi e per i trattamenti complessi come la chemioterapia. Sono un ausilio insostituibile nella complessa era degli interventi chirurgici a guida robotica e per la gestione delle infezioni secondarie durante le malattie, ad esempio la comune influenza e le infezioni della pelle, dell’intestino, ecc. 

			Tuttavia, le infezioni da batteri multiresistenti sono in aumento a livello globale, facendo sì che lo spauracchio delle infezioni non curabili diventi una realtà. Un rapporto del 2017 dell’Organizzazione Mondiale della Sanità (OMS, Ginevra, Svizzera) ha confermato che l’intero mondo sarà a corto di antibiotici poiché i farmaci attualmente in uso clinico sono stati sviluppati attraverso delle modifiche alle classi esistenti e hanno dimostrato di avere dei cicli di impatto brevi [4]. La Commissione europea ha documentato che i decessi legati all’AMR sono circa 33.000 all’anno nell’Unione europea (UE), per circa 1,5 miliardi di euro all’anno in costi sanitari [5]. 

			Il rapporto 2019 sulla minaccia della resistenza agli antibiotici pubblicato dal Center for Disease Control and Prevention ha stimato che i casi di resistenza antimicrobica sono oltre 2,8 milioni all’anno negli Stati Uniti, con oltre 35.000 decessi. Il rapporto ha inoltre dettagliato i rischi nelle categorie “urgente”, “grave”, “preoccupante” e “da tenere d’occhio”; la resistenza ai carbapenemi è stata considerata urgente. L’emergere di batteri resistenti ai carbapenemi solleva una seria preoccupazione, in quanto questi sono classificati come gli antibiotici “di ultima linea” per il trattamento delle infezioni multiresistenti. I risultati positivi della ricerca hanno documentato nuove combinazioni di antibiotici che abbattono la resistenza, il che amplia l’uso degli antibiotici di ultima linea [6]. La Tabella 1 e la Figura 1 riassumono i diversi meccanismi alla base dello sviluppo della resistenza agli antibiotici.
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			Figura 1. Meccanismi molecolari della resistenza antimicrobica (AMR) e della resistenza ai farmaci.
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			Tabella 1. Meccanismi di resistenza agli antibiotici.

			1.2 Sviluppo e identificazione di nuovi antibiotici e riproposizione di quelli esistenti

			È stato raccomandato di tenere l’uso degli antibiotici sotto controllo, in modo da affrontare l’aumento dell’incidenza della resistenza agli antibiotici; c’è anche l’urgente necessità di identificare nuove molecole bersaglio e di riprogettare quelle esistenti per affrontare le crescenti avversità dei patogeni MDR [Multi Drug-Resistant] e XDR [Extensively Drug-Resistant]. Gli aspetti da sviluppare sono:

			
					un derivato potenziato da una famiglia di antibiotici esistente;

					agenti antibatterici strutturalmente superiori (nuove strutture chimiche);

					identificare i vantaggi di classi alternative di agenti, compresi i fagi.

			

			Un aspetto burocratico rilevante sono le certificazioni, che aumentano la complessità della pipeline di sviluppo di nuovi antibiotici, rendendo meno redditizio per le aziende farmaceutiche investire tempo e sforzi. La situazione attuale indica che è necessario adottare con urgenza nuovi metodi per combattere la resistenza batterica. Uno degli approcci ampiamente discussi parla di nanotecnologia e dell’uso della “nanofunzionalizzazione” per ristabilire l’attività antimicrobica degli antibiotici esistenti. Un rapporto di Natan, M. e Banin, E. (2017) illustra come le nanotecnologie possano combattere gli MDR, introducendo nanoparticelle (NPs) in due categorie funzionali [7]. Queste due categorie comprendono le NP con proprietà antibatteriche intrinseche e quelle che veicolano agenti antibatterici. In quest’ultimo caso, l’azione antibatterica avviene attraverso il contatto diretto con l’agente patogeno in questione, rendendo così nulli alcuni meccanismi di resistenza antimicrobica. Un rapporto di van der Meij, A. et al. (2017) si è concentrato sulla produzione di antibiotici da parte degli attinomiceti [8]. È stato documentato che questi batteri filamentosi sopravvivono in simbiosi con altri organismi e offrono protezione e promozione della crescita. È stato suggerito che i gruppi di geni biosintetici siano espressi in risposta alla richiesta dell’ospite dovuta a diversi fattori ambientali. È stato documentato che questa intuizione è utile per la scoperta di farmaci.

			Tracanna, V. et al. (2017), in un rapporto che discute la diversità delle funzioni dei composti antimicrobici procarioti, hanno evidenziato diverse strategie di estrazione, tra cui la sintesi ribosomiale e la modificazione post-traduzionale di peptidi, polichetidi, ecc. Queste strategie sono fondamentali per estrarre gruppi di geni biosintetici nuovi, per restringere il campo dei potenziali agenti antimicrobici. Un processo laborioso, che indica la necessità di combinare le informazioni sul genoma con i dati funzionali ed ecologici. Per garantire un uso ottimale dei genomi già ben sequenziati, sono stati sviluppati nuovi strumenti in grado di identificare e riutilizzare molecole antimicrobiche esistenti e nuove. Attualmente sono stati scoperti migliaia di cluster di geni con il potenziale di codificare delle biomolecole promettenti. Le informazioni ecologiche aiutano a stabilire le priorità delle funzioni antimicrobiche chiave. C’è anche un approccio di function mining basato sulla funzione prevista, che comprende l’uso di informazioni sui domini proteici, per il genome mining, o sulla modalità d’azione. Un rapporto di Pachon-Ibanez, M.E. et al. (2017) ipotizza che le defensine possano essere agenti terapeutici antimicrobici [10]. Questa rassegna evidenzia i progressi nello sviluppo delle defensine umane e della catelicidina LL-37, insieme ai loro derivati, come potenziali agenti antimicrobici clinici. Oltre a discutere le modalità d’azione degli agenti e dei loro analoghi, lo studio evidenzia anche le azioni difensive mediate dall’ospite e i tre fattori chiave che impediscono l’uso diffuso di candidati promettenti: stabilità, tossicità e costo [10]. Le ricerche condotte nel corso degli anni hanno evidenziato le difficoltà insite negli agenti antimicrobici e la minaccia MDR, anche se la scienza continua ad accrescere la nostra comprensione oltre il livello cellulare. Tuttavia, per ottenere un successo clinico, è essenziale che gli sforzi e i fondi stanziati per la ricerca di base e applicata aumentino in modo significativo.

			1.3 Fattori che contribuiscono alla resistenza agli antibiotici

			Nel corso della storia è stato documentato che lo sviluppo della resistenza agli antibiotici è un processo naturale per consentire la sopravvivenza dei batteri, ma è stato alimentato da attività umane come la prescrizione eccessiva e inappropriata, l’uso eccessivo di antibiotici come integratori per la crescita del bestiame e la disponibilità di pochi nuovi antibiotici [11]. Numerose pubblicazioni recenti hanno sottolineato le conseguenze della promozione della stewardship antimicrobica tra i medici per ridurre le complicazioni legate all’uso degli antibiotici. Questi programmi conferiscono alla comunità medica, anche a livello universitario, le conoscenze necessarie per gestire la crisi dell’antibiotico-resistenza, un aspetto critico della salute pubblica [12,13]. La Figura 2A,B (modificata dall’articolo del Dr. Razzaque) evidenzia le fasi fondamentali e gli aspetti chiave coinvolti nell’impatto positivo delle misure adottate contro l’AMR.
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			Figura 2. (A) Diagramma che evidenzia le fasi principali da attuare per ridurre al minimo la resistenza antimicrobica. (B) Rappresentazione schematica degli aspetti chiave che possono avere un impatto positivo sulla lotta globale alla resistenza antimicrobica (modificata dal documento del Dr. Razzaque).

			
					La resistenza agli antibiotici si verifica quando il microbo bersaglio sviluppa un meccanismo fisiologico per superare l’impatto del farmaco. Ciò può essere causato da una modifica della struttura o della composizione dell’involucro batterico, alla produzione di enzimi che decompongono l’agente bersaglio, ecc. Ci sono anche altri meccanismi come la limitazione dell’afflusso di farmaco e l’aumento dell’efflusso, o la modifica/inattivazione del bersaglio del farmaco [14]. Contribuiscono alla crisi dell’AMR, oltre al processo naturale di sviluppo della resistenza, le pratiche d’uso attuali che prevedono la prescrizione impropria di farmaci, compresi quelli ad ampio spettro [15].

					La resistenza antimicrobica, oltre ad aumentare la difficoltà di gestione delle malattie, ha anche un impatto sul paziente. È stato documentato che compromette il sistema immunitario umano e aumenta le complicazioni e la vulnerabilità dopo interventi chirurgici complicati che coinvolgono il cancro, la sostituzione del ginocchio, la dialisi, ecc. Inoltre, i soggetti con condizioni di comorbilità hanno un rischio maggiore di esiti avversi gravi con l’AMR. Le condizioni che richiedono l’uso di antibiotici “di ultima linea” aumentano anche in modo significativo i costi di trattamento per il cliente, prolungando i tempi di permanenza in ospedale e i tassi di ricovero [16,17].

					L’evidenza crescente che la pratica dell’uso degli antibiotici sia un grosso rischio per la resistenza antimicrobica rende necessarie delle pratiche di gestione clinica diffuse e adeguatamente guidate. La conoscenza delle vaccinazioni, della trasmissione e delle strategie di prevenzione è la chiave dell’educazione alla salute pubblica. Elaborare delle pratiche di cura delle ferite e delle infezioni tra i pazienti con condizioni di comorbilità può ridurre l’onere del ricovero ospedaliero e controllare la diffusione delle infezioni.

					Anche la comunicazione della necessità di antibiotici sulla base della diagnosi e del protocollo di gestione clinica raccomandato è un aspetto molto importante dell’AMR. La mancanza di strumenti diagnostici e di linee guida normative e l’auto-trattamento con antibiotici da banco per disturbi come il raffreddore e l’influenza sono comuni nei Paesi in via di sviluppo e contribuiscono pesantemente all’AMR [18]. Per evitare l’abuso dell’uso di antibiotici è anche necessario ridurre o controllare gli incentivi finanziari per la prescrizione di antibiotici da parte dei medici attraverso le aziende farmaceutiche [19].

					Oltre ai cambiamenti nell’uso e nei modelli di consumo di antibatterici nelle diverse economie globali, i viaggi moderni hanno contribuito in modo determinante alla diffusione di nuove infezioni e della resistenza agli antibiotici in tutto il mondo. La recente pandemia da coronavirus (COVID-19) ne è il miglior esempio. Uno studio documentato tra i viaggiatori europei provenienti dall’India ha identificato la presenza di Enterobacteriaceae produttrici di carbapenemasi (CPE), anche tra coloro che non hanno avuto contatti con il sistema sanitario indiano durante il loro soggiorno [20,21].

			

			1.4 Fattori che contribuiscono alla trasmissione dell’AMR

			È stato documentato che la trasmissione di microbi altamente resistenti ai farmaci avviene tra le specie e all’interno di esse. L’identificazione dei serbatoi e delle migliori pratiche relative alle cause di trasmissione sarà fondamentale per controllare le future pandemie. 

			Le pandemie e le epidemie di COVID-19 sono esempi di virus che diffondono materiale tra le specie. Qualsiasi misura di sanità pubblica in grado di controllare la diffusione e l’uso di agenti antibatterici è il primo passo per controllare la resistenza antimicrobica. 

			Sono necessari dei sistemi di sorveglianza globale di alta qualità per informare sui cambiamenti nell’uso degli antimicrobici, e bisogna evitare lo sfasamento temporale nella trasmissione delle conoscenze: questo è un modo per prevenire una crisi sanitaria globale da AMR.

			1.5 Azioni per combattere la resistenza 
agli antibiotici

			Lo sviluppo della resistenza agli antibiotici è un processo graduale in cui i microbi coinvolti sviluppano capacità di resistenza contro gli agenti che li dovrebbero distruggere. Per affrontare questa minaccia è necessaria un’azione aggressiva per:

			
					Prevenire le infezioni e controllare la trasmissione;

					Migliorare l’uso degli antibiotici per rallentare lo sviluppo della resistenza attraverso una sorveglianza di alta qualità e linee guida sull’uso;

					Bloccare la diffusione di microbi resistenti quando si sviluppano attraverso programmi di gestione antimicrobica.

			

			1.6 Interazioni microbioma-antibiotico

			La scienza del microbioma intestinale ha offerto opportunità sempre più ampie per studiare l’interazione uomo-microbioma e fornire un ecosistema per valutare le interazioni microbioma-antibiotico. L’impatto degli antibiotici sul microbioma dell’intestino umano continua a essere un argomento degno di interesse. L’esposizione agli antibiotici nella prima infanzia è stata collegata a impatti immunologici, neurologici e gastrointestinali; l’uso di antibiotici a qualsiasi età è stato collegato a impatti negativi sulla microflora intestinale, che portano all’emergere di diarrea resistente agli antibiotici [22]. 

			Oltre alla resistenza antimicrobica, alcuni studi hanno evidenziato l’impatto degli antibiotici sulle malattie, tra cui obesità, cancro e malattie infiammatorie intestinali [23]. Ciò ribadisce la necessità di controllare l’uso degli antibiotici anche a prescindere dalla crisi dell’AMR. Per limitare l’effetto degli antibiotici sul microbiota intestinale, è stato suggerito di istituire un programma di stewardship antimicrobica e di curare la disbiosi attraverso prebiotici, probiotici e trapianto di microbiota fecale [24]. I fattori che determinano l’aumento dei geni di resistenza agli antibiotici (ARG [Antibiotic Resistance Genes]) possono essere valutati anche attraverso il microbiota intestinale. Alcuni studi hanno documentato che il microbiota intestinale è una ricca riserva di resistenza agli antibiotici (AR) che contribuisce all’emergere della resistenza ai farmaci multipli attraverso il trasferimento genico orizzontale (HGT [Horizontal Gene Transfer]), innescato anche durante l’uso di antibiotici come profilassi importantissima [25].

			La deplezione del microbioma indotta dagli antibiotici è un fenomeno ben documentato dovuto alla terapia antibiotica ed è implicato nell’alterazione dell’omeostasi metabolica attraverso la segnalazione intestinale [26]. Gli studi hanno anche documentato che i metaboliti della microflora intestinale sono fondamentali per l’asse intestino-cervello, compresi gli acidi grassi a catena corta, i metaboliti degli acidi biliari, ecc. Le alterazioni delle vie microbico-metaboliche sono state collegate alla malattia di Alzheimer, all’ansia, alla depressione, ecc. [27].

			Alcuni studi hanno anche documentato l’impatto della somministrazione di antibiotici ad ampio spettro a persone sane dopo la vaccinazione contro l’influenza stagionale sulla microflora intestinale. L’analisi ha rilevato un aumento delle firme infiammatorie e una riduzione degli acidi biliari che causano l’attivazione dell’inflammasoma [28]. Il trapianto autologo di microbiota fecale (a-FMT) è stato ampiamente studiato come intervento per trattare la disbiosi causata da malattie infettive come l’infezione da Clostridioides difficile (CDI), con cui sono stati registrati tassi di guarigione fino al 90%. 

			Altre condizioni includono le malattie infiammatorie intestinali, la cui efficacia clinica varia tra il 25 e il 50%. Le differenze nell’impatto dell’FMT sono state attribuite anche alle differenze nella composizione del microbioma tra donatori e riceventi, dovute a cambiamenti nella dieta e nell’ambiente in momenti diversi [29,30].

			La maggior parte dei farmaci somministrati per via orale viene esposta ai commensali intestinali dell’ospite e la microflora umana ha dimostrato di rispondere attraverso gli enzimi di metabolizzazione dei farmaci. È stato dimostrato che la microflora intestinale agisce in sinergia con l’ospite per mantenere l’omeostasi intestinale, metabolizzando xenobiotici e farmaci attraverso l’alterazione dei livelli di espressione dei recettori di trasporto dei farmaci e degli enzimi di metabolizzazione dei farmaci [31]. 

			È stato dimostrato che la microflora intestinale influisce anche sulla biodisponibilità delle sostanze fitochimiche, compresi gli intermedi metabolici come le glicosidasi e le demetilazioni [32]. Inoltre, il metabolismo della curcumina è stato associato all’Escherichia coli [33]. 

			Il microbiota intestinale è anche coinvolto nell’attivazione e nella disattivazione di farmaci come la sulfalazina, la digossina, l’irinotecan, il cloramfenicolo e le nitrobenzodiazepine, per citarne alcuni [34,35,36,37]. Uno studio recente ha valutato l’impatto di settantasei diversi batteri intestinali umani sul metabolismo di duecentosettantuno farmaci orali utilizzando il sequenziamento high-throughput con spettrometria di massa. Lo studio ha rilevato che 176 farmaci sono stati metabolizzati in modo significativo da almeno un ceppo batterico e che ogni ceppo ha metabolizzato da 11 a 95 farmaci diversi [38]. 

			Questi progressi evidenziano la possibilità di progettare farmaci personalizzati che possano agire in combinazione con le pratiche esistenti di farmacogenomica. La Figura 3 evidenzia che la resistenza antimicrobica è la causa del maggior carico di malattia, come sottolineato nella revisione sulla resistenza antimicrobica di Jim O’Neill [39].

			[image: Antibiotics 11 01082 g003 550]

			Figura 3. La resistenza antimicrobica ha il più alto carico di malattia (fonte: la revisione sulla resistenza antimicrobica presieduta da Jim O’Neill).

			1.7 Applicazioni della tecnologia contro 
la resistenza agli antibiotici

			Alcuni studi hanno descritto l’antibiotico-resistenza come dinamica, il che implica l’importanza di tecnologie all’avanguardia per studiare la diversità microbica [40]. Le piattaforme emergenti, come la tecnologia di sequenziamento di nuova generazione (NGS), gli strumenti bioinformatici e i database pubblici dinamici su larga scala, hanno accelerato la ricerca sulla resistenza agli antibiotici. I progressi tecnologici integrano una profonda comprensione meccanicistica della resistenza agli antibiotici con un’analisi genomica ad alta profondità, contribuendo a migliorare la sorveglianza e a sviluppare strategie proattive per mitigare le minacce [41].

			La metagenomica è l’approccio attualmente più utilizzato per studiare il resistoma. Tre metodi, tra cui la metagenomica shotgun, la metagenomica funzionale e il sequenziamento genico mirato, sono stati adottati e raccomandati da diversi studi nell’ultimo decennio. 

			Gli studi hanno caratterizzato il resistoma intestinale pediatrico usando librerie metagenomiche ricombinanti, che hanno portato all’identificazione della resistenza a 14 dei 18 antibiotici testati, appartenenti a otto classi di farmaci. Inoltre, alcuni dei geni recuperati includevano diidrofolato reduttasi resistenti ai farmaci, acetiltransferasi del cloramfenicolo, pompe di efflusso multifarmaco e tutte le principali classi di beta-lattamasi. Anche molte sequenze che causano resistenza sono risultate mobilizzabili [42]. 

			La metagenomica funzionale con frammenti di acido deossiribonucleico (DNA) clonati a tappeto è stata sempre più utilizzata per identificare e caratterizzare i serbatoi di resistenza agli antibiotici [43]. Questi studi evidenziano l’importanza di utilizzare piattaforme di sequenziamento ad alte prestazioni, database ARG appropriati e pipeline di analisi per identificare l’AMR a livello di resistoma. Anche il sistema SmartChip (Takara, Shiga, Giappone), che è un array quantitativo di reazione a catena della polimerasi ad alto rendimento, è stato ampiamente utilizzato per studi sul resistoma che coinvolgono vari microbiomi ambientali [44,45,46]. 

			Questo sistema presenta una serie di vantaggi, tra cui la capacità di analizzare un elevato numero di ARG in parallelo in tempi brevi, e ha una maggiore sensibilità rispetto all’approccio metagenomico per l’individuazione delle ARG. Per l’analisi del resistoma, il sequenziamento dell’intero genoma per l’identificazione dei determinanti della resistenza antimicrobica è preferito per la fattibilità tecnica, l’efficacia dei costi e la capacità di identificare risultati perseguibili in riferimento al controllo delle infezioni [47].

			1.8 Sorveglianza della resistenza antimicrobica attraverso il sequenziamento di nuova generazione (NGS)

			La preoccupazione per la crescente incidenza di casi di resistenza multi-farmaco è in aumento e quindi la sorveglianza e la comprensione degli ARG sono fondamentali per monitorarne l’emergere e la diffusione. Gli ARG si trovano in diversi contesti, tra cui:

			
					Microarray [48,49].

					Reazione a catena della polimerasi (PCR) [50].

					Sequenziamento dell’intero genoma (WGS) [51].

					Metagenomica [52].

			

			1.9 Approcci di sequenziamento dell’intero genoma per la sorveglianza della resistenza

			I progressi della genomica per l’individuazione della resistenza agli antibiotici non sono stati implementati con successo nei laboratori clinici, dove sono ancora in uso i tradizionali metodi di diluizione e diffusione in serie [53]. Però queste tecniche si sono rivelate promettenti per la progettazione di terapie antinfettive. Per la sorveglianza degli ARG, le tecniche tradizionali presentano diversi svantaggi. Tra questi, la mancanza di un approccio validato e sensibile per diversi microbi, le condizioni interlaboratorio e il numero limitato di farmaci testati. La sorveglianza degli ARG è inoltre inefficace se non include un confronto dei genotipi tra più ospiti e zone ambientali, consentendo di tracciare il percorso e il grado di diffusione [54,55].

			La firma genetica determinata mediante WGS mostra informazioni molto precise, grazie alle quali è possibile identificare microbi, stabilire relazioni filogenetiche, individuare mutazioni, migliorare l’identificazione di nuovi geni putativi e prevedere la suscettibilità fenotipica agli antibiotici. L’analisi del genoma può anche fornire preziose informazioni sui tratti di resistenza agli antibiotici. Ciò è prezioso per le indagini sui focolai e per la sorveglianza e la diffusione in tempo reale degli ARG [53]. La sorveglianza degli ARG in tempo reale contribuisce all’identificazione precoce dei focolai e all’aggiornamento delle politiche di sanità pubblica. Uno studio del Consiglio sanitario del Golfo ribadisce la necessità di una sorveglianza della resistenza antimicrobica basata sul WGS per identificare l’impatto e la prevalenza [56]. Il WGS è stata una tecnologia scelta in molti casi di rintracciamento delle fonti dei focolai e definizione di procedure di segnalazione degli alimenti contaminati. Il WGS offre anche diversi altri vantaggi rispetto alle piattaforme tradizionali di analisi della resistenza, tra cui l’individuazione dell’esistenza di una co-resistenza ad altri agenti antibiotici, come le farine pesanti, e le previsioni sull’identificazione del trasferimento genico orizzontale [53]. Sebbene il WGS sia uno strumento potente per la sorveglianza degli ARG, i requisiti relativi agli standard di purezza delle colture aumentano la complessità tecnica. È anche dimostrata l’assenza dell’aspetto della “coltivabilità” della maggior parte dei taxa batterici e di Archaea [57].

			La sorveglianza degli ARG è una parte essenziale del Sistema globale di sorveglianza della resistenza antimicrobica lanciato dall’OMS nel 2015 come primo sforzo collaborativo per standardizzare la sorveglianza della resistenza antimicrobica. Fornisce un quadro strutturale per raccogliere, analizzare e condividere i dati sulla resistenza antimicrobica e documenta lo stato della sorveglianza della resistenza antimicrobica, che avvenga con sistemi esistenti o nuovi. Incoraggia il passaggio da un sistema di dati basati sugli isolati a dati a livello epidemiologico e clinico. L’obiettivo è quello di generare dati standardizzati e comparabili tra le nazioni, di rappresentare una linea guida per la definizione delle politiche, di tracciare la diffusione e l’emergere degli ARG e di guidare l’allocazione delle risorse per gestire le minacce ARG [58,59]. Il sistema di sorveglianza integrata della resistenza antimicrobica si è adattato ai requisiti e alle minacce in continua evoluzione, attraverso l’ampliamento della sorveglianza dei bacini di utenza, lo studio di nuove fonti di isolamento, l’elaborazione di schemi di campionamento e la modifica degli agenti antimicrobici testati [55]. L’iniziativa del Centro europeo per la prevenzione e il controllo delle malattie, nell’UE, esiste da tempo per l’indagine e il monitoraggio dei focolai [5]. Ciò ribadisce la necessità di istituire degli organismi di monitoraggio simili in tutto il mondo, tra cui il GHC per la sorveglianza delle ARG e il monitoraggio e l’indagine dei focolai in Arabia Saudita. Sono state proposte diverse misure per affrontare le sfide poste dalla resistenza agli antibiotici e per superare questa crisi, tra cui l’educazione del pubblico e le misure politiche, che sono efficaci quando sono in grado di aggiornarsi nel tempo, ma combattere l’abuso di antibiotici a livello internazionale è ancora fondamentale [47].

			Una revisione sulla resistenza antimicrobica del 2016 evidenzia che l’inazione nei confronti della resistenza antimicrobica potrebbe portare a una perdita di produttività globale dell’ordine di 100.000 miliardi di dollari entro il 2050. Inoltre, poche iniziative governative nel mondo occidentale hanno finanziato la ricerca in questo senso, tra cui il Fleming Fund del governo britannico, avviato per migliorare la sorveglianza sulle infezioni resistenti ai farmaci nei Paesi a basso e medio reddito. Il report evidenzia anche la disparità degli investimenti nella ricerca antimicrobica, che sono stati solo 1,8 miliardi di dollari dei 38 miliardi di dollari investiti (<5%) dai fondi di capitale di rischio in Ricerca e Sviluppo tra il 2003 e il 2013 [60].

			1.10 Approcci metagenomici per la sorveglianza della resistenza

			La metagenomica è documentata come il miglior progresso tecnologico per l’identificazione dell’intero spettro di AMR da varie fonti, compresa la microflora intestinale del bestiame e dell’uomo. La metagenomica descrittiva svolge un ruolo chiave nell’identificare la struttura della comunità del microbioma e le variazioni dell’abbondanza microbica in diverse condizioni ambientali e fisiologiche. La metagenomica funzionale studia le interazioni ospite-microbo e microbo-microbo in un ecosistema dinamico predittivo [61,62]. È stato documentato che la metagenomica è un’aggiunta nuova e importante alla tassonomia molecolare, in quanto ha stabilito un metodo di tipizzazione standard che supera gli ostacoli imposti dai metodi classici di coltura; inoltre, è guidata solo dalla sequenza e dalla funzione [63]. Si sono attribuite all’analisi metagenomica strutturale la scoperta di nuovi meccanismi di AMR e l’identificazione di serbatoi di ARG. La metagenomica funzionale ha invece promesso delle soluzioni alla resistenza antimicrobica per la scoperta di nuovi antibiotici, proteine antibatteriche e vie di sintesi degli antibiotici [64]. La Figura 4 evidenzia come la sorveglianza possa migliorare i risultati sanitari, secondo l’OMS.
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			Figura 4. Come la sorveglianza può migliorare i risultati sanitari.

			1.10.1 Identificazione delle caratteristiche genomiche della resistenza antimicrobica dai dati WGS

			L’approccio fondamentale per identificare la presenza di ARG prevede lo studio dei dati di sequenziamento dell’intero genoma, sia per gli elementi endogeni che per i plasmidi. I dati sulla presenza/assenza e sull’abbondanza dei vettori sono stati utilizzati per lo sviluppo di modelli di apprendimento automatico per prevedere la presenza di AMR nei campioni. C’è un report sulla previsione della resistenza antimicrobica mediante WGS in Staphylococcus aureus che ha coinvolto l’assemblaggio dei genomi con l’algoritmo BLASTn [65]. Un’altra relazione su uno strumento web basato su WGS, denominato PointFinder, ha identificato mutazioni puntiformi in patogeni batterici che sono causa di AMR attraverso un database e studi che hanno utilizzato BLASTn per identificare i geni nel database e sono stati ulteriormente analizzati i risultati con identità >/= 80% [66]. PhyResSE è stato utilizzato per delineare la resistenza agli antibiotici e il lignaggio di Mycobacterium tuberculosis attraverso i dati WGS. Si tratta di dati di resistenza convalidati provenienti da campioni ben caratterizzati di tutto il mondo ed è stato creato su misura per la diagnosi della resistenza agli antibiotici di MTBC [67]. Lo strumento applica BWA-MEM per mappare gli isolati con i riferimenti in modo più rapido rispetto all’allineatore di sequenze BLASTn per identificare il lignaggio dell’isolato da un catalogo precompilato di 92 lignaggi con fenotipi di resistenza noti [68]. Il “Mykrobe predictor” utilizza un approccio privo di allineamento attraverso i grafi di de Bruijn per costruire una libreria di ceppi di riferimento di M. tuberculosis e S. aureus resistenti e suscettibili a più antibiotici. Può identificare le specie, costruire profili di resistenza e analizzare altri aspetti, come i lignaggi filogenetici e gli elementi di virulenza. L’impatto della ricerca estesa che utilizza i dati WGS ha portato alla pubblicazione del rapporto del consorzio CRyPTIC su oltre 10.000 isolati clinici di M. tuberculosis provenienti da 16 Paesi, in rappresentanza di tutti i principali lignaggi, e ha concluso che il WGS è efficiente per caratterizzare i profili di suscettibilità agli agenti antitubercolari di prima linea, con un’accuratezza sufficiente per l’uso clinico [The CRyPTIC Consortium and the 100,000 Genomes Project]. Sebbene il pannello sia spesso predefinito per un insieme di ARG, l’elevata confidenza della previsione lo rende adatto all’uso clinico.

			1.10.2 Firme geniche AMR dai dati di espressione

			Un altro approccio alla previsione della resistenza antimicrobica è rappresentato dalle differenze nell’espressione genica dell’isolato dopo l’esposizione al farmaco target. Un rapporto di Suzuki S et al. [69] descrive dettagliatamente i cambiamenti genotipici e fenotipici nei ceppi batterici resistenti agli antibiotici, come l’E. coli. Questo studio ha rilevato che l’acquisizione della resistenza a un farmaco modifica la suscettibilità e la resistenza ad altri. La successiva analisi dell’espressione genica ha portato all’identificazione di meccanismi dinamici di compensazione. La teixobactina, un nuovo agente antimicrobico, ha documentato un’attività contro S. aureus ed Enterococcus faecalis senza resistenza. Uno studio che ha riportato la risposta trascrizionale di E. faecalis ai livelli di teixobactina ha identificato lo sviluppo di una tolleranza intrinseca ad alte concentrazioni della stessa (attraverso la delezione di croRS), e generalmente questo è considerato un precursore per lo sviluppo della resistenza [70]. Oltre ai meccanismi noti, che coinvolgono l’espressione differenziale dei geni bersaglio degli antibiotici e i trasportatori di efflusso degli xenobiotici, gli studi emergenti hanno il potenziale per rivelare circuiti regolatori che rispondono a diversi stimoli tossici e altri meccanismi di compensazione. Tra i principali ostacoli all’implementazione clinica, tuttavia, abbiamo la complessità sperimentale e il tempo necessario per analizzare e interpretare i dati. Inoltre, la mancanza di annotazione di tutti i patogeni clinicamente importanti (e dei loro ceppi), come l’E. coli, e l’identificazione dei trascritti espressi in modo differenziato sono ulteriormente ritardate dalla necessità di annotazione funzionale per decifrare il loro ruolo nell’AMR.

			1.10.3 Individuazione di meccanismi di resistenza antimicrobica indipendenti dall’ARG

			Questo approccio consente di chiarire i meccanismi della resistenza antimicrobica sulla base di confronti genomici globali con vari profili di suscettibilità di più ceppi. Un altro studio proof-of-concept ha registrato l’importanza della selezione di stabilità per indagare la relazione genotipo-fenotipo batterico in M. tuberculosis e S. aureus come approccio valido. Questo studio ha evidenziato l’importanza della genotipizzazione con k-mers, i cui vantaggi includono l’assenza di allineamenti e la capacità di identificare diverse categorie di varianti genetiche, tra cui inserzioni e delezioni di singoli nucleotidi nelle regioni codificanti e non codificanti. Lo studio ha identificato i k-mers (n = da 1 a 8 per anticorpo; 22 in totale), che sono stati ulteriormente utilizzati nei modelli di regressione lineare per ciascun anticorpo testato e hanno dimostrato di avere prestazioni pari a quelle di Mykrobe [71].

			Gli studi hanno evidenziato l’importanza dell’apprendimento automatico con l’analisi strutturale del pan-genoma di M. Tuberculosis per identificare le firme genetiche della resistenza agli antibiotici. La successiva mappatura con le strutture 3D disponibili di alcune proteine selezionate associate alla resistenza agli antibiotici ha permesso agli autori di individuare i cluster di mutazioni di alcune proteine, in risposta agli antibiotici. Questa intuizione può aiutare a spiegare meglio la causalità degli alleli AMR [72]. Un’altra recente relazione ha esplorato le prestazioni di due modelli basati sull’apprendimento, gli alberi di classificazione e di regressione, per la previsione dell’AMR. Lo studio ha rilevato che si tratta di modelli altamente accurati e l’interpretazione ha rivelato meccanismi di resistenza noti per 12 specie e 56 antibiotici e potenzialmente nuovi [73].

			L’approccio pan-genomico è ad alta intensità di finanziamenti, in quanto richiede tecnologie di sequenziamento genomico e strumenti per un approccio di confronto a livello di genoma, sebbene sia molto promettente per le applicazioni cliniche. Un vantaggio è la capacità di esplorare interi genomi invece di regioni note legate alla resistenza antimicrobica, per identificare nuovi meccanismi o elementi regolatori. Questo è fondamentale per determinare se la relazione tra una firma genomica e l’AMR è una probabilità statistica o un rapporto causale. Inoltre, disporre di ampie collezioni di ceppi è fondamentale per ottenere informazioni sulla resistenza antimicrobica, il che rende la sfida più difficile.

			1.10.4 Decifrare il meccanismo della resistenza antimicrobica dai dati metabolomici

			Anche lo studio del profilo metabolico è stato ampiamente studiato come approccio altrettanto valido. Un rapporto di Yang JH et al. [74] ha discusso la modellazione di rete integrata di screening biochimico “white-box” e l’approccio di apprendimento automatico per identificare i meccanismi causali e applicarli alla comprensione dell’efficacia degli antibiotici. Lo studio ha effettuato un contro-screening di tre antibiotici (ampicillina, ciprofloxacina e gentamicina) contro E. coli e ha simulato lo stato metabolico corrispondente mediante un modello di rete metabolica su scala genomica. L’approccio di apprendimento automatico white-box ha fornito informazioni sui meccanismi delle vie, facilitando la quantificazione dei contributi relativi di ciascuna via metabolica per affrontare i meccanismi letali di ciascun antibiotico. Inoltre, il profilo di oltre 500 metaboliti putativi intracellulari ed extracellulari delle 190 popolazioni evolute ha evidenziato il metabolismo del carbonio e dell’energia per limitare la velocità e la modalità di acquisizione della resistenza. Lo studio ha inoltre identificato molteplici meccanismi impiegati dal ceppo di E. coli per compensare la pressione esercitata dai diversi antibiotici, tra cui mutazioni o espressione di pompe di efflusso, che si è scoperto essere influenzate dalla fonte di carbonio e quindi dallo stato metabolico in cui si trova l’organismo [75]. Questo approccio evidenzia una prospettiva evoluta nella comprensione dell’azione antibiotica e della risposta dei batteri ai farmaci.

			1.11 Conclusioni

			La resistenza agli antibiotici è una parte inevitabile dell’evoluzione microbica. Ciò sottolinea la necessità di sorvegliare gli ARG come aspetto fondamentale per la definizione delle politiche future. La WGS e la metagenomica, insieme a potenti strumenti bioinformatici e banche dati, hanno solo approfondito le nostre conoscenze in merito. L’affidabilità dei risultati di queste tecniche incoraggia la loro applicazione nella diagnostica di routine. L’uso di antibiotici porta alla disbiosi del microbioma intestinale, cosa che causa diversi effetti collaterali. Nel monitoraggio della resistenza antimicrobica in generale e nell’implementazione delle tecnologie NGS in particolare, ogni ambito presenta una propria serie di requisiti, realtà e sfide tecniche. L’unica strada percorribile è la formazione continua, la sorveglianza, l’analisi dei dati e la ricerca per affrontare questa crisi della resistenza antimicrobica. Alcune soluzioni discusse per l’AMR sono: una campagna di sensibilizzazione pubblica globale che affronti il problema dell’offerta; il controllo dell’uso degli antibiotici; lo stimolo per avviare test diagnostici più rapidi.

			L’approccio bioinformatico all’identificazione della resistenza antimicrobica comprende aspetti che si concentrano su approfondimenti affidabili della resistenza antimicrobica, replicabili in ambito clinico. L’obiettivo è quello di evidenziare nuovi geni di resistenza, i meccanismi di regolazione o nuovi bersagli antibiotici. Ogni approccio ha dei limiti che devono essere presi in considerazione quando si costruiscono e si addestrano modelli di previsione superiori. La combinazione di tecnologie molecolari avanzate e di potenti algoritmi di intelligenza artificiale e di apprendimento automatico è molto promettente per la comprensione della resistenza antimicrobica a livello molecolare e per la generazione di previsioni clinicamente rilevanti, che portino alla selezione di antibiotici personalizzati orientati a risultati clinici favorevoli.
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			6 - Diversità molecolare tra β-lattamasi a spettro esteso e carbapenemasi, e resistenza antimicrobica
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			Abstract

			Insieme alla recente diffusione di batteri multiresistenti, le epidemie di batteri produttori di β-lattamasi a spettro esteso (ESBL) e carbapenemasi rappresentano una seria sfida per i medici. Gli antibiotici β-lattamici sono gli agenti antibatterici e le ESBL più frequentemente utilizzati e le carbapenemasi conferiscono resistenza non solo agli antibiotici carbapenemici ma anche alla penicillina e agli antibiotici cefalici. Il meccanismo della resistenza ai β-lattamici prevede una pompa di efflusso, una ridotta permeabilità, un’alterazione delle transpeptidasi e l’inattivazione da parte delle β-lattamasi. Il trasferimento genico orizzontale è il meccanismo più comune associato alla diffusione della resistenza ai β-lattami e ai carbapenemi a spettro esteso tra le specie batteriche patogene. Con l’aumento della resistenza antimicrobica, sono emersi molti tipi diversi di ESBL e carbapenemasi con caratteristiche enzimatiche differenti. Ad esempio, le carbapenemasi sono rappresentate nelle classi dalla A alla D del sistema di classificazione di Ambler. Poiché i batteri che ospitano diversi tipi di ESBL e carbapenemasi richiedono strategie terapeutiche specifiche, è essenziale per i medici comprendere le caratteristiche dei patogeni infettanti. In questa revisione, riassumiamo le attuali conoscenze sulla resistenza ai carbapenemi da parte delle ESBL e delle carbapenemasi, come le carbapenemasi di classe A, le AmpC a spettro esteso (ESAC) di classe C, le β-lattamasi di classe D che idrolizzano i carbapenemi (CHDL) e le metallo-β-lattamasi di classe B, con l’obiettivo di aiutare i medici di terapia intensiva nelle loro decisioni terapeutiche.

			6.1 Premesse

			Nell’ambito della recente diffusione di batteri multifarmaco-resistenti, i focolai di batteri resistenti ai β-lattami e ai carbapenemi a spettro esteso rappresentano un problema serio che non solo rende difficile il trattamento, ma peggiora anche la prognosi dei pazienti infetti [1]. Gli antibiotici β-lattamici sono gli agenti antibatterici più frequentemente utilizzati e i β-lattamici a spettro esteso e i carbapenemi sono stati sviluppati come farmaci specifici per il trattamento di specie batteriche resistenti alle penicilline e ai cefenemi [2]. La resistenza batterica ai carbapenemi comprende non solo la resistenza agli antibiotici carbapenemici, ma anche quella alle penicilline e agli antibiotici cefemici. Pertanto, la resistenza ai carbapenemi rappresenta una minaccia significativa per i pazienti immunocompromessi e quindi suscettibili di infezioni causate da batteri multiresistenti in tutto il mondo [3]. Il meccanismo di resistenza ai β-lattamici a spettro esteso e ai carbapenemi prevede una pompa di efflusso, una ridotta permeabilità, un’alterazione delle transpeptidasi e l’inattivazione da parte delle β-lattamasi. Il trasferimento genico orizzontale è il meccanismo più comune associato alla diffusione della resistenza antimicrobica tra le specie batteriche patogene, come le Enterobacteriaceae produttrici di carbapenemasi (CPE) [4, 5]. Ogni anno vengono segnalate in varie specie batteriche delle nuove β-lattamasi a spettro esteso (ESBL) o carbapenemasi con strutture o caratteristiche diverse.

			Sono state segnalate diverse ESBL e carbapenemasi nelle Enterobacteriaceae, tra cui Enterobacter, Klebsiella, Escherichia coli [6, 7] e altre specie opportunistiche come Serratia, Acinetobacter e Pseudomonas [8]. Sono anche stati studiati, tra queste specie batteriche, gli elementi genetici attraverso i quali i geni resistenti ai farmaci si spostano orizzontalmente tra le specie batteriche. L’esempio tipico è Pseudomonas aeruginosa, uno dei principali agenti causali di infezione in individui immunocompromessi, che mostra resistenza a vari agenti antibatterici: il suo meccanismo di resistenza deriva, in parte, dalla resistenza naturale dell’organismo, ma è anche acquisito attraverso il trasferimento genico orizzontale e/o mutazioni all’interno del suo DNA. P. aeruginosa è naturalmente resistente agli antibiotici β-lattamici, come la penicillina e il cefem, e agli antibiotici aminoglicosidi. A partire dagli anni ’90 sono stati scoperti dei ceppi di P. aeruginosa che hanno acquisito resistenza alle penicilline ad ampio spettro, ai cefemi di terza generazione, ai carbapenemi, agli aminoglicosidi anti-P. aeruginosa e ai nuovi chinoloni [9, 10]. Tra questi P. aeruginosa multiresistenti (MDRP); una delle maggiori preoccupazioni cliniche è la diffusione dei ceppi di P. aeruginosa che ospitano una carbapenemasi, poiché gli antibiotici β-lattamici, compresi i carbapenemi, sono gli agenti antibatterici più usati. Sembrano essere efficaci contro gli MDRP: un farmaco antimeticillino-resistente per lo Staphylococcus aureus (MRSA), l’albekacina solfato, il monobattame aztreonam e il polipeptide colistina, ma è stata segnalata anche l’emergenza di ceppi resistenti, tra cui la P. aeruginosa ampiamente resistente ai farmaci (XDRP [Extensively Drug-Resistant P. aeruginosa]) e la P. aeruginosa pan-resistente (PDRP [Pandrug-Resistant P. aeruginosa]) [10, 11].

			Ad oggi, sono emersi molti tipi diversi di ESBL e carbapenemasi con caratteristiche enzimatiche differenti [1]. Dato che la strategia terapeutica specifica dipende dal tipo di ESBL e carbapenemasi, è fondamentale per i medici comprendere le caratteristiche delle ESBL e delle carbapenemasi [12]; tuttavia, nella pratica, la complessa biologia associata alle ESBL e alle carbapenemasi pone sfide significative al controllo efficace delle infezioni. In questa revisione, riassumiamo la resistenza antimicrobica delle ESBL e delle carbapenemasi, con l’obiettivo di raccogliere le conoscenze attuali in questo campo per aiutare i medici di terapia intensiva a prendere delle decisioni terapeutiche.

			6.2 Antibiotici β-lattamici, proteina legante la penicillina (PBP) e β-lattamasi

			Inizieremo ribadendo il meccanismo d’azione degli antibiotici β-lattamici. Il principale costituente della parete cellulare formata nello strato di membrana esterna degli eubatteri è il peptidoglicano, una struttura macromolecolare composta da peptidi e zuccheri (Fig. 1). Questa struttura peptidoglicanica conferisce resistenza alla pressione osmotica e mantiene la morfologia e la forza della cellula. È anche il bersaglio dei farmaci β-lattamici. Inibendo la formazione di questa struttura, i β-lattamici sopprimono la divisione cellulare batterica (azione batteriostatica) o inducono la rottura batterica contro la pressione osmotica (attività battericida). Il peptidoglicano possiede un’unità strutturale di base in cui si alternano due aminozuccheri di N-acetilglucosamina (NAG) e acido N-acetilmuramico (NAM) e una catena peptidica longitudinale legata al NAM forma un pilastro. Questa catena peptidica è un pentapeptide costituito da forme D e L alternate di residui di L-alanina, acido γ-D-glutammico, L-lisina, D-alanina e D-alanina. Al momento della reticolazione, la D-alanina al carbossi-terminale del pentapeptide viene prima eliminata per idrolisi. Successivamente, il quarto gruppo carbossilico della D-alanina e il terzo acido diaminopimelico, che è un derivato ε-carbossilico della lisina con la stessa struttura colonnare della molecola vicina, vengono combinati con una struttura peptidica di triglicina per il rafforzamento orizzontale della catena. Queste reazioni sono mediate dall’enzima batterico noto come PBP.
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			Figura 1.

			L’azione antimicrobica delle β-lattamasi contro la struttura del peptidoglicano della membrana cellulare batterica. Il peptidoglicano possiede un’unità strutturale di base in cui si alternano due aminozuccheri di N-acetilglucosamina (NAG) e acido N-acetilmuramico (NAM) e una catena peptidica longitudinale legata al NAM forma un pilastro. Questa catena peptidica è un pentapeptide costituito da forme D e L alternate di L-alanina, acido γ-D-glutammico, L-lisina, D-alanina e D-alanina che forma un enzima batterico noto come proteina legante la penicillina (PBP). La PBP riconosce l’alanil-alanina, che è un dimero di alanina formato da D-alanina-D-alanina presente all’estremità del pentapeptide, ed esercita l’azione enzimatica di cross-linking. Poiché la penicillina è strutturalmente simile all’alanil-alanina nella regione terminale della struttura a pilastro, la PBP cattura la penicillina, inibendo così la reazione di reticolazione. Immagine a grandezza naturale

			La PBP riconosce l’alanil-alanina, che è un dimero di alanina formato da D-alanina-D-alanina presente alla fine del pentapeptide, e la sua attività enzimatica media il cross-linking [13, 14]. La reazione di cross-linking è indotta dalla formazione di un legame covalente tra il residuo di serina nel centro attivo della PBP e il gruppo carbossilico prodotto dalla scissione idrolitica della D-alanina. In questo modo, la PBP mostra un’attività di adenil-alanina endopeptidasi. Poiché la penicillina ha una struttura simile a quella dell’alanil-alanina nella parte terminale di questa struttura a pilastro, la PBP non è in grado di distinguere tra queste strutture e si lega a entrambe, portando all’inibizione della reazione di reticolazione. Nel genoma di E. coli esistono sette tipi di geni PBP e nel genoma del ceppo di riferimento PAO1 di P. aeruginosa ne esistono otto (Fig. 2) [15]. Tra questi, cinque tipi di geni (PBP1A, PBP1B, PBP2, PBP3A e PBP3B) codificano PBP ad alto peso molecolare (HMM-PBP, peso molecolare da 60.000 a 90.000), i quali mostrano delle attività transglicosilasiche e transpeptidasiche e svolgono un ruolo nell’allungamento cellulare e nella formazione di partizioni. Nella divisione cellulare e nella morfogenesi, si ritiene che PBP1A e PBP1B siano coinvolte nella crescita e nell’allungamento, PBP2 nella formazione di una forma gonococcica e PBP3 nella formazione di partizioni durante la divisione.
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			Figura 2.

			I geni che codificano le proteine leganti la penicillina in P. aeruginosa PAO1. Nel genoma del ceppo di riferimento PAO1 di P. aeruginosa esistono otto tipi di geni PBP e tre geni cromosomici per le β-lattamasi PIB-1 (classe A), AmpC (classe C) e PoxB (classe D) [15]. Immagine a grandezza naturale

			Gli altri tre tipi sono BPB a bassa massa molecolare (LMM-PBP; peso molecolare di 40.000-50.000) che mostrano attività di D-alanina carbossipeptidasi e sono ampiamente resistenti a vari β-lattamici. Il ruolo delle LMM-PBP è ancora oggetto di ricerca. Sia l’attività transpeptidasi dell’HMM-PBP che l’attività carbossipeptidasi dell’alanina dell’LMM-PBP utilizzano un residuo di serina come centro di attività enzimatica e l’agente antibatterico β-lattamico mostra un’attività inibitoria dell’enzima legandosi a questo residuo di serina; questa è una caratteristica comune delle β-lattamasi di classe A, C e D (di cui si parlerà più avanti). Come meccanismo di sviluppo di batteri resistenti, la specificità del substrato della PBP può essere modificata per ridurre la capacità di legarsi a un agente antibatterico a base di β-lattami. Ad esempio, l’MRSA produce PBP2’, con una mutazione in PBP, che ha una bassa affinità per i β-lattamici. Un altro esempio è il meccanismo di resistenza alla classe di agenti antibatterici glicopeptidici, come la vancomicina. In questo meccanismo, gli Enterococchi con il cluster genico vanA derivato dal trasposone Tn1546 esprimono un gruppo di enzimi che scambiano la catena longitudinale del peptidoglicano da D-alanina-D-alanina a D-alanina-D-serina e inibiscono il legame con la vancomicina.

			In seguito, ribadiremo il meccanismo d’azione della β-lattamasi. La β-lattamasi inibisce l’attività antibatterica dissociando la struttura -CO-NH dell’anello β-lattamico, che fa parte della struttura di base dei β-lattami (Fig. 3). La struttura -CO-NH dell’anello β-lattamico comprende il peptide -CO-NH nel dimero alanil-alanina da cui si formano i legami incrociati del peptidoglicano. Pertanto, i β-lattami imitano l’alanil-alanina della struttura a pilastro del peptidoglicano e questa è la regione di legame. La β-lattamasi è quindi una proteasi (peptidasi) che dissocia i legami peptidici. La PBP è legata al substrato originale, l’alanil-alanina, e alla penicillina, che funziona come inibitore poiché condivide una struttura simile a quella dell’alanil-alanina. Questi risultati indicano che la PBP e la β-lattamasi condividono strutture simili perché esercitano l’attività peptidica, il che implica che la β-lattamasi potrebbe essere evolutivamente derivata dalla PBP.
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			Figura 3.

			L’azione enzimatica di una β-lattamasi sulle penicilline. L’anello β-lattamico è la struttura di base degli antibiotici β-lattamici. La β-lattamasi inibisce l’azione antibatterica dissociando la struttura -CO-NH dell’anello β-lattamico. La struttura -CO-NH dell’anello β-lattamico è simile al peptide -CO-NH dell’alanil-alanina, da cui si formano i legami incrociati del peptidoglicano. Pertanto, i β-lattami imitano l’alanil-alanina della struttura a pilastri del peptidoglicano. La β-lattamasi è quindi una proteasi (peptidasi) che dissocia la struttura -CO-NH dei β-lattami. Immagine a grandezza naturale

			Infatti, i motivi del sito attivo dell’enzima S-X-X-K, S-D-N e K-S/T-G nella sequenza primaria delle β-lattamasi di classe A sono presenti anche nella PBP (Additional file 1: Figura S1). Ciò indica che le β-lattamasi e l’enzima di reticolazione del peptidoglicano, PBP, si sono co-evoluti. Attualmente, i β-lattami utilizzati clinicamente possono essere classificati in cinque strutture di base in grado di esercitare diverse attività antimicrobiche (Fig. 4). Molti di essi derivano da sostanze antibatteriche naturali prodotte da attinomiceti o funghi. Pertanto, gli stessi attinomiceti sono resistenti ai propri agenti antimicrobici. Ciò indica che sia le sostanze antibatteriche sia gli agenti che le contrastano si sono co-evoluti negli attinomiceti.
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			Figura 4.

			La struttura chimica degli antimicrobici β-lattamici. I β-lattamici utilizzati clinicamente possono essere classificati in cinque strutture di base in grado di svolgere diverse attività antimicrobiche. Immagine a grandezza naturale

			6.3 Classificazione delle β-lattamasi e della resistenza ai farmaci di P. aeruginosa

			Ad oggi, le β-lattamasi sono state classificate in base alla classificazione della struttura molecolare di Ambler [16] e alla classificazione funzionale di Bush-Jacobi-Medeiros (Fig. 5) [17, 18]. Nella classificazione di Ambler, le β-lattamasi sono raggruppate in quattro classi A, B, C e D in base ai motivi composti dalle sequenze primarie che costituiscono le molecole proteiche. Le β-lattamasi delle classi A, C e D utilizzano una serina come centro attivo dell’enzima, mentre le β-lattamasi della classe B utilizzano lo zinco metallico. Nella classificazione funzionale di Bush-Jacobi-Medeiros, le β-lattamasi sono classificate nei gruppi da 1 a 3 a seconda della degradazione dei substrati β-lattamici e degli effetti degli inibitori. Il gruppo 1 comprende le cefalosporinasi classificate come classe C in base alla classificazione strutturale molecolare e il gene coinvolto era originariamente cromosomico. Il gruppo 2 comprende le β-lattamasi diverse da quelle del gruppo 1 che hanno una serina nel centro attivo e include sia la classe A che la classe D secondo la classificazione strutturale molecolare. Il gruppo 3 comprende le metallo-β-lattamasi (MBL) e corrisponde alla classe B della classificazione strutturale molecolare. Nel genoma di P. aeruginosa PAO1, un ceppo standard di P. aeruginosa nonché primo ceppo sottoposto ad analisi di sequenza dell’intero genoma, sono codificate le β-lattamasi di classe A PIB-1 (PA5542), di classe C AmpC (PA 4410) e di classe D PoxB (OXA-50, PA5541) (Fig. 2). Quindi P. aeruginosa PAO1 è dotato di tre diversi tipi di β-lattamasi, mancando solo una β-lattamasi di classe B [15]. Questi geni di β-lattamasi intrinseci codificati dal cromosoma di P. aeruginosa sono parzialmente responsabili della sua resistenza naturale alle penicilline e alle cefalosporine.
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			Figura 5.

			La classificazione delle β-lattamasi. Sono state utilizzate sia la classificazione della struttura molecolare con il metodo Ambler [16] sia la classificazione funzionale con il metodo Bush-Jacobi-Medeiros [17, 18]. Nella classificazione di Ambler, le β-lattamasi sono raggruppate in quattro classi A, B, C e D in base a motivi composti da sequenze primarie che costituiscono le molecole proteiche. Le β-lattamasi delle classi A, C e D utilizzano una serina al centro attivo dell’enzima, mentre le β-lattamasi della classe B utilizzano ioni metallici di zinco. Nella classificazione funzionale secondo il metodo Bush-Jacobi-Medeiros, le β-lattamasi sono classificate nei gruppi da 1 a 3 a seconda della degradazione dei substrati β-lattamici e dell’effetto dell’inibitore. Immagine a grandezza naturale

			6.4 ESBL e carbapenemasi

			Le ESBL degradano i sistemi cefalici di terza generazione (come il cefotaxime e il ceftazidime) [17] e sono caratterizzate dall’inibizione da parte degli inibitori delle β-lattamasi, come l’acido clavulanico, il sulbactam e il tazobactam [17]. La comparsa delle ESBL in organismi come Klebsiella ed E. coli indica che i geni produttori di β-lattamasi, come i geni di tipo TEM e SHV, codificati su un plasmide (plasmide R), hanno ampliato la gamma di farmaci bersaglio attraverso mutazioni genetiche [12, 19]. Poiché i geni di resistenza derivano dal plasmide, sono facilmente trasmessi tra diverse specie batteriche appartenenti allo stesso genere, come le Enterobacteriaceae. Le ripetute mutazioni delle ESBL hanno contribuito all’emergere di nuove β-lattamasi, le carbapenemasi, che idrolizzano gli antibiotici carbapenici. In tutte le classi da A a D, basate sulla classificazione strutturale molecolare, sono state identificate delle β-lattamasi che degradano i carbapenemi. Le discuteremo di seguito.

			6.4.1 Penicillinasi di classe A, ESBL e carbapenemasi

			Le penicillinasi di classe A, come la PC1, che appartengono al sottogruppo funzionale 2a di Bush-Jacoby, idrolizzano uno spettro relativamente limitato di penicilline e si trovano prevalentemente nei ceppi Gram-positivi. Come ESBL di classe A che degradano le prime cefalosporine e appartengono al sottogruppo funzionale 2b di Bush-Jacoby, sono state segnalate negli anni ’70-’80 delle TEM-1, TEM-2 e SHV-1 mediate da plasmidi [20]. Poco dopo sono state segnalate delle ESBL TEM e SHV mutate, come TEM-3, SHV-2 e CTX-M, che degradano efficacemente il cefotaxime ma rimangono sensibili all’inibizione da parte dell’acido clavulanico. Queste ESBL appartengono al sottogruppo funzionale 2be di Bush-Jacoby e, a partire dagli anni ’90, sono state segnalate molte varianti come BEL-1, BES-1, SFO-1, PER e VEB come membri di questo gruppo [21]. TEM-30 e SHV-10, che idrolizzano le penicilline e mostrano una relativa resistenza all’acido clavulanico, al sulbactam e al tazobactam, appartengono al sottogruppo funzionale 2br di Bush-Jacoby. La TEM-50 è una lattamasi ad ampio spettro che idrolizza cefalosporine a spettro esteso (ossimino-β-lattamici) e monobattamici, ma mostra resistenza all’acido clavulanico, al sulbactam e al tazobactam. Gli enzimi di questo gruppo hanno acquisito resistenza all’acido clavulanico, al sulbactam e al tazobactam e appartengono al sottogruppo funzionale 2ber di Bush-Jacoby [22, 23]. Le carbenicillinasi e le cefalosporinasi di classe A, che appartengono al gruppo funzionale 2 di Bush-Jacoby, possono essere ulteriormente classificate in sottoclassi minori, come i gruppi funzionali 2c, 2ce e 2e [24]. Le β-lattamasi, come PSE-1 e CARB-3, appartenenti al sottogruppo funzionale 2c di Bush-Jacoby, idrolizzano la carbenicillina e sono inibite dall’acido clavulanico o dal tazobactam. Una sottoclasse di 2c, vale a dire la sottoclasse 2ce, comprende un enzima RTG-4 (CARB-10) che è stato recentemente identificato come una carbenicillinasi a spettro esteso e idrolizza carbenicillina, cefepime e cefpirome. La sottoclasse 2ce, che comprende CepA, idrolizza le cefalosporine a spettro esteso ed è inibita dall’acido clavulanico o dal tazobactam ma non dall’aztreonam.

			Infine, alla fine degli anni ’90, la β-lattamasi classificata come classe A è stata mutata per diventare una carbapenemasi, che degrada i carbapenemi [24]. Come caratteristica delle β-lattamasi di classe A sono stati mantenuti il motivo a tetrade S-X-X-K, la triade S-D-N e la triade K-S/T-G, che contengono la serina del sito attivo dell’enzima nelle loro sequenze primarie (File aggiuntivo 2: Figura S2) [25]. Inoltre, le carbapenemasi di classe A sono caratterizzate dalla suscettibilità all’inibizione da parte di inibitori delle β-lattamasi come l’acido clavulanico e il tazobactam e sono classificate come sottogruppo funzionale 2f di Bush-Jacoby [24]. Sono stati riportati sei tipi di carbapenemasi di classe A, tra cui GES (Guiana extended-spectrum β-lactamase) [26], SME (Serratia marcescens enzyme) [27], SHV (sulfidril lattamasi variabile) [28], KPC (Klebsiella pneumoniae carbapenemasi) [29, 30], IMI/NMC-A (imipenemasi/non-metallocarbapenemasi-A) [31], e SFC (Serratia fonticola carbapenemasi) (Fig. 6) [35, 36]. Il tipo KPC è trasmesso attraverso un plasmide ed è l’esempio più rappresentativo di carbapenemasi di classe A; inoltre, svolge un ruolo importante nel controllo delle caratteristiche dei batteri Enterobacteriaceae resistenti ai carbapenemi (CRE) [37]. SFC-1 e SME sono state segnalate in Serratia e sono strettamente correlate alla KPC. SME e IMI/NMC-A sono codificati cromosomicamente, mentre il gene GES blaGES è inserito nell’integrone di classe 1 in un plasmide di P. aeruginosa [38].
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			Figura 6

			Albero filogenetico delle carbapenemasi di classe A. Albero filogenetico dei sei tipi di carbapenemasi di classe A: GES (Guiana extended-spectrum β-lactamase), SME (Serratia marcescens enzyme), SHV-38 (sulfhydryl variable lactamase), KPC (Klebsiella pneumoniae carbapenemase), IMI/NMC-A (imipenemase/non-metallocarbapenemase-A) e SFC-1 (Serratia fonticola carbapenemase). Sulla base delle sequenze primarie, l’albero è stato generato utilizzando Clustal Omega [32,33,34] di GenomeNet presso il Kyoto University Bioinformatics Center (https://www.genome.jp/tools-bin/clustalw). Immagine a grandezza naturale

			6.4.2 Classe C ESAC

			La β-lattamasi appartenente alla classe C deriva dal gene ampC presente nel genoma di molti membri del genere Enterobacteria delle Enterobacteriaceae ed è funzionalmente una cefalosporinasi classificata nel gruppo funzionale 1 di Bush-Jacoby [39, 40]. È resistente all’acido clavulanico ma sensibile alle cefamicine, come la cefoxitina e la ceftazidima. Sebbene il livello di espressione di AmpC sia solitamente basso, può essere indotto dalla somministrazione di un sistema penicillinico o di acido clavulanico e può presentare resistenza ai carbapenemi quando è espresso in grandi quantità [1]. Alcune β-lattamasi appartenenti a questo gruppo, tra cui CMY, ACT, FOX e MIR, sono state codificate su un plasmide [41]. La preoccupazione più significativa è che le varianti di AmpC contribuiscano alla ridotta sensibilità ai carbapenemi. Queste β-lattamasi sono note come ESAC [42]. In P. aeruginosa, i mutanti AmpC sono stati collegati a una ridotta sensibilità a imipenem, ceftazidime e cefepime. Tali mutanti, compresi i mutanti CMY-10, CMY-19 e CMY-37 codificati dal plasmide, sono classificati nel sottogruppo funzionale 1e di Bush-Jacoby [43, 44].

			Le β-lattamasi di classe C condividono circa il 40-50% di identità a livello di sequenza primaria. La regione amino-terminale è la più variabile, mentre la regione carbossil-terminale è relativamente conservata. Condividono tre motivi caratteristici delle β-lattamasi reattive alla serina: S-X-X-K nel sito attivo enzimatico, Y-X-N che punta verso il sito attivo e K-T-G che forma la parete opposta del sito attivo (Additional file 3: Figura S3) [45].

			6.4.3 Ossacillinasi ESBL di classe D (OXAs)

			Le β-lattamasi di Ambler di classe D, note come enzimi OXA (Fig. 7), che comprendono OXA-1 e OXA-10, possiedono un sito attivo in serina simile alle β-lattamasi di classe A e C. Queste β-lattamasi mostrano attività di idrolisi della cloxacillina e dell’oxacillina e sono classificate nel gruppo funzionale 2d di Bush-Jacoby. Il livello complessivo di identità aminoacidica tra la classe D e le β-lattamasi di classe A o C è solo del 16% circa. Nelle β-lattamasi come OXA-11 e OXA-15, il substrato di degradazione è esteso alle cefalosporine a spettro esteso (ossimino-β-lattamici), ma non ai carbapenemi, e sono classificate come sottogruppo funzionale 2de di Bush-Jacoby [46, 47]. Questo tipo di β-lattamasi è spesso codificato su plasmidi e/o integroni che ne consentono un’ampia diffusione [48]. Le β-lattamasi di classe D idrolizzanti i carbapenemi (CHDL) sono enzimi OXA che idrolizzano i carbapenemi e appartengono al sottogruppo funzionale 2df di Bush-Jacoby. Gli enzimi OXA con attività idrolizzante dei carbapenemi sono stati trovati principalmente sui cromosomi di ceppi di Acinetobacter baumannii [49], ma gli OXA-23 e OXA-48 sono stati riportati su plasmidi isolati da batteri enterici [50, 51]. Questi enzimi di tipo OXA sono diffusi in Acinetobacter, Shewanella, Pseudomonas e Burkholderi [48, 52]. Al momento della stesura di questo articolo, nelle banche dati pubbliche sono state trovate 790 varianti di OXA. Analogamente alle β-lattamasi di classe A, le β-lattamasi di classe D conservano il motivo a tetrade S-X-X-K (compresa la serina del sito attivo dell’enzima), la triade Y-G-N/S e la triade K-T-G (Additional file 4: Figura S4) [53].
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			Figura 7.

			Albero filogenetico della famiglia delle β-lattamasi OXA di classe D (oxiacillinasi). Albero filogenetico delle β-lattamasi di tipo OXA. Le OXA-10, OXA-11 e OXA-15 sono riconosciute come cefalosporinasi a spettro esteso, mentre le OXA-23 e OXA-48 sono riconosciute come β-lattamasi di classe D idrolizzanti i carbapenemi (CHDL). Sulla base delle sequenze primarie, l’albero è stato generato utilizzando Clustal Omega [32,33,34] di GenomeNet presso il Kyoto University Bioinformatics Center (https://www.genome.jp/tools-bin/clustalw). Immagine a grandezza naturale

			6.4.4 Classe B MBL

			La β-lattamasi di classe B è una MBL che possiede il metallo Zn2+ nel centro attivo dell’enzima, rispetto a un residuo di serina nella stessa posizione per altre classi di β-lattamasi [54]. Le β-lattamasi di classe B idrolizzano i carbapenemi e appartengono al gruppo funzionale 3 di Bush-Jacoby. P. aeruginosa portatore di MBL degrada tutti gli agenti β-lattamici tranne i monobattami. Poiché il metallo si trova nel centro attivo enzimatico, la sua attività enzimatica viene soppressa da un agente chelante, come l’acido etilendiamminotetraacetico (EDTA). Il gene MBL può risiedere su un integrone, un trasposone, un plasmide, un cromosoma o varie altre molecole genetiche.

			I componenti di un integrone segnalato per la prima volta nel 1989 comprendevano geni resistenti ai farmaci delle MBL di classe B e delle ESBL di classe A e D [55,56,57]. Le cassette geniche si integrano nel genoma attraverso l’interazione tra due siti di ricombinazione (attI e attC) e un’integrasi catalizza la ricombinazione genetica (Fig. 8). Il promotore, che si trova nel gene dell’integrasi a monte del sito di inserzione, controlla la trascrizione dei geni resistenti ai farmaci inseriti nella struttura a cassetta.
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			Figura 8.

			Struttura genomica dell’integrone di classe 1 di P. aeruginosa NCGM2.S1. Il gene intl, che codifica l’integrasi Int1, catalizza la ricombinazione tra il sito attl1 dell’integrone e il sito attC di una cassetta genica antimicrobica [56]. In P. aeruginosa NCGM2.S1 [58], multiresistente, tre cassette geniche antimicrobiche (blaIMP-1, aac(6’)-1ae e aadA1) sono integrate nella regione tra attI e attC. Sono presenti il gene dell’integrasi Int1, il sito di integrazione attI e qacE parzialmente cancellato nel gene sulI, che codifica la resistenza alla sulfonamide. Immagine a grandezza naturale

			Ad oggi, sono state segnalate le metallo-β-lattamasi resistenti ai carbapenemi, l’imipenemasi (IMP) [59], la MBL integrata di Verona (VIM) [60], la MBL di San Paolo (SPM) [61], l’imipenemasi di Germania (GIM) [62], la MBL di Nuova Delhi (NDM) [63] e l’imipenemasi di Firenze (FIM) [64] (Fig. 9 e Additional file 5: Figura S5). Tra queste, le MBL di tipo IMP e VIM, scoperte per la prima volta negli anni ’90, sono le MBL principali [60, 65]. Vengono costantemente identificate nuove varianti di MBL di tipo IMP e VIM (File aggiuntivo 6: Figura S6 e File aggiuntivo 7: Figura S7). Al momento della stesura del presente documento, nei database pubblici sono state trovate 83 varianti IMP e 66 varianti VIM. Le mutazioni presenti nelle varianti influenzano lo spettro delle attività dei carbapenemi, come l’attività contro imipenem, meropenem e doripenem [66]. Ad esempio, l’IMP-6, che presenta una sola sostituzione aminoacidica (da serina a glicina in posizione 214) rispetto all’IMP-1 (Additional file 6: Figura S6), ha aumentato la resistenza al meropenem e le Enterobacteriaceae, K. pneumoniae e P. aeruginosa resistenti al meropenem portatrici di blaIMP-6 si sono diffuse in Giappone dal 2001 [67, 68]. Analogamente, VIM-4, che presenta solo un’inserzione aminoacidica (arginina in posizione 44) e una sostituzione aminoacidica (da serina ad arginina in posizione 265) rispetto a VIM-1 (Additional file 7: Figura S7), ha potenziato la resistenza ai carbapenemi e P. aeruginosa portatrice di blaVIM-4, segnalata per la prima volta nel 2002, è già stata individuata in tutto il mondo [69, 70]. IMP e VIM sono principalmente inclusi nella struttura dell’integrone e sono integrati nel DNA cromosomico e nel DNA plasmidico in associazione con il trasposone [60, 65]. L’NDM-1 è stato rilevato in isolati di Klebsiella ed E. coli provenienti da pazienti rientrati in Svezia nel 2008 dopo un viaggio in India, e il gene blaNDM-1 era presente sul plasmide [63]. A differenza di IMP e VIM, NDM non è stato trovato nella struttura dell’integrone.
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			Figura 9.

			Albero filogenetico della famiglia delle metallo-β-lattamasi di classe B. Le MBL possono essere classificate in tre sottoclassi (B1, B2, B3) sulla base delle loro sequenze aminoacidiche. Le sottoclassi B1 e B3 sono caratterizzate da due molecole di Zn2+ nel centro attivo dell’enzima (Zn1, Zn2), il che implica una gamma più ampia di substrati, mentre i substrati bersaglio della sottoclasse B2, che hanno un singolo Zn2+ nel centro attivo, sono più ristretti rispetto a quelli delle classi 1 e 3 [54]. Sulla base delle sequenze primarie, l’albero è stato generato utilizzando Clustal Omega [32,33,34] di GenomeNet presso il Kyoto University Bioinformatics Center (https://www.genome.jp/tools-bin/clustalw). Immagine a grandezza naturale

			Le MBL possono essere classificate in tre sottoclassi (B1, B2, B3) in base alla loro sequenza aminoacidica (Fig. 9) [54, 71]. Il livello di identità aminoacidica tra i gruppi era pari o inferiore al 20%. La sottoclasse B1 comprende IMP, VIM, NDM e SPM, mentre la sottoclasse B3 include CAU-1, GOB-1 e FEZ-1, entrambi caratterizzati dalla presenza di due molecole di Zn2+ nel centro attivo dell’enzima (Zn1, Zn2), dalla degradazione di una gamma più ampia di substrati e dalla classificazione nel sottogruppo funzionale 3a di Bush-Jacoby [54]. Il sito di legame per Zn1 dell’enzima B1 coinvolge tre istidine (His116, His118 e His196) [72]. Il sito di legame per Zn2 dell’enzima B1 è costituito da aspartato, cistina e istidina (sito DCH, Asp-120, Cys-221, His-263) (Additional file 5: Figura S5) [72], mentre i substrati target di degradazione per CphA, Sfh-I e ImiS, che sono MBL della sottoclasse B2 con un Zn2+ al centro attivo, sono stretti e queste MBL sono classificate nel sottogruppo funzionale 3b di Bush-Jacoby [73, 74].

			6.5 Sintesi

			Le ESBL e le carbapenemasi sono rappresentate in tutte le classi, da A a D, del sistema di classificazione di Ambler. Le carbapenemasi di classe A, rappresentate da GES e KPC, sono codificate su plasmidi e sono più frequentemente rilevate in P. aeruginosa e Klebsiella. Come caratteristica, esercitano un effetto inibitorio nei confronti degli inibitori delle β-lattamasi, come l’acido clavulanico e il tazobactam. Le β-lattamasi appartenenti alla classe C, comprese le ESAC, sono codificate dal gene ampC presente sul cromosoma di molte Enterobacteriaceae e funzionano come cefalosporinasi. Nella classe D, gli enzimi OXA, originariamente oxacillinasi, sono mutati in CHDL. Questi enzimi sono stati trovati codificati anche sul cromosoma di A. baumannii resistente ai carbapenem e sui plasmidi dei batteri intestinali, come OXA-23 e OXA-48. Le β-lattamasi di classe B sono caratterizzate dalla presenza di un metallo Zn2+ nel loro centro di attività enzimatica. La P. aeruginosa portatrice di una MBL degrada tutti gli agenti β-lattamici, tranne i monobattami. Il gene MBL è codificato su un integrone, un trasposone, un plasmide, un cromosoma o varie altre molecole genetiche. Tra questi, gli enzimi di tipo IMP e VIM, scoperti per la prima volta negli anni ’90, sono i principali MBL che si inseriscono nella struttura dell’integrone. Le MBL possono essere classificate in tre sottoclassi (B1, B2, B3) in base alla loro sequenza aminoacidica. La sottoclasse B1 comprende IMP, VIM e NDM. La sottoclasse B3 è caratterizzata dalla presenza di due molecole di zinco (Zn1, Zn2) nel centro attivo dell’enzima e dimostra una degradazione più estesa dei substrati, mentre la sottoclasse B2 ha un singolo Zn2+ nel centro attivo e mostra uno spettro ristretto di substrati. La Figura 10 riassume le carbapenemasi del sistema di classificazione di Ambler [16], comprese le informazioni funzionali basate sul metodo Bush-Jacobi-Medeiros [17, 18]. La Tabella 1 riassume lo schema di classificazione funzionale basato sulla proposta del 1995 di Bush-Jacobi-Medeiros [18], aggiornata da Bush-Jacobi [17] nel 2010. Insieme alla classificazione della struttura molecolare di Ambler, in questa tabella sono elencati anche i substrati antibiotici idrolizzati dalle β-lattamasi classificate e i profili degli inibitori delle β-lattamasi (acido clavulanico, sulbactam e tazobactam).
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			Figura 10.

			La classificazione delle carbapenemasi. Le carbapenemasi sono rappresentate in tutte le classi, dalla A alla D, del sistema di classificazione di Ambler [16]. La classificazione funzionale, utilizzando il metodo Bush-Jacobi-Medeiros [17, 18], ha indicato che le carbapenemasi di classe A sono rappresentate da GES e KPC. Le β-lattamasi appartenenti alla classe C, che funzionano come cefalosporinasi, sono codificate dal gene AmpC presente sul cromosoma di molte Enterobacteriaceae. Gli enzimi ESAC sono noti come ESAC. Nella classe D, gli enzimi OXA, originariamente oxacillinasi, sono mutati per diventare CHDL. Le β-lattamasi di classe B sono caratterizzate dal possesso di un metallo Zn2+ come centro di attività enzimatica. Le β-lattamasi di tipo IMP e VIM sono le principali MBL che si inseriscono nella struttura dell’integrone. Le MBL possono essere classificate in tre sottoclassi (B1, B2, B3) in base alla loro sequenza aminoacidica. Le sottoclassi B1 e B3 sono caratterizzate da due molecole di zinco (Zn1, Zn2) nel centro attivo dell’enzima e dimostrano una degradazione più estesa del substrato, mentre la sottoclasse B2 ha un singolo Zn2+ nel centro attivo e mostra uno spettro più ristretto. Immagine a grandezza naturale

			Tabella 1. Schemi di classificazione delle β-lattamasi batteriche secondo Bush-Jacoby [17,18] Tabella a grandezza naturale

			Di seguito è riportato un elenco di questioni importanti che i medici devono tenere a mente durante la gestione quotidiana delle infezioni:

			
					Scienza di base: Le PBP (Fig. 2), che agiscono come endopeptidasi adenil-alanina, a livello enzimatico mirano a un’alanil-alanina della struttura a pilastri del peptidoglicano e catabolizzano i legami incrociati tra gli strati di peptidoglicano (Fig. 1). I β-lattami (Fig. 4) mimano la struttura dell’alanil-alanina (Fig. 3) e inibiscono l’azione enzimatica delle PBP. Le β-lattamasi condividono i motivi del sito attivo enzimatico con la famiglia delle PBP, indicando che le β-lattamasi e le PBP si sono co-evolute (Additional file 1: Figura S1).

					Classificazione: le β-lattamasi sono state classificate in due modi: un metodo è basato sulla classificazione della struttura molecolare di Ambler, mentre l’altro metodo è basato sulla classificazione funzionale di Bush-Jacobi-Medeiros (Fig. 5). La comprensione delle classificazioni strutturali e funzionali è importante per i medici nella scelta dell’agente antimicrobico più appropriato (Tabella 1).

					ESBL e carbapenemasi: Le ESBL e le carbapenemasi sono rappresentate in tutte le classi, da A a D, del sistema di classificazione di Ambler (Figg. 5 e 10). Le carbapenemasi di tutte le classi sono state trovate sia su plasmidi che su genomi cromosomici. Il gene blaGES della classe A (Fig. 6 e Additional file 2: Figura S2), blaOXA della classe D (Fig. 7 e Additional file 4: Figura S4) e i geni MBL della classe B (Fig. 9 e Additional file 5: Figura S5) sono spesso codificati in un integrone (Fig. 8). Le β-lattamasi a spettro esteso appartenenti alla classe C sono codificate dal gene ampC, solitamente trasportato sul cromosoma (Additional file 3: Figura S3).

					Diversità: L’accumulo di piccole mutazioni nelle sequenze aminoacidiche primarie delle β-lattamasi finisce per estendere lo spettro dei substrati. I medici possono capire come l’uso di agenti antimicrobici possa influenzare la mutazione molecolare delle lattamasi analizzando l’allineamento delle sequenze aminoacidiche di specifiche MBL, come IMP (File aggiuntivo 6: Figura S6) e VIM (File aggiuntivo 7: Figura S7).

					Diagnostica: Infine, la caratterizzazione della resistenza antimicrobica è fondamentale per la classificazione della resistenza ai β-lattamici. Per ulteriori informazioni, si rimanda ai riferimenti sulla rilevazione della resistenza mediata da β-lattamasi [75,76,77,78], poiché ciò esula dallo scopo di questa rassegna. In breve, i test microbiologici come l’Etest [76], il metodo del Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) [77] e il Double Disc Synergy Test (DDST) [78] possono identificare i fenotipi di ESBL, MBL ed ESAC. I nuovi metodi di tipizzazione ORF (POT) basati sulla reazione a catena della polimerasi multiplex (PCR), utilizzati di routine nei laboratori clinici, sono in grado di identificare i geni prevalenti di ESBL e carbapenemasi, come SHV, GES, TEM, CTX-M e KPC di classe A, NDM, IMP e VIM di classe B e OXA-48 di classe D in A. baumannii [79], cloni di P. aeruginosa [80] e altri batteri patogeni. Le cassette geniche antimicrobiche, che talvolta sono integrate nella struttura dell’integrone attraverso l’interazione tra due siti di ricombinazione (attI e attC), possono essere identificate mediante amplificazione PCR con un set di primer specifico per le regioni della sequenza di consenso (CS) (5’-CS e 3’-CS) situate a monte e a valle del sito di inserzione e successiva analisi della sequenza del DNA [81,82,83,84].

			

			6.6 Conclusione

			Diverse ESBL e carbapenemasi appartenenti a una delle quattro classi molecolari si sono diffuse e vengono rilevate tra i batteri di tutto il mondo, suggerendo che un’attenta rilevazione e monitoraggio sono fondamentali quando i medici di terapia intensiva trattano infezioni causate da batteri resistenti alle ESBL e ai carbapenem. Per la classificazione delle β-lattamasi, il metodo Ambler di classificazione della struttura molecolare [16] è semplice ed efficace nell’organizzare le varie ESBL e carbapenemasi, ma anche la classificazione funzionale con il metodo Bush-Jacobi-Medeiros [17, 18] è importante per i medici che devono trattare pazienti in condizioni critiche a causa di infezioni batteriche resistenti alle ESBL e ai carbapenem.
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			Abstract

			Premesse

			L’emergere e la prevalenza di batteri patogeni multiresistenti (MDR) rappresenta una grave minaccia per la salute umana e animale a livello globale. Le infezioni nosocomiali e i disturbi più comuni, come polmonite, infezioni delle ferite, del tratto urinario e del flusso sanguigno, stanno diventando sempre più difficili da trattare a causa della rapida diffusione dei batteri patogeni MDR. Secondo dei report recenti dell’Organizzazione Mondiale della Sanità (OMS) e dei Centri per il Controllo e la Prevenzione delle Malattie (CDC), si registra un aumento senza precedenti delle infezioni MDR in tutto il mondo. L’aumento di queste infezioni ha generato uno stress economico a livello mondiale, spingendo l’OMS ad approvare un piano d’azione globale per migliorare la consapevolezza e la comprensione della resistenza antimicrobica. Questa crisi sanitaria richiede un’azione immediata per individuare i meccanismi alla base della resistenza ai farmaci nei batteri.

			Ricerca

			L’avvento di nuovi strumenti di ingegneria del genoma batterico e di biologia sintetica (SB) sta fornendo promettenti piani diagnostici e terapeutici per monitorare e trattare infezioni batteriche recalcitranti molto diffuse. I principali progressi negli approcci di ingegneria genetica possono aiutare a indirizzare e modificare i genomi dei batteri patogeni con successo, in modo da comprendere e mitigare i meccanismi di resistenza ai farmaci. In questa rassegna discutiamo l’applicazione di metodi specifici di ingegneria genomica e di SB, come la ricombinazione, le sequenze ripetute palindrome brevi raggruppate a intervalli regolari (CRISPR [Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats]) e i meccanismi di segnalazione delle cellule batteriche per il targeting dei patogeni. L’utilità di questi strumenti nello sviluppo di strategie antibatteriche, come la produzione di nuovi antibiotici, la fagoterapia, la diagnostica e la produzione di vaccini, solo per citarne alcune, sono evidenziate.

			Conclusioni

			L’uso prevalente di antibiotici e la diffusione di batteri MDR sollevano la prospettiva di un’era post-antibiotica, il che sottolinea la necessità di sviluppare nuove terapie per colpire i patogeni MDR. Lo sviluppo di tecnologie SB abilitanti offre soluzioni promettenti per fornire terapie antibatteriche sicure ed efficaci.

			10.1 Sfondo

			L’emergenza di organismi patogeni multiresistenti ai farmaci (MDR) è diventata un’importante sfida per la salute nazionale e globale. È importante notare che l’evoluzione dei patogeni batterici MDR è dilagante e richiede contromisure immediate per limitare i danni duraturi. Secondo un report dell’Organizzazione Mondiale della Sanità (OMS) del 2014 sulla sorveglianza globale della resistenza antimicrobica, l’aumento dei batteri patogeni MDR sta mettendo a rischio la capacità di trattare a livello globale dei disturbi comuni come le infezioni del tratto urinario, la polmonite e le infezioni del flusso sanguigno, che per decenni sono stati facilmente curabili. Nel 2015, la 68a Assemblea Mondiale della Sanità ha approvato un piano d’azione globale per migliorare la consapevolezza e la comprensione della resistenza antimicrobica [1]. Questo piano richiede lo sviluppo di nuovi farmaci, strumenti diagnostici, vaccini e altri interventi per garantire il trattamento e la prevenzione delle malattie infettive causate dai batteri. Pertanto, è urgente comprendere i meccanismi di resistenza ai farmaci negli agenti patogeni MDR e puntare su questi meccanismi (ad esempio, la mutazione del sito bersaglio dell’antibiotico, la pompa di efflusso per l’espulsione dell’antibiotico, ecc. Inoltre, l’identificazione di piccole molecole terapeutiche nuove e migliorate e l’ingegneria metabolica per la produzione di queste piccole molecole è un altro approccio per attenuare la resistenza ai farmaci nei patogeni MDR).

			I recenti progressi della biologia sintetica (SB) hanno permesso lo sviluppo di nuovi strumenti di ingegneria genomica per la manipolazione dei genomi microbici per varie applicazioni biotecnologiche e biomediche [2-6]. La SB offre una piattaforma innovativa per colmare il divario tra ricerca di base e traslazionale e ha il potenziale per fornire soluzioni innovative per combattere gli agenti infettivi. La SB è un campo emergente che combina principi ingegneristici e parti biologiche per progettare prodotti genici o circuiti genetici nuovi, modulari e sintonizzabili per modificare sistemi biologici esistenti. 

			Oltre alla costruzione di circuiti genici per le funzioni cellulari desiderate o per l’ingegneria metabolica, vi è un crescente interesse tra i biologi sintetici per lo sviluppo di strumenti di ingegneria del genoma microbico. Le modifiche mirate del genoma batterico hanno portato alla creazione di tratti biologici utili in ceppi ingegnerizzati. Il connubio tra strumenti di ingegneria genomica e SB ha permesso di utilizzare i batteri ingegnerizzati per affrontare alcune sfide globali, dalle energie rinnovabili alla salute globale. In particolare, i recenti progressi nell’ingegneria del genoma batterico in grado di colpire vari ospiti batterici hanno aperto nuove strade per combattere le infezioni batteriche [7, 8]. Lo sviluppo di nuovi strumenti di SB dovrebbe aprire la strada a nuovi approcci per affrontare l’imminente minaccia della resistenza agli antibiotici nei batteri.

			Le applicazioni di SB nei batteri hanno spaziato dalla costruzione di piccoli circuiti genici per la funzione di un gene/percorso desiderato all’ingegneria dell’intero genoma [9-12]. Numerose ricerche condotte con l’SB hanno anche permesso di comprendere i meccanismi di resistenza agli antibiotici. Ad esempio, per delineare il meccanismo di resistenza a un particolare antibiotico sono state usate concentrazioni letali di triclosan in Escherichia coli per identificare i geni candidati coinvolti nella resistenza al triclosan [13]. È stata generata una libreria genomica sovraespressa in terreni arricchiti di triclosan e, utilizzando un microarray di DNA, sono stati identificati e validati i geni che consentivano la crescita di E. coli in presenza di triclosan, sovraesprimendo il gene candidato nei batteri [14]. 

			A differenza dei metodi tradizionali, che prevedono il sequenziamento del genoma per identificare potenziali geni che conferiscono resistenza agli antibiotici, questo approccio ha usato librerie di genomi clonati in plasmidi per l’espressione nei batteri e l’arricchimento in presenza di antibiotici. Tale approccio SB consente uno screening a livello di genoma e di identificare i geni, ma anche l’effetto della sovraespressione di questi geni sulla fitness cellulare. 

			Ciò è particolarmente utile per comprendere i complessi meccanismi della resistenza agli antibiotici e per identificare uno o più bersagli genici che portano alla resistenza. Analogamente, i sistemi di risposta SOS in E. coli sottoposti ad altri antibiotici sono stati esaminati costruendo circuiti genici in E. coli per studiare il danno al DNA e comprendere il ruolo di questi sistemi nella resistenza agli antibiotici [15].

			Sono stati sintetizzati genomi batterici minimi utilizzando approcci top-down e bottom-up per identificare i geni essenziali nei batteri (E. coli, Pseudomonas putida, Mycoplasma) per potenziali bersagli terapeutici [16-18]. Il potenziale di crescita e l’impatto delle SB nel contrastare la resistenza agli antibiotici sono chiaramente evidenti da questi esempi. L’obiettivo di questa rassegna è quello di evidenziare le applicazioni dell’ingegneria del genoma batterico e degli strumenti di biologia sintetica nel colpire i patogeni batterici emergenti e di discutere ulteriormente l’utilità della SB nel promuovere nuove terapie antibatteriche.

			10.2 Strumenti di ingegneria del genoma e loro applicazioni per contrastare le infezioni batteriche

			Sono stati sviluppati diversi metodi per l’ingegnerizzazione dei genomi batterici con vari gradi di efficienza, specificità e ampia applicabilità all’ospite [19]. Il più delle volte, l’editing del genoma batterico viene effettuato per eliminare geni, inserire geni o introdurre mutazioni nel genoma batterico. Sebbene la maggior parte di questi metodi sia stata sviluppata in E. coli, nell’ultimo decennio si è assistito a un rapido sviluppo di questi strumenti su un’ampia gamma di ospiti batterici (Fig. 1a). Degna di nota è l’applicabilità di questi strumenti di ingegneria in altri batteri patogeni, che apre la strada all’esplorazione e alla comprensione di questi patogeni per combattere le infezioni batteriche. Diverse rassegne hanno illustrato in modo utile i principi e le tecniche degli strumenti di ingegneria del genoma batterico [7, 8]. Gli strumenti più comuni attualmente utilizzati per l’ingegneria del genoma dei batteri patogeni sono riassunti nella Tabella 1 e le loro potenziali applicazioni nella lotta alle infezioni batteriche sono discusse di seguito.
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			Figura 1. a) Schema degli strumenti di ingegneria genomica sviluppati in E. coli ed estesi a molti altri ospiti batterici b) Multiplexed Automated Genomic Engineering (MAGE) per modificare i batteri in più loci genomici. Immagine a grandezza naturale

			Tabella 1 Strumenti disponibili nei batteri patogeni Gram-negativi e Gram-positivi per la modifica del genoma. Tabella a grandezza naturale

			10.2.1 Approfondimento della virulenza batterica, del meccanismo di resistenza e dei bersagli biomolecolari

			Le modifiche cromosomiche batteriche hanno contribuito notevolmente alla comprensione della patogenesi batterica e dei meccanismi di virulenza. Tra i metodi di ingegneria del genoma, l’utilizzo del sistema della ricombinasi λ-Red per inserzioni, delezioni o mutazioni puntiformi del genoma è stato molto popolare. Pioniere di Murphy [20] e successivamente modificato da Datsenko e Wanner [21], questo metodo prevede l’introduzione per la ricombinazione di DNA a singolo o doppio filamento con regioni di omologia cromosomica [22]. Sin dalla sua ideazione, questa strategia di editing è stata resa più efficiente da modifiche al metodo sviluppato da Wanner [23-25]. La strategia è stata anche facilmente adattata a ceppi batterici patogeni per studiare il ruolo dei geni nella patogenesi [23, 26-29]. 

			Pseudomonas aeruginosa, un patogeno opportunista che causa infezioni nosocomiali e infezioni croniche dei polmoni affetti da fibrosi cistica, utilizza i due sistemi di quorum sensing LasR/LasI e RhlR/RhlI per orchestrare la produzione di fattori di virulenza e la formazione di biofilm [30]. Per comprendere il loro ruolo nella virulenza di P. aeruginosa, la ricombinazione λ-Red è stata utilizzata con successo per generare ceppi mutanti ΔlasR e doppi mutanti ΔlasR/ΔrhlR di P. aeruginosa per delinearne le funzioni [31]. Utilizzando il saggio di infezione fast-kill a 24 ore di Caenorhabditis elegans, è stato dimostrato che C. elegans è stata uccisa più rapidamente dai ceppi wild-type e dal mutante ΔlasR rispetto al mutante ΔrhlR o al doppio mutante ΔlasR/ΔrhlR, indicando che la funzione di RhlR è importante per la virulenza. 

			Gli autori hanno inoltre identificato una piccola molecola chiamata meta-bromo-tiolattone (mBTL), un analogo dell’N-acil-L-omoserina lattone (AHL), una molecola di segnalazione cellulare nativa di P. aeruginosa, che ha dimostrato di attenuare la produzione di piocianina e biofilm nel ceppo wild-type. Per identificare se il recettore RhlR o LasR è il bersaglio molecolare di mBTL, è stato utilizzato il sistema di ricombinazione λ-Red per generare doppi mutanti ΔlasR e ΔlasR/ΔrhlR e dimostrare che RhlR è il bersaglio in vivo di mBTL.

			Uno degli adattamenti chiave di Salmonella enterica serovar typhimurium, un patogeno che causa il tifo nell’uomo, è la sua capacità di sopravvivere all’interno dei fagociti dell’ospite. I macrofagi esprimono l’ossido nitrico inducibile (NO) sintasi (iNOS) in risposta al lipide A, alle fimbrie e alle porine che si trovano sull’involucro di Salmonella. 

			In precedenza è stato dimostrato che l’NO prodotto come risposta innata dai macrofagi può avere un impatto sulla biosintesi degli amminoacidi in Salmonella, colpendo DksA. DksA è una proteina regolatrice dell’RNA polimerasi di Salmonella che è stata implicata nella resistenza del batterio. Per determinare se DksA è responsabile delle difese antinitrosative in Salmonella, Henard e Vazquez-Torres hanno generato un mutante dksA utilizzando la ricombinazione λ-Red [32, 33]. Hanno determinato che i ceppi di Salmonella mutanti ΔdksA sono ipersuscettibili agli effetti batteriostatici dell’NO e sono notevolmente attenuati nella loro infettività, come dimostrato in un modello murino di infezione sistemica acuta.

			Per rendere l’editing del genoma ad alto rendimento, è stato recentemente sviluppato un metodo di ricombinazione chiamato Multiplex Automated Genome Engineering (MAGE), che sostituisce il metodo convenzionale di ricombinazione basato sulla λ-Red ricombinasi (Fig. 1b). Questo metodo impiega il sistema della ricombinasi λ-Red e un pool di oligo per introdurre rapidamente modifiche simultanee nel genoma di E. coli in pochi giorni [34]. Ulteriori miglioramenti a questo metodo, denominato pORTMAGE (portable MAGE), sono stati apportati ed estesi a ceppi clinicamente rilevanti come Salmonella enterica [35]. Utilizzando pORTMAGE, sono state introdotte simultaneamente dieci mutazioni di resistenza agli antibiotici nel genoma di S. enterica ed E. coli per studiare il grado di conservazione dei meccanismi molecolari di resistenza agli antibiotici tra questi batteri.

			Per i batteri che non sono trattabili con i comuni metodi di ingegneria, come il sistema della ricombinasi λ-Red, sono stati utilizzati gli introni mobili di gruppo II per l’editing sito-specifico del genoma. Gli introni mobili di gruppo II sono retrotrasposoni batterici che contengono un RNA intronico e una trascrittasi inversa codificata dall’introne. Gli introni mobili di gruppo II sono ribozimi che possono inserirsi in bersagli specifici mediante il processo di retrohoming [36]. Utilizzando algoritmi predittivi, l’introne RNA può essere ridisegnato per formare un “targetron”, in modo da modificare un sito di DNA bersaglio a scelta.

			Questo metodo è stato adattato a diversi ceppi patogeni per comprendere i meccanismi di virulenza [37]. Per diverse specie di Clostridium di rilevanza medica, che non tollerano le ricombinazioni, è stato sviluppato un metodo basato su targetron, denominato tecnologia ClosTron, che ha consentito di modificare il genoma con successo [38]. In un esempio, la tecnologia ClosTron è stata utilizzata per la mutagenesi orientata al sito di una proteasi specifica della germinazione chiamata CspC in Clostridium difficile, un agente causale di infezioni alimentari e diarrea. Questo studio ha contribuito a determinare il ruolo della CspC nel riconoscimento degli acidi biliari dell’ospite per la germinazione in vivo e l’insorgenza della malattia [39].

			In un altro esempio, la tecnologia targetron è stata utilizzata per studiare il meccanismo di virulenza di Pasteurella multocida, un patogeno animale che causa il colera negli uccelli selvatici e nel pollame, la setticemia emorragica negli ungulati e la rinite atrofica nei suini. 

			La capsula polisaccaridica composta da acido ialuronico è uno dei principali fattori di virulenza. Per studiare il meccanismo di formazione della capsula e convalidare il ruolo del regolatore trascrizionale globale Fis nella formazione della capsula, Steen e collaboratori hanno utilizzato la tecnologia targetron di Pasteurella per generare mutanti Fis [40]. Hanno determinato che non solo la proteina Fis è necessaria per la formazione della capsula, ma anche per la regolazione di un certo numero di geni di virulenza.

			10.2.2 Produzione di nuovi antibiotici

			La velocità con cui i batteri sviluppano resistenza agli antibiotici esistenti è allarmante e giustifica la nostra immediata attenzione allo sviluppo di nuovi antibiotici per combattere i patogeni batterici. In genere, gli antibiotici sono piccole molecole di derivazione naturale prodotte da percorsi geneticamente codificati. Rappresentano una ricca fonte di diversità chimica e sono prodotti da una serie di microrganismi. L’uso di strumenti di editing del genoma per ingegnerizzare nuove vie biosintetiche in ospiti microbici si sta rivelando una strategia ideale per la produzione di nuovi antibiotici [41]. In un caso, Eustàquio e collaboratori hanno impiegato la metodologia della ricombinasi λ-Red per inattivare i geni clo-hal e cloz nel gruppo di geni biosintetici che produce l’antibiotico clorobiocina, un inibitore della DNA girasi batterica. Il cosmide mutato recante la cassetta clo-hal inattivata o il gene cloZ è stato introdotto in S. roseochromogenes per studiare il ruolo funzionale di questi geni nella clorurazione della molecola. Inoltre, questo ceppo è stato utilizzato per produrre un analogo della clorobiocina, che presenta un gruppo metile al posto del cloro e ha mostrato una ridotta potenza antibiotica [42].

			Il metodo di ricombinazione basato su λ-Red è stato applicato anche per la biosintesi combinatoria della daptomicina (Cubicin), un antibiotico approvato negli Stati Uniti per il trattamento delle infezioni cutanee causate dallo Staphylococcus aureus Gram-positivo [43]. L’antibiotico ha anche una potente attività battericida in vitro contro lo S. aureus resistente alla meticillina (MRSA), lo Streptococcus pneumoniae resistente alla penicillina (PRSP), gli enterococchi resistenti alla vancomicina (VRE) e lo S. aureus resistente alla vancomicina (VRSA) [44]. Con l’emergere della resistenza batterica a questo antibiotico, c’è stato un interesse a creare derivati di seconda generazione della daptomicina. Con un approccio innovativo, la metodologia della ricombinasi λ-Red è stata utilizzata per scambiare moduli multipli nelle subunità della peptide sintetasi non ribosomiale (NRPS) nella via biosintetica della daptomicina, utilizzando E. coli come ospite eterologo [45]. L’approccio di biosintesi combinatoria è stato utilizzato per generare una libreria di nuovi lipopeptidi con modifiche del peptide centrale, di cui alcuni composti sono risultati tanto attivi quanto la daptomicina. Questi esempi illustrano l’enorme potenziale degli strumenti di ingegneria del genoma batterico nella biosintesi di nuovi antibiotici.

			10.2.3 Sviluppo di ceppi vaccinali attenuati

			Una delle strategie efficaci per prevenire le infezioni è l’uso della vaccinazione, che stabilisce una memoria immunologica di un agente estraneo innescando la risposta immunitaria innata dell’organismo. In passato, per difendersi dalle infezioni batteriche sono stati utilizzati con successo vaccini inattivati o attenuati rispetto all’agente patogeno reale. I vaccini vivi attenuati sono creati riducendo la virulenza dell’agente patogeno per indebolirne il potenziale infettivo senza compromettere la risposta immunitaria robusta dell’ospite, necessaria per proteggersi da future infezioni che potrebbero essere causate dallo stesso agente patogeno (ad esempio: MTBVAC contro Mycobacterium tuberculosis [46], Ty21a contro Salmonella typhi [47]). C’è una crescente attenzione all’uso della tecnologia del DNA ricombinante per produrre ceppi attenuati di batteri patogeni [48]. Gli strumenti di ingegneria del genoma vengono ora esplorati di routine per la possibilità di ridurre la virulenza batterica. Ad esempio, Ranallo e collaboratori hanno dimostrato con successo l’estensione del metodo di ricombinazione λ-Red in Shigella per lo sviluppo di ceppi vaccinali vivi [49]. Hanno utilizzato oltre 13 diversi ceppi isogenici per eliminare dei geni coinvolti in varie funzioni come la crescita intracellulare e la sopravvivenza (asd), la diffusione da cellula a cellula (virG), l’invasione (ipaB), l’attività enterotossica (set1A, sen), per citarne alcune. Utilizzando un saggio delle placche, hanno determinato che il ceppo virG eliminato ha ridotto significativamente la formazione di placche. In ulteriori test di virulenza utilizzando il modello di cheratocongiuntivite (test di Sereny), hanno riscontrato che solo il ceppo virG eliminato era attenuato.

			Più recentemente, Salehi e collaboratori hanno convalidato l’utilizzo di questa tecnica di ricombinazione per la produzione di ceppi vivi attenuati di Shigella dysenteriae, eliminando il gene ipaD [50]. L’ipaD è una proteina chaperonina e fa parte del sistema di secrezione di tipo III che secerne le proteine dell’antigene plasmidico di invasione (Ipas), responsabili della penetrazione e dell’invasione di Shigella nelle cellule epiteliali. Gli autori ipotizzano che la delezione del gene ipaD potrebbe potenzialmente inibire la secrezione delle proteine IpaD, IpaB e IpaC e quindi sopprimere l’invasione di Shigella.

			La metodologia targetron è stata utilizzata anche per generare ceppi vaccinali candidati in agenti patogeni in cui il metodo di ricombinazione λ-Red funziona male. Combinando la metodologia targetron discussa in precedenza e il noto sistema di ricombinazione Cre-lox, è stato generato un ceppo vaccinale dell’agente patogeno Gram-positivo Staphylococcus aureus mediante un nuovo approccio chiamato Genome Editing via Targetrons and Recombinases (GETR) [37]. I ricercatori hanno generato degli introni in grado di integrare sequenze lox a monte e a valle dell’isola di patogenicità I (SaPI-1) di 15 kb dello Staphylococcus aureus. I siti lox sono sequenze specifiche di DNA che possono essere bersagliate dall’enzima Cre ricombinasi. L’espressione della Cre ricombinasi ha dato luogo a una ricombinazione Cre-mediata che ha eliminato la regione intermedia nel SaPI-1, portando alla generazione di un ceppo vaccinale. L’applicazione di queste tecniche in isolati clinici di Staphylococcus può essere molto utile per generare dei ceppi vaccinali per i ceppi MDR e vincere la sfida della resistenza agli antibiotici. 

			Anche se la sicurezza e l’efficacia di questi vaccini devono essere valutate periodicamente, gli esempi sopra riportati evidenziano il potenziale degli strumenti di editing del genoma per la progettazione di vaccini vivi. Lo sviluppo di vaccini promettenti e sicuri da usare avrà ampie applicazioni nell’assistenza sanitaria preventiva e sarà un trampolino di lancio per lo sviluppo di vaccini orali per altri batteri patogeni [51].

			10.2.4 Specificità nell’abbattimento dei patogeni e nell’individuazione dei patogeni per la diagnosi

			Gli strumenti adattati dai batteriofagi aiutano a comprendere le interazioni ospite-patogeno e servono come terapie mirate [52-54]. I fagi possono uccidere in modo specifico i ceppi virulenti di batteri che presentano un allineamento di sequenza molto vicino a quello dei ceppi innocui, grazie all’uso del sistema CRISPR (clustered regularly interspaced short palindromic repeats) /Cas9. Il sistema CRISPR/Cas9 mira specificamente a una sequenza di DNA per la formazione di una rottura a doppio filamento, con conseguente morte del batterio. I fagi possono fornire guide di RNA con proteine associate a CRISPR (Cas) ai batteri patogeni [55, 56].

			Per quanto riguarda le terapie mirate contro i batteri patogeni, Citorik et al. hanno trovato degli antimicrobici specifici per la sequenza [55], che superano l’elevatissima somiglianza della sequenza genomica tra ceppi non patogeni e patogeni mirando a piccole variazioni di sequenza presenti nel ceppo patogeno. È possibile sfruttare la capacità dei Cas di colpire sequenze specifiche e di distinguere tra un solo mismatch tra il DNA genomico bersaglio e quello non bersaglio per uccidere la popolazione batterica patogena [55]. Nel modello delle larve di Galleria mellonella, le nucleasi mirate hanno mostrato una maggiore attività antimicrobica rispetto all’antibiotico cloramfenicolo. Le nucleasi a DNA guidate dall’RNA che hanno come bersaglio il gene di virulenza enteroemorragico di E. coli intimin e l’attività nucleasica su questo locus si sono dimostrate tossiche per i batteri patogeni [55].

			In un’altra applicazione del sistema CRISPR, Yosef et al. hanno progettato un nuovo sistema CRISPR a due fagi, composto da un fago temperato e uno litico, programmato per sensibilizzare e uccidere in modo specifico i batteri resistenti agli antibiotici [57]. Inizialmente, è stato utilizzato un fago lisogeno che trasporta il macchinario CRISPR per indirizzare i geni di resistenza agli antibiotici e conferire la resistenza al fago litico a queste cellule. Le cellule sono diventate sensibili all’antibiotico ma resistenti al fago litico. Nella seconda fase, il fago litico è stato utilizzato per uccidere le cellule resistenti agli antibiotici rimanenti, arricchendo così la popolazione di cellule sensibili agli antibiotici, che possono poi essere uccise con gli antibiotici. Gli autori propongono che questa strategia possa essere molto utile per il trattamento delle superfici ospedaliere o delle superfici cutanee del personale medico.

			I fagi possono anche servire come strumenti diagnostici e di rilevamento delle infezioni, ma non richiedono l’amplificazione dei batteri ospiti, poiché la popolazione di fagi aumenta durante l’infezione. Quando il fago infetta batteri specifici, il template genomico del fago si arricchisce nella popolazione e i batteri bersaglio possono essere uccisi dal fago. Una PCR quantitativa successiva all’infezione fagica può indicare l’amplificazione del DNA fagico che infetta uno specifico batterio [53]. Esistono fagi diagnostici per batteri altamente patogeni, come il fago phi A1122 per Yersinia pestis, nonché sistemi fagici che segnalano Bacillus anthracis e Mycobacterium tuberculosis [58].

			10.3 Applicazione della biologia sintetica per colpire le infezioni batteriche

			I principali progressi nell’ingegneria genomica di precisione hanno portato allo sviluppo di una serie di strumenti che si stanno rivelando estremamente preziosi per riprogettare la struttura del genoma microbico per applicazioni utili. Le strategie di ingegneria del genoma batterico discusse nelle sezioni precedenti illustrano chiaramente l’utilità di questi strumenti nelle applicazioni di biologia sintetica per colpire le malattie infettive. Oltre all’inserimento, alla delezione o alla mutazione di geni per modificare il genoma con strumenti di ingegneria, uno degli obiettivi principali dell’SB è quello di costruire e integrare circuiti genici che elaborano segnali all’interno di una cellula vivente per ottenere un risultato desiderato. I circuiti genici sono stati assemblati nei microbi utilizzando parti biologiche o unità funzionali per varie applicazioni biomediche [59, 60]. Le parti biologiche modulari possono essere collegate per sviluppare dei circuiti basati su principi di ingegneria elettrica con risposte in ingresso e in uscita che possono essere analogiche o digitali. Con queste premesse ingegneristiche, l’SB potrebbe avere delle applicazioni nella produzione di biocarburanti, nella sintesi di sostanze chimiche industriali o di prodotti naturali sostitutivi, nelle tecnologie biomediche o nella comprensione e contrasto delle infezioni batteriche (Fig. 2a) [2, 5, 59]. Nella sezione che segue sono riportati alcuni esempi di componenti biologici regolatori utilizzati per applicazioni biomediche incentrate sulle infezioni batteriche.
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			Figura 2. a) I circuiti di biologia sintetica possono essere ingegnerizzati con i segnali di ingresso e di uscita desiderati per uccidere gli agenti patogeni batterici; b) L’ingegnerizzazione di batteri probiotici che esprimono la molecola QS Cholerae autoinducer-1 (CAI-1) per colpire l’infezione da Vibrio cholerae in un modello murino [65]. Immagine a grandezza naturale

			10.3.1 Circuiti basati sul quorum sensing batterico

			I batteri percepiscono e rispondono efficacemente ai segnali ambientali come parte delle loro strategie naturali di sopravvivenza e proliferazione. Il SB ha sfruttato questi meccanismi per percepire e rispondere a segnali clinicamente rilevanti. Lo sviluppo e l’ingegnerizzazione di circuiti di SB basati su meccanismi di segnalazione di piccole molecole batteriche per colpire gli agenti patogeni batterici è stato utilizzato come approccio innovativo nella progettazione di circuiti.

			Il comportamento dipendente dalla densità delle cellule batteriche, denominato quorum sensing (QS), è un circuito di segnalazione naturale altamente evoluto presente nei batteri [60]. Comporta la produzione di segnali di piccole molecole e il loro rilevamento da parte del batterio nativo attraverso i recettori di segnale che modulano l’espressione dei geni bersaglio [60]. L’ingegneria iniziale del circuito QS SB nei batteri è stata dimostrata da Weiss e Knight Jr. [61]. Uno dei sistemi QS di Vibrio fischeri si basa su una piccola molecola segnale chiave, l’N-acil-L-omoserina lattone (AHL), per la produzione di bioluminescenza. Nel loro primo circuito SB, la sintesi di AHL catalizzata da luxI (AHL sintasi) e il recettore del segnale AHL luxR sono stati ingegnerizzati in due popolazioni separate (rispettivamente popolazioni A e B) di E. coli. Quando questi ceppi sono stati coltivati in co-cultura, si è osservato che i segnali AHL prodotti da E. coli (luxI) (popolazione A) diffondevano liberamente fuori dalla cellula e si legavano al suo recettore LuxR cognato nella sottopopolazione di E. coli (luxR) (popolazione B). Il complesso LuxR-AHL attivato ha a sua volta attivato la fusione promotore-rivelatore luxI:gfp con conseguente produzione di GFP [61]. A seguito di questa prima dimostrazione è aumentato l’interesse per l’utilità dei circuiti QS in SB in numerose applicazioni biomediche, tra cui strumenti diagnostici, cancro, malattie immunitarie, disturbi metabolici, terapie di malattie infettive, produzione di farmaci attraverso la fermentazione, biosensing, ecc [62-64].

			In un esempio importante, Duan e March hanno dimostrato che l’alimentazione di topi neonati con E. coli probiotici ingegnerizzati per sovraesprimere in modo costitutivo il segnale QS di Vibrio cholerae (S)-3-idrossitridecan-4-one o l’autoinduttore-1 di Cholerae (CAI-1), che riduce la produzione di biofilm, ha aumentato in modo sostanziale il tasso di sopravvivenza dei topi alle infezioni da V. cholerae (92% con un pretrattamento di 8 ore) [65] (Fig. 2b). Utilizzando un circuito genico, Saeidi et al. hanno ingegnerizzato E. coli con il recettore AHL LasR di P. aeruginosa per percepire il segnale AHL di P. aeruginosa N- 3-oxo-dodeconoyl-L-HSL e autoregolare l’attivazione dei prodotti genici di uccisione e lisi (proteina di lisi E7 e Pyocin S5) che mirano a P. aeruginosa [66]. Insieme a questo progetto, altri circuiti QS per il targeting di agenti patogeni basati su moduli di rilevamento, distruzione e secrezione sono stati ingegnerizzati con successo in batteri utili. Ad esempio, in uno studio proof-of-concept è stata dimostrata l’eliminazione del patogeno P. aeruginosa utilizzando E. coli programmata che rileva il segnale QS di P. aeruginosa N- 3-oxo-dodeconoyl-L -HSL e attiva la produzione e la secrezione della proteina chimerica letale batteriocina CoPy [67].

			Un altro esempio di ingegneria modulare del circuito QS batterico è stato dimostrato programmando E. coli per cercare e uccidere P. aeruginosa. Questo sistema ha utilizzato CheZ, una proteina che promuove la motilità, e due proteine secernenti e killer ingegnerizzate, DNaseI e MicrocinS, che hanno promosso la rottura del biofilm e la letalità [68]. La maggior parte di questi circuiti QS si rivolge essenzialmente ai circuiti batterici Gram-negativi e in particolare solo alla classe AHL delle molecole QS. Esiste una grande diversità di molecole QS (classi non AHL) e di percorsi che rimangono ancora poco esplorati per il targeting e che possono essere efficacemente utilizzati per il controllo dei patogeni.

			10.3.2 Circuiti a base di RNA

			Anche le parti biologiche a base di RNA, chiamate riboregolatori, stanno guadagnando attenzione nella progettazione di circuiti SB grazie alla loro natura sintonizzabile e modulare. Questi strumenti a forcina di RNA sono progettati per sequestrare il sito di legame del ribosoma (RBS) a monte del sito di inizio dell’mRNA che codifica un gene, al fine di bloccare la traduzione [58, 69-72]. In un’applicazione di questi strumenti, gli interruttori a RNA chiamati “toehold” sviluppati da Pardee et al. sono stati utilizzati per applicazioni diagnostiche in vitro, senza cellule e su carta, per rilevare l’mRNA di Ebola e gli mRNA dei geni di resistenza agli antibiotici [73]. La rete genica diagnostica basata sull’RNA è costituita da una rete di geni reporter (gfp, lacZ), in cui la RBS è sequestrata a monte dall’interruttore toehold. La rete genica e un sistema di trascrizione/traduzione accoppiato senza cellule sono liofilizzati su carta o altro materiale poroso e possono essere attivati mediante reidratazione con il campione da analizzare, costituito dall’mRNA da rilevare. I sensori di RNA messaggero per i geni di resistenza agli antibiotici, dopo aver rilevato il gene bersaglio, hanno mostrato una significativa induzione del gene reporter, rendendo questo strumento molto promettente ed economico per il rilevamento e la diagnosi di infezioni batteriche in campioni clinici.

			Oltre all’applicazione nella diagnostica, la capacità di regolazione fine dell’espressione genica e la natura modulare dei riboregolatori li rendono ottimi candidati per le integrazioni cromosomiche utilizzando gli strumenti di editing del genoma esistenti per l’ingegneria delle vie biosintetiche negli ospiti batterici. È evidente da questi esempi che l’ingegneria del genoma e gli strumenti di biologia sintetica nei batteri possono avere un impatto significativo su una serie di applicazioni per colpire le infezioni batteriche (Fig. 3).
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			Figura 3. L’uso di strumenti di SB e di ingegneria genomica per contrastare le infezioni batteriche. Immagine a grandezza naturale

			10.4 Conclusioni

			L’integrazione dei principi dell’ingegneria e della biologia nell’ultimo decennio ha aperto nuove strade per lo sviluppo di farmaci per il trattamento delle malattie. Il rapido emergere della resistenza antimicrobica batterica e i limitati successi nell’identificazione di nuovi antibiotici rendono importante l’identificazione e la validazione di nuovi bersagli farmacologici batterici. Le tecniche di editing del genoma guidate da SB offrono nuove strade per perseguire l’identificazione di bersagli batterici e presentano la possibilità di sviluppare nuovi terapeutici antimicrobici. La disponibilità di strumenti di editing del genoma batterico ad alto rendimento e i progressi delle tecnologie di sintesi del DNA offrono nuove opportunità per l’ingegneria metabolica di grandi gruppi di geni negli ospiti microbici. Grazie alla combinazione oculata di parti di geni, la biosintesi può essere potenzialmente riprogrammata per la generazione a scopo terapeutico di nuove, piccole molecole [48]. Ciò è ulteriormente facilitato dall’estrazione in silico dell’intero genoma e dagli algoritmi software che predicono i gruppi di geni che possono essere utilizzati nell’ingegneria delle vie biosintetiche per la produzione di nuovi antibiotici [48, 74]. Ciò offre un enorme potenziale per la biosintesi combinatoria di analoghi di prodotti naturali per la scoperta di nuovi antibiotici, come nell’esempio dell’antibiotico daptomicina descritto nella sezione precedente [41].

			Oltre agli antibiotici, è fondamentale per la lotta contro le infezioni lo sviluppo di alternative terapeutiche che impiegano batteriofagi e ingegneria batterica probiotica per il targeting e la distruzione dei patogeni, compresi i patogeni batterici resistenti ai farmaci. I progressi nella progettazione computazionale di circuiti genici, uniti ai miglioramenti nella sintesi del DNA su larga scala, preannunciano una nuova era di approcci terapeutici basati su SB. È ora possibile progettare interi genomi batterici a partire da componenti sintetizzati. Considerando il codice genetico come un analogo del software del computer, è possibile “avviare” il genoma sintetico in un ambiente cellulare compatibile [75]. Inoltre, la progettazione computazionale di circuiti sintetici sarà molto utile per prevedere la combinazione ottimale di parti sintetiche per una funzione cellulare desiderata. Recentemente, Voigt e collaboratori hanno sviluppato il software Cello, che consente all’utente di programmare una funzione circuitale desiderata in E. coli e di compilare il codice in una sequenza di DNA per la sintesi [76]. La progettazione assistita da computer (CAD), la sintesi di DNA ad alta produttività e le tecniche avanzate di editing del genoma si riveleranno estremamente utili per generare ceppi batterici riprogrammati per applicazioni terapeutiche. La combinazione di metodi computazionali avanzati per sistemi di SB predittivi e il rapido progresso delle tecnologie per la sintesi efficiente del DNA su larga scala e per l’ingegneria del genoma automatizzata e ad alto rendimento, come MAGE e pORTMAGE, indica che la SB ha un immenso potenziale per fornire nuove soluzioni per il controllo dei patogeni.

			I batteri geneticamente modificati offrono grandi speranze di trovare nuove soluzioni per individuare e trattare le infezioni. Tuttavia, è anche indispensabile valutare periodicamente la biosicurezza di questi organismi per evitare il rilascio accidentale di batteri sintetici generati in alcune di queste applicazioni. Per risolvere questo problema, Collins e colleghi hanno sviluppato due sistemi di salvaguardia ingegnerizzati in E. coli, chiamati “Deadman” e “Passcode”. Questi interruttori si basano su circuiti che necessitano di input specifici di piccole molecole per la sopravvivenza della cellula. In assenza o in presenza delle molecole specifiche, viene attivata l’espressione del gene della tossina che porta alla morte cellulare. I circuiti di kill switch possono essere potenzialmente incorporati in un’ampia gamma di ospiti batterici per garantire una manipolazione sicura di questi organismi modificati. Dagli esempi sopra riportati risulta chiaramente che l’SB sta colmando il divario tra la ricerca di base e quella traslazionale. Si prevede che con i continui progressi tecnologici in questo campo e con lo sviluppo di nuovi strumenti biologici programmabili, SB ha un enorme potenziale per sviluppare terapie biomediche per prevenire e curare le malattie causate dalle infezioni batteriche.
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			Abstract

			È noto che l’Acinetobacter baumannii sia uno degli agenti patogeni responsabili delle infezioni nosocomiali acquisite in ospedale nel sistema sanitario moderno. A causa della prevalenza di infezioni ed epidemie causate da A. baumannii multiresistente, pochi antibiotici sono efficaci per il trattamento delle infezioni causate da questo patogeno. Per superare questo problema è importante conoscere la patogenesi e i meccanismi di resistenza agli antibiotici di A. baumannii. In questa rassegna riassumiamo gli studi attuali sui fattori di virulenza che contribuiscono alla patogenesi di A. baumannii, tra cui porine, polisaccaridi capsulari, lipopolisaccaridi, fosfolipasi, vescicole della membrana esterna, sistemi di acquisizione dei metalli e sistemi di secrezione delle proteine. Vengono inoltre discussi i meccanismi di resistenza agli antibiotici di questo organismo, tra cui l’acquisizione di β-lattamasi, l’up-regulation delle pompe di efflusso multifarmaco, la modifica degli aminoglicosidi, i difetti di permeabilità e l’alterazione dei siti bersaglio. Infine, vengono riassunte le nuove opzioni terapeutiche prospettiche per le infezioni causate da A. baumannii multiresistente.

			8.1 Introduzione

			Gli Acinetobacter spp. sono coccobacilli Gram-negativi che non fermentano il glucosio, non mobili, non fastidiosi, catalasi-positivi, ossidativi-negativi, aerobi (Lin e Lan, 2014). A causa dei gruppi di specie strettamente correlate, è difficile distinguere la tassonomia di Acinetobacter utilizzando tratti fenotipici e metodi chemiotassonomici. Poiché la suscettibilità agli antibiotici e la rilevanza clinica sono significativamente diverse tra le varie specie genomiche, è necessaria un’identificazione esatta delle specie di Acinetobacter (Bergogne-Berezin e Towner, 1996; Dijkshoorn et al., 1996; Houang et al., 2003; Lee et al., 2007). 

			Sono stati sviluppati molti metodi di fingerprinting genomico, tra cui la reazione a catena della polimerasi basata sulla sequenza extragenica ripetitiva (rep-PCR), l’elettroforesi su gel a campo pulsato (PFGE), la spettrometria di massa con desorbimento laser assistito da matrice (MALDI-TOF), la ribotipizzazione, l’analisi di restrizione del DNA ribosomiale amplificato, analisi del DNA polimorfico amplificato casuale, tipizzazione di sequenza multilocalizzata (MLST), fingerprinting dello spaziatore dell’RNA, analisi del polimorfismo di lunghezza del frammento amplificato e analisi della sequenza delle regioni dello spaziatore intergene del 16S-23S rRNA o dei geni rpoB e gyrB (Koeleman et al., 1998; Chang et al., 2005; La Scola et al., 2006; Croxatto et al., 2012; Higgins et al., 2012; Lee C. R. et al., 2015; Li X. M. et al., 2016).

			Tra le specie di Acinetobacter, Acinetobacter baumannii è il membro più importante associato alle infezioni nosocomiali in tutto il mondo (Lin e Lan, 2014). Questo coccobacillo Gram-negativo aerobio è stato considerato un patogeno di basso grado, ma è un patogeno di successo responsabile di infezioni opportunistiche della pelle, del flusso sanguigno, del tratto urinario e di altri tessuti molli (Peleg et al., 2008). 

			Dato che sono state segnalate delle infezioni da A. baumannii di massa tra i veterani e i soldati che hanno prestato servizio in Iraq e in Afghanistan (Centers for Disease and Prevention, 2004), A. baumannii viene definito “Iraqibacter”. L’A. baumannii multiresistente (MDR) si è diffuso negli ospedali civili anche a causa dei pazienti militari feriti nelle zone di guerra e rimpatriati (Peleg et al., 2008). La maggior parte delle infezioni da A. baumannii si verifica in pazienti gravemente malati in unità di terapia intensiva (ICU) (Fournier e Richet, 2006) e rappresenta fino al 20% delle infezioni in ICU in tutto il mondo (Vincent et al., 2009). 

			Inoltre, la frequenza delle infezioni comunitarie da A. baumannii è aumentata progressivamente (Lin e Lan, 2014). Le analisi genomiche e fenotipiche hanno permesso di identificare diversi fattori di virulenza, tra cui le porine della membrana esterna, le fosfolipasi, le proteasi, i lipopolisaccaridi (LPS), i polisaccaridi capsulari, i sistemi di secrezione proteica e i sistemi ferrochelanti (Antunes et al., 2011; McConnell et al., 2013; Lin e Lan, 2014).

			Molti rapporti hanno dimostrato che A. baumannii sviluppa rapidamente resistenza agli antimicrobici e ne sono stati isolati dei ceppi multiresistenti ai farmaci (McConnell et al., 2013). L’OMS ha dichiarato che A. baumannii è uno dei più gravi organismi ESKAPE (Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, A. baumannii, Pseudomonas aeruginosa e Enterobacter species) che sfuggono efficacemente agli effetti dei farmaci antibatterici (Boucher et al., 2009). 

			Sono noti diversi meccanismi di resistenza di A. baumannii, tra cui la degradazione enzimatica dei farmaci, le modifiche del bersaglio, le pompe di efflusso multifarmaco e i difetti di permeabilità (Gordon e Wareham, 2010; Kim et al., 2012; Lin e Lan, 2014). In questa rassegna riassumiamo i fattori di virulenza di A. baumannii, i meccanismi di resistenza agli antibiotici e le opzioni terapeutiche disponibili per il trattamento delle infezioni da A. baumannii. La Figura 1 illustra tutte le caratteristiche descritte in questa rassegna.
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			FIGURA 1. Biologia di Acinetobacter Baumannii. Gli studi sui fattori di virulenza, la patogenesi, la resistenza agli antimicrobici e le opzioni terapeutiche di A. baumannii forniranno un importante aiuto per la scoperta di nuovi antibiotici e la scelta di un’efficace terapia di combinazione, strategie essenziali per combattere le infezioni da A. baumannii multiresistenti.

			8.2 Fattori di virulenza e patogenesi dell’Acinetobacter baumannii

			Sebbene le analisi genomiche e fenotipiche più recenti di A. baumannii abbiano identificato diversi fattori di virulenza responsabili della sua patogenicità, sono stati identificati relativamente pochi fattori di virulenza in A. baumannii, rispetto a quelli di altri patogeni Gram-negativi (McConnell et al., 2013). I fattori di virulenza proposti per A. baumannii sono riassunti nella Tabella 1.
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			TABELLA 1. Fattori di virulenza identificati di Acinetobacter Baumannii

			8.2.1 Porine

			Le porine sono proteine della membrana esterna associate alla modulazione della permeabilità cellulare. OmpA è una porina a β-barile e una delle porine più abbondanti nella membrana esterna. In A. baumannii, OmpA è un fattore di virulenza molto ben caratterizzato, con una serie di interessanti proprietà biologiche identificate in sistemi modello in vitro (Smith et al., 2007; McConnell et al., 2013). Uno screening di mutagenesi casuale ha dimostrato che il mutante di A. baumannii ompA è difettoso nell’indurre apoptosi nelle cellule epiteliali umane (Choi et al., 2005). L’OmpA purificato si lega alle cellule epiteliali dell’ospite, prende di mira i mitocondri e induce l’apoptosi rilasciando molecole pro-apoptotiche, come il citocromo c e il fattore di induzione dell’apoptosi (Choi et al., 2005; Lee et al., 2010). Un altro studio ha dimostrato che OmpA trasloca nel nucleo grazie a un nuovo segnale di localizzazione nucleare monopartito e induce la morte cellulare (Choi et al., 2008a). OmpA svolge anche un ruolo importante nell’adesione e nell’invasione delle cellule epiteliali interagendo con la fibronectina (Choi et al., 2008b; Gaddy et al., 2009; Smani et al., 2012) e si lega al fattore H nel siero umano (Kim et al., 2009), il che potrebbe consentire ad A. baumannii di evitare l’uccisione mediata dal complemento. Il gene ompA è necessario per la persistenza di A. baumannii nel polmone di topo (Wang et al., 2014).

			Inoltre, OmpA è anche coinvolta nella resistenza antimicrobica di A. baumannii (Sugawara e Nikaido, 2012; Smani et al., 2014). La principale porina di A. baumannii è OmpA, che ha un’attività di formazione dei pori 70 volte inferiore a quella di OmpF (Sugawara e Nikaido, 2012). Inoltre, l’interruzione del gene OmpA riduce significativamente le concentrazioni minime inibitorie (MIC) di diversi antibiotici (cloramfenicolo, aztreonam e acido nalidixico), suggerendo che OmpA partecipa all’estrusione degli antibiotici dallo spazio periplasmatico attraverso la membrana esterna e si accoppia con i sistemi di efflusso della membrana interna (Smani et al., 2014). OmpA aumenta la sopravvivenza e la persistenza di A. baumannii facilitando la motilità superficiale e la formazione di biofilm (Gaddy et al., 2009; Clemmer et al., 2011; McConnell et al., 2013). OmpA regola anche la biogenesi delle vescicole della membrana esterna (Moon et al., 2012). Questi risultati suggeriscono che la proteina OmpA è un bersaglio interessante per lo sviluppo di nuovi antibiotici e strategie di prevenzione. Due recenti rapporti basati sull’immuno-proteomica e sulla vaccinologia inversa hanno suggerito che OmpA è un potenziale candidato al vaccino contro A. baumannii (Fajardo Bonin et al., 2014; Hassan et al., 2016). In effetti, la proteina OmpA è immunogenica in individui sani e in pazienti con infezioni invasive da A. baumannii (Zhang et al., 2016). In un modello murino di infezione da A. baumannii, i topi immunizzati con OmpA presentavano un tasso di sopravvivenza significativamente più elevato rispetto ai topi di controllo (Luo et al., 2012; Lin L. et al., 2013; Zhang et al., 2016).

			La proteina Omp da 33 a 36 kDa (Omp33-36), che agisce come canale di passaggio dell’acqua, è un’altra porina della membrana esterna associata alla citotossicità di A. baumannii (Smani et al., 2013; Rumbo et al., 2014). La delezione del ceppo omp33-36 riduce significativamente l’adesione e l’invasione di cellule epiteliali polmonari umane e la citotossicità verso queste cellule (Smani et al., 2013). La delezione del gene omp33-36 in un modello di sepsi murina attenua la letalità e riduce le concentrazioni batteriche nella milza e nei polmoni (Smani et al., 2013). Uno studio ha dimostrato che l’Omp33-36 purificato induce l’apoptosi in diversi tipi di cellule, comprese quelle immunitarie e del tessuto connettivo, attivando le caspasi e modulando l’autofagia (Rumbo et al., 2014). Omp33-36 è anche coinvolto nella resistenza agli antibiotici. Il ceppo JC10/01 di A. baumannii resistente agli antibiotici carbapenemi (imipenem e meropenem) presenta una perdita di Omp33-36 e l’espressione episomiale di Omp33-36 in questo ceppo riduce chiaramente le MIC di imipenem e meropenem (del Mar Tomas et al., 2005).

			L’Omp22 è stato identificato come un antigene nuovo, conservato e sicuro per lo sviluppo di vaccini efficaci per il controllo delle infezioni da A. baumannii (Huang et al., 2016), anche se il contributo dell’Omp22 alla patogenicità di A. baumannii non è stato determinato. L’immunizzazione attiva e passiva con Omp22 aumenta il tasso di sopravvivenza dei topi, sopprime la carica batterica negli organi e nel sangue periferico e riduce i livelli sierici di citochine e chemochine infiammatorie (Huang et al., 2016). Anche altre porine, come la proteina di membrana esterna associata ai carbapenemi (CarO) e la OprD-like, sono fattori di virulenza associati a una virulenza attenuata in un modello murino (Fernandez-Cuenca et al., 2011).

			8.2.2 Polisaccaridi capsulari e lipopolisaccaridi (LPS)

			Oltre all’OmpA, l’involucro di A. baumannii è associato a molti fattori che contribuiscono alla patogenicità. Tra questi, gli esopolisaccaridi capsulari e l’LPS sono fattori di patogenicità di A. baumannii. In particolare, molti isolati di pazienti con infezioni da A. baumannii esprimono polisaccaridi capsulari di superficie e contengono un cluster genico conservato, chiamato locus K, che può determinare la produzione di polisaccaridi capsulari (Koeleman et al., 2001; Hu et al., 2013; Kenyon e Hall, 2013; Geisinger e Isberg, 2015). Uno screening casuale dei trasposoni per identificare i geni essenziali per la crescita in un liquido essudativo infiammatorio ha portato all’identificazione dei geni ptk ed epsA, che dovrebbero essere necessari per la polimerizzazione e l’assemblaggio della capsula (Russo et al., 2010). I mutanti ptk ed epsA sono carenti nella produzione di capsule e presentano un difetto di crescita nel siero umano, con conseguente riduzione altamente significativa della sopravvivenza nei siti di infezione dei tessuti molli (Russo et al., 2010). Anche le mutazioni nei geni pglC o pglL, responsabili della sintesi dell’O-pentasaccaride presente nelle glicoproteine e nei polisaccaridi capsulari, attenuano la letalità in un modello di setticemia murina e formano strutture di biofilm anomale (Iwashkiw et al., 2012; Lees-Miller et al., 2013). Pertanto, i polisaccaridi capsulari sono stati proposti come bersaglio per interventi protettivi basati sugli anticorpi (immunizzazione passiva; Russo et al., 2013).

			Uno studio ha dimostrato che i polisaccaridi capsulari sono coinvolti nella resistenza antimicrobica di A. baumannii (Geisinger e Isberg, 2015). I mutanti carenti di polisaccaridi capsulari presentano una minore resistenza intrinseca agli antibiotici peptidici. Inoltre, la presenza di antibiotici induce un’iperproduzione di polisaccaridi capsulari (Geisinger e Isberg, 2015). La produzione di polisaccaridi capsulari indotta dagli antibiotici aumenta la resistenza all’uccisione da parte del complemento dell’ospite e la virulenza in un modello murino di infezione sistemica (Geisinger e Isberg, 2015). Questo studio ha anche dimostrato che l’aumento della produzione di capsule dopo l’esposizione a un antibiotico dipende da un aumento di trascrizione dell’espressione dei geni del locus K e che l’espressione dei geni del locus K è regolata dal sistema di regolazione bicomponente bfmRS (Geisinger e Isberg, 2015). bfmR è un gene essenziale per la crescita nell’ascite umana, essendo un mezzo ex vivo che riflette l’ambiente di infezione (Umland et al., 2012), ed è importante per la persistenza nel polmone in un modello di polmonite murina (Wang et al., 2014). BfmS è anche un fattore di virulenza che svolge un ruolo importante nella formazione del biofilm, nell’adesione alle cellule eucariotiche e nella resistenza al siero umano (Liou et al., 2014). Un rapporto ha mostrato la resistenza mediata da BfmR all’attività battericida mediata dal complemento e la resistenza agli antimicrobici clinicamente importanti (meropenem e colistina; Russo et al., 2016). Tuttavia, questo studio ha suggerito che gli effetti del BfmR sono indipendenti dalla produzione di polisaccaridi capsulari. Pertanto, la relazione tra BfmRS e polisaccaridi capsulari deve essere descritta in modo più dettagliato.

			L’LPS è il componente principale del foglietto esterno della membrana esterna della maggior parte dei batteri Gram-negativi ed è una molecola immunoreattiva che induce il rilascio del fattore di necrosi tumorale e dell’interleuchina 8 dai macrofagi in modo dipendente dal recettore Toll-like 4 (TLR4) (Erridge et al., 2007). L’LPS è composto da una parte lipidica endotossica A, un nucleo oligosaccaridico e un antigene O ripetitivo (Lee et al., 2013b). In A. baumannii, l’LPS svolge un ruolo fondamentale nella virulenza e nella sopravvivenza di A. baumannii (Luke et al., 2010; Lin et al., 2012; McQueary et al., 2012). Le cellule mutanti prive della glicotransferasi LpsB presentano una glicoforma di LPS altamente tronca, contenente solo due residui di carboidrati legati al lipide A, con conseguente riduzione della resistenza al siero umano e della sopravvivenza in un modello di ratto di infezione dei tessuti molli (Luke et al., 2010; McConnell et al., 2013). L’inibizione di LpxC, un enzima coinvolto nella biosintesi del lipide A, non inibisce la crescita del batterio, ma sopprime l’attivazione di TLR4 mediata da LPS di A. baumannii (Lin et al., 2012). L’inibizione di LpxC nel modello murino aumenta la clearance di A. baumannii potenziando l’uccisione opsonofagocitica e riduce la concentrazione di LPS nel siero e l’infiammazione, proteggendo completamente i topi dall’infezione letale (Lin et al., 2012; Lee et al., 2013b). Questi risultati indicano che il blocco della sintesi di LPS è una buona strategia per scoprire nuovi antibiotici. La modifica dell’LPS contribuisce alla resistenza agli antimicrobici. Molti studi hanno dimostrato che le modifiche dell’LPS diminuiscono la suscettibilità di A. baumannii a molti antibiotici di importanza clinica, come la colistina (Moffatt et al., 2010; Arroyo et al., 2011; Beceiro et al., 2011; Pelletier et al., 2013; Boll et al., 2015; Chin et al., 2015).

			8.2.3 Fosfolipasi

			La fosfolipasi è un enzima lipolitico essenziale per il metabolismo dei fosfolipidi ed è un fattore di virulenza in molti batteri, come P. aeruginosa, Legionella monocytogenes e Clostridium perfringens (Camarena et al., 2010; Flores-Diaz et al., 2016). In base al sito di clivaggio sono state definite tre classi di fosfolipasi: la fosfolipasi A (PLA), la fosfolipasi C (PLC) e la fosfolipasi D (PLD). La PLA idrolizza gli acidi grassi dalla spina dorsale del glicerolo, mentre la PLC scinde il gruppo di testa fosforilato dal fosfolipide. La PLD è una transfosfatidilasi che scinde solo il gruppo di testa. La degradazione dei fosfolipidi influisce sulla stabilità delle membrane delle cellule ospiti e il gruppo di testa scisso può interferire con la segnalazione cellulare, provocando cambiamenti nella risposta immunitaria dell’ospite (Songer, 1997; Flores-Diaz et al., 2016). La PLC e la PLD sono state identificate come fattori di virulenza in A. baumannii (Camarena et al., 2010; Jacobs et al., 2010; Stahl et al., 2015). Acinetobacter baumannii ATCC17978 possiede due PLC (A1S_0043 e A1S_2055) e l’inattivazione del gene A1S_0043 porta a una modesta riduzione dell’effetto citotossico di A. baumannii sulle cellule epiteliali rispetto a quello del ceppo parentale (Camarena et al., 2010; Fiester et al., 2016). L’interruzione di uno (A1S_2989) dei due geni PLD presenti nel ceppo 98-37-09 di A. baumannii determina una ridotta resistenza al siero umano, una minore capacità di invadere le cellule epiteliali e una minore virulenza in un modello murino di polmonite (Jacobs et al., 2010). Un altro report ha dimostrato che A. baumannii ATCC 19606 possiede tre geni PLD e tutti e tre svolgono ruoli importanti nella virulenza e nell’invasione delle cellule ospiti in modo concertato (Stahl et al., 2015). Questi risultati suggeriscono che gli enzimi fosfolipasi sono importanti fattori di virulenza nella patogenesi di A. baumannii.

			8.2.4 Vescicole della membrana esterna (OMV)

			Le OMV sono vescicole sferiche di 20-200 nm di diametro secrete dalle membrane esterne di vari batteri patogeni Gram-negativi (Kulp e Kuehn, 2010). Sono composte da LPS, proteine della membrana esterna e periplasma, fosfolipidi e DNA o RNA e sono riconosciute come veicoli di trasporto di effettori batterici verso le cellule ospiti (Ellis e Kuehn, 2010). Le OMV veicolano contemporaneamente diversi fattori di virulenza all’interno delle cellule dell’ospite e consentono ai patogeni di interagire con l’ospite senza uno stretto contatto tra batteri e cellule dell’ospite (Jun et al., 2013). Molti ceppi di A. baumannii secernono OMV contenenti vari fattori di virulenza, tra cui OmpA (Kwon et al., 2009; Jin et al., 2011; Moon et al., 2012), proteasi (Kwon et al., 2009) e fosfolipasi (Kwon et al., 2009). Le OMV derivate da A. baumannii interagiscono con le cellule dell’ospite e vi trasportano gli effettori batterici attraverso le zattere lipidiche, con conseguente citotossicità (Jin et al., 2011). Le OMV purificate di A. baumannii ATCC 19606 inducono a seconda della dose l’espressione di geni di citochine pro-infiammatorie nelle cellule epiteliali (Jun et al., 2013). In particolare, le OMV trattate con proteinasi non inducono un aumento significativo dell’espressione dei geni delle citochine pro-infiammatorie; ciò suggerisce che le proteine di membrana delle OMV sono responsabili dell’attivazione di una potente risposta immunitaria innata (Jun et al., 2013). Uno studio sostiene il ruolo delle OMV nella patogenesi di A. baumannii. Un ceppo di A. baumannii che produce abbondanti OMV con più fattori di virulenza induce una risposta immunitaria innata più forte e più citotossica rispetto a quella di un ceppo che produce meno OMV (Li Z. T. et al., 2015).

			Data l’importanza delle OMV nella virulenza di A. baumannii, diversi report hanno dimostrato che le OMV di A. baumannii potrebbero essere utilizzate come vaccino acellulare per aumentare l’immunità protettiva (McConnell et al., 2011; Huang et al., 2014). In un modello murino di sepsi disseminata, la vaccinazione con OMV del ceppo A. baumannii ATCC 19606 protegge i topi dalla sfida con batteri omologhi e fornisce protezione contro altri isolati clinici (McConnell et al., 2011). Sono stati ottenuti dei risultati simili in un modello murino di polmonite. La carica batterica, l’infiltrazione di cellule infiammatorie e l’accumulo di citochine infiammatorie nel modello di polmonite sono stati significativamente soppressi dall’immunizzazione attiva e passiva con OMVs (Huang et al., 2014). Questi risultati indicano che le OMV di A. baumannii possono essere utilizzate come vaccino acellulare per controllare efficacemente le infezioni da A. baumannii. È interessante notare che le OMV di A. baumannii sono anche correlate alla diffusione della resistenza agli antibiotici e inducono il trasferimento orizzontale del gene della carbapenemasi OXA-24 (Rumbo et al., 2011).

			8.2.5 Sistema di acquisizione dei metalli

			Sebbene il ferro sia uno degli elementi più abbondanti nei sistemi ambientali e biologici, il ferro allo stato ferrico è relativamente indisponibile per i batteri nello stato da essi preferito, a causa della sua scarsa solubilità (limite di solubilità 10-17 M per il ferro ferrico) in condizioni aerobiche e di pH neutro e a causa della chelazione da parte di composti a basso peso molecolare, come l’eme, o di composti ad alta affinità di legame con il ferro, come la lattoferrina e la transferrina (Rakin et al., 2012; Saha et al., 2013). Per superare questa limitazione del ferro, la maggior parte dei batteri aerobi produce un chelante del ferro ad alta affinità noto come sideroforo (Saha et al., 2013). I siderofori sono composti a basso peso molecolare (400-1.000 kDa) con elevata affinità al ferro. L’intervallo delle costanti di associazione Fe3+-sideroforo è 1012-1052 (Saha et al., 2013). I siderofori sono stati classificati in catecolati, idrossimati e di tipo misto, in base al contenuto di ligandi dell’ossigeno che coordinano il Fe3+ (Saha et al., 2013). Anche Acinetobacter baumannii possiede siderofori di ferro e l’acinetobactina, il sideroforo di A. baumannii meglio caratterizzato, è un sideroforo di tipo misto con un anello ossazolino derivato dalla treonina (McConnell et al., 2013). L’acinetobactina è un fattore di virulenza di A. baumannii (Gaddy et al., 2012; Penwell et al., 2012; Megeed et al., 2016). L’alterazione delle funzioni di biosintesi e trasporto dell’acinetobactina riduce significativamente la capacità di A. baumannii ATCC 19606 di persistere all’interno delle cellule epiteliali e di causare danni nelle cellule e morte negli animali (Gaddy et al., 2012). Anche la mutazione del gene entA, essenziale per la biosintesi del precursore dell’acinetobactina, l’acido 2,3-diidrossibenzoico, riduce significativamente la capacità delle cellule di A. baumannii ATCC 19606 di persistere all’interno delle cellule epiteliali alveolari umane e diminuisce la capacità di infettare e uccidere le larve di Galleria mellonella (Penwell et al., 2012). Uno studio ha dimostrato che la produzione di acinetobactina è significativamente più frequente negli isolati di A. baumannii MDR rispetto agli isolati avirulenti (Megeed et al., 2016).

			Anche la proteina scaffold Fe-S di A. baumannii NfuA, che partecipa alla formazione di cluster di Fe-S e svolge un ruolo nelle risposte delle cellule alla chelazione del ferro e allo stress ossidativo, è stata identificata come fattore di virulenza (Zimbler et al., 2012). Il mutante nfuA è più sensibile alle specie reattive dell’ossigeno (ROS), come il perossido di idrogeno e l’idroperossido di cumene, e mostra una crescita significativamente ridotta nelle cellule epiteliali umane. Inoltre, un modello di infezione di G. mellonella ha mostrato che più del 50% delle larve di G. mellonella iniettate muoiono 6 giorni dopo l’infezione con il ceppo parentale, mentre meno del 30% delle larve muoiono se infettate con il mutante nfuA (Zimbler et al., 2012). Un report ha dimostrato che la fame di ferro aumenta la produzione di PLC, che incrementano l’attività emolitica di A. baumannii (Fiester et al., 2016). Queste relazioni indicano che le funzioni di acquisizione del ferro svolgono un ruolo critico nella virulenza di A. baumannii.

			La calprotectina, proteina chelante dei metalli dell’immunità innata, inibisce la crescita batterica attraverso la chelazione mediata dall’ospite di metalli, come lo zinco (Zn2+ e Zn) e il manganese (Mn2+ e Mn) (Corbin et al., 2008). Tuttavia, A. baumannii può causare malattie in presenza di questa proteina immunitaria nutrizionale in vivo (Juttukonda et al., 2016). Per combattere la limitazione dello zinco, A. baumannii utilizza un sistema di acquisizione dello zinco (ZnuABC), che è sovra-regolato in condizioni di limitazione dello Zn, e il ceppo mutante znuB sperimenta la fame di Zn a concentrazioni di Zn più elevate rispetto al wild-type (Hood et al., 2012). ZnuB contribuisce alla patogenesi delle infezioni polmonari da A. baumannii. In particolare, la limitazione dello zinco riduce la MIC dell’imipenem di A. baumannii MDR al di sotto del breakpoint clinico per la resistenza all’imipenem in A. baumannii (Hood et al., 2012), probabilmente perché molte carbapenemasi sono metalloenzimi che richiedono Zn per la loro attività idrolizzante. Oltre al sistema ZnuABC, in A. baumannii è stato caratterizzato il nuovo metallochaperone Zn ZigA (Nairn et al., 2016). ZigA interagisce strettamente con lo Zn, il che è necessario per la crescita batterica in condizioni di fame di Zn e per l’infezione disseminata nei topi (Nairn et al., 2016).

			È stato identificato il meccanismo utilizzato da A. baumannii per superare la limitazione di Mn. La calprotectina induce la fame di Mn in A. baumannii, che aumenta la trascrizione di un trasportatore di Mn della famiglia NRAMP (Natural Resistance-Associated Macrophage Proteins) e di un’urea carbossilasi per resistere alle attività antimicrobiche della calprotectina (Juttukonda et al., 2016). Un enzima urea carbossilasi (MumC) è importante per la crescita di A. baumannii in presenza di calprotectina e un trasportatore della famiglia NRAMP (MumT) contribuisce alla fitness di A. baumannii in un modello di polmonite murina (Juttukonda et al., 2016), il ceh suggerisce che le due proteine sono fattori di virulenza. Acinetobacter baumannii può utilizzare l’urea come unica fonte di azoto e questo utilizzo dell’urea è necessario per MumC (Juttukonda et al., 2016). Sulla base del contributo di MumC alla resistenza di A. baumannii alla calprotectina, gli autori suggeriscono un collegamento tra la fame di metalli e lo stress metabolico, ad esempio la fame di azoto.

			8.2.6 Sistemi di secrezione proteica

			In A. baumannii sono stati identificati diversi sistemi di secrezione proteica (Weber et al., 2015a). Il sistema di secrezione di A. baumannii descritto più di recente è un sistema di secrezione di tipo II (T2SS) (Johnson et al., 2015). Il T2SS è un complesso multiproteico strutturalmente molto simile ai sistemi pili di tipo IV, un’appendice comunemente presente nei batteri Gram-negativi (Korotkov et al., 2012). Il T2SS trasloca un’ampia gamma di proteine dallo spazio periplasmatico al milieu extracellulare fuori dalla cellula o dalla superficie della membrana esterna. Il T2SS è composta da 12-15 proteine che comprendono quattro sottoinsiemi: uno pseudopilo, una ATPasi di secrezione citoplasmatica, un insieme di piattaforme della membrana interna e un complesso dodecamerale della membrana esterna (Korotkov et al., 2012; Harding et al., 2016). La secrezione da parte di T2SS è un processo a due fasi. Le proteine bersaglio vengono prima traslocate nel periplasma dal sistema secretorio generale (Sec) o dal sistema di trasporto gemellare dell’arginina (Tat), dove vengono poi secrete dalla cellula attraverso il T2SS (Korotkov et al., 2012). L’eliminazione dei geni di A. baumannii per i componenti del T2SS, gspD o gspE, determina la perdita della secrezione di LipA, indicando che LipA è un substrato del T2SS (Johnson et al., 2015). Poiché LipA è una lipasi che scinde gli acidi grassi a catena lunga, i ceppi mutanti di LipA, gspD e gspE non sono in grado di crescere con acidi grassi a catena lunga come unica fonte di carbonio e sono difettosi nella crescita in vivo in un modello murino neutropenico di batteriemia (Johnson et al., 2015). Il ruolo di un T2SS funzionale per la piena virulenza di A. baumannii è stato dimostrato in modelli di infezione polmonare di G. mellonella e murini (Harding et al., 2016). Le lipasi (LipA, LipH e LipAN) e la metallopeptidasi CpaA sono state identificate come substrati di T2SS (Elhosseiny et al., 2016; Harding et al., 2016). In particolare, due proteine (LipA e CpaA) tra queste proteine secrete richiedono chaperoni specifici per la secrezione. Questi chaperoni sono codificati accanto al loro effettore cognato e la loro inattivazione abolisce la secrezione di LipA e CpaA (Harding et al., 2016).

			Anche Acinetobacter baumannii possiede un sistema di secrezione di tipo VI (T6SS). T6SS è stato identificato per la prima volta in Vibrio cholera e P. aeruginosa (Mougous et al., 2006; Pukatzki et al., 2006). Molti batteri utilizzano T6SS per iniettare proteine effettrici, fornendo un vantaggio nella colonizzazione durante l’infezione di ospiti eucarioti (Mougous et al., 2006) o per uccidere batteri concorrenti (Basler et al., 2013). T6SS porta al rilascio di DNA e al trasferimento genico orizzontale in V. cholera, che può contribuire alla diffusione della resistenza agli antibiotici (Borgeaud et al., 2015). Il T6SS è composto da varie proteine strutturali e fattori accessori conservati e presenta una struttura in grado di contrarsi, simile a una guaina batteriofaga che assume una forma ad ago o a spiga, utile per penetrare nella cellula bersaglio (Shneider et al., 2013). L’Hcp è una proteina strutturale che forma una rete tubolare polimerizzata che viene secreta dalla cellula, mentre le VgrG sono coinvolte nel fissaggio dei domini effettori alla spike; una proteina ripetuta prolina-alanina-arginina (PAAR) forma una punta affilata della caratteristica forma ad aghi (Shneider et al., 2013; Zoued et al., 2014).

			La presenza di T6SS in A. baumannii è stata inizialmente prevista dall’analisi bioinformatica (Weber et al., 2013). Sebbene il ruolo di T6SS in A. baumannii ATCC 17978 non sia stato determinato (Weber et al., 2013), una ricerca sul ceppo M2 di A. baumannii ha dimostrato che questo ceppo produce T6SS funzionale e che la T6SS media l’uccisione dei batteri concorrenti (Carruthers et al., 2013). Un altro studio ha dimostrato che T6SS è attivo in sei ceppi patogeni di A. baumannii (Ruiz et al., 2015). Tuttavia, T6SS sembra svolgere un ruolo importante nella virulenza di A. baumannii in modo specifico per il ceppo (Repizo et al., 2015). Hanno confrontato la funzionalità di T6SS di diversi ceppi di A. baumannii, tra cui ATCC17978 (un ceppo tipo), vari ceppi MDR implicati in focolai ospedalieri (Ab242, Ab244 e Ab825) e DSM30011 (un isolato non clinico). Sebbene il locus genomico T6SS sia presente in tutti questi ceppi, solo DSM30011 ha un T6SS completamente attivo che media l’uccisione di E. coli (Repizo et al., 2015). Inoltre, il T6SS di DSM30011 è necessario per la colonizzazione dell’ospite dell’organismo modello G. mellonella (Repizo et al., 2015). Sono stati ottenuti dei risultati simili da un’analisi comparativa dei genomi di ceppi clinici MDR di A. baumannii (Wright et al., 2014; Jones et al., 2015). Gli isolati di A. baumannii di un particolare clade presentano una perdita completa del locus genomico T6SS. Pertanto, questi risultati suggeriscono che sono necessarie indagini più approfondite per analizzare il ruolo di T6SS nella virulenza di A. baumannii, anche se questo sistema sembra svolgere un ruolo importante nella virulenza di A. baumannii in alcuni ceppi. In particolare, uno studio ha dimostrato che diversi ceppi MDR di A. baumannii hanno un plasmide di grandi dimensioni, autotrasmissibile, che trasporta regolatori negativi per T6SS (Weber et al., 2015b). T6SS è silenziato nelle cellule contenenti il plasmide e resistenti agli antibiotici, mentre le cellule che perdono il plasmide hanno un T6SS attivo. Sebbene le cellule che perdono il plasmide siano in grado di uccidere i batteri concorrenti mediati da T6SS, diventano sensibili agli antibiotici (Weber et al., 2015b). Questo risultato suggerisce un interruttore molecolare tra T6SS e resistenza agli antibiotici.

			Anche l’autotrasportatore del sistema di tipo V Ata è stato caratterizzato in A. baumannii (Bentancor et al., 2012a). Si tratta di una proteina di membrana trimerica che media la formazione di biofilm, l’adesione a componenti della matrice extracellulare come il collagene I, III e IV e la virulenza in un modello sistemico murino di infezione da Acinetobacter (Bentancor et al., 2012a). Un altro esperimento che ha utilizzato un modello di infezione da polmonite in topi immunocompetenti e immunocompromessi ha dimostrato che Ata è un candidato al vaccino contro le infezioni da A. baumannii (Bentancor et al., 2012b). Un sistema di secrezione di tipo IV presente nel plasmide è stato identificato tramite bioinformatica in A. baumannii (Liu C. C. et al., 2014), ma non sono state presentate prove sperimentali che ne descrivano la funzione.

			8.2.7 Proteina che lega la penicillina 7/8 (PBP7/8) e β-lattamasi PER-1

			Sebbene le PBP siano comunemente coinvolte nella resistenza agli antibiotici β-lattamici, la PBP7/8 codificata dal gene pbpG è un fattore di virulenza in A. baumannii. Il ceppo mutante pbpG cresce in modo simile al ceppo wild-type in terreno Luria-Bertani, ma il mutante mostra una crescita ridotta nel siero umano e la sua sopravvivenza diminuisce significativamente nei modelli di infezione dei tessuti molli e di polmonite dei ratti (Russo et al., 2009). Un’indagine sulla morfologia batterica mediante microscopia elettronica ha suggerito che la perdita di PBP7/8 può aver influenzato la struttura del peptidoglicano, che può influire sulla suscettibilità ai fattori di difesa dell’ospite (Russo et al., 2009).

			È interessante notare che la β-lattamasi PER-1 è stata suggerita come fattore di virulenza di A. baumannii. PER-1 è una β-lattamasi a spettro esteso (ESBL), ma questo gene è associato all’adesione cellulare (Sechi et al., 2004). Nove ceppi produttori di PER-1 aderiscono alle linee cellulari Caco2, mentre tutti i ceppi PER-1-negativi sono negativi all’adesione cellulare (Sechi et al., 2004). In particolare, molte β-lattamasi sono associate alla virulenza in vari batteri patogeni, come E. coli (Dubois et al., 2009), P. aeruginosa (Moya et al., 2008) e K. pneumoniae (Sahly et al., 2008). Tuttavia, non sono stati proposti dei meccanismi generalmente validi (Beceiro et al., 2013).

			8.2.8 Altri

			La CipA di Acinetobacter baumannii è una nuova proteina che lega il plasminogeno e inibisce il complemento, mediando la resistenza al siero (Koenigs et al., 2016). Il plasminogeno legato a CipA viene convertito in plasmina attiva che degrada il fibrinogeno e il complemento C3b, contribuendo alla resistenza al siero di A. baumannii. Di conseguenza il ceppo mutante CipA viene ucciso efficacemente dal siero umano e mostra anche un difetto nella penetrazione dei monostrati endoteliali (Koenigs et al., 2016). Come CipA, anche il fattore di allungamento della traduzione di A. baumannii, Tuf, è una proteina che lega il plasminogeno. Il plasminogeno legato a Tuf può essere convertito in plasmina attiva, che degrada proteoliticamente il fibrinogeno e il componente C3b (Koenigs et al., 2015). RecA, coinvolto nella ricombinazione omologa e nella risposta SOS, è stato identificato come un fattore di virulenza di A. baumannii. Il mutante recA mostra una sopravvivenza significativamente ridotta all’interno dei macrofagi e diminuisce la letalità in un modello murino di infezione sistemica (Aranda et al., 2011). La proteina 1 dell’antigene di superficie (SurA1) svolge un ruolo importante nella fitness e nella virulenza di A. baumannii (Liu D. et al., 2016). La resistenza al siero del mutante surA1 diminuisce significativamente rispetto a quella del ceppo wild-type CCGGD201101. Nel modello di insetto G. mellonella, un ceppo mutante surA1 mostra un tasso di sopravvivenza inferiore e una minore diffusione (Liu D. et al., 2016).

			Un’analisi della crescita di 250.000 mutanti del trasposone di A. baumannii all’interno di larve di G. mellonella ha identificato 300 geni necessari per la sopravvivenza o la crescita di A. baumannii all’interno delle larve di G. mellonella (Gebhardt et al., 2015). I 300 geni sono stati classificati in sei categorie: acquisizione di micronutrienti, metabolismo della cisteina/assimilazione dello zolfo, metabolismo degli idrocarburi aromatici, involucro/membrana/parete cellulare, geni di risposta allo stress, resistenza agli antibiotici e regolazione trascrizionale. Tra questi, quattro regolatori trascrizionali necessari per la crescita nelle larve di G. mellonella sono stati chiamati geni gig (growth in Galleria). La perdita di questi geni (gigA-D) ha portato a una carenza significativa sia nella crescita che nell’uccisione delle larve di G. mellonella (Gebhardt et al., 2015). Questo studio ha identificato le proteine dello stress, ad esempio UspA, come fattori necessari per la crescita in G. mellonella. Un altro studio ha dimostrato che UspA è essenziale per la patogenesi della polmonite e della sepsi di A. baumannii (Elhosseiny et al., 2015). Tra i 300 geni, diversi sono coinvolti nel metabolismo degli idrocarburi aromatici (Gebhardt et al., 2015). Un altro studio ha dimostrato che GacS, che è un fattore trascrizionale che regola l’espressione di geni, come paaE, ed è responsabile della via catabolica dell’acido fenilacetico, influenza la virulenza di A. baumannii (Cerqueira et al., 2014). Gli esperimenti condotti utilizzando un mutante con delezione di paaE hanno confermato il ruolo del metabolismo degli idrocarburi aromatici nella virulenza di A. baumannii (Cerqueira et al., 2014), ma il suo meccanismo molecolare rimane sconosciuto. Un recente report, molto interessante, ha dimostrato che l’accumulo di fenilacetato in A. baumannii induce un rapido afflusso di neutrofili in un sito localizzato di infezione e aumenta la clearance batterica (Bhuiyan et al., 2016). Qui si suggerisce che il fenilacetato è un chemioattrattore dei neutrofili che induce una chemiotassi neutrofila guidata dai batteri. Questa relazione potrebbe rivelare un nuovo meccanismo molecolare sul ruolo della via catabolica dell’acido fenilacetico nella virulenza di A. baumannii.

			La formazione di biofilm svolge un ruolo importante nell’evasione immunitaria da parte di A. baumannii (de Breij et al., 2010) e i pili sono essenziali per l’adesione e la formazione di biofilm su superfici abiotiche e per la virulenza di A. baumannii (Tomaras et al., 2003, 2008). In particolare, il trattamento con imipenem dell’isolato di A. baumannii resistente all’imipenem induce l’espressione di importanti geni responsabili della sintesi dei pili di tipo IV (Dhabaan et al., 2015), e ciò suggerisce che la capacità di sovrapprodurre pili conferisca un vantaggio biologico ad A. baumannii.

			Sono state identificate altre proteine legate alla virulenza, tra cui OmpR/EnvZ (Tipton e Rather, 2016), FhaBC (Perez et al., 2016) e il trasportatore di membrana di tipo resistenza-nodulazione-divisione AbeD (Srinivasan et al., 2015), ma i loro meccanismi molecolari rimangono sconosciuti.

			8.3 Resistenza antimicrobica di A. baumannii

			L’Acinetobacter baumannii è diventato uno dei patogeni di maggior successo nell’assistenza sanitaria moderna grazie alla sua sorprendente capacità di acquisire resistenza antimicrobica. Diversi ceppi di A. baumannii sono altamente resistenti alla maggior parte degli antibiotici clinicamente disponibili (Lin e Lan, 2014). L’A. baumannii possiede una serie di meccanismi di resistenza, tra cui β-lattamasi, enzimi che modificano gli aminoglicosidi, pompe di efflusso, difetti di permeabilità e modifiche dei siti bersaglio. L’accumulo di diversi meccanismi di resistenza in A. baumannii ha gradualmente ridotto il numero di classi di antibiotici disponibili per il trattamento delle infezioni da A. baumannii nella pratica clinica. La Tabella 2 mostra i meccanismi di resistenza agli antibiotici riscontrati in A. baumannii. Di seguito ne discutiamo i dettagli.
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			TABELLA 2. Meccanismi di resistenza in Acinetobacter baumannii

			8.3.1 β-lattamasi

			L’inattivazione dei β-lattami da parte delle β-lattamasi è uno dei principali meccanismi di resistenza agli antibiotici in A. baumannii. Sulla base dell’omologia di sequenza, le β-lattamasi sono raggruppate in classi molecolari, A, B, C e D (Jeon et al., 2015). In A. baumannii sono state identificate tutte e quattro le classi di β-lattamasi. Degli studi recenti hanno dimostrato che A. baumannii è naturalmente in grado di incorporare DNA esogeno e il suo genoma presenta DNA estraneo ad alta frequenza, il che implica un frequente trasferimento genico orizzontale in questo patogeno (Ramirez et al., 2010a; Touchon et al., 2014; Traglia et al., 2014). Inoltre, l’albumina, una delle principali proteine del sangue, aumenta questa competenza naturale di A. baumannii (Traglia et al., 2016). Pertanto, la competenza naturale di A. baumannii può contribuire all’identificazione di diverse β-lattamasi in questo pericoloso patogeno umano.

			Le β-lattamasi di classe A inibite dal clavulanato idrolizzano le penicilline e le cefalosporine in modo più efficiente dei carbapenemi, ad eccezione di alcuni enzimi di tipo KPC (Jeon et al., 2015). In A. baumannii sono state identificate numerose β-lattamasi di classe A, tra cui TEM, SHV, GES, CTX-M, SCO, PER, VEB, KPC e CARB (Tabella 2). Alcuni di questi enzimi, come TEM-1, CARB-4 e SCO-1, sono β-lattamasi a spettro ristretto, mentre altri enzimi (ad esempio, PER-1, TEM-92, CARB-10, SHV-5, PER-2, CTX-M-2, CTX-M-15, VEB-1, GES-14 e PER-7) sono ESBL. Alcune carbapenemasi, come GES-14 e KPC-2, sono state individuate in A. baumannii (Moubareck et al., 2009; Bogaerts et al., 2010).

			A differenza delle β-lattamasi serina-dipendenti (classi A, C e D), le β-lattamasi di classe B sono metallo-β-lattamasi (MBL) e richiedono zinco o un altro metallo pesante per la catalisi (Jeon et al., 2015). Grazie all’ampio spettro di substrati, le MBL catalizzano l’idrolisi di quasi tutti gli antibiotici β-lattamici, compresi i carbapenemi, ma non i monobattami (Jeon et al., 2015). In A. baumannii sono state identificate diverse β-lattamasi di classe B (Tabella 2).

			Le β-lattamasi di classe C pongono problemi terapeutici perché possono conferire resistenza alle cefamicine (cefoxitina e cefotetan), alle penicilline, alle cefalosporine e alle combinazioni di inibitori delle β-lattamasi, ma non sono inibite in modo significativo dagli inibitori delle β-lattamasi usati clinicamente, come l’acido clavulanico (Jeon et al., 2015). Acinetobacter baumannii possiede una cefalosporinasi AmpC intrinseca (Gordon e Wareham, 2010). Un’analisi di 23 isolati clinici MDR di A. baumannii a Taiwan ha mostrato che tutti gli isolati avevano β-lattamasi di tipo AmpC (Lin et al., 2011a). Diversi isolati clinici di A. baumannii presentano il gene ampC trascritto da un forte promotore contenuto in un elemento di sequenza di inserzione putativa (sequenza simile a ISAba1), che determina un’elevata resistenza alla ceftazidima (Corvec et al., 2003; Segal et al., 2004). Questa sequenza è stata identificata in isolati di A. baumannii resistenti alla ceftazidima, ma è assente in isolati di A. baumannii sensibili alla ceftazidima (Heritier et al., 2006).

			Le β-lattamasi di classe D sono chiamate OXA (oxacillinasi), perché comunemente idrolizzano l’isossazolilpenicillina oxacillina molto più velocemente della benzilpenicillina (Jeon et al., 2015). Sono stati identificati più di 400 enzimi di tipo OXA e molte varianti possiedono effettivamente un’attività carbapenemica. In A. baumannii la presenza di β-lattamasi di classe D che idrolizzano i carbapenemi o MBL è uno dei principali meccanismi di resistenza ai carbapenemi (Lin e Lan, 2014). In A. baumannii sono inoltre prevalenti i sottogruppi di OXA che idrolizzano i carbapenemi, come i sottogruppi OXA-23, OXA-24, OXA-51 e OXA-58 (Tabella 2). L’enzima OXA-23 è stato identificato per la prima volta in un isolato di A. baumannii nel Regno Unito nel 1985 (Perez et al., 2007). Il gene blaOXA-23 si è diffuso in tutto il mondo e i ceppi di A. baumannii produttori di OXA-23 sono frequenti in modo significativo (Mugnier et al., 2010; Al-Agamy et al., 2016). Un recente report proveniente dal Libano ha mostrato che il 76,5% di 119 isolati di A. baumannii è resistente ai carbapenemi e le β-lattamasi OXA-23 sono state trovate in 82 isolati (Al Atrouni et al., 2016). È stato riportato che l’inserzione di ISAba1 nella sequenza promotrice di blaOXA-23 è associata alla sovraespressione di blaOXA-23, blaOXA-51 o blaOXA-58 in A. baumannii (Turton et al., 2006a). Un report proveniente dall’India ha mostrato che blaOXA-51 e blaOXA-23 erano presenti in tutti i 103 isolati di A. baumannii resistenti ai carbapenemi e quasi l’80% degli isolati presentava ISAba1 a monte del gene blaOXA-23, il che indica la prevalenza dell’inserzione ISAba1 (Vijayakumar et al., 2016).

			8.3.2 Pompe di efflusso

			Le pompe di efflusso sono associate alla resistenza a diverse classi di antibiotici, come l’imipenem (Hu et al., 2007) e la tigeciclina (Peleg et al., 2007; Ruzin et al., 2007), in A. baumannii. L’inversione della resistenza agli antibiotici da parte di inibitori della pompa di efflusso, come la 1-(1-naftilmetil)-piperazina e il cianuro di carbonile 3-clorofenil-idrazone, supporta l’importanza delle pompe di efflusso nella resistenza agli antibiotici di A. baumannii (Pannek et al., 2006; Deng et al., 2014). Quattro categorie di pompe di efflusso, come la superfamiglia della resistenza-nodulazione-divisione, la famiglia dell’estrusione di composti tossici e multifarmaci, la superfamiglia del facilitatore maggiore e la famiglia dei piccoli trasportatori della resistenza ai farmaci, sono correlate alla resistenza antimicrobica in A. baumannii (Tabella 2; Lin e Lan, 2014).

			AdeABC, nella superfamiglia della resistenza-nodulazione-divisione, è associato alla resistenza agli aminoglicosidi (Magnet et al., 2001) e alla diminuzione della suscettibilità alla tigeciclina (Ruzin et al., 2007) e agli antibiotici non-fluorochinolonici (Higgins et al., 2004). AdeABC sembra essere criptico in A. baumannii wild-type a causa dello stretto controllo da parte del sistema bicomponente AdeRS (Marchand et al., 2004), ma delle mutazioni puntiformi o l’inserimento della sequenza ISAba1 nel gene adeS portano alla sovraespressione di AdeABC (Marchand et al., 2004; Sun et al., 2012, 2016; Hammerstrom et al., 2015). Anche la densità cellulare (Fernando e Kumar, 2012) e il sistema bicomponente BaeSR (Lin et al., 2014, 2015), coinvolto in una risposta allo stress da involucro, sembrano regolare la trascrizione del gene adeA e quindi influenzare la suscettibilità alla tigeciclina. Altre pompe di efflusso di tipo resistenza-nodulazione-divisione, come AdeFGH e AdeIJK, sono associate sinergicamente alla resistenza alla tigeciclina (Damier-Piolle et al., 2008). L’espressione di AdeFGH e AdeIJK è regolata dal regolatore trascrizionale di tipo LysR AdeL e dal regolatore trascrizionale di tipo TetR AdeN (Coyne et al., 2010; Rosenfeld et al., 2012).

			Gli isolati clinici di Acinetobacter baumannii possiedono una forte capacità di formare biofilm (Rodriguez-Bano et al., 2008). In particolare, le concentrazioni subinibitorie di antibiotici riscontrate nella terapia a basso dosaggio sembrano indurre fortemente la formazione di biofilm (Kaplan, 2011). C’è una recente scoperta che ha rivelato il meccanismo. La sovraespressione della pompa di efflusso AdeFGH da parte della terapia antimicrobica a basso dosaggio aumenta la sintesi e il trasporto di molecole autoinduttrici, che inducono la formazione di biofilm (He X. et al., 2015). Questi risultati suggeriscono un legame tra la terapia antimicrobica a basso dosaggio e un rischio elevato di infezioni da biofilm causate da A. baumannii.

			CmlA e CraA sono pompe di efflusso della superfamiglia dei facilitatori correlate al cloramfenicolo (Fournier et al., 2006; Roca et al., 2009), mentre TetA si associa alla resistenza alla tetraciclina (Ribera et al., 2003a). La nuova pompa di efflusso AmvA media la resistenza a diverse classi di antibiotici, disinfettanti, detergenti e coloranti, come eritromicina, acriflavina, cloruro di benzalconio e metile viologen (Rajamohan et al., 2010). AbaF è stata recentemente identificata come una nuova pompa di efflusso associata alla resistenza alla fosfomicina (Sharma et al., 2016).

			AbeM fa parte della famiglia di estrusione di composti multifarmaco e tossici e conferisce resistenza a imipenem e fluorochinoloni (Su et al., 2005). AbeS è un piccolo trasportatore della famiglia della resistenza ai farmaci e influisce sulla resistenza a vari composti antimicrobici. La delezione del gene abeS determina un aumento della suscettibilità a vari composti antimicrobici, come il cloramfenicolo, l’acido nalidixico e l’eritromicina (Srinivasan et al., 2009).

			Alcune altre pompe di efflusso, come MacAB-TolC (Kobayashi et al., 2001) ed EmrAB-TolC (Lomovskaya e Lewis, 1992), sono state ben descritte in E. coli, ma il loro ruolo in A. baumannii è stato indagato solo di recente. La pompa di efflusso EmrAB-TolC è presente anche in A. baumannii, dove ha conferito resistenza a netilmicina, tobramicina e imipenem (Nowak-Zaleska et al., 2016). Un altro rapporto ha identificato tre nuove pompe di efflusso (A1S_1535, A1S_2795 e ABAYE_0913) in A. baumannii utilizzando uno screening fenotipico multiplex (Li L. et al., 2016). A1S_1535 conferisce resistenza a diversi antibiotici, tra cui gentamicina, kanamicina, cloroxilenolo, ossitetraciclina, 1,10-fenantrolina e cloramfenicolo (Li L. et al., 2016). A1S_2795 è la prima pompa di efflusso della superfamiglia dei facilitatori principali a conferire resistenza al sulfamidico sulfatiazolo, mentre ABAYE_0913 è associata alla resistenza al cloramfenicolo e all’acido fusidico (Li L. et al., 2016).

			8.3.3 Difetti di permeabilità

			Un cambiamento nella permeabilità dell’involucro può influenzare la resistenza agli antibiotici. Ad esempio, le porine formano canali che consentono il trasporto di molecole attraverso la membrana esterna e svolgono un ruolo significativo nella virulenza di A. baumannii (Tabella 1). 

			Poiché le porine influenzano la permeabilità della membrana, svolgono un ruolo significativo nel meccanismo della resistenza. La ridotta espressione di alcune porine, tra cui CarO (Mussi et al., 2005, 2007; Siroy et al., 2005; Catel-Ferreira et al., 2011; Jin et al., 2011), Omp22-33 (Bou et al., 2000a), Omp33-36 (del Mar Tomas et al., 2005; Hood et al., 2010), Omp37 (Quale et al., 2003), Omp43 (Dupont et al., 2005), Omp44 (Quale et al., 2003) e Omp47 (Quale et al., 2003), è associata alla resistenza ai carbapenemi in A. baumannii. 

			La perdita di Omp29 in A. baumannii che produce carbapenemasi simili a OXA-51 o OXA-23 determina un aumento della resistenza all’imipenem (Jeong et al., 2009; Fonseca et al., 2013). L’OmpA è anche correlata alla resistenza ad aztreonam, cloramfenicolo e acido nalidixico (Smani et al., 2014). Uno studio ha dimostrato che OmpA e CarO interagiscono fisicamente con la carbapenemasi OXA-23 e queste interazioni sono associate alla resistenza agli antibiotici (Wu et al., 2016). Questi risultati forniscono un nuovo punto di vista per aumentare la comprensione dei meccanismi di resistenza batterica agli antibiotici.

			Oltre alle proteine della membrana esterna, anche i componenti dell’involucro, come LPS e peptidoglicani, influiscono sulla resistenza agli antibiotici di A. baumannii. La perdita o la modifica dell’LPS riduce l’integrità della membrana e aumenta la resistenza alla colistina in A. baumannii (Adams et al., 2009; Moffatt et al., 2010).

			8.3.4 Enzimi modificatori di aminoglicosidi

			Gli enzimi che modificano gli aminoglicosidi sono il meccanismo principale con cui A. baumannii conferisce resistenza agli aminoglicosidi. Gli enzimi modificanti gli aminoglicosidi possono essere classificati in acetiltransferasi, adeniltransferasi e fosfotransferasi. Questi enzimi sono tipicamente presenti su elementi trasponibili e vengono trasferiti tra batteri patogeni (Lin e Lan, 2014). Diversi rapporti mostrano che molti isolati di A. baumannii MDR producono una combinazione di enzimi modificanti gli aminoglicosidi (Gallego e Towner, 2001; Nemec et al., 2004). Uno studio condotto in Cina ha identificato un ceppo di A. baumannii MDR portatore di quattro enzimi modificatori di aminoglicosidi (Zhu et al., 2009). Un altro studio condotto in Grecia ha riportato che tutti i ceppi di A. baumannii contengono enzimi che modificano gli aminoglicosidi (Ploy et al., 1994), cosa che indica l’elevata prevalenza di questi enzimi in A. baumannii.

			8.3.5 Alterazione dei siti di destinazione

			Le modifiche nei siti bersaglio degli antibiotici possono indurre resistenza agli antibiotici in A. baumannii. In assenza di altri meccanismi di resistenza noti, solo la sovraespressione di PBP alterate con una bassa affinità per l’imipenem induce resistenza all’imipenem (Gehrlein et al., 1991). La resistenza ai chinoloni è associata a modifiche di GyrA (una subunità della DNA girasi) e ParC (una subunità della topoisomerasi IV) in isolati di A. baumannii epidemiologicamente non correlati (Vila et al., 1995). La TetM di Acinetobacter baumannii, che ha un’omologia del 100% con la TetM di S. aureus, è stata proposta come associata alla resistenza alle tetracicline attraverso la protezione ribosomiale (Ribera et al., 2003b). Analogamente ad altri batteri patogeni, le diidrofolato reduttasi (DHFR e FolA) responsabili della resistenza al trimetoprim sono state trovate in isolati nosocomiali MDR di A. baumannii (Mak et al., 2009; Lin M. F. et al., 2013; Taitt et al., 2014). Anche la metilasi ArmA del 16S rRNA, responsabile della resistenza agli aminoglicosidi, si trova in molti ceppi di A. baumannii e coesiste sempre con carbapenemasi di tipo OXA, come la OXA-23 (Yu et al., 2007; Cho et al., 2009; Karthikeyan et al., 2010; Brigante et al., 2012; Hong et al., 2013; Bakour et al., 2014; Tada et al., 2014; Hasani et al., 2016). Come descritto sopra, molti studi hanno dimostrato che le modifiche e/o la perdita di LPS diminuiscono la suscettibilità di A. baumannii a molti antibiotici di importanza clinica, come la colistina.

			8.3.6 Altri

			AdeABC è associato a una minore suscettibilità alla tigeciclina (Ruzin et al., 2007). Tuttavia, alcuni isolati clinici senza AdeABC, AdeFGH e AdeIJK sovraespressi presentano una minore suscettibilità alla tigeciclina. Diversi report hanno suggerito il meccanismo. Uno studio ha analizzato otto isolati clinici di A. baumannii e ha rilevato che la mutazione della delezione nel gene trm, che codifica la S-adenosil-L-metionina metiltransferasi dipendente, riduce la suscettibilità alla tigeciclina (Chen et al., 2014). È stato ottenuto lo stesso risultato con una piattaforma di genome-editing altamente efficiente e versatile che consente di modificare senza marcatori il genoma di A. baumannii. La delezione di AdeR, un fattore di trascrizione che regola l’espressione della pompa di efflusso AdeABC in A. baumannii resistente alla tigeciclina, riduce la MIC della tigeciclina. Tuttavia, il 60% degli isolati clinici è rimasto non suscettibile alla tigeciclina dopo la delezione di adeR secondo una piattaforma di genome-editing altamente efficiente e versatile (Trebosc et al., 2016). Il sequenziamento dell’intero genoma in due ceppi con delezione adeR resistenti alla tigeciclina ha rivelato che una mutazione nel gene trm rende il mutante adeR resistente alla tigeciclina. Inoltre, una mutazione trm è stata identificata nella maggior parte degli isolati clinici resistenti alla tigeciclina (Trebosc et al., 2016). Tuttavia, il suo meccanismo esatto non è stato determinato. Un altro studio ha rilevato che una mutazione frameshift in plsC, che codifica la 1-acil-sn-glicerolo-3-fosfato aciltransferasi, è associata a una minore suscettibilità alla tigeciclina (Li X. et al., 2015).

			Il gene abrp, che codifica la famiglia delle peptidasi C13, è associato a una minore suscettibilità a tetraciclina, minociclina, doxiciclina, tigeciclina, cloramfenicolo e fosfomicina (Li X. et al., 2016). La delezione di abrp aumenta la permeabilità della membrana cellulare, mostra un tasso di crescita cellulare più lento e conferisce una ridotta suscettibilità a questi antibiotici (Liu X. et al., 2016). Tuttavia, il suo meccanismo esatto non è stato determinato. Alcuni geni coinvolti nella divisione cellulare, tra cui blhA, zipA, zapA e ftsK, sono associati alla resistenza intrinseca ai β-lattamici in A. baumannii (Knight et al., 2016).

			L’aumento dell’espressione di geni legati alla mutagenesi, come i geni di risposta SOS, è un meccanismo ben noto di E. coli e di altri batteri per ottenere resistenza agli antibiotici (Cirz e Romesberg, 2007). Anche Acinetobacter baumannii sembra avere una risposta che può essere indotta dal danno al DNA, laddove RecA svolge un ruolo regolatorio importante e sembra acquisire resistenze agli antibiotici in condizioni di danno al DNA clinicamente rilevanti (Aranda et al., 2011, 2014; Norton et al., 2013). Inoltre, RecA è coinvolto nella patogenicità di A. baumannii (Aranda et al., 2011).

			8.4 Possibili opzioni di trattamento 

			Sebbene i carbapenemi siano antibiotici efficaci per il trattamento delle infezioni da A. baumannii (Cisneros e Rodriguez-Bano, 2002; Turner et al., 2003), il tasso di isolati di A. baumannii resistenti ai carbapenemi è aumentato gradualmente (Mendes et al., 2010; Kuo et al., 2012; Su et al., 2012). Per il trattamento delle infezioni da A. baumannii MDR sono disponibili solo poche opzioni antibiotiche efficaci (Gordon e Wareham, 2009; Lee J. H. et al., 2015, 2016). Per combattere le infezioni da A. baumannii MDR o pandrug-resistenti (PDR), che sono resistenti a tutti gli antibiotici disponibili, sono state ampiamente studiate terapie di combinazione, tra cui colistina/imipenem, colistina/meropenem, colistina/rifampicina, colistina/tigeciclina, colistina/sulbactam, colistina/teicoplanina e imipenem/sulbactam. Le possibili opzioni di trattamento delle infezioni da Acinetobacter baumannii sono riassunte nella Tabella 3. In questa sede verranno discussi i rapporti pubblicati più recenti.
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			TABELLA 3. Possibili opzioni di trattamento delle infezioni da Acinetobacter Baumannii.

			8.4.1 Carbapenemi e inibitori delle β-lattamasi

			I carbapenemi, tra cui imipenem, meropenem e doripenem, sono stati generalmente considerati gli agenti per il trattamento delle infezioni da A. baumannii, grazie alla loro efficace attività contro questo organismo e alla loro sicurezza (Doi et al., 2015). Tuttavia, la diminuita suscettibilità di A. baumannii ai carbapenemi ha costretto medici e ricercatori a cercare approcci terapeutici alternativi (Doi et al., 2015). Poiché i ceppi di A. baumannii resistenti ai carbapenemi sono spesso resistenti anche a tutti gli altri antibiotici comunemente utilizzati, questi ceppi rimangono sensibili solo a un numero limitato di antibiotici, come la minociclina/tigeciclina e le polimixine (colistina e polimixina B; Lin e Lan, 2014; Doi et al., 2015). Le terapie con carbapenemi combinate con alcuni antibiotici efficaci sono state ampiamente testate e in molti casi hanno mostrato un effetto sinergico contro le infezioni da A. baumannii (Tabella 3). Tuttavia, il recente aumento di A. baumannii resistenti alla tigeciclina o alla colistina rappresenta sempre una minaccia sempre più grave per la salute pubblica mondiale (Peleg et al., 2007; Hornsey et al., 2010; Cai et al., 2012).

			Il sulbactam è un inibitore delle β-lattamasi e ha anche affinità per le proteine leganti la penicillina di A. baumannii (Rafailidis et al., 2007; Doi et al., 2015). La terapia combinata di ampicillina e sulbactam è efficace per il trattamento delle infezioni del flusso sanguigno dovute ad A. baumannii MDR (Smolyakov et al., 2003). La terapia di combinazione ampicillina/sulbactam/carbapenemi è efficace anche per il trattamento della batteriemia da A. baumannii MDR (Kuo et al., 2007) e dell’infezione della pelle e dei tessuti molli da A. baumannii resistente ai carbapenemi (Hiraki et al., 2013), ma non nella polmonite associata a ventilazione (Kalin et al., 2014). La farmacocinetica e la farmacodinamica di popolazione del sulbactam sono state determinate in pazienti critici con sepsi grave causata da A. baumannii (Jaruratanasirikul et al., 2016) e in pazienti con funzionalità renale compromessa (Yokoyama et al., 2015). Un altro inibitore delle β-lattamasi, il tazobactam, aumenta l’attività degli antibiotici peptidici, come la colistina e la daptomicina, in un modello murino di polmonite da A. baumannii (Sakoulas et al., 2016). Gli autori hanno suggerito che gli inibitori delle β-lattamasi possano esercitare effetti simili nel potenziare gli antibiotici peptidici, a causa delle somiglianze strutturali tra gli inibitori delle β-lattamasi e gli antibiotici peptidici (Sakoulas et al., 2016).

			8.4.2 Minociclina/Tigeciclina

			La minociclina è un antibiotico tetraciclina ad ampio spettro che è stato proposto per il trattamento dell’A. baumannii resistente ai farmaci, grazie all’elevato grado di suscettibilità a questo farmaco e al suo profilo farmacocinetico favorevole (Ritchie e Garavaglia-Wilson, 2014). Il tasso medio di suscettibilità di A. baumannii alla minociclina è di circa l’80% in tutto il mondo (Castanheira et al., 2014). Pertanto, la terapia con minociclina presenta alti tassi di successo terapeutico e una buona tollerabilità (Ritchie e Garavaglia-Wilson, 2014). Tuttavia, dall’introduzione della minociclina, circa il 20% degli isolati di A. baumannii non è sensibile alla minociclina. La pompa di efflusso TetB è il principale determinante della resistenza alla minociclina (Vilacoba et al., 2013). La terapia con minociclina combinata con colistina è efficace per il trattamento delle infezioni da A. baumannii resistenti alla minociclina (Yang et al., 2016) e la terapia con minociclina combinata con rifampicina, colistina o imipenem ha un effetto sinergico nella maggior parte degli isolati senza il gene tetB, ma le terapie combinate non sono sinergiche negli isolati con il gene tetB (Rodriguez et al., 2015).

			La tigeciclina è il primo antibiotico della classe delle glicicline che mostra attività batteriostatica legandosi alla subunità ribosomiale 30S ed è attiva contro le infezioni da A. baumannii (Pachon-Ibanez et al., 2004; Anthony et al., 2008; Koomanachai et al., 2009). La tigeciclina mostra un effetto sinergico con alcune classi di antibiotici, come l’amikacina (Moland et al., 2008) e la colistina (Mutlu Yilmaz et al., 2012). Tuttavia, con l’aumento dell’uso della tigeciclina sono emerse delle limitazioni. La tigeciclina è meno efficace dell’imipenem nel trattamento della polmonite in un modello di polmonite murina (Pichardo et al., 2010). Per le infezioni da A. baumannii con una MIC di tigeciclina superiore a 2 mg/L è stato raccomandato l’uso di β-lattamici o carbapenemi al posto della tigeciclina, a causa dell’elevata mortalità dovuta al trattamento con quest’ultima (Curcio e Fernandez, 2008). In uno studio condotto su 266 pazienti con infezioni da A. baumannii MDR, la terapia a base di tigeciclina non è risultata più efficace delle terapie senza tigeciclina (Lee Y. T. et al., 2013). La resistenza alla tigeciclina associata alla sovraespressione di pompe di efflusso, come AdeABC, è stata riportata in isolati clinici di A. baumannii (Peleg et al., 2007; Ruzin et al., 2007; Hornsey et al., 2010, 2011). In molti centri medici sono stati segnalati diversi cloni di A baumannii MDR resistenti alla tigeciclina (Navon-Venezia et al., 2007). Pertanto, la tigeciclina può essere utilizzata solo in casi limitati per il trattamento delle infezioni da A. baumannii.

			8.4.3 Polimixine (colistina e polimixina B)

			Le polimixine sono un gruppo di antibiotici peptidici policationici scoperti più di 60 anni fa e mostrano una potente efficacia contro la maggior parte dei batteri Gram-negativi (Liu Q. et al., 2014; Lee C. R. et al., 2016). Tra le cinque polimixine (A-E), solo la polimixina B ed E (colistina), con una differenza di un aminoacido, sono utilizzate clinicamente. La colistina è un componente chiave delle terapie di combinazione utilizzate per trattare le infezioni da A. baumannii MDR (Cai et al., 2012). Il tasso di resistenza alla colistina (10,4%) negli isolati di A. baumannii MDR è inferiore a quello della resistenza alla rifampicina (47,8%) o alla tigeciclina (45,5%) (Chang et al., 2012). Sono stati riportati dei risultati simili in un altro studio (Muthusamy et al., 2016). Pertanto, la colistina sembra essere l’unico agente antimicrobico efficace contro le infezioni da A. baumannii MDR. Numerose terapie combinate a base di colistina, tra cui colistina/rifampicina (Liang et al., 2011; Aydemir et al., 2013), colistina/minociclina (Liang et al., 2011), colistina/carbapenem (Liang et al., 2011; Batirel et al., 2014; Liu X. et al., 2016), colistina/sulbactam (Batirel et al., 2014), colistina/tigeciclina (Principe et al, 2009; Ozbek e Senturk, 2010; Sheng et al., 2011; Peck et al., 2012), colistina/daptomicina (Cirioni et al., 2016), colistina/acido fusidico (Bowler et al., 2016; Fan et al., 2016) e colistina/teicoplanina (Wareham et al., 2011; Cirioni et al., 2016), sono sinergici in vivo o in vitro contro le infezioni da A. baumannii. La terapia con colistina combinata con rifampicina o acido fusidico sembra essere la più efficace per il trattamento di A. baumannii MDR in un modello di infezione murino della coscia (Fan et al., 2016). Un altro report che confronta colistina/daptomicina, colistina/imipenem e imipenem/ertapenem ha dimostrato che la combinazione daptomicina-colistina è la più efficace (Cordoba et al., 2015).

			Purtroppo, la comparsa di ceppi di A. baumannii resistenti alla colistina è aumentata in tutto il mondo (Cai et al., 2012). I meccanismi di resistenza alla colistina includono la perdita di LPS (Moffatt et al., 2010) e l’aggiunta di fosfoetanolamina all’LPS da parte del sistema bicomponente PmrAB (Adams et al., 2009). Mutazioni in pmrA e pmrB attivano pmrC, che aggiunge fosfoetanolamina alla forma epta-acilata del lipide A (Beceiro et al., 2011). È interessante notare che un’indagine sull’attività in vitro di varie combinazioni antimicrobiche contro A. baumannii resistente alla colistina ha mostrato che le combinazioni più efficaci contro A. baumannii resistente alla colistina sono colistina-rifampicina e colistina-teicoplanina, indicando che la colistina è il componente più comune delle combinazioni antimicrobiche anche contro A. baumannii resistente alla colistina (Bae et al., 2016). Analogamente, la terapia con minociclina in combinazione con la colistina è efficace per trattare le infezioni causate da A. baumannii resistente alla minociclina. La terapia con minociclina/colistina migliora significativamente la sopravvivenza dei topi infettati con A. baumannii resistente alla minociclina e riduce il numero di batteri presenti nei polmoni dei topi (Yang et al., 2016).

			Nel 1994 è stato segnalato un isolato di Enterococcus faecalis del tratto urinario che apparentemente richiede la vancomicina per crescere, e questo fenomeno è chiamato “dipendenza da agenti antimicrobici”. La dipendenza da colistina è stata segnalata in un complesso A. baumannii-A. calcoaceticus (Hawley et al., 2007). La dipendenza parziale dalla colistina è stata rilevata in diversi ceppi con deficienza di LPS con mutazioni in lpxA, lpxC e lpxD (Garcia-Quintanilla et al., 2015). Molti isolati di A. baumannii sensibili alla colistina sviluppano dipendenza dalla colistina in vitro dopo l’esposizione alla colistina (Hong et al., 2016). Sebbene l’implicazione clinica della dipendenza da colistina e il suo meccanismo molecolare rimangano poco chiari, è interessante il fatto che i pazienti con isolati di A. baumannii dipendenti da colistina mostrino un’alta percentuale di fallimento del trattamento (Hong et al., 2016).

			A differenza della colistina, la polimixina B non viene convertita da profarmaco in forma attiva; pertanto, le concentrazioni plasmatiche di polimixina B raggiungono più rapidamente i livelli target (Sandri et al., 2013). Inoltre, la polimixina B è disponibile per la somministrazione parenterale diretta (Zavascki et al., 2007). Nonostante la farmacocinetica favorevole della polimixina B, la nefrotossicità legata alla dose limita la concentrazione di polimixina B utilizzata nella terapia di combinazione (Dubrovskaya et al., 2015). Ecco perché quasi tutti gli studi sulle polimixine sono stati condotti sulla colistina. Dato che però alcuni carbapenemi hanno una modulazione della dose relativamente più sicura per ottimizzare l’uccisione durante la terapia di combinazione (Cannon et al., 2014), diversi studi hanno analizzato la farmacodinamica dei carbapenemi in combinazione con la polimixina B (Lenhard et al., 2016a,b; Rao et al., 2016a). Uno studio ha dimostrato che il dosaggio intensificato di meropenem in combinazione con polimixina B è una buona strategia per trattare A. baumannii resistente ai carbapenemi, indipendentemente dalla MIC di meropenem (Lenhard et al., 2016a). Anche la terapia di combinazione con doripenem e polimixina B ha mostrato risultati simili. Il dosaggio aggressivo precoce di doripenem combinato con polimixina B è efficace per il trattamento delle infezioni da A. baumannii eteroresistenti (Rao et al., 2016a). Un’analisi farmacodinamica combinata di quattro diversi carbapenemi con la polimixina B ha dimostrato che doripenem, meropenem o imipenem mostrano una farmacodinamica simile in combinazione e la decisione di utilizzare i carbapenem in combinazione con la polimixina B si basa solitamente sui profili tossicodinamici (Lenhard et al., 2016b). La polimixina B mostra anche una buona attività battericida in combinazione con alte concentrazioni di tigeciclina (Hagihara et al., 2014; Rao et al., 2016b). Pertanto, le terapie di combinazione con polimixina B sembrano essere una delle opzioni più promettenti per ridurre al minimo l’emergere della resistenza alla polimixina. L’aumento dell’intensità della dose di polimixina B amplifica la resistenza alla polimixina B in A. baumannii (Cheah et al., 2016; Tsuji et al., 2016). In conclusione, sebbene la polimixina B mostri una nefrotossicità correlata alla dose, potrebbe essere un’alternativa terapeutica alla colistina se utilizzata insieme a dosi più alte di altri antibiotici. È stato effettuato uno screening su larga scala di metaboliti secondari di Streptomyces per sviluppare una nuova terapia di combinazione utilizzando concentrazioni minime di polimixina B ed è stato identificato il sinergizzante affidabile della polimixina, la netropsina (Chung et al., 2016). La sopravvivenza di G. mellonella infettata con isolati clinici di A. baumannii resistenti alla colistina è significativamente più alta quando viene trattata con polimixina B combinata con netropsina rispetto a quando viene trattata con polimixina B o netropsina da sola (Chung et al., 2016).

			8.4.4 Altri antibiotici

			Il trimetoprim-sulfametossazolo è una combinazione di due antibiotici che esercita un effetto sinergico inibendo fasi successive della via di sintesi del folato contro diversi batteri (Wormser et al., 1982). Recentemente è stata studiata l’attività di abbattimento in vitro del trimetoprim-sulfametossazolo contro A. baumannii resistente ai carbapenemi. Il trimetoprim-sulfametossazolo da solo uccide efficacemente tutti i ceppi di A. baumannii resistenti ai carbapenem e anche il trimetoprim-sulfametossazolo combinato con la colistina uccide rapidamente tutti i ceppi fino a 24 ore (Nepka et al., 2016). Questi risultati suggeriscono che il trimetoprim-sulfametossazolo potrebbe essere una terapia efficace per le infezioni gravi da A. baumannii resistenti ai carbapenemi. La plazomicina è un aminoglicoside di nuova generazione derivato sinteticamente dalla sisomicina che potenzia l’attività contro molti batteri Gram-negativi MDR (Garcia-Salguero et al., 2015). È stato osservato un effetto sinergico con i carbapenemi insieme alla plazomicina durante il trattamento delle infezioni da A. baumannii (Garcia-Salguero et al., 2015), indicando la potenziale utilità della plazomicina in combinazione con i carbapenemi.

			La risposta inducibile al danno al DNA in A. baumannii svolge un ruolo importante nell’acquisizione della resistenza agli antibiotici in condizioni di danno al DNA clinicamente rilevanti (Aranda et al., 2011, 2014; Norton et al., 2013). L’aminocumarina novobiocina è un agente antimicrobico consolidato che inibisce la risposta al danno del DNA nei batteri Gram-positivi interferendo con l’attività ATPasi della DNA girasi (Schroder et al., 2013). Uno studio ha dimostrato che la novobiocina inibisce anche l’acquisizione della resistenza antimicrobica in A. baumannii MDR attraverso la mutagenesi indotta dal danno al DNA (Jara et al., 2015).

			8.4.5 Terapie non antibiotiche: fagi e altri

			La diffusione di patogeni MDR nel mondo ha rinnovato l’interesse per la terapia con batteriofagi, virus che infettano e lisano i batteri. Vari batteriofagi litici di A. baumannii, come vB_Ab-M-G7 (Kusradze et al., 2016) e Bϕ-C62 (Jeon et al., 2016), sono stati utilizzati per trattare le infezioni causate da A. baumannii MDR. Anche l’endolisina codificata da batteriofagi ha ricevuto una certa attenzione. L’endolisina è un enzima litico che degrada la parete cellulare degli ospiti batterici e si rivela promettente come nuova classe di antibatterici con una modalità d’azione unica (Defraine et al., 2016). Ad esempio, l’endolisina del batteriofago ØABP-01 degrada la parete cellulare grezza dei ceppi di A. baumannii e aumenta l’attività antibatterica se combinata con la colistina (Thummeepak et al., 2016). Tuttavia, la maggior parte dei patogeni Gram-negativi non è generalmente sensibile alle endolisine, a causa della membrana protettiva esterna (Lee et al., 2013a). Per superare questo problema, le endolisine sono state ingegnerizzate di recente con specifici peptidi destabilizzanti della membrana esterna per ottenere la capacità di penetrare la membrana esterna; queste endolisine ingegnerizzate sono chiamate “artilisine” (Rodriguez-Rubio et al., 2016). Sono state sviluppate diverse artilisine ingegnerizzate per combattere l’A. baumannii MDR; queste mostrano un’attività antimicrobica altamente efficace contro A. baumannii (Briers et al., 2014; Yang et al., 2015; Defraine et al., 2016; Thandar et al., 2016). Questi risultati suggeriscono che le artilisine possono essere un’opzione terapeutica per A. baumannii MDR. La diversità della popolazione fagica è stata determinata mediante l’analisi dei viromi, delle endolisine e degli spaziatori CRISPR (Davison et al., 2016). Questi risultati possono essere utilizzati per aiutare a trovare un’endolisina efficace per combattere A. baumannii MDR. Diversi peptidi, come il peptide plasmatico dell’alligatore americano (Barksdale et al., 2016) e il peptide dendrimero antimicrobico G3KL (Pires et al., 2015), hanno un’attività antimicrobica in vitro contro MDR A. baumannii. Tuttavia, l’uso di enzimi o peptidi antimicrobici presenta anche alcuni problemi importanti, come la loro breve emivita nel siero e gli elevati costi di produzione rispetto a quelli di molecole più piccole.

			Un’analisi in silico ha previsto che OXA-58, OXA-23 e OXA-83 sono traslocate nel periplasma attraverso il sistema Sec (Liao et al., 2015; Chiu et al., 2016). Un inibitore di SecA (rosa Bengala) inibisce la traslocazione periplasmatica di queste β-lattamasi di classe D che idrolizzano i carbapenemi, indicando che queste β-lattamasi sono rilasciate selettivamente attraverso un sistema Sec-dipendente (Liao et al., 2015; Chiu et al., 2016). Imipenem o meropenem combinati con rosa bengala mostrano effetti sinergici per gli isolati clinici di A. baumannii resistenti ai carbapenemi (Chiu et al., 2016). Analogamente, il β-aminoketone (MD3), un inibitore delle peptidasi di segnale batteriche di tipo I che scinde i peptidi di segnale amino-terminali delle proteine traslocate, mostra un effetto sinergico se combinato con la colistina contro i ceppi di A. baumannii resistenti alla colistina (Martinez-Guitian et al., 2016).

			La bulgecina A è un prodotto naturale di P. mesoacidophila e un inibitore della transglicosilasi litica che agisce sinergicamente con i β-lattamici (Skalweit e Li, 2016). La bulgecina A ripristina l’efficacia del meropenem nel sopprimere la crescita di ceppi di A. baumannii resistenti ai carbapenemi, suggerendo che la bulgecina A possa essere un composto aggiuntivo per prolungare la durata dei carbapenemi contro le infezioni da A. baumannii (Skalweit e Li, 2016). Analogamente, il farnesolo, un prodotto naturale di Candida albicans per il quorum-sensing, interrompe l’integrità della membrana cellulare di A. baumannii, altera la morfologia cellulare e aumenta la sensibilità dei ceppi MDR di A. baumannii alla colistina (Kostoulias et al., 2015). Molti composti attivi vegetali hanno forti poteri antibatterici contro molti batteri, tra cui A. baumannii resistente ai carbapenemi (Lin et al., 2015). Ad esempio, l’acido oleanolico è un composto triterpenoide ampiamente presente negli alimenti, nelle erbe medicinali e in molte piante, in grado di inibire efficacemente diversi batteri patogeni. Uno studio ha dimostrato che l’acido oleanolico aumenta l’assorbimento degli aminoglicosidi modificando la permeabilità della membrana e il metabolismo energetico in A. baumannii (Shin e Park, 2015).

			Il cianuro 3-clorofenilidrazone (CCCP) è un inibitore della pompa di efflusso che diminuisce la MIC della colistina nei ceppi di A. baumannii sensibili e resistenti alla colistina (Park e Ko, 2015; Ni et al., 2016). Altri inibitori della pompa di efflusso, come ABEPI1 e ABEPI2, inibiscono la tolleranza alla minociclina mediata dall’efflusso di A. baumannii. L’aggiunta di questi composti durante la crescita nel siero umano porta all’accumulo di minociclina all’interno di A. baumannii e inibisce il potenziale di efflusso del batterio (Blanchard et al., 2014).

			Il gallio è un elemento semi-metallico del gruppo 13 della tavola periodica che si lega ai complessi biologici contenenti Fe3+ e altera i processi biologici essenziali guidati dalle redox (Bernstein, 1998). Il gallio è stato utilizzato come semplice sale inorganico o organico o complessato con composti organici. Diversi studi hanno dimostrato che il nitrato di gallio o la protoporfirina IX potrebbero essere una valida opzione terapeutica per il trattamento di A. baumannii MDR (Antunes et al., 2012; Arivett et al., 2015). Alcuni D-amminoacidi, come il D-His e il D-Cys, inibiscono la crescita batterica, la formazione di biofilm e l’adesione alle cellule eucariotiche in A. baumannii (Rumbo et al., 2016).

			I probiotici sono “microrganismi vivi che conferiscono un beneficio alla salute dell’ospite quando vengono somministrati in quantità adeguate” (Reid et al., 2005) e contribuiscono a proteggere dalle infezioni da A. baumannii MDR. Ad esempio, è stata studiata la capacità del probiotico Bifidobacterium breve di proteggere dalle infezioni da A. baumannii MDR (Asahara et al., 2016). Questo probiotico potenzia notevolmente la protezione contro le infezioni intestinali fatali causate da A. baumannii MDR (Asahara et al., 2016). Con i probiotici, gli immunomodulatori, come la lisofosfatidilcolina (Parra Millan et al., 2016) e gli antibiotici macrolidi come la claritromicina (Konstantinidis et al., 2016), possono ridurre la gravità dell’infezione da A. baumannii stimolando la risposta immunitaria, se combinati con antibiotici come la colistina, la tigeciclina o l’imipenem.

			8.5 Conclusione

			Il numero di studi su A. baumannii è in forte aumento a causa della sua crescente importanza clinica. L’uso di modelli animali ha prodotto dati importanti sui fattori di virulenza che contribuiscono alla patogenesi di A. baumannii. In particolare, sono interessanti alcuni studi sull’acquisizione dei metalli e sui sistemi di secrezione delle proteine. Oltre ai sistemi di acquisizione del ferro come l’acinetobactina, la scoperta di sistemi di acquisizione dello zinco e del manganese in A. baumannii amplia la nostra comprensione della patogenesi di A. baumannii. Sono necessari studi più approfonditi sui vari sistemi di secrezione proteica presenti in A. baumannii. Sono stati identificati mediante uno screening con trasposoni in larve di G. mellonella circa 300 geni necessari per la sopravvivenza in vivo di A. baumannii (Gebhardt et al., 2015). Poiché molti di questi geni non erano noti per essere associati alla patogenesi di A. baumannii, sono necessari degli studi più approfonditi per determinare se questi geni sono correlati alla patogenesi di A. baumannii. Inoltre, lo screening dei trasposoni in altri animali modello fornirà nuove conoscenze sulla patogenesi di A. baumannii. La conoscenza dei fattori di virulenza responsabili della patogenesi di A. baumannii sarà la chiave di volta per lo sviluppo di nuovi antibiotici. Ad esempio, l’LPS è un importante fattore di virulenza e l’inibitore di LpxC, che inibisce la sintesi di LPS, protegge completamente i topi dall’infezione in forma letale (Lin et al., 2012). Questi risultati indicano che il blocco della sintesi di LPS è una strategia potente per scoprire nuovi antibiotici. Tuttavia, nonostante i recenti e approfonditi studi sulla patogenesi di A. baumannii, la tossicità e la patogenicità di A. baumannii rimangono poco chiare.

			Il recente interesse per A. baumannii è dovuto soprattutto alla sua capacità apparentemente infinita di acquisire resistenza agli antibiotici. A. baumannii possiede quasi tutti i meccanismi di resistenza batterica. Tutte le β-lattamasi sono state rilevate in A. baumannii e la frequenza di isolati di A. baumannii resistenti ai carbapenemi è molto elevata. Inoltre, quasi tutti gli A. baumannii contengono enzimi che modificano gli aminoglicosidi e in A. baumannii sono state identificate molte pompe di efflusso responsabili della resistenza a vari antibiotici clinicamente importanti. A causa di queste capacità, gli antibiotici disponibili per il trattamento delle infezioni da A. baumannii sono molto limitati. La colistina è utilizzata come trattamento antibiotico di ultima istanza, grazie al suo tasso di resistenza relativamente basso. Tuttavia, l’emergenza di ceppi di A. baumannii resistenti alla colistina è aumentata in tutto il mondo con l’aumento dell’uso della colistina. In particolare, alcuni studi più recenti hanno suggerito un altro antibiotico polimixina, la polimixina B, come potenziale alternativa terapeutica alla colistina (Lenhard et al., 2016a,b; Rao et al., 2016a; Repizo et al., 2015). La polimixina B non è stata un buon antibiotico a causa della nefrotossicità dose-dipendente, ma recenti report dimostrano che una nuova terapia di combinazione con carbapenemi o tigeciclina utilizzando concentrazioni minime di polimixina B può essere una buona strategia per trattare le infezioni da A. baumannii resistenti ai carbapenemi. Questi risultati indicano la necessità di studi approfonditi che analizzino la farmacodinamica della polimixina B nella terapia di combinazione.

			Sono stati condotti diversi studi per identificare una nuova alternativa ai carbapenemi o alla colistina. Tra questi, le endolisine ingegnerizzate (artilisine) sono particolarmente interessanti, nonostante gli evidenti difetti. Una nuova e promettente modalità antimicrobica è un enzima litico che degrada il peptidoglicano dei batteri, grazie alla sua modalità d’azione unica. Come gli antibiotici β-lattamici, che sono uno degli antibiotici di maggior successo, l’inibizione della sintesi del peptidoglicano è un bersaglio promettente per gli agenti antimicrobici. Poiché gli enzimi litici degradano direttamente i peptidoglicani, ma non le proteine, la possibilità che si instauri un meccanismo di resistenza è piuttosto bassa. Inoltre, gli enzimi con peso molecolare relativamente elevato non sono inibiti dalle pompe di efflusso. Mentre la breve stabilità dell’artilisina nel siero e il costo elevato della sua produzione rispetto alle piccole molecole possono essere risolti, l’artilisina migliorata può essere una buona opzione terapeutica per le infezioni da A. baumannii resistenti ai carbapenemi o alla colistina. In conclusione, per scoprire nuove classi di antibiotici sono necessarie strategie nuove, progettate razionalmente e approcci basati sullo screening. Se continuiamo a impegnarci per mantenere l’efficacia degli antibiotici e per sviluppare nuovi antibiotici, si potranno controllare in modo efficace le infezioni da A. baumannii.

		

