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Il INTRODUZIONE

artonella quintana, conosciuto come agente
B eziologico della febbre delle trincee, ¢ sta-
to recentemente isolato, con una inciden-
za crescente, da campioni clinici di pazienti af-
fetti da AIDS, in casi di batteriemie persistenti,
ed e associato alla eziologia di endocarditi [1]. Le
manifestazioni cliniche causate da Bartonella spp.
includono anche la angiomatosi bacillare cuta-
nea ed ossea, la pielosi epatica, endocarditi,
linfoadenopatia cronica, e batteriemie persisten-
ti che si manifestano anche in individui immu-
nocompetenti [2]. Le fasi dell’infezione possono
essere caratterizzate da una fase acuta e da una
cronica ed i fattori patogenetici implicati non so-
no stati a tutt’oggi individuati. Uno dei princi-
pali antigeni e fattori patogenetici dei batteri
gram-negativi, inclusa B. quintana, ¢ rappresen-
tato dal lipopolisaccaride (LPS); tuttavia sulle
caratteristiche del LPS di Bartonella sono dispo-
nibili poche informazioni.
Lo scopo del nostro lavoro e stato quello di
estrarre, purificare e caratterizzare il LPS di B.
quintana, e di valutare l'effetto del LPS in esame
sul rilascio di TNFo nel modello sperimentale di
sepsi costituito da campioni di sangue umano in-
tero stimolati in vitro.

Il MATERIALI E METODI

I ceppo Oklahoma di B. quintana é stato coltivato
su piastre di agar sangue di montone a 37°C e in-
cubati in atmosfera umidificata contenente 5% di
COQ,. Le cellule sono state raccolte e lavate in so-
luzione fisiologica sterile e apirogena, sottoposte
a procedimento di estrazione del LPS secondo la
metodica di Westphal e Jann [3], modificata da
Minnick (1994) [4]. Il LPS é stato quindi sotto-
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posto ad elettroforesi (15mA di corrente elettri-
ca continua, per circa 90 min) su gel di poliacri-
lamide (SDS-PAGE). Il LPS in esame, Standards
“broad range” per SDS-PAGE (Bio-Rad, Italia) e
gli LPS di riferimento, Serratia marcescens (Sigma,
St. Louis, USA), Proteus mirabilis (RIBI, Montana
USA), Salmonella minnesota S1114 (Sigma, St.
Louis, USA), Salmonella minnesota R595 (Calbio-
chem, California, USA), sono stati applicati ad
un gel discontinuo (4% acrilamide “spacer gel”,
12.5% acrilamide “resolving gel”) ed a fine cor-
sa le bande sono state evidenziate con la tecnica
del nitrato d’argento secondo Hitchcock &
Brown [5].

L’attivita endotossinica del LPS di B. quintana &
stata valutata mediante il test cromogenico al li-
sato di amebociti di limulus (LAL test). Come
LPS di riferimento sono stati usati quello otte-
nuto da Serratia marcescens, il LPS di Salmonella
minnesota S1114 ed il LPS di E. coli 0113:H10:KO
(Endotossina Standard di Riferimento della
USP).

Per la valutazione del TNFo, campioni di sangue
intero proveniente da volontari sani e anticoagu-
lato con eparina, venivano incubati, a 37°C in 5%
di CO, per 4 ore, in presenza o in assenza di dosi
scalari di endotossina di B. quintana. Dopo tale in-
cubazione venivano dosati i livelli di TNFo sul
plasma mediante tecniche immunoenzimatiche
(Immunogenetics, Zwijndrecht, Belgium).

Il RISULTATI E DISCUSSIONE

Il LPS di B. quintana dopo migrazione all’SDS-
PAGE risultava essere un chemotipo “deep rou-
gh” (Figura 1). Infatti si puo facilmente osserva-
re il comportamento della unica banda eviden-
ziata in una posizione che precede immediata-
mente la piti ampia banda del LPS di S. minne-
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Figura 1 - SDS-PAGE del LPS di Bartonella quintana e
dei LPS di riferimento. Per evidenziare le bande & sta-
ta usata la tecnica del nitrato d’argento secondo Hit-
chcock e Brown [51.

1) Standards “broad range” per SDS-PAGE: aprotinina
(7 kD), lisozima (20 kD), inibitore della tripsina dei se-
mi di soia (29 kD), anidrasi carbonica (34 kD), ovoal-
bumina (47 kD), albumina bovina (88 kD), B-galattosi-
dasi (125 kD); 2) LPS di Salmonella minnesota S1114
(chemotipo wild, 10 pg); 3) LPS di Serratia marcescens
(chemotipo wild, 10 ug); 4) LPS di Proteus mirabilis
(chemotipo wild, 5 pg); 5) LPS di Proteus mirabilis
(chemotipo wild, 10 pg); 6) LPS di Salmonella minne-
sota R595 (chemotipo rough, 10 pg); 7) LPS di Barto-
nella quintana (10 pg); 8) LPS di Bartonella quintana
(20 pg).

sota R595, il cui peso molecolare corrisponde a 3,1
kD. I rimanenti LPS di riferimento presentavano
una immagine caratteristica della migrazione di
endotossina di ceppi “smooth” all’'SDS-PAGE,
come gia riportato in letteratura. Il test cromoge-
nico al lisato di amebociti di limulus (LAL test)
indicava una forte reattivita anche a concentra-
zioni molto basse (6.2 pg/ml) (Tabella 1).

I campioni di sangue umano intero, stimolati con
1000 ng/ml di LPS di B. quintana, mostravano il
rilascio di 1707+378 pg/ml di TNFo,, mentre con-
centrazioni inferiori di LPS non stimolavano si-
gnificative quantita di tale citochina.

E stata riportata discrepanza [6] tra la reattivita
al LAL test e altri effetti biologici del LPS di al-
cuni microrganismi; i nostri dati dimostrano che
la elevata reattivita al LAL test non & associata
ad un altrettanto potente effetto pro-infiamma-
torio, come dimostrato dalla inefficacia delle
concentrazioni di 10 e 100 ng/ml di LPS e dal va-
lore non elevato di citochina stimolata da 1000
ng/ml di endotossina.

E stato dimostrato che il LPS & un importante
componente della membrana esterna delle Bar-
tonelle [4], e che tali microrganismi sono in gra-
do di parassitare un elevato numero di cellule e
tessuti di animali superiori, incluso l’'uomo.
Brouqui e Raoult [7] riportano che B. quintana in-
vade e si moltiplica nelle cellule endoteliali ed in
altri tipi cellulari rilasciando dalla superficie del-
la membrana esterna batterica “blebs” nelle qua-
li & contenuto LPS.

Nel caso di Neisseria spp. il LPS contenuto in ta-
li “blebs” stimola una pronta e cospicua libera-
zione di citochine quali il TNFo, e la sopravvi-
venza e la moltiplicazione del microrganismo ¢
efficacemente controllata. Cosi non accade per
Bartonella che insieme con altri parassiti endo-
cellulari, quali Ehtlichia e Chlamydia, condivide la
tendenza a determinare infezioni persistenti e
malattie croniche [7, 8]. Questi organismi hanno,
infatti, sviluppato delle varianti molecolari di
prodotti batterici (per es. il LPS), meno attive in
senso pro-inflammatorio, rispetto ad altri batte-
ri gram-negativi, (per es. Neisseria spp.) che pos-
sono rilasciare molecole spesso associate a po-
tenti reazioni infiammatorie a catena di tipo si-
stemico.

In conclusione i risultati del SDS-PAGE suggeri-
scono che il LPS di B. quintana ha un basso peso
molecolare, con un chemotipo rugoso. Inoltre i ri-
sultati della reattivita del LPS di B. quintana al
LAL test e gli effetti sul rilascio di TNFo in vitro
dimostrano che il prodotto batterico da noi esa-
minato potrebbe giocare un ruolo di primo pia-

Tabella 1 - Effetto del LPS di Bartonella quintana, di E. coli, di S. marcescens e di S. minnesota sulla reattivita
(0.D. 405 nm) al test cromogenico al lisato di amebociti di limulus (LAL test).

O.D. 405 nm
LPS (pg/ml) B. quintana E. coli S. marcescens S. minnesota
6.2 0.351+0.060 N.D. N.D. N.D.
12.5 0.587+0.029 0.175+0.022 0.143+0.018 0.147+0.019
25 0.694+0.042 0.424+0.002 0.218+0.010 0.185+0.044
50 1.195+0.048 0.638+0.006 0.447+0.008 0.330+0.037
100 1.297+0.050 1.141+0.010 0.910+0.013 0.508+0.029

N.D.: Non dosabile.
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no nella patogenesi delle infezioni sostenute da
B. quintana in quanto, contribuendo a mantenere
quelle caratteristiche di cronicizzazione tipiche
di tale infezione nel rapporto ospite-parassita, fa-
vorisce l'espressione di fattori angiogenici, unici

del genere Bartonella, responsabili in ultima ana-
lisi delle pit1 classiche manifestazioni cliniche.

Key words: Bartonella quintana, lipopolysac-
charide.

Bartonella quintana, conosciuto come agente
eziologico della febbre delle trincee, e stato
recentemente isolato, con una incidenza cre-
scente, da campioni clinici di pazienti affetti
da AIDS, in casi di batteriemie persistenti, ed
€ associato alla eziologia di endocarditi. Uno
tra i principali antigeni e fattori patogenetici
dei batteri gram-negativi, inclusa B. quintana,
¢ il lipopolisaccaride (LPS). Sulle caratteristi-
che del LPS di Bartonella sono disponibili po-
che informazioni. Scopo del nostro lavoro e
stato quello di estrarre, purificare e caratte-
rizzare il LPS di B. quintana e di valutarne
l'effetto del LPS in esame sul rilascio di TN-
Fo nel modello sperimentale di sepsi costi-
tuito da campioni di sangue umano intero
stimolati in vitro.

RIASSUNTO

Il ceppo Oklahoma di B. quintana é stato fatto
crescere su piastre di agar sangue di montone
a 37°C ed incubato in atmosfera umidificata
contenente 5% di CO,. Le cellule sono state
raccolte e lavate in soluzione fisiologica steri-
le e apirogena, sottoposte a procedimento di
estrazione del LPS secondo la metodica di We-
stphal e Jann (1965), modificata da Minnick
(1994). Dall’analisi su SDS-PAGE risultava che
LPS di B. quintana & un chemotipo “deep rou-
gh”. 1l test cromogenico al lisato di amebociti
di limulus (LAL test) indicava una forte reat-
tivita anche a concentrazioni molto basse (6.2
pg/ml). Campioni di sangue umano intero sti-
molati in vitro con 1000 ng/ml di LPS di B.
quintana mostravano il rilascio di 1707+378
pg/ml di TNFa.

Bartonella quintana has been reported as the cau-
se of trench fever, persistent endocarditis, bacte-
riaemia and has been isolated with an increasing
incidence in clinical specimens from AIDS pa-
tients. One of the main pathogenic factors of gram-
negative bacteria, including B. quintana, is the li-
popolysaccharide (LPS). However, very little infor-
mation is available on the features of Bartonella
LPS. The aim of the present study was to extract,
purify and characterise B. quintana LPS.

The effect of the LPS under scrutiny was also eva-
Iuated on TNF a release by means of the “in vitro”
human whole blood model of sepsis. The Oklahoma
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strain of B. quintana was grown on sheep blood
agar, at 37°C, in a moist atmosphere containing
5% carbon dioxide. Cells were harvested and wa-
shed in sterile and apyrogenic saline solution and
LPS extracted following the procedure of Westphal
e Jann (1965), modified by Minnick (1994). The
LPS of B. quintana showed the migration pattern
of a deep rough chemotype, and the chromogenic li-
mulus amoebocyte lysate test (LAL test) revealed
strong reactivity at low concentrations (6.2 pg/ml).
Samples of human whole blood stimulated by 1000
ng/ml of B. quintana LPS released 1707+378 pg/ml
of TNFo.
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