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1 INTRODUZIONE 
 

1.1 Il Genere Burkholderia 

Burkholderia è un importante genere della classe dei b-proteobatteri, è di interesse in ambito 

ecologico, biotecnologico e patogenico e contiene più di 100 specie (Estrada-de los Santos et al., 

2016). Queste specie occupano svariate nicchie ambientali, la maggioranza come free-living o come 

simbionti di altri organismi, alcune come patogeni di piante o animali (Payne et al., 2005). L’ampia 

variabilità ecologica di questi organismi è coerente con la loro ampia variabilità genetica, in quanto 

il core-genome di questo clade comprende solo alcune centinaia di geni conservati in tutti gli 

organismi (Ussery et al., 2009) e i genomi stessi, per la maggioranza compresi nell’intervallo 6-9 Mb, 

presentano molteplici isole genomiche e sequenze di inserzione che ne promuovono la plasticità 

(O’Sullivan and Mahenthiralingam, 2005). 

Le applicazioni delle specie di Burkholderia sono molteplici: negli ultimi anni sono stati proposti 

impieghi in agricoltura come biofertilizzanti e biopesticidi, data la possibilità di sviluppare interazioni 

mutualistiche con le piante (Paganin et al., 2011), impieghi nel biomining, per cui è necessario 

l’utilizzo di organismi acidofili (Gumulya et al., 2018), oppure sintesi di enzimi litici (Dandavate et al., 

2009).  

Il genere Burkholderia è stato introdotto nel 1992 per incorporare sette specie di Pseudomonas 

(Yabuuchi et al., 1992) e da allora ha subito molte modifiche. Una delle più significative è stata la 

suddivisione in due gruppi monofiletici A e B (Estrada-de los Santos et al., 2016), il primo contenente 

la maggioranza delle specie PBE (Plant-Beneficial and Environmental), il secondo contenente le 

specie patogene per piante, animali e uomo, in cui è compreso il Bcc: Burkholderia cepacia complex 

(Figura 1). Le specie patogene si sono dimostrate particolarmente utili in ambito agricolo, ad 

esempio nel controllo della crescita di funghi patogeni delle piante, tuttavia il loro utilizzo è 

fortemente limitato dal rischio sanitario che comportano (Chiarini et al., 2006; Paganin et al., 2011). 
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Figura 1 - Filogenesi del genere Burkholderia e suddivisione in gruppi (Estrada-de los Santos et al., 2016). 

 
1.2 Burkholderia e Patogenesi 

Tra le specie di Burkholderia sono di particolare interesse quelle all’origine di patologie. Un esempio 

è B. pseudomallei, agente eziologico della mieloidosi, un’infezione opportunistica caratterizzata da 

polmonite con un tasso di mortalità del 40%. È un’infezione endemica del sudest asiatico e 

dell’Australia, ma la sua distribuzione globale è in espansione e attualmente non esistono misure 

preventive per la protezione degli individui a rischio (Wiersinga et al., 2012). 

Altre specie di Burkholderia con potenziale infettivo sono quelle appartenenti al Burkholderia 

cepacia complex (Bcc), un gruppo composto da più di 20 specie che si trovano naturalmente in 
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acqua, suolo e rizosfera, ma si comportano come patogeni opportunisti negli individui affetti da 

fibrosi cistica (FC) (Govan and Deretic, 1996) e malattia granulomatosa cronica (Speert et al., 1994).  

I genomi dei batteri Bcc sono organizzati in tre cromosomi circolari ed un numero variabile tra uno 

e cinque megaplasmidi per una dimensione totale di 7.5 – 8.5 Mb con una composizione in GC del 

67%. La grandezza dei genomi e la loro ripartizione in più repliconi rende questi batteri difficili da 

classificare in gruppi ben delineati (Vandamme and Dawyndt, 2011). Molte delle specie all’interno 

del Bcc sono indistinguibili a livello fenotipico, quindi la caratterizzazione a livello genotipico è 

spesso l’unica opzione possibile (Vandamme and Dawyndt, 2011). 

Anche la capacità dei batteri Bcc di sopravvivere in un ampio range di condizioni ambientali, 

compreso il corpo umano, è attribuibile a grandezza e ripartizione dei loro genomi, che genera 

un’enorme adattabilità (Baldwin et al., 2007). Vari studi suggeriscono che i geni presenti nei 

cromosomi secondari siano soggetti a tassi di mutazione più frequenti, rendendoli così 

particolarmente variabili (Cooper et al., 2010). Nel contesto dell’infezione giocano un ruolo 

fondamentale anche le isole genomiche, ad esempio l’isola genomica di 31.7kb cci: questa è stata 

osservata in tutti i ceppi virulenti di B. cenocepacia e contiene 35 CDS codificanti geni con un ruolo 

fondamentale nell’instaurazione e nella persistenza della malattia (Baldwin et al., 2004). 

 

1.3 Trattamento Farmacologico 

Le infezioni polmonari da Burkholderia sono particolarmente pericolose, in quanto spesso generano 

condizioni invasive di batteriemia a rapida progressione, definite “cepacia syndrome”, che risultano 

fatali in percentuale maggiore rispetto ad infezioni di patogeni opportunisti simili come 

Pseudomonas aeruginosa (Speert et al., 2002). Questo tipo di infezione è inoltre trasmissibile per 

contatto, rendendo necessaria la separazione tra pazienti affetti da FC che hanno o meno subito 

l’infezione da parte dei batteri Bcc (Govan et al., 1993). 

Oltre alla riduzione dell’aspettativa di vita dei pazienti con FC di 2.5 volte (Saiman et al., 2014), le 

infezioni da B. cenocepacia riducono anche le percentuali di sopravvivenza dopo 1 e 5 anni dal 

trapianto di polmone, la strategia più utilizzata negli stadi finali della FC (Snell et al., 2017). 

Nonostante ciò, il basso numero di persone colpite da questa infezione si traduce in uno scarso 

interesse da parte dell’industria farmaceutica verso lo sviluppo di un trattamento volto 

all’eradicazione del patogeno (Scoffone et al., 2020). 

L’attuale assenza di vaccini per la prevenzione di questa infezione (Scoffone et al., 2020) e la capacità 

dei batteri Bcc di sopravvivere anche in contatto con prodotti disinfettanti e antimicrobici (Geftic et 
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al., 1979) rendono la terapia antibiotica uno strumento indispensabile per ridurre i sintomi o, in rari 

casi, guarire dall’infezione. Il Bcc pone forti limitazioni a questo trattamento a causa del suo elevato 

livello di antibiotico-resistenza (Scoffone et al., 2020), infatti negli ultimi anni sono stati osservati 

solo alcuni casi di eradicazione completa del patogeno attraverso somministrazioni intensive di 

combinazioni di antibiotici per via intravenosa, orale e nebulizzati (Garcia et al., 2018; Kitt et al., 

2016; Sputael et al., 2020). 

 

1.4 Antibiotico-resistenza 

L’antibiotico-resistenza nei patogeni è una problematica diffusa a livello mondiale che comporta un 

aumento della mortalità a causa di infezioni (Akova, 2016). La comparsa di batteri multidrug 

resistant (MDR) ha causato un aumento delle infezioni difficili o impossibili da curare con gli 

antibiotici convenzionali, portando l’Organizzazione Mondiale della Sanità a definirla una delle 10 

maggiori minacce alla salute globale (WHO - Antimicrobial resistance); uno studio del 2019 ha 

stimato che il numero annuale di decessi in Europa correlati a infezioni di batteri MDR è pari a 33.000 

(Cassini et al., 2019) . 

Tra le cause della comparsa di organismi MDR una delle più importanti è l’abuso di antibiotici: la 

prescrizione eccessiva di antibiotici ad ampio spettro, che vari studi hanno dimostrato essere 

inappropriata nel 30% - 50% dei casi (Read and Woods, 2014; Ventola, 2015) porta all’eliminazione 

della maggioranza dei microrganismi sensibili, ma contemporaneamente permette ai rimanenti di 

sviluppare una resistenza che li rende selettivamente avvantaggiati. Il mercato online di antibiotici, 

inoltre, ha fornito un mezzo per ottenere tali farmaci con poche restrizioni, aumentandone l’utilizzo 

improprio (Bartlett et al., 2013). Un’altra fonte principale di questo problema è l’utilizzo di antibiotici 

negli allevamenti come alternativa al controllo delle infezioni, una procedura che causa la comparsa 

di batteri resistenti, che possono essere trasmessi all’uomo attraverso l’ambiente (Graham et al., 

2009), i prodotti alimentari (Price et al., 2005) e il contatto diretto (Smith et al., 2013).  

La resistenza agli antibiotici può verificarsi a causa di meccanismi intrinseci o acquisiti. Nel primo 

caso si tratta di meccanismi universalmente distribuiti all’interno dei genomi di molte specie 

batteriche, indipendenti dalla pressione selettiva. L’esempio più significativo di questo tipo di 

resistenza è la membrana esterna dei batteri Gram-negativi, che svolge il ruolo di una barriera 

impermeabile a varie molecole (Cox and Wright, 2013). La resistenza acquisita, invece, si verifica 

quando un organismo inizialmente suscettibile ad una molecola sviluppa dei meccanismi che lo 

rendono parzialmente o completamente immune dalla stessa. Questo processo può avvenire 



 5 

attraverso mutazioni (Martinez and Baquero, 2000) o trasferimento genico orizzontale (HGT) (Boto 

and Martínez, 2011). Le mutazioni che portano ad un fenotipo resistente possono avvenire sui 

bersagli degli antibiotici, sui trasportatori o su regolatori che controllano l’espressione di 

trasportatori o elementi decontaminanti (Martinez, 2014); nel caso del HGT sono invece acquisiti 

geni per la resistenza e ci sono forti evidenze che il trasferimento avvenga da specie ambientali 

piuttosto che commensali (Davies and Davies, 2010). 

Per uccidere o inibire la crescita delle cellule batteriche un antibiotico deve prima entrare all’interno 

del microrganismo, in alcuni casi essere attivato e infine raggiungere il suo bersaglio in una 

concentrazione abbastanza alta da esercitare un effetto. Da un punto di vista biochimico i 

meccanismi di resistenza agiscono a livello di questi passaggi. In Figura 2 sono riportati i principali 

meccanismi di resistenza, che includono: (1) esclusione o ridotto ingresso nella cellula 

dell’antibiotico; (2) Efflusso attivo dalla cellula; (3) Inattivazione o degradazione enzimatica 

dell’antibiotico; (4) Alterazione del bersaglio dell’antibiotico; (5) Acquisizione di pathway metabolici 

alternativi (metabolic bypass); (6) Overproduzione del bersaglio dell’antibiotico; (7) Sequestro 

dell’antibiotico (Rhodes and Schweizer, 2016). 

Un ulteriore meccanismo di resistenza agli antibiotici è l’incapsulamento dei batteri in matrici 

polisaccaridiche e proteiche, dette biofilm (Gilbert et al., 1997). 

 
Figura 2 - Meccanismi di resistenza (Schweizer, 2012). 

 

1.4.1 Esclusione o Ridotto Ingresso nella Cellula dell’Antibiotico 

La membrana esterna dei batteri Gram-negativi è formata principalmente da lipopolisaccaride (LPS), 

costituito da lipide A, ovvero la porzione glicolipidica, un core oligosaccaridico (OS) e in alcune specie 

un antigene O. Il core OS e il lipide A sono fondamentali per l’integrità strutturale della membrana 

esterna, mentre l’antigene O agisce come protezione contro la disidratazione e la fagocitosi (Caroff 
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and Karibian, 2003; Raetz and Whitfield, 2002). In molti batteri lo zucchero 4-amino-4-deossi-L-

arabinosio (Ara4N) è sintetizzato e aggiunto al lipide A, impedendo l’ingresso di antibiotici 

polipeptidici come la polimixina (Ernst et al., 1999), tuttavia la sintesi di Ara4N è limitata o inibita 

nella maggioranza delle condizioni di crescita. Un’eccezione a questa limitazione è il genere 

Burkholderia, che sintetizza Ara4N costitutivamente, in alcuni casi legandolo sia al lipide A che al 

core OS, raggiungendo così elevati livelli di resistenza ai peptidi antimicrobici (Loutet and Valvano, 

2011; Nummila et al., 1995). 

 

1.4.2 Efflusso Attivo dalla Cellula 

Le pompe di efflusso hanno il compito di trasportare soluti all’esterno della cellula; possono essere 

specifiche per un substrato o trasportare un ampio range di molecole, tra cui gli antibiotici: in questo 

caso sono associate alla MDR (Piddock, 2006). Evidenze confermano che nei batteri con genomi più 

grandi è presente un numero maggiore di pompe di efflusso (Ren et al., 2004). 

Nei genomi batterici sono presenti almeno sei famiglie di pompe di efflusso (Figura 3, Temgoua and 

Wu, 2019): (1) la major facilitator superfamily (MFS); (2) la resistance nodulation cell division (RND); 

(3) la small multidrug resistance (SMR); (4) la multi-drug and toxic compound extrusion (MATE); (5) 

la ATP-binding cassette (ABC); (6) la proteobacterial antimicrobial compound efflux (PACE).  

 
Figura 3 - Struttura delle famiglie di pompe di efflusso (Temgoua and Wu, 2019). 

 

Nei batteri Gram-negativi la famiglia RND è la più significativa nell’antibiotico-resistenza, data la sua 

struttura che si estende lungo tutto l’involucro cellulare, permettendo il rilascio del farmaco nello 

spazio extracellulare e non in quello periplasmatico (Rhodes and Schweizer, 2016). 
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1.4.3 Inattivazione o Degradazione Enzimatica dell’Antibiotico 

Molti batteri sono in grado di esprimere enzimi che rendono inefficaci alcune molecole antibiotiche; 

l’esempio maggiormente studiato di questo meccanismo è la resistenza agli antibiotici b-lattamici, 

come penicillina, cefalosporina e carbapenemi. I b-lattamici causano la morte cellulare attraverso 

l’inibizione della sintesi della parete, ma il loro utilizzo è fortemente compromesso dalla sempre 

maggiore presenza nelle specie batteriche di b-lattamasi, che rompendo l’anello b-lattamico 

inibiscono l’azione dell’antibiotico (Everaert and Coenye, 2016). Dalla prima osservazione di b-

lattamasi in E.coli nel 1940, questo enzima è stato identificato in un’ampia gamma di batteri, tra cui 

specie del Bcc (Drawz and Bonomo, 2010; Hwang and Kim, 2015). 

 

1.4.4 Alterazione del Bersaglio dell’Antibiotico 

Questo meccanismo prevede la modifica del gene codificante il bersaglio dell’antibiotico mediante 

mutazioni puntiformi o, in casi più rari, delezioni, oppure la modifica enzimatica del bersaglio stesso. 

Nei batteri Bcc questo meccanismo è principalmente associato con la resistenza ai fluoroquinoloni, 

antibiotici che inibiscono l’azione della DNA girasi e della topoisomerasi IV, impedendo la sintesi del 

DNA (Rhodes and Schweizer, 2016). Vari studi su Burkholderia hanno identificato mutazioni 

puntiformi nel gene gyrA, responsabili di un aumento della concentrazione minima inibitoria (MIC) 

del farmaco fino a 64 volte (Pope et al., 2008; Tseng et al., 2014). 

 

1.4.5 Acquisizione di Pathway Metabolici Alternativi 

Alcuni antibiotici agiscono inibendo enzimi fondamentali per la sopravvivenza del batterio, 

causandone così la morte. È il caso del Trimethoprim, un antibiotico sintetico introdotto nella 

pratica clinica a partire dal 1962, che legandosi all’enzima diidrofolato-reduttasi (DHFR) ne 

impedisce l’attività essenziale per la vita della cellula (Roth et al., 1962). Il meccanismo di resistenza 

maggiormente osservato verso questo antibiotico è l’acquisizione di una variante plasmidica del 

gene folA che codifica una DHFR non sensibile al farmaco; questo è stato osservato soprattutto in 

batteri Gram-negativi a partire da un decennio dopo l’introduzione clinica del farmaco (Fleming, 

Datta and Grüneberg, 1972; Amyes and Towner, 1990; van Hoek et al., 2011). 

 

1.4.6 Overproduzione del Bersaglio dell’Antibiotico  

Nei casi in cui un antibiotico agisce su un singolo bersaglio proteico la resistenza può essere ottenuta 

attraverso l’overespressione del gene codificante tale bersaglio, così che la concentrazione di 
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farmaco necessaria a produrre un effetto osservabile aumenti. Questo tipo di resistenza si presenta 

verso farmaci come Trimethoprim,  Sulfamethoxazolo e Ciprofloxacina, che bersagliano 

rispettivamente la diidrofolato riduttasi, la diidrofolato sintasi e la DNA girasi (Palmer and Kishony, 

2014). 

 

1.4.7 Sequestro dell’Antibiotico  

Molti batteri sono in grado di produrre proteine con struttura b-barrel, le lipocaline, che svolgono 

svariate funzioni tra cui il sequestro di antibiotici (Lee et al., 2020). La presenza di lipocaline è stata 

osservata in Burkholderia cenocepacia a seguito dell’esposizione a concentrazioni sub-letali di 

antibiotico (El-Halfawy et al., 2017). 

 

1.4.8 Formazione di Biofilm 

I batteri che aderiscono a tessuto danneggiato possono produrre una matrice glicosaccaridica che li 

isola dall’ambiente, portando a infezioni persistenti che resistono agli attacchi del sistema 

immunitario dell’ospite e ai trattamenti antibiotici. La protezione che la matrice offre alle cellule 

batteriche permette anche la ricorrenza delle infezioni nei casi in cui l’antibiotico sia efficace contro 

i batteri non incorporati nella matrice stessa (Stewart and William Costerton, 2001). All’interno della 

matrice la riduzione dei nutrienti comporta cambiamenti metabolici, che riducono la sensibilità agli 

antibiotici delle cellule batteriche; le modificazioni fenotipiche portano alla comparsa di cellule 

persistenti, ovvero cellule che non esprimono un preciso meccanismo di resistenza e la cui tolleranza 

ai farmaci non deriva da alterazioni a livello genetico (Scoffone et al., 2017). 

 

1.5 Trasportatori RND 

I trasportatori RND svolgono, nei batteri Gram-negativi, varie funzioni, sia fisiologiche che associate 

alla virulenza (Podnecky et al., 2015).  

La classificazione filogenetica attualmente li distingue in nove classi diverse (Saier et al., 2014), ma 

sulla base dei substrati trasportati si possono suddividere in due sottofamigile: 

hydrophobe/amphiphile efflux (HAE) e heavy metal efflux (HME); la sottofamiglia HAE è quella con 

un ruolo maggiore nell’estrusione dei farmaci (Klenotic et al., 2020). 

Nella maggioranza dei casi sono codificati da un operone e si presentano come un complesso 

proteico costituito da un trasportatore antiporto attivo protone/substrato localizzato sulla 

membrana interna (IMP), un canale ad accesso regolato sulla membrana esterna (OMP) che ha la 
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funzione di dotto di efflusso e un adattatore ancorato alla membrana interna (MFP) che accoppia le 

prime due componenti (Ruggerone et al., 2013) (Figura 4). Solitamente IMP, MFP e OMP sono in 

stechiometria 3:6:3, tuttavia sono stati osservati casi con stechiometria diversa (Symmons et al., 

2009), oltre a trasportatori RND con struttura dimerica o monomerica (Klenotic et al., 2020). 

 
Figura 4 - Schema delle componenti di un trasportatore RND (Venter et al., 2015). 

 
Le informazioni strutturali su questa famiglia di trasportatori sono principalmente dovute a studi sul 

complesso AcrAB-TolC di E.coli, che è stato sottoposto anche ad analisi di cristallizzazione 

(Murakami et al., 2002).  

Nel genere Burkholderia sono stati descritti membri della superfamiglia di trasportatori RND solo 

per due specie: B.cenocepacia e B.pseudomallei. Il sequenziamento completo di Burkholderia 

cenocepacia J2315 ha portato all’identificazione di 16 ORF relativi a RND (Perrin et al., 2010). 

Attraverso analisi mutazionali su RND1, RND3 e RND4 è stato osservato che RND3 e RND4, ma non 

RND1, contribuiscono alla resistenza intrinseca del patogeno agli antibiotici (Buroni et al., 2009); un 

successivo studio con doppi mutanti RND4 e RND9 ha ulteriormente confermato il ruolo di RND4 in 

questo processo, mostrando che RND9 ha un contributo marginale (Bazzini et al., 2011). Questi studi 

hanno mostrato anche il ruolo svolto da RND3, RND8 e RND9 nella resistenza alla tobramicina delle 

cellule all’interno del biofilm e quello di RND3 e RND4, ma non RND8 e RND9, nella resistenza alla 

ciprofloxacina e alla tobramicina nelle popolazioni planctoniche (Bazzini et al., 2011; Buroni et al., 

2014, 2009). 
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2 SCOPO DELLO STUDIO 
 

Questo studio prevede, attraverso tecniche computazionali, la ricostruzione dell’organizzazione dei 

geni codificanti i sistemi di efflusso (RND 1-16) nel genere Burkholderia e la comparazione dei profili 

di espressione di tali geni per quegli organismi del genere Burkholderia di cui sono disponibili dati 

provenienti da esperimenti di trascrittomica, allo scopo di identificare eventuali pattern di co- o 

anti-espressione. L’obiettivo di queste analisi è l’acquisizione di informazioni utili a studi futuri volti 

allo sviluppo di terapie antibiotiche più efficaci contro le infezioni da Burkholderia. 

 

  

  



 11 

3 MATERIALI E METODI 
 

3.1 Whole Genome Phylogeny 

Software e tool utilizzati: 

§ EMBOSS 

È un pacchetto di software open source disponibile sia con interfaccia grafica (GUI) che su 

linea di comando e contiene un’ampia varietà di applicazioni che permettono la gestione e 

l’analisi di sequenze nucleotidiche e amminoacidiche (Rice et al., 2000). 

§ FetchMG 

È un programma sviluppato per sistemi UNIX, disponibile sia come pacchetto stand-alone 

che come parte della pipeline MOCAT (Kultima et al., 2012; Sunagawa et al., 2013). A partire 

da un seti di genomi in formato FASTA permette, utilizzando modelli di Markov nascosti 

(Hidden Markov Models, HMM), di estrarre 40 geni marker (MG) universali, presenti in 

singola copia nella maggioranza degli organismi (Ciccarelli et al., 2006). 

§ ClustalOmega 

È un pacchetto ampiamente utilizzato per effettuare allineamenti multipli di sequenze (MSA) 

su linea di comando (Sievers et al., 2011; Sievers and Higgins, 2018, 2020). 

§ BioPython 

È una serie di strumenti scritti in linguaggio Python finalizzati allo sviluppo di libraries e 

applications per l’analisi di dati in ambito bioinformatico (Cock et al., 2009). Contiene 

un’ampia gamma di utilities, tra cui AlignIO: un modulo specifico per la gestione di file 

contenenti allineamenti singoli o multipli di sequenze. 

§ TrimAl 

È uno strumento disponibile su linea di comando che consente il trimming, ovvero la 

rimozione delle regioni meno affidabili di un MSA. È specifico per analisi di tipo filogenetico 

su larga scala e prende in considerazione vari parametri, come la proporzione di sequenze 

presentanti gap e il livello di similarità degli aminoacidi (Capella-Gutiérrez et al., 2009). 

§ FastTree 

È uno strumento disponibile su riga di comando in grado di inferire l’albero filogenetico di 

massima verosimiglianza (maximum likelihood) a partire da allineamenti di sequenze 

nucleotidiche o proteiche (Price et al., 2010). 
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Dai database GenBank e RefSeq di NCBI (NCBI Resource Coordinators, 2018) sono stati scaricati i 

genomi completi, in formato FASTA, di 93 organismi appartenenti al genere Burkholderia. Allo scopo 

di fornire alle analisi successive delle informazioni filogenetiche non ricavate unicamente da una 

sequenza conservata, come l’RNA 16S, è stato adottato il protocollo di Whole Genome Phylogeny 

descritto in Vandamme et al., 2017.  

Inizialmente le sequenze nucleotidiche presenti nei genomi sono state tradotte utilizzando 

l’applicazione Transeq del pacchetto EMBOSS. Dai file FASTA nucelotidici e amminoacidici, 

attraverso il tool FetchMG, sono stati ricavati 38 geni marker condivisi da tutti i 93 organismi; in 

questo step è stato usato il flag -v, che consente di ottenere solo le best hit, ovvero i geni di ogni 

genoma con più alta similarità ai 38 geni marker considerati. Per ognuno dei 38 MG le best hit di 

ogni organismo sono state allineate utilizzando ClustalOmega. I 38 file di MSA sono stati concatenati 

utilizzando la utility AlignIO di BioPython, così da ottenere un singolo multiallineamento in cui 

fossero presenti, sempre nello stesso ordine, tutti i 38 geni marker. Il multiallineamento è stato 

sottoposto a trimming con TrimAl, in modo da rimuovere le regioni ricche di gap (cutoff 10%) e 

quelle non correttamente allineate, quindi con il file ottenuto è stato costruito un albero 

filogenetico attraverso FastTree, utilizzando il modello GTR CAT. 

 

3.2 Generazione Cluster 

Software e tool utilizzati 

§ GCluster 

È una stand-alone application scritta in linguaggio Perl che consente di visualizzare e 

comparare i contesti genomici di vari organismi. Richiede come input una lista di genomi in 

formato genbank (file .gbff) e una lista di locus tag di geni di interesse, uno per genoma. 

Questa lista può essere ottenuta a partire dalla sequenza di interesse, in formato FASTA, 

presente in un singolo organismo attraverso il sottoprogramma 

interested_gene_generation; quest’ultimo effettua un BLAST su tutti i genomi forniti al 

programma e produce la lista delle best hit relative a quella sequenza in ogni genoma. 

GCluster consente anche di associare al risultato delle informazioni filogenetiche, ad 

esempio sotto forma di file Newick, oltre che impostare la quantità di geni a monte e a valle 

che devono essere visualizzati (Li et al., 2020). 
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Dai database di NCBI sono stati scaricati i genomi dei 93 organismi in formato GenBank (file .gbff), 

che contiene una quantità maggiore di informazioni rispetto al formato FASTA dei genomi 

precedentemente scaricati. La sequenza in formato FASTA di una pompa RND presente in 

Burkholderia cenocepacia J2315 è stata fornita come input al sottoprogramma 

interested_gene_generation così da ottenere la lista dei locus tag dei geni codificanti la stessa 

pompa RND in ogni organismo, se presenti. Tale lista, insieme ai genomi in formato GenBank, è stata 

processata da GCluster per generare una figura rappresentante l’intorno genomico compreso tra il 

quinto gene a monte e il quinto gene a valle del gene RND in ogni organismo. In questo passaggio è 

stato utilizzato il flag -tree, così da aggiungere all’immagine risultante le informazioni filogenetiche 

ricavate dall’esperimento di whole genome phylogeny. 

Lo stesso processo è stato effettuato 16 volte, una per ogni pompa RND osservata in Burkholderia 

cenocepacia J2315. 

 

3.3 Analisi di Espressione 

Software e tool utilizzati 

§ R e RStudio 

R è un linguaggio di programmazione utilizzato principalmente per analisi statistiche e 

costruzione di grafici (R core team, 2020). Il software RStudio offre un ambiente di sviluppo che 

implementa tale linguaggio di programmazione (RStudio team, 2020). 

 

Per le analisi successive lo studio si è focalizzato su un numero minore di genomi, in quanto sono 

stati utilizzati dei dati di espressione, precedentemente raccolti in laboratorio da studi pubblicati e 

disponibili in banche dati pubbliche, relativi a sette organismi del genere Burkholderia: 

B.cenocepacia J2315, B.cenocepacia H111, B.cenocepacia K56-2, B.gladioli BSR3, B.glumae BGR1, 

B.pseudomallei K96243, B.thailandensis E264. In questi dati, per ogni organismo erano riportati 

valori di espressione dell’intero genoma ottenuti in diversi esperimenti, ognuno presentante varie 

condizioni sperimentali o replicati biologici. L’espressione di ogni gene era fornita in TPM (Transcript 

Per Million), una misura di abbondanza relativa ottenuta normalizzando la conta di ogni read sia 

sulla lunghezza del trascritto che sul milione di reads mappate. 

Inoltre, le analisi finali si sono focalizzate in modo particolare su due pompe RND, ovvero RND3 e 

RND4, in quanto hanno un’alta rilevanza nella resistenza intrinseca agli antibiotici (Buroni et al., 

2009). 
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Dai dati ottenuti con GCluster relativi ai sette genomi considerati, sono stati identificati i locus tag 

dei geni appartenenti all’intorno genomico di RND3 e RND4; sono state così ottenute 12 liste: cinque 

relative ad ogni organismo presentante il gene RND3 e sette a quelli presentanti il gene RND4. In 

ogni lista sono stati elencati 11 locus tag: quello del gene RND preso in considerazione, quelli dei 5 

geni a monte e quelli dei 5 geni a valle. Tali locus tag sono stati ricercati all’interno dei file di 

espressione di ogni organismo e sono state costruite delle tabelle riportanti, per ogni gene, le misure 

di TPM nelle diverse condizioni analizzate. Questi dati sono stati normalizzati su RStudio, quindi 

sono state costruite delle heatmap per valutare la correlazione dell’espressione genica in ogni 

organismo.  
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4 RISULTATI 
 

4.1 Generazione Cluster 

L’applicazione del protocollo di whole genome phylogeny ha portato alla costruzione di un albero 

filogenetico contenente i 93 organismi inizialmente analizzati. Attraverso GCluster a tale albero 

filogenetico sono stati aggiunti, per ogni organismo, gli intorni genomici di ogni gene RND (Figura 

5). Nei 93 genomi iniziali è stata riscontrata una presenza variabile dei 16 geni RND. Gli unici due tipi 

di trasportatori presenti nella totalità dei genomi analizzati sono RND4 e RND13. 

 
Figura 5 - Intorno genomico del gene RND1 nei 30 organismi analizzati che lo presentano. In rosso è evidenziato l'operone RND di 
ogni organismo. I geni rappresentati con lo stesso colore sono omologhi, mentre quelli rappresentati in bianco non hanno omologia 

con nessuno degli altri geni in figura. 
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Anche nei sette genomi considerati nell’analisi di espressione non si è osservata una presenza 

complessiva di tutti i 16 geni RND. In particolare, prendendo in considerazione i due geni analizzati, 

è stata osservata la presenza di RND3 in cinque genomi su sette e di RND4 in tutti e sette i genomi. 

Nelle figure costruite con GCluster analizzando l’intorno genomico di RND3 e RND4 (Figura 6) si 

evidenziano gli operoni RND e la loro generale omologia; si osserva inoltre la variabilità dei geni 

immediatamente a monte e a valle degli operoni, che sono omologhi solamente in alcuni 

sottogruppi dei genomi analizzati. 

 
Figura 6 - A: Intorno genomico del gene RND4 nei 7 organismi analizzati; B: Intorno genomico del gene RND3 presente in 5 dei 7 
organismi analizzati. In ogni figura i geni rappresentati con lo stesso colore sono omologhi, mentre quelli rappresentati in bianco 

non hanno omologia con nessuno degli altri geni nella stessa figura. 

 
4.2 Analisi di Espressione 

Per costruire le heatmap sono state calcolate le matrici di correlazione sulla base dell’indice di 

Pearson, che assegna ad ogni coppia di geni un valore compreso tra 1, corrispondente alla massima 

correlazione positiva, e -1, che indica la massima anti-correlazione; le matrici sono state quindi 

ordinate sulla base dei cluster di correlazione. 

Dei sette organismi di cui erano disponibili dati di espressione, solo tre hanno prodotto una quantità 

soddisfacente di risultati: B.cenocepacia J2315, B.cenocepacia H111 e B.thailandensis E264.  

 

4.2.1 Operone RND3 

In Burkholderia cenocepacia J2315 si osserva un alto livello di correlazione nell’espressione di quasi 

tutti i geni compresi nell’intorno genomico dell’operone RND3, con pochi valori vicini allo zero o 

negativi. L’operone RND3, composto da amrA, amrB e BCAL1676, è maggiormente coespresso con 

i geni BCAL1669 e BCAL1670, codificanti proteine di membrana dalla funzione putativa di trasporto 

di aminoacidi e con il gene BCAL1671, codificante una metallo-peptidasi della sottofamiglia M23B. 

Il cluster di correlazione localizzato centralmente nella heatmap mostra i geni da fimA;BCAL1677 a 
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BCAL1680, organizzati in un operone responsabile della produzione delle fimbrie che consentono al 

batterio di ancorarsi a vari substrati, ad esempio le cellule dell’organismo ospite. Il gene BCAL1672, 

codificante il regolatore trascrizionale dell’operone RND3, presenta indici positivi con i geni 

dell’operone stesso e negativi con i geni dell’operone fimA, oltre che con BCAL1671 (Figura 7). 

 
Figura 7 - A: intorno genomico del gene RND3 in Burkholderia cenocepacia J2315; B: heatmap di correlazione tra i geni del cluster. 

 
In Burkholderia cenocepacia H111 si osservano due cluster di correlazione. Il primo comprende i 

geni dell’operone RND3 (amrA, amrB e I35_1587), insieme a I35_1583, una endopeptidasi della 

parete cellulare; il secondo comprende i geni I35_1581, I35_1582 e i geni da fimA;I35_1588 a 

I35_1591, responsabili della produzione delle fimbrie. I geni dell’operone RND3 sono 

moderatamente coespressi anche con il loro regolatore trascrizionale: il gene amrR. Tra i geni 



 18 

appartenenti a cluster di correlazione diversi si osservano valori negativi dell’indice di Pearson, 

escluse le coppie contenenti il gene I35_1583; questo indica che nella maggioranza dei casi una 

coppia di geni appartenenti a cluster diversi è anti-espressa (Figura 8). 

 
Figura 8 - A: intorno genomico del gene RND3 in Burkholderia cenocepacia H111; B: heatmap di correlazione tra i geni del cluster. 

 

In Burkholderia thailandensis E264 si osserva prevalentemente un cluster di correlazione composto 

dall’operone RND3 (geni amrA, amrB e BTH_I2443) e dai geni amrR;BTH_I2446 e BTH_I2439. Il 

primo di questi codifica il regolatore trascrizionale dell’operone RND, il secondo codifica una 

proteina della famiglia delle asparagina-sintasi. Non si osservano condizioni di elevata anti-

espressione ad eccezione della coppia di geni BTH_I2448 e BTH_I2441, che presenta un indice di 
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Pearson di -0,33. Si nota anche una moderata coespressione dei geni amrB e BTH_I2443 

dell’operone RND con il gene BTH_I2440, codificante una proteina putativa con funzione di 

trasportatore ABC (Figura 9). 

 
Figura 9 - A: intorno genomico del gene RND3 in Burkholderia thailandensis E264; B: heatmap di correlazione tra i geni del cluster. 

 

4.2.2 Operone RND4 

In Burkholderia cenocepacia J2315 si osservano due distinti cluster di correlazione, uno contenente 

i geni dell’operone RND4 (bpeA, bpeB e oprM) insieme ai geni BCAL2816 e flhA, l’altro contenente i 

geni bpeR, BCAL2824, BCAL2825, BCAL2819 e BCAL2826a. I geni coespressi con l’operone RND 

codificano rispettivamente una S-formil-glutatione idrolasi e una S-idrossimetil-glutatione 
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deidrogenasi, enzimi coinvolti nella risposta allo stress da formaldeide nei batteri (Chen et al., 2016). 

Il gene regolatore dell’operone RND, bpeR, è coespresso con il gene bpeA, ma anti-espresso con i 

geni bpeB e oprM (Figura 10). 

 
Figura 10 - A: intorno genomico del gene RND4 in Burkholderia cenocepacia J2315; B: heatmap di correlazione tra i geni del cluster. 

 

In Burkholderia cenocepacia H111 si osserva un unico cluster di coespressione, formato 

dall’operone RND4 (geni bpeA, bpeB e oprM) e dai geni I35_2673, flhA;I35_2674, I35_2675 e 

I35_2682. I primi due codificano la S-formil-glutatione idrolasi e la S-idrossimetil-glutatione 

deidrogenasi, come osservato in B.cenocepacia J2315, gli altri codificano rispettivamente una 

xilulosio chinasi e un regolatore trascrizionale di tipo AraC con un dominio HTH di legame al DNA. 
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L’operone RND è fortemente anti-espresso con il gene I35_2676, codificante un trasportatore 

xantina/uracile e marginalmente anti-espresso con il proprio regolatore bpeR (Figura 11). 

 
Figura 11 - A: intorno genomico del gene RND4 in Burkholderia cenocepacia H111; B: heatmap di correlazione tra i geni del cluster. 

 
In Burkholderia thailandensis E264 si osservano tre piccoli cluster di correlazione. In questo caso i 

geni dell’operone RND4 (bpeA, bpeB e oprM) non sono all’interno dello stesso cluster, ma hanno 

profili di espressione che variano dalla non correlazione ad una moderata correlazione negativa. 

Anche il regolatore dell’operone, bpeR, non osserva lo stesso tipo di co- o anti-espressione con i 

geni dell’operone, mostrando un valore molto positivo per oprM, un valore vicino allo zero per bpeB 

e un valore negativo per bpeA. Il regolatore bpeR e il gene oprM sono fortemente coespressi con il 
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gene flhA precedentemente menzionato, codificante la S-idrossimetil-glutatione deidrogenasi 

(Figura 12). 

 
Figura 12 - A: intorno genomico del gene RND4 in Burkholderia thalandensis E264; B: heatmap di correlazione tra i geni del cluster. 
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2 DISCUSSIONE 
 

In questo studio, attraverso metodi computazionali, sono stati analizzati gli intorni genomici di 16 

operoni RND in 93 ceppi appartenenti al genere Burkholderia. Dalle analisi si osserva una 

complessiva omologia dei tre geni appartenenti all’operone RND in tutti gli organismi considerati, 

oltre a livelli variabili di conservazione dei geni posizionati a monte e a valle dell’operone. 

Le analisi si sono successivamente focalizzate sui profili di espressione dei geni appartenenti a tali 

intorni genomici, concentrandosi sui trasportatori RND3 e RND4 in tre organismi: B.cenocepacia 

J2315, B.cenocepacia H111 e B.thailandensis E264. 

I tre geni appartenenti all’operone RND3 sono coespressi in tutti e tre gli organismi, mentre quelli 

dell’operone RND4 sono coespressi in B.cenocepacia J2315 e B.cenocepacia H111, ma non in 

B.thailandensis E264. Nel caso di RND3 il gene amrR, codificante il regolatore dell’operone RND, è 

coespresso con l’operone stesso, indicando una simple regulation di tipo positivo sulla trascrizione 

dei geni codificanti il trasportatore. Il regolatore di RND4, codificato dal gene bpeR, è coespresso 

con bpeA in B. cenocepacia J2315 e con oprM in B. thailandensis E264, mentre risulta anti-espresso 

o non correlato con tutti gli altri geni degli operoni; questo indica una regolazione più complessa a 

carico di questi geni, che non può essere identificata con un pattern di repressione o attivazione 

semplice. 

In B.cenocepacia J2315 si osserva la coespressione dell’operone RND3 e di un secondo set di geni 

responsabili della produzione di fimbrie, strutture coinvolte nell’adesione del batterio alle cellule 

epiteliali umane durante le infezioni; al contrario, in B.cenocepacia H111 tali geni sono anti-espressi 

con l’operone RND3. Tali correlazioni potrebbero essere di interesse nello studio della risposta di 

questi organismi, in termini di adesione o distacco dalle cellule, al trattamento antibiotico. 

In tutti e tre gli organismi analizzati si osserva una correlazione positiva tra l’espressione 

dell’operone RND4 e quella di geni coinvolti nella resistenza alla formaldeide; quest’ultima può 

entrare in contatto con il batterio a partire da varie fonti, tra cui l’utilizzo di prodotti sterilizzanti, 

oppure essere presente nel torrente circolatorio di un individuo infetto. La coespressione di questi 

geni potrebbe risultare significativa per ulteriori analisi sulla persistenza delle infezioni da 

Burkholderia. 

Lo studio, valutando questi aspetti, offre uno spunto per l’approfondimento delle caratteristiche 

che regolano i meccanismi di resistenza di questo clade batterico agli antibiotici attraverso le pompe 

di efflusso. 
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