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Perché è importante
Pseudomonas aeruginosa (Pa) è il principale responsabile dell'infezione polmonare cronica nelle 
persone con fibrosi cistica (FC). La completa eradicazione dell'infezione da Pa è ostacolata dallo 
sviluppo di forme batteriche vitali ma temporaneamente inattive e non coltivabili dette VBNC 
(Viable But Non-Culturable). Si ritiene che concentrazioni antibiotiche troppo basse per ucci-
dere i batteri possano favorire lo sviluppo di forme VBNC. È importante indagare il ruolo degli 
antibiotici nello sviluppo di queste forme e sviluppare metodi di diagnosi per identificarle.

Che cosa hanno usato i ricercatori
Sono stati usati biofilm di Pseudomonas aruginosa in vitro e campioni di Pa-VNBC provenienti 
dall'espettorato di persone con FC. Gli antibiotici usati nei test di efficacia sono stati ceftazidi-
me, ciprofloxacina, colistina, fosfomicina, meropenem, tobramicina, ceftolozano/tazobactam 
e ceftazidime/avibactam. L'identificazione dei batteri VBNC nei campioni di espettorato da 
persone con fibrosi cistica è stata effettuata mediante particolari tecniche di laboratorio (colture 
batteriche di routine e qPCR/citometria di flusso).
 

Che cosa hanno fatto i ricercatori
Gli antibiotici selezionati e loro combinazioni sono stati testati sia in vitro che in vivo su 22 per-
sone con FC. 
Sono stati sviluppati alcuni protocolli di citometria a flusso, comparati in specificità e sensibilità 
alla tecnica qPCR.
 

Che cosa hanno ottenuto
In vitro, il trattamento con tobramicina e beta-lattamici, ha dimostrato favorire la persistenza 
delle forme VBNC. In vivo, Pa-VBNC è stato rilevato in campioni provenienti da 15 pazienti, di 
cui 12 con infezioni croniche. La persistenza dei batteri è stata associata al trattamento con to-
bramicina e beta-lattamici e loro combinazioni; la loro assenza in seguito all'uso della colistina, 
ceftolozano/tazobactam e ceftazidime/avibactam; la loro presenza, in assenza di forme coltiva-
bili di Pa, in seguito all'uso di combinazioni colistina e tobramicina o meropenem.
La qPCR, supportata dalla citometria a flusso, si conferma una tecnica efficace, da affiancare 
alla diagnostica di routine, per un'analisi microbiologica più accurata della dinamica dell'infe-
zione polmonare da Pa.

Che cosa succederà ora
I dati raccolti sono da considerarsi preliminari anche per il piccolo numero di casi analizzati e la 
varietà dei trattamenti antibiotici che ha reso difficoltosa un'analisi statistica affidabile. I test 
eseguiti e le informazioni raccolte hanno però gettato le basi per un altro progetto di FFC Ricer-
ca, attualmente in corso (FFC#22/2020).

 

https://www.fibrosicisticaricerca.it/progetto/ffc-22-2020-ruolo-delle-forme-batteriche-vitali-ma-non-coltivabili-vbnc-nei-pazienti-con-fibrosi-cistica-dal-punto-di-vista-clinico/
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Pseudomonas aeruginosa (Pa) è il principale responsabile dell'infezione polmonare cronica nelle 
persone affetti da fibrosi cistica (FC). La completa eradicazione dell'infezione da Pa è ostacolata 
dallo sviluppo di forme batteriche vitali ma temporaneamente inattive, che l'antibiotico non ha 
eliminato, e che possono non essere evidenziabili attraverso il comune metodo della coltura bat-
terica. Questi batteri che persistono e non sono diagnosticabili sono detti VBNC (Batteri Viventi 
Non Coltivabili). Si ritiene che concentrazioni antibiotiche troppo basse per uccidere i batteri 
possano favorire lo sviluppo di forme VBNC. Questo progetto si propone di: 
1) 	 indagare questa ipotesi esponendo ceppi di Pa a concentrazioni sub-inibenti di vari antibiotici; 
2) 	sviluppare un nuovo metodo di diagnosi per identificare tutte le forme vitali di Pa presenti nelle 

colture batteriche di persone con FC e quindi anche le forme VBNC; 
3) 	cercare composti che in combinazione con gli antibiotici in uso siano efficaci nell'eliminazione 

delle forme VBNC. 

L'obiettivo generale è migliorare le terapie antibiotiche rivolte all'eradicazione di Pa e altri batteri 
frequenti in FC; inoltre realizzare un nuovo test diagnostico per migliorare la diagnosi microbio-
logica e conseguentemente le strategie antibiotiche in FC. Il progetto continua il filone di ricerca 
del progetto FFC#13/2017.

I principali obiettivi di questo progetto (continuazione di FFC#13/2017) sono di indagare sul 
ruolo degli antibiotici nello sviluppo di forme vitali ma non coltivabili (VBNC) di Pseudomonas 
aeruginosa (Pa), implicate nella riattivazione dell'infezione, e mettere a punto un protocollo di 
citometria a flusso per la conta delle cellule vitali totali (CVT) nei campioni di espettorato da 
persone con fibrosi cistica. Le cellule VBNC sono infatti date dalla differenza tra CVT e cellule 
coltivabili. 
Biofilm in vitro di Pa sono stati esposti a antibiotici quali ceftazidime, ciprofloxacina, colistina 
(COL), fosfomicina, meropenem (MER), tobramicina (TOB), ceftolozano/tazobactam (C/T) e 
ceftazidime/avibactam (CZA) e le conte batteriche sono state effettuate mediante la tecnica 
colturale di routine e qPCR/citometria di flusso. La persistenza delle forme VBNC era favorita 
dal trattamento con TOB e con beta-lattamici (BL), escluso CZA.
Dei due protocolli di citometria a flusso sviluppati, basati sull'uso di anticorpi o di una son-
da specie-specifica, il secondo ha dimostrato la richiesta specificità e risultati in accordo con 
quelli dell'analisi qPCR. La sua sensibilità è risultata scarsa a causa della matrice del campione, 
è pertanto da considerarsi affidabile per il rilevamento qualitativo di Pa, ma non per la sua 
quantificazione, meglio ottenuta con qPCR.
Per correlare la presenza di Pa-VBNC con lo stato infettivo e il trattamento antibiotico in vivo 
abbiamo analizzato 50 campioni di espettorato da persone con fibrosi cistica provenienti da 22 

Ricerca sulle cause della persistenza di Pseudomonas aeruginosa 
nell'infezione polmonare FC e su un nuovo metodo di diagnosi 
microbiologica di batteri persistenti, per migliorare le strategie antibiotiche

La persistenza di forme VBNC di Pseudomonas aeruginosa sembra 
rappresentare un tratto tipico delle infezioni croniche, probabilmente 
favorito dal trattamento con tobramicina e β-lattamici

       Risultati

https://www.fibrosicisticaricerca.it/progetto/ffc-13-2017-ruolo-degli-antibiotici-nellinduzione-di-forme-vitali-ma-non-coltivabili-potenziali-responsabili-del-fallimento-della-terapia-di-pseudomonas-aeruginosa-in-modelli-di-biofilm-i/
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pazienti. Pa-VBNC è stato rilevato in 28 campioni da 15 pazienti, di cui 12 con infezioni croniche. 
Il trattamento con TOB, BL e le loro combinazioni (incluse TOB+C/T o CZA) è associato alla 
persistenza di Pa-VBNC, quello con COL, C/T e CZA alla sua assenza e quello con COL+TOB o 
MER alla sua persistenza in assenza di cellule coltivabili.

In conclusione, la presenza di cellule VBNC di Pseudomonas aeruginosa in campioni di espet-
torato da persone con fibrosi cistica è stata confermata mediante la tecnica di citometria di 
flusso e la persistenza di una sottopopolazione VBNC è risultata associata in particolare ai 
pazienti cronici e al trattamento con TOB e BL, confermando quanto osservato in vitro.
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