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Prefazione
allalV edizione

I1 libro Biologia dei microrganismi, pubblicato nella sua prima edizione nel gennaio 2012, venne
alla luce grazie alla visione della professoressa Enrica Galli di realizzare un manuale che compren-
desse tutti gli aspetti fondamentali della microbiologia, distinguendosi al tempo stesso dai pur ot-
timi testi gia presenti sul mercato. Biologia dei microrganismi non nasce, infatti, come traduzione
dall’inglese, ma ¢ un testo redatto ab origine in italiano, con il contributo di docenti direttamen-
te impegnati nell’insegnamento della microbiologia negli Atenei del nostro Paese, e quindi vicini
alla sensibilita dei singoli corsi di laurea e alle esigenze dei nostri studenti e studentesse. La scrit-
tura del libro si avvalse da subito dell’apporto collettivo e integrato di un significativo numero di
autrici e autori, in base alle loro specifiche competenze scientifiche. Queste due prerogative, vale a
dire attinenza alla realta accademica italiana e coinvolgimento di ricercatrici e ricercatori esperti
nei vari campi della microbiologia, sono rimaste una costante nei successivi aggiornamenti e revi-
sioni del testo, e restano un asse portante di questa nuova edizione del libro, cosi come l'organiz-
zazione del testo, le numerose schede di approfondimento di tematiche specifiche e 'ampia dota-
zione di materiale in digitale.

A piu di dieci anni dalla prima edizione, a fronte dei significativi progressi in alcuni ambiti della
microbiologia, quale lo studio delle comunita microbiche e della complessita delle loro interazio-
ni con gli animali e 'ambiente, e alla luce delle emergenze microbiologiche emerse con la pande-
mia da SARS-CoV-2 del 2020-2021, si ¢ ritenuto di mettere mano a una revisione piti organica ed
estesa del libro, includendo i professori Paolo Landini e Marco Ventura come curatori e allargan-
do i contributi specifici fino a comprendere un totale di 26 autori. La nuova edizione di Biologia
dei microrganismi ¢ ora suddivisa in sei parti, pili una settima disponibile solo in digitale, invece
delle quattro dell’edizione precedente. La riorganizzazione in due nuove parti, Ereditd infettiva: i
virus e Genomica e sistematica, ¢ finalizzata a dare un maggior rilievo alla virologia e agli approc-
ci genomici nella microbiologia, aggiornando inoltre la sistematica dei microrganismi in base alle
scoperte pill recenti e alle nuove indicazioni internazionali. Inoltre, sono stati riorganizzati e mag-
giormente approfonditi i contenuti di microbiologia ambientale, e rivisti ed espansi temi crucia-
li come i cicli biogeochimici, i sistemi di comunicazione batterica, i meccanismi di virulenza e le
strategie di adattamento.

Ringraziamo per la loro preziosa collaborazione tutti i nostri colleghi e colleghe che hanno messo

a disposizione le loro specifiche competenze e ci auguriamo che la nuova edizione di Biologia dei

microrganismi continui a incontrare I’interesse e 'apprezzamento di docenti, studenti e studentes-
se di Microbiologia.

Gianni Deho

Enrica Galli

Paolo Landini

Marco Ventura



Prefazione
allaIll edizione

La terza edizione di questo libro nasce dall’esigenza di apportare ulteriori miglioramenti nella pre-
sentazione degli argomenti e i necessari aggiornamenti al testo originario. In particolare, Genetica
microbica e Biologia molecolare, precedentemente affrontate in tre capitoli distinti, sono state riu-
nite in un unico capitolo, il Capitolo 9, al fine di rendere pilt omogenea la trattazione e facilitare il
compito degli studenti. Analogamente vengono trattati in unico capitolo, il Capitolo 14, i virus dei
procarioti e i virus degli eucarioti. E stato inoltre condotto un accurato lavoro di aggiornamento
sui testi e sulle figure ed ¢ stata notevolmente ampliata e aggiornata la parte relativa agli antibioti-
ci, anche con I’'inserimento di nuove schede di approfondimento.

Un sentito ringraziamento va alla preziosa collaborazione dei numerosi colleghi che, con le loro
specifiche competenze, hanno reso possibile la realizzazione di questa nuova edizione. Ci auguria-
mo che il manuale possa incontrare un rinnovato interesse da parte dei colleghi docenti di disci-
pline microbiologiche e degli studenti.
Gianni Deho
Enrica Galli

Prefazione
allal edizione

Nata come scienza circa un secolo e mezzo fa, la Microbiologia (Biologia dei microrganismi) ha co-
nosciuto negli ultimi sessant’anni una spettacolare evoluzione che ha contribuito in modo deter-
minante a sviluppare 'attuale visione globale del mondo vivente e la comprensione, specialmente a
livello molecolare, di processi biologici fondamentali. Utilizzando microrganismi come principale
modello di studio, sono state poste le basi di importanti discipline biologiche, quali la biochimica,
la biologia molecolare e la genetica molecolare; ¢ stata decifrata la natura di DNA, RNA e proteine
e sono state sviluppate le tecnologie che stanno alla base dell’ingegneria genetica e delle biotecno-
logie molecolari. Tappa finale di questo percorso che ha attraversato quasi tutto il XX secolo e che
ha aperto nuovi orizzonti alla ricerca biologica ¢ stato il sequenziamento del DNA e lo sviluppo de-
gli approcci genomici allo studio dei sistemi biologici.

La Microbiologia ha quindi via via assunto un ruolo sempre piu rilevante tra le discipline biologi-
che, sia come disciplina specialistica, sia per la visione globale e unificante che riesce a fornire del
mondo vivente.

Questo libro tratta fondamentalmente di microrganismi procarioti (batteri e archei), pur facen-
do continui richiami al mondo eucariote, e in particolare ai microrganismi eucarioti, per quan-
to riguarda le differenze nella struttura e nelle funzioni a livello cellulare, I'evoluzione molecolare
e i rapporti filogenetici fra i tre gruppi di microrganismi. Il testo ¢ stato pensato in particolare per
gli studenti dei corsi di Laurea triennali e magistrali in Scienze biologiche e Biotecnologie, aven-



do come riferimento gli insegnamenti di Microbiologia generale, Microbiologia cellulare e Micro-
biologia molecolare, ma la parte pill generale del libro ¢ utilizzabile anche da studenti di altri cor-
si di laurea scientifici.

Per venire incontro alle diverse esigenze didattiche, il testo ¢ suddiviso in quattro parti di cui le
prime due (Struttura e funzione della cellula procariote e Crescita microbica e metabolismo) rappre-
sentano la parte di base della Microbiologia, mentre le altre due parti (Genetica batterica e biolo-
gia molecolare e Interazioni tra microrganismi e con altri organismi) affrontano aspetti propri della
microbiologia molecolare e cellulare. Questo tipo di organizzazione vuole offrire al docente e allo
studente la possibilita di conoscere il mondo dei microrganismi a livello strutturale e funzionale
da un lato e cellulare-molecolare dall’altro. In questo modo il docente puo scegliere gli argomenti
piti adatti agli insegnamenti della laurea triennale o magistrale, seguendo percorsi diversi a secon-
da del tipo e del livello di insegnamento.

Il testo si caratterizza inoltre anche per altri aspetti:

o illivello di aggiornamento e approfondimento dei vari aspetti della microbiologia al passo
con i pil recenti risultati delle ricerche microbiologiche, con un ampio materiale iconografico;

o latrattazione di argomenti piu specifici in apposite schede di approfondimento. Per alleggeri-
re il testo, alcune di queste schede sono disponibili in una sezione online sul sito dedicato al li-
bro che in futuro potra essere aggiornata e ampliata.

La stesura del testo si € avvalsa del prezioso contributo di numerosi docenti di discipline microbio-
logiche, che hanno messo a disposizione la propria competenza nella trattazione dei vari aspetti del-
la Microbiologia. A loro va un sentito ringraziamento per la proficua collaborazione.

Aji colleghi docenti che sceglieranno di adottare questo testo e suggerirlo agli studenti come stru-
mento di studio, chiediamo di farci avere commenti e suggerimenti che saranno utili in una futu-
ra revisione.

Gianni Deho
Enrica Galli
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m Il mondo dei microrganismi

Che cos’¢ la vita? Difficile fornire una definizione sintetica ed
esaustiva allo stesso tempo, data la complessita di questo fe-
nomeno. Un essere vivente puo essere definito come “un si-
stema in disequilibrio termodinamico con I'ambiente ester-
no, capace di mantenersi, di riprodursi e di evolvere”. Questo
sistema ¢ realizzato attraverso strutture, funzioni e proprieta
che accomunano tutto cio che consideriamo organismo viven-
te. In questo capitolo introduttivo forniremo un quadro sinte-
tico delle specificita strutturali e funzionali che caratterizza-
no gli organismi viventi e di come la scoperta e lo studio dei
microrganismi abbiano contribuito alla comprensione del fe-
nomeno biologico.

1.1.1 Cellula, organismo vivente, microrganismo

Tutti gli organismi viventi sono costituiti da cellule, le unita
strutturali elementari cui possiamo attribuire le proprieta es-
senziali del vivente. Alcuni organismi sono costituiti da una
sola cellula (organismi unicellulari), altri da piu cellule solita-
mente differenziate in tipi diversi (organismi pluricellulari).
La maggior parte degli organismi viventi sulla Terra (sia come
numero assoluto sia, presumibilmente, come numero di spe-
cie) sono unicellulari. Questi, insieme ad alcune classi di orga-
nismi pluricellulari, rappresentano i microrganismi. Il nome
deriva dal fatto che normalmente questi organismi non sono
visibili a occhio nudo. Per osservarne quindi forma e struttu-
ra & necessario ricorrere al microscopio ottico.

a) b)

e) f)

1.1 IL MONDO DEI MICRORGANISMI

Gia a livello morfologico possiamo apprezzare la grande diver-
sita tra cellule: si confronti una cellula dell’epidermide uma-
na con una dell’apice radicale di una pianta, un neurone, un
paramecio, un’ifa fungina, una spirocheta (Figura 1.1), solo
per citare alcune delle tante tipologie. Ancora pill grande puo
essere la diversificazione funzionale o la collocazione ecolo-
gica. Ma per capire “che cos’¢ la vita” occorre capire cio che
accomuna tutte queste forme prima di considerarne le diffe-
renze.

Le cellule hanno innanzitutto una loro identita (Figu-
ra 1.2) garantita da un rivestimento, la membrana plasma-
tica, che le delimita e le isola e allo stesso tempo le mette in
comunicazione con 'ambiente esterno. Attraverso la membra-
na, infatti, la cellula & capace di scambiare molecole con ’e-
sterno in modo selettivo, di percepire le variazioni dell’am-
biente circostante e di mettere in atto processi di adattamento
che le consentono di mantenere la propria integrita (omeosta-
si). Tuttavia, nel lungo periodo il mantenimento di una spe-
cie cellulare ¢ garantito solo dal fatto che le cellule sono capaci
di riprodursi, generando a ogni ciclo due cellule virtualmente
identiche alla cellula parentale. Secondo I'assioma di Rudolph
Virchow (1858), ogni cellula esistente deriva dalla divisione di
un’altra cellula. Una cellula incapace di riprodursi e destinata
a scomparire, non fosse altro a causa di eventi accidentali che
possono danneggiarne irreparabilmente I'integrita.

Lomeostasi e, a maggior ragione, la riproduzione cellu-
lare richiedono che materiale non cellulare venga importato
dall’ambiente esterno nella cellula, elaborato e trasformato in
strutture cellulari e infine in nuove cellule. Tutto questo im-

c) d)

9)

Figural1.1 Confronto tra cellule dispecie e di tessuti diversi. () Leptospira interrogans (batterio). (b) Aspergillus flavus (muffa verde). (€) Paramecium au-
relia, protozoo ciliato. Le bolle all'interno della cellula sono vacuoli. L'intera superficie € coperta di ciglia che risultano sfocate a causa del loro rapido movimen-
to. (d) Spirogyra (alga verde) con cloroplasti avvolti (600x). (€) Cellule della foglia di Elodea canadensis; ben visibili i cloroplasti. (40x). (f) Cellule di Purkinje
(cervello di ratto; 40x). (g) Epitelio stratificato cuboidale/colonnare visibile in un dotto circondato da tessuto connettivo nella ghiandola parotide. (a), (b), mi-
croscopia elettronica a scansione; (c), (f), (g), microscopia ottica; (d), (e), microscopia ottica a contrasto di interferenza differenziale.
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m Parete batterica

La maggior parte dei batteri, esternamente alla membrana
plasmatica, possiede una parete. Nonostante la diversa ar-
chitettura, sia la parete di tipo Gram positivo sia quella di
tipo Gram negativo posseggono un’unica enorme molecola
polimerica detta sacculo di mureina che avvolge completa-
mente la cellula formando una sorta di esoscheletro cellula-
re (Figura 2.12).

2.3.1 Sacculo di mureina

Il sacculo conferisce alla cellula rigidita e forma, ne proteg-
ge 'integrita contrastando la pressione osmotica interna ed
¢ capace di restringere ed espandere il suo volume fino a tre
volte senza rompersi sotto una pressione osmotica che puo
raggiungere a volte le 20 atmosfere. Questa struttura cellula-
re & essenzialmente costituita da peptidoglicano (detto an-
che mureina).

Come gia accennato (» par. 2.2), nella parete dei batteri
Gram positivi e presente un unico spesso strato di peptidogli-
cano, mentre quella dei Gram negativi presenta una struttura
pluristratificata e pitt complessa che comprende solo un sotti-
le strato di peptidoglicano.

Il peptidoglicano ha una struttura reticolare formata da
catene glicaniche costituite da due amminozuccheri alterna-
ti, ’N-acetil-glucosammina (NAG) e I’acido N-acetil-murami-
co (NAM). Al NAM ¢ legato uno stelo tetrapeptidico tramite
il quale le catene glicaniche si legano tra loro covalentemen-
te (Figure 2.13 e 2.14) formando un’enorme molecola che av-
volge la cellula.

La parete mureinica puo essere indebolita o rimossa me-
diante trattamento con antibiotici che inibiscono la sintesi
del peptidoglicano (» Scheda 2.4) o con enzimi specifici che
lo degradano, come il lisozima, che catalizza I’idrolisi del le-
game B-1,4-glicosidico tra gli amminozuccheri del peptido-
glicano.

a) b)
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Questi trattamenti possono portare alla lisi osmotica delle
cellule se si trovano in un ambiente ipotonico; tuttavia, se le
cellule si trovano in un ambiente isotonico (per esempio in
una soluzione 0,25 M di saccarosio che, non essendo in gra-
do di entrare nella cellula, bilancia la pressione osmotica in-
tracellulare) si possono ottenere cellule prive di parete dette
protoplasti nei batteri Gram positivi o sferoplasti, dotati di
membrana esterna, nel caso dei Gram negativi (Figura 2.15).
Se i protoplasti e gli sferoplasti sono trasferiti in ambiente
ipotonico, questi si rigonfiano per ingresso del solvente fino
a lisare. Questi semplici esperimenti evidenziano il ruolo es-
senziale della parete nel contrastare la pressione osmotica in-
tracellulare e conferire forma e rigidita alla cellula batterica.

N-Acetil-glucosammina (NAG)
Legame f-1,4-glicosidico

Acido N-acetil-muramico (NAM)

@

@

1@®@@ Catena tetrapeptidica:
1 =L-Ala (o L-Gly o L-Ser);
2 =D-Gly;
3 = meso-DAP (o L-Lys);
4 =Dp-Ala

I Ponti interpeptidici

Figura 2.13 Rappresentazione schematica generale della struttura del
peptidoglicano.

Figura2.12 Sacculi batterici purificati osservati al microscopio elettronico. Sacculi di Escherichia coli (a) e del termofilo estremo Thermus thermophilus (b).
Si notino alle regioni polari le pieghe che si formano quando la struttura cilindrica collassa sulla superficie piatta.
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N-Acetil-glucosammina (NAG) Acido N-acetil-muramico (NAM)

CH,OH CH,OH

5(7,4) ﬁ(7,4)
H NH
| Legame
Gruppo _ | _ sensibile
N-acetile (|> =0 HC —CH, ('l" =0 al lisozima
CH, | CH, Gruppo
Cc=0 lattato
|
[ NH -Alani
| o L-Alanina
4
H3;C—CH —C
NH
O\\ | Acido p-glutammico
C—CH, —CH, —CH —COOH
Tetrapeptide |
NH, NH

| | Y 0 Acido meso-diamminopimelico
HOOC —C—CH, —CH, —CH, —CH —C
|

H NH
|

H4C —CH —COOH

p-Alanina

Figura 2.14 Struttura del glicano tetrapeptide di Escherichia coli, unita ripetuta del peptidoglicano. La struttura & comune a quella di altri batteri Gram

negativi, in cui possono essere presenti amminoacidi diversi da quelli mostrati in figura. Il filamento glicanico & costituito da NAM e NAG alternati, legati da le-
gami p-1,4-glicosidici.

Gram positivi Gram negativi

a) Soluzione S———

ipotonica

Il lisozima
digerisce la parete

Membrana —
plasmatica _, _; _>
Entra H,0

Il lisozima
digerisce la parete

Parete

Entra H,0
Membrana  Parete Membrana
plasmatica  mureinica esterna

b) Soluzione
isotonica

Il lisozima Protoplas Il lisozima
digerisce la paret digerisce la parete

-0~

Figura 2.15 Effetto della distruzione della parete batterica a opera del lisozima. Il lisozima idrolizza il legame p-1,4-glicosidico indebolendo la parete
batterica. (@) In una soluzione ipotonica le molecole d’acqua entrano nel citoplasma attraverso la membrana plasmatica semipermeabile. La parete danneg-

giata non riesce piu a contrastare la pressione di turgore causando la lisi cellulare dei batteri sia Gram positivi sia Gram negativi. (b) In una soluzione isotoni-
ca, invece, protoplasti e sferoplasti restano intatti e vitali.
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I batteri appartenenti al genere Mycobacterium sono caratte-
rizzati dalla presenza di una parete cellulare assolutamente
peculiare, insolitamente spessa, ricca di componenti cerose
che formano uno spesso strato impermeabile. Cio rende inuti-
lizzabili le normali colorazioni a base di composti idrofili (in-
clusa la colorazione di Gram); la colorazione di Ziehl-Neelsen
(» Scheda 2.7) permette di colorare in modo differenziale que-
sto importante gruppo di batteri.

La parete dei micobatteri ha una struttura abbastanza
complessa (Figura 2.31) che puo essere divisa in due strati:
lo strato basale (core) costituito da peptidoglicano e arabi-
nogalattano, e una struttura piu esterna bistratificata co-
stituita da uno strato di acidi micolici e uno di cere (glico-
lipidi fenolici).

La disposizione di acidi micolici e cere ¢ tale da forma-
re una vera e propria membrana esterna, strutturalmente e
funzionalmente analoga alla membrana esterna dei batte-
ri Gram negativi ma di composizione molto diversa. Anche
nella membrana esterna micobatterica sono inserite proteine
di diversi tipi e funzioni, tra cui porine che mediano il pas-
saggio di soluti.

Lo strato basale ¢ costituito da un copolimero di pep-
tidoglicano e arabinogalattano. L'arabinogalattano, che
rappresenta il maggior polisaccaride di parete, & un poli-
saccaride ramificato complesso, dove i residui di zuccheri
(arabinosio e galattosio) che lo compongono sono presenti
in forma furanosica (struttura dell’anello a cinque atomi di

O

Glicolipidi fenolici (cere)

I Acidi micolici

Polisaccaridi (arabinogalattani)

0
QO
Q0
QO QO 8
epmm o MG ]
Q@ pgaebnomamano O @ 0 O 2 S
o e opepepepende .
9’0 o' Q9 |5
o 9 @ )

Figura 2.31 Involucro cellulare in Mycobacterium.
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carbonio) anziché in forma piranosica (a sei atomi di carbo-
nio). Arabinogalattano e peptidoglicano sono uniti tramite
legame fosfodiesterico in posizione 6 in circa il 10-12% dei
residui di acido muramico.

Gli acidi micolici, che fanno parte del foglietto inter-
no della membrana esterna micobatterica, sono acidi gras-
si complessi a catena lunga (C60-C90), alchilati e idrossilati.
Gli acidi micolici sono ancorati covalentemente alla pare-
te dei batteri (Figura 2.31), contribuendo alla scarsa fluidita
della membrana esterna micobatterica.

Nel foglietto esterno troviamo le cere, glicolipidi com-
plessi caratterizzati da catene carboniose molto lunghe e ra-
mificate che interagiscono con gli acidi micolici legandosi
a essi in modo non covalente attraverso le porzioni lipidi-
che. Nella membrana esterna sono presenti anche fosfolipidi.

Questa parete cellulare cosi complessa, impermeabile e
poco fluida, costituisce una barriera protettiva formidabi-
le e rende i micobatteri completamente impermeabili a mol-
te sostanze utilizzate nella terapia medica, compresi molti
antibiotici.

Tra gli antibiotici efficaci verso i micobatteri troviamo la
rifampicina (» Scheda 11.2), alcuni derivati dell’isoniazide e
i benzotiazinoni (» Scheda 2.8).

Da ricordare infine due gruppi di batteri privi di parete
mureinica: i micoplasmi, filogeneticamente appartenenti ai
Gram positivi (» Scheda 2.9), e le clamidie, appartenenti ai
Gram negativi (> Scheda 2.10).

e @ O

OO0

¢ O ©
¢ O O

=,



ISBN 978-88-08-69956-5 2.5 ALTRITIPI DI PARETE NEI BACTERIA

2.7 LA COLORAZIONE DI ZIEHL-NEELSEN (ACIDO-RESISTENZA)

La particolare struttura della parete cellulare conferisce ai batteri del

genere Mycobacterium una caratteristica importante per la loro identi-

ficazione in microscopia ottica, detta acido-resistenza.
I micobatteri infatti sono estremamente difficili da colorare con le con-
suete tecniche, poiché i coloranti tradizionali, come quelli utilizzati per la
colorazione di Gram, non riescono a oltrepassare la barriera impermeabi-
le della loro parete cellulare; d’altra parte, se in condizioni e con coloranti
particolari si riesce a imbibire le cellule con un colorante, queste risultano
resistenti alla decolorazione.
Verso la fine del secolo XIX Franz Ziehl e Friedrich Neelsen misero a
punto un procedimento (noto come colorazione di Ziehl-Neelsen o acido
resistente; Figura $2.7-1) con cui colorare in modo irreversibile i mico-
batteri. Questa colorazione differenziale prevede, in primo luogo, dopo la
fissazione al calore del campione su un vetrino da microscopio, un tratta-
mento a caldo dei batteri con una soluzione di fucsina e fenolo in etano-
lo (detta anche carbolfucsina): a temperatura elevata questo colorante
e solubile nei lipidi di parete dei micobatteri e puo cosi penetrare nel ci-
toplasma. Si procede poi con una decolorazione con alcol acido (al 3%) a
temperatura ambiente. Questo trattamento non ha effetto sui micobatteri,
ma decolora tutti gli altri batteri presenti sul vetrino. Infine si effettua una
colorazione di contrasto con blu di metilene, che non viene assorbito dai
micobatteri ma colora gli altri batteri presenti nel preparato.
Sul vetrino cosi colorato i micobatteri appaiono come bastoncini rossi (per-
ché non hanno perso la colorazione iniziale della fucsina), mentre altri bat-
teri eventualmente presenti sono colorati in blu.

Micobatteri Non micobatteri

s
s>

Fissazione delle
cellule al calore

Carbolfucsina

¥

Trattamento
a caldo

& C >  Decolorazione con
D alcol acido
& C Colorazione di contrasto

(blu di metilene)

o
s>

Figura S2.7-1 Procedimento della colorazione Ziehl-Neelsen. I
batteri acido-resistenti appaiono rossi. Le frecce indicano cellule di
Mycobacterium tuberculosis dopo la colorazione.
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La tubercolosi (TB), nota anche come
piaga bianca o white plague, ha rappre-
sentato per millenni una delle principali
cause di morte ed e tuttora una delle emer-
genze sanitarie pil importanti soprattutto
nei Paesi in via di sviluppo.

'agente patogeno responsabile e Myco-
bacterium tuberculosis, passato dagli ani-
mali alle persone con i primi allevamenti
circa 10000 anni fa. Il picco d’infezione fu
raggiunto a cavallo tra il XVIII e il XIX seco-
lo: Robert Koch, scopritore dell’agente cau-
sale della malattia (per questo denominato
anche bacillo di Koch) scriveva nel 1882
di come la malattia fosse responsabile, ai
suoi tempi, di almeno un decesso su set-
te. Attualmente la mortalita della tuberco-
losi & stimata in circa 1,3 milioni di decessi
'anno (circa il 16% dei decessi totali), so-
prattutto nei Paesi emergenti, con circa 10

SCHEDA

milioni di nuovi casi per anno e 2 miliardi di
portatori del micobatterio in forma latente.
M. tuberculosis appartiene alla famiglia
delle Mycobacteriaceae e all'ordine Acti-
nomycetales. Ha una complessa parete
cellulare cerosa con circa 250 geni dedica-
ti al metabolismo lipidico, con produzione
di lunghe catene di acidi micolici ramificati
in grado di ridurne la permeabilita: questo
ostacola la penetrazione delle molecole
esogene, antibiotici compresi (» par. 2.5).
Nelle infezioni umane, le cellule di M. tu-
berculosis sono trasmesse per via aerea,
vengono fagocitate dai macrofagi degli al-
veoli polmonari e si installano nel fago-
soma primario, dove iniziano a replicare
avendo inibito la fusione con il lisosoma. Il
polmone e l'organo bersaglio in cui il pato-
geno risiede durante l'infezione e durante
il periodo di latenza. La TB puo permane-

re allo stato latente per decenni, ma si puo
riattivare in qualsiasi momento. La micro-
aerofilia della popolazione di M. tuberculo-
sis nei polmoni infettati e la bassa perme-
abilita di questo microrganismo rendono
la terapia curativa con antibiotici difficile
e lenta. Infatti, mentre una comune infe-
zione batterica richiede dai 10 ai 14 giorni
per ottenere la guarigione, la cura della TB
puo arrivare a 18 mesi. Attualmente una
“cura breve” prevede una terapia combi-
nata di almeno 6 mesi; una cura pit breve
0 monoterapica potrebbe portare al falli-
mento del farmaco e all'insorgenza di bat-
teri resistenti. Per aumentare le possibilita
di successo e di fondamentale importan-
za un’appropriata terapia antibiotica. I pa-
zienti hanno buone probabilita di guarire,
tuttavia l'uso dei farmaci antitubercolari, se
da un lato riduce la mortalita, dall’altro puo

segue
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determinare, se applicato in modo impro-
prio, 'aumento dei casi cronici e soprattut-
to la comparsa di ceppi resistenti.

Diversi sono i farmaci considerati di prima
scelta per il trattamento della tubercolosi:
rifamicine, isoniazide, pirazinamide, etam-
butolo, streptomicina, piridomicina e ben-
zotiazinoni. La terapia prevalente prevede
['utilizzo di 4 farmaci (isoniazide, rifamicina
pirazinamide ed etambutolo) per 4 mesi e
successivamente 2 farmaci (isoniazide e ri-
famicina) per altri 2 mesi: tale protocollo in
presenza di micobatteri sensibili permette
il raggiungimento di un tasso di guarigione
dicircail 97%.

Le prime rifamicine naturali sono state
isolate nel 1958 da brodi di fermentazio-
ni di Amycolatopsis mediterranei come mi-
scela di pitl componenti. Tra questi, la rifa-
micina B, attiva su batteri Gram positivi e
sui micobatteri, e stata la pit studiata: si e
osservato infatti che in soluzioni diluite la
sua attivita aumentava nel tempo, proba-
bilmente a causa di trasformazioni in pro-
dotti piti attivi; cio ha dato inizio a un vasto
programma di preparazione e ottimizzazio-
ne di rifamicine semisintetiche. La rifami-
cina e i suoi derivati semisintetici agiscono
come inibitori della trascrizione legando-
si alla RNA polimerasi batterica. Altri de-
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rivati come la rifabutina si sono dimostra-
ti attivi su ceppi resistenti alla rifampicina
(» Scheda 11.2).

Gli antibiotici isoniazide, pirazinamide,
etambutolo e benzotiazinoni sono di origi-
ne sintetica (Figura $2.8-1).

Lisoniazide (INH, Isonicotinic Acid Hy-
drazide) e stata usata per decenni prima
che diversi studi ne rivelassero il mecca-
nismo d’azione come farmaco anti-TB; e
un pro-farmaco (prodrug), ossia una mo-
lecola farmacologicamente inattiva che in
vivo viene trasformata in un prodotto atti-
vo. Infatti l'isoniazide deve essere attivata
dall’enzima catalasi perossidasi KatG, che,
accoppiando il radicale dell’acido isonico-
tinico in forma esterificata con il NADH,
forma un complesso acile-NADH. Questo
complesso lega saldamente la enoil-ACP
reduttasi, InhA, bloccando di fatto 'azio-
ne dell'acido grasso sintasi. Questo pro-
cesso inibisce la sintesi di acido micolico,
necessario per la parete cellulare dei mi-
cobatteri.

I benzotiazinoni (BTZ) rappresentano una
nuova classe molto promettente di agen-
ti antimicobatterici, capaci di agire an-
che verso i batteri multiresistenti. Hanno
un meccanismo di azione differente da ri-
fampicina e isoniazide. Infatti, legando-
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Figura $2.8.1 Struttura chimica dei principali farmaci contro la tubercolosi.
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si all'enzima decaprenilfosforil-p-p-ribosio
ossidasi (DprE1), coinvolto nella sintesi di
arabino-galattano, impediscono la forma-
zione della parete cellulare di M. tubercu-
losis. BTZ043 & un composto di questa
classe che ha dimostrato efficacia su mo-
delli animali in vitro e in vivo e si trova at-
tualmente nella fase 2 della ricerca clini-
ca. I BTZ in combinazione con rifampicina
0 isoniazide mostrano un interessante ef-
fetto additivo.

Pirazinamide ed etambutolo sono pro-
drug impiegati in associazione con rifam-
picina e isoniazide. In genere vengono uti-
lizzati nei primi mesi di terapia.

Tra gli antibiotici antimicobatterici trovia-
mo anche la piridomicina, un prodotto
naturale descritto nel 1953 come agen-
te antitubercolare con una limitata atti-
vita verso altri batteri patogeni. E un ci-
clodepsipeptide contenente residui di
3-(3-piridil)-L-alanina e acido 2-idros-
si-3-metilpent-2-enoico. Studi geneti-
ci e biochimici hanno dimostrato che agi-
sce inibendo specificamente ['enoil-ACP
reduttasi NADH-dipendente InhA, come
bersaglio principale. Anche la piridomi-
cina, come l'isoniazide, inibisce la sintesi
degli acidi micolici in M. tuberculosis.

I ceppi di M. tuberculosis resistenti ai sin-
goli farmaci prendono origine da muta-
zioni spontanee puntiformi nel genoma
del micobatterio che si verificano con fre-
quenze hasse e prevedibili. Dal momento
che non vi e resistenza crociata tra i far-
maci comunemente usati, la probabilita
che un ceppo sia resistente a due farma-
ci & bassa, essendo il risultato del prodot-
to della probabilita di resistenza a ognuno
dei farmaci considerati. Cio nonostante,
oltre a ceppi resistenti ai singoli antibio-
tici come (RR)-TB (Rifampicin Resistant
Tuberculosis), resistenti a rifampicina,
sono emersi anche ceppi con resistenze
multiple, come (MDR)-TB (MultiDrug-Re-
sistant), resistenti a rifampicina e isonia-
zide, e (XDR)-TB (Extensively Drug-Re-
sistant, estensivamente resistenti), cosi
chiamati perché, oltre a essere (MDR)-TB,
hanno sviluppato un’ulteriore resistenza
ai fluorochinoloni o ad altri farmaci come
amminoglicosidi, amikacina, kanamicina o
capreomicina.
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2.5 ALTRITIPI DI PARETE NEI BACTERIA

2.9 IMICOPLASMI: BATTERI GRAM POSITIVI SENZA PARETE

I micoplasmi sono batteri appartenen-

ti alla classe Mollicutes, phylum Tene-

ricutes, e sono divisi in tre ordini: Ana-
eroplasmatales (generi Anaeroplasma,
Asteroleplasma), Acholeplasmatales (ge-
nere Acholeplasma), Mycoplasmatales
(generi Mycoplasma, Ureaplasma, Spiro-
plasma).
Questo particolare gruppo di batteri e in-
capace di sintetizzare il peptidoglicano
ed e pertanto privo di parete. Le cellule
dei micoplasmi, quindi, sono racchiuse
esclusivamente dalla membrana plasma-
tica e ricordano molto da vicino i protopla-
sti. La loro membrana e peculiare: ¢ lipo-
proteica e ricca di steroli, caso unico fra
le cellule batteriche. Queste caratteristi-
che della membrana rendono i micopla-
smi resistenti alla lisi osmotica. Alcuni mi-
coplasmi contengono lipoglicani che sono
legati alla membrana e facilitano l'adesio-
ne dei batteri alle cellule animali.
Le cellule dei micoplasmi sono pleomor-
fe: possono essere anche molto piccole,
filtrabili attraverso membrane con porosi-
ta 0,2-0,3 pm, o avere forme filamentose,
e si riproducono per gemmazione, fram-
mentazione, scissione binaria. Solitamen-
te sono immobili, tranne alcune specie
che possono spostarsi sulle superfici per
scivolamento. Molti micoplasmi forma-
no, su terreno agarizzato, colonie piccole
e molto particolari che penetrano nell’a-
gar assumendo la classica forma a “uovo
fritto” (Figura $2.9-1a-c). Per la cresci-
ta richiedono terreni ricchi complessi e
necessitano, tra l'altro, di colesterolo e
acidi grassi a lunga catena oltre che vi-
tamine, precursori di acidi nucleici e am-
minoacidi. Essendo prive di parete, le cel-
lule risultano negative alla colorazione di
Gram; tuttavia filogeneticamente, in base
alla sequenza dell’'RNA ribosomale 16S,
questi batteri risultano essere Gram posi-
tivi a basso contenuto G+C (23-46%). Il
genoma dei micoplasmi & molto piccolo;
cio & in accordo con le loro elevate richie-
ste nutrizionali, essendo privi di numerose
vie biosintetiche. Nel genere Mycoplasma
le dimensioni del genoma sono comprese
tra 580 e 1350 kb, leggermente maggio-
ri in altri micoplasmi (da 750 a 2200 kb).

I micoplasmi sono tutti commensali, pa-
rassiti o patogeni che provocano infezioni
croniche e spesso difficili da diagnosticare.
Nell'essere umano causano patologie loca-
lizzate soprattutto all'apparato respiratorio
o0 genitale, dove si moltiplicano sulla super-
ficie delle mucose. Essendo privi di pare-
te cellulare non sono soggetti all'azione di
antibiotici che inibiscono la sintesi del pep-
tidoglicano, come i p-lattamici (penicilline
e cefalosporine) e cio rende piu difficile la
loro eradicazione.

Il maggior responsabile di patologie re-
spiratorie € Mycoplasma pneumoniae,
una delle principali cause della polmoni-
te atipica primaria, forma pit grave e fre-
quente di polmonite dopo quella causata
da Streptococcus pneumoniae che, a cau-
sa della mancanza del peptidoglicano,
non puo essere trattata con gli antibioti-
ci p-lattamici. Sono commensali M. sali-
varium, M. orale, M. buccale, M. faecium e

a)

.

M. lipophilum. Tra i micoplasmi che dan-
no patologie a livello genitale e urinario
si trovano con maggior frequenza M. ho-
minis e, pil raramente, M. genitalium, M.
fermentans, M. spermatophilum e M. pri-
matum.

Si conosce anche un gruppo di micopla-
smi opportunisti che manifestano la loro
patogenicita a livello genitale su individui
affetti da HIV come M. penetrans, che ha
la caratteristica di penetrare nell’epitelio
mucoso (diversamente dagli altri) e mol-
tiplicarvisi.

Altri generi inclusi nell’ordine Mycopla-
smatales sono Spiroplasma (Figura
S$2.9-1d), dalla caratteristica forma a ca-
vatappi (comprese specie patogene per
piante e insetti), e Ureaplasma, tra cui U.
urealyticum, il cui nome deriva dalla sua
capacita di scindere, per via enzimatica,
'urea (a volte associato a infezioni del
tratto urinario).

b)

Figura S2.9-1 Micoplasmi. (a) Colonie di Mycoplasma hominis. (b-c) Colonie di Mycoplasma mycoi-
des. (d) Cellule di Spiroplasma nel floema di una pianta di grano infettata. La colorazione blu & dovuta
all’attivita della p-galattosidasi sul substrato cromogeno presente nell’agar.







14.1 STRUTTURA E ORGANIZZAZIONE DEI VIRIONI
Diversita dei genomi virali
Capside
Involucro pericapsidico (envelope)

14.2 CLASSIFICAZIONE DEI VIRUS
Sistema classico (ICTV)
Sistema secondo Baltimore

I virus sono elementi genetici infettivi che possono esistere
in due fasi diverse: una fase intracellulare e una fase extra-
cellulare.

Nella prima, I’elemento genetico puo moltiplicarsi utiliz-
zando molte funzioni fornite da una cellula ospite vivente (in
particolare il metabolismo energetico e biosintetico e gli ap-
parati per le biosintesi macromolecolari); nella fase extracel-
lulare, I’acido nucleico virale che contiene I'informazione ge-
netica dell’elemento € racchiuso in un involucro pitt 0 meno
complesso e costituisce una particella nucleoproteica detta
virione, capace di permanere (ma non di replicarsi) nell’am-
biente extracellulare e di infettare una nuova cellula. Il virio-
ne, che contiene un solo tipo di acido nucleico (DNA o RNA),
rappresenta quindi la forma di sopravvivenza con cui il virus
si diffonde da una cellula a un’altra, mentre la fase riprodutti-
va avviene esclusivamente all’interno di cellule ospiti secon-
do modalita diverse.

Spesso, specie nel linguaggio comune, il termine “virus”
evoca il “virione”, ma cio che caratterizza e da un senso bio-
logico a questi elementi genetici infettivi ¢ la fase intracellula-
re, quando esprimono I'informazione genetica e si moltiplica-
no. Un virus potrebbe essere paragonato a un plasmide (> par.
8.2.1) capace di trasferirsi da una cellula a un’altra non trami-
te coniugazione o trasformazione, bensi costruendo “navicel-
le” infettive extracellulari che si diffondono nell’ambiente fino
a che non incontreranno una nuova cellula.

14.3 CICLO REPLICATIVO DEI VIRUS
Riconoscimento e adsorbimento
Penetrazione
Decapsidazione (uncoating)
Espressione genica e replicazione del genoma virale
Assemblaggio
Maturazione
Liberazione dei virioni

Una caratteristica essenziale che riguarda le modalita di ri-
produzione distingue i virus dagli organismi cellulari. Infatti,
a differenza di questi ultimi, le particelle virali per riprodursi
non si accrescono né vanno incontro a divisione binaria, ma
si formano per assemblaggio di componenti preformati che
sono sintetizzati de novo dalla cellula ospite in base all’infor-
mazione genetica del virus. Le particelle cosi prodotte, i vi-
rioni, rappresentano la forma extracellulare che permette, nel
ciclo infettivo, la diffusione e la trasmissione del genoma vi-
rale tra gli ospiti.

Virtualmente tutti gli organismi viventi, Bacteria, Archaea
ed Eukarya, possono essere ospiti di virus specifici. I virus
che infettano gli Archaea, i virus batterici (detti anche bat-
teriofagi o fagi; » Capitolo 15) e i virus che infettano euca-
rioti unicellulari rivestono un ruolo ecologico importante nel
controllo dell’'abbondanza dei microrganismi in natura, nel-
la composizione delle comunita microbiche e nella diversita
genetica di queste; i virus che infettano organismi eucarioti
(» Capitolo 16), sono responsabili di importanti patologie ne-
gli animali, esseri umani compresi, e nelle piante.

In questa sezione analizzeremo le caratteristiche generali
che accomunano i virus prima di passare in rassegna i virus
dei batteri e degli eucarioti. Le tappe fondamentali che hanno
portato all’identificazione e definizione dei virus come nuo-
vi agenti infettivi sono riassunte nella » Scheda Web 14.1 - La
scoperta dei virus.
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Struttura e organizzazione
dei virioni

Il virione ¢ la forma extracellulare della particella virale com-
pleta, dotata di capacita infettiva. Questa particella & costitui-
ta dal genoma circondato da un involucro proteico protetti-
vo, il capside.

Losservazione al microscopio elettronico evidenzia 'am-
pia diversita di forme e strutture dei virioni: dai pit semplici,
che comprendono una singola molecola di acido nucleico e un
solo tipo di proteina strutturale, fino ai pitt complessi, formati
da molte proteine diverse e da altri componenti (Figura 14.1).
Le loro dimensioni variano, di norma, trai20 e i 400 nm. In
alcuni di essi il nucleocapside, ovvero I’insieme del genoma e
delle proteine del capside, ¢ contenuto all’interno di un ulte-
riore involucro, detto pericapside o envelope. I virus con en-
velope sono detti virus rivestiti, mentre i virus che non lo pre-
sentano sono anche chiamati virus nudi (Figura 14.2).

14.1.1 Diversita dei genomi virali

I genomi virali sono decisamente pili diversificati, per com-
posizione, struttura, dimensione e potere codificante, di quel-
li degli organismi cellulari procarioti ed eucarioti. In pratica,
nei virus ¢ possibile riscontrare qualsiasi configurazione mo-
lecolare in grado di codificare informazioni in un acido nu-
cleico. Infatti, il genoma virale puo essere costituito da DNA,
RNA, oppure DNA con piccoli segmenti di RNA, e I'acido nu-
cleico puo a volte essere legato in modo covalente a proteine.
Lacido nucleico virale puo essere a doppia elica (dsDNA,
dsRNA), parzialmente a doppia elica (gapped), oppure a sin-
gola elica (ssDNA, ssRNA), con polarita positiva (+), ossia
costituito dall’elica codificante, con polarita negativa (), os-
sia costituito dall’elica complementare, oppure con polarita
diversa in tratti genomici diversi. Il genoma virale, infine, pud
essere lineare o circolare, costituito da un’unica molecola o

a) Virus a DNA

? @

Poliomavirus Adenovirus Virus

dell’epatite B

Papillomavirus

b) Virus a RNA

Picornavirus  Reovirus  Flavivirus Retrovirus ~ Coronavirus

Togavirus

Figura 14.1 Diversita di forme e dimensioni dei virus animali.
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suddiviso in pilt molecole (segmentato). Il numero di geni co-
dificati da un genoma virale varia da meno di una decina fino
a diverse centinaia.

Questa grande diversita puo permettere alcune conside-
razioni. Innanzitutto, quale significato puo avere? Sebbene sia
evidente che la natura di un genoma si riflette sulle strategie
replicative dei virus, si hanno pochi elementi su eventuali van-
taggi selettivi di un tipo di genoma rispetto a un altro.

Perché esistono virus con genoma a DNA e virus con ge-
noma a RNA? Anche in questo caso non vi sono risposte cer-
te, anche se si ritiene che i genomi di alcuni virus a RNA pos-
sano essere reliquie molecolari di un mondo antico in cui
I'RNA era l'unica molecola depositaria dell’informazione ge-
netica che, contemporaneamente, possedeva attivita cataliti-
ca (RNA world). A quel tempo, miliardi di anni fa, sarebbero
co-evoluti i primi organismi cellulari, con genoma a RNA, e
virus a RNA. In seguito, I'evoluzione della vita cellulare ver-
so una forma con materiale genetico a DNA si sarebbe accom-
pagnata all’evoluzione dei virus a DNA. I virus con genomi a
RNA che si sono dimostrati piti competitivi dal punto di vista
evolutivo avrebbero continuato a co-evolvere con i loro ospi-
ti fino a oggi.

Esiste inoltre una qualche relazione tra tipo di genoma e
specificita di ospite? Anche per questo aspetto non vi sono
regole definitive. In generale, i genomi a RNA sono piu diffu-
si tra i virus vegetali, sebbene si conoscano diversi virus del-
le piante a DNA, per esempio i Geminiviridae e i Caulimoviri-
dae. Negli animali, molti virus a RNA tendono a diffondersi e
passare a ospiti di specie diverse compiendo il cosiddetto “sal-
to di specie”, come si & osservato per i coronavirus, mentre i
virus animali a DNA tendono a essere piu specie-specifici per
gli ospiti in cui si replicano.

Non vi sono invece dubbi sul fatto che 'assetto biosinteti-
co delle cellule ospiti, basato su sistemi genetici a DNA, con-
dizioni le strategie molecolari che virus con genoma a DNA o

Iridovirus

(insetti, vertebrati) Baculovirus Poxvirus

(insetti)

Ortho- Para-
myxovirus myxovirus

Rhabdovirus Bunyavirus Arenavirus
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Figura 14.2 Strutture Virione nudo
di virioni nudi e rivestiti. con capside elicoidale
(es. TMV)

a RNA hanno sviluppato per l'espressione e la replicazione del
proprio genoma. Per i virus a DNA, queste sintesi possono, a
prima vista, apparire facilitate dalla presenza di sistemi enzi-
matici evoluti per la trascrizione e duplicazione del DNA cel-
lulare, che quindi possono essere semplicemente utilizzati dal
virus. Al contrario, le cellule ospiti, siano esse vegetali o ani-
mali, non hanno RNA polimerasi RNA-dipendenti in grado di
replicare i genomi dei virus a RNA o di sintetizzare un mRNA
impiegando come stampo un altro RNA. Queste funzioni de-
vono quindi essere espletate da RNA polimerasi RNA-dipen-
denti codificate dagli stessi virus. LmRNA prodotto puo cosi
essere tradotto dai ribosomi dell’ospite. Un’importante ecce-
zione a questa regola ¢ rappresentata dai retrovirus, virus a
ssRNA che producono mRNA a partire da una forma inter-
media del loro ciclo replicativo costituita da dsDNA, il cosid-
detto provirus, che viene trascritto dall’RNA polimerasi IT
dell’ospite.

In che forma i genomi virali sono contenuti nei capsidi?
Generalmente, virus con piccoli genomi, sia a RNA sia a DNA,
liberano nella cellula infettata il loro acido nucleico come mo-
lecola nuda; con 'aumentare delle dimensioni dei genomi, o
con la loro segmentazione, si osserva ’associazione con spe-
cifiche proteine virali in grado di interagire e legare gli aci-
di nucleici. Tuttavia, nonostante la presenza di proteine vira-
li associate con il genoma, non si osserva mai, tranne nel caso
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dei Polyomaviridae, la presenza di istoni complessati con gli
acidi nucleici virali. La configurazione dei genomi virali puo
poi essere molto complessa per la loro capacita di ripiegarsi in
strutture secondarie e terziarie alquanto caratteristiche e fun-
zionalmente importanti; infatti, le sequenze e le strutture pre-
senti alle estremita di alcuni genomi virali spesso sono indi-
spensabili per le fasi di replicazione, di sintesi degli mRNA, di
traduzione delle proteine e di impaccamento degli acidi nu-
cleici nei virioni.

Infine, vi sono limiti alle dimensioni dei genomi virali?
In genere, i virus a DNA presentano una maggiore variabili-
ta nelle dimensioni con limiti che variano da poche kb (come
nel caso del genoma circolare a singola elica di DNA di 1,7-2,3
kb dei Circoviridae) fino a diverse centinaia di kb (come nel
caso dei Mimivirus che infettano alcuni protozoi e che han-
no un genoma di 1200 kb). Al contrario, i genomi dei virus a
RNA sono piuttosto piccoli, con dimensioni massime intor-
no a 30 kb, per esempio il genoma dei coronavirus umani, tra
cui SARS-CoV-2.

Da quanto detto sulla diversita dei genomi virali, ¢ evi-
dente che i virus costituiscono un raggruppamento eteroge-
neo dal punto di vista evolutivo di elementi genetici accomu-
nati solo dalla capacita di codificare proteine che permettono
la costruzione di strutture extracellulari in grado di consen-
tirne la propagazione mediante I'infezione di nuove cellule.
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“La genomica diverra centrale alla microbiologia del futuro. Potrebbe sembrare ora
che l'obiettivo principale sia sequenziare il genoma umano, ma non fatevi ingannare.
La vera giustificazione a lungo termine é la genomica microbica. 9y

Carl Woese, 1999

Lo sviluppo tecnologico compiuto negli ultimi vent’anni dalle
tecniche di analisi genetica e chimica degli organismi ha per-
messo di analizzarne con sempre maggior dettaglio e molto
piu rapidamente i diversi componenti molecolari. In partico-
lare, abbiamo assistito a una rapidissima evoluzione (o, me-
glio, a diverse rivoluzioni) delle metodologie per il sequen-
ziamento degli acidi nucleici, I'identificazione delle proteine,
'analisi delle interazioni tra macromolecole. Caumento espo-
nenziale delle informazioni ottenute con questi metodi ha an-
che imposto nuovi modi di analizzarle e interpretarle, avva-
lendosi dell’enorme capacita computazionale dei moderni
calcolatori e sviluppando programmi informatici e bioinfor-
matici dedicati.

In questo contesto la genomica ¢ emersa come quel cam-
po interdisciplinare delle scienze della vita che studia la strut-
tura, la funzione, I'evoluzione dell’intero genoma (I’insieme
dei geni) di un organismo e consente di interpretarne le pro-
prieta biologiche. Associata alla genomica vi sono altre disci-
pline omiche che permettono analisi di tipo globale degli or-
ganismi, quali la trascrittomica (I’insieme dei trascritti), la
proteomica (I’insieme delle proteine) e la metabolomica (I'in-

sieme dei metaboliti). Si & poi sviluppato un approccio inter-
disciplinare, noto come biologia dei sistemi, per la descri-
zione della biologia di un organismo e la predizione delle
sue caratteristiche fisiologiche mediante modelli matemati-
ci che si avvalgono dei dati derivanti dalle tecnologie omi-
che e dalla loro analisi globale. Le scienze omiche sono quin-
di alla base di questa nuova disciplina che, elaborando con
metodi computazionali le informazioni relative ai singoli ele-
menti, genera modelli del funzionamento di sistemi biologici
complessi. Infine, in particolare nell'ambito dell’ecologia mi-
crobica, si sono sviluppati approcci omici, quali la metageno-
mica e la metatrascrittomica, per 'analisi globale, rispettiva-
mente, di tutto il DNA (in termini di geni e genomi presenti)
e ’RNA (in termini di geni espressi) all’interno delle comuni-
ta microbiche presenti in un ambiente.

I1 percorso necessario per la comprensione del funziona-
mento dei singoli organismi come delle comunita di organi-
smi & molto lungo e le scienze omiche sono ancora lontane dal
fornire i risultati promessi, tuttavia i progressi realizzati finora
nella direzione di una visione olistica della biologia sono note-
voli e in continuo sviluppo.
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Un lavoro pubblicato sulla rivista Science nel 1995 ha inaugu-
rato un nuovo modo di studiare i microrganismi, soprattutto
i procarioti. Larticolo riportava per la prima volta la sequen-
za nucleotidica dell’intero genoma di un organismo cellulare,
il batterio Haemophilus influenzae (Figura 17.1). Da allora il
numero di ceppi microbici i cui genomi sono stati interamen-
te sequenziati ¢ aumentato in modo esponenziale, grazie agli
sforzi sempre maggiori da parte dei gruppi di ricerca interes-
sati e allo sviluppo di tecniche di sequenziamento e di analisi
delle sequenze sempre piu potenti (Figura 17.2).

L’alto numero di genomi microbici sequenziati ha portato
a importanti nuove interpretazioni dell’evoluzione e del con-
cetto di specie nei procarioti (» Capitoli 8 e 18). Per esempio,
la genomica ci ha permesso di capire come ceppi all’interno
della stessa specie possano differire notevolmente tra loro per
una parte del loro contenuto genico e come queste differen-
ze possano spiegare la loro diversa natura (per esempio ceppi
patogeni e non patogeni della stessa specie). Per tener conto di
queste differenze & stato introdotto un nuovo concetto, quel-
lo di pangenoma, a cui appartengono i geni condivisi all’in-

Figural7.1 Mappadella sequenza completa del genoma di Haemophilus
influenzae ceppo Rd. La figura, apparsa sulla copertina della rivista Science
nel luglio del 1995, mostra la localizzazione delle 1737 ORF predette sul ge-
noma circolare composto da 1830137 coppie di basi. Sul perimetro ester-
no sono riportate le coordinate (in pdb) della sequenza e la posizione dei siti
di riconoscimento di tre enzimi di restrizione (NotI, RsrIl e Smal). Il cerchio
esterno indica le regioni codificanti per ORF, colorate in base alla loro fun-
zione. Il secondo cerchio indica con colori diversi le regioni con alto e basso
contenuto in G+C (rispettivamente rosse e blu) e le regioni ricche in A+T (ri-
spettivamente nere e verdi). Il terzo cerchio indica la posizione dei sei ope-
roni ribosomali (in verde), dei tRNA (in nero) e di un profago (in blu). Il quar-
to cerchio indica la posizione delle ripetizioni in tandem. Lorigine di replica-
zione & evidenziata da due frecce in verde divergenti da un punto vicino alla
base 603 000. Due presunti siti di terminazione della replicazione sono indi-
cati dall’altra parte del cerchio in rosso.
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Figura 17.2 Sequenze genomiche depositate nella banca dati GenBank.
La banca dati pubblica GenBank contiene attualmente 2,3 miliardi di sequen-
ze genomiche con un aumento esponenziale negli anni di sequenze depo-
sitate. Se le sequenze batteriche hanno rappresentato per molti anni il nu-
mero maggiore di sequenze genomiche depositate, negli ultimi anni, grazie
alle moderne metodiche di sequenziamento, il maggior incremento & rap-
presentato da sequenze animali, incluse sequenze umane. Negli anni 2020-
2023 lincremento maggiore € stato rappresentato da sequenze virali du-
rante l'epidemia di virus SARS-CoV-2 con 1,5 milioni di genomi virali inte-
ri depositati.

terno di una stessa specie (genoma condiviso o core genome),
mentre le sequenze e i geni che si ritrovano solo in una frazio-
ne dei ceppi di una stessa specie prendono il nome di genoma
accessorio o accessory genome (» par. 17.1.3).

17.1.1 Sequenziamento di genomi procarioti

Il sequenziamento di interi genomi di procarioti (Figura 17.2)
¢ diventato un obiettivo relativamente facile da conseguire,
specialmente dopo lo sviluppo di tecnologie di sequenziamen-
to del DNA estremamente potenti, ad alta resa e completa-
mente automatiche, avvenuto negli ultimi dieci anni. Attual-
mente, la mera decifrazione dell’intera sequenza nucleotidica
di un genoma batterico di media grandezza puo essere realiz-
zata, in un laboratorio opportunamente attrezzato, in poche
ore con costi relativamente contenuti.

I sequenziatori di DNA di nuova generazione, infatti, ap-
plicando tecnologie di miniaturizzazione e di robotizzazione
altamente sofisticate, hanno apportato una nuova rivoluzio-
ne nei progetti di sequenziamento genomico. Luso di queste
macchine ha infatti ridotto in modo impressionante i tempi e
i costi del sequenziamento. Nella Tabella 17.1 sono riassunte
alcune delle caratteristiche di tre piattaforme di sequenzia-
mento di nuova generazione (il cosiddetto Next Generation
Sequencing, NGS).

Come si vede chiaramente dai dati riportati, il sequen-
ziamento con macchine di ultima generazione puo produrre
frammenti di sequenza sia molto corti sia molto lunghi (per
esempio con le tecnologie Pacific Biosciences e Oxford Na-
nopore), con i quali ¢ virtualmente possibile assemblare in
modo automatico un intero genoma procariote, cioé ricostru-
irne I'intera sequenza completa del cromosoma e degli even-
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Tabella 17.1 Alcune delle tecnologie di sequenziamento di nuova generazione.

Piattaforma Lunghezza media del Basi sequenziate per | Accuratezza | Costo per genoma Vantaggi
frammento sequenziato (basi) | processo (glga basi) batterico (euro)

Illumina 99% Alta accuratezza; versatilita
(strumentazione MiSeq) per pochi campioni

Ilumina 150 300 >99% 75 Alta accuratezza; elevato
(strumentazione NextSeq) numero di basi sequenziate
Pacific Bioscience 20000 90 >99% 80 Sequenze lunge di singole
(strumento Revio) molecole

Oxford Nanopore 10000 20 >99% 50 Sequenze lunge; piccolo
(strumentazione MinION) strumento portatile

tuali elementi plasmidici accessori. Va anche ricordato che lo

sviluppo tecnologico in questo campo ¢ cosi rapido da far pre-

vedere che, nel giro di pochi anni, gli strumenti disponibili
renderanno sempre pit veloce e accessibile il sequenziamen-
to di interi genomi.

Qualsiasi sia la tecnica utilizzata per il sequenziamento di
un intero genoma, la sua qualita & definita da alcuni impor-
tanti parametri. In particolare:

1. la completezza, cioé 'assenza di parti non sequenziate.
Questo parametro e pit facilmente rispettato per i proca-
rioti che per gli eucarioti, date le dimensioni piu piccole
dei loro genomi e la ridotta presenza di sequenze ripetute;

2. Paccuratezza, un parametro statistico che stima quanto la
sequenza di DNA ottenuta sia prossima a quella reale. Que-
sta dipende da diversi fattori, come la qualita dei sequen-
ziatori, il numero di “letture” ottenute per ogni tratto di
sequenza, il numero di sequenze ambigue (basi non asse-
gnate con certezza);

3. la corrispondenza della struttura ricostruita montando
in modo ordinato i blocchi contigui di sequenze (contig)
con la struttura effettiva del cromosoma. La corrisponden-
za puo essere validata confrontando la sequenza ricostruita
con la struttura cromosomica ottenuta con altri mezzi, qua-
li le mappe genetiche e le mappe di restrizione.

I genomi sequenziati sono in generale di pubblico dominio e
sono accessibili tramite Internet in alcune banche dati, quali
la statunitense Genbank, ’European Nucleotide Archive (ENA)
e la DNA Data Bank of Japan (DDB]). Queste banche dati sin-
cronizzano giornalmente tra loro tutte le sequenze depositate
per garantire un accesso stabile e globale ai dati raccolti. Vi-
sto 'esponenziale incremento delle informazioni genetiche e
genomiche disponibili, le interfacce telematiche e bioinforma-
tiche tra gli utenti e queste banche sono in continuo sviluppo.

17.1.2 Annotazione

Una sequenza di basi azotate anche breve non ha senso im-
mediato se non viene interpretata, e quindi I'intera sequenza
genomica di un microrganismo per essere utilizzata deve an-
che essere “annotata”. “Annotare un genoma” significa iden-
tificare i singoli pezzi di sequenza che hanno una funzione
e attribuire a essi la funzione stessa. In particolare si identifi-

cano: sequenze che possono potenzialmente codificare per le
proteine (ORF, Open Reading Frame), sequenze codificanti gli
RNA (messaggeri, ribosomali, transfer, RNA non codifican-
ti), sequenze regolative e sequenze ripetute. La parte piu facile
dell’annotazione é rappresentata dall’assegnazione di una fun-
zione ai geni che codificano per proteine. Questo processo vie-
ne effettuato in modo automatico da vari programmi accessi-
bili online. Sulla base delle conoscenze acquisite, soprattutto
sulla funzione di geni conservati e/o caratterizzati in orga-
nismi modello, il processo ¢ in grado di assegnare una fun-
zione a pit del 70% dei geni codificanti proteine di un geno-
ma batterico, mentre i geni rimanenti vengono annotati come
“hypothetical protein”, cioe geni codificanti proteine ma con
funzione non attribuibile. L'integrazione di informazioni pro-
venienti da centinaia di migliaia di genomi sta contribuendo
a migliorare molto la qualita dell’'annotazione automatizza-
ta, riducendo sempre di pill il numero di geni annotati come
“hypothetical protein”. E piu difficile 'identificazione delle re-
gioni regolatorie e dei geni non codificanti proteine, come gli
RNA non codificanti (ncRNA, noncoding RNA). Questo la-
voro richiede spesso ’integrazione di dati sperimentali per
verificare leffettiva presenza di RNA individuata tramite se-
quenziamento del’'RNA. Anche dopo aver identificato spe-
rimentalmente trascritti verosimilmente non codificanti per
proteine (ncRNA, RNA con codoni di stop in tutti i reading
frame), la loro funzione specifica rimane spesso incerta.

L’assegnazione di una funzione a una potenziale proteina,
quando questa non fosse gia nota da studi precedenti, parte
sempre dalla ricerca di sequenze simili (omologhe) gia identi-
ficate in genomi di altri organismi. La bioinformatica ha svi-
luppato numerosi programmi molto sofisticati per 'analisi
delle somiglianze tra le sequenze geniche. Senza entrare in
dettagli che esulano dagli scopi di questo capitolo, bisogna ri-
cordare che tutte le sequenze di DNA e di proteine conosciu-
te e depositate nelle banche dati pubbliche sono confrontabili
tra loro per verificarne la similarita. Quest’analisi puo essere
effettuata mediante uno strumento informatico liberamente
accessibile su Internet denominato BLAST (Basic Local Align-
ment Search Tool, www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST). In pratica
questo programma individua tutte le sequenze che presenta-
no una similarita con una sequenza di “interrogazione” (query
sequence) proposta dall’utente (Figura 17.3).
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I microrganismi sono ampiamente stati studiati come entita
isolate, utilizzando la coltura pura per analizzarne le proprieta
specifiche. Questo metodo ha permesso di comprendere mol-
te caratteristiche fondamentali dei singoli microrganismi, ma
offre una visione limitata della loro complessita.

In questa sezione del testo sposteremo la nostra attenzione
sull’analisi dei microrganismi nel loro ambiente naturale. Que-
sto approccio non considera solo il microrganismo in sé ma
anche le sue interazioni con I'ambiente abiotico e con altri mi-
crorganismi. Tali interazioni, come la competizione, la simbio-
si 0 la formazione di comunita complesse, sono essenziali per
capire il comportamento e il ruolo ecologico dei microrgani-
smi. Studiarli nel loro contesto naturale offre una comprensio-
ne pitt completa delle loro dinamiche e del loro impatto sugli
ecosistemi. I termini “microbiologia ambientale” ed “ecolo-
gia microbica” vengono spesso utilizzati come sinonimi. Essi
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presentano infatti connotazioni comuni, anche se sottendono
concetti con alcune lievi differenze. La microbiologia ambien-
tale studia i processi ambientali mediati dai microrganismi e,
conseguentemente, considera aspetti sia generali, legati al fun-
zionamento degli ecosistemi e ai cicli biogeochimici, sia di tipo
applicativo, quali quelli legati al trattamento delle acque reflue
o al biorisanamento di ambienti contaminati. L’ecologia mi-
crobica approfondisce le tematiche relative ai processi che de-
finiscono la struttura e le funzioni delle comunita microbiche
negli ambienti, naturali o artificiali, e in associazione con ma-
crorganismi. Essa studia quindi le reciproche interazioni tra i
microrganismi e il resto della componente biotica e 'ambien-
te, e come queste interazioni definiscono la composizione del-
le comunita e le funzioni ecosistemiche, ovvero 'insieme dei
processi e delle attivita svolti dagli organismi che contribui-
scono al mantenimento e alla regolazione del funzionamento
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dell’ecosistema. L’ecologia microbica cerca di sviluppare mo-
delli ecologici predittivi che descrivano la struttura e le fun-
zioni delle comunita microbiche, il loro adattamento alle con-
dizioni ambientali e la loro evoluzione nel tempo. In questo
capitolo verranno presentati alcuni principi generali di ecolo-
gia microbica e verranno descritte le caratteristiche di ecosiste-
mi e habitat microbici, integrando aspetti di ecologia microbi-
ca e microbiologia ambientale.

m Dalla popolazione all’ecosistema
microbico

Il concetto di “popolazione” & centrale nei campi dell’ecolo-
gia, della biologia evolutiva e della biologia della conserva-
zione, e in letteratura si possono trovare numerose definizio-
ni. In genere, queste si basano su descrizioni qualitative come
«un gruppo di organismi della stessa specie che occupa uno
spazio in un tempo definito». Per i microrganismi il termine
“popolazione” ¢ particolarmente complesso da definire a cau-
sa dell’assenza di un concetto di specie biologicamente signi-
ficativo per i procarioti. Per ovviare alla genericita della defi-
nizione di popolazione microbica quale rappresentante locale
di una specie e renderla operativa negli studi di ecologia mi-
crobica e microbiologia ambientale, si utilizzano unita tasso-
nomiche arbitrarie per misurare la composizione delle comu-
nita. Queste unita, approfondite nella » Scheda 19.1, si basano
principalmente sull’analisi delle sequenze di geni marcatori
della filogenesi, quali i geni codificanti per le subunita picco-
le del ribosoma (SSU, Small SubUnit) (» Capitolo 18), e degli
spaziatori trascritti interni (ITS, Internal Transcribed Spacer),
e sono quindi anche identificate come filotipi. In alcuni stu-
di il concetto di popolazione microbica si estende anche all’a-
spetto funzionale (per esempio popolazione di metanotrofi).

Organismi appartenenti alla medesima popolazione con-
dividono caratteristiche genetiche simili e interagiscono tra
loro in vari modi, tra cui la competizione per le risorse e la
cooperazione per la sopravvivenza. La dimensione di una po-
polazione microbica puo variare enormemente in base a fat-
tori ambientali come disponibilita di nutrienti, condizioni di
temperatura e pH, e presenza di sostanze tossiche o di altri
microrganismi.

Le dinamiche di una popolazione microbica possono esse-
re influenzate dai tassi di duplicazione, morte e trasferimento
spaziale, oltre che da mutazioni e scambi genetici.

Una comunita microbica ¢ un insieme complesso di diver-
se popolazioni microbiche che coesistono in uno stesso am-
biente. Queste comunita possono essere estremamente va-
riabili, da quelle semplici composte da poche popolazioni a
quelle molto complesse con migliaia di popolazioni diverse. La
composizione di una comunita microbica & influenzata non
solo dalle condizioni ambientali ma anche dalle interazioni tra
le popolazioni, che possono includere competizione, preda-
zione, simbiosi e mutualismo. Tra i parametri che descrivono
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le caratteristiche di una popolazione, distinguiamo tra I’ab-
bondanza assoluta di individui che la compongono, espres-
sa come numero di individui o un suo equivalente rispetto
al peso o al volume della matrice ambientale (per esempio
ufc/mL, g di biomassa/L, numero di copie di geni/g di suolo)
e ’abbondanza relativa di una popolazione microbica, defini-
ta come proporzione della popolazione rispetto al totale della
comunita. La struttura di una comunita microbica si definisce
in base alla presenza e all’abbondanza relativa delle popola-
zioni microbiche o delle unita tassonomiche considerate che la
compongono. Anche la struttura ¢ influenzata da una varieta
di fattori, tra cui risorse disponibili, condizioni ambientali e
interazioni tra taxa microbici. La comprensione della strut-
tura di una comunita microbica ¢ fondamentale per prevede-
re come le comunita rispondano ai cambiamenti ambienta-
li e per capire il loro ruolo nei cicli biogeochimici. Un aspetto
chiave che caratterizza una comunita microbica ¢ la diversita,
che si declina principalmente in diversita o e p.

La diversita o considera la diversita delle popolazioni
all’interno di una comunita microbica. Essa si articola in due
componenti principali: la ricchezza in popolazioni e I'unifor-
mita di distribuzione delle loro abbondanze. La ricchezza in
popolazioni microbiche si riferisce al numero totale di popo-
lazioni diverse presenti nella comunita. Una maggiore ricchez-
za di questo tipo indica una varieta pitt ampia di organismi e
puo essere un indicatore della salute di un ecosistema. Come si
vedra successivamente, in un habitat che contiene diversi mi-
croambienti, un’elevata ricchezza puo supportare un’alta resi-
lienza e stabilita dell’ecosistema. Tuttavia, la ricchezza da sola
non fornisce un quadro completo della diversita o, poiché non
tiene conto dell’abbondanza relativa delle diverse popolazioni.

Luniformita (evenness) descrive come le abbondanze del-
le diverse popolazioni sono distribuite all’interno della comu-
nita. Luniformita di una comunita ¢ elevata quando le diver-
se popolazioni sono presenti in proporzioni simili, nessuna
popolazione & dominante e ¢’¢ un bilanciamento tra quelle
presenti. Al contrario, una condizione di bassa uniformita si
verifica quando una o poche popolazioni sono molto pitt ab-
bondanti delle altre, indicando potenzialmente condizioni
ambientali che favoriscono queste rispetto ad altre. Per la mi-
sura e la stima della diversita o si veda la » Scheda 19.1.

La diversita f descrive il grado di differenza tra le struttu-
re di comunita microbiche in due o pitt ambienti diversi o ha-
bitat. Essa ¢ una misura della variazione nella composizione
tra comunita e puo essere analizzata in termini di presenza/
assenza delle unita tassonomiche considerate e delle loro ab-
bondanze relative o assolute. Questo concetto ¢ fondamentale
per comprendere come i microrganismi si distribuiscono nei
diversi ambienti e come rispondono ai cambiamenti ambien-
tali. La diversita f puo essere definita in funzione unicamen-
te della presenza/assenza delle unita tassonomiche considera-
te nelle comunita che si prendono in esame. Se due comunita
condividono molte unita tassonomiche, la loro diversita f3 &
bassa. Al contrario, se hanno poche o nessuna unita tassono-




A cura di
Gianni Deho Enrica Galli
Paolo Landini Marco Ventura

Quarta edizione

Inquadra
e scopri
i contenuti

universita.zanichelli.it/deho4e

A questo indirizzo sono disponibili

le risorse digitali di complemento al libro.

Per accedere alle risorse protette & necessario
registrarsi su my.zanichelli.it inserendo il codice
di attivazione personale contenuto nel libro.

Chi acquista il libro nuovo
puo accedere gratuitamente allEbook,
seguendo le istruzioni presenti nel sito.

L'accesso allEbook

e alle risorse digitali protette & personale,
non condivisibile e non cedibile,

né autonomamente

né con la cessione del libro cartaceo.

DEHO*BIOL MICROHGANISMI 4ED CEA LUMKQ
ISBN 978-88-08-6

789012345 (64R)

Biologia dei microrganismi illustra struttura, funzione ed
evoluzione dei microrganismi approfondendo i meccanismi
molecolari, genetici ed ecologici che ne governano la vita
nei diversi ambienti. E un testo in grado di connettere
aspetti teorici e applicativi, che spaziano dalla biologia
cellulare alla genomica, dalla microbiologia ambientale
alla patogenesi batterica. Utilizzando un linguaggio
scientifico rigoroso e con il supporto di esempi concreti,
affronta sia temi cruciali, come i cicli biogeochimici,

i sistemi di comunicazione batterica, i meccanismi
divirulenza e le strategie di adattamento, sia ambiti
innovativi, come le tecnologie omiche avanzate,

le reti regolative complesse quali il quorum sensing,

la formazione di biofilm, i meccanismi di comunicazione
intercellulare, lo studio del microbiota e le applicazioni
biotecnologiche nel biorisanamento ambientale.

Il tema degli antibiotici e della resistenza antibiotica &
trattato in modo diffuso e approfondito, collegando
aspetti molecolari a implicazioni cliniche; inoltre, trovano
ampio spazio anche altri temi di interesse per la salute
umana, come le interazioni ospite-patogeno

e i meccanismi di virulenza.

Le principali novita di questa edizione sono:
ampliamento della virologia, che occupa un’intera
sezione (Parte D - Eredita infettiva: i virus)
trattazione pit organica di genomica,
metabolomica, biologia dei sistemi
pil attenzione per la microbiologia ambientale, con un
capitolo interamente nuovo (Capitolo 19 - Microbiologia
ambientale ed ecologia microbica)
aggiornamento di sistematica e filogenesi
in seguito alle recenti scoperte e alle nuove
indicazioni internazionali

Numerose schede di approfondimento sono dedicate agli
antibiotici, alla sistematica e ad altri argomenti di rilievo.
Nel sito del libro sono inoltre disponibili altri
approfondimenti, test interattivi e il Laboratorio interattivo.
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