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RAPPORTI TRA MICRORGANISMI ED
ORGANISMI SUPERIORI:

Symbiosis 1s defined as two or more organisms living together

Connotation Relationship

Positive Mutualism: Both species benefit and
depend on each other for survival. +
—
Protocooperation: Both species Q Q
benefit but do not depend on each other
for survival.

+,
Commensalism: One species Q S Q
benefits while the other is unaffected.

Negative Predation: One species preys on @ o >
another species.
Parasitism: One species benefits
while the other is harmed. & i
Amensalism: One species Kills
another species. O » Q

Competition: One species out-

competes the other for resources. Q\‘ ‘/O
Fig 2.

Types of symbiotic relationships.

“La simbiosi, ovvero la condizione nella quale organismi di specie diversa
vivono in un'associazione di coesistenza e probabilmente all'origine
dell'evoluzione.”




RAPPORTI TRA MICRORGANISMI ED

ORGANISMI SUPERIORI:

La maggior parte dei microrganismi sono utili

¢nell'ambiente sono coinvolti in importanti cicli della materia,
trasformazioni geochimiche, biorisanamento ambientale e altri processi

biologici

¢produttori di sostanze utili (antibiotici, farmaci, proteine, ecc.) e quindi

sfruttatiyne‘l.}'industria (alimentare, farmaceutica, ..

microscopio

One example of mutualism is that between legume plants and
bacteria of the genus Rhizobium. Rhizobium are nitrogen
fixing bacteria. They are important in terms of ecology and
agriculture by providing plants with organic nitrogen (usable
nitrogen) from the atmospheric nitrogen the bacterium took
in. The bacteria induce the formation of and live in nodules on
the roots of the legumes

)

Cellule di Saccharomyces
cerevisiae osservate al Gli

Attinomiceti (Actinobacteria) sono
un raggruppamento di batteri Gram

positivi. Sono filamentosi e hanno una
crescita di tipo miceliare.

You can see one of his agar plates he
five different species of Streptomyce
of these bacteria normally live in t

and make antibiotics.



http://it.wikipedia.org/wiki/Bacteria
http://it.wikipedia.org/wiki/Colorazione_di_Gram

APATOGENI ED OPPORTUNISTI

Saprofiti: microrganismi non patogeni che hanno

come habitat abituale 'ambiente esterno (e i1l gruppo piu
cospicuo di microrganismi, che ricava nutrimento dalla
materia organica animale e vegetale 1n decomposizione)

Commensali: microrganismi non patogeni che hanno
come habitat abituale organismi superiori (piante e
animali)

Saprofiti e commensali, in
particolari condizioni possono
assumere 1l ruolo di patogeni:
s1 parla in questo caso di
opportunisti

Pseudomonas aeruginosa



MICROBIOTI E PATOGENI

S. mutans V. cholerae

N.meningitidis

E. coli

I microrganismi commensali/mutualisti (definiti anche o flora normale, microbiota
autoctono residente) sono un importante fattore di difesa dell’'ospite.

Tra 1 commensali, esistono anche specie potanzialmente in grado di causare malattie piti 0 meno
gravi (S. pneumoniae e N. meningitidis, agenti di sepsi e meningiti, o Streptococcus mutans,
agente della carie dentaria).

Ma 'uvomo entra frequentemente in contatto con pericolosi patogeni provenienti dal’ambiente
esterno come V. cholerae e M. tubercolosis)



LA POPOLAZIONE MICROBICA RESIDENTE/ FLORA NORMALE
IL MICROBIOMA UMANO

(SIMBIOSI MUTUALISTICA)

Il corpo umano e sterile alla nascita e va
incontro a colonizzazione al momento del
parto.

distretti sterili: vie sanguigne e
linfatiche, organi interni, sistema
nervoso

distretti colonizzati: tutte le parti
comunicanti con l'esterno: cute e mucose
(cavita orale, prime vie respiratorie,
apparato Intestinale, uro-genitale,
congiuntiva, canale uditivo esterno)

Vantaggi per 'ospite

Quantita di microrganismi presenti in ufc/ml, ufc/g, ufc/cm2

/ 1 O‘:1>3
q 05-6 Bl

19%7

¢ produzione di vitamine e fattori nutrizionali

ssstimolazione e maturazione del sistema 1immunitario

* competizione con patogeni

Vantaggi per il microbiota

/7

¢ Disponibilita di nutrienti

/7

10°

10‘3-7]
II numero totale di batteri (oltre 10M=
100.000 miliardi) che normalmente
colonizza alcuni distretti del corpo umano
(tratto intestinale) supera di un ordine di
grandezza 1l numero di cellule che lo
costituiscono (1013).

s Condizioni ambientali ottimali (temp., pH, 02, aw)



Microfiora normale
della congiuntiva
1. Stafilococchi
coagulasi-negativi
2. Haemophilus spp.

3. Staphylococcus aureus

4. Streptococchi (varie
specie)

Microfiora normale

dell'orecchio esterno

1. Stafilococchi
coagulasi-negativi

2. Difteroidi

3. Pseudomonas spp.

4. Enterobacteriaceae
(occasionalmente)

Microflora normale dello
stomaco

1. Streptococcus

2. Staphylococcus

3. Lactobacillus

4. Peptostreptococcus

Microflora normale della cute

1. Stafilococchi
coagulasi-negativi

2. Difteroidi (incluso
Propionibacterium acnes)

3. Staphylococcus aureus

4. Streptococchi (varie
specie)

5. Baciflus spp.

6. Malassezia furfur

7. Candida spp.

8. Mycobacterium spp.
(occasionalmente)

Microflora normale

dell'uretra

1. Stafilococchi
coagulasi-negativi

2. Difteroidi

3. Streptococchi (varie
specie)

4. Mycobacterium spp.

5. Bacteroides spp. e
Fusobacterium spp.

6. Peptostreptococcus spp.

LA POPOLAZIONE MICROBICA RESIDENTE/ FLORA NORMALE

MICROBIOMA UMANO:
oltre 10000 specie diverse

di batteri, virus e funghi, microrganismi con cui
conviviamo quotidianamente, che costituiscono circa il
tre per cento del peso totale del corpo umano.

Microfiora normale del naso
1. Stafilococchi
coagulasi- negativi
2. Streptococchi vindans
3. Staphylococcus aureus
4. Neisseria spp.
5. Haemophilus spp.
6. Streptococcus pneumoniae

Uno strumento al servizio della
prevenzione e di cure future.
"Contribuiscono al benessere e alla
salute generale"

1. Streptococchi viridans

2. Stafilococchi
coagulasi-negativi

3. Veillonella spp.

4. Fusobacterium spp.

5. Treponema spp.

6. Porphyromonas spp.
e Prevotella spp.

7. Neisseria spp. e
Branhamella catarrhalis

8. Streptococcus pneumoniae

9. Streptococchi beta-emolitici

(non gruppo A)

Microflora normale della bocca e dell'orofaringe

10. Candida spp.

11. Haemophilus spp.

12. Difteroidi

13. Actinomyces spp.

14. Eikenella corrodens
15. Staphylococcus aureus

Microflora normale
dell'intestino tenue
1. Lactobacillus spp.
2. Bacteroides spp.

3. Clostridium spp.

4. Mycobacterium spp.
5. Enterococchi

6. Enterobacteriaceae

Microfiora normale
della vagina
1. Lactobacillus spp.

2. Peptostreptococcus spp.

3. Difteroidi

4. Streptococchi (vari)
5. Clostridium spp.

6. Bacteroides spp.

7. Candida spp.

8. Gardnerella vaginalis

Figura 29.8 Microflora normale dell’

nelle varie parti del corpo.

1. Bacteroides spp.
Fusobacterium spp.
Clostridium spp.
Peptostreptococcus spp.
Escherichia coli
Klebsiella spp.
Proteus spp.
Lactobacillus spp.
Enterococchi
Streptococchi (varie
specie)

ODOND LS WN
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Microflora normale dell'intestino crasso

11. Pseudomonas spp.

12. Acinetobacter spp.

13. Stafilococchi
coagulasi-negativi

14. Staphylococcus aureus

15. Mycobacterium spp.

16. Actinomyces spp.

uomo. Microrganismi che costituiscono la microflora normale




I MICROBIOTI RESIDENTI DEL TRATTO (GASTRO
INTESTINALK

FIGURE 6-3 (B) Higher magnification of the area indicated by the arrow in Fig. A, showing a
mass of bacteria (B) immediately adjacent to colonized intestinal tissue (T), (X2,624.) (Figure from
> Davis CP: Preservation of bacteria and their microenvironmental association in the rat by freezing.
Appl Environ Microbiol 31:310,1976, with permission.)

FIGURE 6-3 (A) Scanning electron micrograph of a cross-section of rat colonic mucosa. T
bar indicates the thick layer of bacteria between the mucosal surface and the lumen (L) (X 262

The gastrointestinal tract is a complex ecosystem that associates a resident
microbiota and cells of various phenotypes lining the epithelial wall expressing
complex metabolic activities. The resident microbiota in the digestive tract is a

heterogeneous microbial ecosystem containing up to 1 x 1004) colony-forming units
(CFUs) of bacteria.




I MICROBIOTI RESIDENTI DEL TRATTO
(FASTRO INTESTINALE

La composizione di tale microbiota € ancora largamente sconosciuta, in quanto
difficilmente studiabile nel dettaglio, ma si ritiene costituita da numerosi gruppi
batterici che possono avere diversi effetti sulla salute dell'uomo.

E’ possibile suddividere 1 microbioti del tratto GI in tre gruppi in relazione
al loro comportamento nei riguardi dell’ospite umano :

-potenzialmente dannosi : Proteus, Staphylococcus, Clostridi,
Veillonella, Prevotella, Candida

-indifferenti o benefici: Bacteroides, batteri enterici, Enterococcus.

-benefici : Lactobacillus, Eubacterium, Bifidobacterium

: .. itivi, A bi facoltativi
Gram positivi, Anaerobi obbligati Gram positivi, Anaerobi facoltativi

%

Bifidobttefi Lattobacilli




I MICROBIOTI RESIDENTI DEL TRATTO

(FASTRO INTESTINALE: COSA FANNO?

W

Antagonistic activities of lactobacilli and bifidobacteria against microbial pathogens
Servin A.L. FEMS Microb. Review , 2004, 28, 405-440



I MICROBIOTI RESIDENTI DEL TRATTO
(FASTRO INTESTINALE: COSA FANNO?
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) -friendly bacteria (Problotics)

1. Form protective barrier (pathogen defense)

2. By-products inhibit pathogen growth
3. By-products stimulate immune system
4. Aid in digesting micro-nutrients

6. Synthesize key vitamins and nutrients
6. Reduce cholesterol

7. Maintain overall intestinal health

-
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I
| Mucosal Cells \
Stressed or Damaged Flora

@@ - unfriendly bacteria (iInvasive Pathogens)

1. Lay in wait for opportunity to invade

2. By-products and waste often toxic

3. Can invade mucosal and epithelial cells

4. Can cause massive cell damage

5. Can infect other areas and organs

6. Lower immune system

7. Generally detrimental to overall intestinal health
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FIGURE 1: Cell envelope of lactobacilli with a schematic represen-
tation of cell-wall and membrane-associated proteins (the figure
was adapted from (35, 153]). The bilipidic cell membrane (CM)
with embedded proteins is covered by a multilayered peptidoglycan
(PG) shell decorated with lipoteichoic acids (LTA), wall teichoic
acids (WTA), pili, proteins, and lipoproteins. Exopolysaccharides

considered beneficial. Strain variations may be related to diversity of the cell surface architecture of lactobacilli and the bacteria’s
ability to express certain surface components or secrete specific compounds in response to the host environment. Lactobacilli are

JIOW O OJILy U U U DO O O U O dI1Id IOW P U CSC dddp O Yy Clp

survival in the face of harsh environmental conditions encountered in the GIT. In recent years, multiple cell surface-associated  (EPS) form a thick covering closely associated with PG and are
molecules have been implicated in the adherence of lactobacilli to the GIT lining, immunomodulation, and protective effects on  surrounded by an outer envelope of S-layer proteins. The proteins
intestinal epithelial barrier function. Identification of the relevant bacterial ligands and their host receptors is imperative for a better ~ are attached to the cell wall either covalently (LPXTG proteins)

understanding of the mechanisms through which lactobacilli exert their beneficial effects on human health. or noncovalently (exhibiting LysM, SH3, or WXL domains), lipid
anchored to the CM (lipoproteins) or attached to the CM via N- or

C-terminal transmembrane helix. M: N-acetyl-muramic acid; G: N-
acetyl-glucosamine.




I MICROBIOTI RESIDENTI DEL TRATTO

(GASTRO INTESTINALE: COSA FANNO?
FUNZIONI NUTRITIVE-METABOLICHE

Sintesi e produzione Metabolismo
1- vitamine del gruppo B (acido folico) 1- acidi biliari
2- vitamina K 2- farmaci

3- acidi grassi a catena corta 3-alimenti
(BUTIRRATO, PROPIONATO

ACETATO)

4-fattori di crescita essenziali

MICROBIOTI E SISTEMA IMMUNE

1- importante ruolo nello SVILUPPO e OMEOSTASI del
sistema immunitario

2- stimolano la produzione di s-IgA (risposta anticorpale
Intest.)



The role of gut microbiota
in immune homeostasis and autoimmunity

Hsin-Jung Wu'** and Eric Wu'
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Keywords: autoimmune, mucosal immunity, microbiota, germ free, animal model, antibiotics, cytokine, commensal

Abbreviations: GI, gastrointestinal; GF, germ-free; APC, antigen presenting cell; DC, dendritic cell; IL, interleukin;
TLR, Toll-like receptor; SPF, specific pathogen-free; NOD1, nucleotide oligomerization domain 1; NK, natural killer;
IFNY, interferon-gamma; RORYt, retinoic acid receptor-related orphan receptor gamma t; LP, lamina propria;
IEC, intestinal epithelial cell; Th, T helper; Treg, regulatory T cell; PSA, polysaccharide A; SFB, segmented filamentous bacteria;
vd, gamma delta; Ig, immunoglobulin; IBD, inflammatory bowel disease; TRUC, T-bet " Rag ™'~ ulcerative colitis;

NLRP, nucleotide-binding oligomerization domain-like receptor proteins; PPARY, peroxisome proliferator activated receptor-gamma;
SCEFA, short-chain fatty acid; DSS, dextran sulphate sodium; RA, rheumatoid arthritis; CFA, complete Freund’s adjuvant;
T1D, type-1 diabetes; EAE, experimental autoimmune encephalomyelitis; MS, multiple sclerosis; CNS, central nervous system;
APECED, autoimmune polyendocrinopathy-candidiasis-ectodermal dystrophy; AID, activation-induced cytidine deaminase;
C-section, caesarean section

Keeping a delicate balance in the immune system by eliminat-
ing invading pathogens, while still maintaining self-tolerance
to avoid autoimmunity, is critical for the body’s health. The gut
microbiota that resides in the gastrointestinal tract provides
essential health benefits to its host, particularly by regulating

obvious that alteratlons of these gut microbial communities

can cause immune dysregulation, leading to autoimmune
disorders. Here we review the advances in our understanding

immune homeostasis, which in turn can affect the develop-
ment of not only intestinal but also systemic autoimmune
diseases. Exploring the interaction of gut microbes and the
host immune system will not only allow us to understand the
pathogenesis of autoimmune diseases but will also provide us
new foundations for the design of novel immuno- or microbe-
based therapies.

tolerance to healthy self-tissue. However, in the case of patients
with autoimmune disorders, the mechanism to maintain self-
tolerance fails and the result is that the immune system mistakenly
attacks and destroys healthy self-tissue.®”

Given the intimate interplay between gut microbiota and the
host immune system, it is not surprising that some members of
the gut microbiota have been linked to autoimmune diseases.
However, only recently has the study of the gut microbiota and
autoimmunity become a more navigable field, owing to the
ground-breaking advances in “next-generation” sequencing tech-
nology, which have now provided culture-independent microbial
analysis that greatly facilitates the characterization of these com-
plex commensal communities.*"" Additionally, extensive progress
has been made as investigators have begun to reveal the cellular
and molecular interactions between commensals and the mucosal
immune system, particularly with the help of animal autoimmune
models. This review will discuss the rapidly advancing field of

host-microbiota interaction, with particular focus on the role of
PE o B G : E " 4




[ IMPORTANZA DEL MICROBIOTA
INTESTINALE AUTOCTONO

..... una massa biologica che sta assumendo sempre piu importanza
scientifica per le sue capacita interattive con il sistema immunitario
innato e la possibilita di “istruirlo” in senso tollerogenico o
reattogenico.

Le migliorate condizioni igieniche e la riduzione della precoce esposizione ai
microbi sono state associate difatti ad un aumentato rischio di malattie
allergiche. L’'ipotesi igienica che ne e scaturita, ha portato alla considerazione
che la composizione globale della flora batterica, che colonizza sin dalla
nascita l’intestino, sia cruciale per la maturazione, in senso salutare,
del sistema immunitario, rappresentando la piu abbondante e precoce
fonte di stimolazione. Gli studi su come questo tipo di stimolo avvenga e quale
siano le cellule e le molecole interessate sono ancora poco conosciuti ma
progrediscono ogni giorno apportando nuove conoscenze sul meccanismi
molecolari della interazione tra sistema immune innato e ambiente. La
comprensione di tali meccanismi che sono poi alla base dello sviluppo di
patologie quali Pallergia, autoimmunita o le IBD (malattie
infiammatorie intestinali), é complicato dalla complessita dell’ambiente
da studiare. La risposta anticorpale intestinale basata sulla secrezione
di IgA, ha un ruolo chiave nello stabilire e mantenere un rapporto non
infiammatorio tra ’ospite e il microbiota.

Peterson, D. A. et al. ”IgA response to symbiotic bacteria as a mediator of gut homeostasis.” Cell Host Microbe 2, 328-339 (2007)



The role of gut microbiota
in immune homeostasis and autoimmunity
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Figure 1. Commensal bacteria induce CD4'T cell differentiation. Naive
CD4'T cells can differentiate into four major cell types: Th1, Th2, Tregs
and Th17. The differentiation of each lineage requires the induction

of a transcription factor that is unique to each lineage. Once
differentiated, each lineage secretes a special (set of) cytokine, as shown
in the figure. Th1 cells play an important role in eliminating intracellular
pathogens while Th2 function to control parasitic infection. The primary
role of Th17 is to control infection and Tregs is to regulate immune
response. The type of bacteria species that has been shown to induce
a particular T cell differentiation pathway is indicated in the figure.




Segmented Filamentous Bacteria (SFB)

Segmented Filamentous Bacteria or SFB, is a host-specific, commensal
bacterium provisionally named Candidatus savagella. Sequence alignment of the
16S rRNA suggests that SFB is most closely related to members of the

Clostridium genus (Snel et al., 1995); however, they share only 86% sequence \
identity, indicating they are only distantly related. To date, efforts to culture SFB in
vitro have been unsuccessful, which has hindered studies aimed at understanding {/ »
the biology of this organism and its pathogenesis. p ‘

SFB inhabits the intestinal epithelium of wide range of host species, including
mice, rats, pigs, chickens, humans, cats, fish, and insects (Klaasen et al., 1993b;
Snel et al., 1995). The bacteria form long filaments in the small intestinal lamina
propria of the rodent gut (Fig.1) that often span the length of several villi.
Organisms attach to the epithelium via a holdfast (Fig. 2) and produces filaments Figure 1. Arrows indicate SFB organisms
comprised of spores which are released into the feces (Fig. 3). on the epithelium of a mouse ileum.

Impact of colonization depends on the mouse model and can be profound. SFB colonization induces multi-faced immune
stimulation altering innate and adaptive immune responses. SFB colonization has been documented to:

e promote IL-17 dependent immune and autoimmune responses
(Ilvanov et al., 2009),

e activate IgA-secreting cells (Klaasen et al., 1993a)

e confer protection against pathogenic intestinal infections (Ilvanov et
al., 2010),

e impair development of diabetes in female NOD mice (Kriegel et al.,
2011),

e promote autoimmune arthritis in a predisposed mouse strain [K/BxN]
(Wu et al., 2010),

e trigger autoimmune arthritis in a predisposed mouse strain [K/BxN]
(Wu et al., 2010), and

e exacerbate Experimental Autoimmune Encephalomyelitis (EAE) in
mice treated with Myelin Oligodendrocyte Glycoprotein peptide (Lee
etal.,, 2011).

Figure 2. SFB attached to enterocytes
with a “holdfast” indicated by the arrows.

Althouah aenerallv considered to be 1




.....ALTRE DIFESE ANTIMICROBICHE

Insieme alla flora residente/microbiota, altri sistemi di
difesa per contrastare 'aggressione degli agenti patogeni
sono:

-+ Sistemi di barriere anatomiche e chimiche
(prima linea di difesa): cute, muco, secrezioni (ricche in
lisozima e s-IgA), etc..

e Immunita innata ed infiammazione (seconda
linea di difesa): macrofagi, cellule dentritiche, NK, mast-
cellule,polimorfonucleati, etc...

-+ Immunita adattativa o acquisita (terza linea di
difesa): linfocit1 T e B

Difese antibatteriche.

Tipo Meccanismo d’azione Sede
Flora normale Antagonismo microbico Superfici esterne
Rimozione dei batteri Superfici esterne

Difese dell’ospite ) . . B )
Rallentamento della crescita, uccisione Superfici esterne e tessuti interni




INTERAZIONE OSPITE-PARASSITA DAL
PUNTO DI VISTA ECOLOGICO

o NICCHIA ECOLOGICA: spazio di un habitat dove vive una
specie/popolazione microbica

Tropismo (nicchia altamente specifica): H.p.

o SERBATOIO: E' costituito dall'organismo, animale o vegetale, o
dall'ambiente nel quale il microrganismo abitualmente vive e si
moltiplica. VAL

L

.. i LR BY

(suolo: serbatoio di spore batteriche) &ng: g Baci .
E 4 acillus anthracis is a type of

I\ 2w aerobic spore-forming bacteria
7&;«%\ :K- hom that causes anthrax disease.

[N

microrganismo.

(restricted, large. N.m; E.coli)
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INTERAZIONE OSPITE-PARASSITA DAL
PUNTO DI VISTA ECOLOGICO

Un fattore significativo nelle interazioni ecologiche tra batteri ed
uomo e dato dalla
diversa sensibilita alle malattie infettive
di individui diversi.

“Anche le pesti piu devastanti hanno raramente ucciso tutti 1
membri di una comunita, e la sopravvivenza della specie puo
dipendere dalla “lotteria darwiniana” che, attraverso una serie di
meccanismi diversi, rende alcuni individui piu resistenti ad alcuni
microrganismi, ed altri verso microrganismi differenti.”

[ e

L’inusuale alta frequenza del gene B° in regioni
attualmente o in passato endemiche per la malaria é stata
spiegata con la “malaria hypothesis” secondo la quale la
— presenza di HbS allo stato eterozigote svolge un ruolo
protettivo nei confronti dell'infezione malarica .




INTERAZIONE OSPITE-PARASSITA DAL
PUNTO DI VISTA ECOLOGICO

Non sempre dall'incontro fra ospite e parassita si genera una malattia

] Eliminazione immediata del
NO immunita microrganismo da parte di meccanismi
aspecifici

[] Infezione latente o inapparente

SI immunita - Y Mala’.ctl.a o _
[ Guarigione con restitutio ad integrum
[0 Guarigione con esitl

_ [0 Morte




INFEZIONI LATENTI

INFEZIONI LATENTT:

microrganismo permane nel corpo dell'individuo senza che insorga una patologia
evidente, ma puo determinare una malattia mesi o anni piu tardi. In alcuni casi e
possibile individuare la causa che scatena il riemergere del microrganismo: ad
esempio, 1 farmaci immunosoppressori o citotossici possono riattivare la
tubercolosi in un individuo 1 cul processi immunologici abbiano mantenuto il
batterio allo stato latente. Spesso, tuttavia non esiste una chiara spiegazione della
riattivazione.

Tubercolosi latente: Bacilli dormienti nei granulomi

‘;_ ,,D > W 2-' - '.-:;(rig -,: ; ¥

. -+ .
 ASM MM&NW éhd‘roﬁg

Mycobacterium tuberculosis are seen as acid-fast bacilli when stained with the Zeihl-
Neelsen acid-fast stain and viewed at 1,000X magnification.



STATO DI PORTATORE: CARRIER

Portatore sano di un microrganismo patogeno €, invece, un ospite che,
pur albergando il microrganismo ed in grado di diffonderlo, risulta
immune alla malattia; questo stato talvolta s’instaura senza che si sia
verificata la malattia in precedenza.

Lo stato di portatore € spesso instabile e termina dopo alcune settimane;
tuttavia, dopo alcune malattie, come la febbre tifoide e la gonorrea, gli
individul possono rimanere portatori indefinitivamente, fornendo cosi un
continuo serbatoio per il microrganismo infettante.

Colonial growth pattern displayed by Salmonella typhi cultured on a
Hektoen Enteric (HE) agar. S. typhi colonies grown on HE agar are
blue-green in color indicating that the bacterium does not ferment
lactose However it does produce hydrogen sulfide, (H,S), as indicated

by black deposits in the centers of the colonies.




PATOGENICITA E VIRULENZA NELL’ERA

POST GENOMICA
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Bacterial pathogenomics

Mark J. Pallen' & Brendan W. Wren?

Genomes from all of the crucial bacterial pathogens of humans, plants and animals have now been sequenced,
as have genomes from many of the important commensal, symbiotic and environmental microorganisms.
Analysis of these sequences has revealed the forces that shape pathogen evolution and has brought to light
unexpected aspects of pathogen biology. The finding that horizontal gene transfer and genome decay have
key roles in the evolution of bacterial pathogens was particularly surprising. It has also become evident that
even the definitions for ‘pathogen’ and "virulence factor’ need to be re-evaluated.

. Gene duplication Horizontal gene transfer
Marked ‘?OW”S'Z'”E mn by phages, plasmids and
isolated intracellular niches pathogenicity islands

Tra le forze che hanno plasmato \
I'evoluzione dei batteri patogeni

Accumulation of Rapid emergence of

particolare importanza rivestono: pseudogenes and Bacterial genetically uniform
o lacquisizione di geni (gene gain), !}fsrrts'ﬁinftet'?:zxs — S:Iizcéfsgii;i?a|
o la perdita di geni (gene loss) e poplations
o 1cambiamenti nella sequenza Recombination and Single-nucleotide
genica (gene Change)° rearangement Patho-adaptation polymerpisms

Figure 1| Bacterial genome dynamics. There are three main forces that
shape bacterial genomes: gene gain, gene loss and gene change. All three of
these can take place in a single bacterium. Some of the changes that result
from the interplay of these forces are shown.
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Table 1| Examples of mobile genetic elements that encode virulence factors and are present in human pathogens

Type of mobile element

Pathogen

Virulence factor

Plasmid Bacillus anthracis Anthrax toxin
Clostridium tetani Tetanus toxin
Enterotoxigenic Escherichia coli Heat-stabile toxin, heat-labile toxin and fimbriae
Mycobacterium ulcerans Polyketide toxin
Salmonella enterica serovar Typhimurium SpvR, SpvA, SpvB, SpvC and SpvD proteins*
Shigella spp. Type lll secretion system
Staphylococcus aureus Exfoliatin B
Pathogenic Yersinia spp. Type Il secretion system
Prophage Corynebacterium diphtheriae Diphtheria toxin

Enterohaemorrhagic E. coli

Shiga toxin and type ||l secretion effectors

S. aureus

Staphylococcal enterotoxin A, exfoliatin A and Panton-Valentine leukocidin

Streptococcus pyogenes

Streptococcal pyrogenic exotoxins, DNases and streptococcal phospholipase A, (Sla)

Vibrio cholerge

Cholera toxin

Pathogenicity island

Clostridium difficile

Clostridial enterotoxin and clostridial cytotoxin

Enteropathogenic and enterohaemorrhagic E. coli

Type lll secretion system

Uropathogenic E. coli

Fimbriae, iron-uptake systems, the capsular polysaccharide and a-haemolysin

Helicobacter pylori Cag antigen
S. enterica Type lll secretion systems
S. aureus Toxic-shock toxin, staphylococcal enterotoxin B, enterotoxin C, enterotoxin K and

enterotoxin L

*Involved in intracellular survival.

HGT
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bstract

Horizontal gene transfer (HGT) has been suggested to be the dominant hereditary process at the earliest stages of evolution. I examine thi
iggestion within the context of the problem of genetic parasites and suggest that extreme rates of transfer may in fact negatively impac
rolutionary transitions. In regard to the proposal that HGT is Lamarckian, the apparent conflict between HGT and Darwinian evolution is easil'
roided by considering HGT at the appropriate level of selection.

12009 Elsevier Masson SAS. All rights reserved.
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Interactions with bacteriophages, predatory
bacteria, amoebae, insects, fungi, annelids,

La genomica ha determinato una

rivoluzione copernicana nel modo

di osservare le interazioni ospite-
patogeno, il passaggio da una  ommemsal
prospettiva antropocentrica verso T
una prospettiva piu ampia che

pone le interazioni tra batterl
eucariofilici ed eucarioti In un
contesto ecologico ed evolutivo piu

ampio (prospettiva eco-evo).

Figure 2 | The eco-evo view of bacterial pathogenomics. a, Pathogenic
bacteria and commensal bacteria often share their habitats with
bacteriophages, other bacteria, amoebae, insects, nematodes, annelids
(such as leeches), fungi, plants and mammals (such as humans). This
mixed ecology is a considerable driving force in the evolution of these
microorganisms. In this context, it is not surprising that genes encoding
‘virulence factors’ are found in both human pathogens and non-pathogen

@ nematodes and plants

WS
Interactions with humans
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Commensal

Pathogenic

Commensal

— H HE—

Free-living

Insertion
;}sequence X ;
Switches in lifestyle within Degenerate genes
bacterial lineages and systems

b, In addition, consideration of the evolutionary history of a pathogen
might be needed to explain some of the features of its genome. Within
bacterial genomes, it is common to find remnants of genes or gene
clusters that presumably provided an adaptive advantage in the past but
are now non-functional (indicated in blue). Also, it should be considered
that a microorganism that is pathogenic now might at one time have
been a commensal microorganism, and vice versa (indicated by the
phylogenetic tree).

La genomica, quindi, ha contribuito ad offuscare la distinzione tra agenti
palogeni e non patogent e tra fattori di virulenza e fattori di
colonizzazione.




LA VERSIONE MOLECOLARE DEI POSTULATI

DI KOCH

POSTULATI DI KOCH:
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M.T. Madigan, J.M. Martinko

4. Lorganismo deve poter
essere nuovamente isolato
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I'identita con I'originale.

Brock, Biologia dei Microrganismi
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precedenza)

o Alla luce delle conoscenze piu attuali i famosi postulati di Koch, utilizzati per determinare il
legame che esiste tra una malattia ed il microrganismo sospettato di esserne I'agente eziologico,
rappresentano una visione semplicistica dell'interazione ospite-parassita.

Copyright © 2007 Casa Editrice Ambrosiana




LLA VERSIONE MOLECOLARE DEI POSTULATI
DI KOCH

Una versione molecolare dei postulati di Koch e stata messa a punto da Stanley
Falkow nel tentativo di dare una definizione piu attuale e completa del termine
“fattore di virulenza”. Questa nuova versione consta di tre criteri.

In primo luogo, il potenziale “fattore di virulenza” dovrebbe essere presente in
tutti 1 ceppi patogeni di una data specie ed assente nei ceppi non patogeni.

In secondo luogo, la specifica inattivazione del gene(i) in questione dovrebbe
attenuare la virulenza in un adeguato modello animale.

Terzo, la successiva reintroduzione del gene funzionale dovrebbe ripristinare la
virulenza nel modello animale.

Nat Rev Microbiol. 2008 Jun;6(6):419-30. Epub 2008 May 13.

Microbiology in the post-genomic era.

Medini D, Serruto D, Parkhill J, Relman DA, Donati C, Moxon R, Falkow S, Rappuoli R.
Novartis Vaccines and Diagnostics, 53100 Siena, Italy.

Abstract

Genomics has revolutionized every aspect of microbiology. Now, 13 years after the first
bacterial genome was sequenced, it is important to pause and consider what has changed
in microbiology research as a consequence of genomics. In this article, we review the
evolving field of bacterial typing and the genomic technologies that enable comparative
analysis of multiple genomes and the metagenomes of complex microbial environments,
and address the implications of the genomic era for the future of microbiology.
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PROCESSO INFETTIVO/MALATTIA

E' "LA RISULTANTE" TRA L'AZIONE PATOGENA
DEL MICRORGANISMO E LA RISPOSTA
DIFENSIVA DELL'OSPITE
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BARRIERE DELL’OSPITE ALL'INFEZIONE

Il lisozima presente
nelle lacrime e in altre
secrezioni dissolve

le pareti cellulari

La flora normale
compete con
i patogeni

Rimozione di particelle,
microrganismi compresi,
grazie al rapido
passaggio dell’aria sulle
ciglia nel nasofaringe

La pelle e una barriera
fisica, produce acidi
grassi antimicrobici

e la sua flora normale
inibisce la colonizzazione
da parte dei patogeni

Il muco e le ciglia

che rivestono la trachea
allontanano e sospingono
i microrganismi fuori

dal corpo

Una repentina
modificazione del pH
inibisce la crescita
microbica

Le proteine del sangue
inibiscono la crescita
microbica

Lo svuotamento
del tratto urinario inibisce
la crescita microbica

Il muco e i fagociti
nei polmoni prevengono
la colonizzazione

L’acidita dello stomaco
(pH 2) inibisce la crescita
microbica

La flora normale
compete con i patogeni




PATOGENICITA’ E VIRULENZA

L’esito dell'interazione ospite-parassita dipende

ssdalla sua patogenicita, ovvero dalla capacita del
microrganismo di infliggere un danno all’ospite e dare malattia,
s dalla resistenza o suscettibilita dell’ospite al parassita stesso

La misura quantitativa della patogenicita e indicata con il
termine “virulenza”, espressa come il numero di cellule che
suscitano una risposta patologica nell’ospite in un dato periodo di

tempo.

Né la virulenza del patogeno, né la relativa resistenza
dell’ospite sono fattori costanti:
l’interazione ospite-parassita é una relazione
dinamica tra i due organismi,
poiché ognuno modifica l'attivita e le funzioni dell’altro
tanto che
la virulenza del patogeno e la resistenza dell’ospite
variano continuamente.




VIRULENZA

La virulenza racchiude due caratteristiche del microrganismo patogeno:
I'infettivita, cioe la capacita di colonizzare ed invadere 'ospite,
I'entita della malattia;

essa puo variare sia tra le varie specie microbiche, che tra ceppi
differenti di una stessa specie.

Con 1l termine tossicita si intende la capacita di un microrganismo di
svolgere 1l suo ruolo patogenetico attraverso la produzione di tossine
che 1nibiscono le funzioni della cellula o la uccidono: le tossine secrete
dal batterio della difterite o da E. coli enteropatogeno sono importanti
fattori di virulenza, ma non sono necessari per lo sviluppo di questi
microrganismi o per la colonizzazione dei loro ospiti.

L’invasivita e la capacita di un microrganismo di proliferare nei tessuti
fino a raggiungere numeri cosi elevati da inibire le funzioni dell'ospite:
un microrganismo, anche se non produce tossine, puo essere in grado
di determinare una malattia proprio grazie alle sue proprieta invasive.

Neisseria

La maggior parte dei microrganismi utilizza per la
patogenicita una combinazione dei meccanismi di tossicita
ed invasivita




ID.,, INFECTIOUS DOSE

La virulenza di un microrganismo, come la tossicita di una tossina, € generalmente espressa come la
dose capace di infettare o di uccidere il 50% degli animali inoculati, ed 1 rispettivi indicatori
assumono la denominazione di dose infettiva,, (ID;,, Infectious Dose), o dose letale;, (LDj,,
Lethal Dose).

Microrganismo

virulento
(Streptococcus (Salmonella
pneumoniae) typhimurium)

100

80
60—
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T T T o8 .
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Numero di cellule inoculate per topo

Percentuale di topi uccisi

|

07

La virulenza puo essere studiata con I'infezione sperimentale di topi con ceppi patogeni.

La figura mostra che anche poche cellule di Streptococcus pneumoniae sono sufficienti a provocare
un’infezione letale ed uccidere tutti i membri della popolazione saggiata. Al contrario, la LD, di
Salmonella typhimurium, un altro microrganismo patogeno anche se meno virulento, € molto piu
elevata di quella di S. pneumoniae ed il numero di batteri richiesti per uccidere il 100% della
popolazione e 100 volte maggiore della LDy,




FASI DEL PROCESSO PATOGENETICO

ESPOSIZIONE
ad agenti patogeni

INVASIONE
dell’epitelio

DANNO Al TESSUTI
MALATTIA

La patogenesi, ovvero [a capacita di un microrganismo di indurre malattia, ha inizio con 'adesione
del microrganismo stesso alle cellule dell’ospite, seguita dalla colonizzazione delle superfici, che puo
portare ad un danno cellulare localizzato, dalla invasione dei tessuti e dalla proliferazione, con
conseguente distruzione della struttura tissutale dell’organismo ospite, dalla produzione di
esotossine, che possono agire localmente o in punti distanti, ed infine dalla induzione di reazioni
inflammatorie, allergiche e fibrotiche dell’'ospite, che possono causare alterazioni temporanee o
permanenti dei tessuti.




SITI DI INGRESSO DEI BATTERI

VIA ESEMPI

Ingestione Salmonella species, Shigella species,
Yersinia enterocolitica, Escherichia coli
enterotossico, Vibrio species,
Campylobacter species, Clostridium
botulinum, Bacillus cereus, Listeria
species, Brucella species

Inalazione Mycobacterium species, Nocardia
species, Mycoplasma pneumoniae,
Legionella species, Bordefella,
Chlamydia psittaci, Chlamydia

pneumoniae
Penetrazione
direfta
Trauma Clostridium tetani
Aghi da iniezione Staphylococcus aureus, Pseudomonas
species
Punture Rickettsia species, Ehrlichia species,
d'artropode Coxiella species, Francise?l%e:pecies,

Borrelia species, Yersinia pestis
Trasmissione Neisseria gonorrhoeae, Chlamydia
sessuale trachomatis, Treponema pallidum
Transplacentare  Treponema pallidum



FASI DEL PROCESSO PATOGENETICO

o 1)Adesione e colonizzazione delle superfici

Ancoraggio e adesione

A
Cellule epiteliali

Invasione e transcitosi

Interazione di batteri patogeni con le mucose

adhesins in the
bacterial cell wall

host cell membrane




FASI DEL PROCESSO PATOGENETICO

Tabella 6.2 Principali fattori di adesione dei microrganismi patogeni.

Fattore di adesione Esempi di attivita

Glicocalice/ capsula/ strato mucoso Escherichia coli patogeni: il glicocalice promuove |'adesione all’orletto striato
dei villi intestinali

Streptococcus mutans: il glicocalice di destrano promuove il legame alla superficie
dei denti

Proteine di adesione: M e in Opa Streptococcus pyogenes: la proteina M si lega a recettori presenti sulla mucosa
respiratoria

Neisseria meningitidis e Neisseria gonorrhoeae: le proteine Opa si legano
a recettori presenti rispettivamente sulle cellule dell’epitelio orofaringeo
e genitourinario

Acido lipoteicoico Streptococcus pyogenes: facilita il legame al recettore della mucosa respiratoria,
insieme alla proteina M

Fimbrie/ pili Neisseria gonorrhoeae: i pili di tipo IV facilitano il legame all’epitelio urogenitale

Salmonella spp.: le fimbrie di tipo | facilitano il legame all’epitelio dell’intestino
tenue

Escherichia coli patogeni: i fattori antigenici di colonizzazione (CFA), costituenti
delle fimbrie, facilitano il legame all’epitelio dell’intestino tenue




FASI DEL PROCESSO PATOGENETICO

o 1)Adesione e colonizzazione delle superfici

li lementi, G. Pozzi, G.M.Rossolini  Principi di Microbiologia Medica Copyright 2008 C.E.A. Casa Editrice Ambrosiana

Colonie di Bacillus anthracis
circondate da uno strato

mucillaginoso .
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o 2) Formazione di biofilm batterici

Biofilm: definito come una comunita di germi inclusi in un substrato di polimeri organici
(EPS: sostanza esopolimerica) che aderisce ad una superficie naturale o artificiale

La formazione di un biofilm e un
processo dinamico e complesso
che s1 articola in diverse fasi:

1) adesione alla superficie

2) colonizzazione

3) produzione di esopolimeri

4) maturazione del biofilm

5) rilascio de1 batteri dal biofilm
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03) Invasione

Helps bacterial dissemination

Ialuronidasi: 1drolizza gl acidi 1aluronici, 1
mucopolisaccaridi acidi presenti nella matrice del tessuto

connettivo ( S. aureus)
Collagenasi: degrada la trama di collagene (Clostridi)

Pneumolisina: di S. pneumoniae che distrugge le cellule

epiteliali ciliate del polmone

Mucinasi: di H. pylori che degrada la mucosa gastrica
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o 3) Invasione, crescita e moltiplicazione del parassita nell’ospite

a N. meningitidis

Nasopharyngeal —| ECM Blood
epithelium \

Phagocyte

Tissue and
meningeal

infiltration

—
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=
Cilia —::3
- ;.:% Vascular
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) skin rash

a | Neisseria meningitidis may be acquired through the inhalation of respiratory droplets. The organism
establishes intimate contact with non-ciliated mucosal epithelial cells of the upper respiratory tract, where it
may enter the cells briefly before migrating back to the apical surfaces of the cells for transmission to a new host.
Asymptomatic carriage is common in healthy adults in which bacteria that enter the body by crossing the
epithelial barrier are eliminated. Besides transcytosis, N. meningitidis can cross the epithelium either directly
following damage to the monolayer integrity or through phagocytes in a "Trojan horse' manner. In susceptible
individuals, once inside the blood, N. meningitidis may survive, multiply rapidly and disseminate throughout the
body and the brain. Meningococcal passage across the brain vascular endothelium (or the epithelium of the
choroid plexus) may then occur, resulting in infection of the meninges and the cerebrospinal fluid'#‘.
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3) Invasione, crescita e moltiplicazione del parassita nell’ospite

b N. gonorrhoeae
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Nature Reviews | Microbiology

b | Neisseria gonorrhoeae is acquired
through sexual contact and establishes
infection in the urogenital tracts by
interacting with non-ciliated epithelial
cells; this results in cellular invasion.
Although different molecular
mechanisms are involved during the
establishment of gonococci on the
mucosal surfaces of males and females,
infection often leads to inflammation
and polymorphonuclear leukocyte
(PMN) influx. However, infection of the
lower female genital tract is typically
asymptomatic. N. gonorrhoeae engulfed
by PMN are secreted in PMN-rich
exudate. Both tumour necrosis factor
(TNF) from phagocytes and gonococcal
products, such as peptidoglycan and
lipopolysaccharide (LPS), also cause
toxic damage to epithelial cells of
mucosal surfaces (reviewed in Ref. 2).
ECM, extracellular matrix.
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CAMBIAMENTI ADATTATIVI DELLA
VIRULENZA

Variazione di fase
I1 fenomeno € causa di enorme variazione genotipica e fenotipica.

Si1 tratta di diversi meccanismi mutazionali sfruttati dai batter:i per lo “switch
genico” che porta all’espressione o meno di proteine e di diversi componenti
strutturali batterici (switch on/off).

E’ un meccanismo ampiamente conservato per ’espressione di antigeni di superficie
+ Diversi tip1 di fimbrie (tipo I, tipo P)
* Flagello
* Antigene 43 (proteina di membrana esterna)
* Enzimi biosintetici di lipopolisaccaride (Ag O)e di polisaccaridi capsulari

Lo switch (ON/OFF) consente ai microrganismi di presentarsi all’'ospite con una estrema

variabilita antigenica (mimetismo molecolare)

Secondo calcoli della matematica combinatoria, un batterio con
soli 20 loct fase-variabili puo esistere in oltre 229 differenti
forme, ovvero oltre 1 milione di forme.




CAMBIAMENTI ADATTATIVI DELLA
VIRULENZA

In Campylobacter jejuni, e Neisseria meningitidis, la
presenza d1 numerose sequenze ripetute
omopolimeriche puo determinare fenomeni di
scivolamento (slippage), durante la replicazione del
DNA, alternando l'espressione o meno di strutture
esposte sulla superficie della cellula batterica.

Bacteroides fragilis, invece, utilizza meccanismi di
iversione del DNA per modulare oltre 20 loci
geneticl, che ospitano geni che codificano per proteine
della superficie batterica, polisaccaridi e componenti
dei sistemi di regolazione.

Salmonella spp. utilizza meccanismi di inversione del .
DNA per la variazione di fase dell’antigene H Campylobacter jejuni

Bacteroides fragilis,




Rlarrangiamenti del DNA:
Variazione di fase in Salmonella
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CAMBIAMENTI ADATTATIVI DELLA
VIRULENZA

o Variazione antigenica

Capacita di elaborare versioni strutturalmente differenti di particolari
determinanti di superficie

Per eludere la sorveglianza immunitaria dell’ospite molti patogeni hanno la capacita di
introdurre varianti antigenicamente distinte a intervalli regolari. Di conseguenza una serie
di meccanismi si sono evoluti che tendono a promuovere la variazione localizzata all'interno
di geni che codificano per proteine di superficie immunodominanti.

Salmonella typhimurium
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Structure probable

%GLC = ghicose Varistions atigéniques pour les Sabnomells :

»MAN =mamitol * acétylation de 1’ ABEquose : spécificité 0 supplémertaire 05

»RHA= tharmose » dans I’Az0 <i la lisison 1-4 extre GLOT et GAL devient 1-6 : spécificité O 1 en phas (comwersion par 1a
»HEP = heptose shage P22)

KD 0O = cétodésoxyoctonate * dans 1I’Az0 ¢i 1a lisison 1-2 entre les chaines répétées devient 1-6 : spécificité 0 27 en phus (comwversion
HAG = N-Acétylzhicosanine o4t 1a phage 27)

P = phosphate

Great variation occurs in the composition of the sugars in the O side chain between species and even
strains of Gram-negative bacteria. At least 20 different sugars are known to occur and many of
these sugars are characteristically unique dideoxyhexoses, which occur in nature only in Gram-
negative cell walls. Variations in sugar content of the O polysaccharide contribute to the wide
variety of antigenic types of Salmonella and E. coli and presumably other strains of Gram-

negative species. Particular sugars in the structure, especially the terminal ones, confer

immunological specificity of the O antigen, in addition to "smoothness" (colony morphology) of the
strain. Loss of the O specific region by mutation results in the strain becoming a "rough" (colony

morphology) or R strain



MECCANISMI DI VARIAZIONE ANTIGENICA

Questi meccanismi possono essere suddivisi in due categorie: variazione
casuale e variazione programmata (variazione antigenica sensu stricto).

Random

non programmata sfrutta le imperfezioni nei processi di riparazione e
replicazione del DNA.

Programmata

variazione programmata fa riferimento alla esistenza di meccanismi specifici
per generare diversita genetica. Ci0 implica in genere una famiglia di geni
paraloghi che codificano proteine con funzioni identiche o simili e la capacita di
esprimere uno solo dei membri della famiglia alla volta. In effetti questo s1
ottiene mantenendo un solo promotore attivo alla volta e / o lo spostamento di
genl in una posizione a valle di un promotore attivo. Questo puo essere ottenuto
attraverso la ricombinazione o attraverso il controllo in situ.

Ricombinazione:
Inversione
ricombinazione reciproca
Conversione genica
Soppressione
Nel controllo in situ:
Variando la lunghezza dei tratti ripetuti




