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Storia delle metodologie per
I’identificazione di specie batterica

Fenotipo Biotipi
Laboratorio di microbiologia medica
Dalle osservazioni fenotipiche alla spettrometria MALDI-
TOF e alla genomica
Automazione MALDI-TOF

Sequenziamento

Idea chiave: I'identificazione batterica e passata da metodi lenti, manuali e basati
sul fenotipo a metodi rapidi, standardizzati e molecolari, con un impatto diretto su
terapia, controllo infezioni e stewardship antimicrobica.



1. Dalle origini alla batteriologia classica (fine XIX secolo—anni 1950)

Microscopia, colorazioni e crescita in coltura come basi dell’identificazione

Metodi dominanti: Limiti principali:

e Morfologia microscopica e disposizione cellulare
e Reazione di Gram e altre colorazioni

* Aspetto delle colonie, emolisi, crescita selettiva
* Prime prove: catalasi, ossidasi, fermentazione di

* Dipendenza dall’esperienza dell’'operatore
e Tempi lunghi legati alla crescita
¢ Bassa risoluzione per specie fenotipicamente simili

zuccheri
1884 1890-1930 1930-1950 1950s
Colorazione di Morfologia + Prime prove Schemi fenotipici

Gram coltura pura biochimiche piu sistematici



2. L'era dei test biochimici e dei sistemi miniaturizzati (anni 1960-1990)

Standardizzazione progressiva dell’identificazione fenotipica

Cosa cambia Vantaggi per il laboratorio

* Gallerie multi-test e pannelli miniaturizzati e Maggiore riproducibilita

e Riduzione della soggettivita

e |dentificazione di molti batteri comuni in
18-24 h dopo isolamento

e Migliore integrazione con antibiogramma

e flussi di routine
| IM (R !
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e Lettura piu standardizzata di fermentazioni, enzimi e
utilizzo di substrati

* Nascita di database interpretativi e profili numerici

nn

e Diffusione di sistemi commerciali (es. API, Vitek)

Q 900

Criticita residue: batteri fastidiosi, anaerobi, non fermentanti e specie rare potevano restare difficili da distinguere solo
con il fenotipo.



3. La svolta molecolare (anni 1990-2000)

Target genici e maggiore accuratezza tassonomica

PCR Ibridazione Sequenziamento

mirata 16S rRNA

Perché e importante

Nuovi limiti
e Consente di identificare batteri lenti, atipici o difficili da e Costo e complessita maggiori
coltl.va.re _ e Necessita di expertise
e Migliora la coerenza con la tassonomia moderna bioinformatica/interpretativa
e Supporta i casi in cui il fenotipo € ambiguo o discordante e Potere discriminante non sempre sufficiente

del solo 16S per specie molto vicine



PCR - polymerase chain reaction

La PCR e un metodo rapido e versatile che consente
I’amplificazione In Vvitro di sequenze bersaglio presenti in un
campione eterogeneo di molecole di acidi nucleici

Si tratta di una reazione enzimatica, di carattere ciclico, che
consente di copiare la sequenza bersaglio sfruttando una DNA
polimerasi termostabile che utilizza come innesco due
oligonucleotidi complementari al target
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PCR - polymerase chain reaction

5' N 3
3 < 5 larget DNA
5 > 3 Separate strands,
3 \—"' 5" anneal primers
5' N 3 _
= . Extend primers
3 < 5'
— Separate strands,
> anneal primers
— * Extend primers

< . v

Ogni ciclo aumenta il numero di copie di target (prodotto)



Profilo termico della reazione di PCR

CYCLING PARAMETERS I

Denaturation

Annealing

Extension

25-35 cycles

Final extension

93°C -95°C
30 secs — Tmin
37°C - 65°C

30 secs — Tmin depends on the duplex

72°C

Tmin
(+ 30secs per 500bp DNA)

2-10mins

Temperature (°C)
 s3ss3838

Time ©¢ 1 2 3 4



Mix per la Reazione di Sequenza

O Taq polimerasi amplificazione
TIT1T Primer

CATG

T TTT Deossinucleotidi

CATG , . _—

.Y 1 { 1-> Dideossinucleotidi

s

http://slideplayer.it/slide/9951497
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Figure 1.
Fluorescently
labeled DNA
fragments move

through a capillary.

Figure 2. DNA fragments pass through a laser

beam and optical detector.

—

(b) Elettroforesi di molecole

(a) Gel capillare
di DNA a singolo filamento

Le molecole vengono
caricate dall’estremita
superiore del capillare

Le molecole si separano
in base alla loro lunghezza

v

Capillare lungo Molecole
50-80 cm pit lunghe
Gel di 0,1 mm
di diametro
Molecole
piu corte

http://slideplayer.it/slide/9951497
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https://technelysium.com.au/wp/chromas
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DNA Sequencing Software
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Chromas is a free trace viewer for simple DNA sequencing projects which do not require assembly of multiple sequences.
Chromas has the following features:
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https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi

Environmental samples

DNA extraction

@ Fluid 1 DNA extraction
(Saliva)

B ‘< 0 Oral biofilm | -
& (Subgingival plague) ﬁ

@ Gastrointestinal
(Faeces) —

PCR and sequencing
16S rRNA seq
! IHlumina PacBio
L < V3-vV4 Full-length
" TTTGTAAA-TCTTCAGATAA. . . it 27F 341F
TTTGTCAAGTCTTTGGTGAA. . . —=p -
TTTGTCAAGTCTTTGGTGAA. . . V9
Sz 805R 1492R
Sequence comparison = ==
\ [/ } = 460pb
Bacteria ,; 2 Y = 1465 pb
2O% ' %’ Phylogenetic trees

Copyright © 2005 Nature Publishing Group
Nature Reviews | Genetics



4. La rivoluzione MALDI-TOF MS (anni 2010-oggi)

Dalla colonia all’identificazione in pochi minuti

Workflow Impatto clinico-operativo Punti di attenzione
essenziale e Tempi drasticamente ridotti e Dipende dalla qualita/ampiezza
Prelievo colonia  Costo per test molto basso dopo del database
investimento iniziale e Alcune specie o complessi
b . e Ottime prestazioni per gran parte dei restano difficili
eposizione su target o _
batteri di routine e Talvolta serve conferma
e Migliore turn-around time per terapia molecolare
Aggiunta matrice mirata

Spettro proteico

Confronto con database

Oggi MALDI-TOF e il fulcro della routine in molti laboratori di
microbiologia medica.



Come funziona il MALDI-TOF?

Identificazione rapida di specie batteriche tramite “impronta proteica”

1. Colonia

Una piccola colonia batterica
viene depositata sulla
piastrina.

2. Matrice + laser

+

La matrice cristallizza; il laser
colpisce il campione e libera
le proteine.

3. loni proteici

5

Le proteine si ionizzano, cioe
acquisiscono carica elettrica.

4. Tempo di volo

Gliioni attraversano il tubo: i
pil leggeri arrivano prima dei
pil pesanti.

5. Database

H

Lo spettro ottenuto viene
confrontato con profili noti e
si identifica la specie.

Idea chiave: ogni batterio produce uno spettro di picchi caratteristico, come un'impronta digitale.




MALDI-TOF MS

o _ m? | M atrix Metodo di ionizzazione in cui un laser
~ ldentiticazione tramite s A ssisted colpisce una matrice di piccole molecole
lonizzazione delle proteine L aser organiche per trasformare le grandi e
ribosomiali costantemente D esorption fragili molecole di analita in ioni gassosi
espresse e abbondanti nelle | onization senza frammentarle o decomporle

cellule batteriche rispetto alle
proteine di superficie |
B
T ime Metodo di MS che separa gli ioni in base
Attesa 10 min per ID Of al _Ioro rapporto ma_lssa/_carica, _
Dopo 24 da colonie F light determinato dal tempo impiegato dagli
loni a raggiungere un rilevatore
W"

MALDI-TOF
MS



MALDI-TOF MS

Matrice: piccola molecola organica utilizzata per
facilitare il processo di ionizzazione. E costituita da un
acido organico debole non volatile caratterizzato da
cromofori in grado di assorbire radiazioni UV e far
esplodere le molecole di analita nella fase gassosa.

Bacterial Identification Workflow

Pick Colony Smearonthetarget  Addformicacidand  Add Matrix and dry Load into the

shde dry VITEK® MS
ificati e &
Yeast Identification Workflow:
© O
Pick Colony Smear on the targ?t slide Add Matrix and dry Load into the VITEK® MS T

2/

Campione + matrice
MALDI-TOF MS 3 settori

1 controllo per

settore

48 campioni



lon Detector -

lonized Proteins

Mass Analyzer

Laser Beam

Sample

lonization
Chamber _|

Target Plate —7— 7

Enter TOF Mass Analyzer
+ *‘A I\
§ &3 Electrostatic Field
- ERE
byl 3
I3
b}
&
2 o0 0 o
Vaporized, Positively
@ Charged Cloud of Sample
\@ Proteins and Matrix
Laser Beam ™, t
MatrlX =
e

Single Sample Well 1

Campione da analizzare, posizionato su
un’apposita matrice

Viene colpito da un raggio laser che
provoca la frammentazione delle sue
molecole e la successiva ionizzazione dei
frammenti ottenuti;

Queste particelle, dotate ora di carica
elettrica uniforme, vengono poi
convogliate all’interno di un campo
elettrico che le accelera e le indirizza ©
attraverso un percorso obbligato sino ad
un sensore, che misura il rapporto
massa/carica elettrica di ogni singola
particella.

Il sensore invia poi un segnale ad un
computer che codifica tale segnale
(tramite un software apposito) in un picco
su di un sistema di riferimento cartesiano;
si ottiene cosi’ alla fine un tracciato
(detto:”Spettro”(5)) formato da un
insieme di picchi



~ VITEK® M5 Dextagho darived... %
€ OR

(2] Pr viskati @ Come iniziare

'

Btps:1110.197.54.62/myla]vievis meid/reviewmsi

~ MALDI | VITEX

ﬁ YVITEK® MS Da rivedere ) VITEK® MS Dettaglio da rivedere

Informazione isolato

10 Campione: 00028004452141-1

Tipo campione: Sengue

){ VITEK® MS Dettaglio da rivedere

wBa ¥ a0

fhAO X

Livelio di confidenza: Q

Numero di identificazioni: 1

Lista delle identificazioni

@ Posizione s

Data analisi

~
v

Nome germe

Patogenicita

Valore di confidenza

Livello di confidenza

Messaggio(i) di acquisizione calcolo

@rz

18/01/229.28

Escherichia coll

=)

. Legenda:

1
J

38,000 {}
36,000 1t
34,000 1}
32,000 4}
30,000 {}

-’E 26,000 {}

<

& 24,0001}
22,000 1}

T e

.'é 20,000 {

2 18,0001

g 16,000 1}

2

T 14,000 4}

=

o

= 12,000 1}
10,000 {}
8,000 1}
6,000 4}
4,000 {}

2000 1
s | Ly

|

i

|
s

|

!

0

2,000 3,000

4,000

5,000

6,000

7,000 8,000 9,000

Massam/z (Da)

10,000

11,000

12,000 13,000

Ogni spettro e cosi’ distintivo
ed unico per un particolare
microrganismo, in base
ovviamente alla sua specifica
composizione molecolare.




RISULTATI
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5. Presente e futuro: genomica, metagenomica e identificazione diretta

Verso un laboratorio piu rapido, integrato e data-driven

WGS Metagenomica POCT/NAAT Al & database
Interpretazi
one
automatizz

Massima risoluzione per Analisi direttamente da Pannelli sindromici e atae
specie, cloni e resistenze; campioni complessi; test rapidi integrano, aggiorname
utile anche per sorveglianza promettente quando la ma non sostituiscono, nto
epidemiologica. coltura e lenta o negativa. la coltura. continuo
migliorano
accuratezza
e
standardizz
azione.

Messaggio finale: il futuro non é “un metodo contro un altro”, ma una combinazione intelligente di coltura,
MALDI-TOF, test molecolari e sequenziamento in base al quesito clinico.



6. In conclusione

Batteriologia classica

Biochimica miniaturizzata

Molecolare

MALDI-TOF

Genomica

Identificazione basata su morfologia, colorazioni e coltura.

Standardizza il fenotipo e rende la routine piu affidabile.

Aumenta accuratezza e potere tassonomico nei casi complessi.

Porta rapidita, costo/test ridotto e grande diffusione operativa.

Apre a identificazione ad alta risoluzione e sorveglianza integrata.



Traditional Methods Molecular Diagnostics

Viable isolates, slow, may miss . |

fastidious organisms

Detects fastidious / non-

culturable organisms
24-72h PCR Hours

Immediate, low cost, operator- E “
dependent, limited sensitivity %J
Quick result Multiplex PCR
| , |
Simultaneous pathogen & High sensitivity and
resistance gene identification specificity

Rapid, portable, limited sensitivity

Same-day detection
LFIA 5-15 min

Fig. 1. Comparison of traditional and molecular diagnostic approaches in clinical microbiology.



Tassonomia dei batteri



Tassonomia e classificazione dei batteri

Due concetti correlati ma distinti

Tassonomia

La tassonomia ¢ la disciplina scientifica che si occupa di
identificare, descrivere, denominare e classificare gli organismi
in base alle loro relazioni evolutive.

® Stabilisce i criteri, le regole e i principi per I'assegnazione
dei nomi (nomenclatura).

® Definisce le categorie tassonomiche (specie, genere, famiglia, ecc.).
® Integra dati fenotipici, chemotassonomici, filogenetici e genomici.
® E descritta in codici internazionali di nomenclatura.

Identificazione
(chi e?)

In sintesi

Cosa &?

Cosa fa?
Obiettivo
Tipi di dati

Esempio

Esch

Descrizione
(come e fatto?)

TASSONOMIA
Disciplina scientifica

Stabilisce criteri, regole,
nomenclatura e principi

Identificare, descrivere,
nominare e classificare

Fenotipici, chemotassonomici,
genotipici, filogenetici

Codice Internazionale
di Nomenclatura Procariotica

o A0S

erichia fflfl E o

Nomenclatura
(come si chiama?)

Classificazione
(dove si colloca?)

CLASSIFICAZIONE

Risultato della tassonomia
Raggruppa gli organismi in taxa

Organizzare gli organismi
in gruppi gerarchici

Si basa sugli stessi dati

Assegnazione di un batterio al genere

Escherichia, famiglia Enterobacteriaceae, ecc.

Classificazione

La classificazione ¢ il risultato operativo della tassonomia:
consiste nel raggruppare gli organismi in categorie gerarchiche
(taxa) sulla base di caratteristiche comuni e del loro grado

di somiglianza e di parentela evolutiva.

Organizza i microrganismi in gruppi gerarchici.
Si basa su caratteri fenotipici, chemotassonomici, genotipici

e filogenetici.

Produce una struttura classificatoria (es. dominio, phylum, classe, ...).
E dinamica: pud essere modificata alla luce di nuove conoscenze.

Esempio di classificazione gerarchica

/ Dominio \ ®——e Bacteria
\ e——o Pseudomonadota

Classe

Ordine
Famiglia

y Genere

Specie

(= Proteobacteria)

—® Gammaproteobacteria ﬁ g

D 9= o Qi
»
® Enterobacteriaceae © 4~ b%‘*: -
g -9 st

Enterobacterales

\ ® Escherichia

\ ® Escherichia coli

S——
\f A
.

v

“ola
i 2
“ 69)'59

-

Escherichia coli
(Gram-negativo)



Classificazione dei batteri: il metodo fenetico

Raggruppa i batteri in base alla somiglianza complessiva del loro fenotipo

Che cos’é? Su cosa si basa? Punti di forza e limiti
Il metodo fenetico classifica i batteri e Analisi di molteplici caratteristiche o P":t' di forza "
confrontando un insieme ampio fenOtipiChe ° Uzﬁ;cz)g(z:rzzsé:ﬁ:tliI:ipflac?lmente
di caratteri osservabili (fenotipo), senza e Valutazione della somiglianza globale rilevabili in laboratorio
dare priorita a singoli caratteri, ma tra i ceppi (distanza fenetica) gtp”eerZf;;)dpel’r‘fl'fgﬁ:fg;:‘;F(’:f;";‘l"”a’e
valutando la somiglianza complessiva ® Raggruppamento mediante metodi ° L|m|t|
tral ceppl. statistici (es' ClUStermg) Non fornisce informazioni evolutive
® Produzione di dendrogrammi  Puo essere influenzato dalle condizioni di crescita

Caratteri fenotipici talvolta variabili o convergenti

i similarita
d s Oggi affiancato da metodi genotipici (es. filogenetici)

Principali caratteristiche fenotipiche utilizzate

Categoria Caratteristiche considerate Esempi / Metodi di analisi Cosa indicano
~- « Forma e disposizione cellulare ; ; ’ :
Morfologiche &) ,~/ ' « Dimensioni Micrescoplaal Tylatiogicn, Aspetto generale della cellula
Colorazioni semplici e differenziali

 Strutture particolari (spore, capsule, flagelli)

 Tipo di colonia
Colturali « Dimensioni, forma, colore, margine Coltura su terreni solidi/liquidi Crescita e caratteristiche macroscopiche
» Emolisi su agar sangue

* Temperatura di crescita (min, ott, max) Adattamento ambientale e metabolismo

Fisiologiche , » pH e tolleranza al sale Prove di crescita in diverse condizioni el
!l * Requisiti di ossigeno (aerobi, anaerobi, microaerofili) g
« Utilizzo di substrati (zuccheri, aminoacidi, etc.)
Biochimiche o * Produzione di enzimi e metaboliti Test biochimici standardizzati s . : g
a’  Reazioni specifiche (es. catalasi, ossidasi, (API, VITEK, prove manuali) Gapasitametabolidie e vicenzmatiche
fermentazione)
Antigeniche \1{/  Strutture di sup_e(ﬁcie ) ‘ b i z S :
g « Antigeni somatici (0), flagellari (H), capsulari (K) Agglutinazione, ELISA, immunofluorescenza Proprieta sierologiche

& » Sensibilita a antibiotici e coloranti : - ’ Risposta a composti chimici,

Sensibilita a composti « Resistenza a metalli pesanti o altre sostanze ekl Seriiblite(ee KIrbysRatey utile per differenziare i ceppi

Schema del processo fenetico

1. Raccolta dei dati 2. Standardizzazione 3. Analisi statistica 4. Dendrogramma 5. Classificazione

Rilevazione di molteplici Trasformazione dei dati Calcolo della distanza fenetica Rappresentazione grafica Definizione di gruppi fenetici
caratteri fenotipici in una matrice di similarita e clustering dei gruppi di ceppi simili (es. specie, genere)



Classificazione filogenetica dei batteri

Ricostruisce le relazioni evolutive e 'ascendenza comune tra organismi

COME FUNZIONA ESEMPIO SCHEMATICO

1. Si confrontano sequenze omologhe Batterio A
(es. 16S rRNA o geni conservati).

2. Si allineano le sequenze.

3. Si costruisce un albero filogenetico. Batterio B

Batterio C

MESSAGGIO CHIAVE - Lavicinanza dei rami indica una maggiore parentela evolutiva; non equivale necessariamente a
somiglianza fenotipica.



Classificazione genetica (genomica) dei batteri

Misura la somiglianza del DNA per delimitare e identificare i gruppi tassonomici

16S rRNA ANI

Confronto di un marcatore conservato; utile per |dentita nucleotidica media tra genomi; *95-96% € una
identificazione e inquadramento generale. soglia orientativa per la stessa specie.

dDDH Genomica comparativa

Ibridazione DNA—-DNA digitale; =70% e una soglia Confronto di geni condivisi, contenuto genico e interi
orientativa per la stessa specie. genomi (core genome).

MESSAGGIO CHIAVE - La genomica quantifica le differenze genetiche; l'interpretazione tassonomica integra anche dati
filogenetici e fenotipici.

Nota: le soglie genomiche sono convenzioni operative, non criteri assoluti validi per ogni gruppo.



What is 16S rRNA gene?

Prokaryotic Ribosome

Large subunit (LSU) Small subunit (SSU) Assembled ribosome
508 308 708
+ w8 —
o 55 rRNA . e 16S rRNA
e 23S rRNA
" Internal transcribed .
spacer (ITS) Bacterial Genome
'S 1
16S 23S 3
& variable regions conserved regions .
m /\ ...... -
Il I e [ [ Il B B [
V1 V2 V3 V4 V5 V6 V7 V8 V9

= f rd <—
27F p‘:m:r 16S rRNA Gene ::‘il.i';e 1492R
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Classificazione dei batteri secondo il Manuale del Bergey

Un approccio polifasico basato su caratteristiche fenotipiche, chemotassonomiche e genotipiche

Il Manuale del Bergey Principi generali

Bergey's Manual

« Riferimento storico e fondamentale e La classificazione riflette relazioni'evolutive 5 : Cosainclude
: ; : basate sulla somiglianza complessiva. of Systematics
per la sistematica batterica. e Sianalizza un ampio insieme di caratteri of Archaea e Diagnosi e descrizione dei taxa
12 edizione: 1923 fenotipici, chemotassonomici e genetici. and Bacteria baFtefici_. ' '
« Attualmente: Bergey’s Manual e | ceppi vengono prima assegnati a gruppi fenetici . g_tt:;avn d".:ol'Fom'Che SEsatel
of Systematics of Archaea and Bacteria [Fhase [ AniaTta complessn o Inforacionl Scologiche
(cap. online, aggiornamenti continui). e Laclassificazione segue una gerarchia tassonomica fisiologiche e genomiche.

standard (specie — genere — famiglia — ordine — classe —

e Utilizza un approccio polifasico phylum/Divisione).

che integra molteplici caratteristiche
fenotipiche, chemiotassonomiche

@ Criteri per la validazione

S . ; G di nuovi taxa.
@ Ladescrizione formale di nuovi taxa richiede

dati polifasici e, per la specie, il concetto di specie

e, piu recentemente, genotipiche.

basato su ANI = 95-96% e DDH = 70% (nei moderni

aggiornamenti).
Caratteri utilizzati nel Manuale del Bergey Procedura di classificazione secondo il Bergey ~ Gerarchia tassonomica
« Forma e dimensioni cellulari : > 0 Raccolta e caratterizzazione D°";'"'°
1. Caratteri « Disposizione (cocchi, bacilli, spirilli, ecc.) fenotipica del ceppo Phylum / Divis
morfologici « Strutture particolari (spore, capsule, flagelli) Analisi morfologiche, colturali, fisiologiche, ylum/ Divisione
« Gram, acido-alcol resistenza biochimiche +
‘ Classe
. « Tipo di colonia (forma, colore, margine) . . {
2. Carai.:terl « Requisiti nutrizionali Analisi chemotassonomiche Ordine
colturali « Temperatura, pH, salinita ottimali Parete cellulare, acidi grassi, chinoni, ecc. 1t
« Condizioni di crescita (aerobi, anaerobi, microaerofili) 3 Famiglia
5 « Utilizzo di substrati e fonti di carbonio/azoto Analisi genotipiche -
3. .Cara_t!:erl . .. .. = Attivita enzimatiche (catalasi, ossidasi, ureasi, ecc.) e ol ngN A 16: dati S Genere
fisiologici e biochimici . Pproduzione di metaboliti (ANI EBDH) FCauRetemIc i
« Fermentazione, respirazione, riduzione di nitrati, ecc. ; Specie
« Composizione della parete cellulare ’
4. Caratteri (es. tipo di peptidoglicano) Valutazione della similarita complessiva Esempio (Bergey)
"‘ s .. * Acidigrassi di membrana D o ; Bacteria
chemo Sonomici : Eih|iré?n:)|i§§?|raton onfronto con ceppitipo e taxa noti Proteobacteria
% GEC%pdel DNA ; Gammaproteobacteria
3 ] Enterobacterales
5. Caratteri Percentuale G+C del DNA e Assegnazione al taxon appropriato Enterobitioriacaae
3 Ibridazione DNA-DNA (storicamente) Utilizzo di chiavi dicotomiche e descrizioni Escherichia

genotipici
(moderni aggiornamenti)

Sequenza del rRNA 16S

Analisi genomica (ANI, dDDH, filogenomica)

ool

ATGCCGTAACTGCTAGGTA

del Bergey

Escherichia coli



Classificazione dei batteri secondo il metodo fenetico:

gracilicutes, firmicutes e altri gruppi basati sulla parete cellulare

Il criterio della parete cellulare

e Nel metodo fenetico del Manuale del Bergey
i batteri vengono raggruppati principalmente
in base alle caratteristiche della parete
cellulare, valutabili con la colorazione di Gram
e con l'analisi chimica della parete.

e La composizione della parete riflette differenze
strutturali e chimiche che permettono di

La colorazione di Gram
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ek it >
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Gram-positivi Gram-negativi

definire grandi gruppi fenetici. {Flariteutes) (Gescilicutes)
Gruppo fenetico s e ; : :
(Manuale del Barges) Firmicutes Gracilicutes Actinobacteria Tenericutes
Gram-positivi Gram-negativi Gram-positivi Non colorabili
Colorazione (ad alto contenu:co di GC) (parete assente)
di Gram "

~ Acidi teicoici

Struttura della parete ¢
(cellula schematica)

}  Peptidoglicano
}-> Spesso
§  (multi-strato)

Membrana
citoplasmatica

Peptidoglicano spesso .
Acidi teicoici e lipoteicoici .
Gram-positivi .
Spesso basso contenuto .
di GC (nei Bacilli)

Sensibili alla lisozima

Caratteristiche principali

e o o o

Gram-negativi

Staphylococcus Escherichia
. . . Streptococcus Salmonella
Esempi di generi/specie Bacillus Pseudomonas
Clostridium Neisseria
Listeria Vibrio

1, Membrana int i
citoplasmatica  Jaadaa00a0ss  Citoplasmatica

Peptidoglicano sottile .
Membrana esternacon LPS  «

Periplasma ben sviluppato .

L
’

@ 5> i? Acidi micolici

Lk (in alcuni gruppi)

Q et Nessuna parete

oo _ Peptidoglicano solo membrana
Spesso citoplasmatica
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', Membrana

Peptidoglicano spesso
Acidi teicoici e, in alcuni
gruppi, acidi micolici ¢
Alto contenuto di GC
o Gram-positivi

« Assenza di parete
cellulare

Solo membrana
citoplasmatica
sterolo-dipendente
« Non colorabili con Gram

Corynebacterium Mycoplasma
Mycobacterium Ureaplasma
Streptomyces

Nocardia

Bifidobacterium

Principali componenti della parete

Peptidoglicano Membrana esterna
0000 (mureina) 00,85 o (LPS)
Acidi teicoici AR,
(6% S8 Y (elipoteicoic) o~ Acidimicolic
@) Arabinogalattano
Chlamydiae Planctomycetes
Gram-negativi Colorazione variabile

(spesso Gram- negatlw)
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_(atip'ici). .

qo ? 2 LPS
i ? 8 § (membrana esterna) § §
(5o o m s o) g i mg Parete priva
W o €l S‘ 'a di peptidoglicano
a4 00A0 _ Peptidoglicano € 8l & § (proteine/glicoproteine)
S sottile
[0 0 000 0
it UP[ r'&_, Membrana +_» Membrana
SUARRUUILIUL™ citoplasmatica citoplasmatica
« Peptidoglicano sottile « Parete priva di peptidoglicano
« Membrana esterna con LPS e Struttura paragonabile
(atipico) amembrane interne
« Ciclo intracellulare obbligato (compartimentalizzazione)
« Gram-negativi (deboli) ¢ Gram-negativi o variabili
¢ Morfologia spesso atipica
Chlamydia Planctomyces
Chlamydophila Gemmata
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Figura 1.3 EVOLUZIONE DEI SISTEMI DI CLASSIFICAZIONE DEGLI ORGANISMI VIVENTI. | raggruppamenti tassonomici fondamentali (Regni, Domini) sono
indicati in grassetto; i Phyla principali via via attribuiti a ciascuna suddivisione sono riportati in chiaro.



Classificazione secondo Woese: 3 domini

1988
Carl R. Woese (1928-2012) propone sistema a 3
Domini:

Eubacteria, Archaebacteria (da lui scoperti nel 1977),
Eucaryota

RNA ribosomale;:

* molecola antica
« distribuzione universale (presente in tutti gli organismi)

* IRNALGS e 18S: informazioni sufficienti per analisi
comparativa (sequenza breve, #1500 basi)

» funzioni costanti: regioni altamente conservate e regioni
variabili



Gli rRNA sono un elemento ideale per gli studi sull’evoluzione :
1. sono essenziali
2. hanno la stessa funzione in tutti | ribosomi

3. si modificano nel tempo con estrema lentezza

Il vantaggio consiste nel fatto che microrganismi poco
correlati possono essere studiati solo usando seguenze che,
nel tempo, vanno incontro a scarsi cambiamenti

 IRNA 16S: sequenziamento ed allineamento; calcolo del
coefficiente di associazione (Sab)
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Figura 1.18 ALBERO FILOGENETICO UNIVERSALE. Il dendrogramma illustra le distanze filogenetiche tra organismi appartenenti a gruppi tassonomici diversi

ottenute confrontando le sequenze nucleotidiche del’RNA della subunita piccola del ribosoma.



L'albero della vita: Batteri, Archea ed Eucarioti

Relazioni evolutive e caratteristiche cellulari essenziali

BACTERIA ARCHAEA EUKARYA

LUCA - ultimo antenato comune universale

Schema semplificato del modello a due domini

BATTERI

Procarioti; membrana con lipidi a legami
estere; peptidoglicano; ribosomi 70S;
trascrizione con fattori .

ARCHEA

Procarioti; lipidi di membrana a legami
etere; assenza di peptidoglicano; ribosomi
70S; trascrizione simile agli eucarioti.

EUCARIOTI

Nucleo e organelli; cromosomi lineari;
ribosomi citoplasmatici 80S; trascrizione
nucleare e maturazione dell'mRNA.

Nota: i dati filogenomici collocano gli eucarioti all'interno della diversita archeale; I'origine eucariotica include anche endosimbiosi batterica.



l

Differenze strutturali tra i tre domini

CARATTERISTICA BATTERI ARCHEI EUCARIOTI

Organizzazione cellulare e DNA

Nucleo assente; senza organelli

Nucleo e organelli L
membranosi tipici

Membrana Lipidi con legami estere
Parete Spesso peptidoglicano
Cromosomi Generalmente circolari

Proteine del DNA Proteine del nucleoide

Introni Rari

Da ricordare: Archei e Batteri hanno membrane chimicamente diverse.

Nucleo assente; senza organelli
membranosi tipici

Lipidi isoprenoidi con legami etere

Niente peptidoglicano; S-layer o altre
strutture

Generalmente circolari

Istoni in molti gruppi

In alcuni geni, specie tRNA/rRNA

Nucleo e organelli membranosi

Lipidi con legami estere

Cellulosa (piante), chitina (funghi);
assente negli animali

Nucleari lineari

Istoni e nucleosomi

Frequenti nei geni nucleari



2 | Trascrizione

Macchinario molecolare e maturazione dell’'RNA

CARATTERISTICA BATTERI ARCHEI EUCARIOTI

RNA polimerasi

Riconoscimento
promotore

Localizzazione

mMRNA policistronici

Cap 5' e poli-A

Splicing

Accoppiamento con
traduzione

Una polimerasi principale

Fattori o; regioni =10/-35

Citoplasma / nucleoide

Frequenti

Nessun cap canonico; poli-A spesso
legata a degradazione

Raro

Si

Una polimerasi complessa, affine alla
Pol Il

TBP e TFB; spesso TATA/BRE

Citoplasma / nucleoide

Frequenti

Cap canonico generalmente assente;
poli-A variabile

In alcuni tRNA/rRNA

Possibile e frequente

Da ricordare: la trascrizione degli Archei e piu affine a quella eucariotica.

Pol I, Il e Ill (nucleari)

Fattori generali; promotori variabili

Nucleo

Rari nei geni nucleari

Cap 5' e poli-A nella maggioranza degli
MRNA

Frequente; spliceosoma

No per i geni nucleari
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Traduzione e ribosomi

Dimensione dei ribosomi, inizio e fattori proteici

CARATTERISTICA BATTERI ARCHEI EUCARIOTI

Ribosomi

rRNA subunita piccola

rRNA subunita grande

Amminoacido iniziale

Inizio traduzione

Fattori di inizio

Fattori di elongazione

Antibiotici antibatterici

70S e 80S sono coefficienti di sedimentazione, non somme aritmetiche.

70S =30S + 50S

16S

23S +5S

N-formilmetionina (fMet)

Spesso Shine—Dalgarno

IF1, IF2, IF3

EF-Tu, EF-G

Spesso sensibili, salvo resistenze

70S =30S + 50S

16S

23S +5S

Metionina (Met)

Shine-Dalgarno o mRNA leaderless

Fattori affini agli elF

aEF1A, aEF?2

Generalmente poco sensibili

80S =40S + 60S

18S

28S + 5.8S + 5S (vertebrati)

Metionina (Met)

Generalmente scanning 5' e Kozak

Numerosi elF

eEF1A, eEF2

Ribosomi citoplasmatici poco sensibili



4 | Replicazione e organizzazione genetica

Le proteine replicative degli Archei mostrano forti affinita con quelle eucariotiche

CARATTERISTICA BATTERI ARCHEI EUCARIOTI

DNA polimerasi

Elicasi replicativa

Inizio replicazione

Origini di replicazione

DNA a singolo filamento

Telomeri

Organizzazione genica

Trasferimento
orizzontale

Principalmente Pol Il

DnaB

DnaA in molti batteri

Spesso una per cromosoma

SSB

Generalmente assenti

Operoni comuni

Molto importante

Pol B e/o Pol D

MCM

Orc1/Cdc6 in molti Archei

Una o piu

SSB o RPA-like

Generalmente assenti

Operoni comuni

Molto importante

Da ricordare: il macchinario di replicazione archeale e spesso di tipo eucariotico.

Principalmente Pol o, o, €

Complesso CMG (MCM2-7)

ORC, Cdcb6, Cdtl

Molte per cromosoma

RPA

Presenti sui crommosomi nucleari

Geni nucleari perlopiu individuali

Presente, meno frequente



5 | Similitudini e messaggio evolutivo

Conservazione delle funzioni fondamentali e differenze filogenetiche

CARATTERISTICA BATTERI ARCHEI EUCARIOTI

Materiale genetico

Flusso informazione DNA — RNA — proteina DNA — RNA — proteina DNA — RNA — proteina

Codice genetico Quasi universale Quasi universale Quasi universale

Ribosomi e tRNA Presenti Presenti Presenti

Energia ATP ATP ATP

Membrana cellulare Presente Presente Presente

Affinita strutturale Procariote Procariote Cellula compartimentata

Affinity molecolare Macchinari batterici TE'Lalfacrgi;ione/replicazione simili a 'IZ\/IrczlkEie?istemi informazionali affini agli

Visione moderna: gli Eucarioti derivano da una linea archeale; modello filogenomico a due domini.



