10. Settembre
Trascrittomica a cellula singola del microbioma umano

Scrivere é sempre nascondere qualcosa in modo che poi venga scoperto.
Italo Calvino

I microbi raramente esistono come cellule isolate, ma formano invece comunita dinamiche e
interattive che svolgono ruoli critici nello sviluppo umano, nel metabolismo e nell'immunita.
Sebbene le indagini su questi microbiomi si siano concentrate principalmente su queste interazioni
a livello di specie o di taxa microbici superiori, anche le cellule di una singola specie possono
differire sostanzialmente nel loro contenuto genico, nella fisiologia e nell'ambiente.

Questa eterogeneita intraspecie puo portare a una diversificazione funzionale, per cui le
sottopopolazioni cellulari svolgono ruoli funzionali diversi e influenzano la sopravvivenza di fronte
a minacce esterne come lo stress antibiotico.

La trascrittomica a singola cellula ha trasformato la nostra comprensione della diversita cellulare
nei sistemi dei mammiferi, eppure i microbi sono molto piu piccoli delle cellule dei mammiferi e
sono protetti dalle pareti cellulari. Inoltre, gli mRNA batterici vengono rapidamente degradati.
Pertanto, vi & stata una mancanza di metodi per studiare la diversita trascrizionale globale nelle
comunita microbiche, limitando la nostra comprensione di queste popolazioni a livello cellulare.

Negli ultimi 5 anni, I'emergere di un kit diversificato di strumenti per I'espressione genica a singola
cellula consente ora la profilazione sia nei batteri che nei funghi unicellulari. Metodi
all'avanguardia che sfruttano i progressi nel sequenziamento dell'lRNA a singola cellula di
mammifero possono ora analizzare milioni di cellule microbiche di diverse specie.
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Descrivono splendidamente questi metodi nei loro principi generali, tra cui l'indicizzazione basata
su droplet e quella con codice a barre combinatorio, nonché le modifiche specifiche richieste per
la profilazione dei procarioti.



Analizzano e discutono anche alcune delle sfide piu importanti di queste tecnologie, in particolare
il basso numero di trascritti catturati per singolo batterio.

A supporto dell'analisi a singola cellula, anche gli adattamenti dell'ibridazione fluorescente in situ
sono in grado di fornire mappe ad alta risoluzione dell'espressione genica all'interno delle
comunita microbiche native.

Questi metodi hanno gia fornito informazioni sul comportamento di colture microbiche
monospecie in vitro, illuminando i fattori che determinano Il'eterogeneita trascrizionale, la
variazione nelle risposte al trattamento antibiotico e I'attivita degli elementi genetici mobili.

Recentemente, metodi simili sono stati applicati anche a comunita pilt complesse, come quelle
che colonizzano l'intestino dei mammiferi. Questi sviluppi hanno consentito un'esplorazione piu
approfondita della diversificazione funzionale all'interno delle specie microbiche e, a sua volta, di
come i segnali ambientali derivati dall'ospite modellino gli stati microbici.

La trascrittomica a singola cellula & destinata a ridefinire
il modo in cui comprendiamo la funzione e le dinamiche del microbioma.

Oltre a studiare la divisione del lavoro che supporta il comportamento a livello di comunita in
semplici biofilm, queste tecnologie ci consentono ora di esplorare queste interazioni in ecosistemi
naturali multispecie.

L'eterogeneita fenotipica nelle risposte allo stress, a lungo studiata nei patogeni, pud essere
altrettanto cruciale per il modo in cui le popolazioni commensali resistono e si riprendono dagli
antibiotici o dall'alterazione infiammatoria.

La risoluzione a singola cellula offre anche preziose informazioni sugli elementi genetici mobili che
modellano la funzione microbica ma non sono strettamente legati a specifiche specie microbiche,
rendendo la loro distribuzione e attivita estremamente difficile da risolvere a livello
metagenomico di massa.
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Microbiomi a livello cellulare.

(A) I microbiomi sono comunita interattive multispecie, ma I'analisi di massa oscura la diversificazione funzionale tra
cellule della stessa specie, derivante dall'eterogeneita ambientale e genetica. (B ) | grafici schematici di riduzione
dimensionale indicano come le sottopopolazioni vengono identificate in base ai loro profili di espressione genica. La
trascrittomica a singola cellula puo aiutare a rivelare gli aspetti funzionali di questa eterogeneita e a sezionare gli
ecosistemi microbici a risoluzione cellulare.

Tuttavia rimangono numerose sfide irrisolte, in particolare la necessita di pipeline sperimentali per
la raccolta, la disaggregazione e il campionamento imparziale in numerose specie, nonché le sfide
bioinformatiche per la mappatura della variazione dell'espressione genica in comunita indefinite. E
inoltre necessario un ulteriore sviluppo tecnologico che abbini la trascrittomica a singola cellula ad
altre modalita di analisi, come il sequenziamento del genoma. Ciononostante, la trascrittomica a
singola cellula rappresenta gia uno strumento essenziale per comprendere le dinamiche di
popolazione di queste comunita cruciali.

Lettura consigliata
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https://www.sciencedirect.com/journal/cell

Un vaccino intranasale vivo attenuato contro il virus
respiratorio sinciziale (RSV) nei neonati e nei bambini piccoli

Lo studio condotto dai ricrcatori SANOFI

Idoko OT et al
Live-Attenuated Intranasal RSV Vaccine
in Infants and Toddlers.

NEJM Evid. 2025 Sep,;4(9):EVID0oa2500026.

E uno studio clinico randomizzato di fase /I, condotto in siti negli Stati Uniti (N=22), Cile (N=2) e
Honduras (N=2), che ha arruolato partecipanti di eta compresa tra 6 e 18 mesi in quattro coorti.

Nella coorte 4, la coorte primaria riportata in questo articolo, i partecipanti sono stati assegnati in
modo casuale a ricevere vaccinazioni nei giorni 0 e 56 con RSVt a basso dosaggio (LD), RSVt ad alto
dosaggio (HD) o placebo.

Gli endpoint primari di sicurezza includevano: eventi avversi sistemici non richiesti 30 minuti dopo
la vaccinazione e reazioni sistemiche e locali richieste 28 giorni dopo la vaccinazione. Gli endpoint
primari di immunogenicita erano i titoli medi geometrici degli anticorpi neutralizzanti il siero RSV A
dopo le vaccinazioni 1 (giorno 56) e 2 (giorno 84) tra i partecipanti RSV-naive al basale.

RISULTATI

Tra i 180 partecipanti (LD, N=61; HD, N=58; placebo, N=61), 115 erano naive al virus respiratorio
sinciziale (LD, N=45; HD, N=32; placebo, N=38). Non si sono verificati eventi avversi sistemici non
richiesti entro 30 minuti dalla vaccinazione nei gruppi LD o HD.

Reazioni al sito di iniezione sollecitate sono state segnalate dall'83,1%, 74,5% e 68,9% dei
partecipanti dopo la vaccinazione 1 e dal 75,6%, 77,8% e 55,6% dopo la vaccinazione 2,
rispettivamente nei gruppi LD, HD e placebo.

Reazioni sistemiche sollecitate sono state segnalate dal 79,7%, 73,2% e 77,0% dei partecipanti
dopo la vaccinazione 1 e dal 66,7%, 66,7% e 48,1% dopo la vaccinazione 2, rispettivamente nei
gruppi LD, HD e placebo.

| titoli di anticorpi neutralizzanti tra i partecipanti RSV-naive erano 83,7 (intervallo di confidenza
(CI) al 95%, da 49,5 a 142,0), 79,4 (Cl al 95%, da 47,2 a 134,0) e 20,6 (Cl al 95%, da 16,4 a 25,9)
dopo la vaccinazione 1 e 142,0 (Cl al 95%, da 86,4 a 232,2), 107,0 (ClI al 95%, da 70,0 a 163,0) e
26,3 (Cl al 95%, da 18,8 a 37,0) dopo la vaccinazione 2, rispettivamente nei gruppi LD, HD e
placebo.

Conclusioni
Il vaccino contro il virus respiratorio sinciziale (RSVt) ha dimostrato profili di immunogenicita
promettenti sia a dosi LD che HD tra neonati e bambini piccoli, senza problemi di sicurezza
identificati.



