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Persistenza batterica

Ubi pus,ibi evacua
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TIME Qual ¢ la differenza tra resistenza e persistenza?

Mentre la resistenza agli antibiotici € causata da mutazioni e viene trasmessa alla progenie del
batterio, la persistenza corrisponde a una tolleranza temporanea agli antibiotici; la progenie
risultante dalla divisione di questi batteri persistenti & a sua volta sensibile agli antibiotici.

Questo fenomeno era gia stato descritto da Joseph Bigger nel 1944 (Bigger, Lancet, 1944). Egli
osservo che la penicillina uccide solo il 99% di una coltura di stafilococchi . Bigger defini 1'1% di
batteri sopravvissuti come "persistenti".

Questi persistenti sono spesso in uno stato "dormiente" e non si dividono; questo é talvolta
considerato il motivo per cui gli antibiotici sono inefficaci.

Le infezioni ricorrenti si verificano spesso in concomitanza con gli ascessi. Gli ascessi sono
caratterizzati da un ambiente acido, definito da un basso valore di pH, Infatti, € stata riscontrata
una percentuale di cellule persistenti significativamente pil elevata in condizioni acide rispetto a
condizioni di pH neutro.

Il trattamento degli ascessi segue ancora il principio medico "Ubi pus, ibi evacua”, formulato da
Ippocrate: rimuovendo chirurgicamente il pus, si pud eliminare gran parte dei batteri. Tuttavia,
esistono anche zone del corpo umano con un pH acido che non possono essere eliminate
chirurgicamente.



Ogni cellula umana possiede lisosomi in grado di degradare le sostanze estranee (ad esempio i
batteri). Tuttavia, lo Staphylococcus aureus ha la capacita di sopravvivere in questo ambiente
ostile interrompendo la crescita ed entrando in uno stato di quiescenza.

Staphylococcus aureus all’interno di una
cellula umana

Le cellule umane possono quindi ospitare un serbatoio di batteri che non possono essere eliminati
dagli antibiotici disponibili in commercio. Modulando il pH dei lisosomi, i batteri vengono
risvegliati dal loro stato di quiescenza e tornano a rispondere alla terapia antibiotica (Leimer, JID,
2015).

Questi risultati dovrebbero contribuire a ottimizzare ulteriormente il trattamento delle infezioni
croniche da Staphylococcus aureus e a individuare i fattori di virulenza batterica che sono in
gran parte responsabili delle infezioni ricorrenti.

Le cellule batteriche persistenti rappresentano una sottopopolazione di cellule in grado di
sopravvivere a un trattamento antibiotico intensivo senza sviluppare resistenza. Sono emersi
diversi approcci per definire e misurare la persistenza, ed & giunto il momento di concordare sulla
definizione di base di persistenza e sulla sua relazione con gli altri meccanismi con cui i batteri
sopravvivono all'esposizione a trattamenti antibiotici battericidi, come la resistenza agli antibiotici,
I'eteroresistenza o la tolleranza. Nella Consensus Conference

Alaban NQ etal
Definitions and guidelines for research

on antibiotic persistence.
Nat Rev Microbiol. 2019 Jul;17(7):441-448.



Sono state rubricate le definizioni dei fenomeni di persistenza, distinguendo tra persistenza
innescata e spontanea ed é stata proposto un criterio per la misurazione della persistenza
e della persistenza..
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La persistenza innescata richiede un fattore scatenante affinché i batteri diventino persistenti (a
sinistra). Il livello di persistenza dipendera quindi dall'intensita e dalla durata del fattore
scatenante. Ad esempio, un fattore scatenante comune per la persistenza € la carenza di nutrienti.
Anche quando il fattore scatenante viene rimosso, i batteri persistenti possono mantenere il loro
fenotipo per un periodo prolungato. La persistenza spontanea si verifica quando i batteri sono in
fase di crescita esponenziale stazionaria (a destra). Una frazione della popolazione passa
stocasticamente al fenotipo persistente a una velocita costante durante la crescita. Tali condizioni
di stato stazionario possono essere riscontrate in chemostati o colture diluite in serie, ed &
necessario prestare attenzione affinché i batteri persistenti non provengano dall'inoculo o da una
coltura troppo vicina all'ingresso nella fase stazionaria.

Il termine "persistenza" viene spesso usato in modo intercambiabile con altri termini come
tolleranza o dormienza. In questa rassegna ci concentriamo sulla "persistenza antibiotica", che
definiamo in senso lato come una caratteristica di una sottopopolazione di cellule batteriche che
possiede il carattere non ereditario di sopravvivere all'esposizione a uno o piu antibiotici; e le
cellule persistenti come le cellule che possiedono questa caratteristica.

L’ obiettivo & quello di fornire un modello completo di persistenza, la teoria del "trinker" che si
basa sull'eterogeneita intrinseca delle popolazioni batteriche e su una miriade di meccanismi di
"trinkeraggio" che possono contribuire alla sopravvivenza agli antibiotici della sottopopolazione
persistente.
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Il tasso di crescita di E. coli e della famiglia di cellule persistenti & altamente eterogeneo. Studio di
microfluidica su singola cellula che mostra il tempo di divisione in minuti durante i fotogrammi sperimentali
(1 fotogramma = 69 secondi) dell'intera popolazione di cellule E. coli HipQ prima della somministrazione
dell'antibiotico (numero di cellule = 157). Colori diversi rappresentano diverse "famiglie" di cellule
persistenti (cellule della stessa linea). Il punto temporale di 160 minuti rappresenta il punto temporale
finale e include anche le cellule non in crescita (ovvero la linea blu rappresenta una cellula persistente non
in crescita).

Urbaniec J et al . Phenotypic heterogeneity in persisters: a novel 'hunker' theory of persistence. FEMS
Microbiol Rev. 2022 Jan 18;46(1):fuab042.

Si ritiene che le cellule persistenti siano metabolicamente dormienti. La ridotta attivita dei bersagli
degli antibiotici consentirebbe loro di rimanere in vita in presenza di antibiotici e di ricrescere
dopo la loro rimozione.
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Antibiotics stimulate protein transfer to persister cells.
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hanno scoperto che lo stress indotto dagli antibiotici innesca uno scambio di proteine tra batteri
vicini attraverso vescicole legate alla membrana Alcuni batteri, in particolare le cellule
"persistenti" dormienti che normalmente interrompono la sintesi proteica, sono piu propensi ad
assorbire queste vescicole e a utilizzarne il contenuto per resistere al trattamento antibiotico.

Questo processo crea due stati cellulari transitori all'interno di una popolazione altrimenti
identica: cellule donatrici che rilasciano proteine e cellule riceventi dormienti che le ricevono.

Rivelando come i batteri condividono le proteine in condizioni di stress antibiotico, questo lavoro
svela un meccanismo attraverso il quale i microbi possono sopravvivere agli antibiotici e
suggerisce potenziali strategie per combattere le infezioni persistenti

Nel dettaglio:
Le cellule batteriche si scambiano materiale biologico, come DNA e molecole di segnalazione, per

favorire I'adattamento in condizioni di stress, come |'esposizione agli antibiotici. Mentre e noto
che il trasferimento genico orizzontale diffonde i geni di resistenza agli antibiotici, si sa molto
meno sui meccanismi e sugli effetti del trasferimento proteico orizzontale.

Le vescicole di membrana batteriche, che contengono proteine, sono state proposte come
mediatori del trasferimento proteico orizzontale. Inoltre, il trattamento antibiotico stimola la
produzione di vescicole, suggerendo un potenziale ruolo delle vescicole di membrana nella
sopravvivenza agli antibiotici.

Tuttavia, le prove a sostegno del trasferimento proteico mediato da vescicole rimangono indirette
e correlative, il che rende difficile escludere meccanismi alternativi. Per valutare direttamente se e
come le vescicole di membrana contribuiscono al trasferimento proteico, € necessario un metodo
sensibile e specifico per rilevare gli eventi di trasferimento.

Per misurare direttamente il trasferimento orizzontale, € stato costruito un sistema genetico
in Escherichia coli costituito da un ceppo donatore e un ceppo ricevente.

| donatori esprimono la ricombinasi Cre, che attiva un marcatore genetico difettoso nelle cellule
riceventi, consentendo di rilevare i singoli eventi di trasferimento.
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Vedi allegato: ricombinasi cre

Utilizzando questo approccio é stato dimostrato che gli antibiotici inducono il trasferimento della
proteina Cre tra le cellule e sono state caratterizzate le proprieta genetiche e biochimiche delle
particelle responsabili.

Utilizzando in maniera integrata la genetica, la biochimica e I'imaging ad alta risoluzione, & stato
dimostrato che il trasferimento di proteine indotto da antibiotici si verificava tra diversi ceppi di E.
coli e tra E. coli e altre specie batteriche. Inoltre, le cellule donatrici secernono proteine trasferibili
nel supernatante come parte di un complesso pitu ampio.

L’ attivita di trasferimento del supernatante delle cellule donatrici & stato tracciato fino a un
sottoinsieme di vescicole di membrana.ln questo modo & stato scoperto che queste vescicole
contenevano anche PspA, un membro di una superfamiglia di proteine altamente conservate
coinvolte nel rimodellamento della membrana.

Allegato: PspA

PspA viene espressa come parte della risposta allo stress di membrana Psp, e I'eliminazione della
risposta Psp dalle cellule donatrici ha comportato la perdita della produzione di vescicole di
trasferimento e dell'attivita di trasferimento delle cellule donatrici.

Al contrario, indurre l'espressione della risposta Psp nei riceventi ha ridotto la frequenza di
assorbimento proteico, dimostrando che gli stati cellulari di produzione di vescicole e di ricezione
di proteine sono distinti.

Attraverso una combinazione di trascrittomica a singola cellula e genetica, abbiamo scoperto che
le cellule riceventi proteine esprimono alti livelli di un inibitore della traduzione che promuove la
persistenza dell'antibiotico, consentendo alle cellule di sopravvivere a dosi letali di antibiotici.

E’stato cosi definito che questo inibitore della traduzione promuove anche l'assorbimento
proteico sopprimendo la risposta Psp e che l'assorbimento era associato a una maggiore



sopravvivenza all'antibiotico, il che suggerisce che il trasferimento proteico orizzontale mediato da
vescicole sia un meccanismo adiacente che supporta la persistenza dell'antibiotico nelle cellule
con ridotta sintesi proteica.

Tracciamento del trasferimento proteico orizzontale con Cre- loxP.
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Gli antibiotici stimolano il trasferimento proteico orizzontale promuovendo la differenziazione di una
popolazione isogenica di batteri in donatori produttori di vescicole e persistenti riceventi proteine.

Questo lavoro fornisce prove dirette del trasferimento orizzontale di proteine mediato da
vescicole di membrana tra batteri. Inoltre, rivela che gli antibiotici stimolano la differenziazione dei
batteri in gruppi distinti di cellule produttrici di vescicole e cellule riceventi proteine, il che
consente ai batteri persistenti resistenti agli antibiotici, con una ridotta sintesi proteica, di
acquisire proteine secrete dai batteri vicini attivi.

Nuove strategie per eliminare i batteri persistenti potrebbero essere sviluppate inibendo o
sfruttando il trasferimento orizzontale di proteine. Pertanto, i donatori e i riceventi di vescicole
cooperano attivamente a beneficio dell'intera popolazione batterica.

Allegato:
Ricombinasi cre

La ricombinasi Cre € un enzima del batteriofago P1 che catalizza lo scambio di filamenti di DNA
riconoscendo specifiche sequenze bersaglio chiamate siti loxP. E ampiamente utilizzata in biologia
molecolare (sistema Cre-lox) per modificare, attivare o disattivare geni in modo mirato e
condizionale.

Il Sistema Cre-lox

Il meccanismo si basa su tre componenti principali:

Enzima Cre: Una proteina ricombinasi.



Siti loxP: Sequenze di DNA di 34 coppie di basi.

Evento di ricombinazione:

Quando la Cre incontra due siti loxP, taglia il DNA e lo ricombina, provocando conseguenze
diverse a seconda dell'orientamento dei siti.

Possibili effetti sul DNA

Delezione (Taglio): Se due siti loxP sono nello stesso orientamento, la Cre rimuove ("elimina") il
segmento di DNA compreso tra di essi.

Inversione: Se i siti sono orientati in direzioni opposte, la Cre inverte il segmento di DNA compreso
nel mezzo.

Traslocazione: Se i siti si trovano su cromosomi differenti, la Cre pud causare un riarrangiamento
tra cromosomi diversi.

Applicazioni Principali

La ricombinasi Cre & utilizzata principalmente per:

Creazione di modelli Knockout Condizionali:

Permette di eliminare un gene solo in determinati tessuti (es. solo nel fegato o nel cervello) o in
momenti specifici della vita (es. tramite attivazione farmacologica), superando il problema di
mutazioni letali precoci.

Espressione Genica Condizionale:

Puod rimuovere una sequenza "stop" che bloccava la trascrizione di un gene, permettendone
I'espressione in cellule precise

Allegato:
PspA

In genere, PspA si riferisce a una delle due proteine batteriche fondamentali:

Proteina di superficie pneumococcica A (nello Streptococcus pneumoniae ) o proteina da shock
fagico A (nell'Escherichia coli e in altri batteri Gram-negativi)Entrambi svolgono ruoli vitali per la
sopravvivenza batterica e la risposta allo stress, ma funzionano in modi completamente diversi.

1. Proteina di superficie A dello pneumococco ( Streptococcus pneumoniae )

Funzione:

Un fattore di virulenza chiave che aiuta i batteri a eludere il sistema immunitario umano. Si lega
alle proteine dell'ospite (come la lattoferrina e le proteine del complemento) per impedire che i
batteri vengano attaccati o eliminati dai globuli bianchi.

Struttura:

Una proteina altamente carica, a elica alfa, ancorata alla parete cellulare batterica. Presenta una
notevole diversita strutturale ed & classificata in diverse famiglie e cladi.

Significato clinico:

Essendo esposta sulla superficie batterica, la proteina PspA rappresenta un bersaglio principale
nello sviluppo di vaccini pneumococcici non capsulari .

2. Proteina A dello shock fagico ( Escherichia coli )

Funzione:

E il principale effettore della risposta della proteina da shock fagico (Psp), che viene innescata da
un grave stress della membrana interna (ad esempio, calore estremo, perdita di protoni o
infezione virale).

Struttura:

Appartiene alla superfamiglia ESCRT-IIl. Forma strutture a bastoncino elicoidale che si legano ai
lipidi a carica negativa, proteggendo l'integrita della membrana e riparando o rimodellando le
membrane danneggiat






