Come evolve un batterio verso la patogenicita

Commaon bacteral ancestor

Genome reduction Gene acqulsition Mutations,
by deletion events by HET rearrangemeants

Intracellular bacterium, Extracellular bacterium, All lifestyles
obligate Intracelular pathogen, facultative pathogen,
endosymblont symbiont



Il trasferimento genico orizzontale come forza
trainante dell’evoluzione dei batteri patogeni

PAIs

- antibiotico resistenza

Principali caratteri trasmessi:  * determinanti di patogenicita

- determinanti coinvolti nell'adattamento metabolico o
miglioramento della fitness



Gli attori del trasferimento genico orizzontale

Plasmidi: molecole di DNA circolare (o lineare) o r
extracromosomiche in grado di replicarsi autonomamente.

Possono promuovere il loro trasferimento ad un'altra cellula

tramite coniugazione O O

Fagi: particelle virali in grado di infettare i batteri;
possono moltiplicarsi e distruggere i batteri o
mantenere il proprio genoma all'interno della cellula;
possono viviere al di fuori della cellula

Trasposoni: frammenti di DNA in grado di
spostarsi autonomanente da una molecola
di DNA

(cromosoma <= plasmide =) fago, ecc.)




Le Isole di Patogenicita:
neé fagi, né trasposoni ne plasmidi
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| > Contengono uno o pitl geni di virulenza
Batterio non patogeno
» Sono presenti solo nei ceppi patogeni
» Sono di grandi dimensioni 10-200 kb
> Hanno un diverso contenuto in G+C (recente HTG)
> Sono spesso inserite in geni per 1RNA
> Sono fiancheggiate da sequenze di DNA direttamente ripetute (DR)
» Sono associate a elementi genetici mobili



La teoria dei pool genici

Nel genoma di un batterio possiamo distinguere due gruppi di geni:

GENOMA

Regione “core”

\

Cromosoma (geni per)

* Proteine ribosomiali

e Strutture dell’involucro
e di superficie

Regione “flessibile”

\

DNA acquisito mediante
trasferimento orizzontale
* [sole genomiche

(isole di patogenicita)

¢ Vie metaboliche principali e Fagi
* Replicazione del DNA * Plasmidi
¢ Turnover dei nucleotidi * |ntegroni

e Trasposoni



Evoluzione e dimensioni del genoma

Aumento del contenuto di Rimozione di segmenti di DNA

DNA e selezione di funzioni tramite riarrangiamenti
geniche genefici
||~ o=

Perdita di geni tramite
ampie delezioni

HGT

(trasferimento genico orizzontale)

Genoma

procariotico
max 10Mb ) (i)
Inattivazione genica e

successiva erosione

Duplicazione genica genica o delezione
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FONDAZIONE CENCI BOLOGNETTI

LA RICERCA IN PERSONA




L'evoluzione di Vibrio cholerae:
dall'ambiente all’'uomo.

Dove vive il vibrione?
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Planktonic V. cholerae
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LE CHOLERA

Dal 1817 si sono verificate 7 pandemie. Le
prime sei determinate da Vibrio cholerae O1
sono durate ognuna da 5 a 25 anni.
nel 1961 7 pandemia e causata da una
variante di V. cholerae 01 detta El Tor.
Epidemia attuale causata da un sierotipo non
Ol ma 0139



La comparsa di un nuovo sierotipo evidenza in modo chiaro la rapida
evoluzione di Vibrio cholerae che grazie a questo nuovo sierotipo
riesce ad evadere |'immunita presente nella popolazione.

La capacita di Vibrio cholerae di provocare la malattia dipende
essenzialmente dall'espressione di due fattori di virulenza :

* la tossina CT una potente enterotossina localizzata sul fago CTX

+ il pilo TCP definito "Toxin Coregulated Pilum" pilo coregolato con
la tossina localizzati sul'PAT VP1



Vibrio cholerae: il genoma
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Isole di patogenicita, fagi ed integroni
contribuiscono alla virulenza

1Mb = 1.000000 bp
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Il genoma di Vibrio cholerae

2 cromosomi circolari di

2.961 kb e 1.072 kb con un contenuto
simile in GC ( 47%).

Totale di 3880 ORF (2770 e 1110)

Sul 3° cerchio presenti duplicazioni
geniche sul medesimo cromosoma
(nero) o sull’altro cromosoma (verde)

Sul 4° cerchio elementi trasponibili
(nero) geni di viruenza( rosso), in rosa
la regione VCR.

Sul 6° cerchio % CG in rapporto alla
media



Sul Chr 1 sono localizzati la maggior parte dei geni essenziali per le
funzioni cellulari - replicazione del DNA ,trascrizione , traduzione,
biosintesi della parete e patogenicita ( antigeni, adesine, tossine).

Sul Chr 2 sono presenti 59% geni a funzione sconosciuta rispetto a Chrl
(40%) e molti geni di recente acquisizione.

Sul Chr 2 e presente un’ampia regione con una struttura di tipo integrone
di 125kb che contiene molte copie di sequenze ripetute ed una notevole
qguantita di ORF, molte non ancora identificate.

Molto alto e il numero di duplicazione geniche molte delle quali correlate
a geni per il trasporto di sostanze o per la chemiotassi che indicano
I'importanza che possano avere queste proteine nei diversi habitat che
incontra V. cholerae. Anche il profago che contiene il gene per la tossina
colerica puo essere presente in piu di una copia ( talvolta anche presente
sul Chr2)



=120 Kb, 207 genes, ~3% of the genome
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> VCR (Vibrio cholerae repeats)

Vibrio cholerae repeats sono sequenze ripetute che
fiancheggiano geni diversi organizzati in un grande integrone



Struttura della regione VCR sul cromosoma 2
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Il Cromosoma 2 contiene un largo gruppo di Intergenic Repeated
sequences(VCR) che fiancheggiano gruppi di geni estremamente
variabili . Questa struttura viene definita superintegrone perché
contine un integrasi, e la classica struttura di base di un integrone
pur avendo dimensioni di oltre 100Kb.

All’interno si trovano geni di antibiotico resistenza sistemi
toxin/antitoxin , regolatori della trascrizione e moti geni a funzione
ancora sconosciuta.



Gli integroni sono strutture genetiche
mobili costituiti da una regione costante (
Promotore, integrasi e sito di integrazione)
e da una regione variabile in grado di
codificare diverse funzioni tra le quali
I'antibiotico-resistenza
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Fig. 3. Diagram of the integron. Genes are represented by arrows and
recombination sites as triangles. The int/ gene encodes the integrase that gov-
erns cassette insertion and excision. Coupling of both reactions reshuffles cassette
order. Cassettes are expressed from the Pc promoter in the integron platform.
Multiple insertion events lead to the stockpiling of cassettes, constituting a memo-
ry of adaptive functions. Expression of cassettes is weaker when located far from
the PC. Integrases are expressed from the Pint when the SOS response is triggered
and can reshuffle cassettes, changing their expression levels.

Gli integroni mantengono memoria
di funzioni adattative e
permettono al batterio di
adattarsi rapidamente alle
variazioni ambientali.

Come?

A partire dal Pc ( promotore) si
stabilisce un gradiente di
espressione mettendo le funzioni
che sono state acquisite
inizialmente lontane dal
promotore al punto da diventare
silenti.

In condizioni di stress le
cassette possono excidersi
perché il promotore dell'integrasi
e sotto controllo del sistema
SOS e possono quindi reinserirsi
in posizioni promotore prossimali
ed essere espresse.



Coordinamento della replicazione dei 2 cromosomi in Vibrio cholerae

One of the important differences between
plasmids and chromosomes is that the
latter replicate during a defined period of
the cell cycle, ensuring a single round of
replication per cell.

Vibrio cholerae carries two circular
chromosomes, Chrl and Chr2, which are
replicated in a well-orchestrated manner
with the cell cycle and coordinated in such
a way that replication termination occurs
at the same time.

initiation of Chr2 replication is triggered
by the replication of a 150-bp locus
positioned on Chrl, called crtS. This crtS
replication-mediated Chr2 replication
initiation mechanism explains how the two
chromosomes communicate to coordinate
their replication.

Gene dosage effect

@ oril @ terl
@ ori2 @ ter2
mm crtS [ superintegron

Triggers

firing of ori2
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Un esempio Vibro cholerae
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A mono-chromosomal ¥ cholerae model, MCHI.

A. V. cholerae MV 127 strain with attR/L sites from A and HK022 phages inserted at precise loci.
Recombination sites [aftR; and attL,;] replaced dif] on chrl and [attL, and attR;] flanked [parAB2-
orill-rctAB] on chrll. B. Recombination [a#fR,*attL,] and [attR > attL ;] mediated by the expression
of Int,+Xis, and Inty+Xisy,. C. Recombination events [a#fR,*attL,] regenerate lacZ, allowing for
phenotypic detection of rearranged chromosomes. D. Without selection, the 8 kb excised molecule
(carrying a kanamycin resistance gene) was lost. E. Blue sector appearing within single conjugant on
X-Gal supplemented LB-agar plates indicates recombination events between [atfR,xattL,]. F. Ethidium
bromide stained PFGE of genomic DNA: Lane 1, S. pombe marker (BioRad) ; Lane 2, WT (N16961) ;
Lane 3, MCH1. G. Microscopic observation of WT (top panel) versus MCHI1 (bottom panel).
Nucleoids of exponentially growing cells stained with DAPI (green) merged with phase-contrast
images (red).



Come altri batteri patogeni anche V. cholerae si pensa esista da prima
della comparsa dell'uomo.

T cloni patogeni si sono quindi evoluti da forme acquatiche in seguito ad
una progressiva acquisizione di informazione genetica

Questa ipotesi sostenuta dalla ampia presenza di specie di Vibrio nella
flora acquatica mentre soltanto alcuni ceppi mostrano determinanti di
virulenza.

L'analisi comparativa tra ceppi virulenti e non virulenti ha messo in
evidenza

un‘ampia isola di patogenicita di 40 kb fiancheggiata da 2 siti att-like di
20 bp contenete i geni per l'integrasi ed una trasposasi.



Tutto inizia con |'acquisizione
dell’ Isola di Patogenicita VPI

VPI (40 kb) contiene i geni per la sintesi del pilo
TCP, struttura filamentosa importante
nellambiente acquatico per ottimizzare I'adesione
del batterio alla chitina dei copepodi ...
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.il pilo TCP e recettore del fago CTX

Ma chi ¢ il fago CTX?

- ¢ un fago filamentoso simile al fago M13 o F1 di
Escherichia coli

- e un fago a DNA a singolo filamento di 7.000 basi capace
di integrarsi nel cromosoma

» e un fago che codifica la tossina colerica (CtxAB) e altre
tossine.

phage psD
protelns




Un fago tira l'altro ...

Vibrio choleras chromosome1 rg’f_‘]
| ki

Produced by fs2¢ helper phage - - - ----- = TLCh

i oif * ‘n_x:* St
Produced by KSF4 or CTX¢ helper phages- - - RS 14

CTXé

1. Il fago TLC infetta V. cholerae e si
integra in un sito specifico del cromosoma
I creando una perfetta sequenza dif,
richiesta per la risoluzione dei cromosomi.

2. L'integrazione del fago TLC facilita
I'integrazione del solo fago CTX (o dei fagi
RS1 e CTX)

i — I =R e e R e




Tutto inizia con |'acquisizione
dell’ Isola di Patogenicita VPI

VPI (40 kb) contiene i geni per la sintesi del pilo
TCP, struttura filamentosa importante
nellambiente acquatico per ottimizzare I'adesione
del batterio alla chitina dei copepodi ...
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ToxT € un regolatore trascrizionale contenuto nella VP1



.il pilo TCP e recettore del fago CTX
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- ¢ un fago filamentoso simile al fago M13 o F1 di
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Un fago tira l'altro ...
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1. Il fago TLC infetta V. cholerae e si
integra in un sito specifico del cromosoma
I creando una perfetta sequenza dif,
richiesta per la risoluzione dei cromosomi.

2. L'integrazione del fago TLC facilita
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Qual ¢ il vantaggio selettivo dell'inserzione del fago TLC in V.cholerae?
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Trasduzione con il fago TLC evita la formazione di cellule filamentose
derivati da una incorretta divisione delle cellule di Vibrio cholerae O1
che avevano difetti nella risoluzione dei cromosomi offrendo cosi un

vantaggio selettivo



Grazie all'inserimento del profago nel sito "dif difettivo” si viene a creare un sito dif
funzionale

defective dif-like sequence
rixA-intergenic-TATGCCTTAATTTAACATAACATACATAATATGCACTGAGGTATTTTGGT-Chromosome-AQ7543 (Native)

a

TLC-Knj1
" VC14T1-GTAGTCTTCACTTTCTCTACATACATAATGCGCACTAGGAACATTTT-VC1465-1470-Kn-1470 —‘

l Integration

TATGCCTTAATTTAACATAACATACATAATGCGCACTAGGAACATTTT-VC1465-1470-Kn-1470-VC1471-GTAGTCTTCACTTTCTCTACATACATAATATGCACTGAGGTATTTTGGT
reconstituted dif1 sequence

b

TAATTTAACATAACATAC AAT?}'GCACT GAGGTATTTTGGT before TLC integration
TAATTTAACATAACATACATAATGCGCACTAGGAACATTTT after TLC integration

ATTTAACATAACATACATAATGCGCACT diff sequence

Schematic diagram showing site specific integration of TLC-Kn$1 genome into the chromosome of strain AO7543. The
region in the vicinity of the phage attachment site is shown in green and the region in the vicinity of the chromosome
attachment site is shown in blue. The chromosomal attachment site corresponds to a defective dif-like sequence altered
in an AT dinucleotide (arrows). Sequence analysis indicates that the recombination event that integrated the phage
genome occurred in the central region of sequence identity (red) which also corresponds in part to the central region
(CR) of a dif1 site (see Fig 2, Part b).

This recombination event is likely generated at least in part by action of the XerC and XerD on chromosomal and phage
nucleic acid substrates in that the TLC-Kn1 genome did not chromosomally integrate in XerC-defective and XerD-
defective strains



Ora Vibrio e pronto per provocare il colera
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L'evoluzione di Vibrio cholerae: il biotipo EL Tor

. Responsabile della (7¢) pandemia & il
S i (R V.cholerae O1 El Tor, mai comparso
nelle precedenti pandemie.

Chromosome | §& e oriCy;
=
toxA V. cholerae El Tor ha acquisito due
hap {8 Chromosomel |~ A nuove isolg di Patogencita, Vibrio 7th
CTX & I s Pathogencity Island (VSP) 1e 2, che
contengono geni correlati ad una
g o= migliore colonizzazione dell'ospite.



Diverse clones of V cholerae
in the aquatic environment
(RTX®, HAP* EPS*, eic))

Gth Pandemic
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L'epidemia attuale a differenza delle altre che sono state causate da V.Cholerae
Di sierotipo O1 & causata dal sierotipo 0139

Figure 1. Schematic diagram of the possible evelutionary lineages for emergence of pandemic strmins of VW cholerge. Lineages are based on the existence of intermediate
strains carrying combination s of horizontally acquired gene clusters and other considerations. Shaded boxes describe strains that exist, whereas, non-shaded boxes desig-
nate strains that could hypothetically exist but have not yet been isolated. Furple arrows represent horizontal gene transfer events that are the maost likely to have occocurred
based on the existence of intermediate strains that have similar polymorphic markers (for example, riboty pes and allelic ty pes of variable genes such as topA, rstR, toxT,
among others). Red arrows represent other transfer events that are hy pothetically possible but for which critical intermediate strains have not been documented. Abbrewi-
ations: CTX, cholera toxin phage; EPS, extracellular protein secretion gene cluster; HAP, hemagglutinin protease gene; 01 and 0139, varicus O antigen gene clusters; RTX,
repeat intoxin gene cluster; TCP, toxin co-regulated pilus gene cluster also referred to as VPI; VP, Vibrio pathogenicity island; WPIl-2, the island that includ es the nanH gene
cluster; V'SP, Wbrio seventh pandemic island; VEP-1 and V5P-2, theislands found in seventh pandemic Bl Tor strains and eighth pand emic 0139 strains.



Meta plasmidi e meta fagi: gli ICE

Gli ICE sono elementi genetici mobili presenti in
Vibrio cholerae in grado di trasferire
efficientemente geni da una cellula all'altra.
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Gli ICE sono responsabil dell'alevata antibiotico-resistenza in Vibrio e in molti batteri



La peste: flagello antico e modello di evoluzione

Yersinia pestis si e
evoluto in tempi
recenti

(1500-20000 anni fa)
da un batterio
patogeno intestinale

dei roditori. e

Da batterio presente nellambiente si e
trasformato in patogeno a trasmissione
ematica capace di causare infezioni
sistemiche.

Peste a Venezia (A. Zanchi 1631-1722)



IDENTIFICAZIONE DELL’AGENTE DELLA PESTE

1894: Alexandre Yersin scopre il batterio ad Hong Kong

Yersin esamina molti ratti morti durante il suo soggiorno a Hong Kong ed ¢ il primo
a proporre una relazione causale tra la morte dei roditori e le epidemie nelluomo

1897: Ogata propone la prima ipotesi riguardo un ruolo delle pulci nella
trasmissione

1914: Bacot e Martin propongono un modello per spiegare la trasmissione
attraverso lI'insetto: modello del blocco proventricolare

2001: sequenziamento del genoma di Y. pestis CO92



Yersinia appartiene alle Enterobacteriaceae e la classica nomenclatura
si € basata su suddivisioni determinate da caratteristiche biochimiche e
sistematica classica

Suddivisione in 18 specie delle quali 3 sono patogene per i mammiferi
incluso I’'uomo:

Y. enterocolitica

Y. pseudotubercolosis

Y. pestis

Y. enterocolitica e Y. pseudotubercolosis sono patogeni per gli animali
nei quali causano una gastroenterite ( anche nell’'uomo)

Y.pestis € patogeno nei roditori e nelle pulci e occasionalmente viene
trasmessa all’'uomo dove provoca la PESTE .

Le restanti 15 specie si trovano nel suolo o nell’acqua e sono
generalmente non patogene.



o

Il genoma di Yersinia pestis
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Caratteristiche generali del genoma di Yersinia pestis

Tabla 1 Ganaral faaturas of tha Yarsinia pastiz ganoma
Cromosome pPst'oPCP1T oW1/0C01 oM

Estmated copy numines” 186 4.3 1.8
Tota sze 4 653 728 bp 2612 bp 0305 95210DD
&+ C content 47 . 84%, 45.27% 44 Ba%g 20.23%
Coding sequences 4012 2 ar 103

... of wWhch pseudopenes 149 2 8 3
Codng densty 83 8% 57 .2% 81.4% 85.8%
Average gene engtn 998 Dp 611 bp ediop 835 bp
Fbosomal BMNAS B x{165=235=55)

Transfer EMAs 70

Ciner stapie BMAS &

* Tha copy number af tha plasmids was astimated on tha number of raads per kilobass camparad
with the chramasame, and is ikay 1 ba allacted by samping bas in tha shatqun.



Genoma costituito da un cromosoma circolare e

da 3 plasmidi di diverse dimensioni ma nessuno con un apparato di
coniugazione funzionale .

Il genoma presenta anomalie nella distribuzione della percentuale di GC ad
indicare riarrangimaneti o la presenza di geni acquisiti per HGT

Molti geni appaiono acquisiti da batteri o virus includendo i geni per le
adesine, per le tossine e per il sistema di secrezione T3SS

Il genoma contiene circa 150 pseudogeni molti dei quali legati a funzioni di
un ancestrale batterio enteropatogeno

Frequenti riarrangimenti e ricombinazioni dovuti ad elementi IS: questi
inversioni si ritrovano anche come popolazione mista delle colture ad
indicare un genoma altamente dinamico



Plasmidi importanti per la virulenza di Y. pestis

La sequenza genomica del ceppo CO92 di VY. pestis, rivela la presenza di
un cromosoma di 4.65 Mb e di tre plasmidi: pYV di 70.3 kb, kb, pMT1 di
96.2 kb e pPla di 9.6

Nome del plasmide Fattori di virulenza | Ruolo nella malattia
(kb)

Plasmide di virulenza 70.3 Sistema di secrezione Evasione del sistema
Yersinia, pYV di tipo II1, Yops immunitario, tossicita

Plasmide con la tossina 96.2 Tossina murina Trasmissione batterica
murina, pMTi (PLD), capsula F1 nelle pulci

Plasmide con l'attivatore del [e¥& Attivatore del Diffusione dal sito di
plasminogeno, pPla plasminogeno morso della pulce

L'acquisizione di plasmidi € un elemento chiave dell’evoluzione di Y.
pestis



Le specie patogene per I’'uomo formano due rami separati agli
opposti dell’albero evolutivo di Yersinia

Species cluster 14

Species cluster 13 (rrersinia massilienziz
@ Yersinio mollaretii (0¥ (O Tersinia intermedia
VYersinia bercovieri || @ Yersinia frederiksenii

Species cluster 12 )¥ersinia aleksiciae

@ versinia pekkanenii —\ -
Species cluster 11 £ | I'|F Spacies cl i
@ersinia intermedio N A -
»’1‘.’ Q‘r’ers_m[u pseu:do!uhsrcu?us:s Hu oy
Species cluster 10 ‘-: O'versinia pestia I

D Yersinia rohdei  {Z) : o O'rersimia similis
Species cluster 9 .

@Yersinia frederiksenii ':.ir;m_:le_ls c!.-l.:ler 2
hybridization group 2 @ rerzinia ruckeri
Species cluster & I

@ Yerzinia frederiksenii -7 Species cluster 4 Species cluster 3

@Yersinia aldovae @Yersinia nurmii
@Yersinia entomophaga
. Species cluster 5
@Yersinia kriztensamnii
= o
UL |‘r‘£lrsiniu enterocolitica |Human pathagen
& Species cluster 6 biotype 1A
@ Species cluster 6 biotype 18

() Species cluster 7 biotypes 2-5 —6,000 SMPz



Y. pestis, persa la capacita di vivere nell’'ambiente
esterno, prospera tra mammiferi e pulci

3rec 27°C 37°C
(Optimal growth temp.)

Il batterio si assicura la
trasmissione formando
aggregati che bloccano la
parte iniziale
dell'apparato digerente
della pulce. Quando la
pulce punge l'ospite
rigurgita questo "tappo”
di batteri che finiscono

Y pestis) } nella via linfatica e
= T resistono ai macrofagi
- | Lungs | ' Localized infection |
* .% Rare avent
| Pneumonic plague | | Systemic infection |




Le tre grandi pandemie di Peste

1. La Peste di Giustiniano 4
(542 dC) :
2. La Morte Nera (1347 dC)

3. La Terza Pandemia

[ ] Countries that reported
plague, 1970-1298

B Regions whara plagun
oCoLrs N anmals
Justinian piague
{5th-7th century)
Black Death
(13th-15th contuny)

3) Moden psague
(1870 onwards)

Si conoscono tre grandi pandemie: la prima, di epoca giustiniana, diffusa nel bacino
del Mediteraneo e in Medio Oriente; la seconda, iniziata nel tredicesimo secolo, che
causo la morte di un terzo della popolazione europea; la terza, originatasi in Oriente

nel 1870 e tuttora presente in molte regioni del mondo.



L'evoluzione di Yersinia pestis,
un paradigma del ruolo dei plasmidi

Tossine E\@ 90 \ d%‘

~ F'Iasmlde o
)

\ %
ﬁ \ o Sistema di
( secrezione
Q

%

e

e

I plasmidi possono contenere geni per i

sistemi di secrezione, per adesine, per

tossine e in un sol colpo permettono al
batterio di colonizzare una nuova nicchia.



Gia i primi studi di genetica di popolazione suggerivano che Y. pestis
fosse un clone di Y. pseudotubercolosis recentemente emerso sebbene
abbia uno stile di vita che si differenzi nettamente e provochi una
patologia molto piu severa.

Da questi studi Y. pestis si era evoluta in un batter d’occhio tra 2.000 e
10.000 anni fa tramite acquisizione di materiale genetico, perdita e
riarrangiamenti genomici.

Y. pestis quindi € derivata da Y. pseudotubercolosis attraverso una serie
di eventi quali acquisizione di plasmidi, batteriofagi ed integroni e isole
genomiche ed eventi di perdita di determinanti genetici che hanno
determinato una perdita di flessibilita ecologica determinando
specializzazione nella nicchia in cui i batteri sopravvivono.



La storia evolutiva di Y. pestis dimostra come pochi cambiamenti genetici possano
alterare le modalita di infezione e trasmissione, e come la perdita di geni sia critica
tanto quanto l'acquisizione di materiale genico nel processo evolutivo

Non pathogenic Yersinia

@ Chromosomal DNA
\\____//'

Acquires virulence plasmid @ Y pestis

Pathogenic Yersinia

(\ Loss of enteric lifestyle- Acquires unknown factors 7
specific factors present in not present in
l Y pseudotuberculosis Y pseudotuberculosis

. Y pseudotuberculosis
Y pseudotuberculosis Pre-pestis 2

Y pseudotuberculosis L __= |

’ e ea transmission
re-pestis more frequent

Acquires plasmid

Acquires plasmid

®

Flea transmission possible
but inefficient




Le relazioni tra Y. enterocolitica e Y. pestis-Y.pseudotubercolosis
sono state comprese solo recentemente.

Inizialmente infatti si pensava che la separazione tra Y.enterocolitica
e Y. pestis-Y. Pt fosse avvenuta dopo I’acquisizione del plasmide pYV
e che quindi esistesse un progenitore comune con il pYV per tutte e
tre le specie

Invece uno studio filogenetico piu accurato ha permesso di osservare
che versioni simili del plasmide di virulenza pYV sono state acquisite
indipendentemente almeno 3 volte : 2 volte nella linea di Y.
enterocolitica che presenta piu di un cluster ed una volta nella linea
Y.pestis/Y.pseudotubercolosis

@\‘E Species cluster 1

| - r ¥ F. 1=
S SR s R A TN O Yersinia paeudatubercloss . mae pathogens
@ Species cluster 6 biotype 1A 4 Brsinia pestis
L —f C)Yersoia sirmilia
@ Speches cluster & biotype 1B

C) Species cluster T biotypes 2-5




Arriva il primo plasmide ...

Apoptosi dei macrofagi

\\ OO

Inibizione della attivazione delle
citochine proinfiamatorie O
O (O  Depolimerizzazione

OO O O dell’actina

Host cell

Il plasmide pYV & un grande plasmide (70 kb) che
contiene i geni per la sintesi di una "siringa
molecolare” in grado di iniettare proteine
plasmidiche capaci di distruggere la funzionalita
della cellula bersaglio

Effector

8 Q8

Chaperone ’Q) oo

b -

LA RICERCA IN PERSONA

ﬂ ISTITUTO PASTEUR
FONDAZIONE CENCI BOLOGNETTI



Il plasmide pYV

Il plasmide pYV (Yersinia virulence) é presente in tutti gli Yersinia patogeni e
codifica

- un sistema di secrezione di tipo ITT e

- dei fattori proteici che interferiscono con la risposta immunitaria nell'ospite.

Y. enterocolitica W227

Y. pseudotuberculosis YPIII
Y. pestis

L = NV == =]

Secretion Translocation Chaperone Yop effector Pseudogene

Codifica per delle proteine chiamate Yops (Yersinia outer membrane proteins). |l rilascio
delle Yops nelle cellule del sistema immunitario inibisce la polimerizzazione dell’actina,
prevenendo la fagocitosi delle cellule batteriche e sopprime la trascrizione dei geni per la
risposta immune. La diminuita espressione delle citochine proinflammatorie favorisce la
proliferazione dell'infezione.



Esistono gruppi diversi di Yops: R g Q ' = Q g g g 9
. A fnfnfnfn i Andnaninin om
- effettori che vengono trasportati all’interno jyyuuuyuyuyyd guuyL L uuL
della cellula eucariotica bersaglio v
prot YscJ
. ' ikl ARARAAARARR
chaperonine IR =" 5 P
« fattori di regolazione o \
G
Le varie componenti del sistema di ﬁ " . o
secrezione di tipo Ill sono codificate dai 'J\J\___é@“ e
geni ysc (yop secretion) cooH Yop
degradation m
Tra gli effettori, YopE €& un agente citotossico, che, attaccando i microfilamenti del
citoscheletro, provoca il distacco della cellula eucariotica dalla matrice

extracellulare.

Tutti gli effettori Yops hanno degli omologhi in altre specie di patogeni; ad esempio,
YopE & omologo ad ExoS in P. aeruginosa e SptP/StpA in Salmonella
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Evoluzione di Y. pestis da Y.pseudotubercolosis

Il primo passo della transizione da Y. pseudotubercolosis a Y. pestis & stato
I'acquisizione del gene ymt, presente sul plasmide pMT1

La trasformazione di Y. pseudotuberculosis con il gene ymt & sufficiente ad
estendere l'infezione dall’intestino posteriore all'intestino medio

Per la trasmissione dal vettore insetto all’ospite mammifero € necessaria la
formazione del biofilm nel proventriculus

| geni hms (hmsHFRS, hmsT e hmsP) sintetizzano una matrice extracellulare
fondamentale per la formazione del biofilm

| geni hms, presenti sul cromosoma, sono funzionali sia in Y.
pseudotuberculosis sia in Y. pestis ma hanno una diversa regolazione



Plasmide pMT1

contiene le informazioni necessarie per
proteggere il batterio dall’ azione
batteriolitica di enzimi presenti nel tratto
gastrointestinale della pulce.

Plasmide pPla

contiene le informazioni necessarie per
I'attivazione del plasminogeno dell'ospite che
degradera

* alcuni fattori del complemento impedendo
la chemiotassi dei fagociti

* la fibrina permettendo la disseminazione
del batterio nell'ospite



Il plasmide pMT1
E un grande plasmide di circa 100 kb. Codifica per

 la Yersinia Murine Toxin , una fosfolipasi D (PLD) che aumenta le
probabilita di sopravvivenza del batterio nell’intestino dell'insetto. Il gene ymt
viene espresso a 26°C

 la capsula F1: importante per la resistenza alla fagocitosi; il gene caff
codifica per la proteina F1 (15.5 kDa), che forma una capsula esterna che
riveste il batterio, e i geni cafiM, caf1A e caf1R codificano per regolatori e
chaperonine.

| geni della capsula F1 hanno un contenuto in G+C del 39.2%, il locus ymt
38.2% e il resto del plasmide 50.1%; cio suggerisce che il plasmide pMT1 sia
un mosaico genetico.



Il plasmide pPla

E un piccolo plasmide di 9.6 kb che codifica per:

« Lattivatore del plasminogeno (Pla): € una proteasi di 34.6 kDa che taglia |l
plasminogeno, precursore della plasmina, ed € fondamentale per l'infezione
nell’'ospite mammifero

« Si é recentemente osservato che Pla € associato con infezione polmonare
fulminante.

. La pesticina (Pst) & una tossina ed ha un’azione battericida. E simile al
lisozima ed € in grado di degradare il peptidoglicano.



Oltre al pYV tutti i ceppi di Yersinia patogeni hanno acquisito il
locus ail che svolge un ruolo nell’attacchment e invasione delle

cellule epiteliali e nella resistenza al killing d aparte dei
macrofagi.



Altri elementi specifici ( Y. pseudotubercolosis/Y. pestis) che sono stati
acquisiti includono I’isola di alta patogenicita (HP1) che € un ICE (
Integrative Conjugative Element) che codifica yersiniabactina,

un sideroforo che sequestra il Fe dall’ospite e importa lo zinco nelle cellule
batteriche

Gli altri geni essenziali nell’evoluzione di Y. pestis sono il locus hms
localizzato sul cromosoma che codifica un sistema di stoccaggio
dell’emina.Questo locus € un fattore importante ed é richiesto nella
formazione dei biofilm che bloccano I’'intestino della pulce con un riflusso
di sangue dalla pulce infetta al punto di infezione facilitando la diffusione
della malattia al mammifero ospite



Le mutazioni pato

-adattative

Sono mutazioni in geni
cromosomici funzionali nel
batterio progenitore

Aumentano il "benessere” del
batterio nel nuovo ambiente
all'interno dell'ospite

Permettono al microrganimo di
ottimizzare il nuovo stile di vita
patogeno

I geni che vengono persi sono
definiti “"geni di antivirulenza”
(AVL): codificano funzioni
diverse a seconda dei
microrganimi



Cosa succede in altri batteri patogeni?

Ancestor
(E. coli)

L'evoluzione di Shigella:
un'altro modello




Il vantaggio selettivo di perdere funzioni

Rispetto al suo progenitore, Y.pseudotuberculosis,
in Y.pestis si osserva la perdita di funzionalita del
13% dei geni. Sono eliminati:

1. i geni che impediscono un efficiente formazione
dei biofilm nella pulce

I Macrophage

2. i geni che modificano la parete del batterio per
renderla irriconoscibile ai recettori del sistema
dell'immunita innata dell'ospite

stimalation TLR4 stimulation




Perdita di geni

Y. pestis si € evoluto circa 1.500-20.000 anni
fa dal suo antenato Y. pseudotuberculosis,
passando da un ciclo vitale a trasmissione
oro-fecale dall’ambiente all’'ospite ad un ciclo
vitale di tipo vettore-ospite-vettore.

La perdita di geni € un passo importante nel
processo di adattamento.

stimulation TLR4 stimulation

e
Gene Localizzazione . .
Y. pestis Y. pseudotuberculosis
Regolat
eg(? a} ore Cromosoma pseudogene +
trascrizionale

Degradazione biofilm Cromosoma pseudogene +
Modifica il lipide A Cromosoma - +

yadA Adesione cellulare pYV pseudogene +
Sintesi di ureasi Cromosoma pseudogene +

I 13% dei geni di Y. pseudotuberculosis non sono funzionali in Y. pestis



L oss-of-function mutations have also played a significant role in
the evolution of Y. pestis from Y. pseudotuberculosis.
Approximately 200 genes are inactivated in Y. pestis, according
to a genome comparison with Y. pseudotuberculosis (7).
Notably, Y. pestis lost genes whose products repress biofilm
synthesis (rcsA) and enhance biofilm degradation (nghA),
underscoring the importance of biofilm stability in this
pathogen's lifestyle.



Le mutazioni patoadattative : la perdita di RcsA

RcsA e un regolatore negativo per la sintesi dei biofilm. RcsA e una proteina
accessoria del sistema delle istidin chinasi Rcs che € in grado di aumentare
I'effetto repressivo di RcsB, una DNA binding protein coinvolta nella
regolazione negativa della formazione di biofilm.

La perdita di RcsA diminuisce la stabilita di legame e di conseguenza l'attivita
di repressore di RcsB che a questo punto € incapace di reprimere i geni
coinvolti nella biosintesidel biofilm

Introduzione del gene rcsA wt di Y.pseudotubercolosis provoca in Y.pestis:

- Inibizione della formazione di biofilm

-diminuisce il blocco dell'apparato intestinale

Quando viene silenziato in Y.pseudotubercolosis il gene rcsA si osserva la
formazione di biofilm in C.elegans ( modello di infezione)

La mutazione pit frequentemente osservata e una duplicazione di 30 bp nella
sequenza codificante. Questa mutazione si ritrova in tutti le subspecie di Y.
pestis suggerendo che possa essersi originata molto presto per promuovere
una cospicua produzione di biofilm ,fase essenziale per la trasmissione dalla
pulce all'ospite. In Y. pestis Antiqua si osserva un inserzione di un trasposone
per l'inattivazione del gene.



Mutazioni patoadattative : la perdita di nghA

Oltre a mutazioni che favoriscono la formazione di biofilm , durante I'evoluzione
si sono messi a punto sistemi per evitare la degradazione del biofilm.

In Y.pestis la formazione della matrice extracellulare del biofilm nello stomaco
della pulce dipende dall'espressione dei geni hms che permettono la sintesi di un
biofilm ricco in una poly-glucosamina.

Il gene nghA codifica per una glicosil idrolasi e si & visto che questo gene in Y.
pestis & sempre silenziato mentre & attivo in Y. pseudotubercolosis.

La mutazione ¢ dovuta ad una delezione di 11 bp che determina l'insorgenza di
un codone stop con conseguente formazione di una proteina tronca e inattiva.

Quando il gene nghA di ¥Y.pseudotubercolosis viene introdotto in Y.pestis si
osserva

-La degradazione dei biofilm per digestione dei residui di N acetil glucosamina.
I| ceppo riesce a colonizzare lo stomaco della pulce ma la formazione di biofilm
e fortemente diminuita
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Un'altra importante mutazione patodattativa riguarda i gene lpx che sono in grado di
modificare LPS, in particolare si osserva a perdita della capacita di convertire il lipide
A dell LPS dalla forma tetra-acetilata in esa-acetilata.

Esa acetilazione & una modificazione post traduzionale del LPS che e cruciale nel
provocare la risposta immune tramite l'interazione con il TLR4 sulla superficie della
cellula.

Presentandosi in una forma non esacetilata Y.pestis induce solo una blanda risposta
immune permettendo cosi al batterio di sopravvivere pit facilmente nell'ospite.

Y .pseudotubercolosis invece possiede la capacita di esaacetilare Lipide A dell'LPS e
induce una buona risposta immune.

Esa acetilazione é determinata da 2 proteine: LpxL e LpxP.
LpxL che & Lauril acetiltransferasi é in grado di attaccare delle catene lipidiche
secondarie all'unita tetracetilata di lipide A.

Questo gene € assente in tutti i ceppi di Y.pestis.



| Toll like receptor sono dei recettori presenti sulle cellule del sistema

immunitario deputati al riconoscimento di varie strutture tra le quali alcune
presenti nella parete batterica quali LPS, PG,acidi lipoteici

Versante extracellulare

Acidi lipoteicoici
lipoarabinomannani

uropatogeni

Lisouoleinn Lipoproteine LPS Flagell
! ' triacilate agellina
PGN Gram+ diacilate 2 Batter
Zimosani = atteri
LPS atipici == MD2
= B TLR1 3

TLR4

1L

TLR5

Sono glicoproteine integrali di membrana con un dominio N
terminale esterno, un dominio centrale ed una regione
citoplasmatica C terminale. Presenti nelle cellule immunocompetenti

( macrofagi,neutrofili cellule dendriche).
vedi Cap.21



Come avviene il riconoscimento dell ‘LPS da parte dei macrofagi?

Spazio

extracellulare TLR4

CcD14

(1} Riconoscimento
dei LPS

MD-2

Citoplasma

(2) Trasduzione del
segnale LPS

Nucleo

W
Lo o

(3 Attivazione della
risposta immunitaria

| toll like receptor (TLR) sono
espressi principalmente nelle
cellule immunocompetenti (
macrofagi, cellule dendridiche)

Il legame dell’LPS all TLR4 provoca
I’attivazione di una via di
segnalazione che attivera la
trascrizione del fattore NFkB .e si
avra attivazione della risposta
immunitaria.

Il processo richiede oltre al TLR4
altri fattori

* LBP proteina legante LPS presente
nel siero.

* |le molecole CD14 che si ritrovano
sia in forma solubile che associate
alla membrana (CD14s e CD14m)

La molecola MD2 che si associa al

TLR.



Quando il gene IpxL di E. coli viene espresso in
Y. pestis si osserva attivazione della risposta
immune con un aumento di sintesi diTNF, IL-6 e
IL-8 da parte delle cellule.

In un modello murino , il ceppo wt provoca 100%
di mortalita mentre il ceppo complementato con
IpxL non ¢ letale.

Quindi esacetilazione € una tappa essenziale
per scatenere la risposta dell'ospite.

La perdita del gene IpxL ¢ quindi essenziale per
Y.pestis per eludere i sistemi di difesa
dell'ospite.



Molti dei geni che sono stati funzionalmente persi nell’evoluzione da Y.
pseudotubercolosis a Y. pestis codificano fattori di virulenza come le
invasine e Yad A e loci metabolici che sono coinvolti nel metabolismo degli
aminoacidi dicarbossilici e nel trasporto di uracile o loci coinvolti nella
motilita.

Y.pseudo richiede questi loci per un ‘efficiente colonizzazione del tratto
gastrointestinale che € una nicchia non piu colonizzata da Y. pestis che
deve invece colonizzare intestino della pulce e nei mammiferi per poi
poteressere in grado di provocare un infezione sistemica.



Ruolo della perdita dei geni nell’evoluzione di Y. pestis da Y.pseudotubercolosis

Loss of motility Inability to colonize X Gene deletion

mammalian intestine % SNP-based pseudogene

Phase-variable mutation-based pseudogene

Biofilm formation repressed

* Flagella genes {C‘di'GMP
PDE e"% 0?, Degradation of
e c-di-GMP

Amino acid
metabolism genes

repression

Uracil transport genes

Non-toxic to insect vectors Biofilm formation . .
Yersinia pestis
Biofilm formation activated
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Analisi dell'importanza del passaggio nella pulce per la trasmissione

Tratto digerente della pulce: esofago,
proventriculus, intestino medio e
intestino posteriore

Modello del blocco proventricolare: si
formano degli aggregati di Y. pestis
prima all'interno dell’intestino medio e
poi nel proventriculus.
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Adattamento alla pulce

Mutazioni in rcsA alleviano la repressione trascrizionale sul operone dello
stoccaggio dell’emina ( hms) che codifica fattori necessari per la
formazine dei biofilm.

Incremento dei livelli di formazione di biofilm di GMP-dependente.

Le mutazioni identificate sono localizzate in due geni che codificano
fosfodiesterasi ( rtn e y3389) che sono enzimi che degradano il cyclic —di-
GMP),una molecola che agisce come attivatore di hms e quindi della
formazione di biofilm
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Cyclic-di-GMP: molecola segnale che
induce la formazione del biofilm

In Y. pseudotuberculosis ci sono tre
diguanilato  ciclasi (DCG) che
sintetizzano cyclic-di-GMP e tre
fosfodiesterasi (PDE) che la
degradano.

In Y. pestis due dei tre PDE sono
presenti come pseudogeni: la perdita
di funzione di rcsA e dei due PDE ha
I'effetto di aumentare la
concentrazione intracellulare di cyclic-
di-GMP, favorendo Ila sintesi del
biofilm

~ La sostituzione dei tre
pseudogeni con  dli
omologhi funzionali di Y.
pseudotuberculosis
elimina completamente
la capacita di Y. pestis
formare il biofilm 70



Many bacterial pathogens infect humans only incidentally and often
produce virulence factors that are effective against non-mammalian
organisms as diverse as insects, protozoa, nematodes, predatory
bacteria and phages?:- 2 3, These natural hosts provide a
considerable driving force for the evolution of bacterial pathogens
that also infect humans, enabling us to re-evaluate human—-pathogen
interactions in the light of the eco-evo perspective;

a perspective of bacterial ecology and evolution in which organisms
are evaluated broadly in the light of evolution and ecology, rather
than the narrow constraints of their behaviour during human
infection



Un’‘evoluzione complessa, rapida ed inesorabile




Yersinia appartiene alle Enterobacteriaceae e la classica nomenclatura
si € basata su suddivisioni determinate da caratteristiche biochimiche e
sistematica classica

Suddivisione in 18 specie delle quali 3 sono patogene per i mammiferi
incluso I’'uomo:

Y. enterocolitica

Y. pseudotubercolosis

Y. pestis

Y. enterocolitica e Y. pseudotubercolosis sono patogeni per gli animali
che causano una gastroenterite anche nell’uomo

Y.pestis € patogeno nei roditori e nelle pulci e occasionalmente viene
trasmessa all’'uomo dove provoca la PESTE .

Le restanti 15 specie si trovano nel suolo o nell’acqua e sono
generalmente non patogene.



L oss-of-function mutations have also played a significant role in
the evolution of Y. pestis from Y. pseudotuberculosis.
Approximately 200 genes are inactivated in Y. pestis, according
to a genome comparison with Y. pseudotuberculosis (7).
Notably, Y. pestis lost genes whose products repress biofilm
synthesis (rcsA) and enhance biofilm degradation (nghA),
underscoring the importance of biofilm stability in this
pathogen's lifestyle.



RcsA e un regolatore negativo per la sintesi dei biofilm. RcsA e una proteina
accessoria del sistema delle istidin chinasi Rcs che € in grado di aumentare
I'effetto repressivo di RcsB, una DNA binding protein coinvolta nella
regolazione negativa della formazione di biofilm.

La perdita di RcsA diminuisce la stabilita di legame e di conseguenza l'attivita
di repressore di RcsB che a questo punto € incapace di reprimere i geni
coinvolti nella biosintesidel biofilm

Introduzione del gene rcsA wt di Y.pseudotubercolosis provoca in Y.pestis:

- Inibizione della formazione di biofilm

-diminuisce il blocco dell'apparato intestinale

Quando viene silenziato in Y.pseudotubercolosis il gene rcsA si osserva la
formazione di biofilm in C.elegans ( modello di infezione)

La mutazione pit frequentemente osservata e una duplicazione di 30 bp nella
sequenza codificante. Questa mutazione si ritrova in tutti le subspecie di Y.
pestis suggerendo che possa essersi originata molto presto per promuovere
una cospicua produzione di biofilm ,fase essenziale per la trasmissione dalla
pulce all'ospite. In Y. pestis Antiqua si osserva un inserzione di un trasposone
per l'inattivazione del gene.



Oltre a mutazioni che favoriscono la formazione di biofilm , durante I'evoluzione
si sono messi a punto sistemi per evitare la degradazione del biofilm.

In Y.pestis la formazione della matrice extracellulare del biofilm nello stomaco
della pulce dipende dall'espressione dei geni hms che permettono la sintesi di un
biofilm ricco in una poly-glucosamina.

Il gene nghA codifica per una glicosil idrolasi e si & visto che questo gene in Y.
pestis & sempre silenziato mentre & attivo in Y. pseudotubercolosis.

La mutazione ¢ dovuta ad una delezione di 11 bp che determina l'insorgenza di
un codone stop con conseguente formazione di una proteina tronca e inattiva.

Quando il gene nghA di ¥Y.pseudotubercolosis viene introdotto in Y.pestis si
osserva

-La degradazione dei biofilm per digestione dei residui di N acetil glucosamina.
I| ceppo riesce a colonizzare lo stomaco della pulce ma la formazione di biofilm
e fortemente diminuita



Given the central importance of the biofilm life stage in the flea,
much research has focused on identifying the Y. pestis genes
required for this phenotype. The halilmark of a mature biofilm is the
matrix or extracellular polymeric substance (EPS) in which the
bacteria are embedded, which forms a cohesive scaffold and is
essential for stable adherence to a surface. A major component of
the Y pestis EPS is poly-p-1,6-N-acetyl-d-glucosamine, which is
synthesized and exported by the products of the AmsHFRS operon
The PhoP-PhoQ gene regulatory system of Y. pest/s, which acts to
modify the bacterial outer membrane in response to certain
environmental stresses, is induced in the flea and is required for a
fully cohesive EPS .

Biofilm development is regulated by the second messenger c-di-
GMP. Intracellular c-di-GMP levels are determined by the opposing
activities of diguanylate cyclase enzymes, which synthesize c-di-
GMP, and phosphodiesterase enzymes, which degrade it. Y. pestis
encodes two diguanylate cyclases, AimsT, of primary importance in
vitro, and AmsD, of primary importance in the flea; and one
phosphodiesterase, hmsP . Several regulators that cumulatively
control the relative expression of these enzymes, and therefore c-di-
GMP flux, have been identified



Difetto nella formazione di Biofilm nella pulce nei ceppi

hms difettivi

Yersinia pestis hmsHFRS*
a DIC DIC + FITC

X. cheopis

C.felis

h‘ Hinnebusch BJ, et al. 2017,
®
128 Annu. Rev. Microbiol, 71:215-32

Yersinia pestis hmsHFRS™

b DIC DIC + FITC

Figure2 The Y. pestislife stage in the flea. ¥, pestisingested in a blood meal
rapidly forms large aggregates in the flea digestive tract, in association with an
amorphous, brown exogenous matrix. Typical examples recovered from the
midgut of Xenopsyila cheopis fleas infected with (a) hmsHFRS” or (b) hmsHFRS
Y. pestis expressing GFP. These aggregates localize in the proventriculus within
one day after infection. (c,d) Images of the anterior digestive tract of X. cheopis,
Oropsylla montana, and Ctenocephalides felis: Fleas were dissected one day after
feeding on blood containing ~5x10% to 1x10° ¥, pestis KIM6* (pACGFP1)/mL. The
foregut (stomodeal valve, proventriculus, and the esophagus) as well as the
midgut are colonized. Abbreviations: DIC, differential interference contrast; FITC,
fluorescein isothiocyanate.



