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Editoriale

Col termine di virulenza si intende la potenzialità patogena intrinseca di un organismo.
Questo concetto va inteso in senso relativo in quanto la capacità dell’agente patogeno
specifico di causare la malattia dipende dalla interazione tra la sua virulenza e la capacità
di difesa dell’ospite responsabile del contenimento e della neutralizzazione della
minaccia infettiva.

Alla luce di questa premessa risulta facilmente comprensibile come, ad esempio,
agenti infettivi con bassa virulenza possano essere causa di gravi malattie in pazienti
affetti dalla sindrome da immuno deficienza acquisita. Ciascun agente infettivo ha degli
specifici fattori di virulenza caratteristici che sono responsabili della capacità dell’organi-
smo di proliferare, colonizzare, invadere e distruggere i tessuti dell’ospite. Il recente
sviluppo delle sonde di DNA ha permesso ulteriori sviluppi nella caratterizzazione dei
fattori di virulenza, e proprio questi aspetti vengono sviluppati in questa monografia.

Veniamo così alla presentazione degli Autori di questo volume che, i nostri lettori
abituali, già hanno avuto modo di conoscere ed apprezzare.

Il Professor Gianfranco Santini, caposcuola, è il Primario del Servizio di Microbiologia-
Immunologia dell’Ospedale Civile di Pordenone e del Centro di Riferimento Oncologico
di Aviano. Specialista in Anatomia Patologica e Tecniche di Laboratorio, in Malattie del
Sangue, in Igiene, ed in Biochimica e Chimica Clinica è Professore di Immunologia,
Genetica e Tecniche Immunologiche presso la Scuola di Microbiologia dell’Università di
Brescia. Membro del Direttivo della Società Italiana di Microbiologia Clinica, Membro
della Società Italiana di Microbiologia, di quella Italiana di Immunologia ed Immunopa-
tologia e di quella Italiana di Biochimica Clinica, simpaticissimo veneto, ha una fecondità
scientifica strabiliante ed instancabile, guida sicura per un gruppo di ricercatori che
sicuramente, con un tal Maestro, dovranno “tenere un buon passo”.

Il dottor Giancarlo Basaglia allievo e collaboratore del Professor Santini presso il
Servizio di Microbiologia, Immunologia e Virologia dell'Ospedale Civile di Pordenone e
del Centro di Riferimento Oncologico di Aviano, è Specialista in Ematologia Generale
(Clinica e Laboratorio). Si è occupato, tra l’altro, oltre che di Microbiologia, di Immunolo-
gia dei tumori, Radioimmunologia ed Immunologia Cellulare.

Il Dottor Giorgio Mucignat è laureato in Scienze Biologiche presso l’Università degli
Studi di Padova e specializzando in Microbiologia, Immunologia e Virologia presso
l’Università degli Studi di Brescia. E’ collaboratore Biologo, presso il settore di batteriolo-
gia del Servizio di Microbiologia-Immunologia e Virologia del Servizio di Pordenone. E’
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membro della Società Italiana di Microbiologia Clinica (AMCLI) e della Società Europea
di Microbiologia Clinica e Malattie Infettive (ESCMID). Si occupa particolarmente di
metodologie automatizzate per la batteriologia e dell’identificazione dei markers di
patogenicità batterica.

La Dottoressa Pascoli Luisa è Coadiutore Biologo presso il Servizio di Microbiologia,
Immunologia e Virologia dell’Ospedale di Pordenone.

E’ membro della Società Italiana di Microbiologia Clinica (AMCLI) e membro della
Società Europea di Microbiologia Clinica e Malattie Infettive (ESCMID). Si occupa
particolarmente di Stafilococchi, Micoplasmi e Campilobacter, ricercando ed affinando
metodiche di isolamento e determinazione di markers di patogenicità.

La Dottoressa Fornasiero Stefania, laureata in Scienze Biologiche, è borsista presso
il servizio di Microbiologia, Immunologia e Virologia.

Il Dottor Tarabini-Castellani Giuseppe si è laureato in Medicina e Chirurgia presso
l’Università di Valencia (Spagna), specializzato in Malattie Infettive ed in Patologia
Generale presso l’Università di Roma “La Sapienza”. E’ attualmente Aiuto corresponsa-
bile presso il Laboratorio di Microbiologia-Immunologia e Virologia dell’Ospedale “Santa
Maria degli Angeli” di Pordenone. E’ membro dell’AMCLI, dell’ILA e della Royal Society
of Tropical Medicine and Hygiene.

Sergio Rassu
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Generalità

Le tecnologie della biologia molecolare, inizialmente nate per indagini speculative a
livello del genoma, successivamente hanno trovato applicazione anche per indagini
pratiche, e, in considerazione appunto delle loro caratteristiche, sensibilità e specificità,
rapidità e convenienza, attualmente stanno trovando applicazione non solo nella
identificazione microbiologica, ma anche nella evidenziazione di marcatori di virulenza
batteriologici, nel tentativo di diventare ulteriori alternative diagnostiche alle lente
tecniche tradizionali e di schiudere nuovi orizzonti diagnostici (30).

Data la multifattorialità e la estrema complessità della virulenza ne deriva che i suoi
marcatori sono argomenti di corrente ed intenso studio e quindi ancora in via di
definizione. Attualmente obbedendo ad uno scolastico schematismo patogenetico,
vengono considerati marcatori di virulenza di primo impatto:

ADESIVITA’,
TOSSICITA’,
INVASIVITA’

e di secondo impatto:
FERRO-CAPTAZIONE,
SIERO-RESISTENZA,
RESISTENZA alle IMMUNOGLOBULINE (31).

Per ognuno di tali marcatori non è possibile stabilire una gerarchia di importanza
isolata, in quanto essi si integrano tra loro e con gli altrettanti fattori di controvirulenza
dell’ospite. Quindi la loro definizione distintiva diventa una limitazione; tale limitazio-
ne si riflette inevitabilmente sulla classificazione dei probes deputati al loro riconosci-
mento. Con queste riserve noi indicheremo alcuni esempi paradigmatici di probes
identificanti, geneticamente, il carattere fenotipico dell’Adesività, Tossigenicità, Inva-
sività, della Scissione delle IgA e della Siero-Resistenza.
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Adesività

Per l’Adesività limiteremo l’indagine ai probes identificanti le sequenze genomiche
codificanti le adesine di Escherichia coli implicati nelle infezioni delle vie urinarie (1, 2,
16, 21, 31). Per le infezioni urinarie umane l’accertamento dell’importanza delle adesine
di E.coli è complesso, in quanto l’infezione progredisce attraverso un numero di stadi
coinvolgenti la colonizzazione di differenti superfici in cui l’adesina può giocare un
ruolo chiave:

a) a livello delle aree periuretrali, che divengono così riserva di microorganismi
infettanti;

b) a livello della vescica, per opporsi al flusso urinario e mantenere lo stato di
infezione;

c) anche a livello degli ureteri e dei reni, nelle pielonefriti siano esse ascendenti o
discendenti.

Senza addentrarsi in un’analisi della diversa importanza delle varie adesine di E.coli
nelle urinary tract infection (UTI), si può affermare che un ruolo importante viene svolto
sia dalle adesine Mannitolo-Resistenti (MRA) quali le adesine di tipo P, di tipo F e di tipo
X, sia le adesine Mannitolo-Sensibili (MSA) di tipo 1. L’adesina P, che riconosce il
disaccaride α-D-galactosyl-(1 --> 4)-β-D-galactopyranosio (Gal-Gal) dell’antigene P, è
codificata da un operon, denominato pap (pili associated with pyelonephritis), presente
in un frammento di 15 Kb (EcoRI) del cromosoma di E.coli, da cui infatti è stato clonato
in un ceppo di E.coli nefritogeno (J96) (Fig. 1).

In tale operon sono identificabili i seguenti segmenti genici: I, B, A, H, C, D, E, F, G,
che concorrono alla sintesi del pilo P, che è un eteropolimero, costituito da subunità
denominate piline, in cui la pap H potrebbe avere un ruolo nella polimerizzazione e nel
trasporto, ed è presente in poche copie localizzate alla base del pilo; la C e la D avrebbero
rispettivamente un ruolo nella polimerizzazione e nel trasporto dei prodotti del pap A,
che in numero di circa 1000 costituiscono il pilo, alla cui sommità sono localizzate le
piline pap E, F, G; in cui la pap G rappresenta la subunità legante il Gal-Gal, la pap F
sarebbe la subunità modificante la configurazione di pap G, mentre alla pap E verrebbe
riservata la funzione di aggancio della suscritta subunità con la subunità A. La trascrizio-
ne di tale cluster genico sarebbe attivata da pap B e pap I. Per tali sequenze geniche sono
stati approntati specifici probes: L (E1-S1 fragment) identificante le sequenze geniche
pap I, B, A, H; HCD (S1-S2 fragment) identificante le sequenze geniche pap H, C, D; HC
(P1-P2 fragment) identificante le sequenze geniche pap H, C; CD (P4-P5 fragment)
identificante le sequenze pap C, D; EFG (S3-S4 fragment) identificante le sequenze E, F,
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G. Accanto a tali probes suboperonici sono stati approntati anche probes operonici, che
identificano l’intera lunghezza dell’operon, come il pap11 (Tab. A).

Per quanto riguarda l’adesina F, che riconosce l’antigene di Forsmann, è codificata
essa pure da un operon, che, per la sua stretta correlazione strutturale e funzionale con
il pap, è stato denominato prs (pap-related-sequence); il prs è compreso in un segmento
cromosomico di 19 Kb (EcoRI). I segmenti genici presenti nei due operoni, occupanti
regioni cromosomiche distinte, presentano notevoli omologie, tali da renderli indistin-
guibili con l’utilizzo dei suscritti probes (Fig. 2).

In generale in questo contesto è opportuno ricordare che le sequenze geniche,
codificanti le varie piline, si presentano altamente conservate nelle regioni N e C
terminali, con l’eccezione per la pilina G che presenta omologia in C, mentre diversifica
in N e questo è da correlare con la sua funzione legante specifica; nonostante però questa
loro specificità, sperimentalmente dimostrata (mediante transcomplementazione) e per

Figura 1. Frammento EcoRI di 15kb del cromosoma di E. coli J96 contenente l'operon pap
codificante per l'adesina P in cui sono contenuti i vari segmenti genici identificati con
i pap-probes: L-CD-EFG-HCD-HC-11-.
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Figura 2. Confronto delle omologie presenti nei siti di restrizione fra gli operoni pap e
prs codificanti rispettivamente per adesina P e adesina F.



10

pap G verso l’antigene P e per prs G verso l’antigene F, i probes verso la regione genetica
E, F, G non sono in grado di distinguerle. In definitiva i due cluster genici pap e prs,
presenti in E.coli (J96), e con esso in numerosi altri isolati di E.coli UTI, sono struttu-
ralmente omologhi e pur differendo nella loro capacità legante, sono indistinguibili con
la tecnica della Spot-Hybridization: tutto questo è indice dell’esistenza di una stringente
similarità tra gli operoni pap e prs e tra gli operoni di J96 e degli E.coli urinari, e di una
loro ampia diffusione; e quindi per distinguere pap da prs vi è la necessità di determi-
nare il fenotipo agglutinante P e/o F. Dai risultati ottenuti, utilizzando i vari probes
suboperonici è possibile classificare gli E.coli urinari in quattro classi di ibridizzazione,
che possono essere distinte a loro volta in subclassi in rapporto al fenotipo agglutinante
P o F. La prima classe di ibridizzazione è caratterizzata dalla positività dei quattro
probes (pap L, pap HC, pap CD, pap EFG) che associatamente ricoprono l’intera
lunghezza del pap/prs operon; questa classe è suddivisibile in quattro sottoclassi
fenotipiche esprimenti o P, o F, P e F, o nessuna delle due. La seconda classe è
caratterizzata dalla positività con i probes pap L e pap EFG, (e dall’assenza fenotipica
di P e F). La terza classe è caratterizzata dalla positività con il probe pap L e dall’assenza
di P e F. La quarta classe è contrassegnata da negatività sia genotipica che fenotipica

(Tab. B).
Da questi dati si ricava, in generale, che per l’espressione delle adesine P e F vi sarebbe

la necessità della presenza degli operoni in maniera completa; una loro parziale
presenza non ne permetterebbe l'espressione. Questo non è vero in senso assoluto, in
quanto pur in assenza di pap A, il complesso adesivo è espresso sulla superficie
batterica, che però è priva del corrispettivo pilo, come anche nei mutanti in pap E, i
batteri presentano la loro specifica capacità adesiva e sulla loro superficie è presente il
corrispettivo pilo. Deve anche essere tenuta in considerazione la possibilità, che, pur in
presenza di tali operoni, le adesine risultino assenti. A livello della prima classe di
ibridizzazione, per i fenotipi P+, F+, P+F+, l’indagine condotta sulle mappe di restrizio-

CLASSI DI
IBRIDAZIONE

Io

IIo

IIIo

IVo

POSITIVITA' AI
SEGUENTI  PROBES

papL-papHC-papCD
papEFG

papL-papEFG

papL

nessuno

ESPRESSIONE  FENOTIPICA
P+ F+ P+F+ P-F-

+ + + +

- - - +

- - - +

- - - +

Tabella B. Classificazione dei E. coli urinari in gruppi di ibridizzazione con l'utilizzo
dei probes sub-operonici e verificandone l'espressione fenotipica per adesine P e/o F.
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ne con pap 11, da PstI mediante Southern- Blot-Hybridization (con EcoRI), non si
evidenzia polimorfismo, con conservazione delle cinque bande proprie di J96 e tutto
questo deporrebbe per una mancanza di polimorfismo a livello dei siti di restrizione,
nelle sequenze omologhe dei geni pap H, pap C, pap D, che codificano le proteine
essenziali per il trasporto e la polimerizzazione del pilus a capacità adesive. Poli-
morfismo, invece a livello dei siti di restrizione per i ceppi P-F- ed in questa loro mancata
espressione, delle adesine P ed F. Sempre a livello della prima classe di ibridizzazione
si può puntualizzare che negli E. coli a fenotipo P+F+ sono state evidenziate due o tre
copie di tali cluster genici (anche se questo non è stato verificato per tutti i ceppi), mentre
gli E.coli a fenotipo P+ hanno un solo cluster genico, come anche gli E.coli a fenotipo F+
(anche se questo non è stato verificato per tutti i ceppi). Infine negli E.coli a fenotipo P-
F- è presente un cluster genico. Non tutti però gli E.coli presentano questa semplice
configurazione genica (1, 2, 3 clusters), infatti si possono riscontrare dei ceppi che oltre
al classico cluster genico, presentano copie multiple di sequenze pap-correlate; tali
sequenze pap-correlate possono essere parziali oppure complete (che quindi si trovano
ad essere in sovrannumero rispetto al numero di adesine espresse) e potrebbero essere
elementi genetici correlati solo parzialmente al pap-operon (questo sia per i ceppi di
E.coli P+F+ o F+).

A livello invece della seconda classe di ibridizzazione, la S.-B. evidenzia che gli
elementi parzialmente correlati al pap-operon non sono associati, bensì occupano
regioni separate del cromosoma. A livello infine della terza classe di ibridizzazione gli
elementi parzialmente associati al pap-operon sono accostati da sequenze vicinali al
pap-operon. A questa fondamentale omologia genica a livello dei due operoni pap e prs,
che li rende indistinguibili con la Spot-Hybridization, che viene riconfermata nelle
mappe di restrizione a livello delle sequenze geniche L, H, C, D, mediante la Southern-
Blot-Hybridization indicandone così la loro conservazione, si deve puntualizzare una
nota di diversificazione a livello delle sequenze geniche E, F, G; tali sequenze infatti (nel
ceppo J96) nel pap G presentano un sito di restrizione BglII, invece nel prs G tale sito di
restrizione non è conservato in tutti gli isolati urinari di E.coli. La regione quindi E, F, G,
a differenza della H, C, D, non è conservata e questo indubbiamente è un rilievo
estremamente importante, in quanto in tale sequenza risiede la codifica per la capacità
di legare l’antigene. Tale mancata conservazione ha portato di conseguenza in tale
regione E, F, G un alto polimorfismo che consente, a livello della prima e seconda classe
di ibridizzazione, una sua distribuzione in dieci gruppi (A-J), (quando si usano le
endonucleasi PstI e PstI-EcoRI) per il probe EGF oppure in tre classi (quando si usa PstI
e BglII), di cui una clivabile con BglII: pap G; una non clivabile con BglII: prs G; ed una
clivabile con PstI, distinta quindi da pap G e da prs G.

Questo alto polimorfismo sarebbe da rapportare non solo alla variabilità di indi-
viduali cluster genici, ma anche alla combinazione di distinti cluster genici.

Questo estremo polimorfismo del gene adesinico non è comunque una caratteristica
peculiare discriminante verso specifiche e distinte capacità di legame, in quanto è
possibile evidenziare una apparente e stretta correlazione tra cluster genici codificanti
per diverse specificità. Tutto questo suggerirebbe che la specificità di legame richieda
una indagine più fine e coinvolgente singoli aminoacidi.

Senza approfondire il rapporto tra genotipo, fenotipo e patogenicità è utile segnalare
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che gli E.coli pielonefritici sono più frequentemente Pap+, rispetto agli E.coli cistitici e
agli E.coli fecali, con la prevalenza della duplice espressione P+F+; prevalenza non
evidenziabile per gli E.coli cistitici rispetto agli E.coli fecali, in quanto i primi sarebbero
più frequentemente P+ rispetto ai secondi che invece sarebbero più frequentemente F+.
Questi risultati quindi suggerirebbero che le due adesine pap-correlate, da sole o
associate, potrebbero avere differenti ruoli patogenetici come fattori di virulenza; ed
appunto la loro differenziata presenza a livello dei vari isolati può dare luogo a
numerose speculazioni sul piano patogenetico e questa loro differenziata espressione ne
giustifica, sotto il profilo clinico, la loro ricerca sia genetica che fenotipica.

Per la loro evidenziazione genetica si può ricorre ai seguenti probes: pap L (EcoRI-
SmaI:E1-S1), pap HC (PstI-PstI:P1-P2), pap CD (PstI-PstI:P4-P5), pap HCD (SmaI-
SmaI:S1-S2), pap EFG (SmaI-SmaI:S3-S4), pap 11 (EcoRI-EcoRI:E1-E2) da pRHU845 o da
pPAP601 o da pPAP5, mediante la Colony-Hybridization (generalmente si utilizza pap
HC o pap CD o pap EFG).

Per quanto riguarda l’adesina X, essa riconosce recettori, sempre negli eritrociti
umani, antigenicamente diversi da P; (Fig. 3) tale pluralità recettoriale è giustificata dalla
pluralità delle adesine X e quindi possono essere codificate da operoni, diversi e tra loro
non correlati. Uno di questi è afa 1, di cui è stata determinata la mappa che consiste di
cinque sequenze geniche A, B, C, D, E, codificanti appunto una adesina X ed è

Figura 3. Frammento Sau3a per l'operone afaI che concorre alla formazione di adesine
X presenti in E. coli urinari. Sono utilizzati quali probes i frammenti di restrizione BC-
C-CDE.
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relativamente frequente a livello del cromosoma degli isolati di E.coli urinari, pur non
essendone l’unico operone, per essi, codificante adesine a fenotipo X e precisando: l’alta
incidenza delle adesine a fenotipo X negli E.coli uropatogeni concorderebbe con l’alta
incidenza di sequenze genomiche afa 1 correlate negli E.coli cistitici mentre correlerebbe
con sequenze afa1 non correlate in E.coli pielonefritici.

L’incidenza comunque delle adesine X negli E.coli uropatogeni non è stata studiata
in maniera approfondita come per le adesine P e F, per cui tale studio avrà un indubbio
valore patogenetico. Per tale studio possono essere utilizzati quali probes: i frammenti
di restrizione BC(PstI-PstI:P1-P2), C(PstI-Pst:P2-P3) CDE(SmaI-BamHI:S1-B1), da pil14,
mediante “Colony-Hybridization” (Tab. A). Per quanto riguarda l’adesina di tipo 1, che

riconosce un recettore di minima quale  l'α-D-Mannosio, è codificata dall’operone “pil”,
di cui riconosce la mappa di restrizione ed i cluster genici hyp,A,B,C,D,F,E (Fig. 4).

Sequenze cromosomiche “pil-operon” correlate sono state evidenziate nella maggio-
ranza di E.coli isolati da infezioni extraintestinali, e quindi anche in E.coli uropatogeni,
sia pielonefritici sia cistici, anche se solo una minoranza di essi le esprimono.

Tale cluster genico può essere evidenziato mediante “Colony-Hybridization”, utiliz-
zando quale probe il frammento C (Bam HI - Pvu II: B1-P1) da pSH2 (Tab. A).

Si ritiene opportuno ricercare anche questa sequenza genica associatamente a quelle
delle adesine P, F, X, in maniera da precisare e definire una varietà di classi adesiniche
per E. coli UTI; tali classi genetiche devono a loro volta associarsi alle classi fenotipiche
e da questa complessità di dati si possono ottenere delle informazioni per una più
approfondita comprensione dell’Adesività, quale marker di virulenza per gli E.coli UTI.

Figura 4. Frammento di restrizione Sal l
1
 - Sal l

2
 in cui è contenuto l'operone pil che

codifica per l'adesina di tipo 1 presente in E. coli isolati da infezioni extraintestinali e
uropatogeni. Il frammento presenta un cluster genetico di cui è evidenziato il fram-
mento C (B1-PvuII1).
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Tossigenicità

Per la Tossigenicità limiteremo l’indagine ai probes identificanti le sequenze genomi-
che delle Tossine Termolabili (LT) e Termostabili (ST) di ETEC e delle Shiga-like-toxins
di EHEC (19, 20, 22, 34, 35, 37, 44, 45). La LT è codificata da plasmidi; la hLT, la pLT e CT
sono formate da una unità A che stimola il sistema cAMP e da 5 unità B che si uniscono
al GM-1 cellulare e presentano antigeni in comunione ed antigeni diversi. La regione di
DNA plasmidico necessaria per la produzione di LTh è di 2,4 Kb (HindIII, Ha-Hc).

Tale operon consta di almeno due geni: toxA, codificante LThA (927bp) e toxB,
codificante LThB (375bp) (Fig. 5).

Figura 5. Frammento Hind III contenente l'operon che codifica LTnA e LTnB di ETEC.

Tale operon viene presumibilmente trascritto come mRNA singolo. Il gene toxA,
codificante LThA è stato sequenziato mediante il metodo chimico di Maxam-Gilbert,
per il 100% per lo strand 5'-3' e per il 99% per lo strand 3'-5' e di esso è stata costruita la
mappa di restrizione (FokI-HinfI) (Fig. 6).

Il gene toxB, codificante per LThB è stato mappato (EcoRI-HindIII) e sequenziato,
come per LThA, ne è stata determinata la sequenza aminoacidica (Fig. 7).
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Figura 6. Frammento FokI - EcoRI contenente il gene tox A codificante la LTn-A (92Fpb)
con relativa mappa di restrizione.

Figura 7. Costruzione della mappa di restrizione del frammento EcoRI-Hind III
contenente il gene tox B che codifica per LTh B(375 pb).
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La sequenza genica di toxB è stata paragonata alla sequenza di eltB (codificante per
LTpB) ed ha presentato una omologia del 98%, inoltre presenta ampie zone di omologia
con CT (evidenziabili in condizioni di bassa stringenza). Il termine distale di toxA si
sovrappone al termine prossimale di toxB e sono fiancheggiati da sequenze β di DNA
ripetitivo ed entrambi i geni codificano alle loro estremità N-terminali il peptide segnale,
devoluto al trasporto delle subunità A e B attraverso la membrana citoplasmatica.
Comparando le sequenze aminoacidiche di LTh e LTp è risultata una omologia del 96%,
comparando invece le sequenze aminoacidiche di LTh e CT è risultata una omologia del
81%.

Per i fini diagnostici sono stati approntati sia probes polinucleotidici che probes
oligonucleotidici; dal loro uso, sia utilizzando probes verso LTA, sia verso LTB, viene
suggerito che entrambi i probes per il rilevamento dell’operone LT sono altamente
omologhi e questa omologia è stata confermata per un’ampia varietà di sorgenti. Anche
per questo fine è stato clonato il plasmide P307 (in pBR313) ed il pJY11 (in pACYC177),
che naturalmente sono risultati omologhi; è stato utilizzato in diagnostica un frammento
ottenuto con HindIII e EcoRI da pEWD299 (Tab. C).

Tabella C. Schema costruttivo dei probes per il rilevamento diagnostico del gene per LT-
h in E.coli (ETEC).

Questi probes polinucleotidici sono stati impiegati nella Colony-Hybridization e
sono risultati altamente sensibili; mentre la loro preparazione, consistente in separazio-
ne e digestione plasmidica, separazione e marcatura dei frammenti, richiede una certa
manualità per garantirne la necessaria purezza, e per evitare falsi risultati positivi.
Questa laboriosità è evitabile ricorrendo ai probes oligonucleotidici che si sono rivelati
altamente specifici. Questa specificità viene garantita se la sequenza oligonucleotidica
selezionata appartiene ad un segmento importante nel codificare l’attività tossica, e che

DNA di origine
PLASMIDICA

Plasmide pJy11
E. coli entero-
tossigenico
H10407
(sierotipo
078:H11)

Plasmide p307
E. coli K12C600

FRAMMENTO
CLONATO

LT-h-gene
Hind III
2.4Kb

LT-h-gene
Hinc II
1.2Kb

VETTORE
PLASMIDICO

pACYC177

pBR313

PLASMIDE
RICOMBINANTE

pJy27

pEWD299

PROBES OTTENUTI

Frammento
Hind III
(Ha-Hc) 2.4Kb

Frammento
Hinc II-ECORI
(porzione A del
gene 927pb)
(H-E)
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quindi è altamente conservato. Questa alta conservazione evita i falsi negativi, da
degenerazione del codice genetico ed i falsi positivi, da mutazioni, delezioni, ed
inversioni; quindi la loro sensibilità è insidiata anche da piccoli cambiamenti (mi-
smatchers) della sequenza-target. Globalmente i risultati sono veramente ottimi: per la
LT si ha una sensibilità ed una specificità del 100%. Riporto due sequenze utilizzate:

(5') GCT  GTG  AAC  TTT  GTT  GTA  ATC  C (3')
(5') A  CGT  TCC  GGA  GGT  CTT  ATG  CCC  AGA  GGG  CAT  AAT (3')

La ST è codificata da plasmidi ed agisce sul sistema cGMP, in realtà si tratta di un
sistema di tossine eterogeneo, un gruppo delle quali, distinguibile per la solubilità in
metanolo e per l’azione sul topino lattante, viene indicato come ST-I (STa) ed un altro
gruppo insolubile in metanolo e ad azione sull’ansa ileale di cavia, viene indicato come
ST-II (STb); il gruppo ST-I (STa) include almeno due geni diversi: STIa (STaI)(STP) ed il
STIb (STaII)(STH).

STIa è stato isolato da E.coli bovino e da E.coli porcino, e quest’ultimo è stato
utilizzato per identificare gli ETEC umani, che identificava, in condizioni di forte
stringenza, le omologhe sequenze STIa (Fig. 8a) mentre, in condizioni di bassa strin-
genza, evidenziava sequenze STIb, permettendone l’isolamento in un frammento (TaqI)
di circa 840 bp e quindi un ulteriore frammento ristretto (HpaII) di circa 215 bp, sempre
da un clone (pSLM004) producente STI (Fig. 8b).

Tale frammento contenente la sequenza codificante per STIb è stato sequenziato e
confrontato con la sequenza, già determinata, codificante per STIa; tale confronto
evidenzia le divergenze tra i due geni risultanti tutte da sostituzioni e che su 216
nucleotidi (appartenenti al codon 1-72) differiscono in 67 posizioni, di cui 16 conserva-

Figura 8a. Frammento di restrizione Hinf I contenente i geni codificanti per ST I a isolato
da E. coli bovino e porcino e usato per identificare gli ETEC umani in condizioni di forte
stringenza.



18

tive, per polarità e carica, con una divergenza globale del 30% . Nonostante questo grado
di divergenza i due geni presentano struttura simile, che testimonia per una loro
comune origine; entrambi infatti presentano una quasi uguale sequenza codificante il
peptide di trasporto transmembrana ed ugual numero e posizionamento di cisteine,
suggerendo appunto una similare associazione intramolecolare; la maggior omologia,
comunque, tra i due geni è rilevabile tra i codoni 53-68, suggerendone quindi un ruolo
funzionale fondamentale. Tali geni plasmidici possono essere presenti in ceppi di ETEC
diversi, come anche in uno stesso ceppo ETEC, che alberga i due distinti geni su plasmidi
diversi. Tali geni sono adiacenti ai geni LT e dentro a sequenze β , e fiancheggiate da
sequenze invertite α.

Gli ETEC quindi possono essere LT+ ST+, LT+ ST-, LT- ST+ e per la loro identificazio-
ne bisogna ricorrere a tre probes, di cui due per ST. I probes per questi ultimi geni
possono essere o polinucleotidici od oligonucleotidici (Tab. D).

Tra i probes polinucleotidici riporto il:

STaI:pDAS 101 (157 bp da pRIT 10036 - HinfI in pUC8) EcoRI-BamHI
STaII: pDAS 100 (215 bp da pSLM 004 - StaII in pUC8) BamHI-PstI

Tra i probes oligonucleotidici riporto il:

STaI:(5') GAA  CTT  TGT  AAT  CCT  GCC  TGT  GCT  GGA  TGT (3')
STaII:(5') GAA  TTG  TGT  AAT  CCT  GCT  TGT  ACC  GGG  TGC (3')

Completa corrispondenza tra i risultati ottenuti con i probes polinucleotidici ed
oligonucleotidici e buona corrispondenza cui i tests biologici per una sensibilità del
100% ed una specificità del 97% ; sempre con la riserva che i tests biologici possono a

Figura 8b. Frammento Taq I (840 pb) suddiviso ulteriormente in HpaII (215 pb)
contenente il gene per ST I b evidenziato in condizioni di bassa stringenza.
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volte non evidenziare basse dosi di tossine o che tali tossine possono non essere prodotte
nei sistemi in vitro. Altri probes oligonucleotidici da ricordare sono:

STP: (5') GCT  GTG  AAC  TTT  GTT  GTA  ATC  C (3')
STH: (5') GCT  GTG  AAT  TGT  GTT  GTA  ATC  C (3')

I  suscritti probes pur differenziandosi in due soli nucleotidi non danno cross-reazioni
perchè utilizzati in appropriate condizioni di Colony-Hybridization.

La SLT (Shiga-Like-Toxin) o VT (Verocitoxin), distinguibili in I.II o 1.2, sono prodotte
da EHEC; la SLTI(VT1) è identica a Shiga-Toxin, prodotta da Shigella Dyssenteriae tipo
1, con omologia genetica del 85% con la SLTII(VT2) da cui possono essere distinte
immunologicamente, ma non geneticamente. Questi geni sarebbero considerati dei
markers di virulenza propri degli EHEC e non degli ETEC, EIEC ed EPEC e quindi i
probes da essi derivati evidenziano la produzione di SLT solo per gli E. coli e per
S.dyssenteriae tipo 1; tali geni codificano per due subunità (A, B). E’ interessante in
questo contesto ricordare che nei ceppi EHEC esisterebbe una famiglia di batteriofagi-
SLT-convertenti (t.c.p.: toxin-coverting-phage), per cui è estremamente importante
determinare il grado di associazione tra differenti sequenze fago-specifiche e differenti
sequenze SLT-geniche. A questo fine sono stati costruiti due DNA-probes verso il DNA

Tabella D. Schema costruttivo dei probes per il rilevamento diagnostico dei geni STP
(STaI) e STH (STaII)  in E.coli.

FRAMMENTO VETTORE PLASMIDE
DNA ORIGINARIO CLONATO PLASMIDICO RICOMBINANTE PROBES OTTENUTI

                     kb                 pb

DNA PLASMIDICO dal StaI-gene STaI (STP)
pRIT 10036 frammento 0,157 pUC 8 pDAS 101 frammento 157
E. coli K12C600 HinfI EcoRI-BamHI

DNA PLASMIDICO dal STaII-gene STaII (STH)
E. coli 153837-2 frammento 1,9 pBR 322 pSLM 003 frammento 840

BAmHI TaqI

DNA PLAMIDICO dal STaII-gene STaII (STH)
E. coli 153837-2 frammento 0;84 pBR 322 pSLM004 frammento 215

Taq I HpaII

DNA PLASMIDICO dal STaII-gene STaII (STH)
PSLM004 frammento 0,215 pUC 8 pDAS 100 frammento 216
E. coli C600 HpaII BamHI-PstI
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dei t.c.p. e cioè il J (6.0 Kb - EcoRI-fragment da fago H19A/933J) ed il W (7.4 Kb PvuII-
fragment da fago 933W) (Tab. E).

Questi due probes che non sono associati con le sequenze codificanti SLT, vengono
usati simultaneamente con probes che sono associati con le sequenze geniche codificanti
le SLT e cioè SLTI-probe e SLTII- probe. Da questo uso combinato dei quattro probes I
. II . J . W ne è risultato un quadro variabile di combinazioni e questo suggerirebbe
l’esistenza di eterogenicità a livello del DNA di t.c.p.; l’estensione di tale eterogenicità
non è definibile, in quanto l’omologia fra porzioni di DNA-fagico, non preclude
l’esistenza di differenze tra le altre regioni del genoma fagico. Questi rilievi nei ceppi

Tabella E. Schema costruttivo dei probes per il rilevamento diagnostico dei T.C.P. J e W
in EHEC (SHIGA-LIKE)

FRAMMENTOVETTORE PLASMIDE PROBES OTTENUTI
DNA ORIGINARIO OTTENUTO PLASMIDICO RICOMBINANTE                 kb

J
FAGO H194/933J frammento 6,0 pBR 328 pNN53-329 frammento J 6,0

EcoRI EcoRI

W
FAGO 933W frammento 7,4 pUC 19 pNN162-19 frammento W 7,4

PvuII PvuII

EHEC rilevano anche una certa correlazione fra la presenza di determinate sequenze
fagiche e la presenza di determinate sequenze codificanti SLT; anche una correlazione
tra la presenza di fagi e la sintesi della SLT è stata ormai ben stabilita e cioè i ceppi SLTI+/
II+ per il 93% sono J+W+, i ceppi SLTI+ per l’87% sono J+, i ceppi SLTII+ per il 77% sono
W+ . Questi rilievi sembrerebbero significare che la maggioranza dei SLTI-c.p. potreb-
bero essere correlati al fago di origine del J probe, cioè il fago H19A/933J, originaria-
mente utilizzato per isolare il gene strutturale della SLT-I; mentre una consistente quota
dei SLT-II-c.p. potrebbero essere diversi dal fago 933W, (come anche potrebbero essere
associati ad un fago non convertente, correlato al fago H19A/933J con un SLT-II-c.p.
correlato al fago 933W). Sempre in questo contesto è da segnalare la presenza di
sequenze fago-correlate in ceppi mancanti di sequenze geniche codificanti le tossine, per
cui si possono anche ipotizzare, per questi ceppi, ulteriori meccanismi patogenetici.
Comunque per quanto riguarda gli EHEC, anche se presentano qualche eccezione, essi
ibridizzano con questi probes fagici. Quindi per gli EHEC, quali sonde per i markers di
virulenza, si possono usare per primi i probes derivati da frammenti clonati dal gene SLT
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(Toxin Gene Probes), per secondi i probes derivati da frammenti fagici non associati con
la sintesi della SLT (Toxin-Converting-phage Probes).

Per i Toxin gene probes riportiamo:
L’SLTI-probe (dal frammento TagI-HindII, 1142bp, del gene strutturale SLTI, codifi-

cante la subunità A per il 98% e tutta la subunità B) da plasmide ricombinante PJN37-
19 (per riassemblaggio in pUC19 di HincII-HindIII in pUC18 e di TagI-Hind II in
pUC19); L’SLTII-probe (dal frammento SmaI-PstI, 842bp, del gene strutturale SLTII,
codificante la subunità A per il 95% da plasmide ricombinante pNN111-19 (per clonag-
gio in pUC18 e sub-clonaggio in pUC19) (Fig. 9) (Tab. F).

Tali probes si sono dimostrati molto sensibili e specifici, quando usati in condizione
di forte stringenza, che permette una ibridizzazione di omologia pari al 80%.

Con tali probes gli EHEC si sono dimostrati per il 54% SLT-I+/SLT-II+, per il 17%
SLT-I+ e per il 29% SLT-II+.

Il VT1 probe (dal frammento HincII, 664bp, dal gene strutturaleSLT-I, codificante la
subunità A per il 47% e la subunità B sarebbe equivalente al SLT-I probe; questo

Tabella F. Schema costruttivo dei probes per il rilevamento diagnostico dei geni relativi
alla tossina shiga-like in E.coli.

FRAMMENTO VETTORE   PLASMIDE PROBES OTTENUTI
DNA ORIGINARIO CLONATO PLASMIDICO RICOMBINANTE                         bp

SLTI-gene
frammento pUC 18
HincII-HindIII SLTI-probe 1142

DNA-fagico SLT1 pJN37-19
di EHEC frammento TaqI-HincII
0157:H7 TaqI-HincII pUC 19

SLTI-gene VT1
frammento pUC 18 pJN37-19 VT-I-probe 664
HindIII HincII

SLTII-gene
frammento pUC 18
SmaI-Pst I SLTII-probes 842

DNA-fagico SLT2 fusione pNN111-19
di EHEC frammento SmaI-PstI
0157:H7 StaI-SmaII pUC 19

SLTII-gene VT2 VTII-probe 850
frammento pUC 18 pNN111-19 AvaI-PstI
SmaI-PstI
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frammento infatti è stato clonato da un t.c.p., strettamente correlato o uguale al fago da
cui è stato clonato il gene SLT-I; il VT2 probe (dal frammento AvaI-PstI, 0.85 bp, del gene
strutturale SLT-II, codificante la subunità A), sarebbe l’equivalente del frammento
SmaI-PstI del SLT-II; non si conoscono le relazioni tra Vt2 c.p. e SLT-II c.p. da cui sono
derivati i rispettivi frammenti per la costruzione dei probes (Tab. F).

Per i toxing-converting-phage probes richiamiamo i già descritti probes J e W.

Figura 9. Frammenti di restrizione utilizzati per la costruzione dei probes per SLT 1 e
SLT 2 per Shiga like toxin.
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Invasività

Per l’Invasività limiteremo l’indagine ai probes identificanti le sequenze genomiche
codificanti per i determinanti di invasione e più precisamente gli Ipa-gene (invasion
plasmid antigen), della Shigella spp. e degli EIEC (3, 5, 11, 12, 17, 18, 27, 28, 29, 32, 33, 40,
41, 42, 43).

 I batteri del genere Shigella, come anche gli EIEC, sono in grado di causare, mediante
processo di penetrazione, moltiplicazione intracellulare e di disseminazione extracellu-
lare, una infezione che normalmente è limitata alle cellule epiteliali del colon; questo
complesso fenomeno di virulenza è geneticamente multideterminato e da parte di un
grosso plasmide criptico non autoconiugantesi, e da parte di regioni multiple cromo-
somiche ampiamente separate tra di loro.

Shigella sonnei possiede un plasmide di 120 Md che sarebbe necessario per l’espres-
sione delle catene O del LPS nella costruzione della forma I del corrispettivo antigene,
mentre Shigella flexneri possiede un plasmide di 140 Md, che non sarebbe coinvolto
nell’espressione del LPS. L’affermazione che questi grossi plasmidi siano associati con
il carattere fenotipico della virulenza si basa sulle seguenti osservazioni: tale grosso
plasmide è invariabilmente presente nei ceppi virulenti di Shigella; la perdita del grosso
plasmide si accompagna sempre alla perdita della virulenza; i ceppi privi di plasmide,
avirulenti, acquistando il plasmide da ceppi di specie omologhe divengono virulenti.
Questi due plasmidi non sono identici.

Infatti i profili di restrizione del 120 Md di S.s., ottenuti con EcoRI e BamHI, mentre
sono abbastanza omologhi all’interno della specie (indice di alta omologia di sequenza),
non lo sono rispetto a quelli ottenuti dal 140 Md di S.f.(sierotipi 1.3.5), nè con quelli del
plasmide di E.coli (Shiga-like), con cui presentano pochi frammenti di omologia. Una
certa omologia invece viene affermata dai patterns di ibridazione ottenuta con i probes
(da S.f.5) ed è distribuita per l’intera molecola e per la totalità dei ceppi appartenenti ai
generi Shigella ed EIEC.

Tutto questo è compatibile con una comune origine ancestrale del plasmide e che tale
plasmide si sia evoluto in maniera indipendente all’interno delle differenti specie
enteroinvasive e dei differenti sierotipi, andando appunto incontro a micromutazioni
riflettentesi a livello dei siti di restrizione, mentre i primordiali geni plasmidici di
virulenza si sarebbero conservati, come è stato dimostrato dal ripristino della virulenza,
da parte del plasmide pWR110 (di S.f.5 M90T) in altri sierotipi di S.f. e di EIEC e,
mediante opportune manipolazioni genetiche anche e in altre Enterobacteriaceae tra cui
E.coli non enteroinvasivi, in Salmonella Tiphymurium e Serratia Marcescens.
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In questo contesto è da ricordare che i suscritti plasmidi appartengono al gruppo di
incompatibilità FI, e quindi alla famiglia RepFIIA dei repliconi e che tali plasmidi FI
quando introdotti nelle specie enteroinvasive possono essere in grado di inibire la
virulenza e questo contrasta paradossalmente con gli FI di Shigella e di EIEC. Un altro
aspetto strano di questi plasmidi di virulenza è la loro estrema instabilità e quindi la
facilità della loro perdita; perdita particolarmente grave in S.s. in quanto perderebbe così
i geni che controllano la sintesi dell’antigene somatico (tale plasmide è stato inizialmente
denominato pFormI) che hanno un indubbio peso nel comportamento biologico del
microorganismo, tra cui la virulenza, anche se sono stati descritti ceppi avirulenti FormI
positivi. E’ da ricordare inoltre che a tale antigene inizialmente era stato riservato pro-
prio un ruolo nel processo stesso dell’invasività che però si può verificare anche con
ceppi ruvidi e che quindi hanno perso le catene O, carattere appunto codificato dal
plasmide in S.s. . E’ comunque indubbio che i prodotti genici di tali plasmidi rivestono
un ruolo importante nel definire il carattere fenotipico di virulenza, che in laboratorio
viene accertato mediante i tests di invasione delle cellule HeLa (HeLa-Inv) o di altre
cellule, mediante il test di induzione della cheratocongiuntivite in cavia (Sereny-
Test:ST) e la produzione di fluido nell’ansa ileale legata di coniglio. Il primo test quindi
è un vero e proprio rivelatore del marker fenotipico dell’invasività, mentre il secondo ed
il terzo test sono rivelatori del marker fenotipico della flogisticità, che globalmente si
compendiano nel carattere della virulenza, a cui contribuiscono sia loci plasmidici che
loci cromosomici. Dall’utilizzo dei suscritti test, nel rilievo del fenotipo di virulenza, si
è tentato di valutare il peso genetico del plasmide e del cromosoma nella virulenza e per
essa nell’invasività e nella flogisticità. Tutto questo è reso possibile mediante tecniche di
ibridizzazione coinvolgenti la globalità polinucleotidica, mediante coniugazione ed
integrazione di materiale genetico, tra E.c e S.f.5, in doppio senso, reso appunto possibile
dalla loro reciproca alta omologia.

Questa omologia genetica e questa facilità di trasferimento di materiale genetico ha
reso possibile dare un peso al plasmide e al cromosoma, nel fenotipo di virulenza, e
definire in quest’ultimo le aree di virulenza; questa definizione deve però essere
considerata in maniera critica in quanto nei ceppi ibridi è di difficile valutazione la
grandezza dell’exogenote trasferito e quindi il carattere fenotipico acquisito. In sintesi
comunque, dai trasferimenti da E.c. a S.f.5 si è avuta perdita della capacità di indurre
cheratocongiuntivite con il trasferimento del locus purE, e della capacità di indurre
flogosi intestinale con il trasferimento del locus xyl-rha, che venivano riacquisite con il
trasferimento del locus glpK (da S.f.5 virulenta) e del locus malB (da E.c. K12), mentre
l’invasività per HeLa rimaneva immutata. Nei trasferimenti da S.f.5 a E.c. non si è avuta
acquisizione delle capacità flogistiche con il trasferimento dei loci purE, xil-rha; tali
caratteristiche virulente non venivano acquisite neppure con l’espressione dell’antigene
O, mentre invece venivano acquisite con l’introduzione, contemporanea, del plasmide
di virulenza.

 L’introduzione del plasmide di virulenza (pWR110) induceva l’acquisizione della
capacità invasiva in HeLa con minime lesioni a livello intestinale. Queste ultime
venivano esaltate con la contemporanea introduzione dei loci purE/Kcp e hys (mentre
quest’ultimo, da solo, introduceva modesta reazione infiammatoria intestinale), lesioni
che venivano ulteriormente esaltate, con produzione di fluido, dalla contemporanea
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introduzione dei loci arg e mtl. Quest’ultima introduzione provocava anche l’induzione
di cheratocongiuntivite (che non si verificava in assenza del locus hys, pur essendo
presenti i loci purE/Kcp, arg, mtl), come non si verificava in assenza di arg e mtl, pur
essendo presenti purE/Kcp e hys e naturalmente il plasmide di virulenza.

Complessivamente quindi il fenotipo di virulenza, sotto il suo profilo flogistico,
verrebbe mediato dai tre loci cromosomici hys a cui sono legati gli antigeni O (3,4), che
conferirebbero ai ceppi capacità moltiplicative all’interno delle cellule epiteliali intesti-
nali, purE/Kcp, che aumenterebbe la capacità di sopravvivenza batterica all’interno
degli enterociti inducendone una marcata reazione infiammatoria, arg e mtl potenzianti
tale reazione; mentre il fenotipo di virulenza, sotto il profilo dell’invasione, verrebbe
mediato dai loci presenti nel plasmide, per cui è stato denominato pInv. Per inciso, ma
senza addentrarci ulteriormente nel problema, in questa dicotomica separazione confi-
nante in pInv, l’invasività, ma non la flogisticità, viene mitigata dagli studi condotti sul
plasmide di virulenza (280Kb) di Shigella flexneri 2a in cui vi è la possibilità di
distinguere tre regioni di virulenza, la G, la BPHD e la F: la prima delle quali avrebbe
capacità inducenti l’infiammazione, ma non l’invasività, mentre le seconde avrebbero
capacità inducenti sia l’infiammazione che l’invasività. Essendo gli ipa-gene probes il
confine del nostro scivere, non sconfineremo sui VirF-gene probes, che indubbiamente
sono importanti, anche per i rapporti con i primi, nel rilevare i markers di virulenza.

 Ritornando quindi al pInv (120-140 Md), esso è presente in tutte e quattro le specie
di Shigella ed in EIEC, e codifica peptidi di membrana (non presenti nei ceppi aviru-
lenti), che permettono l’invasione cellulare. La sequenza genetica che codifica questa
capacità invasiva è contenuta in un tratto di DNA di circa 37 Kb, il cui trasferimento in
ceppi avirulenti è sufficiente a renderli invasivi (HeLa-Inv+) (Fig. 10).

A questa sequenza minima di invasività si è pervenuti mediante manipolazioni
genetiche di mutagenesi indotta da Tn5 (trasposone) che hanno permesso di individua-
re (in pWR100 di S.f.5) tre frammenti EcoRI di 7.6, 11.5, 17.0 Kb, che, appunto mutageniz-
zanti, inducono singolarmente la perdita dell’invasività, non ripristinabile da loro

Figura 10. Frammento EcoRi - Sal I con relativi probes (frammenti EcoRI) contenente
i geni codificanti per la capacità invasiva di EIEC.
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singolarmente, bensì dal loro insieme. Sempre mediante tecniche di ingegneria genetica,
utilizzando plasmidi ricombinanti ed opportuni enzimi di restrizione, è stato possibile
ricostruire una mappa di restrizione di questi frammenti che sono in grado di reindurre
l’invasività in ceppi precedentemente resi avirulenti per mutagenesi; come si può
vedere tali inserzioni mutagenizzanti sono avvenute sia a livello del frammento 7.6 Kb,
sia del frammento 11.5 Kb, sia del frammento 17.0 Kb; e tali segmenti non sono contigui,
bensì separati; le sequenze di separazione potrebbero essere non codificanti oppure
sequenze di non virulenza, i cui geni potrebbero essere individuati a livello delle
mutazioni, ma che potrebbero esserne ugualmente essenziali nell’espressione dell’inva-
sività. Tali sequenze, al pari della virulenza, sono termoregolate, non sono in grado di
indurre placche di lisi, non sono in grado di positivizzare il Sereny-Test, mentre sono in
grado di indurre polipeptidi a proprietà invasiva tra cui quattro identificabili con le
lettere a, b, c, d con peso molecolare in Kd di 78, 57,43, 39, come è stato dimostrato in
minicells con plasmidi ricombinanti. Infatti mediante la tecnica delle minicells i ceppi
virulenti risulterebbero sintetizzanti dai 15 ai 20 peptidi, e comunque almeno 10, mentre
i ceppi avirulenti ne sintetizzerebbero circa 6 o anche meno. Per i ceppi invasivi di S.f.
e E.c. tale complesso peptidico amonterebbe a 7 (a, b, c, d, e, f, g) e tali peptidi
presenterebbero somiglianze, per peso molecolare, per punto isoelettrico, per capacità
antigeniche, tra i ceppi di S.f., S.s. e E.c.. Quattro di essi (a, b, c, d) hanno caratteristiche
antigeniche dominanti e proprio questi potrebbero funzionare quali determinanti del
fenotipo di invasione; gli altri 3 (e, f, g) dato il loro carattere basico potrebbero essere
proteine regolatorie, leganti il DNA o proteine di trasporto o di ancoraggio. Comunque
questi sette peptidi potrebbero non essere gli unici determinanti di invasità, in quanto
altri peptidi, che sono presenti in numero di circa 30 per i plasmidi di classe FI e che
hanno indubbie funzioni regolatorie fondamentali per l’esistenza vitale del plasmide,
potrebbero affiancarli e potrebbero anche non essere evidenziabili per limitazioni
tecniche.

 Come suscritto i quattro peptidi a, b, c, d sono codificati da sequenze incluse nei tre
segmenti 7.6-11.5-17.0 Kb, mentre questo non può essere affermato per i peptidi e, f, g.
Dei tre segmenti codificanti, il frammento 17.0 Kb è altamente conservato, caratteristica
questa che lo indica quale probe utilizzabile nella DNA-ibridizzazione per indicare i
ceppi virulenti; questa conservazione nell’omogeneità delle basi è probabilmente
l’attributo base che permette ad un microrganismo enterico di indurre la sua endocitosi
da parte degli enterociti: omogenicità e stabilità che è la causa di antigeni di superficie
cross-reagenti tra i ceppi degli enterobatteri invadenti; e, data la loro importanza
biologica, quali determinanti di invasività, vengono riconosciuti dal sistema immune,
che, in base alla loro presenza è in grado di distinguere gli enteroinvasivi dagli entero
non invasivi. Grande importanza quindi rivestono questi ipotetici peptidi di invasione;
per la loro codifica sarebbe sufficiente un segmento di DNA pari a 8 Kb.

In effetti la sequenza codificante i peptidi a, b, c, d è stata ristretta ad una sequenza
reale di 6.7 Kb (derivata da pSS120 di Shigella sonnei) che è in grado di ripristinare
l’invasività in ceppi mutati non più invasivi e di indurre in minicells la sintesi dei quattro
peptidi. L’identificazione di tale frammento di minima invasività è stato reso possibile
dalla tecnica della conduzione Tn1-mediata, che permette appunto un efficiente trasferi-
mento di  un plasmide, non trasferibile, da un ceppo all’altro, in maniera più semplice
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del vettore cosmidico impaccato in fago lambda (che aveva permesso l’individuazione
della sequenza 37 Kb) , di rilevare la mutazione Tn1 indotta e di rilevare i siti di
inserzione sui frammenti di restrizione enzimatica (ottenuti con HindIII) che sono
risultati essere quattro, di dimensioni pari a 15.0-9.1-8.8-7.6, presentanti mappe di
restrizione diverse, che hanno permesso, mediante opportuni clonaggi su plasmidi
ricombinanti, di identificare e quindi di mappare le rispettive regioni, i ricombinanti in
grado di ripristinare l’invasività.

Tale regione consiste di due sequenze contigue di 4.1 e 2.6 e codifica i quattro peptidi
a, b, c, d (80)(47)(41)(38) (Fig. 11).

Figura 11. Frammento Hind III clonato su plasmidi ricombinanti contenente la regione
consistente in due porzioni (2.6 - 4.1 kb) contigue che codifica i quattro peptidi a, b,  c,
d.

Questa sequenza di 6.7 Kb, non esclude che altre sequenze siano impegnate nella
invasività; certamente esse ne rappresentano un minimum ulteriormente restringibile
alla sequenza 4.1 Kb, che codifica una proteina di 38 Kd, che potrebbe essere il
determinante dell’invasione cellulare e questo verrebbe anche suggerito dall’alta con-
servazione della sequenza 4.1 non solo nei ceppi di S.s., ma anche di S.f. e di EIEC. Per
l’invasione certamente hanno un ruolo anche gli altri tre peptidi, per la cui sintesi è
richiesta la contiguità 4.1 + 2.6 (una delezione di 1.6 in 4.1 è causa della mancata sintesi
dei quattro polipeptidi di 78(a), 57(b), 43(c), 38(d) D a cui si associa un quinto di 58 D (h),
sempre presente nell’outer membrana. Sono importanti immunogeni e questa loro
caratteristica, utilizzando appunto antisieri di coniglio di screening e purificati per
affinità, specifici per gli antigeni di invasione ipaB (57), ipaC (43), ipaD (39), e ipaH (58)
(del plasmide di invasione M90T), ha permesso, da una libreria del DNA pWR110
espressa in lgt11, di caratterizzare i quattro geni responsabili della loro sintesi, mappan-
doli con esattezza (Fig. 12).

Probes costruiti:   PstI-HindIII
sul frammento
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Figura 12. Probes ipaB, ipaC, ipaD, costruiti sul frammento di restrizione PstI - HindIII
contenente i geni codificanti per i peptidi a, b,  c, d presenti in EIEC.

Tale mappa genica mostra che i geni ipaB, C, D sono in stretto linkage e mappano su
un contiguo frammento di 4.6 e 1.0 Kb, di frammenti HindIII, contenuti in un più esteso
frammento (BamHI) di 23 Kb.

L’ipaH gene è invece separato e occupa una diversa posizione nel plasmide di
invasione.

Questi geni responsabili della sintesi degli antigeni di 57 KD (ipaB), 43 KD (ipaC), 39
KD (ipaD) e 58 KD (ipaH), possono essere immaginati quali cluster genico di separate
unità trascrizionali, regolate da un regolatore termosensibile oppure quali una singola
unità policistronica, a trascrizione regolata da un soppressore.Tralasciando questi
modelli, è stato fatto notare come la mappa di restrizione dei geni ipaB, C, D (su pWR
110) assomiglia a quella costruita sul frammento di 37 Kb (costruita per il clone
cosmidico pHS4108) e quantunque una tale somiglianza non sia stata verificata median-
te ibridizzazione, sembrerebbe ragionevole assumere che il frammento 8.0 e i due
frammenti più piccoli fiancheggianti della mappa degli Ipa geni corrispondano al
frammento 7.6 (EcoRI) del 37 Kb (pHS4108), data anche la somiglianza dei peptidi
sintetizzati. E’ anche stato fatto notare che i geni ipaB, C, D sono localizzati in un
segmento contiguo di 1.0+4.6 Kb di frammenti HindIII, (S.f. 5), come anche il segmento
di minima 4.1 e 2.6 di due frammenti contigui HindIII (S.s.) e quest’ultimo segmento
ibridizzava con S.flexneri, S.boydii, S.dyssenteriae e con EIEC. Anche per questi
segmenti non stati condotti studi di ibridizzazione per stabilirne la somiglianza.

Per inciso, i frammenti ipaB, ipaC, ipaD, ibridizzano in maniera specifica con il DNA
plasmidico di numerosi bacilli dissenterici e quindi sono degli ottimi probes. E’ da
notare come la separata localizzazione di ipaH, richiami l’analoga separazione dei VirF,
VirC, e BPHD di S.F.2a.
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Il gene ipaH sarebbe inoltre presente in più copie, sia a livello plasmidico, sia a livello
cromosomico (in Shigella flexneri sarebbe presente in cinque coppie) nelle varie speci di
Shigella studiate ed in EIEC. Questi geni quindi sono altamente conservati, oltre che
essere presenti in tutte le Shigelle virulente ed in EIEC, ed i loro prodotti, come già scritto
sono forti immunogeni, specialmente ipaB ed ipaC. Questi dati genetici e sierologici
suggeriscono che ipaB e ipaC (come anche ipaD) siano strettamente associati con il
fenotipo invasivo, confermati anche dalla evidenziazione di IgA secretorie intestinali
verso ipaB,C.

Quindi è importante identificare, mediante MAbs, gli epitopi antigenici e, mediante
tecniche genetiche simili alle precedenti, ma utilizzanti i MAbs quali selezionatori dei
ricombinanti, corrispondenti sequenze geniche. Seguendo questa strategia è stato
possibile costruire la mappa genetica degli epitopi B e C, che si basa, tra l’altro,
ipotizzando che gli epitopi identificati dai MAhr siano lineari e non conformazionali e
quindi codificati da piccole regioni contigue di DNA.

In tale mappa sono identificabili le sequenze dei tre epitopi di ipaB occupanti un tratto
N-terminale di 700 bp: 2F1 (320bp), 1H4 (240bp), 4C8 (140bp); sono anche identificabili
le sequenze dei tre epitopi di ipaC occupanti un tratto N-terminale di 640bp: 5H1, 9B6,
5B1, la cui orientazione non è stato possibile individuare; questi 3 epitopi di ipaC distano
dagli epitopi di ipaB 940bp e di circa 50bp da un quarto epitopo C (2G2 di 150bp) (Fig.
13).

Figura 13. Mappa di restrizione del frammento HindIII clonato su pWR100 con relativi
probes ipaB, ipaC, contenenti sequenze specifiche per i 3 epitopi di ipaB (tratto N-
terminale di 700 pb: 2F1, 1H4 e 4C8) e i 3 epitopi di ipaC (tratto N-terminale di 640 pb:
5H1; 9B6, 5B1) e un quarto epitopo C: 2G2 (150 pb).
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Questi sette epitopi di superficie si sono altamente conservati in Shigella spp. e in
EIEC (e non sono stati evidenziati epitopi cross-reattivi in altri batteri invasivi quali
Salmonella, Yersinia, Campylobacter spp.), pur essendo sottoposti, data la loro localiz-
zazione, a forti stress mutazionali ambientali, e quindi essi devono avere un ruolo
essenziale nell’invasività. In questo senso l’inibizione della formazione delle placche da
MAb vs 2F1 supporterebbe l’idea che ipaB sia attivamente coinvolto quel processo
invasivo, in cui però non è identificabile la tappa, sia essa l’adesione, l’endocitosi, la
fuoriuscita fagosomica, la replicazione e la sopravvivenza endocellulare; in tale ruolo
svolto da ipaB, sembrerebbero coinvolti, almeno in maniera cruciale come 2F1, gli altri
epitopi. Anche l’ipaC deve avere un qualche ruolo nell’invasione, infatti il MAb vs 2G2
aumenta la formazione delle placche. Nonostante quindi la conoscenza degli ipa geni sia
appena iniziata, la loro individuazione ne costituisce un sicuro marker di virulenza; e
per questo fine sono già stati utilizzati dagli idonei probes, che, qui di seguito riporterò
in breve. Sono stati utilizzati quali probes, i tre EcoRI fragments, derivati dalla regione
di minima di 37 Kb e cioè i frammenti 7.6, 11.5, 17.0 clonati in BR325, con l’utilizzo quali
probes dei plasmidi ricombinanti pHS3188, per 7.6, pSH4011, per 11.5, e pH54033, per
17.0 (Tab. G).

Il frammento 17 Kb può identificare tutti i ceppi di Shigella delle 4 specie e di EIEC,
mentre i frammenti 7.6 e 11.5 presentano una sensibilità minore, che potrebbero
riflettere una mancanza di conservazione delle sequenze di DNA tra i plasmidi di
invasione a livello delle differenti specie. Ugualmente sensibile e specifico si è dimo-
strato il pMR17, che contiene sempre il frammento EcoRI 17.0. E’ da tener presente che
questo probe identifica solo un potenziale patogenetico, per cui si deve considerare la
possibilità di discrepanze con le prove biologiche, che possono trovare una spiegazione
in fenomeni di mutazione a livello dei loci plasmidici e non solo di essi, ma anche a livello
cromosomico (come è dato riscontrare tra DNA-probe assay positivi e Sereny-Test
negativi).

Comunque l’utilizzo del probe 17 Kb si è dimostrato sensibile e specifico quanto il
Sereny-Test e il VMA-Test (Elisa) con la tecnica della Colony-Hybridization; non così

FRAMMENTO VETTORE PLASMIDE PROBES OTTENUTI
DNA ORIGINARIO OTTENUTO kb PLASMIDICO RICOMBINANTE           kb

S. f. 5  pWR100 frammento 7,6 pBR325 pSH3188 frammento 7,6
EcoRI EcoRI

S. f. 5  pWR100 frammento 11,5 pBR325 pSH4011 frammento 11,5
EcoRI EcoRI

S. f. 5  pWR100 frammento 17,0 pBR325 pSH5033 frammento 17,0
EcoRI EcoRI

Tabella G. Schema costruttivo dei probes per il rilevamento diagnostico dei geni IPA in
S. f. 5.
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con la Stool-Blot, che si è dimostrata notevolmente meno sensibile soprattutto per le
Shigelle e per gli EIEC (lattosio-). E’ stato anche utilizzato un frammento di 2.5 Kb
(HindIII) da un segmento 6 Kb da EIEC.

Tale frammento, a cui non è stata associata una funzione e che non cross-ibridizza con
il 17.0 Kb, avrebbe dimostrato una buona sensibilità e specificità, con risultati identici al
17.0 Kb per la Shigella ed EIEC.

Sono stati infine utilizzati, quali DNA-probes, quelli ottenuti mediante Nick-Trasla-
tion, da ipaB (375bp EcoRI fragment da lgt11 ricombinante: S12); da ipaC (1750bp EcoRI
fragment da lgt11 ricombinante: W22); da ipaD (870bp EcoR fragment da lgt1 ricombi-
nante: S10) (Tab. H) (Fig. 14).

Tabella H. Schema costruttivo dei probes per il rilevamento diagnostico dei geni
relativi agli IPA-gene in S. f. 5.

Tali probes ibridizzano solo con il plasmide di invasione di tutti i ceppi di S.flexneri
5, con S.sonnei, con S.boydii, con S.dyssenteriae, con EIEC e non invece con il plasmide
di ceppi non invasivi; ibridizzano nei Southern-blot con una banda di 4.6 Kb, di un
frammento HindIII solo e sempre da plasmidi di invasione e non in ceppi avirulenti. Tale
banda è ottenuta in condizioni di stringenza e quindi indica per Shigella ed EIEC una
omologia superiore all’80%, mentre le loro mappe di restrizione, come precedentemente
scritto, presentano pochi frammenti in comune. L’omologia del DNA d’altra parte
rimane anche dimostrata dal ritrovamento di antigeni d’invasione in comune fra questi
ceppi (evidenziati da antisieri verso S.f.2a).

Tutto questo indica che queste sequenze possono costituire degli eccellenti probes
diagnostici per la ricerca degli enterobatteri invasivi. La loro applicazione infatti con la

FRAMMENTO VETTORE PLASMIDE
DNA ORIGINARIO CLONATO PLASMIDICO RICOMBINANTE PROBES OTTENUTI

S. f. 5 pWR100 frammento ipa B pUC8 λgt11HC17 frammento S 12
0,375 375 bp

EcoRI

S. f. 5 pWR100 frammento ipa C pUC8 λgt11HC17 frammento W22
1,75 1750 bp

EcoRI

S. f. 5 pWR100 frammento ipa D pUC8 λgt11HC17 frammento S10
0,87 870 bp

EcoRI

S. f. 5 pWR390 frammento ipa H pBR322 λgt11 frammento
2,9 EcoRI 2.9 kb
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tecnica della Colony-Hybridization ne ha dimostrato la loro alta specificità in quanto
reagenti con tutte le Shigelle invasive e con gli EIEC (Pcr+, HeLa-Inv+, S-T+), e non
reagenti con oltre 300 enterobatteri patogeni, gram-negativi e non dissenterici, come
anche non reagenti con i ceppi di S.flexneri non HeLa invasiva, (su cui la Western-blot
non evidenziava antigeni di invasione).

Questa alta specificità non potrebbe essere mantenuta per i probes impieganti il
frammento EcoRI di 17 Kb, la cui ampiezza non può che limitare la specificità della
reazione di ibridizzazione e questo frammento conterrebbe almeno una copia IS1, che
è un componente comune ai cromosomi ed ai plasmidi degli enterobatteri. Accanto
all’utilizzo dei plasmidi ipaB, C, D quali probes può essere proposta l’utilizzazione di
plasmidi ipaH (tra cui il pWR390). Tali probes verso ipaH-gene ibridizzano con tutte le
Shigelle e gli EIEC, indipendentemente dalla loro capacità invasiva, mentre non ibridiz-
zano con altri germi enterici e non enterici; sono quindi probes specifici per Shigelle e per
EIEC e possono evidenziare ceppi con delezioni a livello degli altri ipa-gene (come ipaC)
e a livello del 17 Kb EcoRI-fragment.

Figura 14. DNA probes utilizzati per l'identificazione dei frammenti ipaB (S12), ipaC
(W22), ipaD (S10) sul frammento di restrizione HindIII (2.5 kd).
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Sistemi di resistenza alle Ig

Per quanto riguarda le IgA-1-proteasi, che vengono fatte rientrare nei sistemi di
Resistenza alle Immunoglobuline, sono in effetti degli importanti determinanti di
patogenicità e quindi di virulenza. Tenendo presente, infatti, che le superfici mucose
rappresentano la maggior porta di entrata dei batteri patogeni è evidente che le IgA, in
tale sede, rappresentano un baluardo difensivo nella critica interazione battere-ospite.

Le IgA possono essere idrolizzate da IgA-proteasi batteriche prodotte dai batteri
patogeni quali: Neisseria gonorrhoeae, Neisseria meningitidis, Haemophilus influen-
zae, Streptococcus pneumoniae, mentre i membri non patogeni appartenenti a questi
generi non producono le IgA-proteasi (4, 8, 14, 15, 23, 24, 26, 36, 38).

E’ da premettere che tali endopeptidasi batteriche presentano proprietà in comune,
quali la loro natura extracellulare, il loro peso molecolare e la loro specificità di azione
verso le catene α1; presentano inoltre proprietà non in comune, quali il loro punto
isoelettrico, la loro inibizione da parte dei metalli chelanti, il loro sito di idrolisi a livello
della catena α, e le loro specificità antigeniche. Per quanto riguarda il sito di idrolisi esse
possono essere distinte in tipo1, idrolizzanti il ponte Pro231-Ser232, in tipo2, idroliz-
zanti il ponte Pro235-Tre236 e tipo3, idrolizzanti due ponti non identificati. Sempre in
questo contesto è interessante richiamare l’attenzione che in Haemophilus influenzae
tale specificità di idrolisi correla fortemente con il sierotipo capsulare e cioè il tipo1 con
i sierotipi a, b, d, f, il tipo2 con i sierotipi c, e, il tipo3 con ceppi non sierotipizzabili,
quantunque anche ceppi non capsulati possano produrre tali proteasi. Anche nel genere
Neisseria si riscontrano proteasi tipo1, come in Neisseria meningitidis 16123, e di tipo2,
come in Neisseria meningitidis 15894 e in Neisseria gonorrhoeae F62. Per quanto
riguarda la diversità antigenica sono stati segnalati 15 tipi diversi di IgA-1-proteasi, e per
quanto riguarda le proteasi di tipo1 e di tipo2 da N.m. esse possono venir inibite da sieri
convalescenti da meningiti meningococciche di ceppi produttori dei corrispettivi tipi 1
e 2 di IgA-1-proteasi. Quindi in un singolo genere vi è una estrema complessità di enzimi
proteasici tra loro strettamente correlati. Non addentrandoci in tale complessità di
correlazioni, focalizziamo la nostra attenzione prevalentemente sul gene codificante le
IgA-1-proteasi gonococcica.

Tale gene, del ceppo N.g. F62, è stato clonato in pBR322 ed espresso in E.coli K12(HB
101) e nel ricombinante pVD105 (Fig. 15) è stata eseguita la mappa di restrizione e,
mediante procedimenti di inserzione da Tn5 e di delezione, è stata evidenziata una
sequenza che inizia a circa 1000bp a sinistra del sito AvaI e che viene trascritta verso
sinistra, terminando al sito HindIII, che è responsabile dell’espressione dell’attività IgA-
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1-proteasica. Questa sequenza può essere tagliata sia con HindIII in un frammento di 4.2
Kb, che contiene la maggior parte del gene (iga), mancante soltanto della sequenza
codificante la parte amino-terminale, sia con HindIII e ClaI in un frammento di 2.7 Kb
che contiene 400-500bp codificanti la porzione amino-terminale, associatamente a uno
di 2.2 Kb che non è correlato all’espressione dell’IgA-1-proteasi in E.coli.

Questi due frammenti possono essere utilizzati quali probes per verificare la pre-
senza e le omologie (Tab. I).

Tale gene è stato anche clonato da un frammento di 5 Kb da N.g. MS11, ed è stato
denominato, come precedentemente scritto, iga.

Tale sequenza genica consta di 4596bp in cui è possibile distinguere le sequenze
promotor (-43,-35,-10), la sequenza S-D (Shine-Dalgarno) ed il Start-Codon (ATG), la
sequenza del domain aminoterminale del leader-peptide, la sequenza del domain
proteasico, con la presenza di due cistine, possibilmente associate al centro attivo
dell’enzima, la sequenza del domain carbossiterminale del “helper-peptide”, con i siti
a, b, c, autoproteolitici, ricchi in purina e che permettono una distinzione tra subdomains
α e  β. Da queste sequenze viene sintetizzato un precursore che, per una serie di
autoclivaggi a livello del peptide leader e del peptide helper, originerà l’enzima maturo
ed uno stabile frammento α.

Un buon metodo per evidenziare l’iga o sequenze ad esso omologhe è la Colony-
Hybridization, che può essere condotta sia in condizioni di forte stringenza, con
positività per omologia >78%, che in condizioni di bassa stringenza, con positività per
omologia >89%; tali omologie sono anche rilevabili con la Southern-Blot. In condizioni
di alta stringenza tutti i ceppi di N.g. hanno presentato omologia con il probe 4.2 Kb
(HindIII) come anche con il probe 2.7 Kb (HindIII-ClaI).

Tali probes hanno dato ibridizzazioni positive anche con N.m. (sierogruppo
A,B,C,E,Z,W); i ceppi di N. commensali non hanno segnalato positività con il 4.2 Kb,
mentre con il 2.7 Kb N.lactamica, N.sicca, N.cinerea davano positività, che non era

Figura 15. Frammento di restrizione HindIII - ClaI' clonato in pBR322 contenente una
sequenza (circa 1000 pb) a sinistra di AvaI responsabile della espressione dell'attività
IgA-proteasica.
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rilevabile invece con N.flava, N.perflava, N.subflava e N.mucosa; questo segnale di
positività, non evidenziabile in E.coli ed in Branhamella catarrhalis, poteva essere
evidente, come poteva essere leggero e quindi di bassa omologia per la presenza di
qualche sequenza in comune all’interno del frammento 2.7 Kb per le Neisserieae.

Quindi solamente N.g. e N.m. IgA-1-proteasi producenti presentano omologie con il
probe 4.2 Kb (HindIII) che è quindi specifico per iga, e sebbene N.lactamica, N.cinerea,
N.sicca posseggano omologia di sequenza o con il terminale aminico dell’iga o con
sequenze immediatamente adiacenti a questo gene, rilevate dal probe 2.7 Kb, nessuna
delle altre N.commensali posseggono omologie significative o con il gene iga o con
sequenze adiacenti legate a tale gene.

La maggioranza quindi delle specie commensali, non patogene del genere Neisseria
non contengono nè sequenze omologhe a iga, nè sequenze omologhe alle sequenze iga-
adiacenti; quindi questi microorganismi non patogeni non producono l’enzima, in
quanto sono privi del gene iga come quei microorganismi commensali pure privi del
gene iga, ma recanti sequenze iga-adiacenti, che non sono quindi coinvolte con il gene
strutturale in sè stesso, anche se la loro distribuzione è limitata per lo più alle specie
patogene.

Quindi i gonococchi e i meningococchi presentano omologia di sequenza e le
sequenze omologhe, dai dati ottenibili in Southern- blot, sono contigue e possono
presentare siti di restrizione diversi (per cui i vari pattern ottenibili sono diversi sia come
numero che come dimensione dei frammenti).

Tabella I. Schema costruttivo dei probes per il rilevamento dei geni relativi all'IgA-I-
proteasi in neisseria.

FRAMMENTO VETTORE PLASMIDE
DNA ORIGINARIO CLONATO PLASMIDICO RICOMBINANTE PROBES OTTENUTI

                   kb kb

Neisseria da IgA-I- 1) frammento 4,2
gonorrhoeae -proteasi gene pBR322 pVD105 HindIII
F62 frammento 8 kb

HindIII 2) frammento 2,7
HindIII-ClaI

Neisseria da IgA-I- 1) frammento 4,2
meningitidis -proteasi gene pBR325 pVD113 EcoRI
15894 frammento 14 kb (pVD114)

ClaI
2) frammento 3,5
HindIII
(pVD115)
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In condizioni di bassa stringenza, l’ibridizzazione su DNA (N.g. F62) trattato con
opportune endonucleasi di restrizione, con la tecnica dello Southern-blot con il probe 4.2
Kb, ha evidenziato i frammenti presenti in condizione di forte stringenza (pattern
dell’alta stringenza) associati ad altri frammenti aggiuntivi di minore intensità (pattern
della bassa stringenza) e tali frammenti aggiuntivi aumentavano con il probe 2.7 Kb.

Questo ampio numero di sequenze cromosomiche di N.g. reagenti con i probes
gonococcici per le IgA-1-proteasi si sono rilevate anche in N.m.

Questa ampliata cross-reattività viene evidenziata anche per i ceppi di
N.commensali, non reagenti in condizioni di alta stringenza con i probes gonococcici per
le IgA-1-proteasi, quindi queste extra omologhe sequenze non sono correlate al gene
delle IgA-1-proteasi, in se stesso, pur essendo uniche per le Neisserieae. Analoga ampia
reattività, in condizioni di alta stringenza, è evidenziabile utilizzando probes gonococ-
cici relativamente piccoli (ca.  60bp) e questi rilievi potrebbero essere spiegati ipotiz-
zando la presenza di una sequenza ripetitiva, quale quella a funzione captante il DNA,
presente nei probes gonococcici; questa sequenza sarebbe presumibilmente presente sul
gene delle IgA-1-proteasi, dal momento che il gene clonato può essere trasferito da E.coli
e N.g. per trasformazione.

Tutto questo depone per una base comune di omologia all’interno del genus Neisse-
ria e soprattutto per N.g. e N.m., in cui già precedenti ricerche, mediante trasformazione
DNA-mediata, ne avevano evidenziata la correlazione.

Comparando, mediante clivaggio con endonucleasi di restrizione, l’iga di N.g. con
l’iga di N.m. (clonato in pVD113) è stato evidenziato l’alto livello di organizzazione
genica in comune tra di essi, quantunque la distribuzione dei siti di restrizione tra cui
anche quelli fiancheggianti, appaiono essere meno conservati (Fig. 16).

L’iga di N.m., clonato da N.m. 15894 (ClaI) in pBR325 in E.coli K12 (HB101),
denominato pVD113, contiene un frammento di 14 Kb, di cui è stata determinata la
mappa di restrizione; in tale clone la sequenza responsabile per l’attività IgA-1-
proteasica è contenuta in un frammento EcoRI mancante, ad un suo estremo, di un tratto
pari a 3.5 Kb, che viene denominato pVD114; mentre la sequenza HindIII-derivata,
deleta ad un suo estremo di una sequenza pari a 4 Kb, che viene denominata pVD115,
non è in grado di indurre attività IgA-1-proteasica (Tab.I).

Sempre nell’ambito delle omologie dell’iga si è estesa l’indagine ai geni codificanti
l’iga in Haemophilus influenzae, utilizzando i probes gonococcici 4.2 e 2.7 Kb. Essi,
mentre in condizioni di alta stringenza non ibridizzavano, come era prevedibile anche
dalla disparità del loro contenuto in G e C, in condizioni di bassa stringenza hanno
presentato con entrambi i probes frammenti di restrizione omologhi delle dimensioni di
7 Kb (EcoRI), 11 Kb (ClaI), 8 Kb (PstI), possibili candidati genici per la codifica della IgA-
1-proteasi e questo veniva confermato clonando il 7 Kb (EcoRI) di H.i. in pBR325/
E.c.HB101(Fig. 17).

Tale plasmide contenente il frammento codificante la IgA-1-proteasi è stato denomi-
nato pVD116; di esso è stata determinata la mappa di restrizione, in cui un frammento
privo di 2.2 Kb (ClaI) che detiene sequenze ancora in grado di codificare l’IgA-1-
proteasi, è denominato pVD117, mentre un altro frammento (PstI) privo di 2.8 Kb che
non detiene sequenze codificanti l’enzima, è stato denominato pVD118 (Tab. L).
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Figura 16. Frammento di restrizione ClaI contenente il gene iga di N.m. clonato in
pBR325 responsabile dell'attività IgA-I-proteasica e due frammenti probes pVD114-
pVD115  (vedi testo).

Figura 17. Frammento PstI-ClaI sul plasmide pVD116 codificante la IgA-I-proteasi con
relativi probes: pVD117 (2.2 kb) e pVD118 (2.8 kb).
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L’utilizzo di tali probes in condizioni di alta stringenza hanno evideziato la presenza
di iga in tutti i ceppi di Haemophilus influenzae (a, b, d, f,), non invece in H.parain-
fluenzae, H.hominis e H.pleuropneumoniae e questi risultati indicherebbero che i geni
strutturali delle IgA-1-proteasi di H.influenzae hanno pronunciata similarità strut-
turale, pur presentando differenze nei siti di clivaggio delle endonucleasi, mediante le
quali si ottengono patterns specifici di restrizione per ciascun sierotipo di H.i. e
all’interno di ciascun sierotipo vi è la possibilità di ottenere ulteriori pattern di restrizio-
ne distinti, correlabili con le specificità antigeniche delle IgA-1-proteasi, che sarebbero
appunto determinate dall’intima struttura del gene, che ne determina anche la speci-
ficità dell’azione enzimatica.

Quindi le IgA-1-proteasi di H.i. sarebbero codificate da un set di geni altamente
omologhi, ma polimorfi. Tali probes, per concludere, in condizioni di bassa stringenza
non evidenziano patterns di extra-omologia nè per il DNA cromosomico del H.i., nè per
il DNA cromosomico del genus Neisseria (naturalmente evidenziando la cross-reattivi-
tà con il DNA, per iga, di N.g. e N.m.).

Questi rilievi evidenzianti la presenza di iga omologhi in due specie appartenenti a
generi diversi e tra loro distanti e la loro assenza in specie appartenenti allo stesso genere
pone il problema, non comune in microbiologia, dell’origine di questi geni e per il quale
le risposte sono solo ipotetiche. Rimane comunque fermo che queste famiglie geniche
associate alla virulenza non sarebbero confinanti da fattori tassonomici, ma da fattori
ancillari sempre coinvolti nel determinare la virulenza.

Tabella L. Schema costruttivo dei probes per il rilevamento dei geni relativi all'IgA-I-
proteasi in H. influenzae.

FRAMMENTO VETTORE PLASMIDE
DNA ORIGINARIO CLONATO PLASMIDICO RICOMBINANTE PROBES OTTENUTI

H. influenzae da IgA-I- 1) frammento 2,2
Rd-/b+ -prot. gene pBR325 pVD116 ClaI

frammento 7 kb pVD117
Eco RI

2) frammento 2,8
PstI
pVD118
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Sistemi di Siero-Resistenza

Per quanto riguarda la Siero-Resistenza, che viene fatta rientrare nei sistemi di
resistenza all’azione battericida del Sistema Complementare, sia esso mediato dalla via
classica (CCP : Classical Complementary Pathway), sia attraverso l’attivazione della via
alternativa (ACP: Alternative Complementary Pathway) è un indubbio marker di
virulenza, anche se attualmente non è possibile trarre delle conclusioni nè sulle sue
modalità di azione nè sul suo determinismo a livello genetico (13, 31).

Data la complessità dell’argomento, limiteremo la nostra indagine a Salmonella
Typhi-murium (6, 7, 9, 10, 25, 39), in cui la resistenza a livello battericida del siero,
complemento-mediato è stata attribuita alla composizione del LPS, in cui infatti le
mutazioni fenotipiche da smoth(S) a rough(R) correlavano con una aumentata sensibi-
lità al siero, mentre una sua diminuzione correlava con il grado di difetto della fase R :
rapportabili entrambi con la parte del core che viene esposta e alla parte e al numero delle
unità O ripetitive, per core del LPS.

Tali chemotipi S ed R influenzano anche le vie di attivazione del sistema complemen-
tare, per cui i ceppi in fase S sarebbero più sensibili all’azione battericida del Comple-
mento, APC-mediata, rispetto ai ceppi R; mentre i ceppi in fase R sono più sensibili di
quelli in fase S all’azione del Complemento via CCP, pur essendo entrambi in grado di
attivare, (e quindi di subirne l’azione battericida), il Complemento mediante CCP.

Queste differenze sarebbero da rapportare al grado o alla maniera con cui o i
componenti iniziali (tra cui C1q), o i componenti finali (tra cui il MAC stesso) si
agganciano alla membrana batterica. Globalmente quindi la resistenza al siero sarebbe
da rapportare al LPS, anche se si conoscono forme di resistenza al siero da esso
indipendenti, per cui può essere distinta in LPS-dipendente e LPS-indipendente.

Dato il pleiomorfismo di tali forme di resistenza è logico che esso sia un riflesso del
suo determinante genetico, in cui si possono riconoscere sia geni  cromosomici  che  geni
plasmidici; in Salmonella typhi-murium la Siero-Resistenza sar ebbe legata non ad un
determinante cromosomico, ma ad un determinante plasmidico, a cui sarebbero at-
tribuibili anche altri caratteri di virulenza. A tale plasmide infatti è stata attribuita, oltre
alla Siero-Resistenza, la capacità di Adesività e di Invasività e globalmente di virulenza
sul topo, esprimentesi fondamentalmente nelle tappe della colonizzazione delle Placche
di Peyer, di invasione dei linfonodi mesenterici e della milza con successiva morte
(mouse model).

Tali caratteristiche di virulenza sono emerse da studi sui ceppi di S.typhi-murium
CR6600 e CR6260, alberganti e non alberganti il plasmide di virulenza pCF601 e sui
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ceppi CR8500 e CR8100, alberganti e non alberganti il plasmide di virulenza pCF801.
Studi sui ceppi P9144 e J41 di S.typhi-murium LT-2 alberganti il plasmide criptico di
virulenza e il ceppo J42 non albergante tale plasmide hanno confinato sui geni cromo-
somici l’Adesività e l’Invasività e sui geni plasmidici la Siero-Resistenza, la Resistenza
alla Fagocitosi, al Killing-Macrofagico e la Virulenza sul topo, limitandola alle fasi di
invasione dei linfonodi mesenterici e della milza.

Tali ceppi avevano la caratteristica di essere in fase R e di resistere al siero in toto o
associato ad alte concentrazioni anticorpali. Privando tali ceppi virulenti del plasmide
(~100Kb) da Siero-Resistenti divengono Siero-Sensibili e perdono anche la virulenza sul
topo : quindi tale plasmide criptico potrebbe codificare il gene o i geni medianti la Siero-
Resistenza; ed in effetti tali sequenze sono state isolate da un plasmide ricombinante
(pADE001), ottenuto per clivaggio del plasmide di virulenza con Sau3A, impaccandolo
in pcosZEMBL ed esprimendolo in E.c.K12 (E381) : tale clone (pADE001) risultava Siero-
Resistente ed esprimeva a livello dell’outer-membrana una nuova proteina di 11 Kd. Dal
clone, per successive restrizioni del frammento clonato si è isolata una sequenza di
minima ancora in grado di conferire la Siero-Resistenza e di codificare la proteina di 11
Kd; tale sequenza è contenuta nel clone pADE016 , in essa non sarebbe contenuto il
promotore e la sequenza genica sarebbe localizzata verso l’estremo PstI del frammento
di 2.1 Kb (ClaI-PstI) (Fig. 18) (Tab. M).

Figura 18. Frammento di restrizione BamHI-Sau3A clonato su pADE001 contenente la
sequenza codificante la proteina di 11 kb.

Questo plasmide può essere proposto quale marker, in fase di studio, della Siero-
Resistenza : esso infatti è in grado di ripristinarla in ceppi R e di S.typhi-murium e di
E.coli K12, mediante la sintesi della proteina di 11 Kd dell’outer-membrana. Questa
proteina conferirebbe la Resistenza al Siero sia ACP, sia CCP e questo non concorda con
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Tabella M. Schema costruttivo dei probes per il rilevamento diagnostico dei geni
relativi alla proteina 11 kd di S. typhi murium.

la Siero-Resistenza CCP, sempre plasmide-determinata, evidenziata su ceppi in fase S
7003 (con plasmide pCF601) e 7007 (privi di plasmide) di Salmonella typhi-murium.

Questa non uniformità di risultati si riflette (o ne è un riflesso) sulla funzione svolta
dal LPS nella Siero-Resistenza : i ceppi P9144, J41, J42 erano in fase R, anche se in essi un
qualche antigene O veniva sintetizzato, per cui non sarebbe da escludere una qualche
funzione biosintetizzante del plasmide criptico per LPS, mentre invece i ceppi 7003 e
7001 erano in fase S e tra essi non vi erano differenze quantitative o qualitative
riguardanti LPS.

A questo punto critico riguardo il ruolo del plasmide della Siero-Resistenza sulla
biosintesi del LPS e quindi sulla Siero-Resistenza LPS-dipendente ed LPS-indipendente,
si può aggiungere un ulteriore punto di incertezza, in quanto è stato possibile negare a
tale plasmide la capacità inducente della Siero-Resistenza. Infatti studi condotti su ceppi
in fase S LT2Z (pStLT100), SL1344 (pStLT100), SR-11 (pStSR100) avrebbero dimostrato
nessuna differenza nei confronti della Siero-Resistenza tra i ceppi con plasmide e ceppi
senza plasmide e tale Siero-Resistenza non era trasferibile in E.c. K12, nonostante
l’introduzione di plasmidi portanti sequenze che erano in grado di conferire virulenza,
per il topo, in ceppi batterici privi di plasmide; per cui per il plasmide viene ipotizzato
un ruolo interferente sulla fagocitosi e sul killing-macrofagico.

Da questi dati contrastanti non è possibile trarre conclusioni sulla validità di
pADE016, quale probe per l’individuazione della Siero-Resistenza, che a mio parere
merita di essere considerato, in quanto non sarebbe da escludere che la Siero-Resistenza
possa dipendere in alcuni ceppi di Salmonella typhi-murium dal plasmide, mentre in
altri ceppi non dipenderebbe dal plasmide.

FRAMMENTO VETTORE PLASMIDE PROBES OTTENUTI
DNA ORIGINARIO CLONATO PLASMIDICO RICOMBINANTE           kb

S. typhi murium frammento frammento  2,1
P9144 o Sau3A pCosZEMBL pAEDO16 ClaI-PstI
J41
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