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Prefazione alla lll edizione

La terza edizione di questo libro nasce dall’esigenza di apportare ulteriori miglioramenti
nella presentazione degli argomenti e i necessari aggiornamenti al testo originario. In
particolare, Genetica microbica e Biologia molecolare, precedentemente affrontate in
tre capitoli distinti, sono state riunite in un unico capitolo, il Capitolo 9, al fine di ren-
dere pili omogenea la trattazione e facilitare il compito degli studenti. Analogamente
vengono trattati in unico capitolo, il Capitolo 14, i virus dei procarioti e i virus degli
eucarioti. E stato inoltre condotto un accurato lavoro di aggiornamento sui testi e sulle
figure ed ¢ stata notevolmente ampliata e aggiornata la parte relativa agli antibiotici, an-
che con I'inserimento di nuove schede di approfondimento.

Un sentito ringraziamento va alla preziosa collaborazione dei numerosi Colleghi che,
con le loro specifiche competenze, hanno reso possibile la realizzazione di questa nuova
edizione. Ci auguriamo che il manuale possa incontrare un rinnovato interesse da parte
dei Colleghi docenti di discipline microbiologiche e degli studenti.

Gianni Deho
Enrica Galli

Prefazione alla | edizione

Nata come scienza circa un secolo e mezzo fa, la Microbiologia (Biologia dei microrga-
nismi) ha conosciuto negli ultimi sessant’anni una spettacolare evoluzione che ha con-
tribuito in modo determinante a sviluppare I'attuale visione globale del mondo vivente
e la comprensione, specialmente a livello molecolare, di processi biologici fondamen-
tali. Utilizzando microrganismi come principale modello di studio, sono state poste le
basi di importanti discipline biologiche, quali la biochimica, la biologia molecolare e la
genetica molecolare; ¢ stata decifrata la natura di DNA, RNA e proteine e sono state svi-
luppate le tecnologie che stanno alla base dell’ingegneria genetica e delle biotecnologie
molecolari. Tappa finale di questo percorso che ha attraversato quasi tutto il XX secolo
e che ha aperto nuovi orizzonti alla ricerca biologica ¢é stato il sequenziamento del DNA
e lo sviluppo degli approcci genomici allo studio dei sistemi biologici.
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La Microbiologia ha quindi via via assunto un ruolo sempre piti rilevante tra le discipli-
ne biologiche, sia come disciplina specialistica, sia per la visione globale e unificante che
riesce a fornire del mondo vivente.

Questo libro tratta fondamentalmente di microrganismi procarioti (batteri e archei),
pur facendo continui richiami al mondo eucariote, e in particolare ai microrganismi
eucarioti, per quanto riguarda le differenze nella struttura e nelle funzioni a livello cellu-
lare, I'evoluzione molecolare e i rapporti filogenetici fra i tre gruppi di microrganismi. Il
testo € stato pensato in particolare per gli studenti dei corsi di Laurea triennali e magi-
strali in Scienze Biologiche e Biotecnologie, avendo come riferimento gli insegnamenti
di Microbiologia generale, Microbiologia cellulare e Microbiologia molecolare, ma la
parte piu generale del libro pud essere utilizzabile anche da studenti di altri corsi di
laurea scientifici.

Per venire incontro alle diverse esigenze didattiche, il testo é suddiviso in quattro parti
di cui le prime due (Struttura e funzione della cellula procariote e Crescita microbica e
metabolismo) rappresentano la parte di base della Microbiologia, mentre le altre due
parti (Genetica batterica e biologia molecolare e Interazioni tra microrganismi e con
altri organismi) affrontano aspetti propri della microbiologia molecolare e cellulare.
Questo tipo di organizzazione vuole offrire al docente e allo studente la possibilita di
conoscere il mondo dei microrganismi a livello strutturale e funzionale da un lato e
cellulare-molecolare dall’altro. In questo modo il docente puo scegliere gli argomenti
pit adatti agli insegnamenti della laurea triennale 0 magistrale, seguendo percorsi diver-
si a seconda del tipo e del livello di insegnamento.

Il testo si caratterizza inoltre anche per altri aspetti:

« il livello di aggiornamento e approfondimento dei vari aspetti della microbiologia al
passo con i piti recenti risultati delle ricerche microbiologiche, con un ampio materia-
le iconografico;

« la trattazione di argomenti pit specifici in apposite schede di approfondimento. Per
alleggerire il testo, alcune di queste schede sono disponibili in una sezione on line sul
sito dedicato al libro che in futuro potra essere aggiornata e ampliata.

La stesura del testo si & avvalsa del prezioso contributo di numerosi docenti di discipline
microbiologiche, che hanno messo a disposizione la propria competenza nella tratta-
zione dei vari aspetti della Microbiologia. A loro va un sentito ringraziamento per la
proficua collaborazione.

Ai Colleghi docenti che sceglieranno di adottare questo testo e suggerirlo agli studenti
come strumento di studio, chiediamo di farci avere commenti e suggerimenti che saran-
no utili in una futura revisione.

Gianni Deho
Enrica Galli
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LA CELLULA

Nonostante la loro grande diversita, tutti gli organismi viventi
sono costituiti da cellule, strutture unitarie di cui riconosciamo
due tipi fondamentali: la cellula eucariota e la cellula procario-
ta (fig. 2.1). Questo testo tratta principalmente di microrgani-
smi procarioti e in questo capitolo saranno descritte le struttu-
re e le funzioni delle cellule procariote.

m La cellula procariota

2.1.1 Differenze e similitudini tra cellula procariota e
cellula eucariota

La caratteristica primaria che distingue le cellule eucariote (dal
greco eu = bene e karyon = nocciolo) da quelle procariote (pro
= prima) & costituita dal nucleo. Mentre nella cellula eucariota
i cromosomi sono contenuti in un nucleo delimitato da una
membrana nucleare, nella cellula procariota la membrana nu-
cleare ¢ assente e il materiale genetico, costituito generalmen-
te da un cromosoma, ¢ a diretto contatto con il citoplasma e
forma una struttura chiamata nucleoide. Inoltre le cellule eu-
cariote presentano organelli cellulari delimitati da membrane

a) b)

Membrana
plasmatica

10 pm

endoplasmatico

Nucleo

Nucleolo

ISBN 978-88-08-18623-2

(mitocondri, reticolo endoplasmatico, complesso di Golgi, li-
sosomi e, nei vegetali, plastidi), assenti nelle cellule procariote.
Oltre ad essere strutturalmente pitt complesse, le cellule euca-
riote hanno anche dimensioni maggiori di quelle procariote.

I due tipi cellulari presentano anche molte caratteristiche
comuni, cui corrispondono funzioni comuni e indispensabi-
li. Tutte le cellule sono dotate, ad esempio, di una membrana
plasmatica che separa il contenuto citoplasmatico dall’esterno
e regola il trasporto di nutrienti e sostanze di rifiuto. La com-
posizione del citoplasma ¢ simile tra i due tipi di cellule, cosi
come entrambi contengono i ribosomi, benché diversi per
dimensione e composizione, necessari per svolgere la sintesi
proteica.

Come vedremo piu avanti, le funzioni svolte nella cellula
eucariota da mitocondri e cloroplasti (respirazione e fotosin-
tesi), nella cellula procariota sono localizzate a livello della
membrana plasmatica (» par. 2.2.2).

La divisione cellulare nei procarioti avviene in genere per
scissione binaria. Durante questo processo il DNA viene re-
plicato e ciascuna cellula figlia ne riceve una copia. La divisione
cellulare negli eucarioti avviene per mitosi, un processo so-

Citoplasma Nucleoide Ribosomi

Parete cellulare Membrana plasmatica

Membrana
nucleare

Ribosomi

Reticolo
Citoplasma

Mitocondrio

Figura 2.1 CELLULA PROCARIOTA E CELLULA EUCARIOTA. (a) Immagini rielaborate di microscopia elettronica a trasmissione di una cellula procariota (in alto)
(batterio) e di una cellula eucariota (in basso) (lievito) e (b) rispettiva rappresentazione schematica.
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Tabella 2.1 CARATTERISTICHE CHE DIFFERENZIANO BATTERI, ARCHEI ED EUCARIOTI.

Caratteristica® Bacteria Archaea Eukarya Capitolo
Dimensione di una cellula tipo (ordine di grandezza, pm) 1-2 1-2 10-20 » cap.?2
Membrana nucleare -b - + » cap.?2
DNA cromosomico circolare +© + - » cap. 8
Operoni policistronici + + - » cap. 11
RNA polimerasi: tipi diversi 1 >1 3 » cap. 11
sensibile a rifampicina + - -
Mureina nella parete cellulare + - - » cap.?2
Sensibilita ad antibiotici B-lattamici + - - » cap. 2
Lipidi di membrana: chiralita del glicerolo D L D » cap. 2
legame catena alifatica-glicerolo Estere Etere Estere
tipo di catena alifatica Lineare insatura Isoprenoide Lineare insatura
Ribosomi: tipo 708 708 80S » cap. 11
sensibili alla tossina difterica - + +
sensibili a cloramfenicolo, streptomicina, kanamicina + - -
tRNA di inizio traduzione fMet Met Met » cap. 11
Chemiolitotrofia + + - » cap.5
con produzione di metano - + -
con ossidazione di ammonio + - -
Respirazione: con ossigeno come accettore di elettroni + + + » cap.5
con altri accettori di elettroni + + -
Fissazione di azoto elementare + + - » cap.7
Fotosintesi: senza produzione di O, + - » cap.6
con produzione di O, + - +
Capacita di crescere: a T > 80 °C + + - » cap.3
aT>100"°C - + -

@ + indica presenza della caratteristica in una parte o nella totalita dei componenti del raggruppamento; - indica che di norma la caratteristica & assente.
® Nel phylum Planctomycetes piu generi hanno il nucleoide avvolto da una o pit membrane.

¢ Diversi generi hanno un cromosoma lineare o possono avere piu di un cromosoma.

stanzialmente analogo anche se meccanicisticamente pitt com-
plesso. Un’altra importante differenza é che nei procarioti non
sono note modalita di riproduzione sessuale con alternanza di
fasi aploidi e diploidi e, conseguentemente, non sono presenti
processi di zigosi e meiosi. Tuttavia anche nei procarioti sono
presenti fenomeni sessuali, non legati pero alla riproduzione
(» cap. 10).

I microrganismi, tipicamente organismi unicellulari, pos-
sono essere sia eucarioti (alghe, funghi, protozoi) sia procario-
ti (batteri e archei) (fig. 1.18).

2.1.2 Differenze e similitudini tra batteri e archei

I procarioti, a differenza degli eucarioti, non costituiscono un
gruppo filogeneticamente omogeneo (fig. 1.3; » cap. 16). Al
suo interno, infatti, si identificano due distinti domini, Bacteria
ed Archaea. Nonostante le numerose similitudini tra batteri e
archei sia di tipo morfologico-strutturale che metabolico, esi-
stono importanti differenze genetiche, funzionali e strutturali
che distinguono profondamente questi due gruppi. In tabella
2.1 sono riassunte alcune tra le piti importanti caratteristiche
che differenziano batteri, archei ed eucarioti e che avremo
modo di approfondire in diverse occasioni in questo testo.
Anticipiamo qui che analisi filogenetiche condotte confron-

tando le sequenze degli RNA ribosomali o quelle dei fattori
di allungamento della sintesi proteica o di altre proteine che
sono utilizzate come “orologi molecolari” per misurare i tempi
evolutivi, suggeriscono che gli Archaea siano evolutivamente
pit vicini agli Eukarya che ai Bacteria.

In questo capitolo descriveremo le pitt importanti differen-
ze strutturali che si riscontrano tra gli organismi di questi due
domini a livello degli strati superficiali e delle appendici ester-
ne (membrana plasmatica, parete cellulare e flagelli).

2.1.3 Morfologia, dimensioni e organizzazione
delle cellule procariote

I batteri sono invisibili a occhio nudo e hanno generalmen-
te dimensioni lineari (lunghezza o diametro) nell’ordine del
micrometro (pm, micron). A parte alcune eccezioni, la ti-
pica dimensione dei batteri va da 0,2 a 2 ym. Questo fa si
che il rapporto superficie/volume delle cellule procariote sia
in genere molto piu elevato di quello delle cellule eucariote
(dimensioni lineari tipiche nell’ordine delle decine di pm),
con ovvie conseguenze sulla velocita con cui avvengono gli
scambi molecolari tra cellula e ambiente, il trasporto di nu-
trienti, la crescita, la divisione cellulare e, di conseguenza,
anche 'evoluzione.
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SCHEDA 2.1 B LA COLORAZIONE DI GRAM

La colorazione di Gram, il pit comune metodo di colorazione usato in mi-
crobiologia per I'osservazione di microrganismi al microscopio ottico, pren-
de il suo nome dal medico danese Hans Christian Gram, che la mise a
punto nel 1884. Essa permette di distinguere i batteri in due gruppi, Gram
positivi e Gram negativi, in base alla diversa risposta al procedimento che
consiste in una colorazione con cristalvioletto (cloruro di esametil-para-
rosanilina) e mordenzatura con ioduro di potassio, seguite da decolora-
zione con etanolo. Il cristalvioletto interagisce con lo ioduro in soluzione
acquosa formando un complesso insolubile che precipita nel citoplasma
della cellula. | batteri che dopo il lavaggio con alcol trattengono il comples-
S0 cristalvioletto-ioduro appaiono blu-viola al microscopio e vengono detti
Gram positivi. In altri batteri, invece, detti Gram negativi, i ripetuti lavaggi
con etanolo rimuovono il precipitato dalle cellule che cosi si decolorano.
Per visualizzare al microscopio i batteri Gram negativi dopo la decolorazio-
ne con etanolo si ricorre a una successiva colorazione (detta di contrasto)
con safranina (o altro colorante appropriato come carbol fucsina). Questa
non altera la colorazione blu dei batteri Gram positivi e colora di rosso-rosa
i Gram negativi (fig. $2.1-1).

Gram positivi Gram negativi

& = Fissazione delle & )

= cellule al calore =

&Q@ Cristal-violetto &QQ

i

&QS loduro &QS

& [ —— | Decolorazione con & =
Q alcol o @cetone Q

& C Colorazione di contrasto & (=
DS (safranina) (=Y

a) b)

cellulare Gram positiva o negativa e risposta positiva o nega-
tiva alla colorazione di Gram non ¢ assoluta ed esistono no-
tevoli eccezioni. Oggi si preferisce indicare i batteri Gram
negativi e Gram positivi rispettivamente con didermi (dotati
di due membrane) e monodermi (dotati di una sola membra-
na) (» Scheda 2.9). Gli Archaea possiedono sistemi di rive-
stimento con struttura e composizione diverse da quelle dei
Bacteria; essi saranno discussi nel » paragrafo 2.6.

La risposta alla colorazione di Gram ha acquisito un importante significa-
to tassonomico quando si 0sservo che molto frequentemente essa corre-
lava con la struttura della parete batterica. Infatti i batteri che tipicamente
si colorano con la procedura di Gram si distinguono dalla maggioranza
degli altri gruppi batterici in quanto posseggono uno spesso strato di
peptidoglicano e sono privi di membrana esterna. Questi costituiscono
il gruppo filogenetico dei batteri Gram positivi (> Scheda 2.3),
distinto dagli altri phyla batterici che costituiscono complessivamente il
gruppo dei Gram negativi. Da notare che la designazione tassonomica
trascende I'effettivo risultato della colorazione. Infatti sono classificati
come Gram positivi anche batteri che risultano negativi alla colorazione
di Gram ma che sono filogeneticamente correlati agli altri membri del
phylum; tra questi, ad esempio, i batteri privi di parete appartenenti al
genere Mycoplasma (» Scheda 2.5), con strato di peptidoglicano molto
sottile appartenenti al genere Butyrivibrio o i batteri fototrofi del gene-
re Heliobacterium. D’altra parte alcuni batteri Gram negativi (ossia che
non appartengono al phylum dei Gram positivi) possono risultare positivi
alla colorazione; questo puo essere dovuto a particolari strutture del loro
rivestimento (ad esempio uno spesso strato polisaccaridico all’esterno
della cellula), a fasi di differenziamento (alcune cisti di Azospirillum), o
anche a condizioni ambientali che possono interferire con I'esito della
colorazione. Solo negli anni '80 del secolo scorso ¢ stato chiarito che la
risposta alla colorazione di Gram dipende sostanzialmente dallo spessore
della parete di mureina e non da specifiche reazioni con componenti
molecolari della parete come ritenuto in passato. Infatti la spessa parete di
mureina dei Gram positivi riesce a trattenere il complesso cristalvioletto-
ioduro precipitato nel citoplasma. Nei Gram negativi, al contrario, la mem-
brana esterna ¢ distrutta dall’etanolo e il sottile strato di mureina non e
sufficiente per trattenere il precipitato colorato.

| procarioti appartenenti al dominio degli Archaea mancano del pepti-
doglicano e presentano una tale diversita nella struttura della loro parete
da rendere inutilizzabile la colorazione di Gram come strumento di identi-
ficazione tassonomica.

Figura S2.1-1 COLORAZIONE DI GRAM. Procedimento della colorazione
di Gram e immagini al microscopio ottico di batteri Gram positivi (a) e Gram
negativi (b) dopo colorazione.

2.2.1 Membrana plasmatica

La membrana plasmatica delimita il contenuto cellulare in
uno spazio definito e separa la cellula dal “resto del mondo”;
essa ¢ quindi fondamentale per conferire alla cellula la sua
individualita e per regolamentare gli scambi tra cellula e am-
biente esterno. Le cellule infatti interagiscono in modo com-
plesso e selettivo con I’ambiente che le circonda, ivi incluso
un ambiente costituito da altre cellule, come nel caso di or-
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SCHEDA 2.3 B | BATTERI GRAM POSITIVI (MONODERMI)

Sulla base delle sequenze dell'fRNA 16S (e percio in una classificazione di
tipo filogenetico; » par. 16.3.2) i batteri Gram positivi sono raggruppati
in due phyla: il phylum dei Firmicutes o con basso contenuto G+C nel loro
DNA (Low GC, < 60% in moli) e il phylum degli Actinobacteria o con alto
contenuto G+C (High GG, > 70%).

Anche se non tutti i batteri raggruppati nel phylum Gram positivi danno
risposta positiva alla specifica colorazione, la suddivisione su basi filo-

genetiche dei batteri Gram positivi rispecchia abbastanza fedelmente le
suddivisioni classiche basate sulle caratteristiche cellulari e sulla capacita
di formare spore ed endospore o di accrescersi in forma miceliare. In ta-
bella $2.3-1 ¢ riportata la suddivisione in phyla sulla base delle sequenze
dell’rRNA 168S. In figura $2.3-1 ¢ illustrato in forma di chiave dicotomica
come sono raggruppati i diversi batteri Gram positivi, sulla base di carat-
teristiche morfologiche e fisiologiche.

Tabella S2.3-1 SUDDIVISIONE DEI BATTERI GRAM POSITIVI IN PHYLA SULLA BASE DELLE SEQUENZE DELL’RRNA 16S.

Classe Ordine

Famiglia

Phylum Firmicutes

Bacillus Bacillales Alicyclobacillaceae, Bacillaceae, Listeriaceae,
Lactobacillales Paenibacillaceae, Pasteuriaceae, Planococcaceae,
Sporolactobacillaceae, Staphylococcaceae,
Thermoactinomycetaceae
Aerococcaceae, Carnobacteriaceae, Enterococcaceae,
Lactobacillaceae, Leuconostocaceae, Streptococcaceae
Clostridia Clostridliales Caldicoprobacteraceae, Catabacteriaceae, Clostridiaceae,
Eubacteriaceae, Gracilibacteraceae, Heliobacteriaceae,
Lachnospiraceae, Oscillospiraceae, Peptococcaceae,
Peptostreptococcaceae, Ruminococcaceae,
Syntrophomonadaceae, Veillonellaceae
Halanaerobiales Halanaerobiaceae, Halobacteroidaceae
Natranaerobiales Natranaerobiaceae
Thermoanaerobacterales Thermoanaerobacteraceae, Thermodesulfobiaceae
Erysipelotrichi Erysipelotrichales Erysipelotrichaceae
Thermolithobacteria Thermolithobacteriales Thermolithobacteriaceae

Phylum Actinobacteria

Numerose famiglie per ogni ordine

Actinobacteria sottoclassi
Acidimicrobidae Acidimicrobiales
Actinobacteridae Actinomycetales
Bifidobacteriales
Nitriliruptorales
Actinobacteridae non classificati
Coriobacteridae Coriobacteriales
Rubrobacteridae Rubrobacterales
Solirubrobacterales
Thermoleophilales

Actinobacteria non classificati

Phylum Tenericutes

Mollicutes Acholeplasmatales Acholeplasmataceae
Anaeroplasmatales Anaeroplasmataceae
Entomoplasmatales Entomoplasmataceae
Spiroplasmataceae
Haloplasmatales Haloplasmataceae
Mycoplasmatales Mycoplasmataceae
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Figura $2.3-1 SCHEMA TASSONOMICO DEI PRINCIPALI GENERI DI BATTERI GRAM POSITIVI.

tidoglicano. Gli acidi lipoteicoici sono costituiti da catene di
poli-glicerol-fosfato legate a un residuo glicolipidico tramite il
quale sono ancorati alla membrana plasmatica (fig. 2.24a). Gli
acidi teicoici costituiscono dal 30 al 60% della parete cellulare
e sono ritenuti essenziali per il normale funzionamento della
cellula. Gli acidi teicuronici, infine, sono polimeri privi di fo-
sforo contenenti N-acetil-galattosamina e acido D-glucuronico
in egual proporzioni (fig. 2.24c).

Questa complessa matrice polianionica, costituita da pep-
tidoglicano, acidi teicoici e teicuronici:

definisce le caratteristiche chimico-fisiche dell’involucro
(porosita, elasticit, resistenza alla tensione);

controlla il movimento degli ioni (in particolare I’assunzio-
ne di cationi metallici) e di altre molecole, antibiotici inclusi;

regola il movimento e I'attivita di proteine periplasmatiche
(ad esempio autolisine e adesine) ed extracellulari;

media’adesione delle proteine di parete, il riconoscimento
da parte di batteriofagi e le molteplici interazioni con I'am-
biente esterno, inclusa la risposta immunitaria.
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SCHEDA 11.2 W ANTIBIOTICI INIBITORI DELLA TRASCRIZIONE

Nonostante le notevoli differenze strutturali tra le RNA polimerasi di batteri
ed eucarioti, sono note poche classi di molecole capaci di inibire seletti-
vamente la trascrizione nei batteri (Fig. $11.2-1b). Le piu note, utilizzate
nella pratica clinica, sono le ansamicine e le lipiarmicine, entrambe con
attivita battericida.

Le ansamicine, isolate per la prima volta nel 1957 dall’attinomice-
te Amycolatopsis mediterranei, sono cosi chiamate per la presenza di
una catena alifatica che forma una sorta di ansa attorno a un residuo
aromatico (naftalene o naftochinone) cui si lega con le due estremita.
Appartengono alla famiglia delle ansamicine le rifamicine, con gli anti-
biotici commerciali rifampicina e rifaximina, derivati semisintetici della
rifamicina B con migliori proprieta farmacologiche. Fin dal loro primo im-
piego clinico, sul finire degli anni '50, le rifamicine si sono dimostrate di
grande rilevanza terapeutica come antibiotici ad ampio spettro nella cura
di infezioni batteriche da Gram positivi € Gram negativi. Grazie alla loro
natura lipofila, le rifamicine sono particolarmente indicate nel trattamento
di infezioni sostenute da micobatteri e sono tuttora gli antibiotici di prima
linea usati per il trattamento della tubercolosi.

Il bersaglio molecolare della rifampicina € la subunita § del’RNA
polimerasi; legandosi in un sito adiacente al sito attivo dell’enzima,
I"antibiotico blocca per effetto sterico I'allungamento della catena di
RNA nascente dopo la polimerizzazione dei primi 2-3 nucleotidi. Inol-
tre, e stato osservato che il legame della rifampicina determina anche
cambiamenti conformazionali di tipo allosterico che indeboliscono il
legame dell’'RNAP con il fattore o”°, limitando ulteriormente Iattivita
dell’enzima. Studi cristallografici hanno mostrato che I'interazione
dell’antibiotico con I'enzima coinvolge 15 aminoacidi; la mutazione di

Rifampicina

Streptolidigina

OH

Figura $11.2-1 ALCUNI ANTIBIOTICI INIBITORI DELLA TRASCRIZIONE.

uno solo di questi pud essere sufficiente per rendere il batterio resi-
stente alla rifampicina.

La lipiarmicina, nota anche come fidaxomicina o difimicina, € un digli-
coside macrociclico. Fu isolata per la prima volta nel 1975 da Actinoplanes
deccanensis come miscela di due congeneri A e B, e successivamente
identificata anche in altri attinomiceti (Catellatospora sp., Dactylosporan-
gium aurantiacum, Micromonospora echinospora). La fidaxomicina ¢ stata
approvata nel 2011 per il trattamento di infezioni da Clostridium difficile. |l
farmaco, attivo contro batteri Gram positivi, non viene assorbito nel circolo
sanguigno, per cui & biodisponibile in particolare nel tratto gastrointesti-
nale. Per questo non € adatto per trattamenti a livello sistemico, ma viene
usato per curare infezioni causate da squilibri nella flora intestinale.

La lipiarmicina interagisce sia con la subunita o™ sia con la struttura
a tenaglia della subunita B’ dell’oloenzima RNA polimerasi (fig. 11.3).
Questo dominio mobile funge da punto di attacco del fattore o. Il legame
della subunita o all’lRNA polimerasi determina un cambiamento confor-
mazionale dell’'enzima che porta alla denaturazione del DNA stampo e
alla transizione da complesso binario chiuso a complesso aperto. Que-
sto antibiotico, legandosi all’interfaccia tra la subunita ’ e il fattore ¢°,
impedisce allostericamente il cambiamento conformazionale bloccando il
complesso binario nella conformazione chiusa.

Sono noti anche altri inibitori della RNA polimerasi. La streptolidigi-
na, antibiotico composto da un acido tetramico di derivazione poliche-
tidica prodotto da Streptomyces griseoflavus, inibisce in particolare la
pirofosforolisi e I'elongazione della catena di RNA. Mostra una leggera
resistenza incrociata con la rifampicina. La mixopironina, antibiotico
composto da un a-pirone di derivazione polichetidica prodotto dal mixo-
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batterio Myxococcus fulvus, inibisce I'inizio della trascrizione impedendo,
come la lipiarmicina ma legandosi a un sito diverso, la transizione da
complesso binario chiuso a complesso aperto. La pseudouridimicina
¢ un inibitore analogo di nucleosidi (nucleoside analogue inhibitor, NAI;
» par. 14.12.2). Questo analogo strutturale dell’lUTP compete con il ri-
bonucleoside trifosfato per il legame al sito attivo dell’'enzima bloccando
I'elongazione del trascritto.

Le profonde differenze strutturali tra RNAP batterica e quelle degli ar-
chei ed eucarioti sono evidenziate dal fatto che queste ultime sono insen-

m Traduzione nei batteri

La sintesi proteica, ossia la traduzione della sequenza di nucleo-
tidi dell'mRNA in sequenza di aminoacidi nella proteina, avvie-
ne ad opera dei ribosomi. I ribosomi dei batteri sono particel-
le di dimensioni 70S (il coefficiente di sedimentazione S & un
parametro relativo alla velocita di sedimentazione in un mezzo
fluido di una particella sottoposta a forza centrifuga ed ¢ funzio-
ne della massa e della geometria della particella stessa) compo-
sti da RNA e proteine. I ribosomi 70S sono formati dall’'unione
di due subunita: la subunita 30S, costituita da 21 proteine e
dall'RNA ribosomale 168S, e la subunita 50S, costituita da 31
proteine e dagli RNA ribosomali 23S e SS (fig. 11.11). Gli Ar-
chaea hanno ribosomi simili a quelli batterici mentre pitt marca-
te sono le differenze strutturali dei ribosomi eucarioti, riassunte
in figura 11.11a.

Nei procarioti, dove trascrizione e traduzione avvengono
nello stesso comparto cellulare, i due processi si svolgono in
modo accoppiato: mentre la RNA polimerasi sta sintetizzan-
do 'mRNA, questo ¢ riconosciuto dai ribosomi che iniziano
la traduzione. Questo accoppiamento ¢ molto importante in
alcuni aspetti della regolazione dell’espressione genica, come
vedremo in seguito. Negli eucarioti, invece, trascrizione e
traduzione avvengono in comparti separati (rispettivamente
nucleo e citoplasma).

Ricordiamo che la relazione tra sequenza di basi nel DNA
o nell'RNA e sequenza di aminoacidi nelle proteine ¢ defini-
ta da un insieme di “regole” (il cosiddetto codice genetico)
che stabiliscono la corrispondenza univoca tra una tripletta di
basi (detta codone) e un particolare aminoacido. Questa cor-
rispondenza ¢ assicurata da un “adattatore”, il tRNA, che da
una parte contiene I’anticodone (una tripletta complemen-
tare al codone) e dall’altra lega (grazie all’azione degli enzimi
aminoacil-tRNA sintetasi) un aminoacido specifico per quel
tRNA. Il codice genetico & universale (ossia & sostanzialmen-
te invariato attraverso l'intero albero genetico); questa & una
delle evidenze pil stringenti circa I'unitarieta del mondo vi-
vente.

sibili agli antibiotici qui presentati. Al contrario, un noto inibitore specifico
per la RNA polimerasi |l degli eucarioti € il peptide ciclico a-amanitina,
una tossina fungina.

Come visto per la rifampicina, anche per gli altri antibiotici la resi-
stenza e dovuta principalmente a mutazioni nei geni che codificano per
le subunita dell’RNA polimerasi. Queste mutazioni possono modificare i
residui di contatto dell’enzima con I'antibiotico o residui fiancheggianti,
che influiscono sulla conformazione del sito di legame e sull’affinita del
legame con l'inibitore.

Un modello generale che riassume il processo della traduzio-
ne nei batteri é riportato in figura 11.12 e qui brevemente illu-
strato.

11.3.1 Inizio della traduzione

L’avvio di un ciclo di traduzione di un messaggero ¢ un pro-
cesso complesso che richiede I'interazione iniziale di tre ele-
menti: 'mRNA a livello della regione di inizio traduzione
(TIR, translation initiation region); la subunita 30S del ribo-
soma (che in questa fase & dissociato dalla subunita 50S) e il

Ribosoma eucariote
(Homo sapiens)

a) Ribosoma procariote
(Escherichia coli)

708 80S

}

rRNA 23S (2900 nt) A 285, Efggon[‘)t)

RNASS (120 | . Q 605 4 IANASS. (150 M)

31 proteine 47 proteine

fRNA 16S (1540 nt) rRNA 185 (1900 nt)
sos (D 408

21 proteine 33 proteine

b) Tunnel di uscita della

catena peptidica nascente

Sito P
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della peptidil
transferasi
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Canale per s Centro di
passaggio di
del’mRNA decodificazione

Figura 11.11 RIBOSOMI PROCARIOTI ED EUCARIOTI. (a) Composizione dei
ribosomi 70S e 80S. (b) Struttura di un ribosoma batterico.
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