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La resistenza agli antibiotici, o
antibiotico-resistenza, e 1
fenomeno per il quale un batterio
risulta resistente all'attivita di un
farmaco antimicrobico.

La resistenza agli antibiotici si
verifica quando i batteri hanno o
sviluppano la capacita di eludere i
meccanismi utilizzati dai farmaci
contro di loro.

Antibiotico resistenza




Deaths attributable
to AMR every year
compared to other
major causes of death

AMR in 2050
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esistenza agli antibiotici € oggi una delle piu gravi
nacce per la salute pubblica, che e stata accelerata
Jall'uso eccessivo e improprio di antimicrobici negli
esseri umani e negli animali oltre a una prevenzione
inadeguata delle infezioni
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Antibiotico resistenza
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It is estimated that globally approximately 700,000 deaths are attributed annually to antimicrobial
resistance and this could rise to 10 million deaths per year by 2050 (O’Neill 2014).

In 2021, we estimated 4-71 million (95% Ul 4-23-5-19) deaths were associated with bacterial AMR,
including 1-14 million (1-00-1-28) deaths attributable to bacterial AMR.
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Che cosa e I’antibiotic-resistenza?

"The time may come when penicillin can be bought by anyone in

the shops. Then there is the danger that the ignorant man may

easily underdose himself and by exposing his microbes to non-
SR lethal quantities of the drug make them resistant"

Alexander Flemming, Noble lecture, 1945
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Problema noto sin dall’inizio....

Nel 1928 Alexander Fleming scopre la penicillina.

Nel 1940 vengono rilevati i primi stafilococchi resistenti alla penicillina.

Nel 1959 viene introdotta la meticillina per contrastare le prime penicillinasi.

Nel 1960 viene ritrovato il primo Staphylococcus resistente alla meticillina.

Nel 1958 viene introdotta la vancomicina per il trattamento di stafilococchi resistenti alla meticillina.
Nel 1979 vengono scoperti stafilococchi coagulasi-negativi resistenti alla vancomicina.

Nel 1996 viene introdotta la levofloxacina nella pratica clinica, ma gia nello stesso anno viene riport
il primo pneumococco resistente alla levofloxacina.

Tra il 1960 e il 1980 si ha una produzione adeguata di nuovi antimicrobici da parte dell'industria

farmaceutica, ma dopo gli anni ‘80 il tasso di scoperta di nuove classi di antibiotici diminuisce
notevolmente. S Year of ntroduction

1920 1930 1940. - 1970 1980 1990 2000 2010

Year of Discovery



Antibiotici

CAMPYLOBACTER iti nella Scoperta e Sviluppo degli Antibiotici
a crisi che si sta aggravando

Aumento della Resistenza Batterica Norld Health
Negli ultimi anni, infezioni resistenti agli antibiotici sono diventate
piu frequenti e difficili da trattare.

*Diminuzione degli Investimenti
Sempre meno aziende farmaceutiche investono nella ricerca New WHO report presents

antibiotica: tra il 2000 e il 2020, molti grandi gruppi hanno progress in G7 countries in

abbandonato questo settore. tackling antibiotic pipeline crisis
*Poche Nuove Scoperte

Dal 2000 In pOI, Sono Statl SCOperU pOChISSimI nUOVI antlbiotICI 14 October 2024 | Departmental update | Geneva, Switzerland |Reading time: 3 min (639 words)

rganization

i i Antimicrobial resistance is associated with more than a million deaths every year, however the research
verame nte In n Ovatl_VI ' . and development pipeline for new antibiotics is sparse, with lengthy and costly development and little
*Uso eccessivo e improprio innovation.

L!abuso dl antl b|0t|C| |n med |C| na e ZOOteCH |a ha aCCG|eI’atO Ia The World Health Organization (WHO), in partnership with the Global AMR Research and Development (R&D)

Hub, has releaseda new report for G7 Finance and Health Ministers detailing progress on incentivizing the

com parsa dl batterl reS|Ste ntl development of new antibacterial treatments. [t highlights the urgent need for innovative strategies to

enhance research and preserve access to essential antibiotics.



Nuove Soluzioni....

L'utilizzo del sistema CRISPR-Cas come antimicrobico rappresenta un‘area di ricerca
ancora in fase di sviluppo, ma che ha suscitato grande interesse nel campo della
microbiologia e della biotecnologia.

L'idea alla base dell'utilizzo del sistema CRISPR-Cas come antimicrobico consiste
nell'ingegnerizzare questo sistema per poterlo utilizzare come un'arma selettiva
contro i patogeni. In particolare, si potrebbe utilizzare una versione del sistema
CRISPR-Cas che e in grado di riconoscere e distruggere specifici elementi genici
presenti nei patogeni, come plasmidi o fagi.

CAMPYLOBACTER

/ ANTIBIOTIC i -RESISTANCE-
SUSCEPTIBLE

Q\/ «C Q©
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Antiblotls/ Drugs CRSIPR/Cas9 gene editing system

c- uses of Antibiotic Resistance: lulmnn genes targeted by CRISPR/Cas9:
Methicillin resistance (mecA)

* Tetracycline resistance (tetM)

+ Erythromycin resistance (ermB)

* Carbapenem-resistance (mgrB)

+ Colistin and tigecycline resistance (ramR, tetA)
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e—— S pace rs
-EGCAA'ITCTAEMTJQGT ACGATTAAGACTGTAAAGGATCGCAACGGCAAGGTA

ATTAGAAAAGCATTTCAATTCTACAATAGTACGATTAAGACATTGAAGATGATTCTTGCAGTCATACGGCACACATAAT
TTCAATTCTACAATAGTACGATTAAGACCCTACCCTGAAGACGTTCTTATTGAATACATAGAGATTTCAATTCTACAATA
GTACGATTAAGACTCGCTTTTTATCCGCTCCCTCCACATCCCTTGCAAATATTTCAATTCTACAATAGTACGATTAAGAC
TGCTCGACCCTAACGCCGCCGATTATCAAATATATCATTTCAATTCTACAATAGTACGATTAAGACACGAATTAACAAC
GGTATTTTGGGTGCCATTAGAGGCAATTTCAATTCTACAATAGTACGATTAAGACGACCACTTACGGATATTGCACTAT
ACTCGAAGATTAATTTCAATTCTACAATAGTACGATTAAGACGGCAATCGCCGGTTGTGGTATGGAGATATAGAAGTT
AATTTCAATTCTACAATAGTACGATTAAGACTTCTTCTTTAACGGCCAGGAATCTGCAACTGAATTCGCATTTCAATTCT .
ACAATAGTACGATTAAGACTCGTAACTTCTCTCTGCTTCTTCTACTTCGTCTCTCAATTTCAATTCTACAATAGTACGATT ¢ Direct Repeats

AAGACATTATTAACGAAACTACAAAAGAAAAACTATTAALMATATTTCAATTCTACAATAGTACGATTAAGACACGCCGC
CECCTTTTTTCTGAATCGAGTCGAGTATGATTTCAATTCTACAATAGTACGATTAAGACTTTTTAATGAAGATTGTTAAT
TCATTTATTAATTCCTATTTCAATTCTACAATAGTACGATTAAGACT CAAAAATTTTGCTCCGCTGGTTCCCGGAAATTAT
TACAATAGTACGATTAAGACTTTCTTCAACTAAALATAAATCATTTTCAATACTATAATTTCAATTCTACAATAGTACGA

CAMPYLOBACTER
TATTTCAATTCTACAATAGTACGATTAAGACGCTCGCATGGGACAATATGTACATGAGCCAGGCTACTCATTTCAATTC
TTAAGACCCGCTAAATTTCATAATTTTCAGCCTGTTTITGCAAGTATTTTTTTCACTTTGCGTCGTCGACCTCCGATAGTGE
AAAAATCOCCGGGEGEGETCGACGACTT

Take a closer look at this DNA sequence...
o . =EOROEORORCRON
Can you spot anything in particular? l :
CRISPR repeat-spacer array

These repeated sequences and unique spacers define a CRISPR array:
nature’s molecular memory of past invaders.
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1.

Initially discovered as repeated DNA sequences in bacteria
and archaea

Function as an adaptive immune system against viruses and
plasmids

Three main stages:
» Adaptation — acquisition of foreign DNA
» crRNA biogenesis — transcription and processing
» Interference — targeting by crRNA-Cas complex

Multiple CRISPR types; Type Il (Cas9) is the simplest and
programmable

Cas9 is an RNA-guided endonuclease from Streptococcus
pyogenes

Mohanraju, P., Makarova, K. S., Zetsche, B., Zhang, F., Koonin, E. V., & Van der Oost, J.
(2016). Diverse evolutionary roots and mechanistic variations of the CRISPR-Cas systems.
Science, 353(6299), aad5147.

CRISPR-Cas: Origins

Expression Interference Ancillary
r 1T

" r

Pre-crRNA Effector module (crRNA and target binding) ~ Target cleavage Spacer insertion Regulation, Helper, role
processing dormancy unknown

i [ [ [ [ [
Type Il (EEE (D D) (B
[Tyeelv. - 3 GDEGED

Type Il esen (ST ) (et (oe2) (el (2D
TypeV () (cesi o e
TyeeVi . GO ) @ e

cas10-like ancestral adaptive immunity system

— fusion of casposon with cas10-like gene involved
in innate immunity

— CRISPR repeats evolved from terminal repeats of casposons

~ acquisition of Cas2-like toxin from toxin-antitoxin system

ancestral Class 1 system

— fission of Cas10-like protein and duplication of RRM domains

ancestral Type | system

~ origin of Cas8 by inactivation of Cas10 : Yt ancestral Type 11l system
~ acquisition of Cas3 helicase
— HD domain transferred from Cas10 to Cas3 s g — duplication of Cas7

Class 1
i systems

non-autonomous 7 non-autonomous TnpB-encoding
* transposon (IS605 family)
s TS

" ween ey Class 2
CoCT B
cpfl, c2e1, c2¢3 c2c2 Systems

Type Il Type V Type VI

- insertion of ISC-like transposon — insertion of TnpB-encoding transposon — fusion of innate immunity protein with HEPN domain
‘usion with adaptation module and ~ fusion with adaptation module and ~ duplication of HEPN domain
sibly some components of effector module possibly some components of effector module — fusion with adaptation module and
possibly some components of effector module




Un po’ di storia

Actinobacteria Casl e cas?
CAMPYLOBACTER 1987 1991 2002 2006
Ishino et al. Hermans PW et al. Jansen et al. Makanova et al.

g/ / ’

—

/ / ;o

1989 1993 2005 2005
Nakata A et al. Mojica MJ et al. Mojica MJ et al.  Bolotin et al.
Shigella dysenteriae Archea

S. enterica serovar Typhimurium

1ZS.1T



Un po’ di storia

Tra le sequenze ripetute sono presenti delle regioni
spaziatrici omologhe alle sequenze dei batteriofagi, 2006

profagi e plasmidi Makanova et al.

/
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Correlazione tra il numero di 2005 2005
spaziatori di origine fagica e il grado =~ MojicaMJ etal. Bolotin et al.
di resistenza all’infezione fagica
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2007
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CRISPR Provides Acquired Resistance Against Viruses
CAMPYLOBACTER in PrOkarYOtes

RODOLPHE BARRANGOU, CHRISTOPHE FREMAUX, HELENE DEVEAU, MELISSA RICHARDS, PATRICK BOYAVAL, SYLVAIN MOINEAU, DENMIS A ROMERD, AND PHILIFPE HORVATH

Authors Info & Affiliations

La funzione del sistema CRISPR-Cas come sistema immunitario
procariotico acquisito e stata finalmente dimostrato
sperimentalmente utilizzando il batterio Streptococcus
thermophilus
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Biologia del sistema CISPR-Cas

Adaptation, Expression, Interference

CRISPR viene tipicamente trascritto in RNA pre-CRISPR (pre-crRNA) - che viene
trasformato in RNA CRISPR maturi (crRNA), ciascuno contenente la sequenza
spaziatrice e parti delle ripetizioni laterali. Questo processo € mediato da un
complesso Cas o anche RNAse non Cas

|. CRISPR adaptation
: Integration of foreign DNA fragments
Adaptation into CRISPR array as spacers
‘ repeats

\ CcRisPRamay  [Jsvecers

l transcription

pre-crRNA ﬁ/ spacer a./ spacer ﬁ/ spacer B/ spacer ﬁ/ spacer E/ spacer ﬁ./

E processing
crRNAS E_ﬂl R  LCRISPRRNA

ﬁ biogenesis

Ill. CRISPR o, Interference

interference &
Foreign DNA degradation @& “4
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New strategies based on genomic editing

} 2020 Nobel Prize in Chemistry
The new frontier of genome 3 PR

engineering with CRISPR-Cas9

Jennifer A. Doudna* and Emmanuelle Charpentier*

Gene

knockouts Cardiovascular diseases

@ Neurodegenerative diseases

Gene insertion~- .

ALLpLegeet™s * Infective diseases

Bases replacement : Cancer

& Agriculture

?&-;: Zootechnics
.

‘0 \'I'rx i
Screens Industrial company



i 7 C Nuove strategie
L A" .) sistema CRISPR-Cas9 come antimicrobico

* La nucleasi Cas9 guidata
dal’RNA pu0 avere come
bersaglio un plasmide e/o il

CAMPYLOBACTER cromosoma

/

Risensibilizzazione agli
antibiotici

re-sensitization to antibiotics or cell death 4

Morte cellulare

Wu'Y, 2021




Scopo del lavoro

Targeted RECIPIENT
cas9 or dcas9

g C
L5 mrsb) by 2008, |

B A | ‘

Kn ' CRISPR(i) activity  /
RAMO , Cm at the targeted site_ ~
s / TAP transfer
< / St TAPs ; .
B ‘ by conjugation
CAMPYLOBACTER host DNA
oriV- @

sigfp or O
pBBR1

mcherry
CRISPR\

crRNA + tracrRNA '—c No targeted site
gRNA No CRISPRYi} activity,

« Contrastare il fenomeno dell'antibiotico-resistenza nell’enterobatteriacae ™" """

 Valutare la capacita del sistema CRISPR di indurre l'uccisione dei ceppi LacZ+ di E. coli utilizzando
TAP contenenti nel gRNA una sequenza complementare a un frammento del gene LacZ

» Progettare nuovi plasmidi antibatterici che codificano per il sistema CRISPR-cas9 e che hanno come
sequenze gRNA di geni di resistenza antimicrobica e sequenze di vitalita batterica per ceppi di
Salmonella spp

 Sfruttare il processo di coniugazione batterica per trasferire plasmidi antibatterici TAP in batteri target
di E.coli and S. infantis e valutare l'efficienza di uccisione e di ri-sensibilizzazione antibiotica dei batteri




Coniugazione batterica come meccanismo
di trasferimento genico

CAMPYLOBACTER
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RECIPIENT/\TRANSCONJUGANT

Bacterial conjugation is a
horizontal gene transfer
mechanism conserved in gram-
positive  and  gram-negative
bacteria. In this process, DNA is
transferred from the donor
bacterium to the recipient
bacterium by a specialized multi-
protein complex called a
conjugation apparatus.




E. coli e Salmonella infantis

COMMENTS: Origine,
GENOTYPE PHENOTYPE
Reference

LY1370 Tb28/ F-Tn10 / TAP-F-Kn-Cas9-LacZ Per exp LcacZ Cm, Tc, Kn, Lac-
LY1369 Tb28/ F-Tn10 / TAP-F-Kn-Cas9-nsp Per exp LcacZ Cm, Tc, Kn, Lac-
CAMPYLOBACTER
LY827 MS388-Ap Per exp LcacZ St, Amp, Lac+
E. coli HS StR / F-Tn10 / TAP-F-Kn-Cas9-
_Targeted RECIPIENT LY1675 / / Inviato da Lione St, Kn, Tc, lac+
’ host DNA N nsp
/ \
I O ! E. coli IAI1 St / F-Tn10 / TAP-F-Kn-Cas9- . .
DONOR Verior\ ' LY1677 Inviato da Lione St, Kn, Tc, lac+
F-Tn10/TAP ! e-.° ! nsp
\ CRISPR() activity !

E. coli MS388/ F-Tn10 / TAP-F-Kn-Cas9-

—————————— LY2630 Inviato da Lione St, Kn, Tc
TAP transfer nsp
@ by conjugation
MS388 E. coli MG1655 rpsl + stR Inviato da Lione St

host DNA

O 2020.PE.2340.1.6 S.infantis/pESI IZSAM St, Amp, Tc
CR'SPR\'_‘ e E. coli MG1655 rpsl + stR / F-Tn10/F-  Trasformazione E.coli /
No CRISPR() actiity B19 St,Tc,Kn
TAP/CTMX1 F-Tn10 con tap-CTMX1

Non-targeted RECIPIENT

E. coli MG1655 rpsl + stR/ F-Tn10/F-  Trasformazione E.coli /
B20 St,Tc,Kn
TAP/DNAE F-Tn10 con tap-DNAE

E. coli MG1655 rpsl + stR / F-Tn10/F-  Trasformazione E.coli /
B21 St,Tc,Kn
TAP/RepB F-Tn10 con tap-RepB

1ZS.1T



Valutazione dell attivita ¢ D :
di TAP-LacZ2 e valutazione
dell'uccisione mediata da TAP nelle
cellule di E. cali mirate

1E+08
100 -

1E+07
CAMPYLOBACTER

:

pBG29 (TAP-F-Kn-Cas9-Lacz2)
7541 bp

% efficienty trasformation

:

£
2
.
<
§
E
c
8
-
@
=
=
s>

FRAGMENT)| ¢ 1 (35) — Sapl (50) Start (0) — End (35)

INSERT Replace ]Insert 1E+01

0 1E+00

Sapl  Sapl Donor Tap-nsp TAP-lacZ? Donor Tap-nsp TAP-lacZ2

Recipient LacZ2+ Recipient LacZ2+

L'acquisizione di TAP-LacZ porta a una diminuzione dei transconiuganti vitali e quindi a
tacz2 apneled oligo una diminuzione della vitalita cellulare di ~4 log
Questa attivita di uccisione pud essere osservata nella mancanza di aumento del
conteggio totale delle cellule riceventi durante I'accoppiamento con il ceppo donatore TAP-
pOG29 TAD T Kn-Casd nsp Cas9-lacz2, rispetto a un aumento di ~20 volte con i donatori TAP-Cas9-nsp

1ZS.1T




Salmonella infantis

“ GENOTYPE COMMENTS: Origine, Reference PHENOTYPE

2020.PE.2340.1.6 S.infantis/pESI IZSAM St, Amp, Tc

Trasformazione E.coli / F-Tn10

B19 E. coli MG1655 rpsl + stR / F-Tn10 / F-TAP/CTMX1 St,Tc,Kn
con tap-CTMX1

CAMPYLOBACTER
Trasformazione E.coli / F-Th10

St,Tc,Kn
con tap-DNAE

B20 E. coli MG1655 rpsl + stR / F-Tn10 / F-TAP/DNAE

Trasformazione E.coli / F-Tn10

B21 E. coli MG1655 rpsl + stR / F-Tn10 / F-TAP/RepB St,Tc,Kn
con tap-RepB

casd or deasd

Resistance DONOR Definizione del target
Ap F-Tn10/ TAP

Lo ~cldentificare la sequenza da inserire (es. gene, promotore
3 - ~ tag, etc.)
*Valutarne lunghezza, funzione
mehery iV pBER -Amplificazione del target
S «Assemblaggio del plasmide
*Trasformazione e selezione dei ceppi donor sviluppati




5 F o o ° o
I / C. Salmonella infantis - Risultati

Progettazione e costruzione di nuovi plasmidi antibatterici mirati contro
i geni specifici di Salmonella infantis e trasformazione di ceppi E.coli
(MG1655 rpsl + stR/F-Tn10)

/

CAMPYLOBACTER

predicted effect of the

function S
knockout/silencing

progeny curated of the
plasmid gene plasmid replication plasmid, antimicrobial
susceptibility

Polymerase Il subunit,

DNA replication loss of viability

core gene

Antimicrobial Antimicrobial resistance antimicrobial
resistance gene to cefalosporine susceptibility
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Valutazione del trasferimento TAP-nsp mediato dal
sistema di coniugazione del plasmide F-Tnio nei
ceppi di Salmonella infantis
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* | ceppi donatori di E. coli hanno trasformato

il ceppo di S.infantis acquisendo il TAP-nsp
tramite il sistema coniugativo del plasmide F
F

» L'efficienza di coniugazione e stata misurata

in condizioni di accoppiamento su filtro e in
coltura liquida

* Il plasmide TAP-NSP viene trasferito in

modo piu efficiente in condizioni di coltura
solida grazie alla capacita di stabilire un
contatto stabile tra cellule donatrici e
riceventi




Salmonella infantis - TAP

1. | plasmidi TAP-nsp, TAP-CTX-M-1, TAP-dnaE e TAP-RepB mostrano
un'efficienza di trasferimento simile nelle cellule riceventi dopo 4 ore di
accoppiamento, con valori compresi tra 0,03% e 0,14%.

2. Lacquisizione del plasmide TAP-CTX-M-1 comporta una significativa

CAMPYLOBACTER riduzione della vitalita cellulare (~2 log). Questo effetto € dovuto al
taglio del gene CTX-M-1 mediato dalla proteina Cas9, che porta alla
ri-sensibilizzazione del ceppo S. infantis all’ampicillina.

3. Leffetto di ri-sensibilizzazione & evidenziato dall’assenza di aumento
nel conteggio delle colonie riceventi durante I'accoppiamento con il

100409 donatore TAP-CTX-M-1, rispetto all'incremento osservato con il
donatore di controllo TAP-nsp.

4. Il donatore TAP-dnaE ha causato una significativa riduzione della

1,00E+08

£
g
%1,00&07 vitalita batterica, attribuibile al taglio del gene essenziale dnakE,
g . :ﬂ respc_)nsabile dell’'uccisione d? S. infantis. . N _
z I “" 5. Conil donatore TAP-RepB si &€ osservata una maggiore efficienza di
S 100005 H L trasferimento. Il taglio del gene RepB da parte di Cas9 ha portato
bony B19 820 B2 ‘3»*“\ éf Q.@ ‘sz all’eliminazione del plasmide pESI, che contiene il gene di resistenza
Recipient  S.nfantis 2340.1.6 *@\"Q @@“' & all’'ampicillina, determinando cosi la ri-sensibilizzazione del ceppo.

Recipient S.Infantis 2340.1.6



Salmonella infantis - Risultati

Formazione di cellule transconiuganti che sfuggono all'attivita
antibatterica di CRISPR mediata dai TAP

T e « Una percentuale di transconiuganti sopravvisuta
nonostante l'acquisizione di TAP con sequenze — LO0E+09
specifiche

1O0F08 ESCAPE

30 cloni transconiuganti per esperimento di
coniugazione sono  stati  analizzati  tramite
sequenziamento WGS

1,00E407

1,00E+06

£
2
=
=
&
H
a
c
5
£
X
=

L'analisi della sequenza conferma la presenza di TAP
sequenza-specifici nel genoma batterico, ma non
sono evidenti mutazioni o delezioni nei geni target e
nel sistema CRISPR

Recipient S.Infantis 2340.1.6
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Conclusioni

Il trasferimento dei TAP in S. infantis mostra un’efficienza bassa (0,03—-0,15%) rispetto
all’accoppiamento E. coli—E. coli, dove I’efficienza puo raggiungere quasi il 100%. Nei
trasferimenti tra ceppi filogeneticamente distanti di enterobatteri, 1’efficienza varia dallo
0,01% al 10%, rappresentando un fattore limitante.

Migliorare ’efficienza di coniugazione, ad esempio utilizzando i sistemi F-Tn10 e RP4, €
cruciale per facilitare I’accoppiamento anche in comunita batteriche eterogenee. La
creazione di plasmidi helper mutanti potrebbe essere una strategia utile per aumentare
I’efficienza e ampliare lo spettro di ospiti batterici verso cui indirizzare i plasmidi
antibatterici.

L’eliminazione dei geni di resistenza mediata da CRISPR-Cas9 ha dimostrato di poter
risensibilizzare efficacemente S. infantis agli antibiotici -lattamici. In particolare, un
plasmide antibatterico progettato contro il gene CTX-M-1 ha ripristinato la sensibilita
all’ampicillina.

Questi risultati indicano che il targeting dei TAP contro bla-CTX-M-1 e una strategia
promettente non solo per eliminare la resistenza, ma anche per prevenirne la diffusione,
proteggendo sia i donatori che i riceventi privi di plasmidi.
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