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Bacteriofagul. Caractere
morfobiologice. Utilizarea
practica a bacteriofagilor

Proprietatile biologice ale bacteriofagului * Bacteriofagii sunt paraziti intracelulari
obligatorii ale celulelor bacteriene. Toate

« Bacteriofagi sunt numite virusurile ce bacteriile pot fi infectate de catre bacteriofagi.
infecteaza bacteriile. Un virus este un In majoritatea cazurilor, un fag anume
organism (o unitate genetic3) care nu are infecteaza doar celulele unui singur gen, unei
structurd celulard, nu poseda metabolism anumite specii sau a unei tulpini -
propriu si este capabil s3 se reproducd doar in specificitatea fagului. Aceasta specificitate de
celula-gazda. infectie este determinatd de prezenta

receptorilor pentru acest fag la suprafata
bacteriei-gazda.

Structura bacteriofagului
* Structura fagilor corespunde regulilor
generale ce se refera la structura virusurilor.
1. Acid nucleic (ADN sau ARN, mai frecvent
dublucatenar, linear sau circular).

* Capsida este constituitd din subunitati
proteice, capsomere, aranjate simetric intr-o
ordine distincta, conferind forma fagului.

Exista 3 forme morfologice principale de fagi:

2. Invelis proteic numit capsidd, cu rol de * Fag icosaedric: are forma sferica constituita din
protectie a materialului genetic. Prin 20 fete triungiulare, 30 muchii si 12 varfuri
receptorii de la suprafata contribuie la (simetrie cubica a capsidei).
infectia gazdei. * Fag cilindric: reprezintd bastonase proteice

3. Unii fagi pot contine si enzime (ex.: lizozim, formate din capsomere, asamblate intr-o
endolizina). structurd tubulard (simetrie helicoidals a

capsidei).
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* Fag complex: este constituit din atasat la
o . Coada este formatd din doua tuburi
concentrice, un tub intern rigid - , care este
inconjurat de , un mangon contractil.
cozii (colul) se afld la jonctiunea capului cu coada. La
partea distala a cozii se afld o placa hexagonala,

, la fiecare apex fiind ancorate cate un sio

. Ele reprezenta sistemul de fixare a fagului pe

bacteria receptoare si contribuie la injectia materialului
genetic in celula.
Nu toti fagii au o astfel de morfologie. Unii au coada
lunga si non-contractila, altii - coada scurtd, sau fara
coada. Exista si fagi filamentosi.

Interactiunea dintre bacteriofag

si celula-gazda
* Bacteriofagii existd in stare de virioni extracelulari,
iar la infectarea unei bacterii ei pot duce la doua
tipuri de infectii:

* e |[nfectie liticd: determinata de fagii virulenti. La
finele ciclului de multiplicare bacteria infectata este
lizatd eliberand fagii nou-formati.

* o |Infectie nelitica sau lizogend: determinata de
fagii temperati (moderati). Ei infecteaza bacteriile
fard a le distruge.

INFECTIA LITICA (ciclul biologic al fagului virulent)

* Adsorbtia. Dupa o ciocnire intdmplatoare, fagul se
fixeaza prin intermediul placii bazale (la inceput
prin fibrele sale, apoi prin crosete) de un receptor
specific la nivelul peretelui celular bacterian
(uneori flageli sau pili).

This scanning electron micrograph (SEM) show -
phage particles altached to the outside of the o
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* Penetrarea. Dupa fixarea ireversibila a fagului pe
peretele bacterian, in urma actiunii unei enzime
(ex. lizozim) care perforeaza peretele, are loc
contractia mansonului care apropie capul de
placa bazala, canalul axial penetreaza membrana
citoplasmica a bacteriei si ADN fagic este injectat
in bacterie.

* Expresia genomului viral (biosinteza
componentelor fagice, maturizarea). Dupa
penetrarea ADN viral in bacterie (fag
vegetativ), timp de aproximativ 12 minute,
virionul nu este depistat in bacteria infectata.

Aceasta este . Ea coincide cu
sinteza enzimelor virale care vor asigura
ulterior:

— replicarea ADN fagic;
— sinteza proteinelor fagice;
— asamblarea acestor elemente.

* Asamblarea fagilor. Odata ce compusii capsidei si
acizii nucleici se sintetizeaza Tn cantitati suficiente,
are loc asamblarea spontana a particulelor noi de
fagi, prin incorporarea acidului nucleic in capsida.

* Eliberarea. Majoritatea fagilor, dupa maturizare,
sunt eliberati in urma lizei peretelui bacterian cu
enzime ale bacteriofagului (endolizina)

* Timpul dintre infectie si eliberare (ciclul de
reproducere) este de 20-60 minute la 37°C, fagii sunt
eliberati in valuri de 50-1000 fagi per celula.



http://www.dform.com/projects/t4/virus.html
http://www.biochem.unizh.ch/biocinfo/Molekuele/Nanomaschinen/Viren.html
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Unldentified phage particles

ADSORPTION

\ E. coli call with disruptad call anvelope,
presumably due to phage release.

Unerupted E. coli cell &

A

This scanning electron micrograph (SEM) shows Escherichia colf cells with ¢ ."g‘
envelopes, presumably due to phage release.

REPLICATION AND MATURATION

PENETRATION

viral
genome

INFECTIA NON LITICA SAU LIZOGENA :
FAGII TEMPERATI

Fagii temperati (moderati) atunci cand infecteazd o bacterie

pot:

sau induce un ciclu complet de multiplicare, ce duce la liza

bacteriei,

- sau, mai frecvent, dupd injectarea ADN-ului, sa integreze
acest ADN in cromozomul bacterian prin recombinare
specifica, formand un profag (lizogenizare)

- sausa ramand in citoplasma sub formad de plasmida.

In ultimele doud cazuri bacteria nu moare si, multiplicindu-se,
replicd genomul viral concomitent cu propriul sdu genom:
bacteria (cultura) este numita lizogend. Ea poseda si
transmite descendentilor capacitatea de a produce fagi in
absenta infectiei.

RELEASE
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Proprietatile culturilor lizogene

1. Inductia ciclului litic. Profagul pastreaza
virulenta potentiald. Mentinerea starii de
lizogenie implica sinteza unui represor proteic,
codificat de fag. Disparitia lui duce la inductia
ciclului litic. Inductia se poate declansa
spontan la un numar limitat de celule sau
poate fi provocata la majoritatea celulelor, de
ex., la actiunea unor mutageni, ca razele
ultraviolete sau mitomicina C.

n timpul replicarii fagului moderat fragmente de ADN
bacterian pot fi introduse din eroare in particulele
virale. Acesti fagi pot in continuare introduce in
cromosomul altor bacterii ADN bacterian capturat —
proces de transfer genetic numit transductie.

Natura genelor bacteriene transferate poate fi diferita:
gene din apropierea locului de insertie a fagului
(transductie specificd) sau fragmente de ADN
bacterian introduse din intdmplare in capsida fagului
(transductie generalizatd)
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2. Imunitate contra suprainfectiei. Bacteriile lizogene
sunt imune la fagul virulent omolog profagului gdzduit.
Acest fag se adsoarbe, injecteaza ADNul, dar fard a se
replica sau provoca liza.

3. Conversie fagicd (modificarea fenotipului celulei
cauzata de genele profagului).

Bacteriile infectate cu un fag pot prezenta unele
caractere absente la celulele neinfectate. Aceasta
conversie fagicd poate fi cauzata de expresia unor gene
ale fagului de catre celule, sau de inactivarea unor
gene cromozomale la integrarea profagului. De ex.,
tulpinile de Corynebacterium diphtheriae care
provoaca difteria sunt lizogenizate de un anumit tip de
fagi care codeaza si exprimad o toxind puternica; toxina
eritrogena a Streptococcus pyogenes , etc

Cultura si titrarea bacteriofagilor. Efectul fagilor virulenti asupra
culturilor bacteriene

* Bacteriofagii sunt cultivati in laborator in mediu de cultura
lichid sau solid in prezenta bacteriilor omologe.

* Cultivareain mediu lichid: Bacteriile sensibile si fagii se
introduc intr-un bulion nutritiv (numarul de fagi este mult
mai mic decat al bacteriilor). Amestecul este incubat pentru
a permite bacteriilor sa se multiplice si de a fi infectate de
catre fagi. In consecinta, numarul fagilor creste mai rapid
decat cel al bacteriilor pana la un punct critic cand numarul
fagilor prezenti este suficient pentru a infecta toate bacteriile
culturii.

Assay for Lytic Phage

+ Plaque assay
Method
Plague forming unit
(plu)
Measures infectious
particles
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* Cultivarea fagilor In mediu solid: Amestecul

bacterii-fagi poate fi adaugat la geloza topita si
racitd la 45 Csi apoi turnat in cutia Petri.
Bacteriile cresc, se multiplica, formand o
pelicula fina, iar fagii continua sa infecteze
provocand liza confluenta a culturii bacteriene.
Aceste “ ” de fagi se manifesta sub forma
unor pete sterile ( ). Numarul plajelor indica
numarul fagilor infectiosi in prelevat (fiecare
colonie se formeaza pe contul multiplicarii unui
virion fagic).

. Bacteriofagii pot fi intalniti in diferite prelevate
umane sau din mediul extern. Fagii indica
prezenta bacteriilor sensibile.

IZOLAREA BACTERIOFAGILOR

Prelevate: ap3, sol, materii fecale, puroi, etc

I Izolarea directa — filtrarea prelevatelor prin filtre
bacteriene, ultracentrifugare.

Il.  lIzolare prin metoda de imbogatire fara
insamantare — materialul de examinat se
inoculeaza intr-un mediu nutritiv lichid (pentru
multiplicarea bacteriile omologe fagului cautat).
Peste 10 ore de incubare la 37 C bulionul este
supus filtrarii. In filtrat  s-au acumulat fagii care
s-au inmultit pe contul bacteriilor omologe din
prelevat.


http://bp3.blogger.com/_DZH2cmCoois/RjcoYC22vtI/AAAAAAAAB9M/HYmvE92Mr8I/s1600-h/bacteriophage_lambda_plaques.jpg

I1l. Izolare prin metoda de imbogatire cu
insamantare — inocularea prelevatului intr-o
suspensie bacterianda omologa fagului cautat.

Cultura bacteriana asigura imbogatirea fagilor.

Peste 10 ore de incubare la37 C bulionul
este supus filtrarii.

2. Metoda FURT

Filtratul ce contine fagi se amesteca cu geloza
topitd si se toarna in cutia Petri. Suprafata
cutiei se imparte in 4 sectoare. In fiecare
sector se insdamanteaza in striuri culturi
cunoscute de diferite bacterii. Incubare la
37 C 24 ore.

Aprecierea: lipsa cresterii bacteriilor intr-un
sector indica prezenta fagului omolog.

e TITRAREA BACTERIOFAGILOR

Este utilizata pentru determinarea numarului de
fagi virulenti in prelevat sau cultura.

Metodele de titrare a bacteriofagului
I.  Titrarea bacteriofagului in mediu lichid
(metoda Appelman)
Il.  Titrarea bacteriofagului in mediu solid
(metoda Gratia)
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INDICAREA BACTERIOFAGILOR

1. Metoda OTTO. Pe placa de geloza din cutia

Petri se insamanteaza n gazon suspensia de
bacterii omologe fagului. Tn continuare se
aplicd o picatura de filtrat care contine fag
(cutia poate fi inclinata ca picatura sa se
prelingd). Cutia se incubeaza la 37 Ctimp de
24 ore.

Aprecierea: daca in filtrat se aflau fagi omologi

culturii bacteriene, in locul aplicarii filtratului
se observa o zona de liza (colonie negativa de
fag).

3. Metoda FISHER

Similara cu metoda Furt, doar ca suprafata cutiei
se imparte Tn 10 cadrane, astfel pot fi
fnsamantate 10 culturi bacteriene si pot fi
indicati concomitent mai multi fagi.

APPELMAN - la dilutii logaritmice a culturii de
fag (101.....1019) in bulion peptonat se adauga
suspensie bacteriana omologa fagului
examinat. Dupa 24 ore de incubare la37 Cse
apreciaza titrul fagului: dilutia maximd a
fagului care incG mai provoacd liza bacteriilor
(mediu clar).



* GRATIA. Dupa dilutia logaritmica a fagului si
adaugarea culturii bacteriene, continutul
fiecarui tub se amesteca cu geloza topita si
amestecul se toarna in cutii Petri. Dupa 24 ore
de incubare la 37 C se numara plajele formate
(coloniile negative de fagi). Numarul plajelor
corespunde cu nr de fagi virulenti din
materialul de examinat.

APLICAREA PRACTICA A FAGILOR
Tn domeniul terapeutic
- Tratamentul si profilaxia maladiilor infectioase
Tn domeniul diagnostic

- Fago-identificarea — identificarea tulpinilor
bacteriene necunoscute cu ajutorul fagilor
omologi (metoda Otto, Furt, etc)
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- Lizotipizarea (fagotipajul). Permite diferentierea unor
tulpini din cadrul aceleeasi specii (subdivizarea speciei in
lizotipuri/fagovaruri). Este utilizat pentru

tulpini de Staphylococcus aureus, Salmonella Typhi, s.a.

Lizotipul reprezinta un marker epidemiologic.

Fagii reprezinta un model de studiu pentru geneticieni,
fagii temperati se utilizeaza in ingineria genetica (ei
pot asigura transferul de material genetic prin
transductie).

Genetica bacteriana.
Variabilitatea genetica la bacterii
Materialul genetic al celulei bacteriene:
1. Cromosomul
2. Plasmidele

Modificarea patrimoniului genetic al bacteriilor
are importanta majora in bacteriologia
medicald, deoarece ea poate cauza
modificari in potentialul patogen al
bacteriilor sau sensibilitatea lor la
antibiotice.



Mecanismele variabilitatii genetice la bacterii:

I. MUTATII

1.  Substitutia unei nucleotide cu alta in timpul
replicarii ADN

2.  Deletia, insertia sau inversarea unor nucleotide
intr-o gena

Frecventa mutatiilor — 10 — 10°1° pentru un caracter
anumit.

Modificdrile determinate de mutatii (ex.: rezistenta la
AB) se transmit la descendenti (transmitere
verticald). Unele mutatii pot fi reversibile

Il. RECOMBINAREA

1. Recombinarea generalizatd (schimb de ADN intre 2 secvente
corespunzatoare)
2. Recombinarea specifica (integrarea sau excizia unei secvente

de ADN, ex: plasmida, bacteriofag)
3. Transpozitia

Elementele transpozabile reprezinta secvente de ADN cu lungime

variabild, flancate de secvente repetate inversate.
Imperecherea acestor secvente permite excizia lor si

reinserarea fn alt loc al cromosomului sau plasmidei. Unele

elemente, numite transpozoni, contin gene suplimentare
(frecvent gene de rezistentd la AB)

Transpozitia duce la rearanjamente genomice. Unii transpozoni,
numiti conjugativi, au capacitatea de a trece de la o bacterie

laalta.

Importanta practica: numeroase gene de rezistentd la AB sunt
situate pe transpozoni, ce perimite raspandirea lor.

Transpozonii pot trece de la cromosom la plasmida si ulterior
la alte bacterii prin conjugare. Transpozonii conjugativi pot

trece direct la alta bacterie

Transposon Tn3

Transposase Beta-lactamase

Résolvase
Is 15

IS, Insertion Sequence (séquence répétée inverse)
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11l. TRANSFERUL DE MATERIAL GENETIC

Materialul genetic poate fi transferat de la o bacterie la
alta (transmitere orizontald). Trei mecanisme de
transfer sunt posibile:

A. Transformarea

Fragmente de ADN (eliberate in urma lizei bacteriene)
pot penetra n alte bacterii si se pot integra prin
recombinare in ADN-ul lor. Este necesar ca bacteria
care acceptd materialul genetic sa se afle intr-o
stare particulard, de competenta. Transformarea
se poate realiza doar in cadrul bacteriilor de
aceeasi specie sau din specii inrudite
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C. Conjugarea
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B. Transductia

Transferul de material genetic se realizeazd prin
intermediul bacteriofagilor moderati. Tn momentul
exciziei profagului din cromosomul bacterian el
devine virulent, multiplicdndu-se si lizand bacteria
gazda. In cursul acestui proces fragmente de ADN
bacterian pot fi introduse din eroare in particulele
virale, care la randul lor se pot integra prin
recombinare in cromosomul altei bacterii — acest
proces reprezinta transductia.

Transductia poate fi specializata si generalizata

Mecanismul cel mai frecvent in natura. Este un transfer
de ADN (plasmide conjugative) de la o bacterie donor - Conjugaison plasmidique
catre o bacterie receptor. Bacteria donor exprima pe
suprafata sa structuri ce permit contactul dintre celule
(pili F). In timpul conjugarii plasmida se replica si o

copie trece prin intermediului pilului F in bacteria

receptor. Tra]nsferul se efectueg_zé_?ntre bacterjile de . [@] (DYA @]

aceeasi specie, dar si intre specii diferite. Multiple gene ————= —

de rezistentd la AB sunt localizate in plasmide si prin = f@) (- )

conjugare se asigura caracterul epidemic al rezistentei - — o -

la AB. O o Y
Plasmida conjugativa poate asigura transferul unei v [@ ":‘X T @]J

plasmide neconjugative sau al unor gene cromosomale - = = = @)

(prin integrarea plasmidei in cromosom) mwwm@m ,c,i?il, C::“g;m&-gmgj
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