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Batteriofagi

La virologia si & sostanzialmente consolidata cdiseiplina autonoma con il primo evidenziamentodais batterici
(batteriofagi) fatto daF.W. Twort nel lontanol915 Lo studio dei batteriofagi infatti ha permessaadguisire infor-
mazioni basilari sui rapporti che intercorronoviraus e cellula parassitata. | fagi sono statitiolitilizzati dai genetisti
per studiare il genoma virale e sono tuttora ik in batteriologia applicata per l'identificag@® di ceppi microbici
(tipizzazione fagicg; vengono inoltre impiegati comettori di clonazionein campo biotecnologico.

Si definiscono batteriofagi, o pit comunemefatgi, virus paras- _
siti dei batteri, dai quali vengono replicati ecdi generalmente indu-§
cono la lisi (disgregazione cellulare). L'esisterd& numerosissim
fagi fu rivelata dal ricercatore Twort, che ossenra singolare tra-j :
sformazione in vitro di colonie di micrococchi:fermavano aloni o =«
placche e la “malattia” poteva essere trasmessaamtedil semplice
contatto da colonia a colonia. Quasi nello stessiogdo, nel1917,
all'lstituto Pasteur di Parigi il ricercatoréd’Herelle scopri, nei con-

riae, agente causale della malattia. Il microrganisegponsabile di
questdisi trasmissibili fu denominatdatteriofago (o fago). B

Fin dalla loro iniziale individuazione lo studiolldestruttura e del §
ciclo riproduttivo dei batteriofagi (per esempiol d&2) & risultato "
basilare per la Microbiologia e la Virologia in tieolare. Infatti ha §
permesso di chiarire nei virusdiclo litico e lafase di eclissie nei &%
batteri il fenomeno dellarasduzione (modalita di trasferimento difg
geni mediante fagi) che é alla base dell'insorgeinnaolteresistenze
batteriche ai chemioantibiotici. Occorre poi ricordare che anche Ig
Genetica e la Biologia molecolare si sono avvaritaggdelle
conoscenze sui fagi mediante lo studio della straittiel loro genoma
semplice, che ha portato all’allestimento delle pggenetiche del
fago (per esempio del T4dq. B1.1).

Figura B1.1 Batteriofago T4 adsorbito a
Eschrichia coli.

Struttura dei fagi

| batteriofagi si presentano come piccoli virugidta 23-32 nm di diametro, con 6 diversi tipi nwbofgici fondamenta-
li, la cui organizzazione piu complessa presentaamienitore proteico isometrico(testa), che racchiudeakido nu-
cleico (DNA o RNA), collegato con uappendice tubulare (o coda) eappendici caudalicon apparato contrattile in
grado di iniettare il DNA o I'RNA fagico nel citoptma del batterio.

L'acido nucleico & prevalentemente formatolR€A a doppio filamento o, meno frequentementesegolo fila-
mento; meno frequenti sono anche i fagi provvisti di REAingolo o a doppio filamentéigg. B1.2e 3).

| fagi vengono denominati con sigle costituite efddre e/o numeri: nel caso dei fagi con il genanNA vengono
impiegate T (da T1 a T7), P, PM, MV, F(3), fd old¢tere greche lambda)(e fi (¢), mentre in quelli con genoma a
RNA le principali sigle sono MS-1, MS-2, M12, FR;17, Q.

Classificazione dei fagi

E sostanzialmente attraverso il tipo di morfologjike caratteristiche e le proprieta dell’acido eigd che i fagi sono stati
classificati, sebbene anche altri fattori comei di ospite parassitato e il rapporto che con ssistaura possono venire
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Senza rivestimento

Con rivestimento

Figura B1.2 Le piu
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Figura B1.3
Rappresentazione
schematica del DNA
del fago lambda.
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utilmente impiegati. | batteriofagi sono per grartp costituiti da DNA a doppio filamento, con #iute icosaedriche
provviste o0 meno di coda contrattile. Pochi sotfiagi provvisti di rivestimento (envolope). | fagi (Tig. B1.4) sono
quelli a struttura maggiormente complessa e prtwi€oda contrattile.

| batteriofagi possono essere distinti, sulla loeeteapporto che si instaura fra batteriofago kilegbatterica ospite, in:

 batteriofagi virulenti, se in grado di attuare unafezione litica (o ciclo litico): sequenza di eventi che seguono
l'internalizzazione di un virus da parte di unalail suscettibile di infezione e che si concluda tolisi della cel-
lula e la liberazione dei virioni;

» batteriofagi temperati, se capaci di svolgere su certe cellule batteritteerativamentesiclo litico oppurelisoge-
nia, quest'ultima & una particolare relazione fraueallospite e virus nella quale I'acido nucleico figo aderisce
al cromosoma batterico comportandosi come un gattertto e replicandosi in armonia con essaza determi-
nare la lisi del batterio.
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Figura B1.4 Batteriofago T4.
Testa
Collare

Riproduzione dei fagi

Setole

» Ciclo litico e batteriofagi virulenti. Il fenomeno per cui Tubo del core

un batteriofago si riproduce a spese di un battesipite di-
struggendolo (lisi) viene indicato corivdezione litica (o ciclo
litico) e i fagi che causano la lisi di tutti i beti infettati ven-
gono dettibatteriofagi virulenti.

Il ciclo litico di replicazione viralef{g. B1.5) e di infezione
della cellula batterica, per esempio di un fageoTlambda, ini-
zia con la fase dadsorbimento e penetrazione.Gli specifici recettori del batterio e del fago sentono a questi di
“fissarsi” alla parete e poi, mediante I'azioneudi enzima (lisozima) situato nella coda, di dimiada rigidita e la re-
sistenza della parete. Successivamente si ha éaasgpne dell’acido nucleico dall'involucro, corgignoma fagico che
viene iniettato all’interno del batterio mediantntrazione della guaina virale e passaggio dal attadnterno. Il vi-
rione cessa a questo punto di esistere come ghrticdipendentefase di eclissi, per riapparire numeroso nel citopla-
sma batterico dopo che questi ha effettuato l&simtei costituenti virali (proteine del capsideida nucleico). Seguo-
no le fasi dimaturazione (formazione delle particelle complete: virioni) iiderazione dei virioni, grazie a una endo-
lisina che porta allo scoppio della cellula battariLe fasi di eclissi, maturazione e liberazioragono complessiva-
mente indicate con il termirfase vegetativa.
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In laboratorio la presenza di fagi in una certaisioine (o materiale) e la loro replicazione pudesssnessa facilimente
e rapidamente in evidenza comribtodo delle placcheil campione con il fago (acqua, alimenti, materipétologico
stemperato in soluzione fisiologica ecc.) vieneauakgo con alcuni millilitri di un agar molle e fefddato a 44 °C; la mi-
scela viene poi distribuita su una piastra di agdriente in cui si stanno gia moltiplicando i eatadatti, quelli cioé che si
suppone siano sensibili al fago. Se i fagi sonerasslalla soluzione, i batteri in rapida creséttemeranno una patina
superficiale uniforme su tutta la piastra, meng@ presente anche un solo fago questi deternmlmdigh (dissoluzione
della parete) del batterio gia circa 15-60 minagpd I'inizio dell'infezione, con la liberazione duove particelle virali
parentali che attaccheranno altri batteri contiBaipo un giorno di incubazione e diversi cicli plicazione e lisi, tutti
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i batteri vicini alla sede dell'inoculo della solame risulteranno uccisi con formazione di areatéi batteri uccisi che
appaiono come aloni circolari trasparenti, daticche fra lo strato di batteri vitalifig. B1.6).

Figura B1.5 Placche prodotte da colifagi
T su uno strato di E. coli.

Sono visibili differenze nell’aspetto delle
placche. Le fotografie sono circa 1/3
delle dimensioni reali.

» Ciclo lisogeno e fagi temperatiNel ciclo lisogeno i fagi sono parassiti a livejenetico: infatti certe cellule

batteriche sensibili quando vengono infettate déiqudari fagi, dettibatteriofagi temperati, non vanno incontro alla

consueta infezione litica ma, invece, a un’integmag del genoma del fago nel cromosoma batterig.pGrta a due

tipi di risposte cellulari:

* in alcune di queste cellule i fagi si comportananodo consueto, distruggendole: si verifica infiticlo riprodut-
tivo vegetativo che porta alla lisi cellulare (ciditico);

« altre cellule invece non vengono distrutte e lazeine batteriofago-cellula ospite € un perfettoildaio tollerato,
che puo mantenersi indefinitamente. Questi battegi sopravvivono all'infezione vengono dbtiiteri lisogeni in
guanto capaci in certe circostanze di lisare sesiseedi liberare i virioni.

Con il terminelisogeniasi intende quindi la particolare interazione trtdréofago temperato (fago che dopo aver infet-
tato una cellula ospite puo iniziare un ciclo lisng oppure litico) e cellula batterica ospite, iadp di conferire a que-
st'ultima la capacita teorica di produrre lo stefsgpo, ma in realta di resistere a una massivimfe dello stesso
(immunita alla superinfezioné. Tale proprieta & trasmessa ai discendenti dellaladdatterica resa lisogena ed & con-
seguente all'integrazione del DNA fagico nel croomoa del batterio infettato.

Viene dettoprofago il genoma del fago integrato nel DNA cellulare,ceszppresenta lo stadio pliovirus di un fa-
go lisogeno. Nelle cellule lisogenizzate non svamo né virioni maturi né DNA fagico libero. Sorapaci di lisogenia
solo i fagi con DNA a doppio filamento. Si indicarpido come batterio lisogeno quel ceppo batterfeo s sviluppa e
si divide replicando il genoma di un batteriofagoofago) e che quindi vive in sostanziale equititmon esso. Cio ren-
de il ceppo batterico immune nei confronti di utterinfezioni da parte di particelle dello stessnus, ma non nei con-
fronti di particelle di altri batteriofagi. Il ciolvitale di un batterio lisogeno viene indicato exitlo lisogeno.

Applicazioni pratiche

| fagi temperati sono attualmente di grande inwrgserché impiegati in campo biotecnologico conteoxiedi clona-
zione (in alternativa ai plasmidi) per la manipada® genetica con i batteri (tecnologia del DNAoritbinante). Sono
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poi impiegati come modello di studio della canceresi di origine virale. Ma i settori di maggiongpéicazione dei
fagi sono la diagnostica batteriologica e I'epidelogia delle malattie infettive. In campo diagnosti batteriofagi
possono essere impiegati sia per la ricerca disetper quella indiretta.

Nell’accertamento direttoil riscontro nelle piastre Petri, con terreni ditara nei quali si sia distribuito il materia-
le (per esempio acqua), delle tipiche placche edddi batteriofagi specifici dell’antigene Vi me&ati al materiale in
esame sta a indicare la probabile contaminaziofaatpia da parte dbalmonella typhi, che possiede I'antigene pre-
sente nella coltura.

Nell’accertamento indiretto si riscontrera aumento del titolo dei fagi presémtun certo materiale, per esempio
alimenti, solo se esso contiene i batteri corrisigonti. | fagi, per la stretta specificita con dlp#i batterici nei quali si
sviluppano, si rivelano utili nella fase idientificazione dei batteri: consentono di differenziare specie caratteristi-
che metaboliche simili. In campo epidemiologico fiaipiego dellalisotipia (o tipizzazione fagicg &€ ormai divenuto
uno dei metodi classici per I'individuazione di gepatogeni responsabili di epidemie (colera, gastteriti infantili
ecc.), quando risultano insufficienti i caratteiodhimici. Con la tipizzazione fagica si determih&po sierologico di
un determinato batterio isolato: viene impiegatdago che si adsorbe a una struttura di supenfielebatterio ricono-
sciuta da uno specifico anticorpo.

Pochi sono pero ancora i fagi di stretto intereasélico, fra questi di particolare rilevanza sonellijche recano
geni che codificano per tossine batteriche (fenardaila conversione fagica) e quelli che fungonwettori di trasfe-
rimento di geni fra i batteri (trasduzione).

| fagi possono inoltre diventare di rilevante ietgse economico in alcuni processi biotecnologinieta manifattu-
ra di antibiotici e alimenti (latticini ecc.).
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