Virusurile. Bacteriofagul.
Caractere morfobiologice.
Utilizarea practica a
bacteriofagilor




Particularitatile virusurilor

. Reprezinta structuri acelulare cu potential
infectios

. Dimensiuni de rangul nm (20-400 nm)

. Genomul viral este constituit dintr-un singur tip de
AN (ADN sau ARN)

. Sunt lipsite de metabolism propriu, fiind paraziti
obligati intracelulari

. Nu cresc si nu se divid, se reproduc in celule vii
. Nu pot fi cultivate pe medii artificiale
. Rezistenta naturala la antibiotice
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CLASIFICAREA VIRUSURILOR

e Dupa tipul AN (cu genom ARN/ADN)

e Dupa dimensiuni (mici - 20-50 nm, medii -
50-150 nm, mari - peste 150 nm)

e Dupa tipul de simetrie a capsidei
(helicoidala, cubica, mixta)

e Dupa compozitia chimica (simple,
complexe)

e Dupa gazda (om, animal, insecta, bacterie)

e Dupa sensibilitatea in mediul extern,
substante chimice, etc



(-virales)
(-viridae)
(-virinae)
(-vIirus)
(Virusul gripal,
poliomielitic, al hepatitel B,
etc)




COMPOZITIA CHIMICA SI STRUCTURA
VIRIONULUI

e Virion - unitate structurala infectioasa
a virusului

e Virusurile simple - acid nucleic (AN) si
invelis proteic - capsida (ansamblu numit
hucleocapsida)

e Virusurile complexe - nucleocapsida si un
invelis extern, lipoglicoproteic
(supercapsida, peplos)
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- ADN sau ARN, mono- sau
bicatenar, liniar, circular sau
fragmentat.

ARN monocatenar : ARN+ (catena cu sens,
functie de ARNm) sau ARN- (catena
fara sens, este necesara prezenta
enzimei polimeraza)

Functia AN - asigurarea replicarii AN si
expresia genomului pentru sinteza
proteinelor virale



- formata din unitati proteice, capsomere,
aranjate simetric.

1. Simetrie helicoidala - capsomerele se fixeaza
pe catena de AN, forma de bastonas

2. Simetrie cubica (icosaedrica) - capsomerele se
aranjeaza in jurul AN, formand un icosaedru
(poliedru regulat cu 20 fete triunghiulare si 12
varfuri), eikos=20

3. Simetrie mixta (bacteriofagii, poxvirusurile)

Functia capsidei- protectia AN, rol antigenic,
adeziune




TOBACCO MOSAIC VIRUS

nucleic acid

300 nm - 18 nm
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ICOSAHEDRAL SYMMETRY

CAPSOMER
= PENTON (pentamer)
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5 BASIC TYPES OF VIRAL SYMMETRY
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- structura glucido-lipido-proteica,
derivata din membrana celulei gazda. Lipidele
provin din membrana celulara, iar glicoproteinele
sunt de origine virala (ex.: hemaglutinina,
neuraminidaza)

Functie - protectie, antigene de suprafata, adeziune

Unele virusuri contin - polimeraze,
transcriptaze, etc.

Actiunea factorilor fizici, chimici

Virusurile sunt foarte sensibile la caldura, desicare,
raze UV. Detergentii si solventii inactiveaza
virusurile cu supercapsida.

Pot fi conservate prin liofilizare sau la -80°C



p24 (capsid)
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Coronaviridae {HE-I-} Aranawn:laa {S HI'I'Ihl:l Picornaviridae {NS"":I

RNA viruses Positive strand (+) —
S=segmented NS=non-segmented 100nm
Ambi: part + and part -

Calciviridae (NS+)



Param}fxuwndae (NS)  Rhabdoviridae (NS-) Reoviridae (S,ds)

o :
HHA viruses Negative strand (-) | * °

and Double strand (ds) -
S=segmented Hs-nun-sagmamad
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Eunyawndau (S-) Filoviridae (NS-)



Proprietatile biologice ale
bacteriofagului

e Bacteriofagii sunt virusuri ce infecteaza
bacteriile. Este un microorganism (o unitate
genetica) care nu are structura celulara, nu
poseda metabolism propriu si este capabil sa
se reproduca doar in celula-gazda.



e Bacteriofagii sunt paraziti intracelulari
obligatorii ale celulelor bacteriene. Toate
bacteriile pot fi infectate de catre
bacteriofagi. In majoritatea cazurilor, un
fag anume infecteaza doar celulele unui
singur gen, unel anumite specii sau a unel
tulpini (specificitatea fagului). Aceasta
specificitate de infectie este determinata
de prezenta receptorilor pentru acest fag
la suprafata bacteriei-gazda.



STRUCTURA BACTERIOFAGULUI

e Structura fagilor corespunde regulilor
generale ce se refera la structura
virusurilor.

1. (ADN sau ARN, mal frecvent
dublucatenar, liniar sau circular).
2. Invelis proteic numit cu rol de

protectie a materialului genetic. Prin
receptorii de la suprafata contribuie la
Infectla gazdel.

3. Unii fagi pot contine s (ex.:
lizozim, endolizina).



e Capsida este constituita din subunitati
proteice, capsomere, aranjate simetric in
ordine distincta, conferind forma fagului.

Exista 3 forme morfologice principale de
fagi:

o are forma sferica
constituita din 20 fete triungiulare, 30

muchii si 12 varfuri (simetrie cubica a
capsidel).

o reprezinta bastonase
proteice formate din capsomere,

asamblate intr-o structura tubulara
(simetrie helicoidala a capsideil).




constituit din atasat

la o | -. Coada este formata din
doua tuburi concentrice : un tub intern rigid -
, Inconjurat de , un

manson contractil.

cozii (colul) se afla la jonctiunea capului cu
coada.

La partea distala a cozii se afla o placa
hexagonala, , la fiecare apex fiind
ancorate cate un Sio . Ele reprezenta
sistemul de fixare a fagului pe bacteria receptoare
S (lzolgtribuie la injectia materialului genetic in
celula.

Nu toti fagili au o astfel de morfologie. Unii au
coada lunga si non-contractila, altii - coada scurta,
sau fara coada. Exista si fagi filamentosi.



Acc V Spb‘r Magn Det WD Exp |—| 1 pm
00kv 1.0 27743x BSE 49 1 M13.1a/lv.N9. STEM.DF-BF




© 2004 Deriné Kdnka) HictoSEopY, Inc.




Interactiunea dintre bacteriofag
si celula-gazda

e Bacteriofagii exista in stare de virioni
extracelulari, iar la infectarea unei bacterii ei pot
duce la doua tipuri de infectii:

o determinata de fagii virulenti. La
finele ciclului de multiplicare bacteria infectata
este lizata eliberand fagii nou-formati.

o determinata de fagii
temperati (moderati). Ei infecteaza bacteriile fara
a le distruge.



INFECTIA LITICA (ciclul biologic al fagului
virulent)

e Adsorbtia. Dupa o ciocnire intamplatoare,
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 pili).




Unidentifled Phage particles

Dividing E.coli cell

This scanning electron micrograph (SEM) show
phage particles altached to the outside of the o







e Penetrarea. Dupa fixarea ireversibila a fagului
pe peretele bacterian, In urma actiunii unel
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.
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e EXxpresia genomului viral (biosinteza
componentelor fagice, maturizarea).
Dupa penetrarea ADN viral in bacterie
(fag vegetativ), timp de aproximativ 12
minute, virionul nu este depistat n
bacteria infectata. Aceasta este

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

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




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

e Eliberarea. Majoritatea fagilor, dupa
maturizare, sunt eliberafi Tn urma lizei peretelul
bacterian cu enzime ale bacteriofagulul
(endolizina)

e Timpul dintre infectie si eliberare (ciclul de
reproducere) este de 20-60 minute la 37°C,
fagil sunt eliberati Tn valuri de 50-1000 fagi per
celula.
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E. coli cell with disrupted cell envelope,

presumably due to phage release.
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envelopes, presumably due to phage release.



ADSORPTION







REPLICATION AND MATURATION
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e Fagii temperati (moderati) atunci cand infecteaza o
bacterie pot:

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

- sau, mai frecvent, dupa injectarea ADN-ului, sa
Integreze acest ADN 1n cromozomul bacterian prin
recombinare specifica (lizogenizare), formand un
profag

- sau sa ramana in citoplasma sub forma de plasmida.

In ultimele doua cazuri bacteria nu moare si, multiplicandu-
se, replica genomul viral concomitent cu propriul sau
genom: bacteria (cultura) este numita Ea
poseda si transmite descendentilor capacitatea de a
produce fagi in absenta infectiel.
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Proprietatile culturilor lizogene

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



Ca urmare, cand sistemul SOS este activat,
proteina RecA scindeaza represorul
proteic al fagului, permitand expresia
ciclului litic. Pentru aceasta profagul trebuie
sa fie excizat - operatie inversa integrarii.
EXxcizia este efectuata de catre proteina
Xis, codificata de fag. Urmeaza replicarea
genomulul, sinteza componentelor fagulul
si fagii asamblati sunt eliberati prin liza
celulei (profagul - gena potential letala!).




In timpul replicérii fagului moderat fragmente de
ADN bacterian pot fi introduse din eroare in
particulele virale. Acesti fagi pot in continuare
introduce n 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 specifica) sau fragmente de
ADN bacterian introduse din intamplare in

capsida fagului (transductie generalizata)
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chromosome
Host cell
chromosome
acquires both
phage DNA and genes

from previous host.

Phage DNA incorporating
some bacterial genes

Phage replicates.

Bacterial cell is
lysed; phages
are released.

Phage incorporated
into chromosome.

Phage infects new
host cell.




2. Imunitate contra suprainfectiei. Bacteriile
Izogene sunt imune la fagul virulent omolog
profagului gazduit. Acest fag se adsoarbe,
Injecteaza ADNul, dar fara a se replica sau provoca
1za.

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

Bacteriile infectate cu un fag pot prezenta unele
caractere absente la celulele neinfectate. Aceasta
conversie fagica 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 exprima o toxina
puternica; toxina eritrogena a Streptococcus
pyogenes , etc







APLICAREA PRACTICA A FAGILOR

In domeniul terapeutic
- Tratamentul si profilaxia maladiilor infectioase
In domeniul diagnostic

- Fago-identificarea — identificarea tulpinilor
bacteriene necunoscute cu ajutorul fagilor
omologi (metoda Otto, Furt, etc)



Lizotipizarea (fagotipajul). Permite diferentierea
unor tulpini din cadrul aceleeasi speci
(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
iIngineria genetica (ei pot asigura transferul de
material genetic prin transductie).






