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BACTERIOFAGI SI BACTERIOCINE

8.1. BACTERIOFAGI SI BACTERIOFAGIE

8.1.1. Date generale

Bacteriofagii, numii pe scurt fagi, sunt virusuri ale bacteriilor. i gisim prezenti in
mediile naturale de viata ale gazdclor lor, bacteriile: malerii fecale, diferitc produsc
patologice, apa etc. Desi numele lor aparent o sugereaza, bacleriofagii nu sunt «mancatori»
de bacterii, ci le lizeaza. In rezumat, fagii se adsord specific pe receptori de pe suprafaja
bacleriilor, genomul lor penctreazd in citoplasma bacteriana, unde evolueazd in una din
doud modalitati posibile:

w fie ca fag vegetativ, cand este replical, transcris $i tradus integral, iar componenicle
sintetizate sunt asamblate in numeroase copti de fagi maturi eliberalt prin liza bacteriei gazda;

m fie ca profag, cand integrat liniar in cromozomul bacterian sau circularizat si atasat
la membrana citoplasmaticd, asemenea unui plasmid, se replicad sincron cu diviziunea
bacteriei gazda si cate o copie se transmite la fiecare din bacieriile fiice.

Fagii virulenti existd numai in stadiile de fag matur si de fag vegetativ,

Fagii temperafi trec alternativ prin stadii de fag matur, profag sau fag vegetativ.
Genomul lor este mai complex: un set suplimentar de gene controleazi represia genclor
«egetalive» si recombinarca fagului in genomul bacteriei gazda.

Bacteriile lizosensibile adsorb specific ua fag, il replica si sunt lizate.

Bacteriile lizogene gazduiesc un profag si il transmit la descendenti. Denumirca csie
sugestivd pentru ca aceste baclerii genercazi spontan, cu o ratd de la 10 2 pana la 107,
prin derepresia genclor vegetative, fagul malur infecjios (figura 8.1),

Sub actiunea unor agenti mutageni (dozc sublctale de radiatii ultraviolete eic.)
aproape in toale celulele culturii lizogene profagul evolueaza in fag vegetativ, care genercaza
fagi maturi. Acesl fepomen, numil inducfie, arc la bazi inactivitatca enzimalic} a
represorului fagic, declansala de mecanismul repararii ADN lezat prin agentul wulagen.

Bacteriile lizorezistente rezistd acliunii litice a unui fag:

w fic pentru ca sunt nercceptive (lipsite d¢ receptori);

a fie pentrn ci sunt lizogene (adsorb fagul, dar ii ncutralizeazd gcnomul prin
represorul produs sub controlul profagului gazduit).

8.1.2. Metode de izolare a bacteriofagilor

Bacteriofagii sunt cAutati in mediile lor naturalc de viatd, unde coexisti cu bacieriile
gazda.
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Fig. 8.1. Ciclurile fag—bacterie gazda

Principiu; Bacteriofagii din probele de cercetat incubate in bulion nutritiv sunt
replicati de bacteriile lizosensibile preexistente. Astfel inmuliiti, pot fi depistati in filtratul
lizatului, folosind fulpini bacteriene indicatoare.

Probe: Materii fecale, vrina, exsudaic purulente, api cic.

Necesar: Bulion nutritiv, incubator de 37°C, filtru care retine bacteriile, tulpini
bacteriene indicatoare, placi cu agar nutritiv, pipete, ansc.

Procedura:

1. Se insamanjeaza cca 1 g de matcrii fccale, 1 ml urina sau cxsudat, 30 ml api in
30 ml bulion nutritiv.

2. Se incubeaza 18—24 ore la 37°C.

3. Se filtreaza lizatul pentru retinerea bacteriilor (membrane cu pori de 0,22 sm,
bujii Chamberland L3 sau Ls etc.).

4. Se testeaza filtratl cu tulpini indicatoare pentru prezenta de bacteriofag (vezi
8.1.3).

Sensibilitatea metodei de izolare creste mult daca la bulionul insidmantat cu
proba cercetati se adaug cateva picaturi din cultura de 2—3 orc a unei tulpini indicatoare
Gnultiplicare monovalentd) sau a unui amestec de mai multe tulpini indicatoarc (multi-
plicare polivalenta). Multiplicarea poate fi unicd sau repetatd mai multe zile la rind inainte

de filtrare si testare. Prin multiplicare repetata se realizeazad nu numai imbogdiirea, ci si
adaptarea bacteriofagului la gazda bacieriana.
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8.1.3. Metode de indicare a bacteriofagului.
Indicarea fagului virulent

Principiu: Fagii dintr-o picdtura de suspensie depusa pe suprafata mediului agarizat,
ins3mantata cu o tulpina bacieriana indicatoare, lizeaza complet bacteriile care ii replica,
determinand o arie lipsitd de culturd, oumita plaja.

Tulpinile bacteriene indicatoare sunt 1ulpini selectate pentru lizosensibilitatea lor la
anumiti bacteriofagi si absenta lizogeniei.

Probd: Suspensie fagicd (revezi 8.1.2),

Necesar: Culturd In fazd exponentialad a tulpinifor bacteriene indicatoare, placi cu
geloza nutritiva, etalor de inocufum, ansa.

Procedura:

1. Se usuca suprafata gelozei nutritive si se insdmanteaza in pAnza suspensia bacteriei
indicatoare cu toate celulele viabile (cultura in faza exponenjiald). Se lasa placa cu capacul
intredeschis la 37°C, pana ce inoculul este complet adsorbit in mediu.

2. Se depune, cu ansa, pe suprafata insimantatd cu tulpina indicatoare o picatura
din suspensia fagica si se lasd placa pe masa de lucru pand ce picatura fagica este complet
adsorbitad in mediu.

3. Se incubeaza placile 8—16 ore la temperatura optima peniru cultivarea tulpinii
indicatoare.

Interpretare: Plajele apar ca mici zone rotunde de mediu lipsit complet de crestere
bacteriani. Ele semnalcazi prezenta in suspensie a fagului corespunzitor tulpinii in-
dicatoare.

Depistarea bacteriitor lizogene. Dilutii ale culturii lizogene sunt amestecate cu un
mare exces din cultura tulpinii indicatoare, iar amestecul este imediat etalat pe suprafata
unei placi cu agar nutritiv st inoculul l3sat s3 se adsoarbi in mediu. Dupd incubarea
corespunzitoare, in cultura tulpinii indicatoare se observd plaje centrate de o colonic a
bacterici lizogene. Fiecare colonie a bacteriei lizogene in care au fost generati fagi maturi
s-a inconjurat cu o plaja prin liza bacteriilor indicatoare. Tinand cont de numarui plajelor,
dilutia si volumul insamanjat, poate fi calculata rata cu care cultura lizogena genereaza fag
matur, infectant.

8.1.4. Titrarea bacteriofagului

Principiu: Intr-o cultura confluenta pe mediu agarizat fagul lizeazd bacteria lizosen-
sibila care l-a replicat si infecteazd numai bacteriile invccinate, determinand o plaja.
Asumand ci dispersia fagilor din suspensie este ideala, existd o corespondentd intre plaja
si 0 particula fagica. Accastd cantitate de fag infectant sc masoard in unitati formatoare
de plaje.

Probd: Suspensie de fag proaspat izolat (revezi 8.1,2) sau suspensii fagice de colectie,
care periodic trebuie propagate si litrate.

Propagarea fagilor: in 100 ml bulion nutritiv s¢ insdmanjcaza bacteria lizosensibila
corespunzatoare si 4—5 ml din suspensia fagulut de propagat. Se incubcazd 5—6 ore la
37°C, apoi se mengine culiura peste noapte la 4°C, dupa care se filtreaza.

Necesar: Bulion nufritiv, pipcte gradate, eprubete sterile, placa cu gelozi nutritiva,
etalor, ansa fina.
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Procedura:

1. Se mentine peste noapte la 37°C placa cu geloza nutritivi pentru uscarea suprafejei
medivlui si controlul sterilitatii,

2. Se deseneaza un caroiaj pe fundul placii cu agar nutritiv.

3. Se efectueaza dilutii decimale in bulion nutritiv ale suspcasiei fagice, schimband
pipeta dupa fiecare dilutie.

4. Se insdmanjeazd in panzi pe placa cu gelozd nutritiva tulpina lizosensibila
corespunzitoare fagului de titrat i se las3 si se adsoarbd inoculul in mediu.

5. Se insamanteaza in pitratele caroiajului cate o ansa din fiecare dilutic a suspensiei
fagice.

6. S¢ incubeazi placa la 37°C.

Interpretare: Titrul suspensiei fagice este stabilit de uvitima dilutic capabila sa
produci mininum o plaja.

Preparatiile fagice titrate sunt conservate la 4°C.

8.1.5. Aplicatii practice ale bacteriofagiei

Lizotipia.

Principin: Unele tulpini ale aceleiasi specii bacteriene sunt lizaic total de un bac-
teriofag dat, altele numai parfial, iar altele deloc. Utilizdnd mai mulfi fagi convenabil
selectati (prin antrenare repetatd pe aceeasi tulping bacteriana — revezi 8.1.2) subdivizarea
unei specii sau serovar bacterian in tulpini sensibile, parfial sensibile si rezistente devine
precisd. Un lizovar reuneste tulpinile care reactioneazi la fel si constant fata de preparatiile
fagice selectionate. Lizovarul este un valoros marker epidemiologic.

Proba: Bacteria testatd din cultura de 24 ore in bulion nutritiv esle subcultivatd
pentru 2—3 ore in bulion autritiv la 37°C.

Necesar: Setul de preparatii fagice titrate, placa cu gelozi nutritiva, ctalor, ansa fina.

Procedura:

1. Se usucs suprafata gelozei nutritive §i se verifica sterilitatea placii.

2. Se deseneazd pe fundul placii caroiajul corespunzator numirului de preparatii
fagice.

3. Se insamanieaza in panzi tulpina testath si se lasd inoculul si se adsoarba in
mediu.

4. Se depune cite o ansa din fiecare preparatie fagica in patratul corespunzator al
caroiajului.

5. Se incubeazad placa insamantatd la temperatura convenabild fiecarui sistem
fag—bacterie (37°C pentru majoritatea speciilor si 30°C pentru stafilococ) pe durata
necesara aparitiei culturii.

Interpretare: Dimensiunea si morfologia plajelor produse de fiecare fag sunt apreciate
in raport cu schemele de lizotipie standardizaie pentru diferitele bacterii testate. Lizotipia
a fost standardizat3 pentru bacterii patogene cum sunt: Salmonella typhi, S. paratyphi, A,
B, S. typhimurium, tulpinile enteropatogene de Escherichia coli, Staphylococcus aureus,
Corynebacterium diphtheriae §. a.
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Alte aplicatii.

a Indicatori sanitari: distributia bacteriofagilor in natura o reflecta pe cea a bacteriilor
gazda (revezi 8.1.2).

® Detectia substanielor carcinogene prin urmarirea inductiei pe care o produc acestea
in sistemele [izogene (revezi 8.1.3).

m Tratament aditional tn infectiile locale (intestinale, urinare, cutanate) cu rezuliate
mai satisfacatoare cand fagul activ asupra bacteriei infectante poate fi aplicat direct in
focaru! infectios.

8.2. BACTERIOCINE

Bacteriocinele sunt substante difuzibile, bactericide, codificate plasmidic si produse
de anumite tulpini bacteriene.

In functie de specia careia ii apartin, tulpinile producatoare, bacteriocinele pot avea
denumiri particulare: colicine — cele produse de E. coli, piocine — cele produse de bacilul
piocianic, megacine — cele produse de Bacillus megatherium eitc.

Plasmidele care codificd bacteriocinele sunt numite factori col. Unele sunt conjuga-
tive (autotransferabile), altele neconjugative, dar pot fi cotransferate in prezenta factorului
de sex F sau transduse de catre un bacteriofag.

Bacteriocinele se fixeazid pe receptori bacterieni specifici, sunt translocate prin
invelisurile celulare (membrana externi, perete, membrani citoplasmaticd) si aclioneaza,
cu efecte bactericide, asupra unor tinte celulare.

Spectrul antibacterian al bacteriocinelor este mult mai ingust decidt cel al an-
tibioticelor. Bacteriocinele produse de bacteriile gramnegative sunt active numai asupra
unor tulpini ale speciei producdtoare sau a unor specii ori genuri inrudite; cele produse de
bacteriile grampozitive au spectru mai larg, extins si la bacterii taxonomic mai indepartate.

Implicatii ecologice ale bacteriocinogeniei. Antagonismul exercitat de colicine (E.
coli este bacteria facultativ anaerobad dominant in colon — vezi tabelul 14.1) s-ar opune
implantarii in colon a unor patogeni ca bacilii dizeaterici §. a. lnvers, bacteriocinele produse
de tulpini patogene pot favoriza colonizarea i invazia intestinald, mai ales daca fiora
rezidenta nu produce bacteriocine eficiente.

Aplicatii practice. Specificitatea de receptor si jintd molcculari a bacteriocinelor
poate diferentia bacicriile in functic de:

= Spectrul de activitate al bacteriocinei produse fata de un set de tulpini indicatoare.
Metoda se numeste dacteriocinogenofipie.

= Spectrul de sensibilitate al unei tulpini faja de bacteriocine cunoscute. Metoda se
numeste bacteriocinotipie.

In general, caracierul produciior este mai stabil decat sensibilitatea la bacicriocine.
De aceea bacteriocinogenotipia poate fi utild in epidemiologie aldturi de lizotipie si serotipie.

Pentru bacteriocinogenotipie, tulpina festatd este insamantati in siriu de-a lungul
diametrului unei plici cu mediu agarizat 1,5%. Dupa 48 ore de incubare la 37°C, cultura
este raclata cu o lama de sticla sterild, iar bacteriile restante sunt omorate prin expunerca
placii timp de o or# la vapori de cloroform. Pentru aceasta un patrat de §X 5 ¢m din hartic

107



‘Tulpina testatd

Zona de inhibare
a cresterii

_..ag,-..-___

1—8 : Tulpini
indicatoare

:

.
\

Fig. 8.2. Bacteriocinogenotipia prin metoda Abbott-Shannon

de filtriz este plasat in capacul placii si imbibat cu 1 mi cloroform. Apoi plicile sunt aerisite
20 minute la 37°C cu capacul Intredeschis. Tulpinile indicaloare sunt insamanjate perpcn-
dicular pe urma striului de culturd a tulpinii testate, iar placa incubatd peste noapie la
379C. Sunt semnificative zonele de inhibijie mai lungi de 2 mm pe striul tulpinilor in-
dicatoare (figura 8,2), Interpretarea spectrului de activitate bacteriocinogend a tulpinii
testate se face dupa scheme standardizate.

Acceagi metods poate fi untilizatd si peniru bacteriocinotipie. In acest caz tulpina
bacteriocinogend, cunoscuti, este insdmantata in lungul unui diametru al placii, iar tul-
pinile testate perpendicular pe acesia.



