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I batteriofagi

•Ernest Hankin nel 1896: le acque del fiume Gange e dello Jumna  (India),  hanno un 
potere antibatterico nei confronti di Vibrio cholerae;
•L’ingestione delle acque preveniva le epidemie di colera. 
•Egli ipotizzò che un entità piccola in grado di attraversare i filtri di 
porcellana e stabile al calore, fosse, responsabile di questo fenomeno 
(Sulakvelidze, Alavidze, &Morris, 2001). 

La grande 
purificazione 
nelle acque 
del fiume 

Gange

La grande 
purificazione 
nelle acque 
del fiume 

Gange
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• Nel 1915 Frederick Twort e Felix D’Herelle, descrivono 
entità*** in grado di distruggere cellule 

batteriche. Felix D’Herelle chiama queste entità 

Batteriofagi
***1931

 Aprile 1915: l’Italia entra in guerra (I°conflitto mondiale)
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I killers di batteri:
1. Batteri (Bdellovibrio, Vampirococcus, Myxococcus…)
2. Virus (Batteriofagi)
3. protisti eucarioti (protozoi)

1 2 3
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•I batteriofagi sono VIRUS
•Sono predatori di batteri (eubatteri) ed 
Archeobatteri
•Rappresentano il gruppo più numeroso di virus 

Spolveriamo la memoria 
(se è necessario….):

i virus non sono cellule
non eseguono funzioni metaboliche e non sono in grado di riprodursi autonomamente
sono parassiti intracellulari obbligati
Ospiti: possono essere animali, vegetali, funghi, protisti o procarioti
All’esterno delle cellule ospiti, i virus si presentano sotto forma di particelle singole, definite virioni
Un virione è formato da un acido nucleico (DNA  o RNA) avvolto da un capside, un rivestimento 
costituito da una o più proteine. A volte ha un envelope (rivestimento esterno di natura lipidica a 
struttura biilaminare)
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Come sono?
Virus a DNA (singolo o doppio filamento) o RNA (singolo o doppio filamento) 
incapsulati in un “involucro” proteico (capside). Si riconoscono 14 famiglie ufficiali 
e 5 potenziali. La maggior parte (96%) dei batteriofagi è provvisto di coda; altri 
tipi sono “cubici", filamentosi, o pleomorfi (meno del 4%).
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Il “tipico”*ciclo biologico di un batteriofago:

Il DNA fagico penetra nella 
cellula

Il DNA fagico di integra nel cromosoma 
batterico trasformandosi in profago non 

infettivo

CICLO 
LITICO

CICLO 
LISOGENO

*Esistono anche altre 
possibilità: ciclo 
pseudolisogeno 
ed infezione cronica 
(idem ciclo litico ma no 
lisi)
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Il DNA fagico penetra nella 
cellula

1)Assorbimento: il fago riconosce recettori specifici sul batterio. 
Solitamente I recettori sono:
a) del primo tipo ovvero recettori somatici
b) del secondo tipo ovvero appendici batteriche
(….. tipizzazione batterica con fagi……)
2) Penetrazione del DNA o RNA virale (il capside rimane 

sempre fuori)
3) viene bloccata la sintesi di macromolecole da parte del 

procariote; alcuni fagi determinano la FRAMMENTAZIONE 
del DNA batterico grazie alla presenza di endonucleasi 
(materia prima per virus)

4) Replicazione del materiale genetico
5-6-7) assemblaggio (trasduzione generalizzata***), 

maturazione (complesso fenomeno di cambiamento di 
conformazione delle molecole proteiche a cascata) e 
liberazione (alcuni fagi producono lisozima o endolisina)

*****trasduzione generalizzata : alcuni frammenti di DNA del 
batterio possono finire nel capside delle nuove particelle 
fagiche in assemblamento.

Il DNA fagico penetra nella 
cellula

Le fasi da 2 a 5 vengono chiamate dell’eclissi virale

Burst size: numero di virioni per cellula infettata

Il ciclo litico (fago litico o virulento):
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Il DNA fagico penetra nella cellula

Il DNA fagico di integra nel cromosoma 

batterico trasformandosi in profago 
non infettivo

Il ciclo lisogeno (fago temperato):

I profagi sono degli 
importanti vettori 
di fattori patogeni 
(es STX 1 e 2 degli 
STEC)
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………………Considerazioni…………….

L’antibioticoresistenza
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EPIDEMIA DI 
ANTIBIODICORESISTENZA?!

Ad Aprile 2015 ha avuto grande 
scalpore mediatico il rapporto 
del Cabinet Office del governo 
britannico contenuto nell’ultimo 
National Risk Register of Civil 
Emergencies secondo il quale 
l’antibioticoresistenza potrebbe 
colpire, da qui a 20 anni, 

200mila cittadini 
del Regno Unito 

causandone la morte 

di almeno 80mila
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I batteriofagi come agenti 
antibatterici

fagi per scopi terapeutici a partire dai primi anni dalla loro scoperta. 

primi test in campo veterinario: D’Herelle nel 1919, utilizzò fagi nella terapia  del tifo aviare e 

della dissenteria da Shigella, dei conigli.  

In seguito, avendo sperimentato dei successi terapeutici consistenti , utilizzo i fagi nella terapia delle 

dissenterie bacillari umane

D’Herelle per dimostrare l’innocuità dei virus isolati li utilizzò, anche, sui propri familiari e colleghi .

D’Herelle ideò la frmulazione e commercializzò cinque preparati attivi nei confronti di altrettante 
malattie batteriche.(Bacté-coli-phage, Bacté-rhino-phage, Bacté-intesti-phage, Bacté-pyo-phage, 
and Bacté-staphy-phage) commercializzati da quella che diventerà in seguito la L'Oréal 
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Negli Sati Uniti, alcuni anni dopo, vennero commercializzate delle formulazioni 
contenenti fagi. Tuttavia,  alcuni effetti controversi ed il diffondersi degli  antibiotici, 
causarono il progressivo abbandono di queste terapia in occidente. 

Nella preprazioone dei farmaci 
contenenti fagi per eliminare i batteri 
necessari alla loro moltiplicazione si 
utilizzava la filtrazione per cui 
permanevano nel filtrato eso ed endo 
tossine

Per la conservazione si utilizzavano i 
composti del mercurio inorganico 
(tossicità)

Nel 1929 A. Fleming scopre la 

pennicillina (premio 
Nobel per la Medicina nel 1945), il 
primo antibiotico (i batteriofagi 
vennero scoperti  solo 14 anni 
prima, nel 1915…..)



Nei Paesi dell’est Europa e dell’ ex Unione Sovietica, al contrario, invece, hanno 
continuato ad essere utilizzati in campo medico

D’Herelle è considerato uno dei padri fondatori  dell’Istituto Eliava di Tibilisi  in 
Georgia (http://www.eliava-institute.org/) che si occupa, tra l’altro, di Terapia 
fagica
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http://www.eliava-institute.org/


Il presente

FDA Approval of Listeria-specific 
Bacteriophage Preparation on 
Ready-to-Eat (RTE) Meat and Poultry 
Products



“Virulent bacteriophages are the ones 
of choice for phage-based food 
decontamination, and some of these, 
under specific conditions, have been 
demonstrated to be very effective in 
the targeted elimination of specific 
pathogens  from foods”

“ListexTM P100 (…) should  not 
present  human  toxicological 
problems but….. the data were 
not adequate …” In sostanza sono 
necessari maggiori studi per 
lì’approvazione





Le nuove applicazioni



………………Considerazioni…………….
Le applicazioni in acquacoltura:

Il problema degli antimicrobici nel settore ittico

La resistenza antimicrobica derivante dall'uso di antimicrobici nel 
settore dell'acquacoltura presenta un rischio per la salute pubblica 
a causa di uno:

• Sviluppo di resistenza acquisita nei batteri in ambienti acquatici 
che possono infettare gli esseri umani (diffusione diretta)

• Sviluppo di resistenza acquisita in batteri presenti nell’ambiente 
acquatico. Questi microrganismi possono agire come serbatoio di 
geni di resistenza ed essere diffusi e trasferiti ad agenti patogeni 
umani (diffusione indiretta)



L’impiego di batteriofagi nella cura delle patologie batteriche dei pesci è stato 
oggetto di una nuova attenzione da parte della comunità scientifica (Park and 
Nakai, 2003; Nakai et al., 2002; Nakai et al., 1999).

Phage therapy of Lactococcus garvieae infection (yellowtail)

Phage therapy of Pseudomonas plecoglossicida infection 

(Plecoglossus altivelis)



 LA RICERCA DI BATTERIOFAGI ATTIVI NEI 
CONFRONTI DI PATOGENI DEI PESCI: 

Un lavoro di ricerca iniziato nel 2014 (SIPI 2014, EAFP 2015)……



UNA BREVE PARENTESI:

(Yersinia ruckeri???
il genere Yersinia comprende microrganismi Gram negativi, 
di forma bastoncellare, anaerobi facoltativi inclusi nella 
famiglia Enterobacteriaceae.
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APERTA PARENTESI…..APERTA PARENTESI…..



Gli ospiti: 

                                 SALMONIDI:  trota iridea (Oncorhynchus mykiss)
 
ma anche altre specie animali: topo muschiato (Ondatra zibethicus), gheppio (Falco 
spp.), gabbiani (Laridae), tartarughe (Cheloniidae) ed esseri umani

Yersinia ruckeri è l’agente eziologico:  della Bocca Rossa, una importante malattia a 
carattere setticemico di molte specie di salmonidi tra cui la trota iridea (Oncorhynchus 
mykiss)
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Segni clinici

Kumar et al. Veterinary Research (2015) 46:103 
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Distribuzione
USA, Canada, Europa, America del sud, Medio oriente, Cina, India ed Australia 

Prima 
segnalazione nel
Valley of Idaho, 

USA nel1950 
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• Terapia: amoxicillina, acido ossolinico, ossitetraciclina, 
sulfadiazina in combinazione con trimetoprim e più 
recentemente, florfenicolo

• Profilassi: vaccinazione monovalente con cellule 
inattivate di Y. ruckeri  sierotipo O1  biotipo 1 per via orale, 

immersione, iniezione)
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CHIUSA PARENTESI…..CHIUSA PARENTESI…..



TORNANDO AL PROGETTO…
SIAMO NEL 2013 ED INIZIANO I PRIMI TEST (…)

NEL 2014: 5 campioni di acqua di 
allevamento sono stati prelevati in un punto di carico ed in 
4 di scarico appartenenti rispettivamente a 3 vasche in cui 
erano detenute delle trote (Salmo trutta) e ad una in cui 
erano custodite delle carpe (Cyprinus carpio). Il carico 
dell’acqua era il medesimo per le 4 vasche

NEL 2014: 5 campioni di acqua di 
allevamento sono stati prelevati in un punto di carico ed in 
4 di scarico appartenenti rispettivamente a 3 vasche in cui 
erano detenute delle trote (Salmo trutta) e ad una in cui 
erano custodite delle carpe (Cyprinus carpio). Il carico 
dell’acqua era il medesimo per le 4 vasche

I campioni sono stati centrifugati 
a 10, 000 × g per 10 min ed il 
supernatante conservato  a 4  C ◦
con cloroformio (rapporto 1:100)

I campioni sono stati centrifugati 
a 10, 000 × g per 10 min ed il 
supernatante conservato  a 4  C ◦
con cloroformio (rapporto 1:100)

Quali 
batteri???

Quali 
batteri???

Quali 
terreni???

Quali 
terreni???

Quali 
metodiche

???

Quali 
metodiche

???

Messa a punto 
di un 

protocollo

Messa a punto 
di un 

protocollo

La scelta



TEST SUI CAMPIONI DI ACQUA UTILIZZANDO  MICRORGANISMI 
PATOGENI ISOALTI IN LOCO  ED ALTRI CRIOCONSERVATI NELLA 
CEPPOTECA DEL LABORATORIO DI ITTIOPATOLOGIA OVVERO:

AEROMONAS SOBRIA (ISOLATO DA CAVEDANO NEL 2011)
AEROMONAS VERONII  (ISOLATO DA CARPA NEL 2013…IN LOCO)
YERSINIA RUCKERII  (ISOLATO DA CARPA NEL 2009)

Quali 
batteri???

Quali 
batteri???



IL GRUPPO 1 O GRUPPO “LURIA BERTANI” (LURIA BERTANI, LURIA 
BERTANI BROTH, LURIA BERTANI SOFT AGAR, 
LURIA BERTANI BRODO DOPPIA CONCETRANZIONE)

IL GRUPPO 2: NA, SOFT AGAR, BHI, BHI DOPPIA CONCENTRAZIONE

Quali 
terreni???

Quali 
terreni???

C
a

C
l2



ENRICHMENT TECHNIQUES

SCREENING: 
1.SPOT TEST TIPO 1

2.SPOT TEST TIPO 2

TEST DI CONFERMA/CONTA:

1.TIPO 1

2.TIPO 2

TERRENI GRUPPO 1
TERRENI GRUPPO 2

TERRENI GRUPPO 1
TERRENI GRUPPO 2

TERRENI GRUPPO 1
TERRENI GRUPPO 2

TERRENI GRUPPO 1
TERRENI GRUPPO 2

TERRENI GRUPPO 1
TERRENI GRUPPO 2

Quali 
metodiche???

Quali 
metodiche???



FACCIAMO DUE CONTI:

5 CAMPIONI X 3 CEPPI=15 SUBCAMPIONI
CIASCUNO DEI SUBCAMPIONI è STATO 
SOTTOPOSTO  AI 2 TEST DI SCREENING CON I 2 GRUPPI DI 
TERRENO …. I POSITIVI (+ LE DILUIZIONI) SONO STATI 
SOTTOPOSTI AI TEST DI CONFERMA/CONTA (SEMPRE CON I 2 
GRUPPI DI TERRENI)……..

Aggiornamento sulle attività sperimentali della direzione Operativa Controllo alimenti , Istituto Zooprofilattico Sperimentale del Lazio e della 
Toscana, M. Aleandri. Roma 05/04/2016



ENRICHMENT TECHNIQUES

Con brodo doppia concentrazione: ha lo scopo di aumentare la crescita microbica e 
quindi, di conseguenza, la carica virale

Quali 
metodiche???

Quali 
metodiche???
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SCREEENING: 

SPOT TEST TIPO 1SPOT TEST TIPO 2

Dato qualitativo presenza/assenza

Quali 
metodiche???

Quali 
metodiche???
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CONFERMA E CONTA: 
SEMINA IN DOPPIO STRATO DI AGAR E METODO DELLA 
GOCCIA 

Quali 
metodiche???

Quali 
metodiche???
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I RISULATATI:

DUE dei CAMPIONI provenienti dall’acqua di scarico di 

altrettante vasche di allevamento delle trote sono risultati positivi ad 
entrambi i metodi di screening per fagi 

attivi nei confronti di YERSINIA RUCKERI.
I due metodi sono risultati ugualmente efficaci tuttavia lo spot test tipo 1 è apparso 
più adatto alla lavorazione di un numero elevato di campioni (rapidità e 
semplicità di esecuzione)

DUE dei CAMPIONI provenienti dall’acqua di scarico di 

altrettante vasche di allevamento delle trote sono risultati positivi ad 
entrambi i metodi di screening per fagi 

attivi nei confronti di YERSINIA RUCKERI.
I due metodi sono risultati ugualmente efficaci tuttavia lo spot test tipo 1 è apparso 
più adatto alla lavorazione di un numero elevato di campioni (rapidità e 
semplicità di esecuzione)
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I test di conferma/conta utilizzando il metodo della goccia e la 
semina in doppio strato di agar hanno dato esito positivo. 
Tuttavia i campioni saggiati con il METODO DELLA 
GOCCIA sono risultati INCONTABILI per la sovrapposizione 
delle placche di lisi

I test di conferma/conta utilizzando il metodo della goccia e la 
semina in doppio strato di agar hanno dato esito positivo. 
Tuttavia i campioni saggiati con il METODO DELLA 
GOCCIA sono risultati INCONTABILI per la sovrapposizione 
delle placche di lisi

Il METODO IN DOPPIO STRATO DI AGAR ha permesso di 
quantificare con il gruppo 2 dei terreni in un campione 
2,4x108 ufp/ml e nell’altro 2,0x107 ufp/ml.

Il METODO IN DOPPIO STRATO DI AGAR ha permesso di 
quantificare con il gruppo 2 dei terreni in un campione 
2,4x108 ufp/ml e nell’altro 2,0x107 ufp/ml.
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Sebbene i campioni abbiano dato lo stesso risultato qualitativo 
il gruppo di terreni 1 (“Luria Bertani”) è risultato 
migliore per l’osservazione delle placche e pertanto nelle 
fasi successive è stato utilizzato da solo

Sebbene i campioni abbiano dato lo stesso risultato qualitativo 
il gruppo di terreni 1 (“Luria Bertani”) è risultato 
migliore per l’osservazione delle placche e pertanto nelle 
fasi successive è stato utilizzato da solo
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3 semine successive

LA PURIFICAZIONE:
I campioni presentavano  placche di morfologia differente ascrivibili a 3 
tipologie. Sono state selezionate 4 placche e purificate mediante 3 
successive semine in doppio strato di agar 

3 semine successive
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STUDIO DELLA MORFOLOGIA:
Le 4 placche sono state esaminate al microscopio elettronico a trasmissione (TEM),  
utilizzando due differenti metodologie ovvero il metodo della goccia e 
dell’ultracentrifugazione

I batteriofagi isolati, sono apparsi 
tutti della stessa morfologia e 
provvisti di coda.
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STUDIO DELLO SPETTRO D’OSPITE

Attività nei confronti della stessa specie e dello stesso 
genere :
1. 4 ceppi di Yersinia ruckeri
2. 5 ceppi di Yersinia enterocolitica (2 sierotipi 
Non tipizzati, O9, O8, O5)

Mi ospiti???
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Risultati:
Allo screening : falsi positivi

Positività per 2 ceppi di Yersinia 
enterocolitica 

positività per un altro ceppo di Yersinia 
ruckeri  (totale 2 ceppi di Y. ruckeri)
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attività nei confronti di generi diversi: 

E voi mi 
ospitate???

2 ceppi di Pseudomonas fluorescens
2 ceppi di Lactococcus garviae
2 ceppi di Vibrio parahaemolyticus
2 ceppi di Vibrio alginolyticus
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NO!!!!

Nessuno dei ceppi testati è risultato infettabile dai fagi isolati
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Concludendo:
 Screening : di facile esecuzione ma …..falsi 
positivi
Visualizzazione delle placche migliore 
con gruppo 1 dei terreni
Positività per 2 ceppi di Yersinia 
enterocolitica 
Positività per 2 ceppi di Yersinia ruckeri
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Eseguiti altri test per identificare 
batteriofagi attivi nei confronti di 
Listeria monocytogenes su acqua 
proveniente da un’ industria 
alimentare e tamponi di superficie 
(stabilimento positivo per L. 
monocytogenes) ma esito negativo

Il passato prossimo:
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Il futuro:
Verificare la stabilità  dei fagi isolati

….la ricerca continua (RICERCA 
CORRENTE ANNO PESCI 

ORNAMENTALI)…
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Un ringraziamento al 
personale tecnico 

coinvolto nel progetto 
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