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Pretazione

Questo libro, che vede fra i suoi Autori un gran numero dei Docenti titolari delle cattedre di Microbiologia degli
Atenei Italiani, e stato scritto principalmente per gli studenti di Farmacia.

L’intento si e rivelato complicato e faticoso: complicato per I'esigenza di riuscire a dire tutto il necessario in modo
semplice e comprensibile, faticoso per la necessita di rendere organico un corso che potesse soddisfare le esigenze
delle diverse specialita previste nel Corso di Farmacia, quelli quinquennali (Laurea Magistrale in Farmacia e Laurea
Magistrale in Chimica e Tecnologie Farmaceutiche) e triennali (Tecniche Erboristiche, Informatore scientifico, ecc.),
dove il Corso di Microbiologia & non solo legato ad un diverso numero di crediti ma, soprattutto, previsto in anni
diversi, e quindi affrontato con una preparazione differente.

Nel presentare il frutto di tanta fatica la soddisfazione e grande: per la prima volta, infatti, & stato costruito un
testo specifico per gli studenti di Farmacia, esigenza sentita, oltre che dagli studenti stessi, anche dai Docenti che
da tempo hanno “unito le forze” costituendo la SIMiF (Societa Italiana di Microbiologia Farmaceutica), cui scopo
principale & proprio quello di promuovere una visione peculiarmente farmaceutica della Microbiologia: da questo
intento la stesura di un testo che, oltre alle nozioni di base della Microbiologia e della Microbiologia clinica, svilup-
passe argomenti piu vicini alla figura del Farmacista, come gli aspetti legati all’antibiotico-resistenza, alla produzio-
ne farmaceutica, ai saggi e dosaggi della Farmacopea e alle nozioni di base per le infezioni da microrganismi.

Il sistema scelto e stato quello di un testo suddiviso in capitoli articolati in nozioni facili e snelle, da completarsi
con approfondimenti al testo base, inserendo in questa terza edizione capitoli approfonditi di argomenti moderni.

Questo testo risulta piu snello di quelli normalmente utilizzati, meno enciclopedico e piu pragmatico, piu ade-
rente alla professione del Farmacista e quindi ci si augura che venga adottato in tutti gli Atenei Italiani, conferendo
omogeneita ai corsi in tutto il territorio nazionale.

A tutti coloro, Docenti e Collaboratori, che hanno contribuito apportando la loro preziosa esperienza scientifica
e didattica, va il ringraziamento piu sincero.

Alla EdiSES Universita, I'Editore che ha creduto nel progetto e supportato la stesura dell’'opera, a tutto il suo staff
e in particolare alle Dott.sse Lucia Cavestri e Mariarosaria Figliolia, un grazie altrettanto grande.

Agli Studenti di tutti i corsi di Laurea in ambito farmaceutico, per i quali questo lavoro & stato pensato, la racco-
mandazione di non considerare lo studio di questa materia soltanto come un esercizio mnemonico teso al successo
didattico, ma di fermarsi a comprenderne il fascino e I'importanza enorme e universale per il corretto esercizio
della professione che si stanno preparando ad esercitare. E infatti un testo che deve accompagnare il Farmacista
per le sue conoscenze professionali.

L’orgoglio di tutta la SIMIF di aver contribuito alla loro formazione & grande.

Prof. Nicola A. Carlone Prof. Raffaello Pompei Prof.ssa Vivian Tullio
gia Ordinario di Microbiologia gia Ordinario di Microbiologia Prof. Associato di Microbiologia
Universita degli Studi di Torino Universita degli Studi di Cagliari Universita degli Studi di Torino

Presidente SIMiF




VI PREFAZIONE

PIANO DELL’OPERA

Dopo una prima introduzione alla materia (Capp. 1-2), il testo tratta del mondo batterico (Capp. 3-10) e della
classificazione dei Farmaci antibatterici (Cap.11). Si occupa poi della micologia (Capp. 12-13), della virologia
(Capp. 14-15) e della parassitologia (Capp. 16-17). La parte successiva tratta temi pit ampi, quali sterilizzazio-
ne, disinfezione, coltivazione di microrganismi e tecniche di valutazione dell’attivita in vitro di agenti antimi-
crobici.

Sono presenti la trattazione dell'immunologia, dei vaccini, dei sieri e delle varie tecniche immunologiche
(Capp. 19-22).

Il Cap. 26 & dedicato agli aspetti microbiologici della produzione farmaceutica, il Cap. 27 ai saggi e dosaggi
microbiologici della Farmacopea, il Cap. 28 ai principi per la diagnosi delle malattie da infezione, il Cap. 29 al
next generation sequencing.

Nella terza sezione vengono presentati i principali batteri patogeni (Capp. 30-42), i funghi microscopici pa-
togeni (Cap. 44), i virus (Capp. 47-59), i prioni (Cap. 60), i parassiti umani di interesse sanitario (Cap. 46) ed
infine e stata affrontata, in modo tabellare (Cap. 61), la classificazione, condotta per apparati, dei principali
microrganismi agenti di infezioni, con particolare attenzione alle caratteristiche del microrganismo, alla pa-
tologia determinata, alla terapia appropriata (di prima e seconda scelta). Il Cap. 62 e dedicato alla Medicina
complementare e alternativa.

RINGRAZIAMENTI

Gli Autori e 'Editore ringraziano tutti coloro che hanno fornito preziose segnalazioni su eventuali errori
ed imprecisioni permettendo la correzione. Un particolare ringraziamento va al Prof. De Giuli Morghen, alla
Dott.ssa Gandolfi, alla Dott.ssa Parapini e al Dott. Zanotto.



Introduzione

LA MICROBIOLOGIA E IL FARMACISTA
Lo studio e la conoscenza della Microbiologia, ad un primo impatto, possono apparire interessanti, persino affasci-
nanti, ma, in qualche modo, “sganciati” dalla Professione del Farmacista una volta calata nella pratica quotidiana.

In realtala Microbiologia & una disciplina talmente versatile, e con una tale possibilita di applicazioni, da risultare
parte integrante del quotidiano lavoro del Farmacista.

In questo equivoco forse un po’ di responsabilita va attribuita ai Microbiologi stessi, che, legati alle nozioni base
della clinica di laboratorio e non sempre vicini alla pratica quotidiana del lavoro “di banco” sembrano privilegiare
un certo nozionismo a spese di indicazioni piu mirate all’esercizio della Professione.

Ma si sa: per scrivere un romanzo dai contenuti affascinanti e coinvolgenti &€ necessario passare attraverso lo
Studio della grammatica e delle sue infinite regole, che talvolta possono apparire eccessive ma che in realta ci tra-
smettono quella conoscenza appropriata ed approfondita della parola che ci consentira poi, in un tempo successivo,
di esprimerci con proprieta nel racconto.

Lo stesso accade per lo studio della Microbiologia: € necessario passare attraverso la conoscenza dei Metodi,
delle infinite specie di microrganismi, patogeni e non, che popolano il nostro Pianeta (ed il nostro organismo), di
quando essi possono causare patologia e di quanto e come invece in altri casi possano rivelarsi benefici, per acqui-
sire strumenti e capacita di svolgere la Professione di Farmacista con consapevolezza e preparazione.

[l Farmacista ritrovera la Microbiologia, durante il suo percorso professionale, nelle circostanze piu inaspettate,
e stara a lui farne strumento di ricerca, studio e proposta.

Si pensi al microbiota intestinale, di cui oggi cosi diffusamente si studia e si parla, all’alimentazione, che riveste
un ruolo sempre piu importante nella gestione ma anche nella prevenzione delle principali patologie.

Si pensi alle terapie complementari, alle quali ci si rivolge sempre piu spesso in termini di prevenzione ma anche
di supporto alla Medicina dei Protocolli sulla cui efficacia ed opportunita non si discute.

La Microbiologia puo e deve rappresentare uno strumento di garanzia in un mondo in evoluzione dove que-
sti “universi” apparentemente in contrasto ma invece in perfetta armonia (perché derivanti da una matrice unica
rappresentata dalla Natura di cui siamo parte integrante) devono imparare a convivere, ad integrarsi e ad offrire
garanzia di serieta ed efficacia.

Uno studio attento e diligente di questa materia offre al Farmacista la possibilita di comprendere, valutare, spe-
rimentare consapevolmente e quindi di proporre al cliente soluzioni integrate e sicure svolgendo appieno il ruolo
cui & chiamato: non soltanto il doveroso supporto al lavoro del Medico ma anche 'educazione alla prevenzione ed
alla “presa in carico” della propria salute da parte di ciascun individuo.

Questo libro nasce, fra gli altri, proprio con l'intento di avvicinarsi sempre di piu alla pratica professionale quo-
tidiana e con la speranza di diventare, anche in un futuro lontano dalle aule universitarie, uno strumento di consul-
tazione e ricerca.

Dott.ssa Stefania Sartoris
Farmacista Territoriale
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[ virus, il cui nome deriva dalla forma latina virus, che
significa “tossina” o “veleno”, sono entita elementari
con caratteristiche di parassiti endocellulari obbliga-
ti. Infatti, per la loro replicazione dipendono dall’ap-
parato biochimico della cellula ospite, in quanto non
possono produrre energia, né sintetizzare protei-
ne, né replicarsi al di fuori della cellula parassita-
ta. Nell'ambiente extracellulare le particelle virali,
chiamate anche virioni, sono metabolicamente inerti
e esistono in forma di particelle indipendenti e inat-
tive. Pertanto, nel corso dell’evoluzione, sono stati
selezionati e favoriti quei virus che sono in grado di
utilizzare i meccanismi della cellula ospite per pro-
durre le componenti virali. Il parassitismo dei virus e
estremamente diffuso, sia tra gli organismi pluricel-
lulari che unicellulari, e si pud affermare che i virus
sono in grado di parassitare qualsiasi forma di vita
esistente dagli animali, alle piante, ai microrganismi
compresi batteri e archeobatteri.

14.1 Caratteristiche e ciclo
replicativo dei virus

B Struttura del virione

L’unita di misura per le dimensioni del virione € il
nanometro (nm). Le dimensioni dei virus animali
vanno da poche decine a qualche centinaio di nano-
metri e, infatti, 'invisibilita al microscopio ottico e la
filtrabilita sono state le prime caratteristiche ricono-
sciute.

Capside

Acido nucleico

(a) Virus nudo

Pericapside

Peplomeri

Nucleocapside
a simmetria
icosaedrica

Dato che il limite di risoluzione del microscopio
ottico € di circa 200 nm, le conoscenze di base sul-
la morfologia e struttura dei virus si sono sviluppate
mediante I'uso del microscopio elettronico e di anali-
si chimiche.

La particella completa del virus é detta virione. I
virioni sono costituiti da un genoma, che puo essere
una molecola di DNA o di RNA, circondato da un in-
volucro proteico, denominato capside o capside (dal
latino capsa, involucro). [ virus formati solo da acido
nucleico e capside sono chiamati “virus nudi”; talvol-
ta, nei virus degli eucarioti, il capside virale puo esse-
re avvolto da una membrana di natura lipoproteica,
detta pericapside o envelope e questi virus vengono
definiti “virus rivestiti” (Figura 14.1). Tutti i genomi
virali sono aploidi, cioé presenti in una singola copia
nella particella virale, ad eccezione del genoma dei
Retrovirus, che & invece diploide.

Il capside e costituito da proteine virus specifi-
che che conferiscono una struttura piu o meno rigi-
da, la cui forma serve come base per la distinzione
morfologica, in grado di proteggere I'acido nucleico
e di sopportare condizioni ambientali sfavorevoli. Le
proteine del rivestimento sono codificate dal genoma
virale, la cui ridotta lunghezza impone I'espressione
di un numero limitato di proteine, definite strutturali,
destinate alla formazione della particella virale. Per
questo motivo, in genere, il rivestimento € composto
da un numero variabile, ma sempre assai basso, di
identiche catene polipeptidiche associate a formare
il capside virale. Siccome le catene polipeptidiche
sono molecole asimmetriche, esse possono asso-
ciarsi solo in due modalita: a simmetria icosaedri-

Nucleocapside
a simmetria
elicoidale

FIGURA 14.1 Strutture di un virus nudo (2) e di virus dotati di pericapside (b). Il pericapside & composto da lipidi, proteine e
glicoproteine. Ha una struttura simile alle membrane cellulari da cui deriva per gemmazione.


lipidi:1proteine1e

ca o elicoidale. Queste due simmetrie permettono
di formare un involucro compatto attorno all'acido
nucleico e servono come base per la classificazione
morfologica dei virus (Figura 14.2).

Il capside a simmetria cubica o icosaedrica (iso-
metrica) presenta una forma quasi sferica, simile all’i-
cosaedro, un poliedro regolare che ha 20 facce, ciascu-
na costituita da un triangolo equilatero, 30 spigoli (i
lati dei triangoli) e 12 vertici (il punto d’incontro dei
lati). Questo tipo di capside e costituito da unita ripe-
tute (capsomeri o protomeri) contenenti un numero
variabile di subunita proteiche (monomeri o polime-
ri). Nei capsidi isometrici di maggiori dimensioni ogni
capsomero che occupa un vertice dell’icosaedro é for-
mato da 5 monomeri che, al microscopio elettronico,
appaiono come una struttura con un profilo pentago-
nale, denominata pentone. I capsomeri disposti sui
lati dell’icosaedro sono formati da sei catene polipep-
tidiche, vengono definiti esoni e sono esavalenti, cioé
in grado di contrarre rapporti con altri 6 capsomeri.

RNA

Protomero

14.1 Caratteristiche e ciclo replicativo dei virus ' 2471

Il capside a simmetria elicoidale presenta una
forma simile ad una bacchetta, al cui interno e con-
tenuto 'acido nucleico virale (in genere RNA). La
struttura & quella di un’elica costituita da subunita
proteiche identiche (protomeri), connesse tra loro
a formare una serie di dischi sovrapposti. E la lun-
ghezza del filamento dell’acido nucleico a determi-
nare, durante le fasi finali del ciclo di replicazione,
la dimensione definitiva del capside, che assume la
forma di bastoncino rigido, nei virus vegetali, o fles-
sibile, nei virus animali. L’insieme dell’acido nuclei-
co e del capside prende il nome di nucleocapside.

Esistono anche diversi virus con capsidi la cui
struttura non e né elicoidale né icosaedrica e che
possiedono strutture aggiuntive, come code protei-
che o un insieme di membrane esterne a struttura
complessa. Tra i virus animali, un’eccezione ai due
tipi di simmetria del capside descritti e rappresen-
tata dai Poxvirus, i virus di maggiori dimensioni, che
presentano una struttura complessa, con strutture

FIGURA 14.2 Struttura del capside. Simmetria elicoidale. (a) I protomeri, costituiti da singole e identiche unita proteiche, sono
disposti secondo una simmetria elicoidale in cui & contenuto l'acido nucleico, in genere RNA. (b) Microfotografia elettronica di
Rhabdovirus. Simmetria icosaedrica. (¢, d) Licosaedro & un solido formato da 20 facce (triangoli equilateri), 30 spigoli (i lati dei
triangoli) e 12 vertici (punto di incontro dei lati). I protomeri, costituti da diverse unita proteiche, si associano fra di loro a formare

le diverse unita del capside, chiamate capsomeri. I capsomeri formati da 5 protomeri prendono il nome di pentoni e si trovano ai
vertici dell'icosaedro, mentre quelli formati da sei protomeri sono denominati esoni e si trovano sulle facce e sugli spigoli. (e) Mi-

crofotografia elettronica di Parvovirus.
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nucleico:1in1genere1RNA
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superficiali ricche di lipidi di aspetto tubolare e una
struttura interna composta da un nucleoide centrale,
contenente il DNA, e da due corpi laterali di natura
proteica. [ Poxvirus e altri virus a struttura comples-
sa acquisiscono le loro membrane esterne con un
meccanismo diverso da quello che i virus piu piccoli
utilizzano per formare il pericapside. Infatti, essi non
usano un processo di gemmazione, ma vengono av-
volti da membrane del reticolo endoplasmatico per
acquisire due membrane.

Un’altra eccezione & costituita dai virus parassiti
dei batteri o batteriofagi, la cui organizzazione com-
plessa e costituita da un contenitore proteico isome-
trico (testa), che racchiude I'acido nucleico (DNA o
RNA), collegato con un’appendice tubulare (o coda) e
appendici caudali con apparato contrattile in grado di
iniettare il genoma fagico nel citoplasma del batterio.

All'interno del capside possono essere presenti
proteine (ad es. enzimi importanti per la replicazione
virale) e/o proteine associate all'acido nucleico per
determinarne la stabilita. Queste ultime sono chia-
mate nucleoproteine e l'insieme delle proteine del
capside virale con 'acido nucleico virale & definito
nucleocapside.

Alcuni virus animali a simmetria icosaedrica pos-
siedono il pericapside, mentre tutti i virus animali
con capside elicoidale sono sempre provvisti di que-
sto ulteriore involucro di natura lipoproteica entro il
quale il nucleocapside si trova raggomitolato. Il peri-
capside, dunque, é costituito da porzioni di membra-
na cellulare, modificate dall’inserzione di proteine vi-
rus-specifiche. Le membrane cellulari coinvolte nella
formazione del pericapside possono essere quella
citoplasmatica, nucleare, dell'apparato del Golgi o del
reticolo endoplasmatico rugoso; pertanto, i lipidi e i
carboidrati che compongono il pericapside derivano
dalla cellula. Le proteine pericapsidiche sono invece
di origine virale, sono glicosilate (glicoproteine) pri-
ma di essere inserite nell’envelope e sono evidenzia-
bili nella particella virale come proiezioni superficia-
li, denominate peplomeri o spicole (spikes) (

)- Una conseguenza della presenza dell'involucro
lipoproteico e la sensibilita dei virus al trattamento
con solventi dei lipidi (etere) che ne abolisce la ca-
pacita infettante. La funzione degli involucri esterni
all’acido nucleico (capside e pericapside) & duplice,
ovvero di protezione dell’acido nucleico dalle nu-
cleasi presenti nei liquidi extracellulari e per I'inizio
dell'infezione tramite l'interazione delle proteine e
glicoproteine sulla superficie del virus (antirecettori)
con il recettore specifico presente sulla membrana ci-
toplasmatica della cellula ospite.

Nei virus con envelope € spesso presente una pro-
teina, di solito non glicosilata, definita proteina di
matrice (M) o piu proteine che costituiscono il te-
gumento (T), disposte a formare un rivestimento,
strettamente aderente al lato interno del pericapside
stesso. Tali proteine possono contribuire a rendere

maggiormente rigido il pericapside e svolgono un
ruolo importante di ancoraggio del nucleocapside
durante la maturazione del virus nel processo di re-
plicazione. Alcune proteine del tegumento risultano
particolarmente importanti nel regolare i rapporti
virus-cellula nelle prime fasi dell'infezione.

Sensibilita ad agenti fisici e chimici

Al di fuori della cellula i virus sono altamente termo-
sensibili. Pochi minuti di esposizione ad una tempe-
ratura di 55-60°C sono sufficienti per denaturare le
proteine del capside con conseguente perdita della
capacita infettante. Pertanto, i virus devono essere
conservati a basse temperature e, per lunghi perio-
di di conservazione, & necessario disporre di conge-
latori a -80°C. I virus provvisti di pericapside sono
di norma piu labili dei virus nudi e talvolta vengono
inattivati anche da un solo ciclo di congelamento e
scongelamento; inoltre, come detto sopra, i virus con
pericapside sono inattivati rapidamente dal tratta-
mento con solventi dei lipidi, che alterano la struttura
del pericapside rendendo quindi impossibile I'intera-
zione tra I'antirecettore virale e il recettore cellulare
e abolendone l'infettivita.

Genoma virale

Il genoma dei virus consiste di DNA (deossiribovirus)
o RNA (ribovirus) con diverse configurazioni (
e ).

Il genoma dei deossiribovirus consiste di una sola
molecola di DNA, che é generalmente lineare e bica-
tenaria (dsDNA). Ci sono comunque alcune eccezioni,
rappresentate dai Parvovirus, il cui genoma € costitui-
to daunamolecola di DNA a singolo filamento (ssDNA),
dai Papillomavirus in cui & presente un dsDNA circola-
re e dagli Hepadnavirus il cui DNA ¢ circolare e par-
zialmente bicatenario. Molti DNA lineari presentano,
comunque, sequenze terminali invertite e ripetute
che ne consentono la circolarizzazione, che & una fase
importante durante il processo di replicazione. Le di-
mensioni dei genomi a DNA variano da circa 5 kb dei
Parvovirus a 250 kb dei Poxvirus. Pertanto, la capaci-
ta teorica di codificare proteine puo variare enorme-
mente. Inoltre, non bisogna dimenticare che nel tra-
scritto primario del genoma virale esistono fenomeni
di splicing che determinano la rimozione di sequenze
non codificanti (introni) e di splicing, alternativo, che
favoriscono la formazione di diverse proteine. In tal
modo, i virus di dimensioni minori riescono a sfrutta-
re al massimo le ridotte dimensioni del loro genoma.

Nell'ambito dei ribovirus il genoma e formato,
nella maggioranza dei casi da una sola molecola line-
are di RNA e in alcuni casi da diverse e distinte mo-
lecole di RNA a singola elica o doppia elica (genoma
segmentato). Inoltre, nella famiglia dei Retrovirus
il genoma ¢ costituito da due molecole identiche di
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Acido nucleico DNA
_____________________________ .
i !
Simmetria Icosaedrica Complessa
I I
____________ L ___ I
1 ! 0
Nudo o i I !
pericapside Nudo Pericapside Pericapside
1 I 1
1 I 1
|jm - Q- --- - e - 1
1 1
! 0 0 | i | !
Genoma ss ds ds ds ds/ss ds ds
lineare circo- circo- lineare circo- lineare lineare
lare lare lare

o © © @ &

* Famiglia Parvo  Polyoma  Papilloma  Adeno Hepadna  Herpes

| I I | | I I
| I I I | I I
| I I I | I I

Polimerasi

virale (+) (+) (+) (+) (+) (+) (+)
| I I I | I I
| I I I | I I

Diametro ! ! ! ! ! ! !

virione (nm) 18-26 45-55 45-55 70-90 42 150-200 170-200 x

300-450

| I I I | I I
| I I | | I I
I 1 1 I I 1 1

Dimensione

genoma (kb) 1,3-3.8 5 8 30-42 32 120220 130375

(*) suffisso = viridae (ad es. Parvoviridae)
Classificazione dei virus a DNA. (ss. singolo filamento; ds, doppio filamento)
Acido nucleico RNA
Simmetria Icosaedrica Elicoidale
........... |
Nudo o i ! !
pericapside Nudo Pericapside Pericapside
o .r"_!_":"""" T i"__"" i T R i_ _____ R P !
Genoma ds (+)ss (+)ss (+)ss (+)ss (+)ss (+)ss (+)ss (-)ss (-)ss  (-)ss (-)ss  (-)ss (-)ss
10-12 3 8 2

segmenti continuo  continuo continuo continuo  continuo 2 copie  continuo  continuo continuo  segmenti segmenti continuo segmenti

00 - 0REO

*Famiglia Reo  Astro Calici Picorna Flavi Toga Retro Corona Filo Rhabdo Bunya Ortho- Para- Arena
myxo myxo

Poli_rnerasi
virale + ) 0 GG () ) H) ) () (+) (+)
DiamGine : : : : : : : : : : : : : :
virione (nm) 60-80 60 35-40 28-30 40-50 60-70 80-130 80-160 80x  70-85x90-120 90-120 150-300 50-300
790-14.000 130-380
D' . 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
genoma (kb) 1930 7 8§ 7.8 10 12 7-11 2023 19 13-16 1023 1215 15-16 5-7

(*) suffisso = viridae (ad es. Reoviridae)

Classificazione dei virus a RNA. (ss. singolo filamento; ds, doppio filamento).
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RNA lineare monocatenario (genoma diploide). An-
che i genomi a RNA possono essere circolari, per la
presenza, alle estremita, di legami idrogeno, non co-
valenti, piu deboli di quelli covalenti, che caratteriz-
zano i genomi dei virus a DNA. Inoltre, nei ribovirus il
genoma puo essere ulteriormente differenziato a se-
conda che I'RNA abbia una polarita positiva (RNA+),
ovvero possa funzionare direttamente come mRNA,
o negativa (RNA-), ovvero per essere espresso deb-
ba prima essere copiato in molecole complementari
di mRNA ad opera di una RNA polimerasi-RNA di-
pendente, associata al virione. La variazione dei pesi
molecolari delle molecole di RNA contenute nei vari
gruppi di ribovirus & minore rispetto a quella osser-
vata per i virus a DNA. In particolare, la quantita di
informazioni, contenuta nel genoma dei ribovirus
piu grandi e sempre di gran lunga inferiore a quella
presente nel genoma dei deossiribovirus di maggio-
ri dimensioni. L’acido nucleico virale dei ribovirus &
spesso associato a proteine a funzione stabilizzante,
enzimatica e regolatrice.

[ virus delle piante tendono ad avere genomi com-
posti da un singolo filamento di RNA mentre i bat-
teriofagi spesso hanno un genoma a DNA a doppia
elica.

Replicazione dei virus

Le diverse famiglie di virus utilizzano differenti stra-
tegie replicative a seconda della caratteristiche del
genoma. E infatti intuitivo che le esigenze dei virus
con genoma a DNA siano diverse da quelle dei virus
con genoma ad RNA. L’evento chiave della replicazio-
ne e la sintesi di proteine virali ad opera del macchi-
nario di sintesi proteica della cellula infettata. Per-
cio, il virus deve sintetizzare, o possedere, molecole
di RNA che funzionino da mRNA che la cellula possa
riconoscere come tali e tradurre nelle rispettive pro-
teine. Le varie famiglie di virus si sono evolute e adat-
tate alla cellule ospite sviluppando diverse strategie
replicative per raggiungere tale scopo.

La cellula fornisce i substrati, I'energia e gli stru-
menti necessari per la sintesi delle proteine virali e
per la replicazione del genoma, mentre i processi che
la cellula non puo compiere sono effettuati da enzimi
codificati dal genoma virale.

La moltiplicazione virale avviene all'interno della
cellulainfettata ed € assolutamente peculiare in quan-
to il virus perde 'unita morfologica che caratterizza il
virione nella fase extracellulare e, inoltre, ’acido nu-
cleico e le proteine virali strutturali vengono sintetiz-
zati separatamente, spesso anche in compartimenti
cellulari diversi, in un gran numero di copie che poi
si associano a formare virioni maturi al termine del
ciclo replicativo. Affinché si verifichi un’'infezione
produttiva, che permetta cioe un ciclo completo di
replicazione virale con formazione di nuova progenie
virale, € necessario che il virus infetti una cellula che

sia sensibile e permissiva. Con il termine sensibile si
intende una cellula che possiede recettori che siano
riconosciuti dagli antirecettori virali, mentre con il
termine permissiva si intende una cellula che offre
al virus le condizioni necessarie per consentire la
completa trascrizione del genoma e la sintesi delle
proteine virus-specifiche.

Le fasi principali dei processi replicativi sono le
stesse per tutti i virus e possono essere schematica-
mente suddivise in ( ):

e adsorbimento o attacco del virione alla superfi-
cie cellulare;

e penetrazione del virus all'interno della cellula;

e spogliazione ed esposizione dell’acido nucleico
virale;

¢ sintesi delle macromolecole virus-specifiche;

e assemblaggio e maturazione dei virioni;

¢ rilascio o liberazione della nuova progenie virale.

Nelle fasi di penetrazione e rilascio del virus pos-
sono essere coinvolte delle proteine virali chiamate
viroporine (vedi Approfondimento Viroporine).

Il contatto iniziale tra virus e cellula e il risultato di
collisioni casuali e il virus puo adsorbirsi solo a quelle
cellule che possiedano, sulla loro superficie, recetto-
ri complementari agli antirecettori virali, o proteine
virali di ancoraggio (VAP), presenti sulla superficie
del virione ( ). I recettori cellulari pos-
sono essere proteine (normalmente glicoproteine)
o i residui di carboidrati presenti su glicoproteine
o glicolipidi. Possono essere necessari anche co-
recettori che, dopo che é avvenuto il riconoscimen-
to recettore-antirecettore, favoriscono l'attacco del
virione alla cellula. I virus animali possiedono piu
antirecettori distribuiti sulla superficie del virione
e i virus di maggiori dimensioni possono presenta-
re piu di un tipo di antirecettore. Nei virus provvi-
sti di pericapside, gli antirecettori sono in genere
glicoproteine monomeriche o associate a formare i
peplomeri, mentre nei virus nudi si tratta di proteine
che formano il capside. Per quanto riguarda i recet-
tori cellulari si tratta di molecole superficiali che fi-
siologicamente svolgono altre funzioni e che casual-
mente presentano una o piu regioni complementari
all’antirecettore virale (Tabella 14.1). In alcuni casi
si tratta di molecole presenti in diversi tipi di cellule
e anche in differenti specie animali, mentre in altri
casi si tratta di recettori specifici solo di alcuni tipi
cellulari. La capacita di un virus di interagire con il
recettore determina un peculiare tropismo del virus.
Infatti, i virus che hanno un ampio spettro d’ospite,
ovvero che possono infettare differenti tipi cellulari
e/o numerose specie animali, utilizzano come recet-
tori strutture ampiamente diffuse e conservate sul-
la superficie cellulare; invece, i virus che utilizzano
come recettori molecole specifiche di un tipo cellula-
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(b) Virus con replicazione nel nucleo
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FIGURA 14.5 Fasi principali del ciclo replicativo nei virus a RNA (a) e nei virus a DNA (b). Entrambe le classi di virus possono
entrare per endocitosi o per fusione e uscire dalla cellula ospite per lisi cellulare, esocitosi o per gemmazione attraverso le mem-

brane nucleari e/o cellulari.

re avranno un tropismo ristretto di specie, di organo
o di tessuto.

L’interazione tra recettore cellulare e antirecet-
tore virale & indipendente dalla temperatura e dalla
produzione di energia, pud avvenire anche con cellu-
le morte o frammenti di membrana e richiede solo un
ambiente ricco di ioni per neutralizzare le cariche di
superficie delle strutture complementari e ridurne la
repulsione elettrostatica.

Data quindi I'importante funzione iniziale svolta
dall’antirecettore virale nel processo di infezione e
di replicazione e intuitivo comprendere che gli an-
ticorpi che riconoscono 'antirecettore sono in gra-
do di impedire I'adsorbimento del virus alla cellula,
neutralizzando la sua capacita infettante. Pertanto
la funzione principale di un buon vaccino antivirale
é quella di indurre anticorpi neutralizzanti.

Penetrazione del virus nelle cellule

La penetrazione dei virus animali all'interno di una
cellula sensibile si verifica immediatamente dopo
I'attacco al recettore ed & un processo che richiede
un intervento attivo della cellula e che si verifica solo
alla temperatura ottimale per le cellule. Il meccani-
smo di ingresso dipende dalla struttura del virione
(Figura 14.6). La maggior parte dei virus nudi entra
nella cellula per endocitosi, cioé con lo stesso mec-
canismo che la cellula utilizza per internalizzare mo-
lecole, come ormoni e lipoproteine, o mediante tra-
slocazione attraverso la membrana cellulare (Figura
14.6a,b). Nel caso dei virus provvisti di pericapside
la penetrazione pu0 avvenire attraverso due mec-
canismi, entrambi mediati da glicoproteine presenti
sul pericapside. Il primo consiste nella fusione del
pericapside con la membrana cellulare esterna, dove


cellulare:1esocitosi1o1per1gemmazione1attraverso1le1memK
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Rhinovirus Complesso Cellule epiteliali ICAM-1 (proteina della superfamiglia delle immuno-
VP1-VP2-VP3 globuline)
Rotavirus VP7 e VP4 Enterociti Acido sialico cellulare e altri recettori cellulari
Virus dell’influenza gpHA Cellule epiteliali Acido sialico cellulare
Virus di Epstein-Barr gp350 e gp220 | Linfociti B Recettore CR2 del frammento C3d del complemento
(CD21)

Virus dell’herpes simplex | gB, gC, gD Diversi tipi Eparansolfato [componente dei glicosaminoglicani

(HSV) cellulari presenti nella matrice extracellulare (glicocalice)],
seguito dalla interazione con i corecettori HVE
(herpesvirus entry mediator), appartenenti alla
famiglia di recettori del TNF (tumor necrosis
factor), e nectina 1 e 2, molecole di adesione della
superfamiglia delle immunoglobuline

Poliovirus VP1 Cellule epiteliali Proteina della superfamiglia delle immunoglobuline

Virus del morbillo gpHA Diversi tipi CD46 o, in alternativa, moesina (membrane-

cellulari organizing extension spike protein)

Virus della rabbia gpG Neuroni Recettore nicotinico per l'acetilcolina

Virus dell'immunodefi- gp 120 Linfociti T helper, | Molecola CD4 e co-recettori chemochinici (CXCR,

cienza acquisita (HIV-1) macrofagi CCR5)

Adenovirus Porzione Cellule epiteliali Proteina CAR (recettore Coxackievirus e Adenovirus)
distale della superfamiglia delle immunoglobuline o CD46
delle fibre e seguito dall’interazione del polipeptide Il con
polipeptide Il alcune integrine
della base del
pentone

Virus dell'epatite B (HBV) | PreS1 Epatociti Non ancora identificato

Virus dell’'epatite C (HCV) | E2 e E1 Epatociti CD81 (proteine della famiglia delle tetraspanine)

seguito da altri co-recettori

Esempi di antirecettori o proteine virali di attacco (VAP) e di recettori cellulari.

le proteine fusogene del virus sono funzionali a pH
neutro e vengono immediatamente attivate in segui-
to all'interazione con il recettore cellulare. Si ha cosi
un’immediata liberazione del nucleocapside nel cito-
plasma cellulare (Figura 14.6c). Alternativamente, il
virione entra nella cellula all'interno di un endosoma
dove l'abbassamento del pH attiva le proteine fuso-
gene del pericapside favorendone la fusione con la
membrana dell’endosoma (Figura 14.6d). Il primo
meccanismo, denominato fusion from without, & ti-
pico di diversi virus, come gli Herpesvirus, mentre
il secondo, fusion from within, e caratteristico del vi-
rus dell'influenza. Vi sono anche alcune glicoprotei-
ne del pericapside, come la glicoproteina F del virus
del morbillo (Paramyxovirus), la cui attivita fusogena
viene attivata in seguito a taglio proteolitico operato
da specifiche proteasi cellulari.

L’ingresso dei virus nelle cellule delle piante o dei
funghi e diversa da quello nelle cellule animali, e que-
sto dipende dalla rigidita delle pareti cellulari forma-
te, rispettivamente, da cellulosa o chitina. La maggior

parte dei virus entra in queste cellule dopo aver cre-
ato una rottura nella parete cellulare. Nei batteri, in-
vece, le particelle virali o batteriofagi iniettano il loro
genoma attraverso la parete cellulare mentre il capsi-
de rimane all’esterno.

Una volta entrato nella cellula ospite, il nucleocapside
deve essere guidato al sito di replicazione all'interno
della cellula ed il capside deve essere rimosso (Figu-
re 14.5 e 14.6). Il meccanismo con il quale avviene la
completa disaggregazione delle proteine virali non &
ben chiaro ed & probabile che intervengano enzimi
cellulari e/o virali oppure avvenga per semplice dis-
sociazione. Il processo di spogliazione puo essere av-
viato dall’ancoraggio al recettore, promosso dall’am-
biente acido o da proteasi che si trovano nei lisosomi
ed endosomi ed e associato ad una fase di eclisse
dove, nella cellula, non sono presenti particelle virali.
La fase di eclisse dura fino a che non inizia a formarsi
la nuova progenie virale.
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FIGURA 14.6 Penetrazione del virus nella cellula ospite e spogliazione (“uncoating”) del virione. La penetrazione all'interno della
cellula si verfica in seguito all'interazione fra antirecettore virale e recettore cellulare. La penetrazione pud avvenire attraverso due
meccanismi principali, di cui il primo & tipico dei virus nudi ed avviene per endocitosi del virus attraverso vescicole intracellulari.
Questo processo richiede la formazione di fossette rivestite di clatrina e la loro fusione con gli endosomi (a e b). (a) Nei Picorna-
virus, virus a RNA, la penetrazione nel citoplasma & strettamente connessa all’acidificazione della vescicola ed al successivo unco-
ating. L'interazione di regioni idrofobiche, presenti sulle proteine del capside, con le membrane endosomiali induce la formazione
di pori attraverso i quali passa il genoma, che viene rilasciato nel citoplasma. (b) Negli Adenovirus, virus a DNA, il nucleocapside
viene rilasciato dall’endosoma nel citoplasma, ed in seguito all’interazione con il citoscheletro viene trasportato ai pori nucleari
dove ha luogo l'uncoating ed il genoma virale & rilasciato nel nucleo. Il secondo meccanismo @ tipico dei virus con pericapside
e richiede la fusione del pericapside o direttamente con la membrana cellulare esterna (c¢) oppure, dopo endocitosi, con la
membrana dell’endosoma (d). Questo processo richiede la presenza di proteine fusogene sul pericapside e nel primo caso &
pH-indipendente (ad es. Retrovirus), mentre nel secondo & pH-dipendente (ad es. Orthomyxovirus).
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Una volta che il genoma é stato introdotto nella cel-
lula, esso segue un percorso diverso a seconda che
sia a RNA o a DNA. Per la replicazione del genoma
virale i virus hanno evoluto diverse strategie che
dipendono dalla natura del genoma e dal sito in cui
avviene la replicazione. Nella cellula eucariotica gli
mRNA vengono sintetizzati nel nucleo dalla RNA po-
limerasi [I-DNA-dipendente cellulare. Quindi, i virus
a DNA, che siano in grado di raggiungere il nucleo
della cellula ospite, utilizzano il sistema trascrittivo
cellulare per sintetizzare i propri mRNA. La cellu-
la eucariotica non € invece in grado di sintetizzare
mRNA a partire da una molecola di RNA. Pertanto la
produzione del genoma virale a RNA ¢ meno dipen-
dente dalla sintesi proteica della cellula ospite. I ri-
bovirus a RNA(-) devono possedere nel loro virione
una RNA polimerasi virale che consenta immediata-
mente la sintesi di mRNA, mentre quelli a RNA(+)
devono codificare gli enzimi necessari per la trascri-
zione e replicazione del proprio genoma.

Le proteine che vengono sintetizzate sono sia
strutturali, ovvero incorporate nei nuovi virioni, che
non strutturali, ovvero gli enzimi coinvolti nella re-
plicazione dell’acido nucleico virale e le proteine con
funzioni regolatrici delle sintesi macromolecolari vi-
rali e della cellula ospite. Nel caso di alcuni deossi-
ribovirus & possibile distinguere le sintesi proteiche
virus-specifiche in precoci e tardive. Le proteine pre-
coci sono fondamentalmente proteine non strutturali
e sono tradotte da mRNA trascritti dal genoma paren-
tale, mentre quelle tardive sono in linea di massima
strutturali e sono tradotte da mRNA trascritti dall’a-
cido nucleico virale neosintetizzato.

Il processo di assemblaggio consiste nel raggruppa-
mento in un particolare sito della cellula (citoplasma
o nucleo) di tutte le componenti necessarie a formare
il virione maturo e varia nei diversi virus. Le proteine
che formano il capside sono in grado di autoassemblar-
si. Protomeri e capsomeri sono legati tra loro median-
te legami deboli non covalenti. Infatti, i capsidi (vuoti)
sono facilmente dissociabili nei loro costituenti.

La maturazione ¢ lo stadio del ciclo replicativo in
cui il virus diventa infettante. La maturazione coin-
volge modificazioni strutturali nella particella virale,
come tagli proteolitici specifici delle proteine capsi-
diche o diversi gradi di glicosilazione delle proteine
pericapsidiche. La fase di assemblaggio puo presen-
tare errori portando alla formazione di capsidi vuoti,
senza genoma virale, o incompleti.

[ virus fuoriescono dalla cellula secondo due mecca-
nismi. Per la maggior parte dei virus nudj, il rilascio
della progenie virale & un processo semplice e consi-
ste nella lisi cellulare indotta dal blocco della sintesi

delle macromolecole e dall’alterata permeabilita cel-
lulare, che consente il rilascio dei virioni neoformati.
[ virus con pericapside lo acquisiscono attraverso il
processo di gemmazione, che pud avvenire a livello
della membrana nucleare, citoplasmatica o a livello
di membrane intracellulari, ed e seguito dal rilascio
del virus nel compartimento extracellulare. La gem-
mazione e preceduta dall'inserimento di proteine vi-
rali che vengono glicosilate dall’apparato biosintetico
della cellula ospite. Per i virus che vengono rilasciati
per gemmazione non & sempre possibile identificare
I'assemblaggio, la maturazione e il rilascio delle par-
ticelle virali come fasi distinte e separate.

Classificazione dei virus

[ virus sono raggruppati in diversi livelli gerarchi-
ci di ordine, famiglia, sottofamiglia, genere e specie
sulla base delle proprieta condivise. Nell’ambito di
tali gruppi i virus sono classificati dal Comitato in-
ternazionale sulla tassonomia dei virus (ICTV, In-
ternational Committee on Taxonomy of Viruses) in
ordini (la cui denominazione termina con il suffisso
-virales), famiglie (la cui denominazione termina con
il suffisso -viridae), sottofamiglie (suffisso -virinae),
generi (suffisso -virus) e specie, solitamente indicata
con la denominazione attribuita al virus al momento
del primo isolamento. Sono stati stabiliti sei ordini:
Caudovirales, Herpesvirales, Mononegavirales, Nido-
virales, Picornavirales e Tymovirales. Questi ordini
comprendono virus con diversi organismi ospiti. Una
famiglia di virus puo essere costituita da membri che
si riproducono solo nei vertebrati, solo negli inverte-
brati, solo nelle piante o solo nei batteri (batteriofa-
gi). Alcune famiglie contengono virus che si replicano
in pit di uno di questi ospiti. Ad oggi, si conoscono piu
di 30.000 diversi virus isolati che sono raggruppati in
piu di 71 famiglie, in 164 generi e 3600 specie.

[ criteri di classificazione possono comprendere:
la patologia che essi provocano (ad es., virus dell’e-
patite), la via di trasmissione, i tessuti bersaglio e la
sede anatomica (ad es., Adenovirus la cui sede sono
le adenoidi) e soprattutto le dimensioni (ad es., i Pi-
cornavirus da “pico” di piccole dimensioni ed “RNA”
con riferimento al loro genoma), la morfologia, il tipo
di genoma e le strategie di replicazione. Nomi, come
ad esempio Rotavirus, descrivono la struttura del vi-
rus. Infatti, questo & un genere di virus a RNA che, al
microscopio elettronico, ha un aspetto simile a quello
di una ruota, da cui e derivato il nome. Il nome Retro-
virus, invece, deriva dal fatto che il virus e caratteriz-
zato da un genoma a RNA che, durante il ciclo replica-
tivo nella cellula ospite, viene retrotrascritto (“retro”:
inverso) in una molecola di DNA.

[ virus a DNA che interessano la patologia umana
sono divisi in 8 famiglie e quelli a RNA in almeno 17
famiglie (Figure 14.3 e 14.4).
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