7.1 Tipificacion fagica tradicional

Diapositiva 1:

Una aplicacion biotecnoldgica tradicional de los fagos es su utilizaciéon para determinar
la cepa especifica de una bacteria aislada, asi como detectar estas cepas en varias
muestras.

Aqui se hablara sobre la estrategia original asi como algunas de las adaptaciones
utilizadas.

Diapositiva 2:

La tipificacién microbiana es el principio de identificacién de organismos a nivel de cepa
y es importante para identificar cepas virulentas, confirmar brotes potenciales,
determinar la fuente y ruta de infecciones, y seguir la contaminacién cruzada de
patdégenos en el ambito sanitario. Ademas, permite la evaluacion de medidas de control
para determinar su eficacia.

Se han desarrollado varias técnicas para permitir la tipificaciéon y una de ellas utiliza la
especificidad inherente de los fagos. De hecho, estos virus bacterianos solo se adhieren
a e infectan cepas hospedadoras especificas; asi, mediante la utilizacién de una libreria
de fagos se puede identificar un aislado bacteriano a nivel subespecifico.

Diapositiva 3:

Para conseguir esto, se plaquea un cultivo bacteriano en césped y sobre él se afaden
gotas que contienen distintos fagos en zonas especificas. Si la infeccidn tiene éxito, se
formaran placas de lisis; como se utilizan distintos fagos, cada cepa dara lugar a un
patrén especifico de infeccién y esto permitira la determinacion del género bacteriano y
la especie.

Sin embargo, un inconveniente de esta estrategia es que solo se pueden detectar
bacterias cultivables y la velocidad de este diagnostico esta también limitada por la tasa
de multiplicaciéon del hospedador bacteriano, un factor que puede ser problematico
para algunos patogenos tales como las micobacterias. Otro reto es la laboriosidad
asociada a la tipificacién fagica ya que requiere la produccién continuada y el
almacenamiento de fago en grandes cantidades.

Diapositiva 4:

A lo largo de los afios se han desarrollado varias adaptaciones para solventar las
limitaciones de esta estrategia.

La primera se conoce como ensayo de amplificacion fagica, la cual es principalmente util
para la deteccién de bacterias de crecimiento lento, tales como las micobacterias. Para
compensar la lenta tasa de crecimiento de este patégeno, se introduce un segundo paso
que utiliza células sustitutas de crecimiento rapido. La muestra inicial sigue siendo
infectada por fagos para detectar la presencia de patégenos especificos; sin embargo, en
el siguiente paso se afiade un viricida para destruir el exceso de bacteri6fagos. Asi, solo
los fagos que estan infectando la bacteria sobreviven y pueden dar lugar a una nueva
progenie fagica. Una vez finaliza este ciclo infeccioso, se utiliza la nueva progenie para
infectar las células sustitutas de crecimiento rapido. Se plaquean estas células para
permitir el recuento de placas como indicacién de la replicacion del bacteriéfago.



Diapositiva 5:
Una segunda adaptacion se conoce como el ensayo del fago “chivato”. Esta estrategia

evita la necesidad de la formacién de placas, permitiendo un tiempo de deteccién mas
rapido. Con este fin, se modifican genéticamente los fagos para incluir una construccién
“chivato”, estas construcciones pueden variar desde proteinas fluorescentes a enzimas
especificos.

5.1: Una vez se inserta el genoma fagico en la célula diana durante la infeccion, se
expresara el gen “chivato”.

5.2: Entonces, la senal del gen “chivato” podra ser detectada y la intensidad de la sefial
tendra correlacion con el numero de células diana presentes en la muestra.

5.3: Un ejemplo de un sistema de fago “chivato” es la utilizaciéon de la luciferasa para
detectar micobacterias. Las células infectadas produciran luciferasa y mediante la
adicion de luciferina, se producira una sefial luminosa que podra ser medida.

Diapositiva 6:

Una tercera estrategia es la tecnologia de los dos fagos, que aumenta ain mas la
especificidad de la tipificacién fagica. En esta estrategia se utilizan dos fagos, cada uno
de los cuales codifica un gen de resistencia distinto que pueden transmitir por
transducciéon a la célula diana. Ademas, estos fagos estdn unidos quimicamente a
anticuerpos que se unen a distintos epitopos del mismo antigeno, que deriva de
patdgenos especificos.

6.1: A continuaciéon se mezclan ambos fagos con la muestra que potencialmente
contiene el antigeno diana.

6.2: Entonces, se afiaden las bacterias susceptibles para permitir la infecciéon con los
complejos fago-antigeno. Es importante mencionar aqui que solo los fagos unidos al
mismo antigeno podran coinfectar las bacterias.

6.3: Finalmente, se plaquean las células infectadas en un medio que contenga ambos
antibioticos de seleccion para seleccionar las células coinfectadas. Asi, el numero de
colonias que crezcan en la placa se correlacionara con el numero de antigenos presentes
en la muestra original.

Diapositiva 7:

Las siguientes referencias ofrecen una buena visiéon global del potencial de los fagos
para la deteccion bacteriana. Este tema sera tratado en mas detalle en la préxima
seccion.



