Transkrypt - Innovirology session 7.1 Tradycyjne fagotypowanie
Slajd 1:

Tradycyjnym biotechnologicznym zastosowaniem fagoéw jest ich uzycie do identyfikacji
wyizolowanych szczepow bakteryjnych, jak réwniez do wykrywania tych szczepow
w probkach réznego typu.

W tym temacie zostanie omdéwiona oryginalna strategia fagotypowania oraz kilka jej
adaptaciji.

Slajd 2:

Typowanie mikrobiologiczne jest podstawa identyfikacji mikroorganizméw na
poziomie szczepu, co jest istotne w kontek$cie rozpoznawania szczepdw wirulentnych,
potwierdzania potencjalnych zagrozen epidemiologicznych, okres$lania Zrodta i drogi
infekcji oraz S$ledzenia krostransmisji patogendw w jednostkach stuzby zdrowia.
Dodatkowo, pozwala rowniez na ocene efektywnosci srodkéw kontroli.

Rozwinieto wiele technik typowania. Jedna z nich opiera sie na naturalnej
specyficznosci fagow. Rzeczywiscie, bakteryjne wirusy cechuje zdolno$¢ specyficznego
oddzialywania i infekcji jedynie konkretnych szczepéw, dzieki czemu mozna
wykorzystywac¢ biblioteki fagow do identyfikacji izolatdw bakterii na poziomie
podgatunku.

Slajd 3:

Zeby to osiagnaé, hodowla bakterii zostaje rozprowadzona na ptytce, tworzac murawe
bakteryjng, na ktéra nanoszone sg punktowo preparaty réznych fagéw. Jesli dojdzie do
infekcji, w miejscu naniesienia preparatu beda widoczne tysinki. Poniewaz do
typowania uzywane sg rozne fagi, kazdy szczep bakteryjny doje charakterystyczny wzér
infekcji, co w konsekwencji pozwala okresli¢ rodzaj i gatunek bakterii.

Zasadniczym ograniczeniem tej metody jest to, Zze pozwala ona jedynie na detekcje tych
bakterii, ktore mozna namnaza¢, a czas diagnozy jest dodatkowo ograniczony przez
tempo replikacji komorek bakteryjnego gospodarza. Moze to stanowi¢ problem w
przypadku niektérych patogenéw, np. pratkow. Kolejnym wyzwaniem jest
pracochtonno$¢ tej metody, poniewaz fagotypowanie wymaga ciggtej produkcji
i przechowywania duzych ilo$ci preparatéw fagowych.

Slajd 4:

Aby przezwyciezy¢ te ograniczenia, na przestrzeni lat rozwinieto kilka modyfikacji tej
metody.

Pierwsza z nich - znana jako phage amplification assay - znajduje zastosowanie gtownie
w wykrywaniu bakterii wolnorosngcych, takich jak pratki. Ominiecie ograniczenia
zwigzanego z wolnym tempem wzrostu bakterii jest mozliwe dzieki wprowadzeniu
dodatkowego etapu wykorzystujacego szybkorosngce komdrki zastepcze. Wyjsciowa
probka nadal zostaje zainfekowana bakteriofagami w celu wykrycia obecnosci
specyficznych patogendéw, jednak w kolejnym kroku stosuje sie srodek wirusobodjczy,
ktoérego zadaniem jest zniczszczenie wszystkich nadmiarowych bakteriofagéw. Dzieki



temu w prébce pozostajg jedynie te fagi, ktére zainfekowaty komorki bakterii
i w konsekwencji tylko one moga wytworzy¢ fagi potomne. Po zakonczeniu tego cyklu
infekcji, nowopowstate fagi potomne zostajg uzyte do zainfekowania szybkorosnacych
zastepczych komorek bakteryjnych. Ich wysianie pozawala na oznaczenie iloSci tysinek,
wskazujacych na replikacje bakteriofagow.

Slajd 5:

Druga adaptacja jest znana jako reporter phage assay. Ta strategia pozwala oming¢
konieczno$¢ powstania tysinek, tym samym umozliwiajac szybsza detekcje.
Wykorzystuje ona fagi, ktore zostaty genetycznie zmodyfikowane w taki sposob, zeby
kodowaty konstrukt reporterowy - roéznego typu, od biatek fluorescencyjnych po
specyficzne enzymy.

5.1: Gdy genom faga zostaje wprowadzony do komorki docelowej podczas infekcji, gen
reporterowy ulega ekspresji.

5.2: Mozliwa jest wowczas detekcja sygnatu genu reporterowego, a takze skorelowanie
sity sygnatu z liczbg komorek docelowych obecnych w prébce.

5.3: Jednym z przyktadéw fagowego systemu reporterowego jest zastosowanie
lucyferazy do wykrywania pratkéw. Zainfekowane komorki wytwarzajg lucyferaze,
a dodanie lucyferyny skutkuje woéwczas emisjg sygnatu $wietlnego, ktéry moze by¢
zmierzony.

Slajd 6:

Trzecia strategia to tak zwana dual phage technology, ktéra jeszcze silniej wzmacnia
specyficzno$¢ typowania fagowego. Ta strategia opiera sie na wykorzystaniu dwoch
fagéw, z ktérych kazdy koduje inny gen opornosci i jest zdolny do jego transdukcji do
komorek docelowych. Dodatkowo, fagi sa chemicznie sprzezone z przeciwciatami
specyficznymi wobec réznych epitopéw tego samego antygenu, pochodzacego od
okreslonego patogenu.

6.1: Oba fagi s3 dodawane do probki, ktéra potencjalnie moze zawiera¢ docelowy
antygen.

6.2: Wrazliwe bakterie sa nastepnie dodawane do probki, w celu umozliwienia infekcji
przez kompleksy fag-antygen. Nalezy podkresli¢, Zze tylko te fagi, ktére sg zwigzane
z tym samym antygenem beda zdolne do koinfekcji komérek bakteryjnych.

6.3: W ostatnim kroku zainfekowane komoérki bakteryjne sg wysiewane na state
podtoze zawierajace oba antybiotyki selekcyjne w celu selekcji tych komérek, w ktérych
doszto do koinfekcji. Dzieki temu liczba uzyskanych na ptytce kolonii koreluje z liczba
antygenow obecnych w wyjSciowej prébce.

Slajd 7:
Ponizsze pozycje literaturowe stanowig dobre podumowanie potencjatu zastosowania
fagow do detekcji bakterii. Ten temat zostanie obszerniej oméwiony w kolejnej sekcji.



