Transcript - Innovirology session 7.2 Zastosowanie bakteriofagéw w diagnostyce
mikrobiologicznej

Slajd 1:

Metody diagnostyczne wykorzystujace bakteriofagi sa obecnie intensywnie rozwijane i
znacznie wykraczajg poza proste procedury typowania oraz niektére techniki
powszechnie stosowane w przemysle. Celem niniejszej prezentacji jest zapoznanie
stuchaczy z opartymi o wykorzystanie fagéw technikami, umozliwiajacymi detekcje
patogendw zaréwno w zywnosci, jak i w materiale klinicznym.

Slajd 2:

W zaprezentowanej tabeli zebrane zostaty komercyjnie dostepne metody diagnostyczne
wykorzystujace bakteriofagi. Pozwalaja one na wykrycie czterech patogendéw:
Mycobacterium tuberculosis, Yersinia pestis, Bacillus anthracis i Staphylococcus aureus.
Zasadniczo metody te polegaja na wykrywaniu pieciu réznych zjawisk towarzyszacych
prawidtowo przebiegajacej infekcji fagowej: 1. Zwiekszenie liczby czastek fagowych, 2.
Ekspresja gen6w reporterowych, 3. Amplifikacja fagowego materiatu genetycznego, 4.
Produkcja fagowych biatek strukturalnych (detekcja z wykorzystaniem spektrometrii
mas), 5. Produkcja konkretnych biatek bakteriofagowych (detekcja z wykorzystaniem
testow dot blot).

Zgodnie z tabela, kazda z wymienionych metod posiada swoja unikalng specyfike,
obejmujaca typ badanego materiatu (od prébek krwi po czyste kultury bakteryjne),
przyblizony czas detekcji (od 2 do 48 godzin) oraz czuto$¢ samego testu (najczulsze
wykrywajg nawet 100 cfu/ml).

Parametry te wskazuja, Ze metody diagnostyczne oparte o wykorzystanie bakteriofagow
znacznie przewyzszaja metody konwencjonalne, zaréwno pod katem czutos$ci, jak i
szybkos$ci dziatania. Doktadng charakterystyke omawianych technik znalez¢ mozna w
publikacji Schofield i wsp.

Slajd 3:

Metody diagnostyki oparte na bakteriofagach znajduja rowniez zastosowanie w detekcji
patogenéw w zywnosci. Ze wzgledu na potencjalne ryzyko zatrucia, przemyst spozywczy
podlega niezwykle restrykcyjnym przepisom sanitarno-epidemiologicznym. Wnikliwa
kontrola bakteriologiczna na kazdym etapie produkcji zywnos$ci jest niezbedna,
zwlaszcza w konteks$cie wcigz rosnacego spozycia produktéw gotowych, ktére dzieki
globalizacji, dystrybuowane sg w wielu krajach $wiata.

Stosowane obecnie konwencjonalne metody wykrywania patogenéow w zywnos$ci s3
zazwyczaj powolne i niewydajne. Przyktadowo okreslenie liczby bakterii beztlenowych
zajmuje zwykle 72 godziny. Tak powolna diagnostyka skutkuje opo6Znieniami w
produkcji, zwieksza wykorzystanie przestrzeni magazynowej oraz spowalnia reakcje w
przypadku potencjalnych masowych zatru¢. Ponadto, metody konwencjonalne s3
bardziej pracochtonne, wymagaja wiekszej iloSci wykwalifikowanych pracownikéw oraz
pochtaniaja duza ilo$¢ materiatéw eksploatacyjnych.



Rozwo6j diagnostyki opartej na bakteriofagach rozwigzuje wiele probleméw metod
konwencjonalnych i pozwala na stworzenie szybkich i niezawodnych procedur
wykrywania najczesciej wystepujacych w zywnosci patogenéw, np. E. coli, Salmonella sp.,
Campylobacter sp. czy Listeria monocytogenes.

Jedna z tego typu technologii jest system VIDAS, ktéry jest zdolny do automatycznego
wykrywania rozmaitych patogendw przy uzyciu rekombinowanych biatek fagowych.

Slajd 4-:

Technologia VIDAS wykorzystuje zakotwiczone w podtozu przeciwciata, ktérych
fragment Fc zawiera rekombinowane biatka fagowe, zdolne do specyficznego
rozpoznania patogenéw. Umozliwia to uwiezienie rozpoznanego drobnoustroju i, w
nastepnym Kkroku, optaszczenie go specyficznymi przeciwciatami skoniugowanymi z
enzymami. Produkty reakcji enzymatycznej s3 w tatwy sposéb wykrywane, a na
podstawie intensywnosci odbieranego sygnatu mozliwe jest okreslenie ilosci bakterii w
badanej prébce.

Slajd 5:
Funkcjonalnos¢ platformy VIDAS wynika z jej prostoty — badanie przeprowadzane jest

przez dedykowane urzadzenie wykorzystujace gotowe paski (prawa gorna rycina i
$Srodkowy schemat). Po wstepnej 18-24 godzinnej inkubacji, prébka wprowadzana jest
do paska testowego, po czym specjalna koncowka pipetujaca, optaszczona
przeciwciatami ze zmodyfikowanym fragmentem Fc (zawierajgcym rekombinowane
biatka fagowe) pobiera badang prébke w celu wychwycenia potencjalnych patogenow.
Kolejne dotki paska testowego wykorzystywane sg w celu przeptukiwania koncowki
pipetujacej oraz wprowadzenia przeciwciat drugorzedowych, skoniugowanych z
enzymem. Catkowity czas od wprowadzenia prébki, do odczytu efektu reakcji
enzymatycznej trwa 48 minut, co czyni technike VIDAS znacznie szybszg i tansza (nizszy
naktad pracy, mniejsze zuzycie odczynnikéw) od metod tradycyjnych.

Slajd 6:

Obecnie, poza systemem VIDAS, rozwijanych jest wiele innych technologii,
wykorzystujacych bakteriofagi w celu detekcji bakterii. Te z nich, ktore opieraja sie o
amplifikacje fagow, badZ fagi reporterowe, zostaty juz omdéwione wcze$niej. Pozostate
metody zwigzane sg z pomiarem markeré6w wydzielanych przez bakterie w trakcie
infekcji (np. uwalnianie czasteczek ATP w trakcie lizy komorki) lub wykorzystuja
bakteriofagi jako wysoko specyficzne komponenty biosensoréw. W celu doktadnego
zapoznania sie z tym zagadnieniem warto zapoznac sie z publikacjami Schmelchera i
Loessnera.

Slajd 7:

Komponentami czastek fagowych czesto uzywanymi do detekcji i specyficznego
rozpoznawania bakterii Gram-dodatnich sg niektére domeny endolizyn, odpowiedzialne
za wigzanie ze $ciang komoérkowa. Dyskutowana tutaj publikacja ukazuje proces
optymalizacji biblioteki biatek fuzyjnych, ztozonych z podjednostek fluorescencyjnych i
domen wigzacych Sciane komoérkowa (pochodzacych z réznych klas endolizyn fagow
specyficznych dla rodzaju Listeria). Dzieki selekcji pod katem wysokiej swoistosci i
powinowactwa poszczegolnych biatek fuzyjnych wzgledem réznych szczepéw, mozliwe



byto opracowanie biblioteki pozwalajacej na szybka detekcje i identyfikacje szczepow
Listeria sp., nawet w heterogennych kulturach.

Slajd 8:

Wiecej informacji na temat wykorzystania bakteriofagbw w diagnostyce
bakteriologicznej znaleZ¢ mozna w ponizszych publikacjach. Zatgczony odnos$nik
przekierowuje do filmu obrazujacego technologie VIDAS.



