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DINAMICA DE LA INFECCION Y EVALUACION DEL TAMANO DE LA
PROGENIE

Introduccion

La infeccion por fagos comprende una etapa extracelular (adsorcién a un receptor especifico)
y una etapa intracelular (inyeccion de ADN en el citoplasma, secuestro de la maquinaria
celular para la expresion génica viral y la replicacion del ADN, encapsulacién del ADN viral,
ensamblaje de cabeza y cola, lisis de la célula para la liberacion de progenie). El protocolo
para determinar la dinamica de adsorcion se presenta en una hoja de datos separada. Aqui
utilizamos un método simplificado para evaluar el tiempo de latencia y el tamafio de la
progenie liberada por una sola célula (tamafo del estallido) (Figura debajo).
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El fago se coloca en presencia de bacterias a una baja MOI (0.01) para evitar la
superinfeccién. El control de entrada (en PFU/mL) corresponde a la misma cantidad de fago
en medio sin bacterias. Se incuba el tiempo requerido para la maxima adsorcion (previamente
determinado), y se cuantifica la presencia de fago libre, es decir, el control de fago libre
(PFU/mL). Control de entrada - control de fago libre = concentracion de fago adsorbido =
concentracion de bacterias infectadas (CFU/mL).

Las bacterias se centrifugan para eliminar el exceso de fago no adsorbido, y las células se
resuspenden en un volumen grande de medio fresco (100X), esta vez incubado con agitacion
suave, y se toma una alicuota (1 mL) en intervalos de tiempo regulares. Cada alicuota se
centrifuga, se recupera el sobrenadante y se filtra o se complementa con cloroformo al 10%.
Luego se titulan los fagos libres. EI nimero de particulas liberadas en el sobrenadante
aumenta hasta alcanzar una fase de plateau inicial (= tiempo de latencia, 15 minutos en la
figura). El ndmero de PFU/mL obtenido en el plateau dividido por el nimero de células
infectadas/mL = tamafio del estallido.
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Método Resultados
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Materiales

Bacteria hospedadora

Fagos de interés

Marine Broth (MB) filtrado con 0.2mM para eliminar agregados

Erlenmeyers (control fago solo; bacteria+ fagos a una MOI de 0.01 tedrica)
Tubos Eppendorf 1.5mL etiquetados

Placa de petri mediana con Marine agar (MA) para titular la bacteria hospedadora
Placa de Petri grande con MA para titular los fagos

Top agar en MB (0.2% para los fagos schizo; 0.4% para el resto de los fagos)
Cloroformo

Método

Dia -1

Dia 0

Lanzar un cultivo bacteriano en 5mL de Marine Broth (MB), ON, 20°C agitacion suave
(100 rpm).

Diluir el cultivo bacteriano inicial a 1/100 en 10 mL de MB en un Erlenmeyer.

Cuando la suspensién bacteriana haya alcanzado una DO 0.3, tomar 100 ul del cultivo
y hacer diluciones limite (10 a 10®) y poner una gota de 5ul de cada dilucién en agar
MA => esto te dar& la confirmacion de las CFU/mL.

Poner 5 mL de la suspension bacteriana a DO 0,3 en un Erlenmeyer pequefio or un
tubo de vidrio.

Para el control de input, poner 5mL de medio MB en el mismo tipo de contenedor.

A la suspensién bacteriana, agregar X pL del fago para tener una MOI 0.01.

Poner el mismo volumen de los fagos en el control de input. Mezclar y dejar reposar a
20°C hasta el final del experimento.

A t=max absorcion, tomar 1 mL de la suspension bacteriana+fagos y centrifugar a 6000
rpm por 5 min.

Obtener el sobrenadante=> este sera el control de los fagos libres (del sobrenadante
después de la adsorcion), agregar 100uL de cloroformo, vortex y guardar a 4°C.
Resuspender el pellet en 1mL de medio MB fresco y en un Erlenmeyer agregar MB
fresco, cantidad necesaria para hacer 100ml, incubar en agitacion suave (100 rpm) a
20°C.
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- Cada 10 min, tomar 1 ml del cultivo, centrifugar, y obtener el sobrenadante en un tubo
Eppendorf, agregar 100uL de cloroformo, vortex, y guardar a 4°C hasta la titulacion
del fago.

- Alfinal del experimento, tomar 1 mL del control de input, y agregar 100ul de cloroformo.

- Centrifugar los tubos del control de input, del control de los fagos libres y los tubos de
la cinética por 5min a 13 000 rpm.

- Tomar 100 pl del sobrenadante para una dilucion limite en una placa de 96 pocillos
(pura a 107).

- Poner 5ul de cada dilucion en un césped bacteriano en top agar.

Tips importantes!

- Existe la teoria y la realidad. Algunos fagos producen un excelente titulo utilizando el método
de "alta concentracion" y placas grandes, sin embargo, muestran un pequefio estallido (10)
en la primera placa (por ejemplo, el fago P115 de V. chagasii). De hecho, parece que el
crecimiento del fago ocurre en varios plateaus de infeccibn mediante progenies sucesivas en
células no infectadas, lo que permite obtener dos registros mas de fagos después de unas
pocas horas.

- Para algunos fagos, no se observa un plateau, y la multiplicacion del fago requiere al menos
6 horas de infeccion.

- Aqui también, la nocién de baja MOI varia de fago a fago. Algunos requieren trabajar con
una MOI <0.001.
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