DETERMINACION DE LOS PARAMETROS CINETICOS DEL BACTERIOFAGO ®ITL-1.

José Luis Mendoza, Jesus Hernandez, Maria Inés Chavez.; Universidad Politécnica del Estado de Morelos, Direccion

de Biotecnologia, Jiutepec, Morelos; C.P. 62550. mchavez@upemor.edu.mx.

Palabras clave: bacteriéfagos, parametros cinéticos, fagoterapia.

Introduccién. Los bioprocesos son, actualmente, una
plataforma industrial para la produccion de diversos metabolitos
de interés. La tecnologias enfocadas para la produccion vy
aplicacion de bacteriéfagos aun estan en desarrollo, en
contraste con el gran avance en la produccién de otros
metabolitos y proteinas recombinantes de importancia
biolégica. En nuestro grupo de investigacion en el aislamiento y
caracterizacion de bacteriéfagos liticos contra diferentes
patdégenos de importancia médica y agroindustrial.

El objetivo de este trabajo fue determinar los parametros
cinéticos del bacteriéfago ®ITL-1 con la finalidad de desarrollar
un bioproceso para su produccion (1).

Metodologia.

Cepas bacterianas. El fago fue amplificado en medio NBY
empleando la bacteria Ralstonia solanacearum. Medios de
cultivo. Se empleé un medio mineral enriquecido con 5 g/L de
glucosa (MMG). Cuantificacion fagica. Se determinaron las
unidades formadoras de placa (PFU) mediante la técnica de
vertido en placa. Cuantificaciéon del crecimiento bacteriano.
El crecimiento bacteriano se determind por turbidimetria y por
conteo en placa. Determinacion de la constante de
adsorcion fagica (). Se cultivé a R. solanacearum en MMG y
fue infectada con una multiplicidad de infecciéon (MOI) de 0.001.
Se emplearon como controles medio de cultivo sin infectar y sin
inocular. Se determiné § empleando el modelo reportado por
Hyman y Abedon (2009) (1). Curva de un solo paso. En la
determinacioén del periodo latente (a) y el tamafio de explosion
(B) y la velocidad especifica de produccién viral (o), se hizo una
curva de un solo paso, que consistié en realizar una cinética de
replicacién viral de 4 h con una MOI de 1.5. Velocidad de
decaimiento fagico (n). Se determin6é la estabilidad del
bacteriéfago en MMG.

Resultados.

La velocidad de adsorcion fagica (3) se define como una
relacion de probabilidad entre la cantidad de fagos libres que
son adsorbidos en una célula bacteriana, y su valor determina
el grado de infectividad del virus (2). Los datos obtenidos fueron
linealizados como se muestra en la figura 1. LA pendiente de la
linea recta es 8X, donde X es la concentracion bacteriana
inicial. El valor de 3 fue de 1.45 x 1010 mL/min, lo que sugiere

que es un fago litico y altamente infectivo.
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Fig. 1. Curva de adsorcion para el fago ®ITL-1.

En la figura 2 se muestra la curva de un solo paso, mediante la
cual se determiné que p es de 57 PFU/CFU, o es de 0.0503 h'1,
y a de 60 min.
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Fig. 2. Curva de un solo paso. Concentracién fagica (), concentracion
bacteriana (&), control negative W), control positivo®.

Finalmente, es muy importante que durante el bioproceso, los
bacteriéfagos seas estables durante la fermentacion y la
purificacién. Por esta razon se determinaron los perfiles de
estabilidad en MMG, que fue el medio empleado para su
produccion. En estos experimentos se determind que a
temperatura ambiente (TA) el tiempo de reduccidon decimal
(Trp) fue de 194 dias; mientras que el Trp a 4°C fue de 280
dias. El valor para = a TA fue de 0.0199 d”', mientras que a 4°C
fue de 0.008 d™'.

Conclusiones. 1) Con base al valor § el bacteriéfago ®ITL-1 es
altamente infectivo, lo cual es adecuado para su uso en
fagoterapia. 2) El bacteriéfago es estable en el medio de cutivo
para su produccién, siendo mejor almacenarlo a 4°C.
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