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Capítulo 3: Persistencia de los bacteriófagos portadores del gen de la Stx2

3.3.2.5.2.- Experimentos de inactivación natural "in situ"

A continuación se presentan los resultados de inactivación de los diferentes

tipos morfológicos de colifagos somáticos, obtenidos en los experimentos de

inactivación natural "in situ" presentados en el apartado 3.3.1.1.2 de este capítulo.

Tabla 3.11.- Enumeración de colifagos somáticos (ufp/ml) en los experimentos A y B
de simulación de inactivación natural "in situ", a los diferentes tiempos de muestreo.

Experimento A Experimento B

to t?2 ti68 to tl44

ufp/ml (a) 350 18 0,8 320 14 8,5

(a) Aislamientos realizados con medio de triptona.

En ambos experimentos se observó un incremento en la proporción de fagos

con morfología Siphoviridae a medida que transcurría el tiempo desde el inicio del

experimento (Gráfica 3.9).

Gráfica 3.9.- Porcentajes de morfologías de bacteriófagos halladas en los experimentos
A y B de inactivación"/« situ" a los distintos tiempos.
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En ambos experimentos el porcentaje de bacteriófagos Myovirídae disminuyó a

medida que aumentaba el tiempo de exposición a la inactivación y por el contrario

aumentó el porcentaje de bacteriófagos de morfología Siphoviridae.

Como ya se indicó anteriormente, en la muestra filtrada (experimento A) el

porcentaje de bacteriófagos Myovirídae al inicio del experimento, fue menor que el

porcentaje de bacteriófagos Siphoviridae y en consecuencia el porcentaje final en

números absolutos también fue diferente. No obstante el efecto global de descenso de

Myovirídae y aumento de Siphoviridae fue el mismo en ambos experimentos.

De nuevo la distribución de morfologías internas de cada grupo de

bacteriófagos varió sensiblemente en cada uno de los tiempos estudiados (Tabla 3.12).

Tabla 3.12.- Porcentajes de morfologías correspondientes a los subtipos internos de
los dos morfotipos mayoritarios observados en los experimentos simulación de
inactivación natural "in situ".

Morfotipo Subtipo Experimento A Experimento B

to
Myovirídae . cápside 90,0 50,0 - 92,6 68,7 40,0

isometrica(a)

cápside 10,0 50,0 - 7,4 31,3 60,0
alargada(}

Total(c) 34,5 10,8 0,0 90,0 57,2 40,0

Siphoviridae cola recta(d) 68,7 10,7 0,0 100 50,0 30,8

cola curvada(c) 31,3 50,0 42,9 0,0 37,5 46,2

cola rizada(f) 0,0 39,3 57,1 0,0 12,5 23,0

Total(8) 55,2 75,7 87,5 10,0 28,6 52,0

(a,b) Porcentaje de fagos de cápside isometrica y alargada respectivamente del total de colifagos
somáticos de morfología Myovirídae observado en estas muestras.

(c) Porcentaje total de colifagos somáticos de morfología Myovirídae observado en estas muestras.

(d, e, O Porcentaje de fagos de cola recta, curvada o rizada respectivamente, del total de colifagos
somáticos de morfología Siphoviridae observado en estas muestras.

(g) Porcentaje total de colifagos somáticos de morfología Siphoviridae observado en estas muestras.
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Estos resultados de nuevo parecen indicar que dentro de cada tipo morfológico,

ciertos subtipos se seleccionan por acción de la inactivación natural.

Conociendo los valores correspondientes al conjunto de colifagos somáticos en

cada tiempo de muestreo, así como los porcentajes de los diferentes morfotipos, se

pudo calcular la reducción decimal para las dos morfologías más representativas en

estos experimentos a los diferentes tiempos de muestreo. En ambos casos, la

reducción decimal fue superior para los bacteriófagos de morfología Myoviridae que

para losSiphoviridae (Tabla 3.13).

Tabla 3.13.- Reducción
mayoritarios, en los expe

i decimal de los tipos morfológicos colifagos somáticos
rimentos de inactivación "in situ".

Experimento A Experimento B

(a) 4.
t?2 M68 ti44 ti92

Colifagos somáticos

Myoviridae ^

Siphoviridae (c)

1,3 2,6

1,8 >3,0

1,1 2,4

1,4

1,6

0,9

1,6

1,9

0,9

(a) Tiempo transcurrido (horas) desde el inicio del experimento de inactivación,

(b) Colifagos somáticos con la morfología Myoviridae.

(c) Colifagos somáticos con la morfología Siphoviridae
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3.3.2.5.3.- Experimentos de inactivación por efecto del tratamiento con cloro

3.3.2.5.3.1.- Inactivación de las diferentes morfologías de colifagos somáticos por

efecto del tratamiento con cloro

El efecto del tratamiento con cloro produjo una variación de los porcentajes de

los tipos morfológicos más representativos de colifagos somáticos (Myoviridae y

Siphoviridae) observados antes y después del tratamiento. Se produjo un incremento

en el porcentaje de fagos del tipo Siphoviridae, respecto a los Myoviridae, después del

tratamiento con cloro. Este efecto se observó tanto para agua residual bruta como para

el efluente secundario (Tabla 3.14).

El descenso de los valores de colifagos somáticos fueron superiores en estos

experimentos a los observados en el apartado 3.3.1.2.1. Como ya se ha indicado en el

apartado de Materiales y Métodos, en estos experimentos se utilizó un tiempo de

tratamiento con cloro de 30 minutos en tanto que en los experimentos mostrados

anteriormente fue de 20 minutos.

Tabla 3.14.- Efecto del tratamiento con cloro en la distribución de tipos morfológicos

de colifagos somáticos en agua residual y en un efluente secundario.

Cloración del agua residual Cloración del efluente
secundario

Antes de la
cloración

Después de la
cloración

Antes de la
cloración

Después de la
cloración

ufp/ml

% Myoviridae

% Siphoviridae

% Podoviridae

% Microviridae

18000

100

91,0

6,0

1,0

2,0

1200

30

66,7

30,0

3,3

0,0

1200

30

96,7

3,3

0,0

0,0

110

30

66,7

20,0

3,3

10,0
(a) Número de aislamientos de bacteriófagos observados por el microscopio electrónico.
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Estos resultados pueden visualizarse de nuevo gráficamente

Gráfica 3.10.- Variación en los porcentajes de morfologías de bacteriófagos por
efecto del tratamiento con cloro, en muestras de agua residual y de efluente
secundario.

Antes a Después a

Agua residual

Antes a

Efluente secundario

La distribución, en agua residual y en efluente secundario, de los diferentes

subtipos dentro de los dos tipos morfológicos principales (aspecto de la cápside en

morfología Myovihdae y aspecto de las colas en morfología Siphovihdae), también

presentó variaciones. Se observó que el 100 % de los aislamientos de bacteriófagos de

morfología Myoviridae presentaron cápside alargada después del tratamiento con

cloro, mientras que antes de aplicar el tratamiento, era mayoritario el subtipo de

cápside isométrica. En el caso de los Siphoviridae, aparecieron bacteriófagos de cola

curvada después del tratamiento, calculándose para este subtipo porcentajes que

oscilaron entre el 55 y el 60 %.

Conociendo los números del conjunto de colifagos somáticos, así como los

porcentajes de los diferentes morfotipos, se pudo calcular la reducción decimal para

las dos morfologías más representativas en estos experimentos antes y después del
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tratamiento con cloro. En ambos casos, la reducción decimal fue superior para los

bacteriófagos de morfología Myoviridae que para los Siphoviridae (Tabla 3.15).

Tabla 3.15.- Reducción decimal de los tipos morfológicos mayoritarios de colifagos
somáticos después del tratamiento con cloro.

Cloración del agua Cloración del efluente
residual secundario

Colifagos somáticos 1,2 1,0

Myoviridae^ 1,3 1,2

Siphoviridae(b) 0,5 0,3

(a) Colifagos somáticos con la morfología Myoviridae.

(b) Colifagos somáticos con la morfología Siphoviridae.

3.3.2.5.3.2.- Inactivación de las diferentes morfologías de los bacteriófagos infecciosos

para E. coli O157:H7 por efecto del tratamiento con cloro

Dado que los resultados anteriores indicaron que en su inicio, E. coli O157:H7

detectó un mayor número de bacteriófagos Siphoviridae que E. coli CN13, se quiso

estudiar la inactivación morfológica diferencial de los fagos aislados con E. coli

O157:H7. Para ello se aprovecharon los experimentos de inactivación por tratamiento

con cloro descritos en el apartado 3.3.1.3.1 y se calcularon los porcentajes de las

diferentes morfologías que infectan a O157:H7 antes y después de la cloración (Tabla

3.16). De nuevo se quiere recordar que, como ya se ha indicado en el apartado de

Material y Métodos de este capítulo, en estos experimentos se realizó el aislamiento

de los fagos infecciosos para 0157:H7 con medio de triptona antes y después de

someterlos a un tratamiento con cloro durante 20 minutos.
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Tabla 3.16.- Efecto del tratamiento con cloro en la distribución de tipos morfológicos
de bacteriófagos infecciosos para E. coli O157:H7 en agua residual.

Cloración del agua residual (a)

Antes

ufp/ml

n(b)

% Myoviridae

% Siphoviridae

de la cloración

1,1. 102

45

73,3

26,7

Después de la cloración

2,5.10'

39

30,8

69,2

Reducción

decimal

0,64

1,0

0,3

(a) El tiempo empleado para el tratamiento con cloro fije de 20 minutos,

(b) Número de aislamientos de bacteriófagos observados por el microscopio electrónico.

Se observó que, de nuevo, se producía mayor inactivación de los bacteriófagos

de morfología Myoviridae y un aumento en el porcentaje de bacteriófagos de

morfología Siphoviridae (Gráfica 3.11).

Gráfica 3.11.- Variación en los porcentajes de morfologías de bacteriófagos
infecciosos para O157:H7 por efecto del tratamiento con cloro en muestras de agua
residual.
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Capítulo 3. Resultados 201



Capítulo 3: Persistencia de los bacteriófagos portadores del gen de la Stx2

Estos resultados no son directamente comparables con los obtenidos con K

coli CN13, dado que los tiempos utilizados para el tratamiento con cloro son

diferentes (30 minutos en el caso de los colifagos somáticos y 20 minutos en estos

experimentos). No obstante, el efecto de incremento de porcentaje de fagos del tipo

Siphoviridae después del tratamiento con cloro es similar para los aislamientos de

bacteriófagos realizados con las dos cepas.
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Capítulo 3

3.4.- Discusión

En los ensayos descritos en este capítulo se determinó la persistencia de los

fagos portadores del gen de la Stx 2 infecciosos para E. coli O157:H7 frente a

diferentes procesos de inactivación. Puesto que es conocido que los bacteriófagos

persisten mejor que las bacterias a los procesos de inactivación (IAWPRC Study

Group on Health Related Microbiology. 1991), se comparó la persistencia que

presentó K coli y R coli 0157:H7 respecto a la persistencia que presentaron los

bacteriófagos portadores del gen de la Stx 2 que infectan a Rcoli O157:H7 ATCC

43888, frente a los diversos procesos de inactivación.

Asimismo se estudio la diferente persistencia a los procesos de inactivación de

los dos morfotipos predominantes de colifagos capaces de infectar a E. coli O157:H7

(Myoviridae y Siphoviridae). Para ello se realizó un amplio estudio sobre la

inactivación diferencial de los diferentes morfotipos de colifagos somáticos frente a

diferentes procesos de inactivación, utilizando los colifagos capaces de infectar a K

CO//CN13.

Primeramente se estudió la presencia de los fagos portadores del gen de la Stx 2

en muestras de agua de el río Llobregat. Como ya se indicó en el apartado de Materiales

y Métodos de este capítulo, el agua del río Llobregat en el punto analizado tiene unos

niveles de contaminación fecal muy inferiores a los de las aguas residuales de nuestra

zona, como consecuencia de cierto proceso de dilución y depuración natural. Los

resultados obtenidos indicaron que los bacteriófagos portadores del gen de la Stx 2

infecciosos para O157:H7, están presentes en el agua de río y que, por tanto, tienen un

elevado nivel de persistencia en el medio acuático
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La enumeración de colifagos somáticos indicó que estos han disminuido

aproximadamente 2 logaritmos respecto a los valores detectados para estos fagos en

agua residual del área urbana de Barcelona. Sin embargo, el conjunto de fagos

infecciosos para E. coli O157:H7 mostraron una reducción menor, tal y como se

observa por los resultados obtenidos en la enumeración de estos fagos en agua de río,

tan sólo un logaritmo por debajo de los valores detectados en agua residual.

Los análisis realizados en agua del río Llobregat indicaban la presencia de los

fagos portadores del gen de la Stx 2 en agua de río, pero no permitían realizar un

estudio sobre la persistencia de estos fagos ante procesos de inactivación natural.

Tampoco daban información sobre si estos fagos se inactivan en mayor o menor

medida que otros grupos de fagos, ni permitían determinar si eran más persistentes

que E. coli O157:H7 frente a la inactivación natural. Con el fin de evaluar con mayor

concreción la persistencia de estos fagos frente a procesos de inactivación natural, se

realizaron los experimentos de inactivación natural "in silu".

La simulación de los procesos de inactivación natural se realizó mediante

dilución del agua residual inoculada en agua de río. Posteriormente se sumergió esta

mezcla en la cubeta de análisis "on line", descrita en el apartado de Materiales y

Métodos de este capítulo, que recibe un influjo constante de la misma agua de río y

que por tanto puede considerarse como parte del río. De este modo, se sometió a la

contaminación presente en el agua residual a los mismos procesos de inactivación

natural que tienen lugar cuando, desde un foco de contaminación, se vierte agua

residual a un río.

Los resultados obtenidos indicaron que los bacteriófagos (fagos infecciosos

para CN13 y fagos infecciosos para O157:H7) presentan patrones de inactivación

muy similares y que, en ambos casos, presentaron una inactivación muy inferior a la

de las bacterias. Teniendo en cuenta que en estos experimentos, la población

bacteriana mayoritaria correspondía a E. coli 0157:H7, puesto que fue inoculada
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artificialmente, se puede afirmar que los fagos presentes en la muestra de agua residual

y en concreto los fagos que infectan a O157:H7, presentaron mayor persistencia a los

procesos inactivación natural que la cepa bacteriana que son capaces de infectar.

Se observó que la inactivación que presentaron los dos grupos de bacteriófagos

estudiados (colifagos somáticos y fagos infecciosos para O157:H7) fue sensiblemente

superior el primer experimento (A) que en los otros dos experimentos (B y C). No

obstante, hay que tener en cuenta que el experimento A se realizó a una temperatura

del agua de río de 25 °C, mientras que la temperatura del agua en los otros dos

experimentos fue inferior (16 y 14 °C respectivamente). Asimismo, la insolación que

tuvo lugar en las fechas en que se realizó el primer experimento fue también superior a

la que se dio durante la realización de los otros dos experimentos. Como se ha indicado

en la introducción de este capítulo, la luz solar es un factor determinante en los

procesos de inactivación natural. Por tanto, parece que la radiación solar y la

temperatura influyeron considerablemente en la inactivación de los bacteriófagos. Al

mismo tiempo que se realizaron estos experimentos, miembros de nuestro grupo de

investigación llevaron a cabo experimentos paralelos con otros parámetros

microbiológicos y realizados siguiendo idéntica metodología. Estos experimentos

mostraron que la insolación y la temperatura influyeron sobre la inactivación de las

poblaciones bacterianas presentes en las muestra diluida de igual modo que sucedió

con los bacteriófagos (datos no presentados en esta memoria).

En estos mismos estudios, los resultados obtenidos en los análisis de detección

de los fagos portadores del gen de la Stx 2 infecciosos para O157:H7, indicaron que

estos fagos presentan, al igual que el conjunto de fagos infecciosos para O157:H7,

mayor persistencia frente a los procesos de inactivación que E. coli y en concreto que

E. coli O157:H7. Si bien la aproximación experimental realizada no permite cuantificar

con precisión el número de fagos portadores del gen de la Stx 2, la comparación entre

las reducciones logarítmicas del conjunto de fagos que infectan a E. coli O157:H7

frente a los volúmenes mínimos de agua utilizada para realizar enriquecimientos en los
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que se detectó presencia de los fagos portadores del gen de la toxina, parecen indicar

que, al menos en los experimentos A y B, estos fagos persisten a la inactivación

natural como mínimo igual que el conjunto de fagos infecciosos para O157:H7. En el

experimento C, no pudo confirmarse esto mismo, dado que no pudieron detectarse

fagos portadores del gen de la Stx 2 después del inicio del experimento.

En el experimento A los fagos portadores del gen de la Stx 2 fueron en el inicio

(tiempo cero) superiores que en los otros dos experimentos (B y C). En el primer

experimento la reducción presentada por el conjunto de fagos infecciosos para

O157:H7 fue a las 168 horas de 2,4 logaritmos. Sin embargo, la reducción presentada

por los fagos infecciosos para O157:H7 portadores del gen de la toxina fue menor a

dos logaritmos, dado que se detectaron en el sobrenadante de cultivos infectados con

fagos purificados con un volumen de muestra sólo diez veces superior al del inicio del

experimento.

Resultados similares se observaron en el experimento B, donde la reducción de

1,4 logaritmos presentada por el conjunto de fagos infecciosos para O157:H7 no se

reflejó en los fagos portadores del gen de la Stx 2, los cuales mostraron una reducción

de menos de un logaritmo.

En el experimento C, como ya se indicó anteriormente, no se pudo comparar la

inactivación de los fagos portadores del gen de la Stx 2 con el conjunto de fagos

infecciosos para O157:H7, dado que éstos no se detectaron después del inicio del

experimento. No obstante, considerando que al inicio se detectaron en volúmenes

correspondientes a 10 ml y que después no se detectaron, se puede estimar que se

produjo un descenso mayor o igual a un logaritmo, lo que indicaría que se inactivaron

igual o más que el conjunto de fagos infecciosos para 0157:H7.

Los resultados obtenidos en el experimento C para los fagos portadores del gen

de la Stx 2 no coinciden totalmente con los obtenidos en los dos experimentos
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anteriores. No obstante, existen diferencias entre los tres experimentos que podrían

explicar esta falta de coincidencia. Por un lado, si se compara con el experimento A, se

observa que en éste, los niveles iniciales de fagos portadores del gen de la Stx 2

presentes en la muestra eran diez veces superiores (se detectaron en sobrenadantes de

cultivos de enriquecimiento infectados con fagos purificados de 1 mi de muestra,

mientras que en el experimento C sólo se detectaron en 10 mi). Dado que, a las 168

horas desde el inicio del experimento A se observó que se detectaban en un volumen

de muestra diez veces mayor, lo que indicaría que se inactivaron del orden de un

logaritmo, es explicable que no se detectaran en el experimento C, donde se tendría que

haber realizado el análisis de 100 mi de muestra para poder observar la misma

inactivación. Por otro lado, si se compara el experimento C con el experimento B, se

ha de tener en cuenta que el tiempo de análisis en que se realizó la detección de los

fagos portadores del gen de la Stx 2 fue superior (168 horas), lo que podría explicar el

mayor grado de inactivación de estos fagos.

En resumen, los fagos portadores del gen de la Stx 2 infecciosos para O157:H7

parecen ser, cuanto menos, igual de persistentes que el conjunto de fagos infecciosos

para O157:H7 y que los colifagos somáticos y, en cualquier caso, son mucho más

persistentes a la inactivación natural que E. coliO\57:H7.

Los siguientes estudios se realizaron a fin de estudiar la persistencia de fagos

infecciosos para O157:H7 y de la propia bacteria frente a uno de los tratamientos más

comúnmente aplicado en los procesos de potabilización de aguas y depuración de

efluentes secundarios: el tratamiento con cloro.

En los experimentos de cloración, se observó una inactivación de las bacterias

muy superior que la de los bacteriófagos. Las cepas de K coli presentes en el agua

residual siguieron los mismos patrones de inactivación que E. coli O157:H7 y, por su

parte, los colifagos somáticos presentaron el mismo patrón de inactivación que los
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fagos infecciosos para O157:H7. En aquellos experimentos de tratamiento con cloro en

que se incorporó al estudio la detección de los fagos portadores del gen de la Stx 2, los

resultados indicaron que estos fagos presentaban, al menos, la misma persistencia a la

inactivación por cloro que el conjunto de fagos infecciosos para O157:H7 y que, por

tanto, presentaban mayor persistencia que.E. coli O157:H7.

Los siguientes estudios se estudió la persistencia de los fagos portadores del

gen de la Stx 2 infecciosos para 0157:H7 y de E. coli O157:H7 frente a un tratamiento

de pasteurización. Como ya se indicó en la introducción de este capítulo, este proceso

es comúnmente utilizado en el tratamiento de alimentos destinados al consumo.

Puesto que los alimentos son uno de los principales vehículos de transmisión de K

coli O157:H7, se consideró interesante estudiar la inactivación que presentaban la cepa

y los fagos portadores del gen de la Stx 2 que la infectan frente a este tratamiento.

Dado que todos los estudios realizados estaban dirigidos a evaluar la persistencia de

los fagos portadores del gen de la Stx 2 en aguas, se estudió el tratamiento de

pasteurización aplicándolo en una muestra de agua residual.

Los resultados obtenidos indicaron una fuerte inactivación de E. coli O157:H7

inoculada en las muestras, así como de las cepas de E. coli presentes en el agua residual

analizada. Por el contrario, la inactivación que presentaron los bacteriófagos (colifagos

somáticos y fagos infecciosos para O157:H7) fue casi imperceptible. Del conjunto de

fagos infecciosos para 0157:H7, aquéllos portadores del gen de la toxina no mostraron

inactivación, puesto que fueron detectados en los sobrenadantes de los cultivos de

enriquecimiento infectados con fagos purificados de los mismos volúmenes de agua

residual antes y después del tratamiento.

Después de esta serie de experimentos, quedó demostrada la mayor

persistencia de los fagos infecciosos para O157:H7 y portadores del gen de la Stx 2 en

comparación a la inactivación mostrada por E. coli O157:H7 frente a diferentes

procesos de inactivación. Asimismo, se confirmaron los resultados obtenidos por
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otros autores que destacaron la mayor persistencia de los bacteriófagos respecto a las

bacterias frente a diferentes procesos de inactivación y depuración de aguas (Bell y

col., 1976; Sobsey, 1989; Jofre y col., 1995).

Los resultados discutidos anteriormente indican que los bacteriófagos

portadores del gen de la Stx 2 constituyen sólo una fracción del conjunto de

bacteriófagos infecciosos para O157:H7. Asimismo, en los datos anteriores se puede

intuir que los bacteriófagos infecciosos para O157:H7 portadores del gen de la Stx 2

podrían ser más resistentes a la inactivación que el conjunto de fagos infecciosos para

O157:H7.

Se ha descrito que los fagos portadores del gen de la Stx 2 son fagos tipo

lamboide (Datz y col, 1996), y como se ha indicado en la introducción de este

capítulo, el fago lambda pertenece a la familia Siphoviridae (Franki y col., 1991).

Algunos estudios preliminares mostraban que los fagos del tipo Siphoviridae

presentan gran persistencia ante procesos de inactivación natural y procesos de

tratamiento de aguas (Lasobras y col., 1997). Por ello se quiso comparar la resistencia

a la inactivación de los bacteriófagos con morfología lamboide respecto a otros grupos

de bacteriófagos.

Este estudio de inactivación de diferentes morfotipos de bacteriófagos

infecciosos para O157:H7 se podía haber llevado a cabo directamente con K coli

O157:H7 pero, como se ha señalado en el apartado de Materiales y Métodos de este

capítulo, se eligió la cepa CN13 de E. coli. La cepa CN13 de K coli, utilizada para la

detección de colifagos somáticos (Pedroso y Martins, 1995), detecta, según estudios

previos (Lasobras y col., 1997), principalmente fagos del tipo Myoviridae y

Siphoviridae, de igual modo que sucede con O157:H7. Asimismo detecta grandes

cantidades de bacteriófagos en aguas contaminadas con heces humanas y animales

(Payment y col., 1993). Es por ello que se eligió esta cepa para estudiar la inactivación

de los diferentes morfotipos de bacteriófagos frente a diferentes procesos de
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inactivación, ya que al ser mucho más abundantes que aquéllos que infectan O157:H7,

permitía encontrar, después de los procesos de inactivación, números aún détectables

de bacteriófagos.

Ante la posibilidad de que ciertas variaciones en la metodología pudieran

ejercer una cierta influencia sobre los bacteriófagos detectados, como consecuencia de

cambios en la superficie de la célula o la influencia de iones en la adsorción de

diferentes grupos de bacteriófagos, se realizaron algunas pruebas para determinar la

influencia de la metodología sobre la distribución de morfotipos de bacteriófagos que

infectan una especie bacteriana, en este caso E. coli. Como era previsible, se detectó

dicha influencia y como consecuencia se eligió aquel método que a nuestro entender

daba aquella distribución de morfotipos que nos permitiría una mejor observación de

los cambios que pudieran tener lugar y además se utilizó siempre la misma

metodología.

Con esta metodología se estudiaron diferentes tipos de muestras. Inicialmente

se analizaron muestras que supuestamente presentaban contaminación reciente,

entendiendo por ésta la que presentan una proximidad temporal y espacial al foco de

la contaminación. Los datos obtenidos con este grupo de muestras indicaron que no

existían diferencias significativas entre ellas. Tanto en aguas residuales con

contaminación de origen humano o animal, los porcentajes de cada tipo morfológico de

colifago fueron similares. Asimismo, las muestras de efluente de depuradora se

pudieron incluir en este grupo, lo que indica que los procesos aplicados en esta

estación de tratamiento de aguas residuales, si bien producen una reducción

aproximada del 90 % en el recuento de bacteriófagos, no influyen en la distribución de

los diferentes tipos morfológicos.

Los resultados demuestran que el tipo morfológico dominante en muestras de

agua con contaminación reciente, correspondió al tipo Myoviridae. Esta observación

está de acuerdo con estudios anteriores (Ackermann y col., 1983). La segunda
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morfología más abundante, a gran distancia de la primera, fue la morfología

Siphoviridae, mientras que las otras dos morfologías Podoviridae y Microviridae, se

detectaron en proporciones inferiores. Los subtipos más frecuentes en muestras de

contaminación reciente indicaron la presencia de cápsides isométricas en fagos de la

familia Myoviridae y fagos de colas rectas en la familia Siphoviridae.

Los análisis realizados con£. coli O157:H7 como cepa huésped mostraron que

ésta detectó diferentes proporciones de los diferentes tipos morfológicos de colifagos

que£. coli CN13, aunque se continuó observando una mayor proporción de fagos del

tipo Myoviridae.

El siguiente paso fue estudiar la inactivación de las diferentes morfologías de

bacteriófagos presentes en muestras sometidas a diferentes procesos de inactivación.

En primer lugar, se estudió la variación en los porcentajes de los diferentes

tipos morfológicos de fagos presentes en aguas presumiblemente sometidas a procesos

de inactivación natural. Para este estudio se utilizó un ecosistema natural, las aguas del

río Ter, y un sistema de inactivación natural "in situ". Los resultados obtenidos en

ambos grupos de experimentos mostraron un cambio significativo en la distribución de

los porcentajes de las diferentes morfologías de bacteriófagos, si se comparan con la

que presentaban en aguas con contaminación reciente. La morfología Myoviridae sufrió

un descenso de sus proporciones a favor de la morfología Siphoviridae. Además,

parece que entre los fagos de morfología tipo Myoviridae pasaron a predominar

subtipos de cápside alargada en detrimento de los subtipos de cápside isométrica, más

frecuentes en aguas de contaminación reciente, por lo que se sugiere también la menor

resistencia de éstas últimas a los procesos de inactivación. Asimismo, aumentaron las

proporciones de los fagos de la morfología Siphoviridae en estas muestras. Dentro de

este grupo, se detectaron subtipos que mostraron colas menos rígidas, más curvadas

que las que se observaban en muestras de contaminación reciente, apareciendo incluso
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lo que se ha denominado "colas rizadas". Esta última morfología es la que presenta

mayor persistencia a los procesos de inactivación natural.

Las pruebas realizadas con muestras provenientes del río Ter resultaron muy

útiles como modelo de estudio de la inactivación natural. El primer punto mostró un

patrón típico de las muestras con contaminación reciente, mientras que el segundo

punto aparece como un estadio intermedio . En el tercer punto se observa el final del

proceso de inactivación natural, donde el porcentaje de las morfologías de

bacteriófagos se invirtió claramente a favor del tipo Siphoviridae de colas curvadas.

Las pruebas de inactivación "in silu" realizadas indicaron también un efecto

similar a pequeña escala. En el experimento B, la muestra inicial presentó la

distribución de morfotipos típica del agua residual, lo que era esperable. A medida que

estos valores de titulación disminuyeron por efecto de la inactivación natural, se

observó el cambio de los morfotipos predominantes, aumentando de nuevo el

porcentaje de fagos Siphoviridae, como ocurría con las muestras de río alejadas del

foco de contaminación principal.

En el experimento A, la filtración previa de la muestra indicó, al inicio del

experimento, valores distintos a los correspondientes a un agua de contaminación

reciente, efecto ya demostrado causado por la filtración. A pesar de ello, el patrón de

selección de morfotipos es idéntico al experimento B, favoreciéndose la selección de la

morfología Siphoviridae.

Estos resultados sugieren que la persistencia de los bacteriófagos en ambientes

acuáticos ésta fuertemente relacionada con su morfología, aunque posiblemente no sea

ésta la única causa de las diferencias observadas. De entre todos, los fagos de la familia

Siphoviridae con colas curvadas parecen ser los más capaces de persistir bajo

condiciones de inactivación natural. Ésta podría ser una de las razones por las que
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muchos bacteriófagos descritos, aislados del medio ambiente, corresponden a ésta

morfología (Francki y col, 1991).

Los estudios de tratamiento con cloro se realizaron para observar si los

procesos de tratamiento artificiales influían de igual modo que los procesos de

inactivación natural. Se observó de nuevo una inactivación diferencial de los tipos

morfológicos, así como un incremento en el porcentaje de fagos del tipo Siphoviridae

y una consiguiente disminución de fagos de tipo Myovirídae. Asimismo se incrementó

el porcentaje de fagos Myovirídae con cápside alargada y de fagos del tipo

Siphoviridae con colas curvadas después del tratamiento con cloro.

En los resultados obtenidos los experimentos de tratamiento con cloro, se

puede observar también que los resultados comparativos entre las muestras de agua

residual y las muestras provenientes del efluente de la estación de tratamiento que

depura éstas mismas aguas, indican que la inactivación diferencial de los tipos

morfológicos presentes en ambas muestras fue muy similar.

La inactivación diferencial de los fagos infecciosos para O157:H7 por acción

del tratamiento con cloro mostró un efecto global de aumento de la proporción de

fagos del tipo Siphoviridae respecto a los Myovirídae después de la cloración. Este

mismo efecto ya se observó con los colifagos somáticos, demostrándose de nuevo que

este tipo morfológico se selecciona favorablemente en muestras sometidas a un

tratamiento con cloro.

Los resultados obtenidos en el estudio de inactivación de los diferentes

morfotipos de bacteriófagos indican claramente que los fagos de la familia Siphoviridae

son los que presentan mayor persistencia ante procesos de depuración e inactivación

natural y, dentro de este grupo, parece que se seleccionan favorablemente aquéllos que

muestran colas curvas o rizadas.
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Resulta interesante destacar que un 25 % de los fagos que infectan a E. coli

O157:H7 son precisamente del tipo Siphoviridae de cola curva. Esto indica que una

cuarta parte de los fagos que infectan a ésta cepa presentan una elevada persistencia a

la inactivación.

Como ya se ha indicado anteriormente, del conjunto de fagos que infectan a

O157:H7, un porcentaje corresponden a fagos portadores del gen de la Stx 2, y por los

experimentos realizados en la primera parte de este capítulo, éstos presentan alta

persistencia a los procesos de inactivación.

La bibliografía indica que los fagos portadores del gen de la Stx 2 son fagos del

tipo lamboide, que corresponden a la familia Siphoviridae. Por tanto, los fagos

portadores del gen de la Stx 2 presentan, tanto por su morfología como por los

resultados obtenidos en los estudios de inactivación realizados, una elevada

persistencia a los procesos de inactivación, tanto natural como artificial.

En contraposición con los resultados obtenidos en este capítulo, el fago 933

W, obtenido por inducción lisogénica con Mitomicina a partir de E. coli C600(933W)

(tal como se indica en el Capítulo 1 de esta memoria de tesis), mostró una elevada

inestabilidad una vez activado su ciclo Utico. Ello parece indicar que dicho bacteriófago

debe ser defectivo en alguna característica que le impide permanecer estable fuera de la

cepa que lo transporta como profago.

Los resultados obtenidos indican claramente que los fagos son un reservorio de

genes que codifican para la Stx 2 en ambientes naturales. Por ello debe ser posible

aislar bacteriófagos portadores de la toxina presentes en muestras ambientales. No

obstante, los intentos realizados hasta el momento para obtener un clon de fagos

portadores de la toxina, a partir de muestras de agua residual, no han dado resultados

satisfactorios (datos no presentados). En estos estudios se ha utilizado K coli

O157:H7 como cepa huésped para aislar fagos portadores del gen de la Stx 2. Los
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fracasos en estos experimentos parecen indicar que posiblemente O157:H7 podría no

ser el huésped adecuado para detectar estos fagos. Por lo que se sugiere que E. coli

O157:H7 no es el origen de los fagos portadores de la toxina. Es posible que otros

serotipos de E. coli o incluso otras especies bacterianas sean el auténtico origen de los

fagos portadores del gen de la Stx 2. Es conocido que bacteriófagos infecciosos para

Shigella son capaces de infectar a E. coli O157:H7 y viceversa (Kasatiya, 1987), por

tanto la utilización de Shigella como cepa huésped podría permitir en subsiguientes

estudios realizar el aislamiento de un clon de fagos portadores del gen de la Stx 2 en

aguas residuales.
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4.- Discusión Final

Los bacteriófagos portadores de genes están relacionados con la patogenicidad

de las bacterias a las que infectan. Concretamente en el caso de Stx 2, este hecho se

confirma puesto que la inducción de fagos lisogénicos produce incrementos de

producción de la toxina en las bacterias que lisogenizan. Los fagos representan pues,

potenciales elementos móviles entre especies bacterianas fílogenéticamente cercanas.

La producción de Stx se ha demostrado en otras enterobacterias distintas de K coli,

por tanto, la transferencia del carácter mediada por lisogenización de los fagos

portadores del gen de la Stx 2, podría explicar la presencia de las toxinas Stx en

diferentes cepas bacterianas, así como el amplio rango de variabilidad de la familia de

las toxinas de Shigella.

Hasta el momento, ningún estudio previo permitía estimar la cantidad de fagos

portadores de genes implicados en patogenicidad circulantes en el medio ambiente. Los

resultados que aquí se muestran, dan información sobre la cantidad de estos fagos en

muestras de agua residual, que por los niveles de contaminación que presentan, son

representativas de las aguas residuales de los países desarrollados.

Utilizando los métodos descritos en esta memoria, basados en la técnica de la

PCR, los fagos portadores del gen de la Stx 2 han sido detectados en agua residual del

área urbana de Barcelona, en cantidades elevadas.

Se pretendió comprobar, además, si los fagos portadores del gen de la Stx 2

eran infecciosos para una cepa de£l coli O157:H7. La infectividad de estos fagos para

O157:H7 quedó demostrada con el hecho de que se detectaran en volúmenes de 0,1 mi

de agua residual (llegando en una ocasión a ser detectados en 0,02 mi), después de

haber infectado un cultivo de 0157:H7, mientras que no se detectaban en los mismos

volúmenes cuando se analizaba directamente la muestra, sin enriquecimiento previo.
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La caracterización complementaria de los amplímeros obtenidos así como el

estudio de las secuencias de dichos amplímeros mostraron que, efectivamente, se

detectó el gen de la toxina presente en el genoma de fagos purificados de agua residual.

La detección de la toxina en el sobrenadante de los cultivos de O157:H7

infectados con fagos purificados de agua residual, así como las pruebas de

citotoxicidad realizadas demostraron que algunos de estos fagos transportaban el gen

completo en su genoma y que estén se expresa en su totalidad.

La estimación del número de fagos, aplicando la técnica del NMP, si bien debe

ser tenida en cuenta sólo como una aproximación, indicó que el número de fagos

portadores del gen de la Stx 2 infecciosos para O157:H7 en aguas residuales del área

urbana de Barcelona oscila entre 1 y 10 fagos/mi de agua residual. Esto representa

aproximadamente el 1 % del conjunto de fagos infecciosos para O157:H7. La

información existente sobre la presencia de E. coli O157:H7 en aguas residuales es

muy escasa, no obstante los datos disponibles indican que E. coli 0157:H7 no es tan

abundante en ambientes naturales como los fagos que la infectan, detectados en este

estudio.

Se ha podido detectar también la presencia de fagos portadores del gen de la

Stx 2 en aguas residuales de origen animal. Asimismo se han detectado en aguas

residuales de distintos orígenes geográficos. Por ello hay que considerar la presencia de

fagos portadores del gen de la Stx 2 en agua residual como un hecho general, aunque

más variable que la presencia de E.coli, colifagos somáticos o los fagos que infectan a

O157:H7. Estos mismos estudios indican que los fagos portadores del gen de la Stx 2

no son una fracción constante entre el conjunto de fagos infecciosos para O157:H7,

para todas las aguas analizadas, habiéndose observado variación en la cantidad de fagos

portadores del gen de la toxina en las diferentes muestras estudiadas,

independientemente del número total de fagos que infectan a O157:H7.
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Este estudio abre la posibilidad de que existan fagos portadores de genes que

codifican para alguna variable de la Stx 2, por lo que consideramos que la metodología

empleada podría ser útil para determinar la presencia de fagos portadores de los genes

que codifican para las variables de la Stx 2.

Se ha podido observar una gran persistencia de estos fagos ante diferentes

procesos de depuración respecto a K coli O157:H7. Asimismo, y teniendo en cuenta

que los fagos portadores del gen de la Stx 2 corresponden a la familia Siphoviridae,

estos fagos presentan mayor persistencia a los procesos de inactivación que otros

tipos morfológicos de bacteriófagos. Dado que los bacteriófagos son, en general, más

resistentes que E. coli a la desinfección (Sobsey y col., 1989), a tratamientos de

depuración (Jofre y col., 1995) y a la inactivación natural en aguas (Bell, 1976; Kott y

col., 1968), se puede pensar que, en realidad, los bacteriófagos son los que actúan

como reservorio natural de genes en el medio ambiente.

La inestabilidad del fago 933 W obtenido por inducción lisogénica de la cepa de

K coli C600(933W), en contraposición a la elevada persistencia de los fagos

portadores del gen de la Stx 2 detectados en este estudio, parecen indicar que ni K coli

C y posiblemente tampoco E. coli O157:H7 son los huéspedes naturales de los fagos

portadores del gen de la toxina presentes en aguas naturales. Esta aseveración

conjuntamente con los elevados niveles detectados de fagos portadores del gen de la

Stx 2 sugieren que otras cepas de E. coli o incluso otras enterobacterias pueden ser el

origen de los fagos portadores del gen de la toxina en el medio ambiente.

Creemos que este trabajo abre interesantes perspectivas sobre el estudio de

fagos que son portadores de genes que codifican para la Stx, y que debe determinarse

la importancia de los fagos en la transferencia de estos genes entre diferentes especies

de enterobacterias en condiciones naturales. Pensamos que seria interesante determinar

el papel de los fagos como reservorio de estos genes en el medio ambiente y que la
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ingestión de fagos por si misma, bien sea por humanos o por animales puede incluso

causar la conversión de E. coli presente en la flora intestinal del mismo modo que

ocurre en el medio ambiente. Otros autores (Datz y col., 1996; Martins y col., 1992,

Beutin y col., 1997) sugieren asimismo que serían interesantes más estudios

encaminados a determinar la distribución de los bacteriófagos en ambientes acuáticos y

determinar el papel que juegan como elementos de transmisión entre diferentes cepas

bacterianas. Mayor conocimiento del tema puede dar información sobre la

transferencia horizontal de este tipo de genes.

Subsiguientes investigaciones en este campo podrían dar información sobre los

bacteriófagos y la transferencia de genes englobados en su genoma en el medio

ambiente. Esta información podría dar lugar a que la política sanitaria actual, referida

tanto a tratamientos de depuración de aguas como a prácticas sanitarias con alimentos,

sea ajustada a fin de minimizar riesgos, teniendo en cuenta las posibilidades que

reflejan estudios como el que se ha presentado en esta memoria de tesis doctoral.
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5.- Conclusiones

1.- La metodología empleada, basada en la técnica de la PCR, ha

permitido llevar a cabo la detección de fagos portadores del gen de la Stx 2 en

muestras de agua residual.

2.- Incorporando un paso previo de enriquecimiento de los bacteriófagos

presentes en el agua residual, la técnica utilizada ha permitido detectar

aquellos fagos infecciosos para E. coli O157:H7.

3.- Los fagos portadores del gen de la Stx 2 se encuentran presentes en

agua residual del área urbana de Barcelona en elevada cantidad. La estimación

realizada indica que los fagos portadores del gen de la Stx 2 infecciosos para

O157:H7 se encuentran presentes en agua residual del área urbana de

Barcelona en números que oscilan entre 1 y 10 fagos por mi de agua residual.

4.- Los fagos portadores del gen de la Stx 2 son una facción del total de

fagos infecciosos para E. coli O157:H7. Mediante la estimación realizada, se

calcula que corresponden aproximadamente al 1 % del conjunto de fagos que

infectan a E, co/;O157:H7.

5.- La infección por parte de estos fagos de un cultivo de una cepa

iniciahnente no productora de la toxina Stx 2, permite que en dicho cultivo se

produzca la toxina después de realizada la infección, la cual se reconoce

mediante anticuerpos específicos.

6.- La toxina presente en los sobrenadantes de cultivos de E. coli

O157:H7 (ATCC 43888) infectados con fagos portadores del gen de la Stx 2

presentes en agua residual, es activa sobre un cultivo de células Vero.
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7.- Los fagos portadores del gen de la Stx 2, infecciosos para E. coli

O157:H7 se encuentran presentes en muestras de agua residual

geográficamente alejadas y diversas. Por ello se concluye que la presencia de

estos fagos en aguas residuales es un hecho generalizado.

8.- La técnica utilizada puede ser utilizada en futuros estudios a fin de

detectar fagos portadores de los genes de las variables de la Stx 2.

9.- Los fagos portadores del gen de la Stx 2 muestran una mayor

persistencia ante procesos de inactivación natural y tratamientos de

desinfección que E. coli O157:H7.

10.- Los resultados obtenidos parecen indicar que los fagos portadores

del gen de la Stx 2, infecciosos para 0157:H7, son como mínimo tan

persistentes ante procesos de inactivación natural y tratamientos de

desinfección como el conjunto de fagos infecciosos para O157:H7.

11.- Los fagos de morfología Siphoviridae muestran mayor persistencia

ante procesos de inactivación natural y tratamientos de desinfección que

otros grupos morfológicos de bacteriófagos. Dado que los fagos portadores

del gen de la Stx 2 son del tipo lambda y por tanto se incluyen dentro del

grupo de fagos Siphoviridae, la potencial persistencia de los fagos

portadores del gen de la Stx 2 se ve sustentada atendiendo a su morfología.

12.- Por todo lo expuesto anteriormente, se concluye que los fagos

portadores del gen de la Stx 2 podrían actuar como reservorio del gen en el

medio ambiente. Serán necesarios posteriores estudios a fin de evaluar el

papel que juegan los bacteriófagos en el fenómeno de transferencia horizontal

de genes en el medio ambiente.
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6.- Materiales y Métodos Generales

En los estudios presentados en esta memoria de tesis doctoral se han utilizado

protocolos previamente descritos por otros autores. Algunos de estos protocolos han

sido adaptados para poder aplicarlos a los estudios realizados.

6.1.- Purificación parcial de bacteriófagos a partir de agua residual

Se realizó una adaptación del método descrito por Puig y col. en 1994 para la

concentración de virus animales a partir de muestras de aguas residuales.

1.- Centrifugar el volumen que se desea estudiar de agua residual durante 3 horas y 45

minutos a 48.000xg.

2.- Descartar el sobrenadante. Resuspender el precipitado en 4 ml tampon Glicina

0,25 M pH 9,5 (Anexo 2)

3.- Mantener en hielo durante 30 minutos, agitando la muestra a intervalos de 5

minutos.

4.- Añadir 4 mi de tampón fosfato salino PBS 2X (Anexo 2) a cada tubo. Centrifugar

20 minutos a 12.000xg.

5.- Recuperar el sobrenadante y filtrarlo por membranas de 0,22 \im de baja afinidad

para proteínas ( Millex™-GV Millipore).

6.- Centrifugar las muestras a lol.OOOxg 1 hora a 4 °C. (Ultracentrífuga Beckman,

rotor 70ÍTI).

7.- Resuspender el producto centrifugado en 100 ul de tampón fosfato salino (PBS)

IX (Anexo 2).

6.2.- Purificación de bacteriófagos por gradientes de CsCI

(Adaptación del método de Sambrook y col., 1989)

1.- Añadir 0,5 g de CsCI (Boehringer Mannheim) sólido a 1 mi de suspensión de

concentrado de bacteriófagos. Disolver mediante agitación.
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2.- Para realizar el gradiente se utilizan 3 soluciones de CsCl que representan tres

densidades diferentes cada una ( 1,3 g/ml, 1,5 g/ml y 1,7 g/ml). Preparar las soluciones

de CsCl a las densidades adecuadas como se indica en la Tabla 6.1.

Tabla 6.1.- Preparación
realización del gradiente.

Densidad

volumen

1,7 g/ml

1,5 g/ml

1,3 g/ml

de las soluciones de CsCl a las densidades utilizadas para la

CsCl (g)

Iml

1,124

0,908

0,624

H2O (mi)

1 mi

0,875

1,09

1,375

3.- Esterilizar las soluciones por filtración. Realizar el gradiente añadiendo en un tubo

2 mi de sacarosa al 20 % (Anexo 2). Posteriormente añadir 1 mi de cada una de las

soluciones empezando por la correspondiente a una densidad de 1,3 g/ml y después

las otras por orden creciente de densidad. La solución más densa (1,7 g/ml) se situará

en el fondo del tubo, por encima de la sacarosa al 20 %, y por encima de ésta las

siguientes soluciones ( 1,5 y 1,3 g/ml respectivamente). Para formar el gradiente se

recomienda utilizar una pipeta Pasteur estéril colocada dentro del tubo e introducir con

cuidado los gradientes por el interior de la pipeta, al finalizar retirar la pipeta con

cuidado Asimismo se recomienda marcar en la superficie del tubo la zona

correspondiente a la interfase entre el gradiente de 1,3 y el de 1,5. (*).

4.- Sobre el gradiente verter con ayuda de una pipeta estéril la solución conteniendo el

concentrado de bacteriófagos.

5.- Centrifugar el gradiente y la muestra a 22.000 rpm durante 2 horas a 4 °C

(ultracentrífuga Beckman, rotor SW41 de ángulo variable).

6.- Observar la presencia de una banda gris-azulada, formada por los bacteriófagos

presentes en la muestra, situada cerca de la interfase entre las densidades de 1,3 g/ml y

1,5 g/ml. Recuperar esta banda con una pipeta (en caso de utilizar tubos blandos se

puede recuperar la banda pinchando el tubo con una aguja hipodérmica).

(*) NOTA: En un gradiente de CsCl, la mayoría de los bacteriófagos existentes se sitúan

aproximadamente entre estas dos densidades (Francki y col., 1991). Es interesante localizar la zona

correspondiente a la interfase entre las dos densidades como orientación de la zona donde se detectaran

los bacteriófagos posteriormente.
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6.3.- Diálisis de las muestras

6.3.1.- Preparación de bolsas de diálisis

Las membranas de diálisis se presentan como un tubo largo cilindrico. Para

preparar las bolsas, cortar el tubo de diálisis en fragmentos de longitud variable,

abiertas por los dos extremos. Manipular las bolsas con pinzas y si no es posible con

guantes de látex, para evitar que las grasas de la piel obstruyan los poros.

Introducir las bolsas en un gran volumen de la solución de lavado de

membranas de diálisis (Anexo 2). Hervir 10 minutos en la solución de lavado. Retirar

las bolsas y lavarlas con agua bidestilada. A continuación hervirlas 10 minutos en la

solución 1 mM de EDTA (Anexo 2). Dejar enfriar la solución de EDTA con las

membranas y guardarlas a 4 °C.

Las bolsas dentro de la solución de EDTA pueden guardarse a 4 °C durante

mucho de tiempo hasta su utilización. Antes de utilizarlas lavarlas por dentro y por

fuera con agua bidestilada.

6.3.2.- Diálisis de las muestras

1.- Cerrar uno de los extremos de la bolsa con una pinza de diálisis, si es necesario

doblar el extremo para que cierre mejor.

2.- Introducir la muestra que se pretende dializar en la bolsa y cerrarla por el otro

extremo con otra pinza. Dejar I/ 3 del volumen total de la bolsa de diálisis sin llenar.

3.- Preparar 1 litro de la solución de diálisis y enfriarla a 4 °C. Colocar la bolsa

conteniendo la muestra en un vaso de precipitados y llenarlo con 500 mi de la solución

de diálisis (*).

4.- Mantener el tampón de diálisis en agitación durante aproximadamente 4 horas a 4

(*) NOTA: Se recomienda fijar por uno de los extremos la bolsa de diálisis al vaso de precipitados
donde se realiza la diálisis. Esta se realiza en agitación y es importante que la bolsa se mantenga
estática para favorecer el flujo del tampón de diálisis.
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5.- Eliminar el tampón y substituirlo por 500 mi de tampón de diálisis fresco.

Mantener en agitación toda la noche a 4 °C.

6.- Abrir la bolsa por un extremo y, con cuidado, recuperar la muestra dializada.

6.4.- Tratamiento con Nucleasas

(Sambrook y col., 1989)

6.4.1.- Protocolo para el tratamiento con ADNasa

1.- Disolver 1 mgr ADNasa I liofilizada (Pharmacia) en 1 mi de tampón para ADNasa

(Anexo 2) obteniendo de este modo una solución de ADNasa a una concentración de

1 unidad de ADNasa I /ul.

2.- Añadir a la muestra un volumen de la solución de ADNasa I para obtener una

concentración final de 10"3 unidades de ADNasa 1/̂ 1 de muestra. Incubar la muestra a

37 °C durante 30 minutos. Dejar enfriar a temperatura ambiente.

6.4.2.- Protocolo para el tratamiento con ARNasa

1.- Añadir la nucleasa para ARN (Pharmacia) a una concentración final de 10~3

unidades/ul de muestra-

2.- Incubar la muestra a 37 °C durante 30 minutos. Dejar enfriar a temperatura

ambiente.

6.5.- Extracción de ADN

•»

En estos estudios se han seguido diferentes protocolos para la extracción de

ADN, según fuera ADN de bacteriófagos o ADN de bacterias. A continuación se

describen ambos protocolos.

6.5.1.- Extracción de ADN de bacteriófagos

(Sambrook y col. 1989)

La extracción se realiza a partir de una suspensión de bacteriófagos,

preferiblemente con un número elevado de fagos por mi de suspensión.
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6.5.1.1.- Tratamiento con proteinasa K

1.- En un microtubo estéril añadir 422,5 ul de la suspensión de bacteriófagos y a

continuación los reactivos que se describen a continuación (Tabla 6.2):

Tabla 6.2.- Reactivos utilizados para el tratamiento con proteinasa K

Reactivo (a)

EDTA 0,2 M

Proteinasa K10 mgr/ml (Sigma)

SDS 10%

Volumen final de la mezcla

Volumen

50ul

2,5 ni

25ul

SOOul

Concentración final

20 mM

50ug/ml

0,5%

(a) La preparación de los reactivos se describe en el Anexo 2.

2.- Agitar suavemente por inversión. Incubar la mezcla a 45 °C durante 1 hora. Dejar

enfriar.

6.5.1.2.- Lavado del ADN

1.- Añadir SOOul de biofenol (*) a la solución obtenida después de la digestión con

Proteinasa K. Mezclar suavemente por inversión. Centrifugar el tubo 2 minutos a

lo.OOOxg.

2.- Transferir la fase acuosa (fase superior) a un nuevo microtubo estéril (evitando

recuperar residuos de la interfase). Añadir SOOul de una mezcla de cloroformo: alcohol

isoamílico en una relación de 24:1 (v/v). Mezclar suavemente por inversión.

Centrifugar el tubo 2 minutos a ló.OOOxg.

3.- Transferir la fase acuosa (fase superior) a un nuevo microtubo estéril. Añadir SOOul

de cloroformo. Mezclar suavemente por inversión. Centrifugar el tubo 2 minutos a

ló.OOOxg. Transferir la fase acuosa a un nuevo microtubo estéril.

(*) NOTA: El biofenol es un producto altamente tóxico y volátil, por lo que es necesario tomar las

medidas de seguridad pertinentes.
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6.5.1.3.- Precipitación de ADN

1.- Mezclar la fase acuosa obtenida en el apartado anterior con acetato sódico 3 M

(Anexo 2) en relación 1:10 (v/v). Mezclar suavemente por inversión.

2.- (Opcional). Añadir 3 \il de glicógeno por cada 500 ni de muestra (*). Mezclar

suavemente por inversión

3.- Añadir etanol absoluto a (-20) °C a la mezcla, en relación 2:1 (v/v). Mezclar

suavemente por inversión.

4.- Dejar precipitar el ADN presente en la muestra en un refrigerador a (-20) °C

durante un tiempo mínimo de 2 horas, si se ha utilizado glicógeno, o durante toda la

noche en el caso contrario. Centrifugar el tubo 10 minutos a lo.OOOxg (en caso de que

la precipitación se haya realizado con adición de glicógeno realizar la centrifugación

durante 30 minutos). Decantar el sobrenadante (con cuidado de no perder el

precipitado, que quizá no sea visible).

5.- Añadir etanol al 70% a (-20) °C al precipitado, en relación 2:1 (v/v). Centrifugar el

tubo 10 minutos a lo.OOOxg a 4 °C. Decantar el sobrenadante.

6.- (Opcional) Añadir etanol al 80% a (-20) °C al precipitado, en relación 1:1 (v/v).

Mezclar por inversión. Centrifugar 2 minutos a lo.OOOxg a 4 °C. Decantar el

sobrenadante

7.- Secar la muestra utilizando una centrifuga de tipo Speed Vacuum (Speedvac

SC 100, al nivel más bajo de absorción por vacío) durante el tiempo necesario hasta que
•*

el ADN esté totalmente seco.

8.- El ADN precipitado se puede guardar a 4 °C hasta su utilización. Antes de

utilizarlo resuspenderlo en 20 ul de agua bidestilada estéril.

(*) NOTA: El glicógeno favorece la precipitación del ADN
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6.5.2.- Extracción de ADN de las cepas bacterianas

(Hofinann y col., 1991)

1.- Realizar una solución en 20,5ul de agua bidestilada estéril con 2ul de MgCl2 (25

mM) y 2,5 ul de tampón 10 X para Taq polimerasa, (ambos productos se suministran

en el "kit" de amplificación de Perkin Elmer). Resuspender 2-3 colonias de la cepa

bacteriana (las colonias se obtienen a partir de un crecimiento de la cepa

correspondiente en una placa del agar adecuado).

2.- Incubar la muestra a 95 °C durante 15 minutos. Realizar un "shock" térmico

introduciendo la muestra en hielo picado con alcohol absoluto durante 5 minutos.

Centrifugar a ló.OOOxg durante 5 minutos.

3.- Guardar el sobrenadante conteniendo el ADN de la cepa bacteriana a (-20) °C hasta

su utilización.

6.6.- Realización de una PCR estándar

(Perkin Elmer, instrucciones del fabricante)

Para la realización de una PCR se ha de preparar una mezcla de reacción tal

como se indica a continuación (Tabla 6.3)

Tabla 6.3.- Reactivos utilizados

Reactivo

Agua bidestilada estéril

Tampón 10X

MgCl2 25 mM

Nucleótidos 25 mM

Cebador cadena directa

Cebador cadena reversa

ADN molde

para la mezcla de

Volumen

Variable

5ul
4ul

0,4 ul

Variable

Variable

l u í

reacción de la PCR

Concentración final

IX
2 mM

200 |nM

0,3 pM

0,3 pM

Variable
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El volumen utilizado para los cebadores varia según la concentración de éstos,

que generalmente depende del fabricante que los sintetiza. Se han de ajustar los

volúmenes necesarios para obtener una concentración final de 0,3 pM. Una vez

calculado el volumen necesario de los cebadores, se ajusta el volumen de agua

bidestilada para que el volumen final de la mezcla de reacción sea de 50 ul.

Una vez preparada la mezcla, se introduce en microtubos y se aplican los

ciclos de amplificación en un termociclador. Los ciclos utilizados dependen del ADN

que se pretende amplificar y deben ajustarse en cada caso.

6.7.- Análisis del ADN. Electroforesis en gel de agarosa.

(Sambrook y col. 1989)

En los estudios presentados en esta memoria de tesis se han utilizado dos

protocolos de electroforesis en gel de agarosa, de gel horizontal y de gel vertical. El

primer caso ha sido el más utilizado y se describe a continuación. El segundo caso, la

electroforesis de gel vertical, se utiliza como parte del protocolo de la

electrotransferencia por "Sandwich" y se describe en la sección correspondiente a

dicho protocolo.

•*

1.- Preparar el gel de agarosa realizando una solución de agarosa (*) en 100 mi de

tampón TBE IX, obtenido a partir de diluir diez veces una reserva de TBE 10X

(Anexo 2). Disolver la agarosa calentándola mediante la utilización de un horno1

microondas. Esperar a que se haya enfriado (aproximadamente a 55 °C) antes de

vertirla en el soporte.

(*)NOTA: La concentración del gel de agarosa utilizado depende del tamaño del ADN que se pretende

estudiar (Ver descripción de las concentraciones utilizadas en el Anexo 2).
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V

Vertir un volumen suficiente de la solución de agarosa que cubra toda la

superficie del soporte hasta un nivel de 0,5 cm aproximadamente. Inmediatamente

colocar un peine para configurar los pocilios a 1 cm del extremo superior del soporte.

Dejar polimerizar la agarosa a temperatura ambiente.

2.- Separar el peine y colocar el soporte con el gel de agarosa dentro de una cubeta de

electroforesis. Rellenar la cubeta con el volumen necesario de TBE IX para que el gd

quede cubierto por el tampón.

3.- Mezclar 5 \íl de la solución conteniendo el ADN que se pretende analizar con 1 ul

de un tampón de carga 6X (Promega). Homogeneizar la mezcla.

4.- Cargar los 6 (il de esta mezcla con una micropipeta en el interior de los pocilios del

gel de agarosa.

5.- Reservar uno de los pocilios para cargar un marcador de pesos moleculares. El tipo

de marcador dependerá del tamaño de ADN en estudio. Asimismo el marcador debe

diluirse en un tampón que dependerá del tipo de muestra que se estudia (*).

A continuación se resumen los tipos de marcador utilizados en estos estudios y las

condiciones utilizadas:

(*)NOTA: El objetivo es diluir el marcador de pesos moleculares con el mismo tampón con el que se

han diluido las muestras, a fin de que las condiciones de electroforesis sean lo más similares posibles y

los resultados del marcador y de las muestras sean comparables.
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Tabla 6.4.- Tipos

Tipo de
muestra

ADN obtenido
de la extracción
de bacteriófagos
y bacterias

ADN obtenido
de amplificación
por PCR

de marcadores utilizados para cada

Tipo de
marcador

ADN de fagos
Lambda digerido
con Hind in y
Eco RI

ADN de fagos
<j>X174 digerido
con Hae HI.

Rango del
marcador

21.200 pb

125 pb

1.358 pb

72 pb

tipo de muestra.

Tampon de elución

- luí tampon de -carga 6X

-1 \i\ marcador

- 4 jal agua bidestilada.

- luí tampón de carga 6X

- 1 ul marcador

- 0,6 ul tampón 10X de Taq
polimerasa (Perkin Elmer).

-3,4 ul agua bidestilada.

6.- Iniciar la electroforesis aplicando a la cubeta un voltaje de entre 60-90 V. El voltaje

aplicado varía según se estudie un fragmento de ADN de gran tamaño o fragmentos

más pequeños.

El tiempo de la electroforesis depende del tamaño de la muestra, la

concentración y el tamaño del gel de agarosa. Se puede utilizar como referencia las
-,

bandas que aparecen durante la electroforesis en el tampón de carga.

7.- Una vez finalizada la electroforesis, sumergir el gel en una solución de bromuro de

etidio (Anexo 2) durante 15-20 minutos.

8.- Recuperar el gel y observarlo a través de un transiluminador de luz ultravioleta (se

visualizan así las bandas correspondientes al ADN). Fotografiar los resultados

obtenidos.
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6.8.- Protocolos de fijación del ADN a una membrana

6.8.1.- "Dot blot"

(Sambrook y col. 1989)

L- Equilibrar una membrana de nylon Hybond-N (Amersham), sumergiéndola en

tampon S SC 6X (Anexo 2).

2- Depositar una gota de 15 ul de la solución conteniendo el ADN amplificado que se

pretende estudiar sobre la membrana. Dejar secar a temperatura ambiente durante 15-

20 minutos.

3.- Fijar el ADN a la membrana mediante una exposición a la luz UV. Exponer la

membrana a la radiación ultravioleta durante 2 minutos por cada cara de la membrana.

La membrana está lista para ser hibridada (*).

6.8.2.- "Southern blot"

Este protocolo ha sido realizado utilizando dos metodologías distintas. Bien

partiendo de un gel de agarosa vertical mediante el protocolo "Sandwich", o bien

partiendo de un gel de agarosa horizontal mediante un protocolo "semy-dry". A

continuación se describen ambos protocolos.

6.8.2.1.- Electrotransferència de ADN "Sandwich"

(Sambrook y col. 1989)

Este protocolo se volvió a utilizar más tarde para la preparación de gelés de

poliacrilamida en la electroforesis SDS-PAGE y posterior electrotransferencia de éstos

a membranas de nitrocelulosa para realizar "Western blot". Se inicia el protocolo
V

mediante la realización de una electroforesis de gel vertical

(*) NOTA: Si la hibridación no se realiza inmediatamente, la membrana con el ADN fijado se puede

conservar durante largo tiempo a 4 °C hasta su utilización.
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6.8.2.1.1.- Electroforesis de gel vertical

Para realizar una electroforesis de gel vertical es necesario preparar el gel de

agarosa vertical. El montaje de un gel de agarosa vertical es sensiblemente diferente al

horizontal aunque el principio es el mismo.

1.- Montar el gel en una cassette de cubeta tipo Miniprotean (Bio-Rad). Colocando

los dos vidrios (uno grande y uno pequeño) separados por dos separadores colocados

a lo largo de los laterales de los vidrios. Ambos vidrios han de quedar al mismo nivel.

2.- Se colocan en la cassette y ésta sobre el soporte de geles. Entre los dos vidrios se

una solución de TBE 1 X con agarosa al 1.5 % a 55 °C, el volumen utilizado debe ser

suficiente para alcanzar el nivel del extremo superior del vidrio pequeño. Se coloca el

peine en la parte superior, entre los dos vidrios y se deja polimerizar. Posteriormente

sacar el peine con cuidado y lavar los pocilios con agua destilada.

3.- Montar la cubeta tipo Miniprotean siguiendo las instrucciones del fabricante.
*»

Llenar completamente la cubeta con TBE IX.

4.- Repetir los pasos descritos en los puntos 3, 4 y 5 del protocolo de electroforesis

de gel horizontal. Conectar un voltaje de 60 V durante 1 hora.

5.- Una vez realizada la electroforesis, desmontar las cassettes, y separar los vidrios.

Recuperar el gel y teñirlo con bromuro de etidio tal como se ha descrito para la

electroforesis de gel horizontal. Visualizar el ADN y realizar la fotografía.
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6.8.2.1.2.- Electrotransferencia de ADN a una membrana por el método "Sandwich"

1.- Desnaturalizar el ADN en estudio, sumergiendo el gel conteniendo el ADN,

obtenido como se describe en el apartado anterior, en una solución de NaOH 0,25 M.

Mantener la solución en agitación durante 15 minutos. Lavar con agua bidestilada.

Sumergirlo en TBE 0,5X (Anexo 2) a 4 °C durante 10 minutos. Repetir el proceso dos

veces.

2.- Simultáneamente cortar cuatro trozos de papel "Whatman" a un tamaño que

presente 1 cm más de arista que el tamaño del gel. Cortar una membrana de nylon

Hybond-N al mismo tamaño del gel.

3.- Sumergirlo todo, junto con dos esponjas de electrotransferencia, en TBE 0,5X.

Mantener los elementos en el tampon a 4 °C durante un mínimo de 15 minutos.

4.- Montar el "Sandwich". Siguiendo el siguiente orden:

1- esponja

2- 2 papeles "Whatman"

3- Membrana de Nylon
. 5

4- Gel de agarosa A .

5- 2 papeles "Whatman" / 3 2

6- esponja

5.- Cerrar el "Sandwich" y colocarlo dentro de los electrodos de electrotransferencia

siguiendo las instrucciones del fabricante. Introducirlo dentro de la cubeta. Poner un

recipiente con hielo en el espacio reservado en el interior de la cubeta. Llenar la cubeta

de TBE 0,5X a 4 °C. Mantener en agitación el tampón mediante un agitador magnético

mientras dura la electrotransferencia. Conectar una corriente de 80V durante 1 hora.
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6.- Desmontar el "Sandwich", recuperar y dejar secar la membrana de nylon a

temperatura ambiente durante 30 minutos aproximadamente. Fijar el ADN tal como se

ha descrito en el punto 3 del protocolo de "dot blot". En este punto la membrana está

lista para proceder a la hibridación.

6.8.2.1.3.- Electrotransferencia de ADN a una membrana por el método de "semi-

dry"

(Bio-Rad, instrucciones del fabricante)

Se inicia el protocolo a partir de un gel de agarosa horizontal en el que se ha

realizado una electroforesis del ADN que se pretende analizar.

1.- Desnaturalizar el gel sumergiéndolo en una solución de NaOH 0,25M durante 10

minutos.

2.- Equilibrar el gel sumergiéndolo en tampon TBE 0,5X aproximadamente 10

minutos.

3.- Cortar una membrana de nylon Hybond-N y cuatro papeles de transferencia (Bio-

Rad) a la medida del gel. Equilibrar la membrana y los papeles de transferencia

sumergiéndolos en tampon TBE 0,5X aproximadamente 10 minutos.

4.- Colocar dos láminas de papel de transferencia (Bio-Rad) sobre un aparato de

transferencia semi seca (Semi Dry Blotter 5010, Kem-En-Tec A/S, Copenhagen),
>

sobre éstas colocar la membrana de nylon, el gel y los otros dos papeles de

transferencia. Durante la colocación de cada elemento, añadir 10 ml de tampon TBE

0,5X entre cada uno. Cerrar el aparato.

5.- Realizar la transferencia durante 1,5 horas, aplicando una intensidad de 230 m A.

Una vez finalizada la transferencia, dejar secar la membrana a temperatura ambiente y

fijar el ADN tal como se ha descrito en el punto 3 del protocolo de "dot blot". En este

punto la membrana está lista para proceder a la hibridación.
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6.9.- Mareaje de un oligonucleótido con3Z P por el método de la T4 Kinasa

(Modificación sobre el método descrito por Sambrook y col., 1989)

1.- Preparar la mezcla de reacción como se indica a continuación (Tabla 6.5).

Tabla 6.5.- Reactivos utilizados

Reactivo

Oligonucleótido 1 5 pmol

10X Tampón Kinasa (Promega)

T4 PN Kinasa 10 unidades/ni

(Promega)

Y 32P-dATP 3.000 Ci/mmol
(Amersham)

Agua bidestilada

Volumen final de la mezcla

para la reacción del

Volumen

1.1 ul

5ul
1^1

5 ni

37,9 ul

50 ni

enzima T4 kinasa.

Concentración final

0,3 pmol/ul

IX
0,5 unidades/ni

60 Ci/mmol

-

-

2.- Incubar a 37 °C durante 30-45 minutos. Precipitar el oligonucleótido tal como se ha

descrito en el protocolo de precipitación de ADN. Secar el oligonucleótido.

3.- Una vez precipitado y seco, resuspender el oligonucleótido con 50 ul de agua

bidestilada.

NOTA: Los pro: ocelos en que se manipula material radiactivo se han realizado dentro de una

instalación autorizada para el trabajo con isótopos radiactivos, siguiendo la normativa establecida
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6.10.- Hibridación y detección de una sonda

(Sambrook y col. 1989)

Como de describe en el apartado de Materiales y Métodos del capítulo 1 se

realizaron hibridaciones de ADN con sonda marcada radiactivamente y con sonda

marcada con digoxigenina, a continuación se presentan ambos protocolos.

6.10.1.- Hibridación del ADN con una sonda marcada radiactivamente

1.- Preparar bolsas de plástico con un tamaño de 2 cm más por lado al tamaño de la

membrana que contiene el ADN que se ha hibridado con la sonda, tal como se ha

descrito en los apartados correspondientes. Introducir la membrana, utilizando pinzas,

dentro de las bolsas de plástico. Cerrar uno de los extremos de la bolsa sellándolo con

calor.

2.- Añadir un volumen de tampón de hibridación (Anexo 2). en una proporción de 1

mi de tampón/ por 10 cm2 de membrana. Cerrar el otro extremo de la bolsa sellándolo

por calor.

3.- Equilibrar la membrana incubándola con tampón de hibridación a la temperatura de

hibridación adecuada para la sonda utilizada. Mantener en agitación durante 1 hora.

4.- Después de equilibrarla, cortar un extremo de la bolsa, cambiar el tampón de
*

hibridación por idéntico volumen de tampón nuevo y añadir un volumen de 3.5 ul de

sonda marcada radiactivamente por cada mi de tampón de hibridación (concentración).

5.- Volver a cerrar el extremo abierto de la bolsa sellándola por calor. (Se recomienda

guardar esta bolsa dentro de otra bolsa externa y cerrarla a su vez a fin de evitar

posibles fugas de tampón contaminado radiactivamente).

6.- Incubar en agitación toda la noche a la temperatura de hibridación.

7.- Extraer la membrana de la bolsa, sumergirla en un volumen de tampón de lavado

(Anexo 2), suficiente para que cubra la membrana. Mantenerlo en agitación durante un
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periodo de 10 minutos a temperatura ambiente y dos periodos de 10 minutos a la

temperatura de hibridación.

8.- Eliminar el tampón e introducir la membrana dentro de una bolsa de hibridación.

Cerrar la bolsa alrededor de la membrana sellándola por calor.

9.- Introducir la bolsa con la membrana dentro de una cassette de autorradiografia.

Exponer una placa de autorradiografia tal como se indica en el apartado de detección de

la sonda.

6.10.2.- Hibridación del ADN con una sonda marcada con digoxigenina

(Boehringer Mannheim, instrucciones del fabricante)

1.- Equilibrar la membrana durante un mínimo de 1 hora con tampón de hibridación

para sondas marcadas con digoxigenina (Anexo 2), tal como se ha indicado

anteriormente en el protocolo de hibridación de una sonda radiactiva. Eliminar el

tampón utilizado y añadir tampón de hibridación nuevo conteniendo la sonda a una

concentración de 5 pmoles/ml.

2.- Dejar hibridando toda la noche en agitación a la temperatura de hibridación

adecuada para la sonda utilizada.

3.- Lavar la membrana, sumergiéndola en tampón SSC 5X +1% SDS (Anexo 2)

manteniéndola en agitación durante dos periodos de 15+30 minutos a la temperatura

de hibridación.

4.- Lavar la membrana sumergiéndola en tampón SSC 2X +1% SDS (Anexo 2)

manteniéndola en agitación durante dos periodos de 15+30 minutos respectivamente à

temperatura ambiente.

5.- Lavar la membrana sumergiéndola en tampón de lavado (Anexo 2) manteniéndola

en agitación durante 5 minutos a temperatura ambiente.

6.- Equilibrar la membrana sumergiéndola en tampón n° 2 (Anexo 2) manteniéndola en

agitación durante 30 minutos a temperatura ambiente.
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7.- Conjugar la membrana con el anticuerpo sumergiéndola en tampon n° 2 conteniendo

el anticuerpo suministrado en el "kit" de detección (concentración luí/10 mi de

lampón n° 2). Mantener en agitación durante 30 minutos a temperatura ambiente.

8.- Lavar la membrana sumergiéndola en tampón de lavado manteniéndola en agitación

durante dos periodos de 15 minutos a temperatura ambiente.

9.-Equilibrar la membrana sumergiéndola en tampón n° 3 (Anexo 2) manteniéndola en

agitación durante 5 minutos a temperatura ambiente.

10.- Unir el substrato del "kit" de detección de Digoxigenina ("DIG Luminescent

detection kit, Boehringer Mannheim) añadiendo sobre la membrana una solución

conteniendo el substrato a una concentración de 100 ul de substrato/10 mi tampón n°

3. Mantener durante 5 minutos en la oscuridad a temperatura ambiente.

11.- Eliminar los restos de substrato. Introducir la membrana dentro de una bolsa de

hibridación. Cerrar la bolsa sellándola por calor. Incubarla 10 minutos a 37 °C.

12.- Introducir la membrana dentro de una cassette de autorradiografía. Exponer una

placa de autorradiografía tal como se indica en el apartado de detección de la sonda.

6.10.3.- Detección de la sonda hibridada al ADN en estudio

1.- Coloca las bolsas con las membranas que contienen el ADN hibridado con la sonda,

dentro de la cassette de autorradiografía y fijarlas con trozos de cinta adhesiva

colocando la cara de la membrana donde se ha unido el ADN mirando hacia arriba.

2.- Dentro de una cámara de fotografía con luz infrarroja, colocar la placa de

autorradiografía. Cerrar la cassette.

3.- La detección de una sonda radiactiva se realiza a (-20) °C, para ello, guardar la

cassette cerrada en un refrigerador a esta temperatura, durante el tiempo de exposición.

Si la sonda está marcada con digoxigenina, la exposición se realiza a temperatura

ambiente.
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El tiempo de exposición es variable, según la cantidad de ADN fijado a la

membrana y la eficacia de la hibridación. Se recomienda utilizar un tiempo mínimo de 3

horas. En caso de no haber suficiente señal se coloca una nueva placa de

autorradiografía y se deja en exposición durante 24 horas siendo necesario, en

ocasiones, realizar una exposición de varios días.

4.- En el momento de realizar el revelado, éste tendrá lugar igualmente dentro la cámara

de fotografía y con luz infrarroja.

5.- Extraer la placa de autorradiografia y sumergirla en la solución reveladora (Anexo

2). Mantenerla en agitación hasta que se visualice señal allí donde se ha hibridado la

sonda con el ADN en estudio. El tiempo recomendado es de aproximadamente 5

minutos. Lavar la membrana con agua del grifo.

6.- Extraer la placa y sumergirla en la solución fijadora (Anexo 2). Mantenerla en

agitación durante un tiempo aproximado de 5 minutos. Lavar la membrana primero con

agua del grifo y después con agua destilada. Dejar secar.

6.11.- Secuenciación automática

(Perkin Elmer Corporation. Instrucciones del fabricante)

Antes de realizar la secuenciación del ADN en estudio es recomendable

purificarlo. Para ello existen diversos sistemas de purificación, diferentes según el tipo

de ADN que se pretende purificar. Para Purificar el ADN amplificado por PCR

anidada que se pretendía secuenciar se utilizó el "kit" de purificación Spin Bind

(FMC), siguiendo las instrucciones del fabricante.

1.- Preparar la mezcla de reacción siguiendo las instrucciones del fabricante. Según

estas mismas instrucciones, la cantidad de ADN molde utilizado para realizar la

secuenciación fue de dos ul del ADN purificado (correspondiendo aproximadamente a

una concentración de ADN de 3 pmoles/ul de mezcla de reacción). Ajustar el volumen

final de la mezcla de reacción a 10 ul.
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2.- Aplicar las siguientes temperaturas de amplificación durante 25 ciclos: 96 °C, 10

segundos; 50 °C, 5 segundos y 60 °C, 4 minutos. El secuenciador utilizado fue ABI

PRISM 377 ADN Sequencer, Perkin Elmer.

3.- Precipitar los productos secuenciados añadiendo al volumen total de reacción (10

jal), 25 ul de etanol al 95% y 1 ul de acetato sódico 3M a pH 4,6. Mantener la

solución durante 10 minutos a (- 20) °C.

4.- Centrifugar ló.OOOxg durante 15 minutos. Eliminar el sobrenadante. Añadir un

volumen de 25 ul de etanol al 70%, mantener a temperatura ambiente durante unos

segundos. Eliminar y secar la muestra (mediante la utilización de una centrífuga tipo

Speedvac SC 100).

5.- Secuenciar.

6.12.- "Western blot"

Como ya se indicó anteriormente, para la realización de un "Western blot" es

necesaria la preparación previa de un gel de poliacrilamida, el protocolo se describe a

continuación.

6.12.1.- Preparación de un gel de poliacrilamida
i

(Harnes y Rickwood, 1981)

El montaje para preparar un gel de poliacrilamida es similar al descrito para los

geles de agarosa verticales, con unas ligeras diferencias que se indican a continuación.

1.- Utilizar los mismos vidrios descritos en el apartado para preparación de geles

verticales, previamente desengrasados con alcohol.

2.- Preparar el gel de poliacrilamida realizando una mezcla con los reactivos que se

describen en la tabla 6.6.
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Tabla 6.6.- Reactivos utilizados para la preparación de un gel de poliacrilamida

Reactivos(a) Gel separador Gel compactador
(12% de poliacrilamida) (4% de poliacrilamida)

Agua bidestilada 1,658 mi 1,525 mi

Solución B : 1,5 M Tris-HCl pH 8,8 1,25 ml

Solución C : 0,5 M Tris-HCl pH 6,8 - 0,625 ml

Solución D : 10 % SDS 50 ni 25 ui

Solución A: Acrilamida/Bis (30% "stock") 2 ml 0,325 ml

10 % APS (0,05%) 37 (il 27,5 ul

"TEMED" (0,05 %) 2,5 ul 2,5 ul

(a) La preparación délas soluciones A, B, C y D, así como el APS se describe más ampliamente en el
Anexo 2. El "TEMED" se suministra comercialmente a la concentración indicada.

En primer lugar se prepara la solución para el gel Separador y se introduce

entre los dos vidrios hasta 3-4 mm por debajo de la posición que ocupará el peine. Se

deja polimerizar 20-30 minutos a temperatura ambiente.

3.- Preparar a continuación el gel compactador. Aplicarlo sobre el gel separador entre

los dos vidrios hasta una altura correspondiente a 2-3 mm por debajo del nivel

superior del vidrio pequeño. Colocar el peine. Dejar polimerizar 20-30 minutos a

temperatura ambiente. Retirar el peine.

4.- Preparar las muestras en estudio realizando una mezcla de 15 ul de la solución que

contiene las proteínas que se pretenden analizar con tampón de carga LSB 2X (Anexo

2), en una relación 1: l(v/v). Incubar las muestras a 100 °C durante 5-7 minutos. Cargar

las muestras en el gel con la ayuda de una pipeta tipo Hamilton. Reservar uno de los

pocilios para cargar un marcador de pesos moleculares (Low range stained SDS-PAGE

standard, Bio-Rad) siguiendo las instrucciones del fabricante.

5.- Montar la cubeta tipo Miniprotean siguiendo las instrucciones del fabricante (Bio-

Rad).

6.- Llenar la cubeta con tampón de recorrido (Anexo 2) y conectar la corriente. La

electroforesis se realiza a un voltaje constante que suele ser de 100 V durante el

Materiales y Métodos Generales 243



Bacteriófagos portadores del gen de la Six ï en aguas

tiempo necesario, hasta que se observa que el frente llega a la parte inferior del gel, el

tiempo utilizado en los trabajos descritos en el capítulo 1 de esta memoria de tesis fue

de 2 horas.

6.12.2.- Electrotransferencia de las proteínas a una membrana de nitrocelulosa

Posteriormente el gel se electrotransfiere 1 hora a 75 V a una membrana de

nitrocelulosa (0,45um) (Trans-Blot™ Transfer Medium, Bio-Rad). La metodología

utilizada ya ha sido descrita en el protocolo de electrotransferencia por "Sandwich".

La única diferencia radica en que el tampón utilizado es el tampon de recorrido en lugar

del TBE

Las proteínas electrotransferidas quedan inmediatamente fijadas a la membrana

de nitrocelulosa. Posteriormente se realiza la inmunodetección de estas proteínas

según se describe en el apartado siguiente.

6.12.3.- Inmunodetección

1.- Bloquear la membrana de nitrocelulosa conteniendo las proteínas en estudio,
i

sumergiéndola en una solución de TBS-Tween y 3% de BSA (Suero de albúmina

bovina, fracción V) (Anexo 2). Incubar agitando suavemente durante toda la noche a

4°C.

2.- Conjugación con el Anticuerpo primario: Sumergir la membrana en una solución de

10 mi dé TBS-Tween IX (Anexo 2) conteniendo el anticuerpo primario (a una

concentración de 2-5 ug de anticuerpo/mi de TBS-Tween). Incubar la membrana en

agitación durante 1 hora y 30 minutos a temperatura ambiente.

3- Lavar la membrana manteniéndola en agitación con 20 mi de TBS-Tween IX

durante tres periodos de 5 minutos a temperatura ambiente .
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4.- Conjugar con el anticuerpo secundario.(*) Incubar la membrana directamente a

temperatura ambiente, en agitación durante 1 hora y 30 minutos. Repetir los lavados

según se describe en el punto 3.

5.- Detección la actividad de la fosfatasa alcalina mediante un método colorimétrico:

Añadir 10 mi de Tampón para inmunodetección n° 3 5X (Anexo 2). Añadir 40 ul de

NBT (4-Nitro blue tetrazolium chloride) y 35ul de BCIP (5-Bromo-4-Chloro-3-

Indolyl-Fosfato). Incubar la membrana a temperatura ambiente protegido de la luz. El

tiempo de incubación es variable dependiendo de la visualización de la señal obtenida.

Se recomienda utilizar un tiempo de 15-30 minutos. Una vez visualizada la señal,

detener la reacción eliminando los reactivos y realizando un lavado con agua destilada.

6.13.- Precipitación de Proteínas

1.- Mezclar 400 ¡al de la solución conteniendo las proteínas con acetona, en relación

1:3 (v/v). Agitar por inversión. Guardar en un refrigerador a (-20) °C durante un

mínimo de 2 horas. Centrifugar a una velocidad de 216.000xg. Descartar el

sobrenadante.

2.- Evaporar los restos de acetona presentes en la muestra manteniendo el tubo abierto

durante 15-30 minutos en un incubador a una temperatura de 55 °C (también puede

utilizarse una centrifuga tipo Speevac, SCI00). Resuspender la muestra en 20ul de

agua bidestilada estéril.

V

(*) NOTA En los estudios descritos en el capítulo 1 de esta memoria de tesis, se utilizó como

anticuerpo secundario un anticuerpo de ratón del tipo Ig G, conjugado con fosfatasa alcalina (Sigma

Immunochemicals). La dilución uülizada fue de 1:1000 (v/v) con TBS-Tween IX.
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6.14.- Cultivo celular

La metodología utilizada para la preparación de monocapas de células animales

se encuentra ampliamente descrita en la bibliografía (Freshney, 1987; Blake, 1993).

6.14.1- Mantenimiento de la línea celular

Se inició el cultivo a partir de una suspensión congelada de las células Vero,

con las que se realizó el estudio.

1.- Descongelar la suspensión de células a temperatura ambiente. Centrifugar la

suspensión a S.OOOxg a 4 °C durante 10 minutos.

2.- Eliminar el sobrenadante y resuspender el precipitado conteniendo las células con 3

mi de PBS IX (Anexo 2). Centrifugar la suspensión a 3.000xg 4 °C durante 10

minutos.

3.- Resuspender el precipitado en 10 mi de medio MEM suplementado con 10% de

suero fetal (Anexo 1).Introducir la suspensión conteniendo las células en un frasco de

cultivo de 25 mi.

4.- Incubar durante 24 horas en una atmósfera de 0,5% de CO2 a 37 °C. Una vez se ha

formado la monocapa de células en la superficie del frasco de cultivo, se elimina el

medio anterior y se sustituye por 10 mi de medio MEM suplementado con 5% de

suero fetal (Anexo 1) y se mantienen en el incubador con una atmósfera de COj .al

0,5% a 37 °C durante 48 horas.

La monocapa de células formada presenta un aspecto homogéneo y cubre la

superficie total del frasco de cultivo. En este punto es recomendable preparar un

nuevo frasco de cultivo. Para ello se procede tal como se indica a continuación.
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6.14.2.- Tripsinización de la monocapa de células y preparación de una nueva

monocapa

1.- Eliminar el medio viejo del frasco de cultivo. Proceder a un lavado del cultivo con 5

ml de PB S y eliminar también el PB S.

2.- Tripsinizar las células con aproximadamente 3 ml de tripsina (Anexo 1), se deja en

contacto durante 5 minutos hasta que las células se separan entre si y de la superficie

del frasco de cultivo.

3.- Resuspender las células en 10 mi de medio MEM suplementado con 10% de suero

fetal.

4.- Añadir 3 mi de esta suspensión en un nuevo frasco de cultivo (*). Añadir 7 mi de

medio MEM suplementado con 5% de suero fetal e incubar durante 24-48 horas en

una atmósfera de 0,5% de CÛ2 a 37 °C. Una vez se ha formado la monocapa de células

en la superficie del frasco de cultivo, se elimina el medio anterior y se sustituye por 10

mi de medio MEM suplementado con 1% de suero fetal (Anexo 1), manteniéndolo en

el incubador con una atmósfera de C(>2 al 0,5% a 37 °C.

Las células se mantuvieron en estas condiciones durante un tiempo máximo de

una semana. Transcurrido este tiempo, se tripsinizaron de nuevo las células y se

, preparó una nueva monocapa de células tal como se ha indicado en este apartado.

6.14.3.- Preparación de los "microtiters"

Modificación sobre el método de Gentry y col. (1980)

Cuando se quiere preparar un "microtiter", se tripsinizan las células. Para ello

se procede como se ha indicado en los puntos 1 y 2 del apartado anterior.

(*) NOTA: Para las células Vero se recomienda inocular una tercera parte del volumen total en que se

han resuspendido para preparar una nueva monocapa con la misma superficie.
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1.- Resuspender las células en 40 mi de medio MEM suplementario con 5% de suero

fetal. Dispensar en dos microtiters de 96 pocilios (*) inoculando 200ul de la

suspensión de células en cada pocilio. Incubar en una atmósfera de CO2 al 0,5% a 37

°C durante 24-48 horas.

2.- Comprobar que se ha formado una monocapa celular en la superficie de cada

pocilio mediante el microscopio invertido.

6.15.- Obtención del anticuerpo anti A-Stx 2

Para el cultivo de los hibridomas se han seguido las instrucciones de la

"American Type Culture Collection"(Catalogo de líneas celulares e hibridomas). Para

la recuperación del anticuerpo se procedió según las instrucciones descritas por

HarlowyLane(1988).

1.- A partir de un cultivo celular del hibridoma 11E10 ATCC CRL 1907 (Perera y

col., 1988).y siguiendo las instrucciones de la "American Type Culture Collection",

cultivar las células en medio RPMI-1640 para hibridomas (Anexo 1). Incubar en una

atmósfera conteniendo 0,5% de CC>2 a 37 °C.

2.- Dejar crecer el cultivo de hibridoma hasta la muerte de las células de hibridoma (6-7

días). Los hibridomas muertos presentan un aspecto negro y opaco fácilmente

diferenciable. Los anticuerpos producidos por el hibridoma se mantienen disueltos en

el medio de cultivo y de aquí se recuperan (Harlow y Lañe, 1988).

3.- Para la recuperación de los anticuerpos, centrifugar la suspensión celular a 3.000xg

durante 10 minutos. Recuperar el sobrenadante y esterilizarlo por filtración.'

Dispensar en alícuotas y mantenerlo a - 20 °C hasta su utilización.

(*) NOTA: Para las células Vero se recomienda inocular una tercera parte del volumen total en que se

han resuspendido para preparar una nueva monocapa. La superficie de un frasco de cultivo de 25 mi es

de aproximadamente 20 cm2, al realizar el pase se formará una monocapa de una 60 cm2 de superficie.

La superficie que presenta un microtiter de 96 pocilios es de aproximadamente 30 cm2, por lo que al

realizar el pase se pueden preparar dos microtiters a partir de un frasco de cultivo de 25 mi.
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6.16.- Enumeración de bacteriófagos por el método de la doble capa de agar

(Adams. 1959)

1.- Realizar un cultivo de la cepa bacteriana con la que se quiere realizar el recuento de

bacteriófagos, con el medio correspondiente (en los estudios realizados se utilizó

habitualmente el medio Scholten's modificado o el medio de triptona (Anexo 1). Agitar

a 37 °C y controlar el crecimiento mediante la medida de la absorvancia que presenta el

cultivo a una DO de 600 nm. Utilizar un tubo de medio sin inocular como blanco.

2.- Las cepas de E. coli utilizadas en este estudio (E. coli CN13 y E. coli O157:H7)

presentan una absorvancia de 0,2-0,3 (DOsoo) en el punto de crecimiento

correspondiente a la mitad de su fase exponencial. En este momento se puede utilizar

el cultivo.

3.- Mezclar 0,5 mi del cultivo con 2,5 mi de agar blando (manteniéndolo líquido a una

temperatura de 45 °C en un baño termoestático). Añadir 1 mi de la muestra que se

desea analizar (*).

4.- Agitar suavemente, evitando la formación de burbujas.

5.- Verter la mezcla sobre una placa de agar del mismo medio utilizado para realizar el

cultivo Repartir la mezcla suavemente sobre la placa de agar hasta que haya cubierto

toda la superficie de la placa. Dejar solidificar la mezcla durante aproximadamente 15

minutos.

6.- Incubar las placas a 37 °C durante (18 ±2) horas.

7.- Proceder al recuento de las calvas de lisis. Los resultados se expresaron en ufp/ml

de muestra o en ufp/100 mi de muestra.

(*) NOTA: Las muestras se puede enumerar sin diluir o después de realizar diluciones decimales

seriadas, según la contaminación presente en la muestra. Por ejemplo, en muestras de agua residual se

recomienda utilizar para la enumeración de los fagos 1 mi de las diluciones 10'2 y 10'3 si se enumeran

sobre Escherichia coli CN13. Cuando desconocemos la contaminación de la muestra, se recomienda

siempre analizar, al menos por triplicado, 1 mi de la muestra directa y 1 mi de las diluciones 10"', 10"2

y 10°.
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6.17.- Activación del bacteriófago 933W

(Mühldorfer y col., 1996)

1.- Realizar un cultivo de E. coli C600(933W) en 10 mi de medio LB (Anexo 1).

Incubarlo en agitación a 37 °C hasta que presente una absorvancia de 0,1 (DOgoonm)-

2.- Alicuotar el volumen total del cultivo en dos tubos conteniendo 5 ml del cultivo

cada uno. Añadir 15 ui de Mitomicina C (Sigma) a una concentración final de 0,6

(ig/ml en uno de los tubos. Incubar ambos tubos en agitación a 37 °C. Realizar medidas

de absorvancia cada hora hasta que se detecte un importante descenso de la

absorvancia en el tubo con Mitomicina C respecto al tubo control (*) Normalmente 4-

5 horas son suficientes para observar la máxima diferencia.

3.- Descontaminar el tubo conteniendo el fago 933 W activado (correspondiente al

tubo que contiene el cultivo de E. coli C600(933W) con Mitomicina C), añadiendo un

1 mi de cloroformo. Agitar enérgicamente durante 3 minutos y centrifugar a ló.OOOxg

durante 5 minutos.

4.- Filtrar el sobrenadante por membranas de 0,22 jam de baja adsorción proteica

(Millex™-GV Millipore).

6.17.1.- Observación de las calvas de lisis producidas por el fago 933 W

A fin de verificar la activación del ciclo lítico del bacteriófagos 933 W, se

realizó una enumeración del fago 933 W a fin de observar las calvas de lisis producidas

por el fago. Para ello se realizó una variación del método de la doble capa de agar, tal

como se describe a continuación,

1.- Realizar un cultivo de E. coli C600 en medio líquido Luria (LB), suplementado con

10 mM de CaCl2 (Anexo 1). Incubar en agitación a 37 °C hasta una DO6oo de 0,3.

(*)NOTA: El descenso de absorvancia observado es debido a la lisis de las células del cultivo

producida por el bacteriófago 933 W después de activar su ciclo utico con la adición de Mitomicina C.
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2.- Con el sobrenadante conteniendo el fago 933 W (descrito en el punto 4 del

protocolo anterior), realizar diluciones decimales seriadas con medio líquido Luria

Broth (LB), suplementado con 10 mM de CaCl2.

3.- Poner a incubar 100^1 de cada dilución con lOOnl del cultivo de la cepa C600

crecida tal como se indica en el punto 1. Incubar durante 20-30 minutos, en agitación a

37 °C.

4.- Mezclar el volumen total de cada dilución (200 \i\) con 2,5 mi de agar blando Luria

suplementado con 10 mM de CaCl2, (manteniéndolo líquido a una temperatura de 45

°C en un baño termoestático). Mezclar suavemente y verter sobre una placa de Luria

Agar, suplementado con 10 mM de CaCl^ Incubar las placas a 37 °C durante toda la

noche.

5.- Realizar la observación y si es posible el recuento de las calvas de lisis observadas.

6.18.- Detección y recuento de cepas bacterianas por filtración

(Standard Methods, 1992)

1.- Homogeneizar la muestra de agua a analizar. Realizar diluciones decimales seriadas

de la muestra con peptona salina (Anexo 1). Mezclar 1 mi de cada dilución a 9 mi de

ringer 1/4 (Anexo 1) para realizar la filtración.

2.- Colocar, con la ayuda de las pinzas, membranas (de esteres de celulosa ) de 0,44

um, sobre el soporte de un sistema de filtración por vacío. Verter en los embudos del

sistema de filtración los 10 mi de ringer 1/4 conteniendo 1 mi de la muestra directa o 1

ml de las diluciones decimales de ésta. Conectar la bomba de vacío hasta que toda la

muestra se haya filtrado.

3.- Colocar el filtro sobre una placa de agar del medio específico (en los estudios

realizados se ha utilizado medio de agar CF (Difco) y medio Fluorocult (Merck),

preparados siguiendo las instrucciones del fabricante). Incubar las placas boca abajo a

3 7 °C durante 24 horas.
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4.- Realizar el recuento de las colonias en aquellas placas que contengan entre 30 y 300

colonias (*). Los resultados se expresaron en ufe por cada 1 o 100 mi de muestra

analizada.

6.19.- Observación de bacteriófagos por Microscopía electrónica de

Transmisión (MET)

Para realizar las observaciones de bacteriófagos por MET, descritas en el

capítulo 3 de esta memoria de tesis, fue necesario realizar primero un aislamiento y

posterior enriquecimiento de los bacteriófagos que se pretenden observar. Este

protocolo pretende obtener un "stock" puro de cada bacteriófago con un título

suficientemente elevado de partículas víricas. A partir de este "stock" ser realizó la

preparación de las rejillas de microscopía y visualización de los bacteriófagos aislados

por el microscopio electrónico de transmisión.

6.19.1- Aislamiento y enriquecimiento de los fagos aislados a partir de calvas de

lisis

1.- Realizar una enumeración de los bacteriófagos por el método de la doble capa de

agar, como se ha indicado en el apartado correspondiente. Los aislamientos de

bacteriófagos se realizan a partir de las calvas de lisis obtenidas. Para realizar los

aislamientos de bacteriófagos, seleccionar aquellas placas que presentan entre 1 y 20

calvas, escogiéndose las calvas de lisis de una misma placa que estén bien definidas y

separadas de las calvas adyacentes.

(*) NOTA: Las colonias que se pretenden estudiar presentan un aspecto diferente según el medio

utilizado. En el medio de agar CF, las colonias de coliíbrmes fecales presentan color azul. En el medio

Fluorocult, se realiza el recuento de colonias de E. coli mediante la exposición de la placa a la luz

ultravioleta, y se cuentan sólo aquellas colonias que presentan fluorescencia.
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2.- Realizar cultivos de 10 mi de un crecimiento de la cepa en estudio hasta el inicio de

la fase exponencial (para E. coli CN13 y K cou O157:H7 el inicio de la fase

exponencial corresponde a una DO60o de 0,1).

3.- Inocular en cada uno de los cultivos los fagos presentes en las calvas de lisis

descritas en el punto 1. Para realizar el inoculo, recortar con el asa de siembra el trocito

de agar blando donde se sitúa la calva que contiene los fagos que se pretende

enriquecer e introducirla dentro del tubo que contiene los 10 ml del cultivo de la cepa

huésped. Dejar incubando a 37 °C en agitación durante 5-6 horas (*).

4.- Transcurridas las 5-6 horas, recoger una alícuota de 700ul del cultivo de

enriquecimiento y añadir 300 ul de cloroformo. Agitar enérgicamente y centrifugar 5

minutos a ló.OOOxg.

5.- A partir de este cultivo de enriquecimiento se recomienda repetir el proceso de

forma sucesiva para obtener el título necesario de fagos para su posterior observación

en el microscopio electrónico (**).Los siguientes cultivos de enriquecimiento se hacen

inoculando 200 ul del sobrenadante obtenido del primer cultivo de enriquecimiento en

un nuevo cultivo preparado como se ha descrito en el punto 2 de este protocolo.

El número de repeticiones del proceso de enriquecimiento necesarias para

obtener un título óptimo depende del tipo de bacteriófago que se ha aislado ( por

ejemplo \osMyoviridae suelen llegar al título óptimo antes que los Microviridae). La

experiencia práctica obtenida en estos estudios indica que el título óptimo de

bacteriófagos, para su observación al microscopio electrónico, se obtiene después de

tres repeticiones del proceso.

(*)NOTA: El tiempo de incubación se ajustó a lo largo de la práctica experimental de los estudios

realizados y es aplicable únicamente para las cepas bacterianas utilizadas (£". coli CN13 y E. coli

O157:H7).

(**) NOTA: El título necesario para la observación de los fagos al microscopio electrónico oscila entre

109 y 1010 fagos/mi.
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6.- Repetir el proceso descrito en el punto 4 con el último de los cultivos de

enriquecimiento realizados.

7.- Tomar una alícuota del sobrenadante obtenido y proceder a la preparación de las

rejillas para la observación de los fagos por microscopía electrónica. Los "stocks" de

bacteriófagos, preparados como se ha indicado en este apartado, pueden mantenerse

durante un largo periodo de tiempo a 4 °C hasta su observación (*).

6.19.2.- Tinción negativa de los bacteriófagos para observación al MET

(Bremer y Hörne, 1964)

Para realizar la observación de los bacteriófagos aislados mediante el

microscopio electrónico de transmisión es necesario contrastarlos previamente. Para el

contraste de los fagos observados por MET en estos estudios, se utilizó el sistema de

tinción negativa.

1.- Utilizar rejillas de cobre para microscopía electrónica de 200 nm preparadas con

película "Formvar" cubierta de carbón (**). Añadir 8^1 de cada cultivo de

bacteriófagos, realizado según se ha descrito en el apartado anterior, sobre cada rejilla.

2.- Dejar absorber durante 2 minutos y retirar el exceso con papel de filtro.

3.- A continuación, realizar la tinción añadiendo una gota de Ácido fosfotúngstico 2%

KOH, pH 7,2. (Anexo 2) sobre la rejilla. Mantener durante 2,5 minutos y retirar el

exceso con papel de filtro.

4.- Dejar secar a temperatura ambiente. Los fagos ya están listos para su observación.

(*) NOTA, exceptuando los "stocks" obtenidos después de la activación del ciclo lítico del fago 933

W, como se indica en el apartado de Materiales y Métodos del capítulo 1.

(**) NOTA: Las rejillas fiíeron suministradas por el Servicio Técnico de la Universidad de Barcelona,

ya preparadas con película "Formvar" cubierta de carbón.

Queremos agradecer a "Serveis Tècnics de la Universitat de Barcelona" su ayuda en la

realización de los estudios de microscopía electrónica, tanto por suministrar todas las rejillas necesarias

para estos estudios como por sus valiosos consejos y ayuda durante la manipulación del microscopio

electrónico de transmisión. Asimismo agradecemos a "Serveis Tècnics de la Universitat de Barcelona"

su ayuda en la secuenciación del ADN.
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