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Introduccion

La resistencia a antibiéticos es un problema a nivel global que
va en incremento. Los microorganismos patdgenos a los que se
enfrenta la sociedad moderna, generan resistencia a los
antibidticos disponibles en el mercado mas rapido de lo que se
logran desarrollar antibi6ticos contra estos microorganismost.
Principalmente es debido a mutaciones espontaneas y por
transferencia horizontal de genes?.

Los bacteriéfagos son virus que tienen la habilidad de infectar
células bacterianas y en muchos casos lisarlas. Se unen a
receptores especificos de la célula para inyectar su material
genético al citoplasma y posteriormente comenzar su replicacion
utilizando la maquinaria de la bacteria®. La fago-terapia se basa
en aprovechar la naturaleza de estos agentes para tratar
enfermedades causadas por bacterias patégenas cuyas ventajas
son: aislamiento répido, produccion rentable, versatilidad en la
formulacion y aplicacion, minimo impacto contra la flora
intestinal y baja toxicidad*.

0X174 pertenece la familia Microviridae. es un agente no
patégeno para el ser humano, con forma de icosaedro, pequefio,
sin cola y su genoma es DNA circular de cadena sencilla con una
longitud de 5,386 nucledtidos®. Se ha utilizado la biologia
sintética para construir bacteri6fagos modificados genéticamente,
como, por ejemplo, que expresen la enzima DspB, la cual tiene
actividad degradadora de biofilms®.

En este trabajo se busca modificar el genoma del bacteri6fago
$X174, mediante la técnica de recombinacion homéloga para
sustituir el gen F con el péptido antibacteriano Bac7(1-35) que al
infectar a Escherichia coli C tenga efecto bactericida sin la
produccion de viriones.

Parte experimental

Se extrajo el DNA plasmidico. Este plasmido se extrajo de E.
coli Dh5o. mediante el método de lisis alcalina.

Se transform¢ E. coli C Calcio competente con el plasmido
PKM208 mediante el procedimiento de que choque térmico.
PKM208 contiene los genes Gam, Exo y Beta que codifican para
proteinas para llevar a cabo el proceso de recombinacion
homologa.

Se realizaron cultivos solidos (ensayo de doble capa) y
liquidos de diferentes cepas de E. coli (C, BL21, DH5a) y se
infectaron con $X174 para cuantificar los bacteriéfagos por mL y
para ensayos de sensibilidad de las cepas.

Se disefiaron primers para la caracterizacion de PKM208

Resultados y discusion

El ensayo de doble capa se utilizd para la cuantificacion de

bacteriéfagos producidos en E. coli C. La Unica caja Petri en
donde se observé el nimero de placas recomendados para
realizar el conteo (30-300 Unidades formadoras de placas) fue la
dilucién 107 de bacterifago, en donde se apreciaron
aproximadamente 35 placas, lo cual indica una concentracion de
3.5x108 pfu/mL’.

En los ensayos de fase liquida, se obtuvo una curva de
crecimiento tipica de una infeccion con ¢$X174 en donde el
cultivo de E. coli C presentd una disminucion de ODeoo debido a
la infeccion del bacteriéfago a diferencia del cultivo de E. coli C
sin infectar con el bacteri6fago en donde no se presentd
disminucién alguna®.

El pldsmido PKM208 contiene proteinas de recombinacién
pertenecientes al fago A. Mediante la técnica Lambda-red se
pueden realizar recombinacion entre fragmentos de PCR y
cromosoma bacteriano o elementos extracelulares®.

Conclusiones

El bacteri6fago $X174 infecta de manera especifica a E. coli
C y presentd una curva clasica de una infeccion de bacteridfago.

Se logro transformar a E. coli C con el plasmido PKM208
utilizando la técnica de choque térmico.
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