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RESUMEN

El ataque por fagos a las bacterias integrantes de los cultivos iniciadores representa
una de las principales causas de problemas de acidificacién en la industria lactea mundial,
ocasionando serias dificultades tecnoldgicas y grandes pérdidas econémicas. La situaciéon es
considerablemente maés grave y compleja en el caso de las infecciones {égicas sobre
bacterias probiéticas debido a los grandes costos implicados en la adicién de estos cultivos a
los productos lacteos, por las caracteristicas probiéticas particulares inicas de una cepa, y
pox los costos en dinero y tiemypo dispensaclos en investigacion y desarrollo para avalar
seriamente el empleo de un cultivo probidtico en un producto determinado. Recientemente,
el interés en la biologia de fagos que infectan bacterias probiéticas se ha ido incrementando,
como resultado de la diversificacion e intensificacién en el uso de estos microorganismos en
la industria lactea fermentativa mundial. Lactobacillus casei / paracasei son de las especies

probiéticas mas frecuentemente empleadas en la elaboracién de este tipo de productos.

La caracterizacién inherente a los {agos, su interaccién con sus cepas sensibles y el
conocimiento del modo en que diferentes pardmetros fisicoquimicos pueden afectar su
viabilidad, es de primordial importancia al momento de llevar adelante procedimientos de
control que resulten efectivos para aliviar las devastadoras consecuencias de sus atagues
liticos. Para {agos de bacterias probiéticas y particularmente para Lb. casei / paracasei, la
informacién disponible es muy escasa si se compara con la existente para bacteriofagos

especificos de otras bacterias lacticas.

Por todos los motivos expuestos, en este trabajo se comenzaron a estudiar fagos
disponibles en la coleccién ATCC. Posteriormente, y en virtud de los aislamientos del primer
{ago de Lb paracasei de Sudamérica (MLC~A) y otros sucesivos (més de 20 aislamientos
realizados), la investigacion se amplié utilizando estos fagos originarios de fermentaciones

industriales defectuosas de una leche fermentada elaborada en nuestro pais.

Con relacién a las propiedades intrinsecas de los fagos PL-1, J-1 y MLC-A se realizé

la caracterizacién molecular de sus genomas y se determinaron: moy{ologia, viabilidad en
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diferentes condiciones de almacenamiento y de suspensiéon y también, su termo y
guimiorresistencia. Los perfiles de restriccién del fago MLC-A obtenidos con EcoRl y
HindIIl mostraron considerables diferencias en comparacion con los correspondientes a los
tagos PL-1, J-1 y (|)593/ A2, confirmando gue se trata de un fago diferente. El tamafio
molecular estimado para el genoma de MLC-A tue de 37 kb. Notablemente, este fago
aislado en Argentina, pareceria contar con un mecanismo de empaquetamiento de su ADN
del tipo pac Segin la morfologia, evidenciada por microscopia electrénica, los fagos PL-1,
J-1 y MLC-A pertenecen a la Familia &p]zoviric]ae (mor{otipo Bl, en la clasificacién de
Ackermann). En cuanto a las condiciones de almacenamiento de las suspensiones {égicas, se
observé, en general, una tendencia a favor de la temperatura de -80°C para un mejor
mantenimiento de las particulas fagicas activas. Por otra parte, los tres fagos estudiados
presentaron una considerable resistencia a pH extremos, con altas viabilidades entre valores
de pH de 4 y 10 (25°C) y entre D y 10 (37°C). En cuanto a los tratamientos térmicos y sus
efectos sobre la viabilidad fagica, resulta evidente que la pasteurizacién no es adecuada
para la completa inactivacién de los fagos PL-1, J-1 y MLC-A en leche. El fago MLC-A
resulté notablemente mas resistente (@ 63°C y particularmente a 72°C) que los fagos de
coleccién y a diferencia de éstos, cuya sensibilidad térmica no se vio influenciada por los
diferentes medios de suspensién ensayados, se vio que la leche resulta un medio protectivo.
En los tratamientos con agentes quimicos, los alcoholes etanol e isopropanol fueron
ineficaces, mientras gue en presencia de 4cido peracético las suspensiones virales de alto
titulo de los tres fagos se inactivaron completamente en pocos minutos. Frente al hipoclorito
de sodio, los {agos de coleccién mostraron una resistencia mas elevada gue el {ago MLC-A,
requiriéndose 800 ppm para la completa inactivacién de las suspensiones de aguéllos contra

600 ppm, necesarias para este ultimo.

La segunda parte de la caracterizacién contemplé la interaccién de los fagos con
diversas cepas sensibles. En tal sentido, se estudiaron:la interaccién de cationes divalentes en
el ciclo litico, el espectro de huéspedes, las cinéticas de crecimiento de cultivos infectados y
los ciclos de multiplicacién fagica, asi como también la caracterizacién del proceso de

adsorcién y de los receptores para los fagos empleando paredes celulares. Con respecto a los

2
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cationes divalentes, sélo el fago MLC-A fue incapaz de completar el ciclo litico en ausencia
de cationes. Su presencia fue también necesaria para el {ago PL-1, pero sélo para la
visualizacién de sus placas de lisis, no para producir la lisis del cultivo en medio liquido. En
general, el calcio fue maés efectivo que el magnesio para todos los sistemas estudiados. La
determinacién de los espectros de huéspedes para los 4 fagos investigados indic6 que
resultan altamente especificos frente a Lb. casei y Lb. paracaseiy revelé que comparten un
idéntico perfil de cepas sensibles, entre las 47 cepas empleadas. De las curvas de crecimiento
en un paso, los parametros de multiplicacién fagica determinados fueron: periodos de
latencia entre D y 90 min, burst times entre 120 y 140 min y burst sizes entre 32 y 160 ufp /
centro infectivo. Se observaron notables diferencias en los parametros correspondientes a un
mismo fago sobre distintas cepas. El caso mas evidente fue el sistema PL-1 / Lb. paracasei A,
mostrando periodos de latencia y burst notablemente mas cortos que los de los demas

sistemas estudiados.

Las cinéticas de adsorciéon revelaron gue, a excepcion del {ago MLC-A sobre la cepa
Lb. paracasei A, el calcio no fue requericlo para cumplir la primera etapa del ciclo litico.
Incluso, la adsorcién de MLC-A sobre Lb. casei ATCC 27139 fue inclepencliente de la
Ppresencia del catién, indicando gue serla necesaria en alguna etapa posterior para pocler
culminar el ciclo. Con respecto al efecto de la temperatura de incubacién, si bien para los
sistemas estudiados las adsorciones se produjeron en todo el rango estudiado (0-50°C) con
valores optimos a 50°C, el 8raclo de clepenclencia fue diferente en cada caso. En cambio,
todos los sistemas estudiados mostraron diferencias significativas entre las disminuidas
adsorciones sobre células tratadas y los controles sobre células que no recibieron tratamiento
térmico, sugiriendo la termolabilidad de los receptores o la exigencia de viabilidad celular
para rendir una adsorcién exitosa. Respecto de la influencia del pH sobre la adsorcién, fue
altamente dependiente del sistema en evaluacién, si bien en general se tuvieron tasas
méximas a valores de pH entre D y 7. Un comportamiento atipico, en relacién con los demds
sistemas estudiados, fue manifestado por el fago PL-1 infectando la cepa Lb. paracasei A. Se
requirieron de incubaciones muy prolongaclas para lograr la adsorcién, probablemente

como consecuencia de algfm tipo de modificacién en los receptores, en comparacion con su
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cepa sensible original Lb. paracasei ATCC 27092, gue posi]oilite la interaccién {a80~cepa

aungue en una forma menos efectiva.

Resultados preliminares obtenidos por aplicaciéon de tratamientos quimicos y
enzimaticos aplicados a las paredes celulares indicaron, en todos los sistemas aqui
estudiados, que los receptores serian principalmente de naturaleza hidrocarbonada. El
disefio de experiencias mas complejas empleando L-ramnosa y D-ribosa para competir con
los receptores presentes en las paredes y para desorber a los fagos previamente unidos a
ellos, permitio sugerir a la L-ramnosa como un componente del receptor reconocido
especificamente, tanto por los fagos de coleccién como por MLC-A. Para el fago autéctono
MLC-A, no se descarta ademas, la posible participacién de la D-ribosa. En otro estudio
efectuado sobre parecles celulares, se investigo el tipo de unién de los {agos a las parecles
purificadas, mostrando en todos los casos ausencia de desorcién espontanea neta, lo cual
poclria también considerarse como un estado de equilibrio entre los {agos libres y los

adsorbidos reversiblemente a las paredes.

Por ultimo, se abordé el aislamiento de mutantes espontaneos fago resistentes a partir
de dos cepas de Lb. casei / paracasei (A y ATCC 27139), aungue infructuosamente. Todas
las variantes fago resistentes obtenidas fueron finalmente descartadas, ya que sus fenotipos
fueron inestables a lo largo de sucesivos repiques. Aparentemente, para la expresién estable
de resistencia frente a {agos en esta especie, seria imprescinclible la presencia permanente
del fago en el medio. En este aspecto, la especie presentaria un comportamiento
completamente particular a comparacién de otras bacterias lacticas antes estudiadas por

nuestro gruypo.

Si se considera la evolucién desde fines de 2003, con el aislamiento del primer {ago
argentino especifico de una cepa probiética, hasta la actualidad, con mas de 20 aislamientos
realizados, se destaca gue a partir de mediados de 2003 la presencia de {agos enla planta ha

ido creciendo en forma progresiva y continua. El notable incremento en el ntmero y
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diversificacién de muestras y en la frecuencia de los envios para la deteccién de {agos, son

todos indicativos de la preocupacién real por parte de la industria.

Se presenta asi un nuevo problema cuya resolucién es compleja y difiere, en cuanto a
sus particularidades y a las estrategias para enfrentarlo, respecto de los atagues {égicos

sobre otras bacterias lacticas.
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SUMMARY

Phage attacks to dairy starters represent one of the major causes of acidification
failures in the world dairy industry, producing technological difficulties and great economic
losses. When referring to probiotic cultures, the situation is considerably more complex and
severe, due to higher costs associated with the addition of probiotic strains, the singular
characteristics of each strain and the time and money dispensed in the research and
development of a determinate product. Recently, the interest for studying the biology of
phages which infect probiotic bacteria has been increasing as a result of the diversification
and intensification in the use of this kind of bacteria in the fermentative dairy industry.
Lactobacillus casei and Lb. paracasei are within the species more frequently used for

manufacturing this sort of products.

The inherent characterization of phages, its interaction with their sensitive strains and
the knowledge of the influence of different physicochemical parameters on their viability,
are items of major concern for the implementation of effective control strategies, which
minimizes the devastating effects of its lytic attacks. Available data about probiotic bacteria
p11a8es, particularlg for Lb. casei / paracasel, is scarce when comparing with phages of other

lactic acid bacteria species.

Considering all this facts, studies on Lb. casei / paracasei ATCC phages were
initiated in this work. Subsequently, due to the isolation of the first Lb. paracasei
]oacteriophage in Southamerica (MLC~A) and others (more than 20 isolates), the
investigation was broaden by the incorporation of these phages isolated from defective

industrial fermentations, during the production of a fermented milk in our country.

In relation with intrinsic properties of phages PL-1, J-1 and MLC-A, the molecular
characterization of their genomes and their morphology, and Via]ailitg under different stock
and suspension conditions, were determined. Besides, their thermal and chemical resistances

were investigated. Phage MLC-A restriction patterns with EcoRl and Hindlll, showed




SUMMARY

considerable differences with those obtained for phages PL-1, J-1 and (1):')93/ A2, confirming

the isolation of a new singular phage. The molecular genome size estimated for MLC-A
phage was about 57 kb. Surprisinglg, this phage isolated in Argentina, seems to present a
pac type packaging DNA mechanism. According to their morphology observed by electron
microscopy, phages PL-1, J-1 and MLC-A belong to the Siphoviridae Family (morphotqpe
Bl, in the Ackermann classi{ication). Studies performecl to determine the effect of
temperature on the preservation of high titers suspensions in phage stocks showed in
general, that ~-80°C was the best one for this aim. In addition, the three phages showed high
viabilities along a wide range of pH values, both at 25°C (pH values from 4 to 10) and at
37°C (pH values from D to 10). Regarding thermal treatments, it was demonstrated in all
cases that pasteurization was not adequate to completely remove phage infective particles
in milk suspensions. In fact, phage MLC-A proved to be considerably more resistant than
PL-1 and J-1 (at 635°C and, particularlg, at YQOC). The three different media tested did not
show any clear influence on the viability of collection phages during thermal treatments. On
the other hand, milk protected MLC-A suspensions comparing with broth MRS and buffer
TMG. Results obtained after using biocides, demonstrated that alcohols (isopropanol and
ethanol) were not effective, while peracetic acid was the best one for inactivating
completely high titers phage suspensions in a few minutes. When sodium hypochlorite was
used, PL-1 and J-1 phages showed to be more resistant than MLC-A, requiring 800 ppm for

the complete inactivation, against 600 ppm needed for the latter.

To characterize the interactions between the phages and their sensitive strains, the
following aspects were investigated: influence of divalent cations during the lytic cycle; host
spectrum; infective culture growth kinetics; one step growth curves; effect of several factors
on the adsorption process and the nature of their receptors on cell walls. It was found that
only MLC-A phage was unable to complete its lytic cycle when calcium or magnesium were
absent. The presence of any of those ions was also necessary for phage PL-1, but only for the
visualization of lysis plaques, not to produce the culture lysis in MRS broth. Generally,
calcium was more effective than magnesium for all systems tested. The host ranges for the 7

phages studied, showed that they all were highly specific for Lb. casei and Lb. paracasei
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strains and revealed that they share identical sensitive spectrum. About one step growth
curves, multiplication phage parameters obtained were: 5 -~ 90 min for latent periods; 120 -
140 min for burst times and 32 ~ 160 pfu / infective centers for burst sizes. Remarkable
differences were observed in the parameters of a single phage on diverse sensitive strains.

The most particular one was the system conformed by PL-1 and Lb. paracasei A.

Adsorption kinetics showed that, excepting for phage MLC-A with LA. paracasei A,
calcium ions were not required for achieving this first step in the lytic cycle. Moreover, the
adsorption of phage MLC-A on Lb. casei ATCC 27139 was independent of this cation,
indicating that it should be necessary at any subsequent stage for finalizing the lytic cycle.
Regarding the temperature influence, adsorptions occurred at the whole range (0 -50°C)
studied with maximum values at 30°C, although each phage-strain system exhibited a
particular dependency. On the contrary, all systems studied showed significant ditferences
between the diminished adsorption rates on thermal treated cells and the control (cells that
were not treated). These results suggested the existence of thermosensitive receptors or the
essential requirement of cell viability to reach adsorption. The effect of pH was highly
dependent of the system tested, even though maximum rates were obtained between pH
values D and 7. An odd behavior was found for phage PL-1 when infecting Lbh. paracasei A,
since it required very long incubations to effectively adsorb. Perhaps, its receptors were
modified, in comparison with the original sensitive strain Lb. paracasei ATCC 27002, in a

way that permits phage ~ strain interaction while in a less productive manner.

Preliminary results obtained by the application of several chemical and enzymatic
treatments on cell walls indicated that, for all systems, the major components of receptors
were carbohgclrates. More complex experiments clesigns emploging L-rhamnose and D-
ribose to compete with cell wall receptors and to desorb phage particles previously
adsorbed to them, suggested that the former should be the principal component of the
specific receptors for PL-1, J-1 and MLC-A phages. However, the probable participation of
D-ribose was not discarded for the autochthonous phage. Another study carried out on cell

walls, did not detected spontaneous release of phages already attached to receptors. This
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probably means that phages were bound irreversibly or that they were reversible bound and

an equilibrium state existed between them and free particles.

Lastly, isolation of spontaneous phage resistant mutants was undertaken for two Lb.
casei // paracasei strains (A and ATCC 27139), but it was fruitless. All phage resistant
variants obtained were finally eliminated, because of their instability throughout successive
subcultures. Apparently, the permanent presence of phage particles in the environment was
indispensable to maintain a stable expression of phage resistance. Considering this feature,
these species seems to present a completely singular behavior in comparison with other

lactic acid bacteria previously studied by our group.

In view of the evolution from the end of 2003, with the isolation of the first
Argentinean phage specific for a probiotic strain, until now, with more than 20 isolations
made, it is noteworthy the progressive and continuous presence of pages in the industrial
environment. The substantial increment in number and diversity of samples, and in the
demand of this kind of analysis (phage detection), are strongly indicating the genuine and

rising concern respect to this issue from the industry.

The appearance of a new prol)lem, for which the resolution is cornplex and different,
in characteristics and strategies to face it, regarding phage attacks against other lactic acid

bacteria, is presented in this study.
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[ PROBIOTICOS

[.1 Generalidades

[111Microflora intestinal y bacterioterapia

El tracto gastrointestinal humano contiene aproximadamente 10110
microorganismos, un nimero notablemente superior al total de células eucariotas de nuestro
cuerpo (Ray, 2001). En personas sanas, la poblacién de microorganismos es enorme y muy
diversa, con un peso estimado en un kilogramo. La complejidad de la flora aumenta a lo
largo del tracto gastrointestinal, desde el estémago, que contiene sélo una escasa flora de
especies acido-tolerantes, hasta el colon que alberga aproximadamente 102 bacterias por
gramo y comprendiendo al menos 500 especies diferentes (Salminen y col, 1998). El
crecimiento y la actividad metabélica de la microflora intestinal poseen una influencia
notable en el estado fisiolégico y nutricional de la persona, jugando un rol muy importante
en el mantenimiento de la salud (Salminen y Ouwehand, ?OO?) La microflora indigena
ofrece una barrera de proteccion frente a microorganismos patdgenos basada en la
ocupacién de nichos disponibles, produccién de sustancias inhibitorias, y activaciéon
inespecifica del sistema inmune (lo que influencia la composicién de la microflora). Ademas,
juega un rol complementario en la nutricién, colaborando en la digestion de ciertos

componentes de la dieta y en la sintesis de vitaminas (Havenaar y Huis in't Veld, 1992).

Las medidas dirigidas a lograr el mantenimiento de una flora intestinal saludable,
promueven la salud més alla de su accién sobre el intestino. Muchos factores tales como la
composicion de la dieta, terapias con antibiéticos, infecciones, intoxicaciones alimentarias,
medioam]oiente, estrés, estado de salud y edad, pueclen influenciar el balance de la
microflora. Una microflora intestinal bien balanceada es aguélla en la cual las bacterias

benéficas (lacto]oacilos y bi{iclo]oacterias) preclominan por sobre las bacterias nocivas

(Salminen y Ouwehancl, QOOQ)

10



INTRODUCCION

Bacterioterapia

La primera referencia l)i]oliogré{ica acerca de los efectos saludables de los pro]oiéticos
se encuentra en la Biblia, atril)ugendo la longevidad de Abraham al consumo de leche
agria. En Roma, ya en el 76 AC, Plinius recomendaba utilizar leche fermentada para el

tratamiento de la gastroenteritis.

En sus estudios sobre microorganismos intestinales, Elie Metchnicoff (1845 - 1916)
arrivé a la hipétesis que, como consecuencia del metabolismo bacteriano de las proteinas, se
producen sustancias potencialmente téxicas que, mediante su absorcién desde el intestino y
circulacién por el torrente sanguineo, llegan a los tejidos dafidndolos y contribuyendo asi al

proceso de envejecimiento (Tannock, QOOQ)

En 1907, Metchnicoff fue el primero en sugerir que implantando bacterias lacticas en
el intestino, las reacciones patolégicas podrian ser eliminadas y de ese modo, se podria
“prolongar la vida". Sus lecturas y pu]olicaciones conclujeron a un aumento en el consumo de
productos lacteos fermentados en Europa y Norteamérica durante las primeras dos décadas
del siglo XX. Estos productos se introdujeron como alimentos relacionados con la salud y el
hecho signi{icé el nacimiento de los prol)iéticos (Havenaar y Huisin't Veld, 1999, Rag, (2001)
Por esos mismos afios, Henrg Tissier, un pecliatra francés, estudiando casos de diarrea infantil
observé la ausencia de una bacteria irregular en forma de “Y”, gue usualmente era
dominante en heces de infantes sanos. Tissier sugirid gue esas bacterias “]oi{iclas”, hoy
conocidas como Bifidobacterium, podrian ser usadas para tratar pacientes que padecian
diarreas, con el fin de reestablecer una microflora intestinal saludable (Leahg y col, 200D).
En Japén, a comienzos de los afios "30s, el Dr. Minoru Shirota dirigié sus investigaciones a la
bisqueda de cepas de bacterias lacticas benéficas que sobrevivieran al pasaje a través del

intestino, y su utilizacién para el desarrollo de bebidas lacteas fermentadas (Salminen y

Ouwehand, 2002).

El interés en la investigacion de la bacterioterapia decayé en 1940 y resurgié en los
'60s estimulado por resultados alentadores obtenidos en investigaciones realizadas con

animales libres de gérmenes. Otro factor estimulante fue el creciente interés de la poblacién
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en aspectos relacionados con la salud y los modos naturales de promoverla (Havenaar y Huis

in't Veld, 1992; Ray, 2001).

112 Evolucién del término probiético

La palabra pro]oiético deriva del griego y significa pro~vic1a. El concepto ha ido
evolucionando desde comienzos de los afios 00 y hasta nuestros dias. Fue primeramente
empleada por Lilly y Stillwell en 196D para describir “sustancias gue secretadas por un
microorganismo, estimulaban el crecimiento de otro” (pudiendo ser considerada como un
término opuesto al de antibiético). Esos factores de crecimiento, comenzaron a aplicarse en
distintos campos y fue necesario ampliar su significado. En 1971, Sperti empled el término
para referirse a “extractos de tejido que estimulan el crecimiento microbiano , pero estos
conceptos no ganaron aceptacion en la comunidad cientifica (Fooks y col, 1999) Parker en
1974, trabajanclo con suplementos dietarios para animales, fue el primero en emplear el
término probiético en un sentido similar al que se concibe en la actualidad, haciendo
referencia a “organismos y sustancias gue contribuyen al balance microbiano del intestino”
(Fioramonti y col,, ?003). En 1989, Fuller modifica la definicién a “suplemento dietario
microbiano vivo que afecta en forma benéfica al huésped animal mediante el mejoramiento
de su balance microbiano intestinal”. De este modo, destaca la importancia de la viabilidad
celular y evita el empleo del término sustancias que resulta demasiado amplio y podria
también incluir a los antibiéticos (Salminen y Ouwehand, 2002). Sin embargo, esa definicién
restringe el uso de probidticos a suplementos dietarios, a animales y al tracto intestinal.
Havenaar y Huis in"t Veld (1992) ampliaron la definicién a “cultivo puro o mixto de
microorganismos vivos los cuales benefician al hombre o animales, mejorando las
propieclacles de la flora indigena”. Aqui, el concepto de prol)iéticos evoluciona en varios

sentidos:

~  Se introducen al uso en humanos,

- Su actividad no se restringe sélo al intestino sino que se incluye su posible aplicacién

en otros sitios (piel, tracto respiratorio, tracto urogenital),
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- El probiético puede consistir en un cultivo puro o una mezcla de cultivos (Salminen y

Ouwehand, 2002).

Guarner y Schaafsma (1998) proponen una nueva definicién gue posteriormente es
adoptacla en una Consulta de E.xpertos FAO/ OMS (QOOI). Esta vez no se menciona la
necesidad de producir cambios en la microflora intestinal, ni la colonizacién por el probiético
y se incorpora un nuevo requisito a la definicién: la necesidad de proporcionar una dosis
adecuada de probidticos para obtener los efectos deseados. Surge asi: “Microorganismos

vivos gue al ser consumidos en cantidades apropiadas en el alimento, confieren un efecto

benéfico al consumidor” (Servin, 2004, Leahy y col,, 2009).

Posteriormente, el concepto de microorganismo vivo desaparece. En realidad, existe
evidencia de efectos en la salud mas alla de los valores nutricionales aportados pox
productos lacteos fermentados pasteurizados o esterilizados. Por ejemplo, fracciones de yogur
y componentes de paredes celulares de lactobacilos y bifidobacterias han ejercido efectos
anticarcinogénicos e inmunomoduladores (Schrezenmeir y de Vrese, 9001; Ouwehand y col.,
2002). Lee y col. (1999) establecen una definiciéon mas amplia: “Los pro})iéticos son
agregados de bacterias vivas o alimentos que contienen cultivos bacterianos vivos o
componentes celulares y que tiene efectos benéficos en la salud del huésped”. En este
sentido, es posible considerar como pro]oiéticos a preparaciones gue no son alimentos, a

microorganismos viables o no, y enteros o a sus componentes.

En 2002, Marteau y col. proponen una definicién similar aunque més abarcativa en
cuanto al tipo de microorganismo, diciendo gue se trata de “preparaciones de células
microbianas o componentes de las mismas, gue poseen un efecto benéfico sobre la salud y el
bienestar del huésped”. Posteriormente y basados en la consideracién de los probiéticos
como agentes terapéuticos, Charteris y col. se refieren a ellos como “microorganismos gue al
ser ingericlos, pueden tener un efecto en la prevenciéon y tratamiento de una condicién

patolégica especifica” (Fioramonti y col,, 2003).
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Las similitudes entre las definiciones propuestas en los tltimos afios, reflejan
claramente que los investigadores a nivel mundial han Hegado a un consenso con relacién a
este tépico. La definicién de probiético ha evolucionado hacia un concepto simple y directo:
“son microorganismos vivos que administrados en cantidades adecuadas, otorgan un
beneficio a la salud del ]nuéspecl”. De este modo, se retoma el requisito de que los

microorganismos deben encontrarse viables al momento del consumo (Guarner y col., 9005).

[1.3 Otros términos relacionados

Un concepto que se encuentra fuertemente asociado al de probiético es el de
prebiético. El término fue introducido por Gibson y Roberfroid en 1993, aludiendo a
“ingredientes alimentarios no digeri]:)les gue afectan en forma benéfica al huésped por
estimulacién selectiva del crecimiento g/ o actividad de uno o un limitado ntimero de
bacterias en el colon” (Schrezenmeir y de Vrese, 9001). Tradicionalmente los pre]oiéticos son
empleaclos para promoveyr el crecimiento de Bifidobacterium SsSp. y Lactobacillus ssp.,
aunque seguramente, nuevos blancos para el uso de prebiéticos seran identificados en el
futuro (Rastall y col, 200)). Los simbiéticos son productos que contienen tanto pro como
prebiéticos yen donde se produce un sinergismo gue puede ser entre ambos comjponentes
(en sentido estricto) o entre el prebiético y un probidtico de la microflora indigena del tracto
8astrointestinal (Schrezenmeir y de Vrese, c2001). Recientemente ha surgido un nuevo
concepto: los probidticos potenciados. Se trata de biopreparaciones que contienen cepas de
microorganismos y componentes de origen natural. Estos dltimos actiian de un modo
sinérgico, potenciando el efecto probidtico tanto en el intestino delgado como en el colon, y
su efecto benéfico sobre el huésped, ya sea intensificando un mecanismo o extendiendo el
rango de su accién probiética. El probiético potenciado debe cumplir con dos requisitos: ser
més efectivo que sus componentes por separado y expresar sus efectos estimulantes y
potenciados a lo largo de todo el tracto digestivo. Un simbiético podria considerarse un

probiético potenciado si se adiciona un componente gue potencie su efecto probiético en

intestino clelgaclo (Boml)a y col., QOO?).
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Los productos lacteos a los cudles se les adicionan bacterias probiéticas y se
encuentran frecuentemente enriquecidos con prebidticos, son el ejemplo més frecuente de
alimentos funcionales. Europeau Functional Food Science P, rogramme considera a un
alimento como funcional si se encuentra satisfactoriamente demostrado que afecta en modo
benéfico una o més funciones especificas en el organismo, ademas de su valor nutricional, de

un modo relevante yasea mejoranclo el estado de salud y bienestar y / o reduciendo el riesgo

de enfermedad (Saxelin y col., 9003).

114 Microorganismos ernpleados como pro]oiéticos

Cepas pertenecientes a los géneros Lactobacillusy Bifidobacterium son actualmente
las més usadas para humanos (Charteris y col.,, 1998; Chandan, 1999). Por otra parte, el modo
de suministro méas habitual de los probiéticos, como asi también de los prebiéticos, sigue
siendo a través de productos lacteos fermentados (Leahg y col, 200)). Para animales, las
cepas mas empleadas pertenecen a los géneros Lactobacillus y Enterococcus (Nousisinen y
Setala, 1998). Sin em]aargo, cepas de los 8éneros Aspergillus, Sacccfzaromyces, Baci]]us,
Streptococcus, Leuconostoc y Pediococcus se emplean también como probiéticos en

nutricién humana y animal (Simmering y Blaut, 9001)

Las especies de Lactobacillus a partir de las cuales se han aislado cepas prol)iéticas
inclug ena Lb acic[op]n']us, Lh jo]msom'i, Lh casei, Lb. paracasel, Lb r]xamuosus, Lb. gasseri
Lb. plantarum, Lb. helveticus; Lb. delbruekii subsp. bulgaricus y Lb. reuteri Para

Bitfidobacterium, las cepas pertenecen a las especies B. bifidum, B. ]ougum, B. breve, B.
adolescentis, B ]actis, B animalis y B, infantis (Heller, QOOI; Tamime, QOOQ).

[.2 Seleccién y usos de microorganismos probiéticos

[21Consideraciones 8enerales

’ . . ~ ¢ o o’
Como se mencioné anteriormente, a partir de los afios 80 se vivié un gran auge en los

l’l’lOClOS naturales de promovey la salucl yen el consumo cle leches {er mentaclas gue contenian
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bacterias probidticas (IDF, 1992; 1990). Esta demanda estimulé a la industria a desarrollar
nuevos productos que se introdujeron al mercado acompasiados de anuncios alentadores
sobre sus beneficios para la salud, pero sin ninguna evidencia cientifica. Tales practicas
dieron una connotacién negativa a una alternativa que podria haber tenido una base
cientifica seria (Havenaar y Huis in "t Veld; 1992). La evidencia acerca de los cultivos y
alimentos probidticos se basé en cuestiones anecdéticas y estudios pobremente controlados
(Salminen y col., 1998). La escasa base cientifica se debe principalmente a dos razones,

agravadas por los altos costos de los ensayos clinicos:

- La falta de conocimiento acerca de la complejidad del ambiente intestinal y la

dificultad de reconocer especies potencialmente benéficas.

~ Una cierta confusién acerca de la identidad, viabilidad y actividad de las cepas

(Klaenhammer y Kullen, 1999)

La mayoria de las cepas pro]oiéticas ernpleadas comercialmente no han sido
seleccionadas teniendo en cuenta alguna actividad especifica. A lo sumo, sélo su identidad
ha sido confirmada, correspondiendo a alguna de las especies denominadas “prol)iéticas”.
Los pro]aiéticos gue se van a adicionar a productos lacteos deben cumplir con una serie de
requisitos, aunque no es razonable esperar que una sola cepa cumpla con todos los efectos
benéficos deseables hacia la salud (Gilliland, 1998). Incluso algunas cepas pueden no

presentar efectos benéficos (Salminen y Ouwehand, QOOQ)

Ademas de los criterios de seleccién, que se explicitan a continuacién, existen una
serie de pautas establecidas (Dunne y col, 1999; Lee y col,, 1999; Simmering y Blaut, 2001)

gue deben tenerse en cuenta al momento de seleccionar cepas:

- Noson aceptables las extrapolaciones de datos atin entre cepas emparentadas.
~ Enlos ensayos solo deben usarse cepas, procluctos y po]olaciones bien definidos.

- Todos los estudios en humanos deben ser realizados en po]olaciones elegidas al azar y

con control de placebos.
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- Los resultados deben confirmarse por investigadores independientes.

~ Los estudios deben ser pu]olicaclos pre{erentemente en revistas con proceso de

evaluacion.

Otros autores (Rag, c2001; Ouwehand y col, 2005, FAO/ OMS c2001), consideran

importante ademas:

- Laidentificacién filogenética de la cepa,
- Los mecanismos mediante los cuales una cepa procluce un beneficio,

- La dosis requerida de células viables y el perioclo de tiempo durante el cual el

proclucto debe consumirse para obtener un beneficio,

- El medio de transporte mas efectivo y adecuado para gue la cepa llegue finalmente

al huésped.

Los efectos especi{icos de cepas probiéticas seleccionadas sobre la salud estan
comenzando a ser aceptados en forma creciente gracias al volumen en expansién de

documentacién proveniente de estudios clinicos con doble ciego y controlados con placebo

(Ouwehand y COl., QOOQ)

Las bases teéricas para la seleccién de microorganismos probiéticos inclug en aspectos
de seguriclacl, funcionalidad y tecnolégicos (Salminen y col., 1998). Diferentes factores
afectan la elecciéon de un microorganismo para ser empleado como pro]oiético. Los
microorganismos administrados deben ser seguros. Si bien el empleo de bacterias lacticas en
alimentos posee una larga tradicion y la mayoria de las cepas son consideradas
microorganismos comensales sin potencial patdégeno (Salminen y Ouwehand, (200(2), el uso
reciente de aislamientos intestinales puso en tela de juicio su seguriclacl. Estos nuevos
aislamientos no comparten la condicién de seguridad alimentaria de las bacterias lacticas
tradicionales. Sin embargo, su presencia en productos lacteos en las tiltimas décadas no ha

dado ninguna sefial de compromiso de la salud (Sanders y Huis in"t Veld, 1999). Algunos
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lactobacilos han sido asociados con septicemia y endocarditis, aunque no se logré evidencia

conclugente acerca de su patogenicidad (Currg y Crow, (20()(2).

Las bacterias acido-lacticas, especialmente aquéllas empleadas en alimentos
fermentados y como probidticos, son consideradas de 8raclo alimentario e
internacionalmente se les ha atribuido status GRAS (genera]] y regarc[ec] as safe) (Raq, QOOI).
Se recomienda gue las bacterias pro]oiéticas no contengan genes transmisibles gue
cocli{iquen la resistencia a medicamentos utilizados con fines clinicos. Es necesaria una
investigacion sobre la resistencia de los lactobacilos y las bifidobacterias a los antibiéticos y

las posibilidades de transmisién de elementos genéticos a otros microorganismos intestinales

y / ode origen alimentario (FAO/ OMS (2001)

Otra caracteristica importante a fin de garantizar su supervivencia en su pasaje a
través del tracto 8astrointestinal, es la resistencia a las barreras biolégicas (lisozima, bajos
pH, bilis, enzimas pancreéticas). La adhesién a la superficie intestinal y subsiguiente
colonizacién del tracto gastrointestinal humano, han sido sugeridas como prerrequisitos para
la accién pro]aiética, ya gue la persistencia prolongacla de la bacteria ofrece mejores
posil)iliclacles de producir efectos metabédlicos e inmunomoduladores (Saarela y col., QOOO),
de lograr la exclusién competitiva de bacterias patégenas y de mejorar la reparacién de la
mucosa intestinal dafiada (Ouwehand y col, ?OOQ) Si bien la mayoria de las cepas en uso
son capaces de colonizar el tracto gastrointestinal, al menos temporalmente, esta habilidad
ha sido cuestionada (Salminen y col, 1008). Algunos autores (Ouwehand y col, 2002
Tannock, QOOQ) consideran qgue la colonizacién no necesariamente es un pre~requisito para
lograr la llegada de sustancias bicactivas (Citoquinas, inmunégenos) al ambiente intestinal,
sino que la actividad metabélica de estas bacterias podria resultar mas util. El ecosistema
existente en el tracto gastrointestinal en estado fisiologico es notablemente estable, por lo
gue dificilmente una bacteria ingerida pueda colonizarlo en forma efectiva (Tannock, 2002).
Por lo tanto y debido a que los efectos conferidos por los probiéticos serian transitorios,

parece ser necesaria su ingestién en forma continuada (FAO/ OMS c2001).

El hecho de gue las cepas para uso en humanos deben ser preferentemente de origen

humano, también ha sido recientemente debatido y hasta el momento existe escasa
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evidencia cientifica gue soporte esa idea (Farnworth, 9003). En realidad, la mayoria de las
cepas empleadas satisfactoriamente tiene este origen y es deseable debido al principio de
especi{icidacl de especies. Se conocen algunas propieclacles gue son especie~especi{icas,
incluyendo la capacidad de adherencia y colonizacién del tejido intestinal y la capacidad
de pyoclucir una respuesta inmune (Salminen y col,, 1998). Ademas se piensa que la cepa

puede funcionar mejor en un ambiente similar a aguél a partir del cual fue originalmente

aislada (Saarela y col., 9000).

122 Caracteristicas probiéticas

Un factor tundamental para la seleccién, es que los probiéticos ejerzan efectos

benéficos para la salud. Entre estos efectos se incluyen:

Control del crecimiento de microorganismos no deseados en el tracto gastrointestinal.

Lb. acjc]op]u'[us, Lb. casei y algunas especies de Bifidobacterium demostraron ser
capaces de inhibir el crecimiento de ciertos microorganismos indeseables qgue poclrian
encontrarse en tracto 8astrointestinal (I_.ee y col, 1999). Los mecanismos mediante los cuales
se produce esta actividad antagoénica no se han clarificado atin y existen muy pocos estudios
realizados in vivo (Simmering y Blaut, 2001). Muchos microorganismos producen sustancias
que son inhibitorias in vitro, tales como 4cidos orgdnicos (acético y lactico), peréxido de
hidrégeno, bacteriocinas. Sin embargo, no se ha comprobado atin que alguna de estas
moléculas sean componentes claves en el mantenimiento de la salud in vivo (Rastall y col,
(2005). Se piensa que la capacidad de agregacion, ligaclo de un microorganismo a otro
(Ouwehand y col, 1999), mejora la eliminacién (por arrastre) y,/o destruccién de patégenos
en el tracto gastrointestinal (Charteris y col, 1998). La inactivacién de patégenos co-
agregados con el probidtico seria mas facil, ya que las sustancias antibacterianas producidas

por este ultimo, que actuarian en sus proximidades, lo harian de un modo mas efectivo

(Vinderola, QOOQ).

La exclusién competitiva es otro mecanismo sugerido mediante el cual, las bacterias

probidticas podrian controlar las infecciones intestinales. Involucra la habilidad de
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lactobacilos y bifidobacterias de ocupar sitios de unién en las paredes intestinales,

previniendo la adhesién y crecimiento de patégenos (Gilliland, 1998; Simmering y Blaut
2001).

Probablemente, las acciones antagénicas de las bacterias probiéticas contra los

patdgenos intestinales resulten de una combinacién de factores.

Actividad B—galactosidasa

Una deficiente digestién de la lactosa es causada por una produccién reducida de -
galactosidasa en el intestino. Para los individuos que muestran esta carencia, los productos
lacteos fermentados son més facilmente tolerados en comparacién con la leche. Esto se
puede explicar por una reduccién en la cantidad de lactosa en comparacién con la leche
(Raq, 9001), y por la presencia de [-galactosidasa en las bacterias que la fermentan
(Ouwehand y col, QOOQ), aunque los cultivos iniciadores del yogur no poseen resistencia a
bilis y no se espera que sobrevivan ni crezcan en el intestino. La célula bacteriana protege a
la enzima durante el pasaje por el estomago, favoreciendo su Hegacla en forma activa al
intestino delgado (Gilliland, 1998). Luego la bacteria es lisada por la bilis y la enzima
liberada hidroliza la lactosa. Ademas, la mayor viscosidad de las leches fermentadas, en
relacién con la leche, aumenta el tiempo de permanencia en el intestino, ayudando asi a la
digestion de la lactosa. En el caso de Lb. acidophilus que, a diferencia de los cultivos
iniciadores, puecle crecer y sobrevivir en el intestino, se cree gue ocurre un mecanismo
similar: la bilis aumentaria la permea]oiliclacl celular (Gilliland, 1998) sin llegar a la lisis. Por
lo tanto, la seleccién de cepas basadas no sélo en una buena actividad de lactasa, sino
también en una escasa resistencia al transito estomacal y a las sales biliares, puede ser

esencial para asegurar una mas eficiente digestién in vivo de la lactosa (Charteris y col,

1998).

Adicionalmente, debido a qgue la enzima es inducible en la mayoria de los
microorganismos, es importante que el mismo crezca en un medio con lactosa antes de ser
ingerido. Es particularmente importante cuando probiéticos que crecen en un medio no

lacteo son adicionados a leches no fermentadas (Gilliland, 1998).
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Propiedades anticarcinogénicas

Se han obtenido ciertos resultados en el control de cancer de colon tanto con
microorganismos capaces de sobrevivir en el tracto intestinal, como con productos
elaborados por cultivos para los gue no se espera gue posean dicha capaciclad. Los
mecanismos propuestos son la inhibicién directa de la formacién del tumor, o indirecta, a
través de la inhibicién del crecimiento de bacterias indeseables que, por accién enzimatica,
pueclen generar carcinégenos en el intestino grueso (Gi]liland, 1998). Ademés, las bacterias
benéficas, al aumentar la actividad peristaltica intestinal, bajan la concentracién de las
enzimas y carcinégenos en el colon. Otros estudios han demostrado gue la formacién de
criptas aberrantes, consideradas lesiones potencialmente cancerosas, se reduce por consumo

de probiéticos, especialmente bifidobacterias (Raq, QOOI).

Se sugdiere qgue las bacterias probiéticas poclrian reducir o prevenir el desarrollo de
tumores por activacién del sistema inmune, disminucién de la producciéon de pro-
carcinégenos o por alteraciéon de la absorcién y la excrecién de sustancias mutagénicas
(Charteris y col,, 1998). Si bien la mayoria de los estudios epidemiolégicos sugieren que el
consumo regular de productos lacteos fermentados esta relacionado con disminuciones en
los riesgos de ciertos tipos de cancer (Ouwehand y col, 9009), el posi]ole rol de los
probiéticos en la prevencién de cdncer en humanos permanece atin como un tema altamente

controversial (Saarela y col.,, 9000).

Modulacién dela respuesta inmune

Los tejidos linfoides asociados al intestino forman parte del sistema inmune e
interactian con antigenos bacterianos o dietarios en el intestino. Esto puede causar una
respuesta inmune humoral, mediada por anticuerpos, o celular, mediadas por células T y B
(Simmering y Blaut, 2001). La activacién del sistema inmune y secretorio por parte de las
bacterias lacticas requiere de varias interacciones complejas entre los integrantes de la
microflora intestinal (microflora, células epiteliales, células inmunes) (Peycligén y col, 2001).
Los efectos inmunomoduladores de microorganismos pro]oiéticos fueron demostrados in vitro

e in vivoen animales de experimentacién y en humanos. Existen estudios gue indican que las
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bacterias probiéticas estimulan la produccién de anticuerpos, aumentan la fagocitosis de
patégenos y modifican la produccién de citoquinas (Simmering y Blaut, 2001). Algunos
autores sefialan que la inmunomodulacién ha sido observada tanto en sujetos sanos como
enfermos (Percligén y col.,, 1999; Rastall y col,, 9005). Otros autores (Ouwehand y col, QOOQ;
?003; Salminen y Ouwehand, ?OO?) en cambio, indican gue en el caso de individuos sanos
gue poseen una respuesta inmune bien balanceada, no se observan modificaciones, aunqgue
encontraron aumentos en los titulos de anticuerpos, cuando se suministran vacunas orales en

combinacién con el uso de probiéticos.

La respuesta inmune causada por una bacteria probiética es dependiente de la cepa
empleada en la estimulacién (Gilliland, 1998; Perdigén y col, 1990:; Simmering y Blaut,
2001). Los mecanismos gue subyacen a las modulaciones observadas no estan totalmente
esclarecidas, aungue {iguran unas pocas explicaciones posi]oles en la literatura (Simmerimg
y Blaut, 2001) y se sugiere que esta accién involucra a la activacién de macréfagos que
destruyen a los microorganismos patégenos (Gilliland, 1998) e implican la traslocacién de
una parte de las células ingeridas en el intestino delgado (Charteris y col, 1908). Esta
estimulacién del sistema inmune incrementa las defensas del huésped y podria explicar
como ciertos microorganismos probiéticos pueclen ejercer control sobre infecciones
intestinales (Gillilancl, 1998). De modo opuesto, la reduccién en la respuesta inmune se
observé en enfermedades alérgicas, donde los probiéticos mostraron su rol regulatorio tanto

en estudios in vitro como in vivo (Ouwehand y col, QOOQ)

Finalmente, se sabe qgue los probiéticos son efectivos sélo si el closaje es lo
suficientemente elevado (Simmerimg y Blaut, 2001), aunqgue en realidad, se han realizado

pocos estudios del tipo dosis — respuesta (Salminen y Ouwehand, 2002).

Medici y col. ((2004), en un estudio reciente realizado con ratones alimentados con un

gueso fresco adicionado con tres bacterias probiéticas, determinaron:

~ una dosis oral éptima de gueso, tal que no se afectara la integridad del epitelio
intestinal ni el balance de la microflora residente, y para la cual se observé una

influencia positiva sobre el sistema inmune debido al consumo.
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-~ No sélo el efecto causado por el consumo de las bacterias probiéticas suministradas

como cultivo puro, sino también del producto conteniendo a las cepas probidticas.

- La duracién y el patrén temporal de consumo adecuados, para optimizar los efectos

ejerciclos sobre el sistema inmune.

En este trabajo se observa ademas otro ejemplo de modulacién del sistema inmune, ya
gue en primer lugar se observé una estimulacién del mismo, tanto en los macréfagos como en
el aumento de células productoras de I§A en intestino y luego, la homeostasis del sistema
inmune. Este se autorregula evitando una respuesta inflamatoria debido a una

sobreestimulacién de la mucosa intestinal.

Segun Tannock (2002), pueden plantearse numerosos interrogantes en las relaciones

entre las bacterias probiéticas y el sistema inmune del consumidor:
~ si la respuesta inmune clirigida es similar a la gue provocan los patogenos o los

microorganismos delaflora indigena

~ si la misma bacteria probidtica, ingerida dia a dia, podra inducir un estado de

tolerancia oral

- si el efecto inmunomodulador de un producto probiético puede perderse con el

consumo r 6‘8111611' prolonga(lo.

El impacto del consumo de un probidtico sobre el sistema inmune humano necesita ser
estudiado en el tiempo, con el objetivo de comprender las relaciones entre la microflora

intestinal y el sistema inmune ( 71 annock, 9009}

Reduccién del nivel de colesterol sérico

Algunas cepas de Lb. acidophilus pueden asimilar o incorporar colesterol durante su

crecimiento in vitro en anaerobiosis Yy en presencia de bilis, condiciones similares a las
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encontradas en intestino. Otro mecanismo esta relacionado con la capacidad de deconjugar
sales biliares de ciertas cepas pobiéticas. Los acidos biliares libres son menos absorbidos qgue
los conjugados y son eliminados, en mayoy medida, en las heces. El colesterol es un precursoy
de la sintesis de 4cidos biliares en higado, por lo que el organismo empleara colesterol sérico
para reemplazar a los acidos biliares excretados. Adicionalmente, los acidos biliares libres

son menos eficientes que los conjugados para lograr la absorcién del colesterol presente en

tracto intestinal (Gillilancl, 1998; Rag, c2001).

Produccién de vitaminas y exopolisacaridos

Muchas bacterias lacticas alteran el contenido de vitamina B de la leche al
desarrollar en ella. Algunas vitaminas del complejo B son consumidas y otras producidas. En

general, una leche fermentada tiene un mejor contenido de vitaminas que la leche de

particla (Vinderola, QOOQ)

La presencia de exopolisacériclos en lacteos fermentados, ademas de mejoray las
propiedades reol()gicas y sensoriales del producto (Ro]oerts y col, 1995; Tamime, QOOQ), se ha
relacionado con una mejoy adhesion al epitelio, Yy una mejora en la resistencia a la
inmunidad especifica y no especifica del huésped (Charteris y col, 1998). Algunos
exopolisacéridos contienen 8luco y / o ﬂucto—oligosacéridos y pueden generar acidos grasos
de cadena corta por hidrélisis en el tracto intestinal, mediada por la microflora del colon.
Como consecuencia, pueclen presentar beneficios potenciales a la salud (efectos

antitumorales, de disminucién del colesterol o inmunomocluladores) ya la nutricién, como un

prebidtico (Torino y col., 2000; Tamime, 2002).

12.5 Aspectos tecnolégicos

A fin de garantizar su viabilidad en alto ntmero en el proclucto {inal, los
microorganismos potencialmente pro]oiéticos deben poseer buenas propieclades
tecnolégicas. Deben ser cultivables a gran escala, es decir, ser capaces de crecer hasta altas
densidades celulares en un medio no costoso (Vinderola, QOOQ). Dado qgue muchas cepas de

probiéticos no crecen bien en leche, la misma debe ser suplementada con glucosa, extracto
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de levadura o distintas fracciones proteicas dela leche (Salminen y Ouwehand, QOOQ). Estas
dificultades relacionadas con la propagacién en el sitio de produccién, hace que la mayoria
de las preparaciones comerciales de cultivos prol)iéticos se manejen industrialmente como
cultivos concentrados congelados o liofilizados para sey usados en aplicaciones directas a la
tina (Saarela y col, 2000). Otro método utilizado para permitir el desarrollo de los
probidticos en leche es el co-cultivo con cepas “soporte” (usualmente Streptococcus
thermophilus y /o Lactobacillus ])u]garicus) gue ademas permite acortar los tiempos de la
fermentacién (Currg y Crow, 2002; Saxelin y col, 2003). Las interacciones posibles entre las
cepas gue integran la formulacién microbiolégica 8101)&1 del producto deben considerarse
para elegir la mejor combinacién a fin de optimizar su accién tecnolégica en el proceso y su
supervivencia en el proclucto. (Kailasapathg y Rgbka, 1997; Heller, 9001; Vinderola y col,
2002b). Ademaés, cuando las bacterias lacticas iniciadoras se usan conjuntamente con las
probidticas, el valor probidtico total de los alimentos podria incorporar una contribucién
eventual de las bacterias lacticas del fermento (Vinclerola y Reinheimer, 9003,
Guglielmotti y col, 2006b). En estos productos probidticos fermentados, es importante
ademads, que el cultivo probiético realice un aporte positivo, o no afecte, a las propiedades

sensoriales incorporéndose al alimento sin proclucir aromas, sabores o texturas

desagradables (Salminen y col, 1998; Saarela y col, 2000; Ouwehand y col,, 2002).

Otras propiedades tecnolégicas importantes son la supervivencia a lo largo de todo el
proceso de manufactura y la estabilidad durante el almacenamiento, tanto del cultivo
concentrado congelado o liofilizado, asi como también en el producto alimenticio en el cual
son finalmente formulados. Debe asegurarse que no existan interacciones adversas entre los
probidticos y la matriz del alimento (Heﬂer, QOOI), implicando por ejemplo, resistencia a
bajos pH, a bacteriofagos y a aditivos comtinmente usados (Charteris y col, 1998; Vinderola
y col,, QOOQ&), tolerancia al oxigeno, especialmente en el caso de bifidobacterias (Hughes y

Hoover, 1995), entre otros.

La viabilidad y actividad adecuadas de los probiéticos son consideradas pre-
requisitos para la 6ptima funcionalidad. Sin embargo, algunas cepas pueden también causar

efectos benéficos para el huésped, atn sin llegar viables. En esos casos particulares, seria
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suficiente garantizar una propagacién eficiente de modo de contar con concentraciones
clevadas en el producto, aunque luego no retengan su viabilidad durante el

almacenamiento (Saarela y col., c2000).

La resistencia del cultivo probidtico frente a los bacteriofagos es un aspecto
tecnolégico de gran implicancia para las industrias y sera abordado con detalle en la

Seccién 1L

124 Perspectivas futuras

Al presente, se plantean varias alternativas:

Probiéticos no viables:

Aungue en la mayoria de las definiciones se enfatiza la importancia de la viabilidad
delos microorganismos, algunos estudios indican gue los prol)i()ticos no viables pueden tener
también efectos sobre la salud, por ejemplo en casos de mala digestién de la lactosa. Los
probiéticos no viables podrian presentar ventajas tales como una vida 1til mas prolongada,

una seguridad mejorada y almacenamiento y transporte sin exigencia de refrigeracién

(Ouwehand y col, 2002).

Probiéticos en alimentos no~lacteos:

Como se indic6 anteriormente el uso mas frecuente de los probiéticos es en productos
lacteos. Su aplicacién en otro tipo de alimentos representa un desafio y exige el estudio de la
viabilidad del probidtico en la matriz del alimento. En casos en que existan factores
desestabilizantes (por ej, en alimentos que se almacenan a temperatura am]oiente), la

tecnologia de encapsulamiento de microorganismos presenta una opcién para asegurar la
viabilidad y estabilidad del probiético (Saarela y col,, 2000).
Alimentos con multiples cepas probiéticas:

Alimentos funcionales dirigidos a mantener o mejorar el bienestar de los

consumidores, que contienen més de una cepa probiética, de modo de lograr mas de un
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efecto benéfico en un nico proclucto. Se disefian de un modo racional, considerando gue los

mecanismos de accién de los probiéticos pueden ser diferentes (Saxelin y col,, 2000).

Alimentos con probiéticos dirigidos a consumidores especificos:

Los conocimientos aclquiriclos en relacién con la microbiota intestinal, nutricién,
inmunidacl, mecanismos de accién y enfermedades especi{icas, cuidadosamente combinados
con informacién genética, permitirdan el desarrollo de una segunda generaciéon de
probiéticos: cepas que actien en un sitio determinado y para individuos que padecen
enfermedades especificas o tienen necesidades particulares (Gueimonde y Salminen, 2002).
Probablemente estos productos requerirdn de condiciones de produccién mas controladas,

similares a las establecidas para alimentos medicinales (Saxelin y col, 9005).

Alimentos con cepas probiéticas modificadas:

Las modificaciones pueden lograrse mediante induccién tradicional o genéticamente.
Resultados preliminares obtenidos recientemente indicaron que, debido a la inactivacién de
un gen, una cepa de Lb. plantarum produjo un 4cido lipoteicoico modificado gue mejord

notablemente la capaciclacl anti~inflamatoria en ratones (Saxelin y col.,, 2005).

125 Empleo de probiéticos en el mundo

En el transcurso de los tltimos D0 afios, cepas probidticas de lactobacilos y
bifidobacterias han sido incorporadas en diferentes productos lacteos en el mundo
occidental. Sin embargo y con escasas excepciones, recién a partir delos 90 la investigacion
sobre probiéticos se intensificé notablemente y la evidencia clinica permitié aseverar los
efectos benéficos sobre la salud debido al consumo diario de probiéticos (Plaq ney col., ?003;
Saxelin y col, 200)). Este hecho, junto con la tendencia en el mercado mundial hacia
productos naturales, frescos y sanos, produjo en muchos paises un incremento en el consumo
de leches fermentadas (Tamime, 2002). En los principales paises productores de yogur y

leches cultivadas, la elaboracién crecié fuertemente entre 1990 y 1997 (Fig. 1). Importantes
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aumentos fueron registraclos en Espaﬁa (75%) y Estados Unidos (53%), en ambos casos

debido al creciente consumo interno (Schaller y col., 2003).
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Figura 1. Produccién mundial de yogur y leche cultivada durante el afio 1997.

El mercado 810]3&1 de alimentos funcionales es 8ral1c1e y se encuentra en répiclo
crecimiento, principalmente en Norteamérica, Europa y Asia. Su valor se estimé en
aproximaclamente US$ 50 mil millones (EEUU US$ 18,(25 mil millones; Europa US$ 15,4 mil
millones; Jap(')n US$ 11,8 mil millones) en 2002 con un crecimiento esperaclo de 7% a lo
largo de 200D. Dentro de los alimentos funcionales, un segmento significativo y también en
fuerte crecimiento, estd representado por el mercado 8101)611 de productos lacteos e
ingreclientes funcionales, gue de US$ 41 mil millones en 1998 (exclugenclo a Japén) se
proyectoé que llegaria a unos US$ 5,3 mil millones en 2003. Los productos pre y prol)i()ticos
representaron aproximadamente un 60% del mercado de alimentos funcionales en Europa
y Australia en 1999 y una proporcién menor en EEUU. En Japén, la mayoria de las leches y
yogures contienen ingredientes funcionales. Las ventas totales de leches, yogures y leches

fermentadas en Japon, representaron unos U$S 22 mil millones en 1998 (Plagne y col,

2003).

Los productos lacteos fermentados enriquecidos con probiéticos se han convertido en

una de las categorias mas exitosas dentro de los alimentos funcionales. Actualmente existe
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en el mundo una gran variedad de productos lacteos que contienen cepas pertenecientes a
las principales especies reconocidas como pro]oiéticos (Lee y col, 1999; Tamime, QOOQ).
Recientemente, surgié una categoria completamente nueva: “c]ai]y~close drinks in small
bottles’, con un volumen de mercado de més de un millén de toneladas que representan mas
de 1200 millones de Euros anuales de las ventas minoristas en Europa (Saxelin y col, 9005)
(Ta]:»la 1). Tanto Yakult (con Lb. casei Shirota), como Actimel (con Lb. casei defensis

(Imunitass) DN 114001), son ejemplos de esta categoria de productos.

Tabla 1. Especies empleadas habitualmente como probiéticos, denominacién de
sus cepas y productos comerciales.

Especies Cepas Nombres comerciales
Lactobacillus casei DN 114001 Actimel®
Lactobacillus casei Shirota Yakult ®
Lactobacillus plantarum 299v ProViva®

Actifit Plus ®, Gefilus®, LGG®,
Lactobacillus rhamnosus GG Onaka He GGI®, Vifit®, etc.
Lactobacillus johnsonif Lal LC1®
Bifidobacterium lactis BB12 varios nombres comerciales

126 Empleo de probiéticos en Argentina

Nuestro pais no quedé al margen de la tendencia mundial y su produccién de yogur y
leche cultivada mostré6 un vertiginoso crecimiento a partir de los afios ‘00 (Fig. 2),
acompafiando el fuerte crecimiento del consumo interno, destino casi excluyente de estos
productos. Importantes inversiones en plantas elaboradoras, concretadas en la segunda
mitad de la década, junto con permanentes avances en investigacién y desarrollo, constante
lanzamiento de nuevos productos altamente diferenciados y para segmentos especificos de
consumidores, y fuertes campanas de promocion y pu]oliciclad, hacen qgue el per{il de este

mercado sea altamente competitivo y dindmico (Schaller y col,, 2005).
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Figura 2.Produccion argentina de yogur y leche cultivada en el periodo 1989 - 2005.

En el perioclo 1990—1994, la tasa anual de crecimiento de la procluccién nacional de
yogur y leche cultivada fue de un significativo 16%. En la década 1994-2003, con algunos
altil)ajos gue acompanaron los vaivenes del consumo interno, la produccic')n presento una
expansién del 8% anual. En 2003, la produccién nacional registr6 su record histérico con
algo mas de 271000 toneladas, lo que significé un alza del 10% respecto del afio anterior. En
este caso, el 3% de la leche destinada a la elaboracién de productos se asigné a yogur. En
2004, el 34% de la leche se destiné a yoguy, elaborandose 397140 tn (aprox. 201500 miles
de litros) y en el primer semestre de 2005, la produccién fue de 155542 miles de litros

(www.cil.org.ar).

La explosion del consumo interno se registré entre 1990 y 1994, lo que posibilité que
la ingesta promeclio del pais pasara ded4a’ kg/ hab.afio (Fig. :’)). Entre 1904 y 2003, se
delimitan dos etapas bien distintas: una primera mitad, en la gue el consumo mostré una
tendencia declinante y un guinguenio final en el gue, a pesar de los alti]oajos, se observa una

recuperaciéon hasta niveles récord (Schaller y col, 2005).
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Figura 3. Consumo anual de yogur y leche cultivada por habitante en nuestro pais en el

periodo 1989 - 2003.

El consumo per capita argentino supera en un 50% al de los dos mas grandes paises
latinoamericanos ~Brasil y Meéxico-, aungue representa apenas un tercio del promedio del
grupo de las principales naciones consumidoras a nivel mundial, lo gue marca el gran
potencial de crecimiento de nuestro mercado doméstico (Fig. 4). El crecimiento de la ingesta

por persona de yogur y leche fermentada para 2004 se estimé en aproximadamente un

40%, respecto de 20053 (Schaller y col,, 9003).
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Figura 4. Consumo anual de yogur por habitante en distintos paises del mundo

en el afio 2003.
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El mercado de yogur es uno de los més dindmicos del sector lacteo. La estrategia es la
diferenciacién constante y el lanzamiento de nuevos procluctos. La incorporacion de
organismos probidticos, pertenecientes a los géneros Lactobacillus y Bifidobacterium,
merece un parrafo aparte. En linea con la tendencia mundial, la elaboracién de "alimentos
funcionales’, enriquecidos con bacterias especificas, es hoy muy comin en nuestro pais.
Como ejemplos pueden mencionarse: Lb. casei y Lh. acic[op]1i]us como integrantes de la
microflora de la LECHE BIO (desarrollada en CERELA - Centro de Referencia para
Lactobacilos, Tucumén ~ y comercializada por SanCor) (Vinderola, QOO?); la introduccién de
"Probio?2" y "Biopuritas’ por parte de Danone-La Serenisima para sus lineas "Yogurisimo"
(enteros) y "Ser" (clescremados), respectivamente (Vinderola, 900‘2); la leche fermentada
ACTIMEL (base de yogur y Lb. casei c]efeusis) y el proclucto simbiético ACTIVIA (]aase de
yogur, bifidobacterias y {ructooligosacéridos). Recientemente, Conicet y SanCor sacaron a
la venta otro producto simbiético, desarrollado en forma conjunta. El nuevo SanCor Bio
contiene cepas prol)i()ticas de Lb. casei (SanCor CRL 451), Lbh. acjc]op]u']us (SanCor CRL
730) y fructanos naturales que actiian como prebiéticos estimulando el crecimiento de
bifidobacterias (httpz/ / www.conicet.gov.ar/ NOTICIAS/ c2006/ marzo/ OO‘]:.php). En la
linea de qguesos adicionados con cultivos pro]oiéticos, Argentina fue el primer pais de

Latinoamérica en reportar la adicién simultanea de Lb. casei, Lb. acidophilusy B. bifidum a

un gueso fresco (Vinderola, QOOQ; Vinderola y col., QOO:’)).

Si bien habitualmente la bibliografia y la estadistica internacional y nacional, no
discriminan entre yogur y leche cultivada, por todo lo expuesto puede concluirse que el
mercado de las leches fermentadas adicionadas de probiéticos esta experimentando una

expansion constante en Argentina.

1.5 Lactobacillus casei como microorganismo prol)iético

131 Caracteristicas generales

El género Lactobacillus comprencle a bacilos Gram positivos, no esporulados, catalasa

negativos, anaerobios facultativos, que cominmente producen acido lactico como principal
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metabolito de la fermentacién de hidratos de carbono. Generalmente son aislados a partir de
leches fermentadas y del tracto gastrointestinal de humanos y animales (Currg y Crow,
2002). Las principales especies de lactobacilos aislados de tracto intestinal humano
inclugen Lb. gasseri, Lb. crispatus, Lb. jo]msom’i, Lb salivarius, Lb. reuteri, Lb. casei, Lb.

ruminis, Lb. itulinus, Lb. plantarumy Lb. brevis. Lb. acidophilusrara vez se aisla de ese origen

(Matsuzaki, (2003)

El género se divide en tres grupos diferentes sobre la base de las vias de fermentacién

de hidratos de carbono:

Homofermentantes obligados: fermentan las hexosas casi completamente hasta acido
lactico. No fermentan pentosas o gluconato.

Heterofermentantes facultativos: fermentan las hexosas casi completamente a acido lactico.
En condiciones de 8lucosa limitante, fermentan las hexosas procluciendo acido lactico,
acético, {6rmico y etanol. Las pentosas son fermentadas hasta acido lactico y acético.
Heterofermentantes obligados: fermentan las hexosas hasta acido lactico, COq, 4cido

acético y etanol. Las pentosas son fermentadas hasta acido lactico y acético.

Los miembros del grupo casei son bacilos cuyas dimensiones son 0,7 - l,l Wm x Q,O -

4.0 Um y se presentan aislados, de a pares o en cadenas. El % de C+G de ADN es
aproximadamente 45 — 47 mol %.En su pared celular, el peptidoglicano es del tipo Lg s-D-
Asp y no se encontraron acidos teicoicos unidos a ella. Son esenciales para su crecimiento la
riboflavina, acido {6lico, calcio, pantotenato y niacina. Todas las especies del grupo son

heterofermentantes facultativos.

Los lactobacilos del grupo casei exhiben una heterogeneidad feno y genotipica
considerable y se hicieron varios intentos para clasificarlos. En el pasado, todos los miembros
fueron clasificados como Lb. casei con D su]oespecies (a]actosus, casei, pseuc[op]autanuu,
rhamnosus y to]eraus). La clasificacién se basé en propieclades {enotipicas, particulaymente

la fermentacién de hidratos de carbono. Estudios més recientes que emplearon homologias
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ADN - ADN vy secuenciacién de ARNs 10S, mostraron la existencia de tres agrupamientos
distintos, si bien el nombre asignado a cada grupo ha creado cierta controversia. Es
generalmente aceptado que Lb. casei subsp. rhamnosus es un grupo separado y se lo designé
Lb. rhamnosus. Sin eml)argo existen diferentes opiniones (Dellaglio y col, 2002; Reuter y

COl., ?OO?, DO]DSOl’l y COl., 9004) acerca de Cuél de IOS otros dOS 81’11}308 cle]oe Hamarse L]) caseil

y cémo deberia designarse al tercer grupo.

La taxonomia vigente considera al grupo casei conformado por tres especies:

~  Lb casei (cepa tipo ATCC 395)

- Lh paracasei sul)sp. paracasei (cepa tipo ATCC :554) y Lh. paracasei sul)sp. tolerans
(Cepa tipo ATCC 25590)

- Lb rhamnosus (cepa tipo ATCC 7469)

(Curry y Crow, 2002).

Otros autores (Dellaglio y col, 2002; Dobson y col, 2004) opinan gue la especie Lb.
casei no esta adecuadamente representada por ATCC 393 y proponen gue esta cepa sea
reclasificada como Lb. zeae y gue se uni{iquen ]oajo el nombre de Lb. casei a las cepas
consideradas Lb. paracasei, con la cepa ATCC 334 como cepa tipo. Proponen ademas, la

eliminacién del nombre Lb. paracasei.

En este contexto, debe considerarse la posi]ailidad de que al referirse a cepas de Lb.
casei en la bibliografia més antigua, en realidad se trate de Lb. paracasei, segin la

taxonomia actual.

132 Lactobacilos del 8rupo casei en guesos

Las fuentes de bacterias lacticas no adicionadas con el fermento (NSLAB, por su sigla
en in lés) en quesos han sido objeto de mucho debate ya que se han encontrado en quesos
g ] ja g g

elaborados tanto a partir de leche cruda como pasteurizada. En el caso de quesos
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tradicionales europeos elaborados a partir de leche cruda, probablemente es esa la fuente
principal de ingreso de las NSLAB. Sin eml)argo, en guesos gue se elaboran con leche
pasteurizada, como el Chedday, las NSLAB también se encuentran presentes. En estos casos,
contaminaciones post — pasteurizacién o una inactivacién incompleta de las NSLADB
presentes en la materia prima, podrian ser las responsables (Beresford y col, 2001). Los
lactobacilos meséfilos son probablemente los miembros mas cominmente encontrados entre
las NSLAB. Muchos de ellos han sido aislados de quesos, pero los que se encuentran mas
frecuentemente pertenecen al grupo caset (particularmente Lb. paracasei subsp. paracaseiy
Lh r]zamuosus), Lh p]am‘arum, y Lb curvatus (Beres{ord, ?003). Si bien las NSLAB
8eneralmente no crecen bien en leche y no contribugen ala produccién de acido en la tina
(Beresford y col, 2001), en guesos madurados por mas de seis meses pueden influenciar el
flavor en forma positiva o negativa. Se han identificado algunas cepas de Lb. rhamnosus y
Lb. paracasei capaces de producir atributos interesantes y progresivamente comenzaron a
adicionarse a las tinas como fermentos adjuntos, con los propésitos de proveer una

maduracién controlada, acelerada, o proclucir atributos especi{icos (Currq y Crow, QOOCZ).

Algunas NSLAB, en particular ciertos lactobacilos meséfilos y enterococos, se ha
demostrado que pueden funcionar como probiéticos y gue el gueso es un vehiculo muy

adecuado para hacerlos llegar viables al tracto gastrointestinal (Beresford, 2003).

1.5.3 Lactobacilos del grupo caseien leches fermentadas

Lb. rhamnosus y Lbh. paracasei pueclen adicionarse a leches fermentadas por sus
beneficios a la salud, pero no acidifican rapidamente la leche. También pueden agregarse
para gue aporten exopolisacéridos, bacteriocinas o compuestos de aroma (Currg y Crow,
2002). Si bien algunas cepas son lo suficientemente proteoliticas como para crecer bien en
leche, la mayoria de los cultivos comerciales se disponen en forma de fermentos de alta
concentracién (congelados: 1010 ufc/ ml o liofilizados: 101 ufc/ ml) para aplicacién directa,
debido a las dificultades involucradas en su propagacion. Cuando se seleccionan

microorganismos iniciadores, la caracteristica més deseable es gue posean una buena
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capacidad acicli{icante; en cambio, en la seleccién de pro]oiéticos el criterio esté relacionado
con impactos sobre la salud. Ya gue el ambiente del tracto gastrointestinal y el del alimento
pueden ser muy diferentes, el probiético muy frecuentemente no es adecuado como

microorganismo iniciador (Saarela y col., c2000).

Una forma de resolver el inconveniente de mostrar una velocidad de crecimiento muy
lenta, es implementar procesos asépticos como en el caso de la leche fermentada acidéfila
(Saarela y col, QOOO) y de la leche fermentada Actimel®. Otra alternativa es hacer el
alimento més adecuado como sustrato para el probidtico agregando estimulantes del
crecimiento. Sin embargo, con frecuencia no es suficiente y ademas a veces la textura y /oel
sabor del producto lacteo fermentado no son aprobados por los consumidores o es
tecnolégicamente impracticable. Por estas razones, es comiin el empleo de cepas probiéticas
y, conjuntamente, cultivos iniciadores tradicionales (del yogur o cultivos mesdfilos) gue son

los responsables de la rapida produccién de acido.
Los probiéticos pueden adicionarse en distintos momentos del proceso de elaboracién:

~  Previoala fermentacién de la leche, junto con los cultivos iniciadores tradicionales;

- En forma paralela, fermentando distintas porciones de leche con el probiético y con

los cultivos iniciadores y luego mezclarlas;

~ Posterior a la fermentacién con los cultivos lacteos iniciadores, sin propagacion del

cultivo probiético.

Existen incluso productos en donde no se produce una fermentacién de la leche

(Saxelin y col., 2005).

El hecho de qgue los cultivos probiéticos sean capaces de desarrollar durante la
fermentacién aumenta la concentracién final del mismo en el producto, resultando en un
menor costo de proceso y una mejor adaptaciéon del probidtico al alimento fermentado. En
contrapartida, el empleo de probidticos como cultivos iniciadores de crecimiento lento, hace
gue sean particularmente vulnerables al atague de bacteriofagos, que necesitan de células

en propagacién para poder multiplicarse.
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134 Lactobacillus casei / paracasei como microorganismo pro]oiético

Lb. casei es la especie mas estudiada entre las bacterias lacticas por sus efectos sobre
la reduccién de incidencia y duracién de varios tipos de diarrea y su Capaciclacl de modular
el sistema inmune especifico e inespecifico. Es uitil en la prevencién y tratamiento de diarreas
relacionadas a antibi()ticos, diarreas de viajero y diarrea infantil. Esa propiedacl pareceria
relacionarse con la capaciclacl de modificar la actividad de la microflora intestinal,

previnienclo el desarrollo de microorganismos potencialmente indeseables (Kalantzopoulos,

1997).

Estudios realizados en ratones, relacionados con la eficacia protectiva y terapéutica
de Lb. casei frente a infecciones microbianas inducidas, establecieron que Lb. casei posee
una gran capacidad de aumentar la resistencia del huésped frente a varios tipos de
infecciones microbianas, en particular causadas por patégenos oportunistas. La accién
protectiva y terapéutica se basa principalmente en la capacidad de activacién de
macréfagos, causando un considerable incremento en el reclutamiento de monocitos
provenientes de la circulacién hacia el sitio de la infeccién, y un aumento en las funciones
antimicrobianas. Se piensa que ciertas sustancias producidas por la fermentacién de la leche
con lactobacilos, o algin componente de su pared celular producido por digestiéon de estos
microorganismos, jugarian un rol importante en el aumento del sistema inmune del huésped.
Se observé gue ciertos componentes de la pared celular pueden exhibir una accién directa
sobre los macréfagos, causando un aumento en la produccién de ciertas citoguinas
producidas por éstos, las cuales median la activacién de los macréfagos, potenciando su

actividad microbiana (Tomioka y Saito, 1992).

Algunos autores (Reid, 1999, Ray, 2001), basandose en una evaluacién critica de la

evidencia cientifica, consideraron efectivas sélo a dos cepas de Lb. casei para su uso como

probiético: Lb. casei Shirota (LCS) y Lb. caseiCRL 431

LcS fue aislada a partir de intestino humano y fue cultivada por primera vez en 1930

por Minoru Shirota en el Laboratorio de Microbiologia de la Facultad de Medicina de la
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Universidad de Kyoto, Japén. LcS es resistente a los 4cidos gastricos y biliares, de modo que
la bacteria viva alcanza el intestino delgado luego de la administracién oral. El Dr. Shirota
desarrollé el “Yakult”, una bebida lactea fermentada con LcS y fue por primera vez

producido en 193 por la compaiiia Honsha Co ltd.

El Yakult esta basado en la hipétesis que el consumo diario de bacterias lacticas
promueve la salud intestinal y previene enfermedades, prolonganclo la vida. Ha sido
vendido en todo el mundo por mas de 00 afios. La elaboracién es de aproximadamente 700

millones y 1900 millones de unidades por dia, en Japén y en otros paises, respectivamente

(Matsuzaki, 9003).

El Yakult se obtiene por fermentacién con LcS de un medio de pH 6, gue tiene
principalmente leche descremada 19% (con un tratamiento térmico intenso) adicionado de
extracto de Chlorella (0,4%) La acidez titulable del cultivo llega a un maximo en 364 dias
ad37’Cconun pH de aproximadamente 5,0 (Watanabe y col,, 1970).

LcS posee un rango de actividad biolégica que impacta favorablemente en la salud
humana (Spanhaak y col, 1098) y ha sido intensamente estudiado en el Instituto Yakult

(Yakult Central Institute for Microbiological Research, Tokio, J apan) y en otros laboratorios
(Tabla 2).
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Tabla 2. Efectos positivos de Lactobacillus casei Shirota en modelos animales y
en humanos (aclaptaclo de Farnworth (9003).

Enfermedad / condicion

Efecto de LcS

ANIMAL

Movimiento intestinal Normaliza

Tumores Inhibe

Modulacién del sistema inmune Regula (aumento)

Metastasis Inhibe

Infeccién Inhibe

Inmunoglobulina E Inhibe a la IgE y aumenta las
citoquinas

Hipertension

Diabetes
Autoinmune
Artritis

HUMANO

Normalizacién de flora intestinal
Constipacion

Cancer de Utero / pulmdn
Cancer vejiga

Modulacién del sistema inmune

Inhibe el incremento de presidn
sanguinea

Previene
Previene
Previene

Normaliza

Decrece la constipacion
Prolonga la sobrevida
Previene la recurrencia
Aumenta la actividad NK

Con respecto a la cepa Lb. casei CRL 431, de Chy. Hansen, a partir de estudios in vitro
y con animales, se obtuvo evidencia de adhesién y de exclusién competitiva de los
patégenos: Escherichia coli, Listeria monocytogenes, Shigella sonnei y Salmonella
tiphimurinm. Su lugar de aplicacién es intestinal y su modo de accién parece ser la
habilidad de incrementar la actividad fagocitica y de secrecién de IgA. Esta habilidad de
incrementar las funciones inmunes del luléspecl puede tener usos clinicos muy amplios. Si
bien existe evidencia creciente de que esta cepa puede ser un agente probidtico efectivo
para estimular la respuesta inmune, prevenir infecciones por bacterias enteropatégenas y en
la prevencién y tratamiento de diarrea, deben realizarse més estudios en humanos,

examinando los mecanismos de accién (Reid, 1999)

Otras cepas se mostraron promisorias en algunos estudios sobre humanos o in vitro,
aunque se han considerado con escasa base cientifica, como en el caso de Lb. casei DN

114001 (Danone, Paris, Francia) (Reicl, 1999). Sin em]aargo, en los ultimos afios han surgido

numerosos estudios sobre el efecto de esta cepa sobre el sistema inmune.
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El producto Actimel® se obtiene por fermentacién de leche con cultivos empleados
para obtener yogur (St thermophilus v Lb. ])u]garicus) y Lb. casei DN 114001. Se ha
demostrado que la cepa es resistente a acidos gastricos y biliares, sobreviviendo al pasaje a
través del tracto digestivo (5 a10% de la cantidad ingerida o mas de D107 ufc/ gde gogur).
Durante la digestion, Actimel conserva una cantidad del cultivo suficiente para garantizar
una accién efectiva in vivo (httpz/ / irelancl.actimel.com/ scienti{ic/ inclexcz.html). Si se
suministra a la dieta de infantes por un tiempo adecuado, es capaz de colonizar el intestino
en forma permanente, aumentando las funciones digestivas enzimaticas, siendo ademas
efectiva en disminuir la incidencia y duracién de la diarrea en este grupo etario (Peclone y
col, 1999, 2000; Rastall y col,, 2005). Esta cepa ejerce un efecto antimicrobiano, gracias a su
capacidad de modular el sistema inmune entérico, por estimulacién de la hipersensibilidad
retardada, mediante la formacién de anticuerpos y la induccién de células NK, atin en
estados de estrés fisico (Salvini, 2003) En un estudio realizado con ratones alimentados con
una leche fermentada que contiene a esta cepa probiética, y desafiados con una £ coli
enteroinvasiva, se observé un aumento en la respuesta inmune inespecifica (en los
porcentajes de fagocitosis y de células productoras de I§A presentes en intestino delgaclo).
Ademaés, los animales tratados presentaron una colonizacién (en higado) por el patégeno
menor y una mayor concentraciéon de IgA anti E coli en fluidos intestinales, con relacién a
animales control. Estos resultados se asociaron con un aumento en la inmunidad mucosa de
intestino (Meclici y col, 9005). Otros estudios mostraron modulacién de la respuesta inmune
en estudiantes bajo estrés por examenes (Marcos y col,, 2004), reduccién en la duracién de
infecciones invernales (respiratorias y 8astrointestinales) en ancianos (Turchet y col,, 9005),
beneficios adicionales en el tratamiento de erradicacién de Helicobacter pylori en nifios al

suplementar la terapia triple con Actimel (Sg kora y col,, 2005).
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II BACTERIOFAGOS

[I.1 Generalidades

Los bacteriofagos son los virus que infectan bacterias. En 1937, Andre Lwoff los
defini6 como agentes infecciosos compuestos por proteinas y acidos nucleicos, incapaces de
crecer en forma auténoma o reproclucirse pox fisién binaria (Helvoort, 1996). En cam]aio, se
reproducen parasiticamente, necesitan de células viables en multiplicacién y la progenie de
nuevas particulas {égicas se libera al medio luego de producirse la lisis celular. Esto se logra
porque los fagos provocan un cambio en el metabolismo celular, tal gue la produccién de
componentes celulares se reemplaza por la sintesis de nuevas particulas fagicas (Neve y
Teuber, 1991). Fue en 1935 gue Whitehead y Cox reconocieron por primera vez una

infeccién fégica como causa de la falla de un cultivo monocepa utilizado para una

produccién de queso Cheddar (Frank y Hassan, 1998).

Los fagos son especificos de un huésped y normalmente atacan sélo cepas muy
relacionadas entre si (Neve, 1090). Se propagan a expensas de sus bacterias sensibles, por lo
gue cualquier material en el cual ha habido un crecimiento del cultivo puede ser
considerado fuente potencial de bacteriofagos (suero de gueseria, aguas de lavados de tinas,
leche crucla, aire, eqguipamiento, etc.) (Hammer y Bohel, 1957). La infeccién por
bacteriofagos conduce a la lisis celular del cultivo iniciador y por lo tanto la fermentacién de
la lactosa a 4cido lactico se detiene. La consecuencia es un retardo o blogqueo en la

fermentacién, una alteracién en la calidad del producto Y en casos Severos, la pérdida del

producto (Brussow, QOOI).

Los atagues {égicos ocurren en muchas fermentaciones industriales, pero ni la
magnitud ni la persistencia de los mismos, son compara]oles alos gue se dan en el caso de la
industria lactea. Si bien existen agentes no virales (antibiéticos, aglutininas, ciertas enzimas,
]oacteriocinas, etc.) gue inhiben el desarrollo de los cultivos iniciadores (Neve, 1996), las
infecciones {égicas son el mayor problema gue se presenta en la manufactura de procluctos

lacteos fermentados (Heap y Harnett, 2002). Esta particular susceptibilidad se debe a gue:
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- los procesos no se realizan l)ajo condiciones asépticas ni se conducen en un medio

estéril (leche pasteurizacla);
~ lasfermentaciones se llevan a cabo frecuentemente en tinas abiertas;

~ a fin de aumentar la produccién, se llevan a cabo fermentaciones cortas en varias
tinas que se encuentran cercanas, incrementando asi las oportunidades de

propagacion de los fagos;

~ se utilizan cepas especializadas que limitan el nimero y la diversidad de cultivos

lacteos iniciadores disponibles;

~ se usan continuamente cultivos definidos que proveen de un huésped siempre

presente como blanco para el atague fagico.

(K]aenhammer y Fitzgerald, 1994 Neve, 1996)

Debido al gran riesgo economico asociado, el control de estas infecciones es un punto
critico en el manejo de las bacterias lacticas empleadas como cultivos iniciadores. Para
lograr ese objetivo, es fundamental entender los complejos y dindmicos mecanismos de la
interaccién fago - huésped, incluyendo: 1) la caracterizacién de la poblacién fagica
involucrada, Q) el andlisis de los mecanismos de resistencia al {ago, propio de la bacteria, 3)

la identificacién de los mecanismos de antirresistencia del fago (J osephsen y Neve, 1998).
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I[1.2 Estructura de los bacteriofagos.

Los principios fundamentales gue rigen las estructuras viricas fueron predichos por Watson
y Crick en 1990, quienes setialaron que en virtud del escaso material genético presente en
los viriones, la iinica forma de construir una ca, psic]e era emp]eanc]o repel‘ic]ameu te el mismo
tipo de molécula, y gue el mejor modo de ensamblar subunidades idénticas
era presentando un arreglo simétrico.

Luego, la microscopia electrénica validé esas predicciones y permitié observar gue todos los

virus estan construidos por lineamientos geométricos estrictos y obedecen reglas de simetria.

Bradley, 1967.

Basicamente, los virus poseen un nicleo de acidos nucleicos rodeado Por una cubierta
proteica. El acido nucleico puecle ser ADN o ARN, pero no ambos, de simple o doble cadena.
La cubierta proteica estd formada por un ensamblado de subunidades morfolégicamente
idénticas, las cuales a su vez pueden estar compuestas por un nimero de unidades mas
pequeiias, es decir, moléculas individuales o un grupo de moléculas. La cubierta proteica en
su conjunto se denomina cépside y las subunidades proteicas, capsémeros. La particula virica
puede poseer apéndices unidos o estar recubierta por una envoltura lipidica (virus

envueltos). La mayoria de los bacteriofagos carecen de envoltura (virus desnudos) (Stanier y

col, 1098).

La particula viral completa e infectiva se conoce como virién y existe una gran

variedad de formas y tamafios.

- Virién helicoidal: subunidades de proteinas idénticas agrupadas en torno a una
molécula tinica de acido nucleico (gendforo virico) que ocupa la parte central o un
surco interno de la hélice. La estructura helicoidal completa se denomina

nucleoproteina.

- Virién poliédrico: sus unidades estructurales de proteina se ordenan formando una

cubierta habitualmente compuesta por 20 caras triangulares (icosaedro) gue rodea al
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acido nucleico virico. Esta cépside, a diferencia del caso anterior, con frecuencia

puede separarse como una estructura intacta del acido nucleico del virus.

- Virus complejos: compuestos por una estructura poliédrica (cabeza), conectada a una
estructura helicoidal (cola) gue puecle estar rodeada de un tubo externo mas grueso
(vaina) y presentar elementos adicionales (COHGY, placa l)asal, espiculas, {ibras). Esta

combinacién se conoce como estructura binaria y es relativamente comin entre los

fagos (Stanier y col,, 1998).

Segﬁn Braclleg (1967), los ]oacterio{agos pueclen clasificarse en seis tipos mor{olégicos

bésicos:

- Grupo A: poseen cabeza hexagonal, gue puede o no ser elongada (prolata), cola larga
con vaina contractil. La cola es usualmente rigida y puede poseer estructuras

adicionales como fibras o estructuras terminales.

- Grupo B: poseen cabeza hexagonal y cola larga relativamente flexible, sin vaina

contrdctil, que puede o no poseer estructuras adicionales.

- Grupo C: poseen cabeza hexagonal y cola corta no contractil, con o sin estructuras

adicionales.

-~ Grupo D: no poseen cola, son cabezas hexagonales con grandes capsémeros o

protuberancias en los vértices.
~ Gyupo E:similaresal grupo anterior, aungue sin protuberancias en los vértices.

~ Grupo F: poseen una forma filamentosa larga y flexible, sin estructuras unidas de

ningun tipo.

Las diferencias fundamentales en las mor{ologias (Fig. 5), se reﬂejan en los tipos de

acidos nucleicos (Tabla 3).
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Tabla 3. Grupos morfolégicos basicos de bacteriofagos y sus tipos de acidos

nucleicos (Bracueg, 1967).

Grupo Descripcion Tipo de acido nucleico
A Cola contractil 2-ADN
B Cola larga no contractil 2-ADN
C Cola corta no contractil 2-ADN
D Sin cola, capsémeros grandes 1-ADN
E Sin cola, capsémeros pequefios 1-ARN
F Sin cabeza, filamento flexible 1-ADN

Figura 9. Tipos morfolégicos de bacteriofagos (Bradley, 1967).

[I.3 Bacteriofagos de bacterias lacticas

Los fagos que infectan bacterias lacticas (Fig. 6) usualmente poseen estructuras
binarias con cabezas isométricas o prolatas, en las que se encuentra contenido el ADN linear
de doble cadena (Neve, 1990). La cola es un tubo pequefio gue se une a la cabeza, a veces a
través de un collay, cuya estructura puede ser rigida o flexible. Su longitud es variable y
puede poseer vaina contrdctil. La placa basal es una estructura compleja adicional que
puede o no estar presente y tiene por funcién el anclaje del fago a la célula huésped, para lo

cual puede ademas presentar fibras (Frank y Hassan, 1998).
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Figura 6. Esquema de la morfologia bésica de los fagos de bacterias lacticas.

De acuerdo al esguema de clasificacién de Bracﬂeg, los fagos de bacterias lacticas se
agrupan en tres clases pyincipales comprenclienclo los mor{otipos A (colas contréctiles), B
(colas largas, no contréctiles), y C (colas cortas, no contréctiles). Estas tres clases pueclen
diferenciarse atin mas considerando el tamafio y forma de las cabezas, por adicién de un
nimero a estas letras: 1 para peguenas isométricas, 2 y J para prolatas pequefias o 8ranc1es,
respectivamente. Los tres grupos bésicos de bacteriofagos pueden también agruparse en
base a la clasificacién propuesta por Ackermann y Dubow en 1987, en las familias
Afyoviric[ae, &pﬁoviric]ae y Podoviridae, respectivamente (Fig. 7) (Neve, 1996; Josephsen y
Neve, 1008). Segﬁn Ackermann (9005), los fagos con cola son los mas numerosos y
ampliamente distribuidos de todos los virus conocidos, asi como también los que muestran
una mayor diversidad en sus propiedades (climensiones y estructuras, composicion y
contenido de ADN, proteinas, espectro de hospedadores, fisiologia, etc). Han sido agrupados
bajo el orden Caudovirales, gue comprende a las tres familias antes mencionadas, gue se

diferencian segtin la estructura de sus colas.
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Figura 7. Familias y morfotipos de fagos de bacterias lacticas

(Ackermann y col, 1984)

Todos los 8ené{oros de virus de bacterias lacticas son de ADN doble hebra lineal,
pudiendo o no presentar extremos cohesivos. Los extremos cohesivos consisten en una
secuencia de unos pocos nucleétidos de longitud de ADN simple hebra, que se encuentran
en los extremos del ADN viral. Estas hebras son complementarias entre si y permiten la
circularizacién del ADN. Algunos fagos poseen moléculas de ADN sin extremos cohesivos,
con un tamafio superior al necesario para contener el genoma completo del fago. La misma
secuencia corta de nucleétidos se repite en uno y otro extremo, denominandose redundancia
terminal. Fn estos casos, el ADN lineal de distintos {agos individuales, no tiene el mismo
inicio ni {in, aun cuando el orden de los genes es el mismo al clisponerlos en un mapa fisico

circular.

[1.31 Caracterizacién de bacteriofagos de bacterias lacticas

Los bacteriofagos pueden caracterizarse empleando varios parametros:

Rango de huéspedes: Es el per{il de lisis de un bacterio{ago particular cuando se enfrenta a
una variedad de cepas. Este rango caracteriza una relacién fago — huésped, que puede ser
modificada répidamente ya sea por cambios del {ago odela cepa. Por ello, muchos autores
consideran que los espectros de huéspedes no son constantes y gue son poco confiables para
la caracterizacién (Mata y Ritzenthaler, 1988; Neve y Teuber, 1991). Sin em]aargo, resultan de

gran utilidad tecnolégica ya gue conociendo el grupo de cepas sensibles a un determinado
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bacteriofago, se hace posible implementar medidas de control adecuadas (Guglielmotti,

2003).

Morfologia: a través de técnicas de microscopia electrénica se pueden determinar
caracteristicas mor{olégicas (forma y dimensiones de la cabeza y cola), asi como la presencia

de estructuras caracteristicas (collar, placa l)asal, espiculas, etc.).

Perfil de proteinas: las proteinas estructurales de las particulas {égicas pueden ser separadas
en geles desnaturalizantes SDS-PAGE. Los perfiles proteicos resultantes usualmente revelan
de 1 a 4 bandas principales y una serie de bandas menores. En 8eneral, {agos de diferentes

morfologias presentan diferentes perfiles proteicos J osephsen y Neve, 1008).

Serologia: las proteinas estructurales del fago provocan respuestas inmunes y se emplean
para obtener anticuerpos mono y policlonales especificos. Luego, estos antisueros pueden

emplearse como reactivos en distintas técnicas inmunolégicas (ensagos de neutralizacién,

Western Blot, ELISA o microscopia imnunoelectrénica) (Neve, 1996).

Por otrolado, una caracterizacién genética puede incluir:

Anélisis con enzimas de restriccién: Los perfiles de restriccién especificos de cada
bacteriofago se obtienen mediante el uso de endonucleasas de restricciéon que reconocen y
cortan en sitios especificos el ADN de fagos, y su posterior separaciéon de los fragmentos

generados por electroforesis en geles de agarosa (Neve y Teuber, 1991).

Determinacién de mapas de restriccién: por restriccién del ADN fagico con una variedad de
enzimas de restriccién y localizando la posicién relativa de los sitios de corte en el genoma, se

pueden construir los mapas de restriccién o mapas fisicos (Neve y Teuber, 1991; Neve, 1996).

Tamafio del genoma: los mapas de restriccién genémicos y la estimacién combinada a partir
de datos obtenidos por microscopia electrénica y tamafios de fragmentos obtenidos por
restriccion, proveen de la informacién mas confiable con relacién al tamafio de los genomas.

También pueden estimarse por adicién de los tamafios de los fragmentos de ADN de una
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digestion con una enzima de restriccién particular (aunque este método puede subestimar el
tamarfio total del 8enoma) (Daviclson y col,, 1990; Neve y Teuber, 1991), o determinarse en

forma mas exacta si se conoce la secuencia del genoma.

Mecanismos de empaquetamiento cos / pac: los fagos se dividen en dos grupos segiin su
empaqguetamiento, en base a la presencia o ausencia de extremos cohesivos. El método
consiste en comparar los patrones de restriccién del ADN viral tratado y sin tratar con ADN
ligasa. Si el fago posee extremos cohesivos, aparece un nuevo fragmento en las muestras de
ADN ligaclo al mismo tiempo gue desaparecen dos bandas en las muestras no ligaclas, siendo
la suma de sus tamafios igual al del nuevo fragmento (Guglielmotti, 2003). En cambio, la
presencia de {ragmentos submolares luego del andlisis por restriccion, evidencia la presencia
del sitio pac en el cual se inicia el empaguetamiento del genoma, la ausencia de extremos
cohesivos y la homologia entre los fragmentos submolares que contienen la redundancia

terminal y el 4rea del genoma comprendido entre los sitios pac (Klaenhammer y Fitzgerald,

1994).

Perfil RAPD: esta es una técnica simple (Williams y col, 1990), gue se basa en la
amplificacion de ADN genémico usando como iniciadores oligonucleétidos cortos de
secuencia aleatoria. Fl resultado es un conjunto de fragmentos de ADN en distinto ntiimero y
tamafio en funcién del ADN utilizado como molde, pudiéndose obtener polimorfismos sin

necesidad de conocer secuencias de nucleétidos especi{icas.

Hibridizacién ADN — ADN: estas técnicas son excelentes para determinar la homologia de
ADN entre bacteriofagos. Las moléculas de ADN doble hebra a comparar se desnaturalizan
a ADN simple hebra, luego se mezclan y se permite el reanillado. A fin de detectar la
reaccién de hibridacién, una de las dos moléculas de ADN se marca radioactivamente o se

modifica quimicamente.

Genes de bacteriofagos: la caracterizaciéon y analisis molecular de genes especificos,
elementos regulatorios y otras secuencias del genoma fagico, permiten lograr un mejor

entendimiento de la organizacién de los genomas, el control de la expresion génica (tanto en

49



INTRODUCCION

ciclos liticos como en lisogénicos), y el modo por el cual se sintetizan, ensamblan y liberan los

viriones (Klaenhammer y Fitzgeralcl, 1994; Forde y Fitzgerald, 1999).

Secuenciacién: la secuenciacién del genoma completo del fago d)x174 en 1977 anuncié el
inicio de una nueva era en la biologia molecular. Por primera vez los investigaclores
descifraban en forma integra las instrucciones genéticas para conformar una entidad
]oiolégica (MCGrath y col, 9004). El {ago LL-H (L]) delbruekii su]osp. ]acﬁs) esel primer {ago
de lactobacilos cuya secuencia nucleotidica completa ha sido determinada (Alatossava y
col, 1998). La facilidad relativa con la cual los genomas completos de los bacterio{agos
pueden ser elucidados en la actualidad, ha tenido un profundo impacto en el estudio de los
mismos.

Las graves consecuencias economicas de fallas en las fermentaciones han sido la fuerza
motriz que hizo de los fagos de bacterias lacticas unos de los mas profundamente estudiados
en cuanto a la informacién gendmica. Si bien las secuencias de nucleétidos difieren entre los
distintos fagos de bacterias lacticas, la organizacién global compacta de sus genomas parece
ser similar, consistiendo en unidades funcionales involucradas en la replicacién,
mor{ogénesis, integracion y lisis, y ademas poseen escaso ADN no-codificante (Forcle y
Fitzgerald, 1999). En la actualidad, se encuentran disponibles 12 secuencias genomicas
completas para {agos de lactococos (Moineau y col, QOOQ). Desiere y col. propusieron un
nuevo concepto en la clasificaciéon taxonémica de bacteriofagos que infectan bacterias
Gram positivas con bajo contenido de G+C, basado en la organizacion genémica.

El conocimiento de las secuencias permite elucidar procesos evolutivos y desde un punto de
vista aplicado, aporta al entendimiento del ciclo de multiplicacién fagica, brindando
oportunidades biotecnolégicas para nuevos desarrollos en tecnologias de fermentacién, para
la obtencién de cepas de bacterias lacticas fago-resistentes y en bioterapia (Moineau y col,
QOOQ; McGrath y col, ?004).

El grupo de Brussow y col. esta generando grandes volimenes de datos bioinformaticos
acerca de los genomas de fagos de bacterias lacticas. Encontraron que los genomas de fagos
pertenecientes a la misma especie o grupo comparten un elevado grado de homologia

(>70%), gue el orden de los genes tardios se encuentra conservado en fagos de la familia
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&'p]zoviric]ae, gue la mayoria de los genomas fagicos se encuentran formados por un mosaico
de regiones conservadas espaciadas por secuencias no-homélogas, y que la evolucién fagica

se procluce por medio de mutaciones puntuales, inserciones/ deleciones y recombinaciones

(Moineau y col., QOOQ).

[1.3.2 Ciclos de multiplicaciéon fagica

[1.3.21Ciclo liticode fagos — crecimiento vegetativo

Los bacteriofagos dependen de células bacterianas metabélicamente activas para la
sintesis de sus macromoléculas, debido a gue no poseen maguinaria de sintesis propia. Los
fagos que infectan y lisan a sus huéspedes se llaman fagos virulentos. La lisis del cultivo
resulta en la liberacién de nuevos viriones, los cuales pueden inmediatamente infectar mas
células. Esta propagacion se llama ciclo litico (Fig. 8) de desarrollo tagico (Neve y Teuber,

1991) y puecle dividirse en varias etapas:

Adsorcién: es el primer paso de la infeccién y ocurre cuando el fago se adsorbe sobre la
superficie celular de una bacteria susceptible (huésped homélogo). Se trata de un evento
muy especi{ico, clepencliente de la presencia de receptores {égicos apropiados en la parecl
celular del huésped (Neve, 1996). El reconocimiento del sitio especifico de adsorcién esta
mediado por la placa basal, espiculas o fibras en el extremo de la cola del fago (Frank y
Hassan,1998).

Frecuentemente, la adsorcién ocurre con dependencia de Ca?* 6 M89+, presentando una
primera etapa reversible de unién a receptores presentes en la parecl celulay, seguida de una
interaccién irreversible con una proteina localizada en la membrana celular (Frank y
Hassan, 1998; Josephsen y Neve, 1908). Se han identificado tanto componentes de naturaleza
proteica como hidrocarbonada en los receptores fagicos de bacterias lacticas (Watanabe y
Takesue, 1972; Neve y Teuber, 1991; Arendt y col,, 1993).

La adsorcién en lactococos fue estudiada por microscopia electrénica, observandose
diferentes distribuciones de las particulas {égicas sobre la super{icie celular: adsorcién
uniforme de muchos fagos sobre toda la cubierta celular o pocos fagos agrupados sobre un

nimero limitado de receptores sobre la super{icie celular (Valg aseviy col, 1991)

51



INTRODUCCION

L:snsﬂnberambn - Adsormdnfmyeccrcn
Cromosoma
de E. coli
Virion libre /

T %

§@ o @ DNA del T4
f ‘?fr Expresion de

Ensamblaje | 4 \2‘ proteinas virales
I ! tempranas

)
"
[

|

-

'\ Replicacion . Proteinas

.de DNA viral virales

-r—:—. —maE

Expresion de proteinas
virales tardias

Figura 8. Ciclo de multiplicacion de fagos virulentos.

Inyeccién del ADN fagico: el ADN fagico es inyectado desde la cabeza y a través de la cola
hacia el interior de la célula bacteriana, mientras que la particula fagica vacia (fantasma)
permanece en la porcién exterior de la superficie bacteriana (Neve y Teuber, 1991) Esta
etapa ha sido estudiada en pro{uncliclacl para el fago PL-1 de Lb. casei, observando que el
proceso requiere de Ca?* y energia celular (ATP) (Watanabe y Takesue, 1975; Watanabe y
col, 1979) y dependeria de la maquinaria de sintesis proteica de la célula huésped
(Watanabe y col., 1991). Lanni realizé observaciones similares estudiando la adsorcién del
fago TD sobre células de E coli (Bradley, 1967), indicando que la inyeccién seria un proceso
complejo y no una simple transferencia de la molécula de acido nucleico del fago. También
en esta etapa, para muchos fagos de bacterias lacticas, Ca? 6 M82+ resultan indispensables,
ya que podrian actuar como contraiones durante la translocaciéon del ADN a través de la
membrana celular (Josephsen y Neve, 1998). Particularmente en el caso del fago LL-H (LA.
delbruekii subsp. lactis) estos iones parecen incluso ser constituyentes de la particula

infecciosa, estabilizando el ADN condensado en la capside. Ambos serian co-transportados
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al interior de la célula infectada, sirviendo como componentes esenciales para la

translocacién exitosa del ADN viral a través de la membrana citoplasmatica (Alatossava y

col, 1998).

Maduracién de la particula fagica: luego de la inyeccion del ADN, el metabolismo normal
de la célula infectada se detiene, y comienza la replicacién del genoma fagico, transduccién
a ARN y sintesis de sus proteinas (Neve, 1996; Frank y Hassan, 1998).

Si bien no se conoce mucho con relacién al desarrollo intracelular de los bacterio{agos a
nivel molecular, existen algunos estudios detallados realizados con fagos de lactococos. En
particular, Powell y col. observaron que el fago ¢cOA infecta a su huésped (Lactococcus
lactis C@) provocanclo la clegraclacién de su cromosoma en 4 — 6 minutos post infeccién. Los

productos de degradacion son posteriormente empleados como precursores de la sintesis de

nuevo ADN {égico (Klaenhammer y Fitzgeralcl, 1994) En 1991, Caseg observé para el {ago
Tuc2009 (Lc. lactis su]osp. cremoris UCS?(’)), gue las regiones de ADN gue se transcriben

mds tempranamente, no producen un alto nimero de transcriptos. Especul6 que estos genes
podrian codificar proteinas encargadas de dirigir la célula a una transicién de la sintesis de
ARN celular hacia la sintesis de ARN viral. Es prolaable qgue las regiones gue codifican para
una mayor concentracién de transcriptos en las etapas mas tardias de la maduracién,
codifiquen para proteinas requeridas para la morfogénesis y empaqguetamiento del {ago
(Klaenhammer y Fitzgerald, 1994). Para el {ago de lactococo bH_.‘H, sélo los transcriptos
tempranos son sintetizados por la ARN polimerasa del huésped, luego la transcripcién
depende de una proteina codificada por el fago (Brussow, 2001). En cambio, en 1978 Stetter
y col. reportaron que la transcripcién del genoma completo del fago PL-1 depende de la
ARN polimerasa de la célula, que transcribe sobre ambas hebras en direcciones opuestas
para incluir la casi totalidad del ADN fégico.

Hacia el final de la etapa de maduracién se sintetizan las nuevas proteinas virales. Las
proteinas estructurales se ensamblan y el nuevo ADN viral se empaca en forma condensada
en las cabezas. Finalmente, se unen las colas para dar lugar a la particula viral completa
(Neve, 1996) El periodo de tiempo gue transcurre entre la infeccién y la aparicién

’ . . . ¢ . 4 .
intracelular de las primeras particulas infectivas se define como ‘echpse” y esta contenido
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dentro del periodo de latencia (tiempo transcurrido desde la adsorcién inicial y hasta la
liberacién de las particulas del fago, durante el cual no se observa modificacién del titulo
fagico) (Klaenhammer y Fitzgerald, 1994).

Si bien el ensamblado de particulas fagicas se produce por mecanismos atin no investigados
a nivel molecular (Klaenhammer y Fitzgerald, 1994; Brussow, c2001), se ha reportaclo
informacién relacionada con el empaqguetamiento del ADN. Estudios recientes realizados
con el {6180 A2 de Lb. casei, identificaron un gen de la enzima terminasa, similar a la del {ago
A, que media el empaquetamiento tipo cos. De modo anélogo, se identificaron en St.
thermophilus y ciertos lactobacilos, sitios pac, genes de terminasa y proteinas gue podrian

ser similares a terminasas conocidas, que median el empaquetamiento del genoma tipo pac

(Brussow, 2001).

Lisis de la bacteria huéspecl: el ciclo litico se completa cuando la progenie fégica es liberada
del interior de la célula huésped. La lisis celular requiere usualmente de la actividad de dos
enzimas: una holina, gue media la ruptura inespeci{ica de la membrana celular y gue
permite el acceso a la pared celular a una lisina. Dos tipos de lisinas fueron encontradas en
fagos de bacterias lacticas. Algunos fagos de lactobacilos y lactococos poseen
muraminidasas, mientras que los fagos de St. thermophilus y ciertos fagos de lactococos,
contienen amidasas (Brussow, 2001). Las lisinas fagicas liberadas al medio pueden también
causar lisis de células no infectadas e incluso de cultivos resistentes al fago (lisis desde el
exterior) (Neve y Teu]oer, 1991; Frank y Hassan, 1998).

El periodo durante el cual se produce la liberacién de la progenie viral se conoce como
periodo exponencial y el nimero de viriones liberados por célula infectada, burst size. El
ciclo litico de un sistema fago — cepa se caracteriza por el periodo de latencia y el burst size,
gue se determinan en experiencias de crecimiento en un paso (Chow y col, 1088). Ambos
parametros pueden variar drasticamente para distintos sistemas y son dependientes de los
factores experimentales (pH, temperatura, etc.). También el estado nutricional del huésped y

la disponibilidad de electrolitos pueden influenciar el ciclo de multiplicacién fagico

(Klaenhammer y Fitzgerald, 1004).
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1522 Lisogenia

Lisog enia es la formacion aparentemente espontdnea de ]Jacterio[ag os a partir de
bacterias que parecen libres de ellos. Se transmite de una generacién de bacterias a la
siguiente por una via endomicrobiana. Sélo cuando el fago estd en el estado de profago

vive en armonia con su huésped bacteriano. Luego por algiin proceso de induccién,

el pro{ag o vuelve a ser infectivo .

Andre Lwoﬁf 1950 (Helvoort, 1996)

El primer estudio confirmando el aislamiento de cepas liségenas en bacterias lacticas,
fue realizado por Reiter en 1049, trabajando con lactococos. Desde entonces este fenémeno
se ha demostrado en lactobacilos y St thermophilus, no asi en Leuconostoc pertenecientes a

ambientes lacteos (Davidson y col, 1990; Klaenhammer y Fitzgerald, 1094).

El ciclo lisogénico es una via alternativa de proliferacién fagica (Fig.9). Los pasos de
adsorcién e inyeccién del ADN son similares gue para el ciclo litico, pero luego el mismo es
integraclo por recombinacién en el cromosoma bacteriano. El evento ocurre en una region
especifica de homologia entre el ADN fagico y el de la célula, denominados attP y attB,

respectivamente. El estado lisogénico estd controlado por un nimero limitado de genes

virales (J osephsen y Neve, 1998; Brussow, QOOI).

En lugar de proclucirse la lisis celular, el ADN {égico integraclo (pro{ago) se replica en
forma sincronizada con el ADN bacteriano sin afectar el metabolismo celular y dando lugar
a una progenie de células lisogenas. Tales fagos capaces de producir lisogenia, se denominan
temperados. La lisogenia puede mantenerse indefinidamente o bien, los profagos pueden
escindirse de las células huésped por induccién con distintos agentes (luz UV, mitomicina C,
etc.). El fago temperado liberado de la célula (célula curada) puede relisogenizarla o
proli{erar como un {ago virulento en cepas suscepti]ales (cepas indicadoras). En 8eneral, la

lisogenia inmuniza al 11uésped de infecciones con cepas de bacterio{agos muy relacionados

(Neve y Teuber, 1991; Neve, 1996; Frank y Hassan, 1998; J osephsen y Neve, 1998)
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Figura 9. Ciclos litico y lisogénico de un fago.

La lisogenia se encuentra ampliamente distribuida en las bacterias lacticas. La
mayoria de las cepas liségenas pueden inducirse por tratamiento con luz UV o mitomicina C,
aungue las cepas indicadoras gue permiten el crecimiento litico de los fagos inducidos no
son, en 8eneral, faciles de identificar. Una forma alternativa de demostrar la presencia de
fagos en cultivos inducidos, es la visualizacién de las particulas infectivas por medio de
microscopia electrénica. Los estudios de lisogenia en lactobacilos han sido menos abordados
gue para lactococos. Estudios realizados por distintos investigadores sobre numerosas cepas
de lactobacilos demostraron gue mayores frecuencias de induccién se obtuvieron al emplear
mitomicina C en lugar de radiacion UV y gue la lisogenia es un fenémeno comin en
lactobacilos. Un caso de particular interés y sobre el cual se han llevado a cabo estudios
exhaustivos, es el de la cepa liségena de Lb. casei S-1, que alberga el fago temperado GFSW,

el cual no puecle ser inducido ni por mitomicina Cni pox luz UV (Daviclson y col, 1990)

56



INTRODUCCION

El estudio de lisogenia en fagos de bacterias lacticas tiene sentido desde un punto de
vista prdctico, ya gue los huéspedes liségenos pueden servir de reservorio de bacteriofagos.
Se han establecido relaciones genéticas entre algunos fagos liticos y temperados en
lactobacilos, lactococos y St thermophilus, aunque la mayoria de los fagos virulentos no
estan genéticamente relacionados con fagos temperados (Klaenhammer y Fitzgerald, 1994;
Séchaud, 1088). La lisogenia puede también servir de sistema modelo para el estudio del
control y la regulacién de la expresién génica en fagos. La informacién obtenida puede

emplearse para la construccién de vectores de integracién (Arendt y col, 1993).

[1.3.5 Mecanismos de fagorresistencia en bacterias lacticas

Las bacterias lacticas han estado expuestas a fagos a lo largo de miles de afios, por lo
gue han desarrollado efectivos sistemas de defensa contra ellos. En respuesta, los fagos
también evolucionaron logrando sistemas de contradefensa para sortear esas barreras (Neve,
1996) El descubrimiento de mecanismos naturales de defensa frente a fagos ha brindado
oportunidades de implementarlos en programas de mejoramiento de cepas de cultivos

iniciadores.

Los cultivos de lactococos han sido utilizados més intensivamente y en mayor escala
gue otras bacterias lacticas y consecuentemente han estado en mayor medida expuestos a
sufrir infecciones por {agos. Por las mismas razones, han sido mas extensamente estudiados
(Klaenhammer y Fitzgerald, 1994) Desde el tra]aajo pionero de MCK&L] y Klaenhammer en
los ‘803, se identificaron muchas cepas de lactococos con plémiclos codificantes de sistemas
antifago (Boucher y Moineau, 2001). Estos mecanismos de defensa naturales pueden
también estar codificados en el cromosoma (Moineau y Lévesque, 9005) y han sido
identificados en otras bacterias lacticas (Everson, 1991). Algunos sistemas que no estan

codificados en plasmidos, se han encontrado en St thermophilus J osephsen y Neve, 1008).

La identificacién y caracterizacién de estos sistemas ha conducido a su clasificacién

en cuatro grupos principales basandose en su modo de accién:

~ Interferencia en la adsorcién;
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- Blogueo dela inyeccién del ADN;

~  Restriccién / modificacion;

~ Infeccién abortiva.

Interferencias con la adsorcién fagica: En sistemas homélogos fago/huésped, los fagos se
adsorben eficientemente sobre las células bacterianas (usualmente >90% adsorcién).
Algunas cepas resistentes a fagos muestran un bajo porcentaje de unién indicando que el
receptor ha sido modificado. En estos casos, la insensibilidad de las cepas al {ago es debido a
la prevenciéon de la adsorcién (Neve y Teuber, 1991). Los determinantes genéticos
responsa]ales de este mecanismo, atin permanecen indeterminados (Forcle y Fitzgerald, 1999,
Moineau y Lévesque, 2009).
La inhibicién de la adsorcién ha sido atribuida a la falta de receptores {égicos apropiados, o
la produccién de polimeros hidrocarbonados o proteinas de pared celular que actuarian muy
probablemente enmascarando a los receptores o como ligandos competitivos de los
receptores fagicos J osephsen y Neve, 1998; Forde y Fitzgerald, 1999).
En algunos casos, la microscopia electrénica reveld la presencia de una fina cubierta
rodeando a la célula. Aclicionalmente, cambios en la hidrofobicidad de la super{icie celular,
fueron observados en estas cepas resistentes (Boucher y Moineau, 2001).El plasmido pCI>28
de Lec lactis su]asp. cremoris UC D03 codifica para la sintesis de un polimero de 8alactosa y
ramnosa gue protege al receptor fagico de la célula. Este material que bloguea al receptor se
remueve con un tratamiento suave con alcalis, restableciéndose la habilidad de las células
de adsorber al fago (Klaenhammer y Fitzgerald, 1994; Neve, 1996).
Segun la literatura, dos mecanismos han sido implicados en la inhibicién de la adsorcién:

- El desarrollo de cepas mutantes insensibles a fagos (BIMs, por su sigla en inglés),

debido a mutaciones esponténeas en el cromosoma (ver més adelante en Obtencién

de cepas modificadas con fagonresistencia mejoracla), o
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- La existencia de plasmidos que median la inhibicién de la adsorcién (Forde y

Fitzgeralcl, 1999).

En casos en donde el blogueo de la adsorcién esta mediado por plasmidos, la inestabilidad
inherente a la molécula puede conducir al desarrollo de cultivos mixtos de cepas sensibles y
resistentes al fago, donde las particulas fagicas no son removidas ni eliminadas y coexisten en
el ambiente. La perpetuacién de los fagos virulentos en cultivos resistentes se denomina
pseuclolisogenia o estado portador de fagos ( phage-carrier sta te) y puede explicarse como un
balance metaestable entre dos procesos: el curado del plasmido que otorga resistencia al
fago, dando lugar a una progenie sensible, y la multiplicacién del fago sobre esas células
sensibles. Este estado de pseudolisogenia puede limitar el potencial del blogueo de la
adsorcién como mecanismo de defensa. A diferencia de otros plésmiclos gue median
mecanismos de {ago resistencia, los plasmidos gue producen un bloqueo en la adsorcién no

parecen ser conjugativos (Klaenhammer y Fitzgerald, 1994; Forde y Fitzgerald, 1999).

Prevencién de la inyeccién del ADN fagico: Este mecanismo no esta atn muy comprendido.
Consiste en la prevencién de la translocacién del ADN viral al interior celular, sin afectar el
proceso de adsorcion del fago. La translocaciéon del ADN al citoplasma ocurre a través de
una interaccién irreversible, dependiente de Ca? y energia, entre el fago o su ADN y la
membrana citoplasmatica. Aunque la localizacién genética del fenotipo debe atin ser
identificada y caracterizada, se sabe que puede estar presente tanto en cromosoma como en
plasmidos J osephsen y Neve, 1998; Forde y Fitzgerald, 1999; Moineau y Lévesque, 2005).

Este tipo de mecanismo de defensa se ha encontrado en lactococos y también en Lb. casei YIT
0002. En el segundo caso la adsorcién celular del ¢PL-1 ocurre normalmente, pero el ADN
viral no es internalizado. Microgra{ias electrénicas demostraron gue en los {agos adsorbidos
sobre las células mutantes, el ADN permanece en la capside, mientras que en las células

sensibles, se observa un niimero creciente de particulas fantasma con el correr de la infeccién

(Watanal)e y col.,, 1984, J osephsen y Neve, 1998, Forde y Fitzgerald, 1999)

Restriccién / Modificacién (R/M): Este mecanismo de defensa frente a fagos es activo sélo

después de producirse la adsorcién del fago y la inyeccién del ADN viral. E1 ADN viral es
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reconocido por la célula como extrafio y es degradado. En ello se encuentran involucradas
dos enzimas, una enzima de restriccién que hidrolisa el ADN foraneo, y una metilasa que
modifica el ADN celular de modo gue resulte inmune a la hidrélisis mediada por su propia
enzima de restriccién (Neve, 1900). El 8rado de restriccién es dependiente del sistema y del
{ago y en 8eneral, la eficiencia de plaqueo (EOP) clisminuge logaritmicamente con el
incremento de sitios de restriccién presentes en el ADN viral (Forde y Fitzgeralcl, 1999).
Ocasionalmente, el ADN {fagico escapa a la restriccién, es metilado y da origen a una
progenie de fagos modificados que ya no resulta restringida por este sistema R/M en
su]osiguientes rondas de infeccién. Esto ha llevado a la consideracién de gue si bien los
sistemas R/ M son muy poderosos ya gue conducen a la degraclacién del ADN viral, son
inherentemente falibles o permeables y no serian efectivos como mecanismos de defensa
(Forde y Fitzgerald, 1999). Sin embargo se observé que si lo son, cuando se encuentran
combinados con mecanismos de defensa complementarios. La combinacién de sistemas R/ M
y abortivos (A]oi), qgue seran explicados a continuacion, provee defensas donde la accién del
R/M actha como primera linea, restringiendo el nimero de infecciones exitosas y
permitiendo la supervivencia de la célula; mientras qgue el mecanismo abortivo previene la
proliferacién de una progenie fagica nueva o modificada, matando a la célula antes de que
se complete el ciclo litico (Klaenhammer y Fitzgerald, 1994; Forde y Fitzgerald, 1999).
Basandose en la complejidacl de las estructuras de sus enzimas ya las secuencias de ADN
gue reconocen y luego clivan, se han conformado cuatro grupos de sistemas R/M: tipo L IL IIS
y 11 (Forde y Fitzgeralcl, 1999).

Los sistemas R/M constituyen una presién de seleccién que afecta a la poblacién de fagos
(Boucher y Moineau, 9001). Los bacterio{agos han desarrollado una variedad de mecanismos
por los cuales pueden escapar a la restriccién de las nucleasas. Entre ellos se incluyen:
expresion de proteinas que inhiben a las endonucleasas del huésped, modificacién de su
propio ADN por metilasas codificadas en sus genomas, otras modificaciones (81icosi1aciones,
incorporacion de bases inusuales) de sus genomas, y reduccién selectiva en el nimero de

secuencias presentes en el ADN viral reconocidas por las enzimas de restricciéon del huésped.
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Particularmente para fagos de lactococos, la dificultad que se presenta para lograr la
digestion de sus genomas, podria ser un signo de su evolucién y persistencia en virtud de la
amplia distribucién qgue presentan los sistemas R/M en estas bacterias. También en
lactococos, fue posible aislar y caracterizar a dos {agos insensibles a la restriccion por un R/ M
determinado, porgue habian incorporaclo a sus genomas una metilasa bacteriana especifica
y diferente. Este tipo de proteccién contra la restriccién no es genérico, y estos fagos
permanecen aun susceptibles a la restriccién por sistemas R/M de diferente especificidad
(Klaenhammer y Fitzgeralcl, 1994).

La presencia de sistemas R/M en lactococos ha sido bien establecida. Estudios genéticos
revelaron que sus actividades R/M se encuentran cominmente codificadas en plasmidos
(con muy pocas excepciones de determinantes cromosomales), algunos de los cuales son
conjugativos. Estas caracteristicas han contribuido a:

- laamplia distribucién de R/M de diferentes especificidades,

- la presencia natural de diferentes R/ M en una misma cepa (esa combinacién

aumenta notoriamente el nivel de proteccién frente a distintos {agos),

~ la inestabilidad y variabilidad genética de los lactococos en la susceptibilidad y

resistencia frente a fagos (Klaenhammer y Fitzgerald, 1094).

Los sistemas R/ M han sido también detectados en otras bacterias lécticas, tanto codificados
en plésmiclos (L]) Ae]veticus, St. t]zermop]zi/us) Ccomo en cromosoma (L]). delbruekii lactis, St
tﬁermop]u']us). Incluso en ciertas cepas terméfilas, las actividades de sus sistemas R/M no se
vieron afectadas por temperaturas elevadas (60°C para Lb. helveticus y temperaturas
optimas de actividad entre 37 y 5°C para St. t]zermop]zi]us). Esto presenta posibilidades
interesantes para el uso de este mecanismo de defensa en fermentaciones de elaboracién de
yogur (Boucher y Moineau, 2001), o podria resultar potencialmente util para modificar por

ingenieria genética, lactococos meséfilos empleados en la manufactura de quesos de pasta

cocida (Forcle y Fitzgerald, 1991).
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Infeccién Abortiva (Abl) Es un término colectivo gue comprende un amplio rango de
defensas que actiian luego de la adsorciéon fagica y de la inyeccién del ADN. Estos sistemas
incluyen mecanismos que interfieren con la replicacién del genoma fagico, transcripcion,
traduccién a proteinas, empaquetado del acido nucleico o ensamblado de las particulas
fagicas. La resistencia mediada por Abi culmina tipicamente con la muerte de la célula
infectada debido a que el ciclo litico es abortado luego de que ya ha progresado hasta un
punto sin retorno; sin eml)aygo, el sacrificio de una célula individual es insignificante en la
medida que el nivel de fagos no aumente. Los sistemas Abi son muy efectivos como
mecanismos de resistencia ya gue la mayoria de los {agos quedan atrapaclos en el interior
celulay, haciendo limitada su diseminacién (Klaenhammer y Fitzgerald, 1994; Forde y
Fitzgerald, 1999; Moineau y col, QOO?).

La manifestacion fenotipica de un Abi se ve como una reduccién del EOP y como ausencia
de placas o un desarrollo de placas mas peguenas, debido a disminuciones en el burst size.
Estos sistemas se encuentran ampliamente distribuidos, habiéndose caracterizado més de 20
Abi diferentes en lactococos. Cada Abi reqguiere de uno o dos genes para su expresion y
pocas similitudes han sido observadas entre ellos. Estos genes se caracterizan por poseer un
contenido de G+C atipicamente bajo en comparacién de los genes de lactococos, sugiriendo
la posibilidad de una transferencia genética horizontal desde otra especie de bajo contenido
G+C. En estudios de prediccién, casi todas las proteinas parecen jposeer localizacién
citosélica, pero atin se conoce poco acerca de su modo de accién. En 1992, se reporté la
posible existencia de un mecanismo Abi en St thermophilus (Forde y Fitzgeralcl, 1999,
Moineau y Lévesque, 200D).

Dependiendo de si su accién se produce previa o simultdneamente a la replicacién del ADN,
o luego de gue ha ocurrido este evento, los Abi pueden clasificarse como tempranos o tardios,
respectivamente. Entre los que se clasifican dentro de la segunda categoria, sélo en unos
Jpocos casos el blanco especi{ico o el efecto sobre la célula, ha sido identificado.

Los determinantes genéticos se encuentran mayormente en plasmidos, con unos pocos
codificados en el cromosoma (Klaenhammer y Fitzgerald, 1994). En general, al aumentar el

nimero de copias de los genes que codifican para Abi, se incrementa la eficacia del
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mecanismo de resistencia. Sin embargo, en algunos de estos sistemas, no es posible
sobreexpresar constitutivamente al gen, sugiriendo que existe una ajustada regulacién y que
la proteina codificada podria ser téxica para la célula (Forde y Fitzgerald, 1999).

Los sistemas Abi se encuentran frecuentemente ligaclos a otros mecanismos (R/ M, inhibicién
de la adsorcién, o de la inyecciéon de ADN o incluso con otro sistema Abi) en una misma cepa
y s6lo actian en aqguellos casos en los cuales no puede lograrse el blogueo de la infeccién
fagica en etapas anteriores del ciclo litico. De ese modo se logra minimizar la incidencia de
muerte celular gue se observa en los sistemas Abi (Klaenhammer y Fitzgerald, 1994; Neve,
1996; Josephsen y Neve, 1998). Por ejemplo, el plésmiclo conjugativo pNP4O codifica para
tres sistemas de resistencia fagica diferentes, dos de los cuales son Abi y un tercero, gue
inhibe la inyeccion del ADN (Josephsen y Neve, 1998). El primer sistema Abi identificado
fue designado originalmente “Hsp”, ilustrando su sensibilidad a la temperatura. La
disminucién en la actividad que se manifiesta a altas temperaturas, fue también observada
para otros sistemas Abi de lactococos (Josephsen y Neve, 1998). Este sistema se encontrd en

Le. lactis su]osp. Lactis MEQ, que ademas posee genes para la inhibicién de la adsorcién, dos

sistemas R/M y otro Abi adicional (Forde y Fitzgerald, 1999).

H54 Parecl celular

El estudio de paredes celulares en Lactobacillus casei se remonta a unos 50 afios atras
investigando sus componentes, el modo de unién, las estructuras y las propiedades
serolégicas relacionadas (Knox y Brandsen, 1962; Hall y Knox, 1965; Knox y Hall, 1965&,1)).
Adin contintia siendo objeto de investigacién, abordando su estudio desde aspectos
inmunolégicos relacionados con sus propiedades probiéticas (de Ambrosini y col., 1996;
Matsuguchi y col,, 2003). Desde el punto de vista tecnolégico, otros trabajos (Yokokura, 1971;
Watanabe y col., 1977; Yokokura, 1977; Ishibashi y col., 1980; 1989) se han encarado a fin de
descubrir los receptores, presentes en la pared celular, que permiten la adsorcién de fagos

especificos.

La pared celular juega un rol esencial en muchos aspectos de la fisiologia de las

bacterias lacticas. No se comporta sélo como un exoesqueleto que contiene al material
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intracelular, sino que ademas actiia como una superficie de intercambio con el entorno.
Diversas funciones fisiolégicas pueden asigndrsele, las cuales contribuyen a atributos
tecnolégicos y relacionados con la salud. Por mencionar algunos: la actividad de los
receptores fagicos se relaciona con la presencia de sustituyentes especificos en los acidos
teicoicos y polisacaridos, la resistencia de la bacteria al estrés depende de genes
involucrados en la biosintesis de peptidoglicano y acidos teicoicos, la autolisis es controlada
por el 8raclo de esterificacién de los acidos teicoicos con D-alanina, la inmunoestimulacién
de la mucosa puede resultar de interacciones entre las células epiteliales y el

peptidoglicano o los 4cidos teicoicos (Delcour y col, 1999).

La pared celular de bacterias lacticas posee la estructura tipica presente en las
bacterias Gram positivas. Estd compuesta por un grueso saco de multiples capas de
pepticloglicano decorado con proteinas, acidos teicoicos y polisacéridos y rodeado en
algunas especies por una cubierta de proteinas formando una capa paracristalina (S~laqer).
Si bien dos son los componentes principales (la capa de pepticloglicano y los acidos teicoicos)

(Heaton y Neuhaus, 1994), pueden presentarse cuatro componentes:

1

peptidoglicano, también llamado mureina

4cidos teicoicos

1

S-layer

1

1

polisacériclos (Delcour y col, 1999).

El peptidoglicano (PG) envuelve al contenido de la bacteria como una red,
manteniendo la integridad estructural de la célula. Es basicamente un polimero de N~
acetilglucosamina, cuyas cadenas se encuentran unidas entre si por enlaces covalentes. La
malla de la red esta formada por dos segmentos paralelos practicamente inextensibles, de
naturaleza glicosidica, mantenidas unidas por dos puentes peptidicos pequefios y eldsticos,

gue permiten la expansién o encogimiento de la red. De este modo, la superficie completa es
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una gran macromolécula cerrada y unida covalentemente, con una notable elasticidad y

resistencia a la tensién (Delcour y col,, 1990).

Las bacterias Gram positivas poseen una gruesa pared (usualmente de D0 nm), gue les
permite soportar presiones de turgencia del orden de las 20 atm. En este caso, varias capas
concéntricas de PG se mantienen unidas por enlaces covalentes radiales que retuerzan la

estructura en su conjunto.

En las bacterias lacticas, las cadenas glicosidicas del PG estan formadas por un
polimero de un disacérido de N-aceti1~8lucosamina~B(l~4)~N~acetil~écido murdmico. Los
puentes que entrecruzan estas cadenas son pentapéptidos gue usnalmente alternan L- y D-
aminodcidos. La secuencia consenso es L- alanina/ D- glutamato/ meso~ acido
diaminopicolinico o L- lisina/ D- alanina/ D- alanina. En varias especies o cepas de
enterococos y lactobacilos, el residuo D-alanina terminal es reemplazado por D-lactacto o

D~serina, lo cual les confiere resistencia frente al antibiético vancomicina (Delcour y col.,

1999).

Se denomina como écidos teicoicos (AT) a una familia de polimeros anionicos
guimicamente diversos, compuestos de unidades repetidas de alditol fosfato con
sustituyentes (por ej., ésteres de D-alanina, residuos de 8111cosa) unidos a las funciones
alcohol del esqueleto carbonado (Heaton y Neuhaus, 1094). La pared celular de la mayoria
de las bacterias Gram positivas posee AT, los cuales representan mas del 50% del peso de la
parecl. Estos componentes, de gran importancia para la funcionalidad de la parecl celular,
fueron descubiertos hace casi D0 afios en extractos bacterianos de Lb. arabinosus
(actualmente Lh. p]antarum). Los AT son sintetizados en la superficie externa de la
membrana citoplasmatica, y su tamaifio y propiedades fisicoquimicas son compatibles con
una con{iguracién extendida a través de la parecl celular. Los AT son muy diversos en
estructura y abundancia, dependiendo de la cepa o especie, estadio o velocidad de

crecimiento, pH del medio, fuente de carbono, etc. (Delcour y col,, 1999).

Dentro de esta {amilia, se encuentran:
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~ Los AT y los teicurénicos (ATU): se denominan en forma genérica “4cidos teicoicos de

la parecl” por estar unidos covalentemente al PG.

Los AT poseen una estructura global en donde una cadena de residuos ribitol o
alicerol unidos por enlaces fosfodiéster, se enlaza con una “unidad de ligacion
terminal” gue permite la fijacién covalente al PG.

Los ATU libres de fosfatos han sido descriptos s6lo en unas pocas especies,
especialmente de Bacillus, aunque es posible que se encuentren presentes también en
bacterias lacticas. Su estructura difiere de la de los AT en dos aspectos: la cadena
principal esta formada por monémeros de hidratos de carbono, directamente unidos

por enlaces 81icosiclicos, y no presentan unidad de ligacién para {ijarse al PG (Delcour

y col, 1999).

- Acidos lipoteicoicos (ALT) y lipoglicanos (LG): pueden permanecey unidos a la
membrana citoplasmética gracias a sus anclajes lipiclicos, pero una fraccién se

encuentra libre en la parecl oincluso liberada al medio.

Los ALT se encuentran ampliamente distribuidos en las bacterias lacticas y se
encontraron en enterococos, lactococos, lactobacilos, estreptococos y leuconostocs. Los
ALT con una cadena principal de poli (8licerol {os{ato) representan el tipo mas comun
de polimero ani6nico anclado a la membrana yse descubrieron pory primera vez en Lb.
fermentum. Si bien la sintesis de los ALT se inicia con el anclaje a la membrana y asl
contintan hasta el final, una fraccién puede ser liberada. Estas cadenas “secretadas’
son heterogéneas y se agrupan en diferentes tipos de micelas, contribuyendo a la

formacién del glicocalix, o son liberadas al medio (Delcour y col,, 1990).

Los acidos teicoicos de la pared no estdn presentes ni en Lb. casei (Heaton y Neuhaus,
1994), ni en Le. lactis sul)sp. cremoris KH (Valg aseviy col, 1990), y la carga anionica

del envoltorio celular se debe exclusivamente a los ALT.

66



INTRODUCCION

Los AT contribuyen en muchos aspectos a la funcionalidad de la pared celular como
fuentes de fosfatos, en la captura de cationes (M8?+) y generando gradientes de pH a
través de la pared. Ademés, influencian la actividad de autolisinas y estan
involucrados en la adsorciéon fagica. Los ALT contribuyen como principal
componente a la hidrofobicidad de las envolturas celulares, influyendo en la
capacidad de adhesién de la bacteria a células. Son potentes inmunégenos y pueden

considerarse el equivalente a los lipopolisacériclos en bacterias Gram negativas

(Delcour y col, 1999; Matsuguchi y col, (2003).

Las principales cadenas de AT y ALT se encuentran decoradas con 8licosil o D-
alanil, los cuales brindan una gran contribucién a la funcionalidad de estos polimeros
y se evidencia por los fenotipos de cepas con cambios genéticos que alteran los
Pprocesos de sustitucién. Se demostré que la 8lucosilacién de AT es necesaria para la
adsorcién de cierto tipo de fagos en Bacillus subtilisy que la pérdida de glucosilacién

en un AT de poli (ribitol {os{ato) confiere fagorresistencia en un mutante de Lb.

p]am‘c'mzm (Delcour y col.,, 1999)

Se denomina como S-layeral envoltorio bacteriano que puede comprender una o dos

capas super{iciales superpuestas compuestas por subunidades proteicas, a veces 81icosilaclas,

en un arreglo de monocapa hexagonal o tetragonal paracristalina. En bacterias lacticas, las

S-layer s6lo han sido encontradas en el género Lactobacillusy se han estudiado con algin

detalle para Lb. helveticus, Lb. brevis, Lb. acidophilus,y Lb. crispatus. El enrejado de S-layer

se encuentra fuertemente anclado al PG, aungue no en forma covalente.

La contribucién de la S~]ayer a la funcionalidad de la célula permanece elusiva, a

pesar de los intensos estudios realizados hasta el momento. Varias funciones probables han

sido invocadas: factor de virulencia en especies patégenas, accién de tamiz para permitir la

retencién de macromoléculas dtiles o la exclusién de hidrolasas, enmascaramiento de

receptores {égicos, factor de adhesion (Delcouy y col,, 1999).
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Los polisacériclos son componentes ubicuos del envoltorio celular. Se los suele
denominar polisacaridos neutros para diferenciarlos de los polisacaridos aniénicos de los AT,
a pesar de que pueden también ser acidicos si se encuentran ramificados con sustituyentes

anibnicos, en particular glicerol fosfato.
Entre los polisacaridos pueden distinguirse las siguientes categorias:

- Polisacaridos capsulares: conforman una gruesa cubierta intimamente asociada y
frecuentemente unida por enlace covalente, a la pared celular. Las capsulas han sido
extensamente estudiadas ya que contribuyen a la virulencia de muchos patogenos.
Pueden presentar una gran diversidad en la composicién de hidratos de carbono

presentes en distintas cepas.

- Polisacaridos de la parecl celular: decoran el envoltorio celular, pucliénclose encontrar
unidos covalentemente o asociados en forma laxa al PG. Se trata de estructuras
complicaclas gue difieren en la naturaleza de los monémeros de azicares, en el modo
de unién, ramificacién y sustitucién. Ademds, mas de un tipo de polisacaridos de
parecl pueden coexistir en una misma cepa, sus estructuras pueden ser cepa-
depenclientes y su composicion puecle también variar con las condiciones de
crecimiento (Delcour y col, 1999). Para ciertas cepas de Lb. casei su]osp. rhamnosus
(actualmente Lb. r]zamnosus), se observaron cambios considerables en la produccién
de sus polisacéridos de parecl, e incluso en polisacéridos capsulares, debido a la

disponibilidad de distintos componentes hidrocarbonados en el medio (Wicken y col,

1985).

La contribucién de estos polisacaridos a la funcionalidad de la pared celular atin no
esta debidamente comprendida, especialmente en bacterias no patégenas, como es el
caso de las bacterias lacticas. Probablemente su principal funcién benéfica radigue
en mediar interacciones con componentes del medio externo. Pueden participar en
interacciones no~especificas con superficies inertes por su aporte a las caracteristicas
fisicoquimicas de la pared celular y también comportarse como receptor de lectinas

especificas, mediando la adhesién de otros microorganismos o a células eucariotas

68



INTRODUCCION

(como en el caso de lactobacilos gue colonizan el intestino). La adsorcién fagica casi
siempre involucra a los carbohidratos de pared celular (Delcour y col, 1999). La
interaccién especifica de fagos con los polisacaridos de pared, ha sido demostrada en
Lb. p]am‘anzm, Lb. casei (Ishi]aashi y col, 198(2) y Lc. lactis (Valgasevi y col, 1990). En
bacterias lacticas, la ramnosa se encuentra muy frecuentemente como constituyente
de polisacaridos de la pared, en particular en lactobacilos y estreptococos (Delcour y
col, 1999). En Lb. casei ATCC 27092 ademés estan presentes la D-glucosa y N-
Acetil~8a1actosamina por fuera de la pared de PG. Mediante el empleo de lectinas,
Ishibashi y col. (198?) confirmaron que el receptor para el fago PL-1 esta conformado
por L-ramnosa como componente principal y D~81ucosa, como parte también

integrante de tal receptor en la bacteria.

~ Exopolisacéridos (EPS): son liberados al meclio, no se encuentran unidos como las
capsulas, pero al igual que éstas, presentan una gran diversidad. En particular en
bacterias lacticas filantes que producen un rango de EPS de diferentes texturas de

gran interés tecnolégico (Delcour y col, 1999).

[1.3.5 Estrategias para el control de bacteriofagos

Dentro de las industrias fermentativas, la industria lactea es por lejos la maés
susceptible al atague de ]oacterio{agos. Dos vias principales se han identificado como
responsables de la contaminacién con fagos de este ambiente: los cultivos iniciadores
lisbgenos y la leche cruda (Neve,1996).En el primer caso, muchas de las cepas de los cultivos
iniciadores empleados en la industria son lisogénicas. Ocasionalmente, el profago puede sey
liberado del cromosoma bacteriano y si la particula se encuentra intacta y encuentra una
cepa sensible, se multiplica y se establece en el ambiente industrial (Heap y Harnett, 2002).
Por otro lado, las fermentaciones no se llevan a cabo en condiciones asépticas, ya que la
leche usualmente es pasteurizacla y no esterilizada. Ademads, se sabe que los {agos sobreviven
a los tratamientos de pasteurizacién, e incluso en el caso de muchos quesos tradicionales, el

empleo de leche cruda sin tratamientos térmicos es muy frecuente (Moineau, 1999).
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Otro origen posible es el mezcla diversas de fagos existentes en la planta, que frente a
la introducciéon de un nuevo cultivo iniciador, pueden modificarse (mutacién o

yecombinacién) y dar lugar a la aparicién de un fago distinto que ataque al nuevo huésped

(Heap y Harnett, 2002).

Los fagos de bacterias lacticas se encuentran siempre presentes en el ambiente de la
industria. Poseen un corto periodo de latencia y un burst size relativamente 8ranc1e gue les
permite diseminarse rapidamente en la planta, por lo que su monitoreo constante es esencial.
El objetivo debe centrarse en el control de la proliferacién fagica y no en la erradicacién de
los mismos. Para ello, deben tomarse medidas con relacién al disefio de la planta, sanitizacion,
ventilacién, medios de propagacién de los cultivos iniciadores, rotacién de cultivos y empleo
de cultivos {a80~1/esiste11tes (Neve, 1996; J osephsen y Neve, 1908; Moineau, 1999). A
continuacién, se describen diferentes estrategias para minimizar la aparicién de problemas

relacionados con la presencia de fagos en el ambiente industrial.

Cultivos iniciadores

Actualmente, debido a las exigencias de productos de calidad uni{orme, la estandarizacién
de los procesos y la mayor demanda de productos lacteos, las industrias deben trabajar con
mayores voltimenes de leche y en determinados casos, en forma continua, maximizando el
riesgo de ataques fagicos. Esta evoluciéon ha determinado el reemplazo de los fermentos
naturales por starters constituidos de unas pocas cepas seleccionadas (fermentos
comerciales) gue aseguren velocidades de acidificacién constantes (Moineau, 1999; Suérez y
col, QOOQ). Los fermentos naturales, Jpor poseer una complejiclacl microbiana superior y una
constante presiéon de seleccién, presentan mayor autoproteccién frente a fagos liticos. En
Cambio, los comerciales resultan 8eneralmente maés sensibles (Reinheimer, 1994)

Si se trata de fermentos multicepa, la desaparicién de alguna de las cepas puede ser
compensada por la actividad de las restantes. En el caso extremo de fermentos monocepa, si
ingresa un fago litico al cual la cepa es sensible, conducira indefectiblemente a la lisis

8radual del cultivo y en comnsecuencia, a la pérdida de su capacidad acidificante

(Reinheimer, 1994)
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Para cultivos probiéticos, tanto mono como multicepas, el resultado es aiin més grave. La
cepa probiética sensible lisard en presencia de su fago especifico, por lo que no contribuiré a

las propiedades probiéticas del producto final obtenido.

Limitacién de las etapas de propagacién de los cultivos

Considerando que la proliferacién fagica requiere de células en activa multiplicacién,
disminuyendo el nimero de propagaciones por las que atraviesa el cultivo, también se
reduce la posibilidad de propagaciéon de fagos potencialmente presentes en el sistema. Los
cultivos de inoculacién directa (DVS - direct vat set)) son muy activos y no requieren de
propagacién previa en el laboratorio, por lo que resultan muy convenientes. Como
contrapartida, presentan ciertas desventajas ya que, al estar integrados por células en estado
de latencia, tienen una fase /ag prolongada (50-60 min), aumentando los tiempos para
alcanzar los niveles necesarios de acidez durante la elaboracién. Ademas, presentan altos
costos de distribucién y almacenamiento (a temperaturas muy ]aajas). Existe otro tipo de
cultivos menos costosos, pero también menos activos por lo que requieren de una serie de
propagaciones previas, que se denominan cultivos de inoculacién semidirecta. Al presentar
un numero mayor de generaciones bacterianas, aumenta el riesgo de una potencial
contaminacién del fermento (Klaenhammer, 1984, Reinheimer, 1994, Sancline, 1996, Frank y
Hassan, 1908).

En el caso de cepas probiéticas que se propagan durante la elaboracién del producto,
muchas veces es necesario enriguecer los medios ya gue su crecimiento en leche es en
general inadecuado, como se mencionara ya anteriormente. Atn asi, en algunos casos las
fermentaciones son muy largas, incluso de varios dias, lo que las convierte en un cultivo

sumamente vulnerable al ataque fagico.

Medios inhibidores de {agos

La obtencién y preparacion del fermento empleaclo luego como starter, se realizan previo a
su inoculacién en la tina de fermentacién. Si bien se realiza en un sistema cerrado, no es
totalmente aséptico y en consecuencia, el cultivo puede ser atacado por {agos. A fin de

evitar esa situacion, se han disefiado medios gue contienen fosfatos o citratos que secuestran
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cationes divalentes, especialmente el calcio. La proliferacién de la mayoria de los fagos se
impide, o retrasa, en ausencia de calcio (Guglielmotti, 2003).

Los medios comerciales inhibidores de tagos (PIM, por su sigla en inglés) presentan amplia
variacién en su capacidad en prevenir la proliferacién fagica, siendo los méas efectivos
aquéllos que contienen suficientes nutrientes para superar las caracteristicas inhibitorias de
este tipo de medios y los que contienen buffers de citrato. No todos los {agos son inhibidos en
ausencia de calcio, por lo que para ser efectivos estos medios deben ser empleados sélo como
parte de una estrategia 810]3a1 de control (Frank y Hassan, 1998). Aclemés, esta alternativa
presenta la desventaja que, si bien el {ago no se propaga y no puede aumentar su niumero
durante la preparacién del starter, la situaciéon cambia al disponer del calcio presente en la
leche luego de la inoculacién (Heap y Harnett, 2002).

Otro importante desarrollo en la formulacién de medios lo constituyé el control de pH
gracias al agregado de fosfatos insolubles. Estos se solubilizan y neutralizan el acido lactico
producido debido al crecimiento del starter, impidiendo que el pH caiga por debajo de 52-

53. Ademas de exhibir una excelente inhibicién fégica, se estimula la actividad y el

desarrollo optimo dela cepa (Neve, 1996, Sandine, 1996)

Tratamientos térmicos

Es recomendable llevar a cabo un tratamiento térmico a la leche o medio empleados para la
preparacién del starter en el mismo tanque en el cual el cultivo serd propagado y por al
menos 0 minutos a 83°C. Durante el enfriamiento, es esencial gue el aire sea filtrado por
medio de filtros adecuados que impidan el ingreso de fagos al tanque (Neve, 1996).

En general, los fagos de bacterias lacticas resisten a tratamientos de pasteurizacién, por lo

gue su completa remocién de la leche no es posible por esta metodologia (Quil)eroni y col,,

199961; Binetti y Reinheimey, ?OOO, Sudrez y Reinheimer, QOOCZ, Quiberoni y col., 20030,
Capra y col, 2004).

Rotacién de cultivos
Este sistema, ampliamente utilizado, se basa en la especificidad que rige la interaccién

célula 11ospec1adora~{a80. Requiere de la disponibilidacl de un nimero suficiente de cepas
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con diferente sensibilidad frente a fagos. Estas cepas se usan segtin un esquema de rotacién
para mantener reducido el nivel de fagos que eventualmente puedan ingresar al sistema y
atacar a los cultivos (Reinheimer, 1994; Moineau, 1999). La rotacién de cultivos no impicle la
proliferacién fagica, pero si la concentracién logra mantenerse por debajo de 10# ufp,/ml, la
acidificacién no se ve afectada (Frank y Hassan, 1998).

Esta metoclologia presenta desventajas en cuanto a la dificultad de encontrar cepas
insensibles a {agos, falta de uniformidad del proclucto y a la gran diversidad de {agos
presentes en la planta debido a las diferentes cepas circulantes. Este iltimo punto trae como
consecuencia, un incremento en el potencial de recombinacién genética entre los fagos
presentes en el ambiente industrial (Moineau y Lévesque, (2005). Klaenhammer y col.
patentaron el sistema PDRS (p]mge defense rotation strateg y), gue supera estos
inconvenientes y se basa en el uso de variantes isogénicas, obtenidas por incorporacién de
distintos plasmidos codificantes para sistemas de resistencia a fagos en una cepa parental.
Para pocler aplicar este tipo de estrategias es necesario clisponer de un niimero considerable
de poderosos sistemas anti-fago (Moineau,1999).

Otra alternativa puede ser la rotacién o diversificacién en el esquema de produccién, es
decir, elaborar distintos tipos de quesos en la misma planta, de modo tal gue los cultivos
starters utilizados sean distintos. De esta manera, se produce una dilucién de los fagos
especificos que existen dentro de la planta (Moineau,1999).

Esta estrategia de rotacién de cultivos es inaplicable al caso de bacterias probiéticas, en
donde las propiedades son cepa-especi{icas y se encuentran cientificamente demostradas
para una cepa en particular, por lo qgue resulta dificil, sino imposil)le, reemplazarlas en una
estrategia de rotacion. Si podria resultar adecuada una estrategia del tipo PDRS, pero para
intentar ese desarrollo se requiere de un gran conocimiento a nivel genético molecular de las

cepas.

Higiene de la planta
El uso de tinas cerradas es recomendable siempre que sea posible. Es esencial contar con un
estricto programa de limpieza. Las tinas, cafierias y cualquier equipamiento en contacto con

la leche, deben ser cuidadosamente limpiados y sanitizados antes de ser utilizado, ya sea con
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vapor o con agentes guimicos (Neve, 1996; Heap y Harnett, 2002). Tanto el hipoclorito de
sodio como el 4cido peracético son adecuados a tal fin, ya que rdpidamente eliminan
particulas fagicas (Binetti y Reinheimer, 2000), siendo el 4cido peracético el mas efectivo en
la inactivacién de fagos de bacterias lacticas (Qui]oeroni y col, 1999a; Suérez y Reinheimer,
2002, Quil)eroni y col, 20034; Capra y col, ?004). Los equipamientos lavados con
hipoclorito no deben ser enjuagaclos ya gue poclrian contaminarse con {agos. El cloro
residual se inactiva en contacto con la leche. El enjuague de las tinas con hipoclorito entre
ela]ooraciones, es altamente recomendado (Neve, 1996). Tampoco el acido peracético
necesita enjuague, ya qgue luego de reaccionar con la materia organica se descompone
dando oxigeno y &cido acético o sus sales (Schréder, 1984).

Los fagos son también sensibles a condiciones de pHH extremas (pH <4 6 pH > 11) (Moineau y
Lévesque, 2005), mientras que el alcohol isopropilico posee muy escaso pocler viricida
(Suarez y col,, 2003).

Para el caso de bacterias pro]oiéticas, la higiene dela planta y del Pproceso es uno delos Jpocos

puntos posibles de control frente a las infecciones fagicas.

Disefio de la planta
A fin de minimizar los incidentes debidos a ataques fagicos, las distintas 4reas de
procesamiento (recepcién de la leche, sala de preparacién de fermento, produccién y areas
de procesamiento del suero) deben encontrarse fisicamente separadas. Ademas, deben
considerarse:

- Tomar precauciones para evitar contaminaciones cruzadas entre los medios de

crecimiento, los subproductos de la fermentacion y el equipamiento de la planta;
- Proveerde presién positiva de aire filtrado a la sala de preparacién de fermentos;

~ Planificar adecuadamente la disposicién de cafierias de produccién para evitar
contacto entre sustrato (leche) y efluentes como agua y suero (medio fundamental de

diseminacién de particulas fagicas en el ambiente) (Everson 1991; Heap y Harnett,

2002; Moineau y Lévesque, 2009).
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Por otro lado, la coexistencia en una misma planta de diferentes lineas de produccién gue
emplean fermentos naturales y comerciales, incrementa los riesgos de sufrir ataqgues {égicos
(Suérez y col, 2002), ya que los fermentos naturales (suero fermentos y leche fermentos)

contienen una alta concentracién fagica y pueden encontrarse incluidas cepas liségenas

(Reinheimer, 9005)

Cepas insensibles a ]oacteriofagos (cepas salvajes)

Existen ciertas cepas que resisten los constantes ataques de todo tipo de fagos, manteniendo
la resistencia por periodos de tiempo prolongados. Esta resistencia puede ser una
caracteristica innata de la cepa, la cual puede poseer de manera natural los mecanismos de
defensa necesarios para comportarse insensibles frente a los ataques fégicos (Guglielmotti,
2003).

Si estas cepas ademds de exhibir una fago-resistencia prolongada, presentan caracteristicas
tecnolégicas adecuadas, pueden ser aisladas en forma rutinaria de los fermentos mixtos
comerciales o de fermentos naturales. Histéricamente, estos cultivos se utilizaban
continuamente para la elaboracién artesanal de quesos, sin ningtin tipo de proteccién contra
la contaminacién por fagos. Este “ambiente” creado durante las elaboraciones, derivé en una
continua selecciéon natural de aquellas cepas que fueran resistentes a los fagos
(Klaenhammer, 1084). Se han aislado cepas resistentes a fagos a partir de cultivo mixtos que
mantienen actividad, soportando bajos niveles de fagos en su composicién (Frank y Hassan,
1908).

En ciertas plantas industriales destinadas a la obtencién de productos artesanales, el uso
ininterrumpido de un mismo starter por periodos de tiempo prolongados, ha permitido
mantener el proceso ]oajo control, sin gue se presenten inconvenientes derivados del atague
por fagos. Sin embargo, recientemente se han encontrado bacteriofagos capaces de infectar
las cepas que conforman el fermento, lo gue confirma la evolucién de nuevos fagos liticos a

partir de fagos temperados liberados de cepas lisdgenas integrantes del fermento (Brussow y

col., 1998, Nielsen, 1998)
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Obtencién de cepas modificadas con fagorresistencia mejorada

Diferentes estrategias pueden implementarse para obtener cepas con {agorresistencia
aumentada, entre las cuales poclemos citar:

Aislamiento de mutantes espontdneos fago-resistentes: El desarrollo de BIMs
(bacz‘eriopﬁage insensitive mutants) fue la primera estrategia empleada para transformar
cepas sensibles en derivados resistentes. Los BIMs son descendientes espontaneos {ago -
resistentes que sobreviven a la exposicién a fagos liticos por periodos prolongados, muy
pro]oa]olemente y en la mayoria de los casos, debido a cambios en el receptor para la
adsorcién del {ago (Boucher y Moinean, ?OOI). Los BIMs son 8ene1’almente resistentes a fagos
especificos ya que pro]oablemente surgen como consecuencia de mutaciones puntuales
espontaneas en el cromosoma (Klaenhammer y Fitzgerald, 1094).

Se trata de una estrategia de evolucién natural, y presenta una serie de ventajas:

- Essimple y rapida;

- No posee restricciones reglamentarias para su uso industrial, debido a qgue las
variantes obtenidas son mutantes espontdneos y, al igual que las cepas sensibles de

las gue derivan, poseen status GRAS;

~ Es una alternativa valiosa para géneros de bacterias lacticas en los cuales los demas

métodos son dificiles de aplicar (Reinheimer, 9005)

Entre sus desventajas se incluyen: una restringida especificidad fagica, alta frecuencia de
reversion del fenotipo de resistencia, y la posible pérdida o reducciéon de algunas
propieclacles metabdlicas (por ej., reducida velocidad de crecimiento celular) (Moineau,
1999; Boucher y Moineau, c2001). Por otro lado, existen cepas, en especial de lactococos, a
partir de las cuales no ha sido posible aislar BIMs (Klaenhammer y Fitzgeralcl, 1994).

Sin embargo, es una metodologia valiosa para géneros de bacterias lacticas termdfilas,
particularmente muy empleadas en Argentina, en las cuales existe una relativa ausencia de
plasmidos y dificultad para conjugar o transformar plasmidos (Reinheimer, 2005). En

particular, se obtuvieron variantes fago resistentes para Lb. helveticus, con excelente

76



INTRODUCCION

clesempeﬁo en la procluccién de gueso sardo (Quiberoni y col, 19991)), para Lb. helveticus
CNRZ 3528 con fenotipos de resistencia estables, no ligados a plasmidos y algunos de los
cuales mostraron buena actividad proteolitica (Reinheimer y col., 1993), para Lb. delbrueckii
(Guglielmotti y col, 20006a) y para St thermophilus (Binetti y col, 2003), incluso
presentando mayores velocidades de acidificacién, actividades acidificantes vy /o
actividades proteoliticas que sus cepas de origen, con elevada fago resistencia y buena
estabilidad de ese fenotipo.

Muchos BIMs han sido aislados y algunos estan siendo empleados satisfactoriamente en la
industria (Limsowtin y Terzaghy, 1976; Moineau y Lévesque, 2005).

Una nueva generaciéon de BIMs puede desarrollarse empleando técnicas de ingenieria
genética. Geller y col. dirigieron mutaciones para obtener derivados fagorresistentes de una

cepa sensible de lactococo, pero sin afectar su velocidad de crecimiento (Boucher y Moineau,

2001).

Transferencia conjugativa de plésmiclos de fagorresistencia: Los sistemas antifago
codificados en plésmiclos pueclen ser introducidos en una cepa por conjugacion y
transformacién por electroporacién. La conjugacion es un mecanismo natural de
transferencia de genes, por lo que es ampliamente aceptado y puede ser utilizado en la
industria para construir cepas resistentes a fagos. Incluso es posible combinar mecanismos
complementarios de defensa fagica en una misma cepa. La estrategia PDRS, tal como se
explicara anteriormente, plantea la rotaciéon de cepas isogénicas generadas por la
introduccién de distintos sistemas de resistencia en la misma cepa original. Esta estrategia
puede extender el plazo de uso sin inconvenientes de cepas particulares de bacterias lacticas
(Reinheimer, 200D). La transformacién por electroporacién esta limitada legalmente en
muchos paises (Moineau, 1999, Reinheimer, 9005)

Si bien se han logrado obtener cepas de uso industrial, esta metodologia presenta algunos
inconvenientes en cuanto a la existencia de muchas cepas refractarias a la adquisicién de
nuevo ADN, a la incompati]oilidad 1]/ o inestabilidad de plésmidos, al uso de marcadores de
selecciéon que limitan la aplicacién industrial y al efecto, sobre el crecimiento celular y la

produccién de acidez, de adicionar maltiples plasmidos (Moineau, 1999).
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Técnicas basadas en ADN recombinante: Fl creciente conocimiento acerca de los {agos de
bacterias lacticas y la disponibilidad parcial o completa de secuencias de un nimero de
genomas fagicos, han permitido el desarrollo de sistemas de resistencia fagica artificiales
disefiados mediante técnicas de ingenieria genética. Fstos aportan nuevas armas para
combatir a las infecciones fagicas, resultando (en 8eneral) altamente efectivas, pero muy
especificas hacia los {agos para los cuales han sido disefiadas y para otros muy relacionados.
Por otro lado, estas tecnologias no cuentan con la total aceptacién por parte de las industrias
y consumidores (Forcle y Fitzgerald, 1999; McGrath y col, QOOQ) y las cepas modificadas por
ingenieria genética no pueden todavia aplicarse en alimentos (Reinheimer, ?005)
Adicionalmente, es importante destacar que muchas cepas industrialmente valiosas, son
refractarias a la manipulacién genética (Moineau y Lévesque, 2000).
Debido a que los fagos de lactococos son los mas estudiados entre los fagos que atacan a las
bacterias lacticas, estas técnicas han sido desarrolladas principalmente para este género.
Entre ellas, podemos mencionar las siguientes:
~ Per (P lzage~eucoded z’esisz‘auce): Durante la dltima década, algunos elementos
genéticos de los fagos se han vuelto una fuente de atributos de resistencia. Un sistema
de este tipo es el denominado Per, el cual involucra la presencia de origenes de
replicacién (ori) de {agos contenidos en un plésmido de elevado niimero de copias en
la célula bacteriana (Moineau y Lévesque, 2009). A continuacién de la infeccién
fagica, se observa un aumento en el nimero de copias del plasmido gue contiene al
ori. Estas estructuras de ADN interfieren con el ciclo litico del fago, ofreciendo
sefiales de yeplicacién falsas gue compiten por los factores de replicacién,
conduciendo a una disminucién dramatica en la replicacién del ADN fagico. El nivel
de resistencia fagica conferida es directamente proporcional al niimero de copias del
plasmido. Adicionalmente, puede aumentarse la defensa, clonando multiples copias
del ori en un plasmido de alto niimero de copias. El fenotipo de este mecanismo se
manifiesta como un Abi, mediante una reduccién en la EOP y la disminucién del
tamarfio de placas de lisis (MCGyath y col,, ?OO?). Desgraciaclamente, es altamente

especifico, afectando exclusivamente {agos gue poseen origenes de replicacién
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homélogos al gue se encuentra en el plasmido. Ademas, algunos fagos sensibles al
sistema Per, evolucionaron aclquirienclo nuevos ovi, de profagos o {agos de{ectivos,
para escapar de este mecanismo de resistencia (Boucher y Moineau, c2001). Se ha
demostrado gue la emergencia de {agos mutantes insensibles a Per puecle ser
prevenida por inactivaciéon de ciertas secuencias especificas del cromosoma del
huésped (McGrath y col,, 2002).

En 1990 Hill y col. introclujeron por primera vez un {ragmento de 14 kb gue posela el
origen del fago (1)50 en Lc lactis susbp. lactis NCK203, incrementando la resistencia
de esta cepa a este fago, y a otros con ori homélogos (ej . 4)48), pero fallaba en resistir a
fagos de distinto ori ((1)51) . Frente a 3], se desarrollé otro sistema (Perd1), y luego
tanto PerD0 como Perd1 se emplearon exitosamente en un programa de estrategia de
defensa {égica por rotacion (PDRS) (Hiu 1993, Josephsen y Neve, 1998, Forde y
Fitzgerald, 1999).

Sistemas del tipo Per han sido construidos y caracterizados en St. thermophilus y Lb.
casei, ademas de los ya descriptos para Lb. lactis (Forde y Fitzgerald, 1999; Moscoso y
Suérez, 2000; McGrath y col, QOO?) Pareceria gue aquéllos dirigidos contra fagos de
St thermophilusson los de mayor aplicacién debido a que estos fagos tendrian acceso

aun grupo limitado de ori diferentes.

ARN antisentido (Antisense RNA): El silenciamiento de genes mediante la
tecnologia de ARN antisentido es un medio alternativo para generar cepas fago
resistentes y se ha visto rapidamente impulsada gracias a la emergencia de
secuencias nucleotidicas completas de genomas fagicos y a la caracterizacién de
genes individuales (Moineau y Lévesque, 2009).

La utilizacién de una estrategia antisentido involucra el clonado de un gen
especialmente seleccionado en orientacién reversa con relacién a un promotor activo.
El ARN antisentido resultante formaria hibridos doble cadena con al ARNm
complementayio, inhibiendo de esta forma la tracluccién, al no pocler unirse

adecuadamente al ribosoma y / o incrementando la sensibilidad frente a enzimas gue
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degradan ARN. El resultado es que no se logra la sintesis de la proteina, con posibles y
deseables consecuencias de fago-resistencia por parte de la bacteria. El fenotipo

caracteristico corresponde al de un Abi, con EOP disminuidas y placas de lisis

reduciclas, indicando un efecto adicional sobre el burst size (Hill, 1993; Hill y
Fitzgerald, 1996, McGrath y col, 2002).

Las estrategias antisentido han tenido un éxito relativo en funcién del gen
seleccionado. Se han empleado genes que codifican para la proteina principal de la
capside, probables subunidades de ADN polimerasa, texminasa, proteina principal de
la cola, probables factores de transcripcién, entre otros. Debido a que son altamente
conservados entre los bacteriofagos, los genes involucrados en las funciones de
replicacién del ADN, poclrian ser los mejores blancos para esta tecnologia (Moineau y
Lévesque, 9005) El disefio deberia ser efectivo si el gen elegido es critico para el
desarrollo del fago, conservado y expresaclo a niveles de transcripcion bajos, de modo
gue sea factible la estrategia de ARN antisentido. También se observé gue la
eficiencia de inhibicién depende de la cantidad producida de ARN antisentido. En
8enera1, a mayoy relacién ARN autisense/ ARN sense, mayor es la inhibicién
(K]aenhamer y Fitzgeralcl, 1004 Josephsen y Neve, 1908; Forde y Fitzgeralcl, 1999;
Boucher y Moineau, QOOI)

De igual modo que el mecanismo Per, esta estrategia esta disefiada en base a fagos
especificos y no esuna defensa 8eneralizacla (Hill y Fitzgerald, 1996)

La aplicacién de esta tecnologia para controlar la proliferacién fagica ha sido
empleada sélo para lactococos. Sin embargo, podria ser aplicada en teoria a otras
especies comercialmente importantes de bacterias lacticas como St. thermophilus y
lactobacilos. En realidad, el alto grado de conservacién entre los médulos de
replicacién de los fagos de St thermophilus pareceria alentar la posibilidad de
desarrollo de una estrategia de amplio rango.

De modo similar a Per, se ha reportado la emergencia de fagos insensibles a esta

estrategia, por lo que lo mas acertado seria su utilizacién en combinacién con los
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mecanismos naturales de fago-resistencia presentes en bacterias lacticas (McGrath y

col, 2002).

- Sistema suicida disparado por el fago (Pbage#n}ggered suicide system): Se trata de
un mecanismo de defensa frente a {agos, disefiado por ingenieria genética, que imita
las caracteristicas {enotipicas de la infeccién abortiva. Ha sido desarrollado por
Djordjevic y col. (1997) en Lb. lactis, clonando un cassette de restriccién (sin su
correspondiente metilasa) en un plasmido de elevado nimero de copias, a
continuacién de un promotor {a80~inducil)1e (Foycle y Fitzgeralcl, 1999) Durante la
infeccién fagica, se produce la activacién del promotor fagico inducible que gatilla la
expresion del gen letal bacteriano y conlleva a la eliminacién simultdnea del
huésped y de los {agos infectivos (Djorcljevic y col,, 1997; Boucher y Moineau, QOOI)
Desafortunadamente, también se aislaron fagos mutantes insensibles a este
mecanismo, en los cuales se observé una alteracién en el reconocimiento del promotor

y una habilidad disminuida para proclucir suinduccién (McGrath y col, QOOQ).

El uso extensivo de cepas con resistencia mejoracla frente a fagos, conduce a la
aparicién de fagos mutantes capaces de sortear los sistemas antifago (Boucher y Moineau,
2001). La combinacién de varios sistemas de resistencia frente a fagos ha probado ser de
extrema utilidad a nivel industrial. Pero atin cuando la incidencia de las infecciones tagicas
en las industrias se reduce, el problema no clesaparece. En realidad, los fagos eluden los
mecanismos de defensa bacterianos por modificaciones e intercambios genéticos diversos
(recombinaciones homoélogas o sitio especificas con el cromosoma bacteriano o entre fagos,
mutaciones puntuales o peguenas inserciones y deleciones) gue les permiten aclquirir nuevas

caracteristicas de evasién (Moineau y col., QOOQ).
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III BACTERIOFAGOS DE Lactobacillus casei/paracasei

[II.1 Fagos aislados hasta el momento

En los dltimos 70 afios, se han aislado y caracterizado fagos para todas las especies

industrialmente importantes de bacterias lacticas: lactococos (Jarvis, 1989, Moineau y col.,,

1994; Dinsmore y Klaenhammer, 199D; Suérez y Reinheimer, 2002); Lactobacillus
helveticus(Accolas y Spillman, 1979; Neviani y col, 1992; Séchaud y col, 1992; Reinheimer
y col, 1993); Lb. delbrueckii (Cluzel y col, 1987; Chow y col,, 1988; Auad y col, 1997;
Alatossava y col, 1998; Quiberoni y col, 2004) y St thermophilus (Klaenhammer y
Fitzgerald, 1094; Brussow y col,, 1998; Quiberoni y col, 2003b; Binetti y col, 200D). Debido
al uso intensivo de los cultivos de lactococos, sus fagos han sido mas extensamente estudiados
(Klaenhammer y Fitzgerald, 1994). En los éltimos afios, los cultivos terméfilos se han aplicado

mas extensivamente en la industria, por lo que se estan incrementando los problemas por

fagos de St thermophilus (Moineau,1999).

Con relacién a cultivos potencialmente probidticos, se ha reportado la existencia de
{agos liticos y /o temperados para las especies Lb. plantarum, Lb. fermentum, y Lb. gasseri,
Hasta el momento no existen registros bibliograficos de aislamientos de fagos que ataguen
cepas del género Bifidobacterium, ni para Lb. acidophilus. Los fagos de bacterias probiéticas
se encuentran en gran desventaja, tanto en nimero como en el conocimiento que existe

acerca de ellos, en comparacién con los {agos de bacterias lacticas acidificantes.

El bacteriofago B2 (litico para Lb. plantarum ATCC 8014) es el primer fago
especifico de esta especie investigado en detalle. Fue aislado en 1971 y se encuentra
depositado en la American Type Culture Collection (ATCC) (Nes y col., 1988). Fagos de L.
plantarum han sido aislados de diferentes alimentos fermentados: el fago fri, a partir de un

fermento carnico comercial, (I)LP~1 aislado de ensilado de maiz, (I)LP~CZ aislado de un suero de
gueso artesanal y los fagos liticos $JL-1 (Lu y col, 2003) y ¢SCO21 (Yoon y col, 2001),

aislados a partir de fermentaciones de vegetales. La secuencia genémica completa del (I)JL~1

ha sido recientemente determinada (Lu y Col., 9005)
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Varios fagos especificos de Lb. fermentum fueron aislados de muestras de panes
elaborados con harina de trigo: tres fagos liticos (FE.5~B1, 765-Bl y BU77~B1) aislados de
masa panaria acida empleada en la manufactura de panes regionales y un fago temperado
(OF3), inducido de una cepa de Lb. fermentum (DISTAM FE.5) aislada de una muestra de
harina de trigo (Foschino y col,, 1995, 1996).

La cepa Lb. gasseri ADH (originalmente Lb acidop]zi]us ADH) es lisogénica y
contiene al profago (I)aclh en su cromosoma. El profago (I)aclh puecle ser inducido porx
tratamientos con mitomicina C y con luz UV. Fue caracterizado y se demostré que exhibe
ciclos de replicacién liticos y lisogénicos clésicos sobre la cepa ADH (Raya y col, 1989). La
region de ADN codificante para las funciones de integracion del {ago al cromosoma

bacteriano fue secuenciada (Fremaux y Col., 1993)

El primer {ago especi{ico para Lb. casei, J-1, fue aislado en 196D como agente
responsable de fallas en la fermentacién durante la manufactura de Yakult (Séchaud y col,
1988). Dos afios méas tarde, bajo idénticas circunstancias, se aislé el fago PL-1. Ambos fagos se
encuentran serolégicamente relacionados, siendo probablemente el fago PL-1, un mutante
derivado del fago J -1(Watanabe y col,, 1970).J-1 y PL-1, especialmente este tltimo, han sido

muy investigados por distintos grupos en Japén y fueron depositados junto con sus cepas

sensibles (ATCC 27159 y ATCC 97099, respectivamente) en la ATCC (Yokokura, 1971;
Watanabe y Takesue, 197(2; Ishibashi y col., 198?; Nakashima y col., 1994).

La cepa de Lb. casei ATCC 27139, empleada para la preparacién de bebidas lacteas

fermentadas, frecuentemente era atacada por fagos. Un nimero de fagos virulentos,
serologicamente idénticos, se aislaron de distintas industrias japonesas y se agruparon bajo
el nombre de d)FSV (Séchaud y col, 1088). Posteriormente, se demostrd gue la cepa era
liségena, aunque el profago PFSW no podia ser inducido por técnicas convencionales. Su
existencia se demostré6 por aislamiento de un derivado termosensible obtenido por
mutagénesis quimica (Shimizu-Kadota y Sakurai, 1982). Los fagos FSV-A, -B y —C serian
{agos virulentos cuyo origen fue el {ago temperado (I)FSW (Daviclson y col, 1990; Neve,

1996). Un anélisis detallado de los fagos liticos y el temperado revelé que eran idénticos
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excepto que, OFSV-A es derivado del OFSW originado por varias mutaciones puntuales,
mientras que los otros dos, habian adquirido un nuevo fragmento de ADN de 1,3 kb
(Shimizu~Kaclota y col.,, 1983, Shimizu-Kadota y Tsuchicla, 1984) El anélisis de la secuencia
indicé gue este era un elemento de insercién (ISL]), el primero aislado en bacterias Gram +

(Shimizu-Kadota y col, 1088), y que media la transicién del ciclo de crecimiento del fago,de
lisogénico a litico (Shimizu-Kadota y col., 1985; 2000).

El fago virulento LC-Nu fue aislado de una muestra de suero de queseria en
Finlandia. Se propaga sobre la cepa de Lb. casei 1/3,1a cual se empleaba como componente
de un starter mixto para la elaboracién de queso Emmental (Forsman y col, 1993). Si bien
actualmente la cepa se conoce como Lb. rhamnosus Lc 1/3, el genoma fagico ha sido
completamente secuenciado y se encontré que aparentemente tendria un origen evolutivo

temperado compartiendo homologia en el ADN con los fagos temperados de Lb. casei ¢AT3
y (1)395/ A2 y también con PL-1 y d)FSW (Tuohimaa y col, 2006)

El fago $393-A2 también se aislé de una muestra de suero de queseria, de la
manufactura de un gueso azul artesanal de larga maduracién elaborado sin la adicién de
starters externos (Herrero y col, 1994). Es un {ago temperado capaz de integrarse al

cromosoma bacteriano y generar liségenos estables. [a sido extensamente estudiado

(Ladero y col,, 1998; Alvarez y col,, 1999; Garcia y col., 1999; Moscoso y suérez, 2000) y se
propaga sobre la cepa de Lb. casei ATCC 393.

Esta cepa de colecciéon alberga en su cromosoma al profago OATD cuya secuencia

genémica fue reportada recientemente (Lo y col,, 200D).

La cepa de coleccién ATCC 27092, sensible a PL-1, también es liségena. La escisién

del profago se produjo por tratamiento con mitomicina C de células en fase exponencial de

crecimiento, y el fago temperado PL-2 fue detectado por microscopia electrénica

(Nakashima y Col., 1998)

Se sabe que el fenémeno de lisogenia es frecuente en Lactobacillus, y gue los {agos de

Lb. casei suelen presentar un comportamiento dual: temperados y virulentos. Incluso el fago
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PL-1 (1itico para ATCC ?709?) es capaz de lisogenizay a Lb. casei ATCC 354 (Daviclson y
col, 1990; Séchaud y col, 1088).

[II.2 Importancia industrial de la infeccién fdgica en bacterias
probidticas
El ataque por fagos a las bacterias integrantes de los cultivos iniciadores representa

una de las principales causas de problemas de acidificacién en la industria lactea mundial,

ocasionando serias dificultades tecnolégicas y 8randes pérdidas econémicas (Jarvis, 1989;

Brussow y col, 1994; Bruttin y col., 1997).

Las infecciones fagicas en bacterias probiéticas son particularmente serias por las
caracteristicas relacionadas con estas bacterias y su aplicacién industrial. Los cultivos
pro]oiéticos comercialmente clisponi]oles consisten en una tunica cepa en preparaciones
altamente concentradas para aplicacién directa a la tina. Fl uso de estos cultivos DVS, ya sea
Congelaclos o liofilizados, es muy comun debido a las dificultades, previamente mencionadas,
involucradas en la propagacion de los probiéticos. En muchos casos estos cultivos se emplean
como “aditivos en alimentos, sin gue exista una propagacién de las células, con el objeto de
contribuir a las propiedades probiéticas funcionales especificas del producto. En otros casos,

estos cultivos se utilizan para producir alimentos probiéticos fermentados (Saarela y col,

2000).

Con relacién a las infecciones fagicas, se derivan una serie de consideraciones
importantes. En principio, el ataque fagico sobre bacterias probiéticas sélo tendra lugar si
estos cultivos se emplean para la obtencién de alimentos fermentados, ya que para poder
multiplicarse los fagos necesitan de células en activa propagacién (Neve y Teuber, 1991). Las
bacterias probiéticas no son frecuentemente muy adecuadas como microorganismos
iniciadores en una fermentacién. Sin em]oargo, en muchos casos el modo de procluccién delas
cepas puecle afectar sus propieclacles probiéticas. Ademas, cuando el pro]aiético crece
durante la fermentacién, se incrementa la concentracién celular logrando disminuir los

costos del proceso e incrementar la adaptacién de los probiéticos al alimento (Saarela y col,,
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2000). Por lo tanto, a pesar de que su crecimiento es lento, se utilizan como starfers en
fermentaciones qgue pueden incluso durar varios dias. Eso los convierte en un blanco muy
vulnerable frente a l)acterio{agos y brinda un tiempo prolongaclo gue favorece el alcance de

titulos fagicos muy elevados.

En casos en que el cultivo es monocepa, un ataque fagico severo conduce a la pérdida
de la produccién, pero no menos &rave es la consecuencia si se trata de cultivos mixtos. Atn
cuando alguna de las cepas del cultivo permanezca activa y viable, el conjunto de

caracteristicas probiéticas no estard debidamente presente en el producto.

Finalmente, las pérdidas econémicas asociadas a infecciones fagicas sobre bacterias
probidticas son infinitamente mayores que sobre bacterias lacticas. Esto es debido a los
grandes costos implicados en la adicién de cultivos probiéticos a los productos lacteos, por
las caracteristicas probidticas particulares tnicas de una cepa, y por los costos en dinero y
tiempo clispensaclos en investigacion y desarrollo para avalar seriamente el empleo de un

cultivo probiético en un producto determinado.

Recientemente, el interés en la biologia de fagos que infectan bacterias probiéticas se
ha ido incrementanclo, como resultado de la diversificacién e intensificacién en el uso de

estos grupos bacterianos en la industria lactea fermentativa mundial (Moscoso y Sudrez,

2000).
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OBJETIVO GENERAL

~  Desarrollar conocimientos cientificos sobre la interaccién de Lactobacillus casei /

Jparacasei con fagos especificos.

Objetivos particulares:

~ Relevar la difusién de la sensibilidad fagica en cepas de diferentes origenes.
- Aislar {agos autoctonos especi{icos dela especie.
- Caracterizar {agos especi{icos dela especie.

- Obtener y caracterizar mutantes espontdneos fago resistentes a partir de cepas

sensibles.
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Il MATERIALES Y METODOS

I[I1.1 Cepas

Cepas de Lactobacillus casei / paracasei de distintos origenes fueron empleadas

para realizar este tra]oajo. Las cepas de Lb. paracasei su]osp. paracaser ATCC 27092 y Lh.
casei su]asp. casei ATCC 27139, provienen de la coleccion ATCC (Amen'cau Type Culture

Collection,Manassas, Virginia, USA) y la cepa Tipo de Lb. casei ATCC 393 fue gentilmente
cedida por la Dra. Sandra Ruzal (Departamento de Quimica Biolégica, Facultad de Ciencias
Exactas y Naturales, Universidad de Buenos Aires, Buenos Aires, Argentina). La cepa Lb.
paracasei A fue aislada a partiv de un fermento comercial congelado empleaclo

industrialmente para la obtencién de una leche fermentada probiética y pertenece a la

coleccién del INLAIN.

Para los estudios de determinacién del espectro de huéspedes se emplearon cepas
adicionales: 10 cepas de Lb. paracasei (5 cepas de coleccién, 10 cepas comerciales y una cepa
aislada de heces de in{ante), 15 cepas de Lb. casei (5 cepas de coleccién, 1 cepa comercial y 7
cepas “NSLAB", aisladas de quesos), 16 cepas de Lb. rhamnosus () cepas comerciales, 9 cepas
aisladas de heces de infantes y 4 cepas “NSLAB”) y 2 cepas de Lb. gasseri (aisladas a partir
de heces de infantes) (Tabla 4). Todas estas cepas estén integradas a la coleccién del INLAIN.
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Tabla 4. Cepas de lactobacilos empleadas en la determinacién del espectro de

huéspedes de los fagos de coleccién PL-1 y J-1; autéctonos MLC-A, MLC-A2,
MLC-A6 y MLC-ATR y fago $395/A2.

Microorganismo Cepa Origen1 Microorganismo Cepa Origen1
Lactobacillus paracasei ATCC 27092 ATCC Lactobacillus rhamnosus GG Cepa comercial
Yk Cepa comercial A15 Cepa comercial
Hn Cepa comercial A16 Cepa comercial
Dn Cepa comercial F22 Coleccion INLAIN
A Cepa comercial F30 Coleccion INLAIN
A13 Cepa comercial F49 Coleccion INLAIN
A14 Cepa comercial F53 Coleccion INLAIN
Bio Cepa comercial F56 Coleccion INLAIN
L26 Cepa comercial F70 Coleccion INLAIN
SA Cepa comercial F74 Coleccion INLAIN
PR Cepa comercial F85 Coleccion INLAIN
CNRZ 1224 CNRZ F95 Coleccion INLAIN
CNRZ 1308 CNRZ 73 Coleccion INLAIN
CNRZ 318 CNRZ 75 Coleccion INLAIN
CNRZ 1976 CNRZ 77 Coleccion INLAIN
JP1 Coleccion INLAIN 78 Coleccion INLAIN
Lactobacillus gasseri P37 Coleccion INLAIN
F37" Coleccion INLAIN
Lactobacillus casei ATCC 27139 ATCC
ATCC 393 ATCC
CNRZ 1874 CNRZ
72 Coleccion INLAIN
81 Coleccion INLAIN
84 Coleccion INLAIN
85 Coleccion INLAIN
86 Coleccion INLAIN
88 Coleccion INLAIN
90 Coleccion INLAIN
8 Coleccion INLAIN
M Coleccion INLAIN
SA Cepa comercial

! ATCC, Manassas, USA; coleccion CNRZ, Jouy en
Josas, Domaine de Vilvert, France; coleccion INLAIN,
Santa Fe, Argentina.
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Conservacién y reactivacién de las cepas

Las cepas fueron conservadas por congelamiento a =20 y —80°C, utilizando caldo

MRS suplementado con glicerol (15% v/~), como crioprotector. Para esto, las cepas fueron

desarrolladas previamente durante 16-18 hs en caldo MRS a 37°C. Estos cultivos fueron

adicionados al 20% a la solucién crioprotectora, repartidos en alicuotas de 1 ml en crioviales

estériles, y luego congelados a -20 y a -80°C.

Las cepas conservadas por congelamiento fueron reactivadas en caldo MRS a 37°C

(24 - 48 hs), luego reinoculadas en caldo para ser empleadas en los distintos ensayos e

incubadas a 37°C durante 16-18 hs.

I[1.2 Bacteriofagos

En el desarrollo de este trabajo, se emplearon fagos provenientes de diversos origenes:

Fagos liticos de la coleccién ATCC, identiticados como ATCC 27002-B1 6 PL-1 y
ATCC 27139-B1 6 J-1, cuyas cepas sensibles son Lb. paracasei subsp. paracasei
ATCC 27092 y Lb. casei subsp. casei ATCC 27139, respectivamente. Ambos fagos
fueron aislados de accidentes ocurridos durante la fermentacién de Yakult en plantas
industriales japonesas (Watanabe y col, 1970; Séchaud y col, 1988), y depositados en
la coleccion ATCC.

Para ciertos estudios particulares se empleé el fago temperado (1)393/ A2, gue se
comporta como virulento sobre la cepa de Lb casei ATCC 393, y que fue
gentilmente provisto por la Dra. Sandra Ruzal (Departamento de Quimica Biolégica,
Facultad de Ciencias Exactas y Naturales, Universidad de Buenos Aires, Buenos
Aiires, Argentina). Este fago fue aislado por un grupo de investigadores espaiioles

(Herrero U col., 1994), a partir del suero de elaboracién de un queso artesanal.
J P g

Asimismo, se emplearon fagos liticos especi{icos de Lb. casei / paracasei aislados en

el INLAIN entre 2005 y 2000. Los mismos se identificaron como: IVILC~A, IVILC~A?,
MLC-A3, MLC-A3R, MLC-A4, MLC-A4R, MLC-A5, MLC-A6, MLC-A9, MLC-
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Al10, MLC-AI, MLC-AIZR y pMLC-A. Todos estos fagos se encuentran depositados
en la Coleccién de Bacterio{agos del INLAIN y el {ago MLC-A, en particular, se
halla ademés depositado en el Centro de Referencia para Bacteriofagos Félix

d'Hérelle (Québec, Canada) (www.phage.ulaval.ca).

Sélo el fago MLC-A fue caracterizado en detalle, mientras que los restantes fueron

empleados para algunas experiencias particulares.

Esta serie de fagos fue aislada de muestras provenientes de fermentaciones anormales

de una leche fermentada probiética manufacturada por una empresa lactea argentina.

[1.3 Metologia 8enera1 empleada para el estudio de fagos de
Lactobacillus casei /pdracasei

[1.31Conservacién de los fagos

Se trabaj6 con un stock de filtrado de alto titulo, que se conservé en heladera (4°C).

También se clispuso de una reserva almacenada a —-20 ya —SOOC, delas suspensiones {égicas

adicionadas de 8licerol (15% V/ v).

[1.5.2 Propagacion de los fagos

Los {agos utilizados fueron propagaclos sobre sus correspondientes cepas sensibles
empleando caldo MRS suplementaclo con CaClQ 10 mM (NIRS-C&) (Neviani y Col., 1992) Un
cultivo obtenido por incubacién durante 16-18hs de la cepa fue inoculado en caldo MRS-Ca
fresco y adicionado del fago correspondiente a diferentes dosis infectivas (m.oi., mul tiplicity
of infection = concentracién de particulas virales / concentracién de células bacterianas),
variables entre 102 y 10-3 aproximadamente. Asimismo, se inocul6 un tubo con el cultivo sin
infectar (control), para monitorear el crecimiento normal de la cepa. Los tubos fueron
11011108eneizados en forma suave y periédica y examinados durante la incubacién a 37°C por
aproximaclamente 5-7 hs. El m.oi. elegido fue aquél para el cual la lisis completa se

manifesté en forma maés tardia, garantizando una maxima propagacion de las particulas

91


http://www.phage.ulaval.ca/

MATERIALES Y METODOS

fagicas. El lisado resultante se prefiltré (prefiltro MILLIPORE AP2)) y luego se filtrd
(meml)ranas MILLIPORE, didmetro de poro 0,45 },Lm), a fin de eliminar los detritus celulares.
Estas suspensiones de fagos se titularon a fin de confirmar una alta (> 100 ufp/ ml)

concentracién de particulas infectivas y se almacenaron a 4, -20 y -80°C.

[1.3.5 Titulacién de fagos

La concentracién de particulas fagicas (titulo) presente en los lisados obtenidos luego
de las propagaciones, asi como en todas las experiencias donde se cuantifiquen los viriones,
se determiné por el método de la doble capa agarizada (Svensson y Christianson, 1991). De
acuerdo a ésta, en cajas de Petri divididas en cuartos y estériles, se depositaron 2 ml de agar
MRS con Ca 10 mM y 8licina 100 mM (MRS~Ca~Gli) en cada cuadrante (Lillehaug, 1997) y
se clejé solidificar. Por otro lado, se prepararon diluciones decimales de las suspensiones

fagicas a testear, en caldo MRS. Se colocaron 100 ul de dichas diluciones en tubos de

hemélisis conteniendo 100 pl de suspensién celular de la cepa sensible (02 - 0D ml de un
cultivo desarrollado por 10-18 hs en D ml de caldo MRS fresco) y finalmente se agregé I ml de
MRS  soft agar (caldo MRS adicionado de agar ]oacteriolégico al 0,6% 111/ v).
Inmediatamente, se volcé el contenido de los tubos de hemdlisis en cada cuadrante de las
placas con MRS agarizado, correspondiendo a las distintas diluciones efectuadas. Se dejo

solidificar yse incub6 en microaerofilia a 34°C durante 16-18 hs.

Luego de la incubacién se realizé el recuento de las placas de lisis y la determinacién
del titulo correspondiente (u{p/ ml: unidades formadoras de placa por ml), calculado de la

siguiente manera:

Titulo (u{p/ ml)=n"de placas de lisis x dil 1510
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[1.4 Aislamiento de los bacteriofagos autéctonos de Lactobacillus
paracasei (MLC~Ai)
141 Muestras

Por un lado, se recibieron envases conteniendo al cultivo concentrado congelaclo
empleado como fermento. Este estaba compuesto por un cultivo monocepa de Lb. paracasei
(iclentificada Jpor nosotros como cepa A) y para su reactivacion, se inoculé una ansada en
caldo MRS fresco y se incubé a 37°C durante 16-18 hs. Posteriormente, se realizaron estrias
del cultivo desarrollado en placas de MRS agarizado y se incubaron a 37°C por 48 hs. Se
verificé la pureza del cultivo por observaciéon macroscépica de la morfologia de las colonias
y por observacién directa de su 1norfologia celular al microscopio Optico (Microscopio
Trinocular Jenamed Q, Carl Zeiss~Jena), a partir de preparaclos en gota fresca, con inmersion,

contraste de fases y aumento de 1000x.

Por otro laclo, se recibieron para sex analizadas, muestras obtenidas en diferentes
momentos del proceso industrial asi como de diferentes sitios o ambientes de la planta
(8abinetes de aire estéril, aire de sala de siembra, aire de sala de ela]ooracién, hielo de

freezers, hisopados de los envases que contienen al fermento).

[14.2 Tratamiento de las muestras. Bisqueda de fagos

Las muestras se observaron microscépicamente (contraste de fases, 1000x) y se les
determiné el pH (Peachimetro Orion S 720). A continuacién se procesaron siguiendo, en
lineas generales, las indicaciones de IDF (International Dairy Federation) (Neve y Teuber,
1991). A aguellas muestras con pH superior a 4,0 se les adicioné 4cido lactico de modo de
ajustar el pH porx de]oajo de ese valor (con el objeto de precipitar las caseinas), con excepcion
de las muestras de fermento que se procesaron sin ajuste de pll. Seguiclamente, todas las
muestras fueron centrifugadas (10000 s 1D min), prefiltradas (pre{iltro MILLIPORE AP25) y
filtradas (membranas MILLIPORE, didmetro de poro de 04D Mm).
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Con el objetivo de diferenciar la presencia de bacteriofagos de otros agentes
inhibidores, una alicuota de cada filtrado se traté a 90°C por 19 minutos. Este tratamiento
inactiva a la mayoria de los l)acterio{agos, sin afectar a los demas inhibidores (por ej.,
anti]oiéticos). Los filtrados, tanto calentados como no, fueron empleados en los Test de

Turbidez y Spot Test, para investigar la presencia de bacteriofagos.

I14.5 Test de Turbidez

Se inocularon 02 ml de un cultivo incubado durante 16-18 hs de la cepa de Lb.
paracasei A en D ml de caldo MRS-Ca. Se agregaron 0D ml de los filtrados de las muestras,
tal cual y tratadas térmicamente, y se incubaron en estufa a 37°C. Paralelamente, se incubd
un tubo control sin agregado de muestra para monitorear el desarrollo normal del cultivo. El
seguimiento visual del aumento de turbidez se realizé por comparacién del tubo control con
los tubos conteniendo muestra, y por un periodo de tiempo tal que permita un buen

desarrollo del cultivo control.

Si no se produjo la lisis de los cultivos adicionados con las muestras sospechadas de
contener {agos, se realizaron dos repigues en dias sucesivos, partiendo de los tubos

correspondientes del dia anterior y se continué con el monitoreo visual.

Con esta metodologia es posible distinguir la naturaleza del agente inhibidor, ya que
si en el filtrado existe una inhibicién del tipo guimica, su efecto seria decreciente en los
sucesivos repigues por dilucién de la sustancia, y resultaria en un crecimiento celular cuando
la concentracién del inhibidor disminuye lo suficiente. Por el contrario, si se trata de un fago,

con los sucesivos repiques se logra la propagacion del mismo yse procluce la lisis del cultivo.

1144 Spot Test

En un cuadrante de Cajas de Petri estériles conteniendo una base de agar MRS-Ca-~
Gli se agrego una mezcla de 01 ml de una suspension celular de Lb. paracaseiA (0,3 ml de

un cultivo desarrollado por 16-18 hs en D ml de caldo MRS fresco) y 1 ml de MRS soft agatr. Se

dejaron secar las placas asi preparadas durante 30 minutos (en gabinete de flujo laminar
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horizontal CASIBA) y luego se agregé una gota 50 },Ll) de los filtrados de las muestras, tal

cual y calentados. Una vez que las gotas fueron absorbidas, las placas se incubaron en

microaerofilia a 340C durante 16-18 hs.

Durante la incubacién, el cultivo desarrolla dando origen a la formacién de un césped
denso, y en caso de existir {agos o sustancias inhibidoras en los filtrados, aparece una zona de

inhibicién o lisis en el sitio donde se deposité la gota.

145 Aislamiento y purificacién de los {agos

Se realizé la titulacién de particulas fagicas en muestras positivas para la presencia
de fagos, mediante aplicacién del método de la doble capa agarizacla (Svensson y
Chyistiansson, 1991). Luego de realizado el recuento, se corté la porcién de soft agar que
contenia una placa de lisis perfectamente aislada, y se la colocé en 5 ml de caldo MRS fresco.
Se dejaron difundir las particulas fagicas durante una noche a 4°C. Se adicioné CaClg (10
mM) y 0,2 ml de un cultivo de la cepa obtenido por incubacién en caldo durante 16-18 hs. Se
incub6 a 37 C hasta lisis completa. Luego, este lisado fue titulado y nuevamente se realizé el
procedimiento indicado antes, a fin de asegurar la purificacién de los fagos. Seguidamente,
una alicuota del lisado se empleé en la propagacion del {ago puri{icado para obtener una
suspensién de alto titulo. Finalmente, se filtré6 por membranas MILLIPORE vy se almacené
como stock de fago a 4°C, para ser empleado en los distintos ensayos de caracterizacion.

Ademés, se conservaron alicuotas de los fagos purificados, tal como se indicara

anteriormente (-20 y -80°C).

I[1.5 Caracterizacién de los bacteriofagos

[15.11 Microscopia electrénica

Las micrografias de los {agos de coleccién se realizaron en la Unidad de Microscopia
Electrénica de Transmisiéon del Centro de Investigacion en Ciencias Veterinarias (INTA -

Castelar). Para ello, se parti6 de suspensiones fagicas altamente concentradas por
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centrifugacién y posteriormente sometidas a tincién con acetato de uranilo (UA, 2% m/' v,

pH= 4,5) o acido {os{otﬁngstico (PTA, 2% m/~v) (Bolondi y col,, 199H).

Las micrografias del fago MLC-A se realizaron en el Département de Biologie
Medycale, Faculté de Médicine, Université Laval (Quebec City, Canada). Sus particulas
fagicas fueron sedimentadas en una ultracentrifuga J2-21 (Beckman, Palo Alto, California,
USA) empleando un rotor JA-181 (60 minutos a 22.000 g) y lavadas dos veces con acetato
de amonio (0,1 M, pH= 7) (60 minutos a 22.000 g). Los fagos purificados fueron coloreados
con fosfotungstato de potasio (2% m/v, pH= 7,2) o acetato de uranilo (2% m/v, pH=4)D) y
examinados en un microscopio electrénico EM 300 (Philips, Eindhoven, The Netherlands)

operaclo a 60 kV. La calibracién se realizé empleanclo colas de fago T4 (113 nm en longitud)
(Ackermann, 2004)

[151.2 Analisis de restriccién de los genomas fagicos

El estudio molecular de los {agos PL~I, J-I, (|)393/ A2 y MLC-A se realizé en el
Département de Biochimie et de Microbiologie, Faculté des Sciences et de Genie, Université

Laval, Québec, Canada.

El ADN de los fagos fue obtenido segiin la metodologia reportada por Moineau y col.
(1994). Los ADN purificados fueron digeridos con EcoRI y HMHindlll segin las
recomendaciones efectuadas por los proveedores (Roche Diagnostics, Laval, Québec,
Canacla). Luego dela restriccion, las muestras de ADN fueron calentadas a 79°C por 10 min
para evitar que, de existir extremos cohesivos, éstos puedan unirse. Los {ragmentos de la
digestion del ADN fueron separados mediante electroforesis en geles de agarosa (0,8 %
p/ v), empleanclo como buffer de corrida Tris-acetato-EDTA (0,04 M Tris~acetato, 0,001 M
EDTA). Posteriormente, se realizé la tincién del gel con bromuro de etidio y la visualizacién

se llevé a cabo por fotografia sobre lampara UV.
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El tamafio de los genomas fue estimado por adicién de los fragmentos obtenidos de la
digestién con MHindlll. Los patrones de restriccién para todos los fagos fueron comparados

entre si.

[15.1.3 Estudio de la diversidad genética para los fagos aislados en Argentina

Con el objeto de estudiar preliminarmente la diversidad existente entre algunos de
d P
los fagos aislados en nuestro pais, originarios de una planta industrial de elaboracién de

leche fermentada probidtica, se analizaron los perfiles de restriccién de los {agos MLC-A,
MLC-A2, MLC-A3, MLC-A3R, MLC-A4, MLC-A4R, MLC-A5, MLC-A6, MLC-AQ9,
MLC-AI0,MLC-AILMLC-AI2R y pMLC-A.

La obtencién del ADN de los fagos y los perfiles de restriccién, se realizaron tal como

se detallara en la seccién precedente.

[1514 Viabilidad de los bacteriofagos durante la conservacién

Se realiz6 un seguimiento de la viabilidad de las suspensiones {égicas de PL-1, J-1 y
MLC-A alo largo de su conservacién a 4, -20 y -80°C. Para las dos tiltimas temperaturas, el

caldo MRS de las suspensiones {égicas fue adicionado de 8licerol al 15% v/ v (concentracién

{inal).

A intervalos de tiempo preestablecidos se tomaron alicuotas y los titulos fagicos se
determinaron por el método de la doble capa agarizada. Los resultados se expresaron como

porcentajes de las concentraciones virales iniciales.

Para los tagos PL-1 y J-1la viabilidad se estudié por un periodo de 18 meses, mientras

gue para el fago MLC-Ael seguimiento se realiz6 durante 19 meses.

Ademas y para muestras enviadas por la industria, se monitoreé la viabilidad de los
{agos presentes en los sobrenadantes de tales muestras procesadas, calentadas o no,
realizando recuentos por el método de la doble capa agarizada, para tiempo inicial y a los 10

dias. Durante ese periodo de tiempo, las muestras fueron conservadas en la heladera.
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[15.15 Viabilidad a distintos valores de pH

Se estudié el efecto del pH del medio sobre la viabilidad de los {agos PL-1, J-1 y

MLC-A. Para realizar este ensayo, distintas porciones de caldo MRS se ajustaron (en
esterilidad) a valores de pH entre 2 y 11. Alicuotas de una suspensién fagica stock se
adicionaron a los caldos con distintos pH (titulo final aproximado: 100 u{p/ ml) y se dejaron
en contacto por 0 minutos a 25°C ya 37°C.En paralelo se incubé un control donde el pI1
original del caldo no fue modificado (pH 65 +/- 02). Cumplido el tiempo estipulado,
inmediatamente se procedié a titular las particulas fagicas viables por el método de la doble
capa agarizada. Los resultados se expresaron como porcentajes de los recuentos fagicos

iniciales.

[151.6 Influencia de sacarosa y sales inorgdnicas sobre la viabilidad de los {agos

Se estudié el efecto de estos solutos sobre la viabilidad de los fagos PL-1, J-1y MLC-

Para realizar este ensayo se prepararon soluciones cle sacarosa (10% 11‘1/ V), NaCl y

KCl (1y 2% m,/~) en caldo MRS y en buffer TMG (Tris-CIH 10 mM, pH7,4; MgSO4 10 mM y
8elatina 0,1% m/ v).

Suspensiones {égicas (aprox. 100 u{p/ ml) en las distintas soluciones a ensayar se
incubaron por 4 horas a 37°C asi como también en MRS y TMG sin el agregado adicional de
solutos, a modo de controles. Finalizada la incubacién, se determinaron los {agos viables por

el método de la doble capay los resultados se expresaron como porcentajes del titulo inicial.

1517 Resistencia térmica y quimica de los fagos

Cinéticas de muerte térmica
Se llevaron a cabo estudios de inactivacién térmica de los fagos, en tres medios de suspensién
diferentes: caldo MRS, leche descremada reconstituida (LDR, leche descremada en polvo, al

10% m/ V) y buffer TMG. Las temperaturas elegidas para los ensayos corresponclieron a las
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utilizadas normalmente en la industria para el tratamiento de la leche cruda en distintos
Pprocesos (6:5, 72 y QOOC). Los controles fueron mantenidos a temperatura ambiente (95°C).

Las suspensiones de las particulas fagicas en estudio se inocularon en cada uno de los medios
seleccionados (MRS, LDR y TMG) de manera de obtener una concentracién inicial de
aproximadamente 100 u{p/ ml; luego, se clistribug eron en tubos Eppeuc]orf (alicuotas del ml)
gue fueron mantenidos a las temperaturas preestablecidas en bafios de agua
termostatizados. A intervalos de tiempo precleterminados (Q, 5, 15, 30 y 45 min), los tubos
fueron retirados del bafio e inmediatamente refrigerados (bafio de hielo), para luego
determinar la concentracién de particulas fagicas viables. Estos resultados fueron graficados
en funcién del tiempo, para construir curvas de inactivacién térmica a cada una de las
temperaturas ensayadas, en los tres medios de suspensién elegidos. A partir de dichas curvas
de supervivencia, para cada condicién se determiné el tiempo necesario para inactivar al

09% de las particulas fagicas (Too).

A partir de algunas muestras de leche fermentada provenientes de la industria, procesadas y
calentadas a 90°C durante 1D min, tal como se explicara anteriormente, fue posible aislar
fagos termorresistentes. El objetivo de las experiencias que a continuacién se detallan fue
estudiar, en forma preliminar, la resistencia térmica de algunos de estos fagos y el efecto de
la concentracién de particulas fagicas y el medio en el cual las mismas se encuentran
contenidas.

Para ello, se seleccionaron dos fagos (MLC~A5R y IVH_.C~AIQR) termorresistentes, que
fueron purificados y resuspendidos en MRS. Para MLC-AJ3R, se practicé un calentamiento a
90°C a una suspension {égica de titulo inicial elevado (108 ufp/ ml), en caldo MRS y se
determiné el nimero de particulas viables a los 2 y 1D min por recuento en medio agarizado
(método de la doble capa). El mismo ensayo se realizé con el fago MLC-A y se compararon
los resultados obtenidos.

Para el segundo {ago, se emplearon dos concentraciones {égicas iniciales (106 y 108 u{p/ ml) y
dos medios de suspensién. Se empleé LDR (pH = 6]17) y el medio empleado para la

propagaciéon del lactobacilo en la industria (medio de las muestras de Tanque de
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Fermentacién gue provienen de la industria, pI1 = :'),8), pero luego de una correccién de pH
(pH final = 6,97). Se determiné el niimero de particulas viables iniciales y luego de 19 min a

90°C, por el método de la doble capa agarizada.

Cinéticas de muerte guimica

Los biocidas fueron elegidos entre aquéllos utilizados frecuentemente para desinfecciéon del
material de laboratorio y /o equipamiento industrial: alcohol etilico (10, 50,75 y 100% v/~),
alcohol isopropilico (10, 50 y 100% v/ V), hipoclorito de sodio comercial (clesde 200 hasta
800 ppm de cloro activo), y acido peracético (0,15% V/ V). Todos los ensayos se realizaron a
temperatura ambiente (2D°C), con excepcién del acido peracético, que se ensayé a 40°C
(Schréjcler, 1984).

Ambos alcoholes fueron diluidos en caldo MRS hasta la concentracién deseacla, mientras
que las suspensiones de hipoclorito de sodio se realizaron en buffer fostato (0,1 M, pH 7), y las
de acido peracético, en agua destilada estéril (pH resultante 3,0).

Se inocularon las particulas fagicas (concentracién inicial de 100 ufp,/ml, aprox.) e incubaron
a las temperaturas fijadas de acuerdo a cada agente quimico. A intervalos de tiempo
preseleccionados, se tomaron alicuotas de las diluciones (100 ul), tituldndolas de inmediato,

para determinar la concentracién de fagos viables.

[15.2 Interaccién de Lactobacillus casei / paracasei con sus {agos especificos

[1521Influencia de los cationes divalentes Ca2* y Mg2* en el ciclo litico de los fagos

Para estos ensayos se estudiaron los fagos de coleccién PL-1 ylJ -1, y el fago autéctono
MLC-A sobre sus cepas sensibles de Lb. paracasei ATCC 97099, Lb. casei ATCC 27159 y

Lb. paracasei A, respectivamente.

La influencia del calcio en el ciclo de los {agos de coleccién para medio liquido y
agarizado, también se evalué para las cepas Lh. paracasei A, Lb. paracasei Yk, Lb. paracasei

Hn, Lb. paracaser Dn, Lb. paracasei Al> y Lb. paracasei Al4.Para el {ago (1)593/ A2, sélo se

evalué la influencia del calcio en la lisis en medio liquido.
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Lisis en medio liquido
La influencia de estos cationes sobre la lisis celular se evalué incubando cultivos infectados

de Lb. casei / Jparacasei con sus {agos corresponclientes, en presencia y ausencia de CaClg o

MgCIQ (10 mM). Para ello, se inocularon 0,9 ml de un cultivo de 16-18 hs de la cepa sensible
en D ml de caldo MRS, con y sin Ca?* 6 Mg?*, y se agregd 01 ml de un filtrado de alto titulo
del fago. Luego, se incubaron en estufa a 37°C. Paralelamente, se incubaron tubos control de
la cepa bacteriana sin infectar con el {ago en el mismo medio, para monitorear el desarrollo
normal del cultivo.

El ensayo consistié en el seguimiento, en forma visual, del desarrollo del cultivo infectado
por un periodo de tiempo tal que permita un buen crecimiento en el tubo control, detectando
la ocurrencia o no de lisis del cultivo, en presencia o ausencia de los cationes ensagaclos.

Los tubos en los gue no se observé lisis, se Yepicaron poy dos dias sucesivos, partiendo de los

tubos correspondientes del dia anterior y continuando con el monitoreo visual.

Formacién de placas de lisis en medio agarizaclo

A fin de analizar el efecto del calcio y el magnesio en la formacién de placas de lisis, se
realizaron recuentos de particulas {égicas en MRS agarizaclo (aclicionado de 8licina 100 mM),
tal Cual y con el agregaclo de CélClQ (10 mM) o MgClQ (10 mM).

En la comparacién se analizé la morfologia de las placas de lisis (didmetro, definicién, bordes,
forma) y el recuento de particulas fagicas (titulo) obtenido. Se calculé la eficiencia de
plaqueo (EOP, efficiency of p]aquing), con relacién a los recuentos obtenidos en presencia de

calcio, segiin la siguiente f6rmula:

1l

EOP

Titulo fégico en el medio en estudio [ufp/ml]

Titulo fagico en medio MRS-Ca (10 mM) [ufp,/ml]

1522 Determinacién del espectro de huéspedes

Con el objeto de conocer el espectro de cepas sensibles para los fagos de coleccién

(PL~1 y J~l), para el fago (1)393/ A2, y para los {agos aislados de la planta industrial (MLC~
A MLC-A2 MLC-AG y MLC-ATR), se emplearon las cepas que se indican en la Tabla 4 y
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se aplicaron dos metodologias: Test de Turbidez y Spot Test (Svensson y Christiansson, 1991),

descriptos previamente en los puntos [1.4.4 y [14.5.

Para determinar el espectro de huéspedes se usaron suspensiones de alto titulo de los
fagos indicados, por lo que se moditicé ligeramente la metodologia antes descrita para las
sensibilidades en medio liquido, agregando en este caso alicuotas de 0,1 ml de cada filtrado a
los tubos corresponclientes (5 ml de caldo MRS-Ca adicionados de 0,? ml de cultivo
desarrollado de la cepa a ensay ar). Una cepa se considera sensible si el cultivo lisa al menos
en el tercer repique de sensibilidad, de lo contrario se considera resistente al {ago en
cuestion. Debido a que se parte de una suspensién de fagos de alto titulo, si la lisis se produce
enel segundo o tercer repique podria ser indicador de algﬁn 8rado de resistencia al {ago porx

parte de la cepa.

Los ensayos en medio agarizaclo (Spot test) se realizaron tal como se explicara antes,
pero empleando suspensiones celulares preparaclas porx adicién de distintos volimenes (O,CZ ~
05 ml) de un cultivo desarrollado por 16-18 hs en D ml de caldo MRS fresco, en funcién de la
velocidad de desarrollo de cada cepa en particular. Una cepa se considera sensible al {ago
ensayado si, en el sitio donde se deposité la gota, aparece una zona de inhibicién (zona de

lisis).

[15.2.3 Cinéticas de crecimiento de Lactobacillus casei / paracaseien caldo MRS.

[nfluencia del calcio y de la dosis infectiva

Se estudié la influencia del i6n calcio y de diferentes dosis infectivas de fagos en el
desarrollo de las cepas en medio liquido. Se estudiaron los siguientes sistemas fago / cepa:
OJ-1/Lb. casei ATCC 27139; ¢pJ-1/Lb. paracasei A; OPL-1/Lb. paracasei A; GPL-1/Lb.
paracasei ATCC 27002 y QMLC-A/ Lb. paracasei A.

Cultivos de las cepas sensil)les, incubados 10-18 hs en caldo IVIRS, se inocularon al 2%

v/ vV en erlenmegers conteniendo caldo MRS con y sin adicién de CaCle 10mM
(concentracién {inal), agregénclose 1ue80 el fago en estudio a diversas dosis infectivas (m.o.i.

variables entre 110-2 y 6,6 en funcién del sistema en estuclio). A continuacion, y 1ue80 de una
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homogeneizaciéon suave, los cultivos infectados se distribuyeron en alicuotas de
aproximaclamente 10 ml, en tubos estériles, y se incubaron en bafio termostatizado a 37 C.
Los tubos fueron agitados periédicamente y a intervalos de tiempo regulares, se efectuaron
mediciones de D.O560 nm en espectrofotémetro (Metrolab MI1700, Mercosur) (Séchaud y col,,
1989). Con los datos recogidos se construyeron curvas de desarrollo en funcién del tiempo,

para cada condicién. Se utiliz6 como control un cultivo de la cepa sin infectar, inoculada

((2%) en caldo MRS-Ca e incubada en idénticas condiciones.

1524 Ciclos de multiplicacién fagica (Burst size)

Se determinaron los pardmetros de multiplicacién fagica para los siguientes sistemas

{ago/ cepa: (1)] ~1/ Lb. casei ATCC (27139, ¢J ~1/ Lb. casei ATCC 393, ¢J ~1/ Lh paracasei A,
(I)PL~I/ Lb. casei ATCC 593, ¢PL~I/ Lh paracasei A, d)h’fLC~A/ Lh paracasei A.

Con este o]ojetivo, se prepararon cultivos de las cepas sensibles, incubandolos a 37°C
en caldo MRS, hasta una turbidez adecuada (D.O560 um = 0,D). Las células se cosecharon por
centrifugacién y el pellet se resuspendié en caldo MRS-Ca (1/5 del volumen inicial). Luego,
1 ml de cada suspensién bacteriana se infecté con el fago (moi=04-15) y se incubé por 30
minutos a 37 C en bafio termostatizado. De este modo se logra una adsorcién superior al
90% de las particulas fagicas sobre los receptores bacterianos. A continuacién, la mezcla se
centrifugd (10.000 89 min), el pellet se resuspendié muy cuidadosamente en 10 ml de caldo
MRS-Ca, y a partir de esta suspensién se efectuaron diluciones decimales en caldo MRS.
Estas diluciones se hacen para evitar la readsorcién de las particulas liberadas, gue pudieran
iniciar nuevos ciclos de multiplicacién simultaneos, induciendo a error en la determinacién
del burst size. Los tubos fueron incubados a 37°C en bafio de agua termostatizado, y a
intervalos regulares de tiempo, se extrajeron alicuotas (100 Ml) gue fueron inmediatamente

tituladas sobre la cepa sensible, para conocer el niimero de particulas fagicas libres (Chow y

col, 1988).

Los resultados se expresaron como particulas fagicas liberadas por centro de

infeccién. El niimero de centros de infeccién esta dado por el nimero de placas de lisis
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formadas durante los primeros minutos de la infeccién. Durante este periodo, llamado fase de
latencia, el nimero de ufp/ ml se mantiene relativamente constante y corresponde al

nimero de infecciones productivas obtenidas después de la adsorcién (Birge, 1904).

Los pardmetros periodos de latencia, burst y burst size, fueron calculados a partir de

las curvas de crecimiento obtenidas.

Con el fin de poder llevar a cabo este estudio para el sistema (|)PL~1/ Lb. paracasei A,
el método fue modificado, como sigue: las células en fase exponencial de crecimiento se
cosecharon por centrifugacién y fueron resuspendidas en buffer TMG, un medio no
proli{erativo (con el agregado de CaCleo 10 mM), adicionando los {agos a un moi. ~ 2. Una
incubacién de 4D horas a 37°C fue necesaria para lograr una adsorcién de més del 99% de
las particulas fagicas. Cumplida esa etapa de adsorcién, se procedié tal como se explicara

anteriormente.

Se realizaron recuentos celulares de los cultivos resuspendidos en buffer TMG, para
verificar ausencia de multiplicaciéon sin pérdida de viabilidad celular. También se realizé
una experiencia incubando (37°C, 0 11s) una suspension celular en dos medios diferentes
(caldo MRS y buffer TMG), durante las primeras D hs y luego de centrifugar y resuspender el
pellet en caldo MRS, continuando la incubacién por las restantes 4 hs. El objetivo de este

ensayo, fue descartar la posil)iliclacl de qgue la cepa necesite reaclaptarse (similar a una fase

]ag), luego del pasaje de buffer TMG (etapa de adsorcién) a caldo MRS.

[1D.5 Caracterizacién de la adsorcion

La cepa bacteriana en estudio fue desarrollada en caldo MRS a 37°C hasta alcanzar
la fase exponencial temprana (DO560 um = 0D -~ 0,0), cosechandose luego las células por
centrifugacién (10 min, 4500 g). Se descarté el sobrenadante y el pellet se resuspendié en
caldo fresco, en la mitad del volumen original. Cada cultivo se infecté con el fago
correspondiente (m.o.i. =001 - 0,0?) en tubos Eppenc]orf y se incubaron a 37°C en bafio de

agua termostatizado. A tiempos predeterminados se retiraron los tubos y se centrifugaron @]
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min, 12000 S 5OC) con el o]ojeto de separar los {agos adsorbidos de los libres.
[nmediatamente, se extrajeron alicuotas de los sobrenadantes y se titularon sobre la cepa

sensible (métoclo dela doble capa agarizacla) para conocer la concentracién de {agos libres.

Dependiendo del tipo de factor estudiado para caracterizar el proceso de adsorcion,
se realizaron 8ré{icas de {agos libres en los sobrenadantes o de porcentajes de {agos
adsorbidos, en funcién del tiempo. En el segunclo caso, los porcentajes de {agos adsorbidos se

calcularon del siguiente modo:

Y%Ads =Ti—Tf x 100  donde: Ti, titulo inicial de fagos (ufp,/ml) puestos en contacto con
Ti la cepa
T4, titulo de fagos (ufp,/ml) libres en el sobrenadante (no
adsorbidos)

Para los estudios de adsorciéon se conformaron 7 sistemas fago/ cepa aplicando
diferentes combinaciones de las especies clisponibles. Estos sistemas y las cepas qgue se
emplearon para realizar los recuentos de las particulas virales remanentes en los

sol)renadantes, se detallan en la Tabla D.

Tabla D. Sistemas fago,/ cepa empleados para el estudio de la etapa de adsorcién
y cepas utilizadas para realizar el recuento de las particulas fagicas.

Sistema fago/cepa Cepa empleada para titular
¢J-1/Lb. casei ATCC 27139 Lb. casei ATCC 27139

¢J-1/Lb. casei ATCC 393 Lb. casei ATCC 27139

¢0J-1/Lb. paracasei A Lb. casei ATCC 27139

OPL-1/Lb. casei ATCC 393 Lb. paracasei ATCC 27092
OPL-1/Lb. paracasei A Lb. paracasei ATCC 27092
OMLC-A/Lb. paracasei A Lb. paracasei A

OMLC-A/Lb. casei ATCC 27139 Lb. paracasei A
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1531 Influencia del calcio

Se procedié como en un ensayo de adsorcién tipico, pero en este caso se utilizaron dos
alicuotas de las células en suspension, a una de las cuales se le adicioné calcio y a la otra, no.
Se realizaron recuentos de particulas fagicas a D, 15, 30 y 4D minutos. Las cinéticas de
adsorcién se obtuvieron 8ra{icanclo el porcentaje (con relacién a los recuentos iniciales) de
fagos presentes en el sobrenadante (fagos no adsorbidos) en funcién del tiempo, para ambas

condiciones (con y sin Ca?*).

[15.3.2 Influencia de la temperatura

Para estudiar la dependencia de la adsorcién con la temperatura de incubacién, se
utilizé la técnica de adsorcién ya descripta, agregando CaCly (10 mM) al medio, y

respetanclo las demés condiciones de reaccién (Watana]oe y Col., 1993, Quiberoni, 1997)

Se establecié un tiempo de adsorcién de 30 min, realizando el estudio a las
temperaturas de 0, 10, (20, 30, 37, 45 y 50°C. Cumpliclo el plazo de las incubaciones, se

procedié a centrifugar los tubos Eppendorfy se operé tal como se indicara antes.

Los resultados fueron expresados como porcentaje de particulas fagicas adsorbidas en

30 min, para las distintas temperaturas ensayadas.

En funcién de los resultados obtenidos sobre la cepa Lb. paracasei A, se estudié el
efecto de temperaturas de 37,40 y 50°C sobre la viabilidad de suspensiones de los fagos PL.-
1 y J-1, durante incubaciones de 6 h y de 30 min, respectivamente. Finalizadas las
incubaciones, las suspensiones {égicas se titularon por el método de la doble capa agarizacla.
Los recuentos se compararon con los obtenidos para las suspensiones {égicas

correspondientes, incubadas a temperatura ambiente.
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[15.3.3 Influencia de un tratamiento térmico sobre las células

Se analizé el efecto de un tratamiento térmico aplicado a las células bacterianas
sensibles, sobre la adsorcién de los {agos a sus receptores. Para ello se utilizé6 un cultivo
obtenido tal como se explicara en el punto 1153, el cual, luego de ser resuspendiclo en la
mitad de su volumen en caldo MRS, fue sometido a un calentamiento, a fin de producir la
muerte de todas las células. Este tratamiento consistié en sumergir la suspensién celular en
un bafio de agua hirviendo, durante 2 min (Quil)eroni y Reinheimer, 1998) La pérclida de
viabilidad de los cultivos fue controlada inoculando (6%) la suspension celular tratada en
caldo MRS, incubando por 48-72 hs a 37°C y monitoreando la presencia o no de turbidez,
debido al desarrollo de las células bacterianas. En medio agarizado, la viabilidad se evalué
por estriado del cultivo tratado en placas de agar MRS, las cuales se incubaron por 48-72 hs

ad7’C y luego, se observaron para detectar eventuales colonias desarrolladas.

Posteriormente al tratamiento térmico, se proceclié al agregado de CaCly (10 mM) ala

suspension celular.

El ensayo de adsorcién se realizé tanto sobre células tratadas como sin tratamiento

(control en MRS~Ca), siguiendo los pasos de una experiencia tipo y realizando recuentos a D,

15,30 y 4D minutos.

Los resultados se expresaron como porcentajes de fagos no adsorbidos, con relacién al
nimero inicial de {agos puestos en contacto con las células, y se 8raficaron en funcién del

tiempo.

[15.34 Influencia del pH

El efecto de este pardmetro sobre la adsorciéon se estudié empleando caldo MRS a
diferentes valores de pH, ajustado post esterilizacién con soluciones concentradas de NaOH
o HCL. Se utilizé la técnica de adsorcién ya descripta, agregando CaCls (10 mM) al medio y
respetando las demas condiciones de reaccién. Se eligieron aquellos valores de pH para los
cuales no se produjo una importante pérdida de viabilidad, considerando los resultados

obtenidos en los ensayos de viabilidad fagica a distintos pH (a 37°C). Para los fagos de

107



MATERIALES Y METODOS

coleccién (PL~1 y J —1), los valores de pH ensay ados se ubicaron entre D y 10; en cambio, para
el fago autéctono MLC-A, también se incluyé el pH 4. Se incubé 30 min a 37°C y luego se
proceclié a centri{ugar los tubos Eppeuc[on( operéndose como se indicara en I13.3. Los
resultados fueron expresados como porcentaje de adsorcién en 30 min, para los distintos pl1

ensayados.

En funcién de los resultados obtenidos para la cepa Lb. paracasei A fue necesario
monitorear la viabilidad de la cepa en caldo MRS ajustado a distintos valores de pH. A tal
fin, se preparo la suspension celular tal como se indicara previamente para los ensayos de
adsorcién, pero la resuspensién se realizé en caldo MRS-Ca a pH 4, 0, 8 y 10, asi como
también en caldo MRS sin ajuste de pH, a modo de control. Las suspensiones se incubaron a
:’)YOC, en bafio termostatizado, durante 30 min. Cumplido ese tiempo, se realizaron

inmediatamente recuentos celulares en agar MRS, que fueron incubados a 37°C por 48 hs.

[15.3.5 Adsorcién del {ago PL-1sobre Lactobacillus paracasei A

Como este sistema se comporté de un modo muy particular, los ensayos de adsorcién

debieron ser modificados como se describe a continuacién.

Debido a los largos tiempos de incubacién requericlos para lograr porcentajes de
adsorciéon de 97~99%, el cultivo de cepa sensible (D.O@@o am — 0,5), luego de ser
centrifugado, fue resuspendido en buffer TMG con el objeto de evitar que prosiga su
desarrollo. Si el cultivo se resuspendiera en caldo MRS al igual gue en las experiencias
anteriores, seria posi])le qgue los {agos titulados en el sobrenadante no correspondieran s6lo a
los no adsorbidos, sino también a los pertenecientes a la progenie proveniente de los fagos,
agregados inicialmente a las suspensiones celulares, y gue fueron capaces de culminar su

ciclo litico.

Debido a qgue fue necesario realizar las incubaciones de este cultivo infectado por un
periodo de tiempo total de aproximadamente 89 - O s, se realizaron controles en buffer

TMG con un cultivo puro de la cepa Lb. paracasei A Para evaluar si el cultivo mantenia su
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viabilidad sin multiplicarse, alicuotas de la suspensién celular se incubaron a 37 C en bafio

termostatizado y se retiraron cada hora para realizar recuentos de células viables.

Para estudiar el efecto de los iones Ca?+, se empleé buffer TMG con y sin el agregaclo
de CaCls (10 mM). El butfer TMG con calcio también se empleé para evaluar el efecto del
tratamiento térmico sobre las células (el calcio se adicioné post-tratamiento) y de la
temperatura. En lugar de incubaciones de 30 min, para este tltimo factor, la incubacién para
la adsorcién fue de 0 hs. Debido a lo prolongado de la incubacién y para interpretar los
resultados obtenidos, se llevé a cabo un control de viabilidad de las particulas fagicas
incubando suspensiones a 37C, 45°C y 50°C durante 6 hs, en buffer TMG y a

concentraciones similares a las empleadas en los ensayos de adsorcién (aproximadamente

100 u{p/ ml).

1154 Estudios sobre paredes celulares

Se obtuvieron paredes celulares a partir de cultivos de las cepas Lb. casei ATCC 393
y Lb. casei ATCC 27139. La adsorcién sobre las paredes de Lb. casei ATCC 393 se estudi6
con los fagos PL-1y J-1, mientras que las paredes de Lb. casei ATCC 27139 se emplearon con
los fagos J-1 y MLC-A. En todas las experiencias los recuentos de particulas fagicas se

realizaron sobre las células sensibles especi{icas con’espondientes a cada {ago, es decir: para

J-1 se titulé sobre Lb. casei ATCC 27139; para PL-1, sobre Lb. paracasei ATCC 27092 y
para MLC-A, sobre Lb. paracasei A.

[15.4.1 Preparacién de las paredes celulares
La obtencién de paredes celulares se realizé de acuerdo a Qui]oeroni y col. (2000).

A partir de un cultivo incubado durante 16-18 hs en caldo MRS de cada una de las
cepas en estudio, se inoculé (3%) un volumen de caldo MRS. Se incubé a 37°C hasta
alcanzar una D.O560 wm = 09 ~ 0,8. Se recolectaron las células por centrifugacién a 5.000 g

por 10 min. Luego de separar el sobrenadante, se lavé el pellet en 1/10 del volumen inicial

con buffer fosfato (IO mM, pH 6,8) dos veces, centri{ugando luego de cada lavado 10-1D min a
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5000 8 Se resuspenclieron las células en buffer fosfato (1/ 12 del volumen inicial) y se
colocaron en tubos FALCON (de 50 ml de capaciclacl) 25 ml de la suspensién de células,
agregando 10 g de perlas de vidrio estériles (didmetro 010-0,15 mm) a 4°C. Esta proporcién
células/perlas de vidrio asegur6 un suficiente espacio de cabeza (1/3) para que la rotura
fuera eficaz (Ranhancl 1974; Callegari 199?). Se realizé el recuento bacteriano de esta
suspensién (recuento inicial) y una observacién directa al microscopio éptico. Este recuento
asi como los siguientes, fueron realizados por una microtécnica (que se detalla hacia el final
de esta metoclologia), debido a que un recuento tradicional en superficie o en profundidad

hubiera consumido voliimenes de células demasiado importantes.

La disrupcién mecanica fue realizada por agitacién mecénica en Vortex durante 1,29

—2hs, enfriando alternadamente en bafio de hielo cada 30 seg.

La efectividad de la rotura de la célula bacteriana fue seguida por microscopia

6ptica y confirmada por micro recuento en placa (recuento final).

Las perlas de vidrio fueron separadas del sobrenadante por sedimentacién (reposo
durante 2 hs a 0-4°C). Luego de este tiempo se recuperé el sobrenadante y las perlas fueron
lavadas 4 veces con buffer fosfato, dejando sedimentar 2 hs luego de cada lavado, antes de

separar el sobrenadante. Se juntaron todos los sobrenadantes obtenidos en un tnico tubo

FALCON.

Las células enteras y demas detritus celulares fueron separados de las paredes por
centrifugaciéon a 3500 g, durante 15 min. El pellet fue descartado y el sobrenadante,
conteniendo las paredes celulares, fue centrifugado a 12000 g durante 15 min (4°C), con el
objetivo de recolectar las paredes crudas. Sobre éstas se aplicé un tratamiento enzimdatico
con el fin de eliminar los restos del contenido citoplasmatico y, de esta manera, obtener las
paredes limpias. Para ello, se resuspendieron las paredes en buffer Tris-HCI (D0 mM, pH 7:)),
y se trataron con DNAsa (010 mg/ ml) y RNAsa (015 mg/ ml) (ambas soluciones se
prepararon en agua bidestilada estéril), incubando 30 min en bafio de aguaa 37CC.El pellet
obtenido (19.000 S 1D min, 4°C) fue lavado 8 veces con buffer fosfato (10 mM, pH 6,8),
centri{ugado a 12000 8 (Q min, 50C), descartando el sobrenadante luego de cada lavado. Fl
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objetivo fue eliminar los restos de citoplasma y enzimas contenidos en las preparaciones de

paredes.

Una vez finalizado este tratamiento se obtuvieron las paredes celulares puras que,
luego de ser concentradas por centrifugacién a 12000 & durante 15 min (4°C) y descartado
el sobrenadante, se almacenaron a -20°C (Quibeyoni y col, ?OOO).

[154.2 Microtécnica de recuento bacteriano en placa

Se empleé caldo de cultivo para realizar las diluciones decimales del cultivo
bacteriano. En una caja de Petri dividida en cuartos, se dispuso una base de agar MRS. Sobre
cada cuadrante, se volc6 una mezcla de 100 pl de la dilucién de las células y 1 ml de soft agar
MRS. Se incubé a 37°C por 48 hs y se realizaron los recuentos de las ufc/ml considerando

para el célculo, la dilucién efectuada.

[154.3 Calibracién de las paredes celulares

Se realizé para conocer la cantidad de pared celular a utilizar, de modo gue se cumpla
con la condicién de adsorber al menos el 90% de las particulas fagicas, cuando se trabaja
con una concentracién aproximada de 100 u{p/ ml (Valgasevi y col, 1990; Callegayi 199?).
Para ello, se resuspendié el pellet de parecles celulares puras en 1 ml de buffer Tris-HCI (50
mM, pI 7:)) con adicién de CaClg para lograr una concentracién final de 10 mM (Tris~HCl~
Ca) y se realizaron diluciones decimales seriadas hasta 10-0. Se infecté cada dilucién con una
suspensién fagica, de modo que la concentracién final resultara de aproximadamente 10°
u{p/ ml, y se incubaron en bafio termostatizado a 37°C por 30 min, junto con un control de
fago en Tris-HCl-Ca. Cumpliclo el tiempo de incubacién, se centrifugaron los Eppeuc]orf a
12,000 8 por 15 min (4°C) y se titularon los {agos libres presentes en el sobrenadante. Para
cada dilucién ensayada, se calculé el porcentaje de adsorcion teniendo en cuenta el titulo de

{agos iniciales agregaclos (Control de fagos).
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[154.4 Tratamientos selectivos sobre las paredes celulares

Conocida la dilucién de trabajo adoptada en funcién de la calibracién realizada, se

resuspendié el stock almacenado a —20°C en buffer tris-HCl (50 mM, pH 7,5), y se tomo la

cantidad adecuada, repartiéndose alicuotas (volumen inicial) en cinco tubos Eppendorf, en

los cuales se realizaron los siguientes tratamientos:

Mutanolisina (50 U/ ml en agua bidestilada estéril)z 30 min a 37°C. Transcurrido ese

tiempo se inactivé la enzima colocando los tubos a 100°C durante 3 min y enfriando

répidamente en bafio de hielo.

Proteinasa K (O,l mg/ ml en agua bidestilada estéril): 30 min a 37°C, sumergiendo

luego en bafio de hielo para detener la reaccién.

SDS (1 %): 30 min a 370(:, sumergiendo luego en bafio de hielo para detener la

Yeaccion.

Aciclo tricloroacético (TCA, 5%): 1D min a QOOC, sumergiendo en bafio de hielo para

detener la reaccién.

Control de adsorcién: se realizé sobre paredes celulares resuspendidas en buffer Tris~
HCI 50 mM, pH 7,5), sometidas a los mismos lavados que las paredes tratadas
enzimatica o quimicamente. Este control se hizo con el objetivo de asegurar que no se
proclujera pérdida de material durante los lavados. Su tasa de adsorcién debe ser

igual O mayoy al 90%.

Luego de completarse los tratamientos individuales, las paredes tratadas y las

paredes control fueron lavadas 10 veces con buffer fosfato (10 mM, pH 6,8), centri{ugando a

12000 &8y descartando el sobrenadante luego de cada lavado. Sélo las paredes tratadas con
solucién de TCA fueron lavadas por unica vez con buffer Tris-HCI (50 mM, pH 7,5)

Finalizados los lavados, los pellets de las paredes fueron resuspendidos en tris-HCl, en

los voliimenes iniciales correspondientes, y se congelaron a-20C para sey usadas luego en

los ensayos de adsorcién.
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[154.5 Tratamientos térmicos realizados sobre las paredes control

Sobre alicuotas de las paredes control resuspendidas, una en Tris-HCI (50 mM, pH
7)) y otra, en MRS, se realizé un tratamiento térmico, colocando los tubos Eppendorfen agua

a ebullicién durante 2 minutos e, inmediatamente, en banio de hielo.

Idéntico tratamiento térmico se realizé sobre preparaciones de células enteras de las
cepas Lb. casei ATCC 27159 y Lb. casei ATCC 39, tal como se explicé en las experiencias
antes descriptas de adsorcion, pero resuspendiclas en buffer Tris-HCl en lugay de caldo MRS.

Las células enteras asi tratadas se emplearon en ensayos de adsorcién como los descriptos en

la seccién [1D.3.

[15.4.6 Ensayos de adsorcién

Las paredes tratadas y el control de paredes sin tratar se utilizaron a la dilucién
adecuada, segun la calibracién realizada, y empleanclo como dilug ente buffer Tris-HCl (50
mM, pH 7)). Se adicioné CaCls (10 mM) y 0,1 ml de una dilucién del fago, para que la
concentracién en el medio de reaccién sea de 10 ufp,/ml. Se incubé 30 min a 37°C en bafio
de agua, y luego de este tiempo se centrifugd 10 min a 12000 8 El sobrenadante fue titulado
por el método de la doble capa agarizada, y el porcentaje de fagos adsorbidos fue calculado

dela siguiente manera:

Y%Ads=Ti—Tf x 100 donde: Tj,tituloinicial de fagos (u{p/ ml) puestos en contacto con
Ti las paredes celulares de la cepa sensible
Tf, titulode {agos (u{p/ ml) libres en el sobrenadante (no

aclsor]oidos SO]DY c ldS parx edes celular es)

[15A4.7 Reversibilidad de la adsorcién {égica sobre paredes celulares puri{icaclas

El estudio se realizé segiin la técnica descripta por Valyasevi y col. (1990), modificada
como se indica a continuacién. Se repartieron alicuotas (a la dilucién de trabajo) de paredes

control sin tratamiento en tubos Eppendorf Se les adicioné CaClg (10 mM) y 01 ml de una
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dilucién del {ago, para que la concentracién en el medio de reaccién sea de 100 u{p/ ml.
Aclemés, se realiz6 un control de {agos sin agregado de paredes celulares para poder calcular
los porcentajes de adsorcién. Todos los tubos Eppenc]orf se incubaron a 37" C y el primero se
titul6 a los 30 min, para tener un control de adsorcién. Posteriormente, a intervalos de tiempo
regulares, se titularon las distintas u{p/ ml libres. De esta manera, se obtuvo una primera

aproximacién del grado de reversibilidad en la unién de los fagos a los receptores.

Los resultados fueron expresados como u{p/ ml libres a diferentes tiempos, en

comparacién con las u{p/ ml inicialmente puestas en contacto con las parecles celulares.

[15.4.8 Ensayos de neutralizacién fagica con monosacaridos

Estos estudios se hicieron a fin de determinar la capacidad de ciertos monosacaridos
de inactivar a las particulas virales, impidiendo su adsorcién posterior sobre sus receptores

especificos.

Se ensayaron los siguientes monosacaridos, que habitualmente se encuentran
formando parte de receptores {égicos en bacterias lacticas: D(+)~81ucosa anhidra, D(+)~
8alactosa, D(+)~manosa, L(+)~ra1nnosa monohidrato, D(~)~ril)osa, D(+)~8lucosamina y N-

acetilglucosamina.

Alicuotas de 0,9 ml de la solucién del monosacérido a testear, usando como diluyente
Tris-HCI (50 mM, pH 7,5) y con el agregado de CaClg (10 mM) (Valgasevi y col. 1990),
fueron adicionadas de 0,1 ml de la suspensi()n {égica conteniendo 107 u{p/ ml. La
concentracién de monosacaridos utilizada fue de 500 mM. Luego de 50 min de incubacién a
37°C, se titularon las particulas fagicas libres por medio del método de la doble capa
agarizada. El porcentaje de inhibicién fue calculado considerando el niimero de ufp/ml

adicionado a tiempo cero (Ti), y el nimero de u{p/ ml libres luego de los 30 min de

incubacién (TH):

% Inhibicién = Ti = Tf x 100
Ti
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Ya gue estas experiencias no resultaron reproducibles para ninguno de los tres {agos
estudiados (PL-L J-1 y MLC~A), se disefiaron otras gue utilizaron algunos monosacaridos

particulares y que se explicitan a continuacioén.

[154.9 Ensayos de desorcién y competencia con monosacaridos, en la adsorcién de los fagos

so]ore ldS paredes celulares.

Los ensayos de competencia consisten en contactar las particulas fagicas con las
parecles celulares gue se encuentran resuspencliclas en una solucién de los monosacaridos. La
competencia se produciria entre las moléculas de monosacarido (libres en la solucién) y
aquéllas presentes en el receptor, en caso de que el monosacéarido testeado sea idéntico o
similar a los constituyentes del receptor. Los fagos tendrian entonces, la posibilidad de unirse
tanto a los monosacaridos libres, como de adsorberse sobre las paredes celulares y ser luego
removidos mediante una centrifugacién. Tal situacién se evidenciaria por un aumento de los
fagos titulados en el sobrenadante y por ende, disminuciones en los porcentajes de adsorcién

CéllCulél(lOS.

Los ensayos de desorcién constan de una primera etapa de adsorciéon de los fagos a las
paredes celulares, en donde se logra la unién de la mayor parte de las particulas. En una
segunda etapa, se adiciona una solucién del monosacarido y se contintia la incubacién. Los
fagos del sobrenadante se titulan a dos tiempos y estos recuentos corresponden a fagos no
adsorbidos ya los qgue pudieran haber sido desorbidos por accién del monosacarido pro]oado,
ya gue en ensayos anteriores se compro]oé gue en los tiemypos dela experiencia no existe una

tendencia hacia la desorcién espontanea.

Los recuentos alcanzados en los dos tipos de ensayos se comparan contra los obtenidos

para la adsorcién de {agos sobre parecles celulares puri{icadas.

Estos ensayos se realizaron sobre paredes celulares control sin tratamiento para Lb.
casei ATCC 27139 con J-1, Lb. casei ATCC 393 con los {agos PL-1 y J-; y Lb. casei ATCC

27139 con MLC-A y se disefiaron sobre la base de técnicas empleadas anteriormente para

115



MATERIALES Y METODOS

{agos de Lb. casei / paracasei (Yokokura, 1971; Watanabe y Takesue, 1975), modificadas de

la siguiente manera.

Las adsorciones se llevaron a cabo tal como se indicara en el punto 1546, en un
volumen final de I ml. A su vez, se preparé un control de fagos, sin paredes, para conocer la
concentracién inicial de {agos adicionadas en el ensayo y calcular los porcentajes de
adsorcién. Cumplidos los 30 min de incubacién a 37°C, los tubos Eppendorf conteniendo las

paredes celulares control, se homogeneizaron con suavidad e inmediatamente se alicuotaron
en otros J nuevos tubos Eppendorfcon volimenes de 500,200 y 200 Ml. Los tubos de 500 Lll

se centrifugaron (15000 & 10 min, 4°C) y sus sobrenadantes se titularon para obtener los

valores de adsorcién control a 30 min. A los 2 tubos Eppeuc]orf con 200 Ml, se les adicionaron
200 },Ll de una solucién (en Tris~HCl) de L-ramnosa o de D-ribosa (500 mM), y se incubaron

a 37°C. Uno de los tubos se retir6 a los D min y su sobrenadante se titulé inmediatamente. E1
restante, se retiré a los 60 min, procediéndose de igual modo. Por comparacién con los
valores de adsorcién a 30 min, se obtuvo informacién del efecto gue presentan cada uno de
los dos hidratos de carbono en la desorcién de los fagos adsorbidos sobre los receptores

presentes en las paredes celulares, a ambos tiempos.

Paralelamente, y a partir del tiempo cero de estas experiencias, se realizé el ensayo de
competencia entre los aziicares y los receptores, por parte de los fagos. Para ello, se procedié
tal como se indicara en el punto [154.6, pero empleando en lugar de Tris-HCl como
diluyente, una solucién de L-ramnosa o de D-ribosa tal que la concentracién final de los
azicares en los tubos de adsorcién fuera 290 mM y en un volumen final de 500 pl.
Cumplidos los 50 min de una incubacién a 370(:, los tubos Eppendorf se centrifugaron para
titular los fagos presentes en los sobrenadantes. Por comparacién con los titulos
Corresponclientes a los controles de adsorcién, en Tris~HCL a J0 min (clescriptos enla primera
parte), se pudo evaluar la competencia de los azticares con los receptores presentes en las

paredes celulares, por la adsorcién de los fagos.
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1.6 Aislamiento de mutantes espontaneos fago resistentes

[1.6.1 Aislamiento a partir de cultivos secundarios y de medio agarizado

El aislamiento de mutantes resistentes a partir de cepas sensibles se realizé para Lb.
paracasei A y su {ago especitico MLC-A, y para Lb. casei ATCC 27159 ysu {ago J-1LEnel
caso de la cepa comercial, se realizaron dos intentos para buscar mutantes: en primera
instancia se aplicaron para el aislamiento, una técnica que emplea medio agarizado y otra,
en medio liguido (cultivo secundario). En una segunda etapa, sélo se aplicé la metodologia
de aislamiento por cultivo secundario. En cambio, en el caso de las variantes obtenidas frente
a J-1, se sigui6 directamente la metodologia de cultivo secundario, debido a que ésta arrojé
mayores rendimientos en mutantes fago resistentes, segin estudios realizados sobre otras

bacterias lacticas.

Cultivos secundarios

Un cultivodela cepa sensible incubado por 16-18 ks, fue inoculado al 2% en caldo MRS-Ca
e infectado con una suspensién fagica de alto titulo, a diversas dosis infectivas (m.o.i. = D10-*
~ 16). Durante la incubacién a 37°C, se monitoreé la evolucién de los cultivos infectados,
comparénclolos con un control de la cepa sin infectar. Se seleccionaron aquellos cultivos qgue
lisaron completamente en el transcurso del dia, y gue evidenciaron desarrollo posterior
(cultivo secunclario), luego de 72-144 hs adicionales a 37°C. Seguidamente, esos cultivos se

estriaron en placas de agar MRS, se incubaron (48 hs, 37°C) y se aislaron clones a partir de

las colonias obtenidas (Callegari, 1992; Carminati y col, 1993).

A partir de medio agarizado

Voliimenes de 0,5 ml de cultivo de cada cepa sensible, incubados 10-18 hs en caldo IVIRS,
fueron adicionados, a diferentes dosis infectivas (m.o.i. =5104- 0,1), delos fagos especificos y
3 ml de MRS soft agar. Estas mezclas, suavemente homogeneizadas, se volcaron sobre cajas
de Petri conteniendo agar MRS-Ca-Gli. Luego de una incubacién en microaerofilia a 37°C
durante 16-18 hs, se observé el desarrollo del cultivo infectado. Se seleccionaron las placas

gue mostraron lisis completa del cultivo luego de 24 hs de incubacién, descartandose las
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restantes. Se continué la incubacién de las placas seleccionadas para permitir el desarrollo
de colonias resistentes a partir del cultivo lisado. Se aislaron las colonias obtenidas, que
fueron considerados como probables variantes {ago resistentes (Reinheimer y col,, 1993).

Los clones aislados fueron puri{icaclos y separaclos de las particulas fégicas presentes

mediante tres estriados sucesivos (agar MRS).

[1.6.2 Caracterizacién del fenotipo de fago resistencia para los mutantes

obtenidos

[1.6.21 Confirmacién de la fago resistencia

Los mutantes espontaneos obtenidos, potencialmente fago resistentes, se testearon en
un ensayo de sensibilidad en caldo MRS-Ca, frente a sus {agos especi{icos. Se consideraron
resistentes aquellos clones gue 1uego de tres repiques de sensibilidad sucesivos, no

evidenciaron lisis.

Debido a que la totalidad de los clones aislados en primera instancia, empleando el
fago MLC-A y ambas metodologias descriptas, fueron descartados siguiendo el criterio
mencionado, fue necesario implementar una metodologia alternativa con el fin de intentar
la recuperacién de mutantes. Por lo tanto, con los clones aislados en la segunda instancia
(s6lo por cultivo secundario), se procedié como se indica a continuacién: Se comenzé con el
primer repigue de sensibilidad empleando como inéculo cultivos de los clones
potencialmente resistentes. Los tubos que lisaron durante este repique se mantuvieron en
incubacién hasta el dia siguiente, en lugar de eliminarlos por ser considerados sensibles, para
permitir el desarrollo de nuevos mutantes, sobre los qgue se realizé un nuevo ensayo de
sensibilidad. Se consideraron resistentes, aquellos clones gue superaron este segundo ensayo

(no presentando lisis hasta el tercer repique).

Para los clones aislados empleando el {ago J-1 por aplicacién de cultivos secundarios,
se caracteriz6 el fenotipo de fago resistencia implementando directamente la tltima de las

metodologias detalladas.
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1622 Estabilidad de la fago resistencia

Este ensayo se realizé con los clones gue se confirmaron como resistentes al {ago

especifico frente al cual se obtuvieron.

Cultivos de los clones resistentes, incubados durante 16-18 hs a 370(:, se inocularon en
caldo MRS-Ca, luego se infectaron con una suspension de {agos (m.o.i. = 1,4) y se incubaron a
37°C. En el transcurso del dia, se siguié el desarrollo de los cultivos infectados
Comparéndolos con un control del clon sin infectar. Los cultivos gue permanecieron sin lisar
se repicaron al dia siguiente a caldo MRS-Ca fresco, en modo similar a un test de turbidez,
pero adicionando en cada repique, una nueva dosis de suspensién de fago. De este modo, se
buscé ejercer una presioén fagica fuerte y continua sobre los clones gue resultaron resistentes.
Se consideré estable a la resistencia de aquellos clones que fueran capaces de superar 7
repigues de estabilidad. La lisis del cultivo en alguno de los repigues indicé la pérdida de la

{ago resistencia, de acuerdo a lo sugericlo por Carminati y col. (1993).

o
Los clones que mostraron ser resistentes y estables fueron conservados a -20 y -80°C,
tal como se detallara anteriormente, para su estudio posterior. Debido a las caracteristicas
muy particulares evidenciadas por estos mutantes, los viales para su conservacién se

prepararon a partir de cultivos de los clones con fago del séptimo repique de estabilidad.

[16.2.3 Espectro de resistencia fagica de los mutantes obtenidos

Se estudi6 con el objeto de investigar si clones mutantes resistentes y estables (segﬁn
la metodologia clasica) de Lb. paracasei A y Lb. casei ATCC 27139, aislados frente a los
tagos MLC-A y a J-1, respectivamente, también se mostraban resistentes frente a otros fagos

de Lb. casei / paracasel. Los mutantes de Lb. paracasei A se desafiaron con los {agos de

coleccién PL-1 y J-1, mientras gue los clones de Lb. casei ATCC 27139 fueron enfrentados
con los {agos PL-1 y MLC-A.

Para ello se realizaron ensayos de sensibilidad, segiin la metodologia tradicional y tal
como se detallara anteriormente en el punto 1522, pero considerando los siguientes

aspectos: se reactivaron los cultivos infectados congelados de clones que resultaron
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resistentes frente a los fagos MLC-A y J-1. Se emplearon 0,3 ml del cultivo reactivado de
cada clon a estudiar (incu]aaclo 16-18 hs a 370) y 0,1 ml de suspensiones de alto titulo de los
fagos correspondientes. Se consideraron resistentes a aquellos mutantes capaces de superar

los tres repiques de la sensibilidad sin presentar lisis del cultivo.

[1.6.3 Nuevo criterio de estabilidad para los mutantes resistentes obtenidos

Los mutantes de Lb. casei / paracasei se comportaron de forma atipica con relacién a
otras cepas de bacterias lacticas estudiadas, razén por la cual se decidié modificar la
metodologia y establecer un nuevo criterio para caracterizar la resistencia fagica mostrada

como un fenotipo estable en el tiempo.

Se descongelaron los clones (congelados a partir de cultivos infectados) gue habian
resultado resistentes y estables segiin la metodologia planteada en 11622), y se procedié a
la realizacién de tres estrias con objeto de lavar de particulas fagicas a los cultivos. Con estos
clones puri{icados se llevé a cabo un ensayo de sensibilidad (de tres repiques) frente al {ago
en estudio. A continuacién, los tubos control (sin {ago) gue hubieran superado este ensayo de

sensibilidad, se emplearon para realizar dos subcultivos, y luego, un nuevo ensayo de

sensibilidad.

Fl subcultivo consistié en inocular al final del dia 0,3 ml del cultivo del tubo control,
desarrollado ese dia, en D ml de caldo MRS fresco e incubarlo por 16-18 hs a 37°C. Con ésto,
se trata de aumentar las instancias en las cuales los clones puedan revertir sus fenotipos de
resistencia en caso de no ser estables, al aumentar el nimero de generaciones existentes

entre los sucesivos ensayos de sensibilidad.

Esta estrategia se repiti6 una vez mas desde los subcultivos, y se consideraron estables
aquellos clones resistentes capaces de desarrollar sin lisar, a lo largo de tres ensayos

independientes de sensibilidad, intercalados con los subcultivos.
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IIT RESULTADQOS

[I[.1 Aislamiento de los bacteriofagos MLC-Ai

A partir de muestras de diversa naturaleza, enviadas por una industria que produce
leche fermentada con un lactobacilo probidtico, se aislaron los primeros bacterio{agos de
bacterias probiéticas de nuestro pais. La Tabla O contiene informacién acerca del tipo de
muestra, cierta caracterizacién inicial y las denominaciones asignadas alos {agos aislados a

partir de las mismas.

En la Fig. 10 se muestra el niimero de muestras de diversos origenes analizadas con el
objetivo de detectar bacteriofagos de Lb. paracasei, en el periodo de tiempo comprendido
entre enero de 2003 y agosto de 20060. Se observa un aumento en el interés manifiesto por
parte de esta industria, por la bisqueda de fagos no sélo en su producto (en distintos puntos
del proceso de elaboracién), sino también en el fermento empleado para su obtencién. Mas
aun, a partir de mediados del afio 200D se abordé también la bisqueda de particulas fagicas
infectivas en muestras de aire recogido de distintas salas, en hisopados de diferentes
super{icies y a mediados del afio 2000, en una muestra de un producto comercial
relacionado con la leche fermentada. Desde mayo del afio 2005 y hasta agosto del afio
2006, se detectd presencia de fagos en practicamente el 60 % de las muestras analizadas,

con una tendencia creciente a la ocurrencia de resultados positivos en los tltimos tiempos.
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N° DE MUESTRAS

TIPO DE MUESTRA
PERIODO DE MUESTREO

Figura 10. Frecuencia de andlisis de {agos en muestras de diverso origen provenientes de una
planta de elaboraciéon de leche fermentada (para cada tipo de muestra se discriminan la
presencia (+) y ausencia (~) de ]oacterio{agos).

Sélo en dos oportunidades se aislaron fagos presentes en las muestras, con recuento
muy elevado (1010 u{p/ ml): MLC-A y MLC-A5 (Tabla 6). En el resto de los casos, los titulos

fueron inferiores a 107 ufp/ ml y en 8eneral, Comprendidos entre 102 - 10# ufp/ ml (datos no

mostraclos).

Los {agos se seleccionaron, para su aislamiento y purificacion, siguiendo ciertos

criterios gue se mencionan a continuacion:

~ apartir de diferentes eventos de infeccion en la industria ((listintas ela]ooraciones),
- apartir de muestras gue fueron o no calentadas durante su procesamiento,

~ apartir de muestras de diversos origenes (proclucto en distintas etapas de elaboracién,

hielo, aire, hisopaclo de super{icies).

De los anélisis en busca de bacteriofagos, a partir de las muestras provenientes de la

industria, se aislaron 22 {agos (Tabla 6). Adicionalmente, durante el desarrollo de los
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ensayos realizados a tal fin, ocurrieron dos sucesos atipicos que permitieron el aislamiento de
los fagos pIVﬂ_.C~A yMLC-ACL (en septiembre de 200 y julio de 2000, respectivamente).
En el primer caso, se observaron escasas placas de lisis individuales en un control de
crecimiento de un “Césped” de la cepa Lbh. paracasei A, en placas de MRS-Ca-Gli. En el
segunclo caso, repitiénclose lo acontecido en octubre de c2005, se observé la lisis de un cultivo
de la cepa Lb. paracasei A, desarrollada en caldo MRS-Ca, empleado como control en un
ensayo tipico de sensibilidad en medio liguido. En ambos oportunidades, fue posible seguir
la metodologia de puri{icacién explicada en Materiales y Métodos y se evidenciaron placas
de lisis individuales, indicando la existencia de particulas fagicas infectivas en dichos

cultivos.

Tabla 6. Origen de los {agos especi{icos de Lb. paracasei A aislados a partir de

muestras diversas, provenientes de una planta de elaboracién de una leche

fermentada
Tipo de
Fecha Fago pH Titulo muestra Trat. Térm.
Dic-03 MLC-A 5,12 1,7.10% TF no
Jul-05 MLC-A2 4,19 2,8.10° ™ no
MLC-A3 486 2,3.101° TF no
Ago-05 MLC-A3R 1,0.10° si
MLC-A4 4,30 6,1.10* TF no
Ago-05 fMLC-A4R 1,4.10% F si
Sep-05 fMLC-A5 10-1,0.10%? F no
Oct-05 MLC-A6 4,11 2,0.10% PT no
Nov-05 MLC-A7R 3,99 7,4.10% PT si
Dic-05 MLC-A8 4,14 1,1.10* PT no
MLC-A9 5,0.10* Hielo no
MLC-A10 8,6.10? sss no
MLC-A11R 6,0.10° si
Feb-06 MLC-A12R 3,80 1,3.10° TF si
May-06 MLC-A13 4,04 3,1.10° TF no
May-06 MLC-A14 4,11 6,5.10° PT no
Jun-06 fMLC-A15 6,02 ? F no
Jun-06 MLC-A16 4,14 6,4.10? PT no
Jun-06 MLC-A17 4,13 9,7.10° PT no
fMLC-A18 5,49 20 F no
Jul-06 MLC-AY 4,47 4,8.10* Yogur no
Ago-06 MLC-A19 4,08 7,4.10° ™ no

TF: tanque de fermentacion; TM: tanque mezcla; F: fermento; PT: producto terminado; SSS: superficie sala de siembra
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Una nueva situacién especial se presenté durante estos andlisis con el aislamiento de
fagos a partir de muestras procesadas y sometidas a un tratamiento térmico de 90°C durante
15 min. Tal fue el caso para los fagos MLC-A3R, IMLC-A4R, MLC-ATR, MLC-AIIR y
MLC-AIZR, gue soportaron el tratamiento térmico realizado a las muestras en las cuales se

encontraban suspendidos (més adelante se analizan resultados preliminares de la

estabilidad térmica de los fagos MLC-A3R y MLC-AI2R).

Otra observacién de ocurrencia repetida en los andlisis realizados a estas muestras,
consisti6 en la disminucién de los valores de recuento de fagos presentes con el transcurso de
unos pocos dias. Esa caida de los titulos se confirmé, monitoreando la evolucién en el tiempo,
para T muestras analizadas (Tabla 7). Una explicacién posible seria la pérdida de viabilidad
de los fagos al encontrarse resuspendidos en muestras con pl1 extremadamente bajos M3 a

M7) ode un medio no apropiaclo para la conservacién de fagos (Ml y MQ)

Tabla 7. Recuentos de particulas fagicas viables, presentes en muestras de
origenes diversos, realizadas a tiempo inicial y luego de 10 dias.

Titulo (ufp/ml)

Muestra pH Tipo de muestra Trat. térmico dial dia 10
M1 Hisopado de superficie de no 8,6.10° 30

flujo laminar si 6,0.10° 4,6.10°

M2 Hielo de freezer no 8,4.10* 9,7.10?
M3 3,85 TF no 10 <10
M4 3,92 TF si 4,0.10° 40
M5 3,95 TF si 1,3.10° <10
M6 3,80 TF si 1,3.10° 40
M7 4,08 PT si 6,0.10° <10

TF: tanque de fermentacion; PT: producto terminado

[I1.2 Caracterizacién de los fagos

[IL2.1.1 Microscopia electrénica

Los fagos PL-1, J-1 y MLC-A pertenecen al morfotipo B segtin Bradley (1967) y al Bl

de la Familia &'p]:toviric]ae, segun la clasificacién de Ackermann y col. (1984) Poseen
cépsicles icosaédricas y sus dimensiones se encuentran en la Tabla 8. Los {agos de coleccién

presentan colas flexibles, pero no contractiles. En el caso del fago PL-1, la cola se encuentra
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estriada, y en el extremo cuenta con una estructura mas compleja de placa basal y fibra

caudal.

Tabla 8. Dimensiones de los {agos de coleccién PL-1 y J-1, y del {ago MLC-A.

Los valores son la media de tres determinaciones.

Cabeza Cola
Fago Morfologia Diametro (nm) Longitud (nm) Diametro (nm)
PL-1 isométrica 60 270 10
J1 isométrica 62 250 7
MLC-A isométrica 57 156 7-8

El fago autéctono MLC-A posee una cola bastante rigida, no contractil y también
tiene una placa basal de 19 x 3 nm, a la cual se une una fibra de 20 x 2 nm. Adicionalmente,
este fago presenta la particularidad de tener, en el punto de unién de la cola con la cabeza,
un collar de 12 x 2 nm. Probablemente, el fago MLC-A es un miembro de la especie yO de
fagos de lactobacilos (Accolas y Spillmann, 1979; Ackermann y Dubow, 1987; Ackermann,
2001) (Fig. 11).

Figura 11. Microgra{ias electrénicas de fagos de Lactobacillus casei / paracasei

a) PL~1, 1)) J-1 y c) MLC-A. Labarra corresponcle a2d nm.
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1212 Analisis de restriccién del ADN doble cadena de los fagos.

Los perfiles de restriccién obtenidos con la enzima EcoRl, resultaron practicamente
idénticos para los fagos de coleccién PL-1 y J-1, a excepcién de la banda de 1,8 kb. Con
relacién al fago $393,/A2, los tres fagos comparten varias bandas (1,2 kb; 1,4 kb; 28 kb; 4,0

kb y 55 kl)), aungue se observan mayores diferencias. El {ago MLC-A mostré un per{il

claramente distintivo de los demaés estudiados, presentando sélo una banda comin (25 kb)
con los fagos de coleccién y una banda de 3,7 kb, con el fago (|)393/ A?2. En el caso de los

cortes realizados empleanclo la enzima de restriccién Hindlll, los per{iles obtenidos para los
cuatro {agos presentan diferencias mas marcadas, si bien atn se observan unas pocas bandas

compartidas entre algunos o varios de ellos (Fig. 12).

Por todo lo observado, se puede concluir que se trata de entidades fagicas diferentes,
lo cual resulta de particular interés para el caso del fago MLC-A, aislado en nuestro patis.
Para este tltimo fago, mediante la sumatoria de los tamafios de los fragmentos obtenidos
luego de la digestion enzimatica con [indlll, el tamafio del genoma se estimé en

aproximadamente 37 kb.

12,0
10,0
8,0

6,0
5,0
4,0

3,0

2,0
1,5

1,0

0,5

Figura 12. Electroforesis en gel de agarosa de los fragmentos de ADN generados con FcoRI-
(A)y Hindlll- (B) de los fagos: PL-1(calles 1 y D), J-1 (calles 2 y 6), $393 /A2 (calles 5y 7) y
MLC-A (calles 4 y 8). Calles M, Marcador de Peso Molecular (1 kb DNA Ladder).
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Con el fin de determinar la naturaleza de los sitios de empaguetamiento del fago
MLC-A, se corrieron en un gel de agarosa los fragmentos de ADN provenientes de la
digestion con Hindlll, calentados (75°C -10 min) y sin calentar. Los perfiles observados
resultaron idénticos, indicando que el fago podria poseer un mecanismo de

empaquetamiento del ADN del tipo pac (Fig. 13).

Figura 13. Electroforesis en 8@1 de agarosa delos {ragmentos de ADN 8eneraclos Jporx
digestién con la enzima HindIll del {ago IVILC~A, calentados (10 min, DH° C) (calle Q) y sin
calentar (calle 1). Calles M, Marcador de Peso Molecular (1 kb DNA Laclder).

1213 Estudio de la diversidad para los {agos aislados en Argentina ({agos IVILC~Ai)

Se estudié la diversidad existente entre varios fagos de Lb. paracasei aislados en la
planta de leche fermentada, a través de comparaciéon de perfiles de restriccion de ADN. De
los mismos (Fig. 14), se puclo determinar que los {agos MLC-A y MLC~AQ, aislados en
diciembre de 2003 y julio de 2005, respectivamente, resultaron diferentes entre si y a los
demaés fagos. En un tercer grupo estan los fagos restantes (MLC-A3, MLC-A3R, MLC-A4,
MLC-A4R, MLC-A5 MLC-Ab y pIVﬂ_.C~A), gue presentaron perfiles indistinguibles entre

ellos, con las dos enzimas probadas, por lo que podria ser que esos aislamientos correspondan

en realidad a un tnico fago.
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Por otro lado, el primer fago aislado (MLC~A), fue el que mas se diferencié del resto
empleando las dos enzimas. De los perfiles logrados con EcoRl, sélo dos bandas son
conservadas para todos los aislados, mientras que el fago MLC-A2, posee 3 bandas més que

son también conservadas con los aislados del tercer grupo.

En todos los fagos, los genomas poseen mas sitios para el corte con HindIll que para

EcoR], siendo las diferencias particularmente notables para los dos primeros aislados.

A B
M 12 3 45 67 8 9M 12 3 45 6 78 9 M

Figura 14. Electroforesis en gel de agarosa de los fragmentos de ADN generados con £coRI-

(A)y Hindlll- (B) de los fagos: MLC-A,MLC-A2 MLC-A3 MLC-A3R MLC-A4,MLC-

A4AR, MLC-A5 MLC-A6, pMLC-A (de calle1a9).Calles M, Marcador de Peso Molecular
(I1kb DNA Ladder).
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Los fagos MLC-A9, MLC-A10, MLC-A1IR, MLC-AI2R, fueron comparados con el

fago MLC-A, sélo cortando con FcoRI. Se encontraron diferentes al primey aislado e iguales

entre s1 (Fig. ).

Figura 15. Electroforesis en gel de agarosa delos fragmentos 8enerados en la restriccién con

EcoRIdel ADN de los fagos: MLC-A,MLC-A9 MLC-A10,MLC-AIIR, MLC-AI2R (de
Cdlle 1 a 5) Calles M, MdYCdClOY cle Peso Molecular (I 1{1’) DNA Laclcler )

1214 Viabilidad de los bacteriofagos durante la conservaciéon

El comportamiento de los fagos estudiados bajo diferentes temperaturas de

conservacién, fue particular para cada caso, no evidenciandose un patrén comin (Fig. 16).

En el caso de PL-1, los recuentos a 4°C ya -20°C fueron similares en el tiempo,
disminug endo en més del 60% a los cuatro primeros meses y luego, de modo mas paulatino,
hasta llegar a alrededor de un 10% de particulas fégicas viables a los 18 meses. Para la
temperatura de ~80°C, la declinacién de los recuentos se produjo en forma menos
pronunciada con el correr de los meses, aunque finalmente, los porcentajes de particulas

viables respecto del ntimero inicial no alcanzaron al (20% (Fig. 16 a).
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Figura 16.Viabilidad de los {agos PL-1 (a), J-1 (]3) y MLC-A (c) durante el
almacenamientoa4’C (‘) en caldo MRS), -20°C (.) y -80°C (A) en caldo MRS

adicionado de 8licerol 1% v/ v. Los valores son la media de tres determinaciones.
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Para J-1, la viabilidad a ~-80°C se mantuvo practicamente inalterada durante el
periodo de tiempo evaluado, mientras que a las otras dos temperaturas, las caidas mas
importantes en el nimero de particulas infectivas se produjeron al tercer mes,

manteniéndose luego estables hasta culminar el ensayo (Fig. 16 ]3).

Los recuentos de particulas del fago MLC-A permanecieron sin variacién por los
primeros tres meses (@ 4'C) o por D meses (a ~20°C y a -80°C). Luego de tres meses a
temperaturas de refrigeracién, se produjo un importante descenso en el nimero de
particulas infectivas. Hacia el final de los ensayos (19 meses), menos del 4% de particulas
fagicas fueron capaces de infectar a su cepa sensible. Cuando los fagos fueron conservados
por congelamiento, los titulos decayeron alrededor de un 20% entre el quinto y el séptimo
mes. Luego de esta reduccién inicial, los titulos fagicos permanecieron practicamente

estables por el resto de la experiencia (Fig. 16 c).

1215 Viabilidad de los bacteriofagos a distintos valores de pH

Los fagos PL-1, J-1 y MLC-A se mostraron notablemente resistentes dentro de un
rango amplio, exhibiendo elevados recuentos ain a pH relativamente extremos. Las
suspensiones virales fueron inactivadas completamente luego de 30 min a pH 2, excepto

para los {agos J-1 (a 37°C) y MLC-A (a 37°C y a temperatura am]oiente), gue a pH 3,

perdieron completamente su viabilidad (Fig. 17).

Durante las experiencias realizadas a temperatura ambiente, la viabilidad de los
{agos J-1 y MLC-A no se vio disminuida a valores de pH entre 4 y 10.El {ago PL-1en cambio,
se mostré algo mas sensible evidenciando caidas en los recuentos de particulas viables. Sin
em]oargo, los porcentajes se mantuvieron en valores superiores a 85% en el rango de pH 5-
O y ain a pH extremos de 4 y 10, sobrevivieron el 79 y 74%, respectivamente, de las
particulas {égicas. Su comportamiento no fue muy diferente cuando las suspensiones se
incubaron a 37°C, excepto a pH 4 donde menos del 24% de las particulas permanecieron
viables. Los fagos J -1y MLC-A se vieron més afectados por los efectos combinados de pH y

temperatura, manteniéndose en el primero de los casos, porcentajes cercanos al 80% entre
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pH 5 y 10. Para el {ago MLC-A, se observé una disminucién ((20 ~ 30%) en sus recuentos
para pH 6 y superiores, pero el porcentaje de {agos infectivos a pH 4 fue

extraordinariamente elevado, a comparacién de los demas fagos.
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Figura 17. Efecto del pH sobre la viabilidad (luego de 30 min en caldo MRS adicionado
de calcio 10 mM) de los fagos PL-1( ), J-1(A)y MLC-A (W), 25°C(—)

ya 37°C ( ~~~~~ ) Los valores son la media de tres determinaciones.

1216 Influencia de sacarosa y sales inorganicas sobre la viabilidad de los {agos

La viabilidad de las suspensiones del {ago PL-1 sélo se vio ligeramente afectada porx
concentraciones de sales (2%) y de sacarosa (109%) en caldo MRS (Fig. 18). El fago J-1 se
mostré mds sensible frente a las soluciones ensayadas, obteniéndose valores porcentuales

entre 49,4 a 88,0%, siendo en 8eneral inferiores en caldo MRS. Por el contrario, la
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infectividad del fago autéctono se mostr6 practicamente inalterada y sélo decliné en una

solucién de KC12% en caldo MRS.
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Figura 18. Viabilidad de los fagos PL-1,J-1 y MLC-Aen presencia de sacarosa y sales,
en caldo MRS y buffer MG (Porcentaj ede particulas viables luego de4ha37°C con
relacién a un control (caldo MRS y buffer IMG sin el agregaclo de solutos)). Los valores son la
media de tres determinaciones.

[I121.7 Resistencia térmica y quimica

Cinéticas de muerte térmica
Se estudié6 la resistencia térmica de los fagos, suspendidos en diferentes medios. En
general, los dos fagos de coleccién se comportaron de un modo similar frente a los distintos

tratamientos, mientras gue el {ago MLC-A, aislado de una planta industrial, se mostré

signi{icativamente mas termorresistente (Fig. 19)
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Figura 19. Cinéticas de inactivacion térmica de los {agos PL-1 (a), JA1 (1)) y MLC-A (C) a
65°C( ) ya 72°C (~ammm Jen LDR (), buffer TMG (@) y caldo MRS (M) Los valores son

la media de tres determinaciones.
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Cuando PL-1 y J-1 fueron calentados a 03 y 72°C, se detectaron importantes
reducciones en el niimero de particulas infecciosas (Too < D min), para los tres medios
empleados (Tabla 9). Las curvas de inactivacién térmica resultantes no siguieron una
cinética de primer orden, sino que mostraron un comportamiento dual, con una caida
importante en los primeros D min y una declinacién gradual en el tiempo hasta el final de la
experiencia. Los recuentos de PL-1se redujeron en 0 6rdenes logaritmicos luego de 4D min a
63°C, tanto para caldo MRS como para LDR, mientras que en buffer TMG, la caida fue
menoy (4,6 10810). ParaJ ~1, a los 30 min de tratamiento (TMG y MRS) no se detectaron placas
(<10 ufp/ ml), y para LDR, la caida a los 4D min fue de 4,7 10810. A YQOC, ambos {agos
exhibieron una notable sensibilidad. Ya a los D min de calentamiento, en MRS y LDR, no fue
posible detectar particulas infectivas, mientras que en buffer TMG se observé una resistencia

térmica algo mayor.

El fago MLC-A fue capaz de sobrevivir a los tratamientos térmicos comiinmente
empleados en la industria lactea. Los tratamientos a 63°C o a 72°C no fueron suficientes
para inactivar completamente suspensiones fagicas de alto titulo (10° ufp,/ml), atin luego de
45 min. A diferencia de lo ocurrido con los otros dos {agos estudiados, donde no fue posil)le
encontrar diferencias entre los tres medios empleados, durante los calentamientos la LDR
actuaria de un modo protectivo hacia las particulas fagicas de MLC-A. Los valores de Tog
calculados para LDR fueron més elevados que los obtenidos para caldo MRS y buffer TMG
(Tabla 9).

Tabla 9. Resistencia térmica (ng) de los fagos PL~1, J-1 y MLC-A en diferentes

medios de suspension. Los valores son la media de tres determinaciones.

T o9
Fago MRS LDR TMG
63°C 72°C 90°C 63°C 72°C 90°C 63°C 72°C 90°C
PL-1 2.4 <5 <5 2.5 <5 <5 2.6 1.4 <5
J-1 2.5 <5 <5 3.1 <5 <5 2.8 2.1 <5
MLC-A 14.2 1.5 <2 >45 2.6 <2 30 1.5 <2

* Tiempo (min) para lograr el 99% de inactivacion de particulas fagicas.

MRS: Man Rogosa Sharp; LDR: leche descremada reconstituida; buffer TMG: buffer tris-magnesio-gelatina.
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Para los tres fagos, y en cualquiera de los medios ensayados, el calentamiento a 90°C

fue lo suficientemente enérgico como para disminuir répiclamente los recuentos a valores no

detectables (<10 u{p/ ml).

Los fagos MLC-A3R y MLC-AIZR fueron empleados para estudiar, en forma

preliminar, sus resistencias térmicas. En el caso del fago MLC-AJR, si bien luego de la
aplicacién del tratamiento térmico a una suspensién (en caldo MRS) de alto titulo (108
u{p/ ml), se observaron disminuciones en los recuentos, el {ago mostr6 la capaciclacl de
soportar el calentamiento (datos no mostrados). De modo similar se comporté el fago MLC-
A. Cabe destacar gue para este ultimo, caracterizado en mayor detalle, no fue posible
detectar (<10 u{p/ ml) placas de lisis cuando una suspensién en caldo MRS de concentracién
de 100 u{p/ ml, se sometié a un tratamiento de 90°C por 15 min. En cambio, partiendo de una
concentracién més elevada (108 ufp,/ml), si fue posible encontrar algunas particulas fagicas

capaces de soportar el tratamiento.

Para el fago MLC-AI2R, los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 10. Si bien

se produjo una reduccién importante de los recuentos iniciales, luego del tratamiento
térmico aplicado, el fago mostr6 una termorresistencia elevada, considerando que se trata de
un tratamiento enérgico. Por otro lado, se observé un claro efecto protectivo del medio en el
cual provienen las muestras de Tanque de Fermentacién, a comparacién de la leche (para

pH similares).

Tabla 10. Variacién en los recuentos de particulas viables del fago MLC-AIZR,
luego de un tratamiento térmico a 90°C - 15 min, en LDR y el medio de las
muestras provenientes de Tanque de Fermentacién (TF) con ajuste de pH.

Medio
LDR TF (pH corregido)
Tiempo (min) Titulo Reduccion Titulo Reduccion
(ufp/ml) (6rdenes log,e) (ufp/ml) (6rdenes log;e)
0 2,8.10° 2,8.10°
15 2,0.10 5,15 8,0.10° 3,54
0 4,1.108 2,9.108
15 8,0.10° 4,70 8,1.10* 3,55
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Cinéticas de muerte gquimica

Considerando los tratamientos guimicos, un comportamiento similar se obtuvo para
los tres fagos en presencia de los alcoholes isopropanol y etanol (Fig. 20y 21). Para todas las
concentraciones ensagaclas de isopropanol, y para concentraciones de 10 y 50% de etanol,
los titulos fagicos practicamente no se afectaron y los valores de Tog fueron superiores a 4D
min (Ta]ola 11). Si bien las concentraciones mayores de etanol resultaron mdés e{ectivas, no
fueron suficientes para lograr la completa inactivacién de los fagos, ya gue aun luego de 4

min, para concentraciones de 75% (PL~1 y IVH_.C~A) y IOO% (J~l), la méxima reduccién

alcanzada fue de aproximadamente 3, é6rdenes logaritmicos (Fig. 21).
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Figura 20. Cinéticas de inactivaciéon de los fagos PL-1 (@), J-1(b) yMLC-A (c) frente a

diferentes concentraciones de isopropanol (IO%, , 50%,
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Figura 21. Cinéticas de inactivacion de los fagos PL-1 (a), J-1(b) y MLC-A (¢) frente a
diferentes concentraciones de etanol (10%, ;50%, : 75%, ; 100%, ‘). Los valores

son la media de tres determinaciones.
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Cuando una suspensién del fago MLC-A se trat6 con hipoclorito de sodio (600 ppm),
se 1081'6 la inactivacion completa (< 10 u{p/ ml) luego de 30 min de contacto (ng = 1,9 min).
Para esa concentracién, los Tog de los fagos de coleccién fueron 14,8 (PL-1) y 9,0 min J-1)
(Tabla 11), mostrdandose notablemente més resistentes frente a este oxidante. Luego de un
tratamiento de 4D min a 700 ppm, las suspensiones de PL-1 y J-1 sufrieron reducciones de
4.8 y 5,0 6rdenes logaritmicos, respectivamente, y recién frente a 800 ppm de hipoclorito de

sodio sus recuentos fueron menores a 10 u{p/ ml (no cletectables), con D min de exposicion al

biocida (Fig. CZQ).

Para los tres fagos, el agente quimico probado mas efectivo fue el 4cido peracético

(0,15%), el cual logré inactivar completa (<10 u{p/ ml) y rapidamente las particulas virales
infectivas (Ta]ala 11).
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Figura 22 Cinéticas de inactivacién de los fagos PL-1 (a), J-1(b) y MLC-A (¢) frente a
diferentes concentraciones de hipoclorito de sodio (QOO ppm, 400 ppm, = 600 ppm, A;
700 ppm, ®; 800 ppm, ‘) Los valores son la media de tres determinaciones.
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Tabla I1. Resistencia (ng) de {agos de Lb. casei y Lb. paracasei a etanol, isopropanol, hipoclorito de sodio y acido peracético. Los valores
son la media de tres determinaciones.

T o9
F Etanol Isopropanol Hipoclorito de sodio Acido peracético
ago
o (% v/v) (% v/v) (ppm) (% v/v)
10 50 75 100 10 50 100 200 400 600 700 800 0,15
PL-1 >45 >45 9.7 10.3 >45 >45 >45 26.8 14.8 6.9 <5 <5
J-1 >45 >45 5.5 9.0 >45 >45 >45 20.6 9.0 7.0 <5 <5
MLC-A >45 >45 1.8 >45 >45 >45 >45 27.8 9.2 1.9 <2

*Tiempo (min) para lograr 99% de inactivacion de las particulas fagicas.
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1122 Interaccién de Lactobacillus casei / paracasei con sus {agos especi{icos

1221 Influencia de los cationes divalentes Ca?* y Mg2* en el ciclo litico de los fagos

La lisis del cultivo en caldo MRS en ausencia de Ca2* y M82+ se proclujo para los {agos
PL-1y J-1, més tardiamente que en presencia de alguno de los dos cationes. Comparando la
velocidad de lisis entre ambos cationes y para cada uno de los fagos, la ocurrencia se logré en

forma précticamente simultdnea. En forma similar, no se observé influencia del calcio en el
caso del {ago (|)39:5/ A2, litico sobre la cepa Lb. casei ATCC 393, cuando se compard con un

control sin calcio.

El fago PL-1 produjo placas de lisis visibles aungue difusas, con un diametro de 04 -
0,6 mm, sélo en presencia de calcio (Fig. 93). En cuanto al comportamiento en medio
agarizaclo, el {ago J-len presencia de iones calcio proclujo placas de lisis muy nitidas,de 0,8 -
1,0 mm de diémetro, mientras que en su ausencia, las placas resultaron difusas y mas
peqguefias, con una disminucién en aproximadamente 2 6rdenes logaritmicos (10810) del titulo
(Fig. 24). No se observaron cambios en la mor{ologia delas placas cuando se utilizé magnesio
en lugar de calcio, para ninguno de los dos fagos. En cambio, los titulos en presencia de
magnesio cayeron en 11 y 0, érdenes logaritmicos para PL-1 y J-1, respectivamente, si se

comparan con los obtenidos en presencia de calcio (clatos no mostraclos).

Figura 23.Placas de lisis del {ago PL-1obtenidas sobre Lb. paracasei ATCC 27092 (A) y Lb.

paracasei A (B), en presencia (a) y ausencia de iones calcio (]3)
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Figura 24.Placas de lisis del {ago J-1obtenidas sobre Lb. casei ATCC 27139 (A) y Lb.

paracasei A (B), en presencia (a) y ausencia de iones calcio (1))

La influencia del calcio en el ciclo de los {agos de coleccién para medio liquiclo y
agarizaclo, también se evalué para las cepas Lh. paracasei A, Lb. paracasei Yk, Lb. paracasei
Hn, LA. paracaser Dn, Lb. paracasei Al> y Lb. paracasei Al4. En 8eneral se encontro gue si
bien la lisis se produce atn en ausencia del catién, en su presencia ocurre mas velozmente.
Por otro lado, el fago J-1lisa a las cepas comerciales en caldo MRS-Ca més rapidamente que
el fago PL-1en ausencia del i6n. En cuanto a medio agarizado, para el fago PL-1los recuentos
decaen un orden logaritmico cuando se realizan sobre las cepas comerciales en comparacién
al titulo obtenido sobre su cepa madre sensible (LA paracasei ATCC ?709(2), para caldo
MRS-Ca. Sin el cation, no se observaron placas (<10 u{p/ ml) sobre ninguna cepa. En el caso
de J-1, los recuentos fueron idénticos para todas las cepas ensay adas, y en ausencia de calcio,
sucedié lo mismo qgue sobre su cepa madre (L]) casei ATCC (27139): clisminugeron los

recuentos y cambié6 la morfologia de las placas (datos no mostrados).

En estos ensayos el fago autéctono MLC-A, gue se estudié sélo sobre Lb. paracasei A,
se comport6 de modo diferencial respecto de los fagos de coleccién. Los cationes divalentes
fueron necesarios para proclucir la lisis del cultivo infectado en caldo MRS y la formacién de
placas visibles en medio agarizaclo. Tanto los iones magnesio como los de calcio fueron
igualmente eficientes causando lisis en medio liquido. En cambio, para el primer cation se

observaron placas con bordes difusos y menores recuentos (en un orden logaritmico) a
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comyparacion del calcio, en presencia del cual, las placas de lisis fueron nitidas, circulares y

con un didmetrode 0.8 - 12 mm (Fig. 29).

¢ -/ P \___._; : . — | — !
Figura 25.Placas de lisis del {ago MLC-A obtenidas sobre Lb. paracasei A en presencia de

calcio (a), magnesio (]3) y ausencia de tales cationes (C)

1222 Determinacién del espectro de huéspedes

Para investigar el rango de hospeclaclores delos {agos de coleccién, el {ago (1)393/ A2,
y ciertos fagos salvajes originarios de procesos industriales, que resultaron diferentes segiin
los per{iles de restriccién obtenidos, se emplearon 47 cepas de Lb. casei, Lb. paracasel, Lh.

rhamnosus y Lh. gasseri, provenientes de diversos origenes (cle coleccién, comerciales y

salvaj es).

Como puede observarse en la Tabla 12, todos los fagos estudiados mostraron un
espectro de cepas sensibles idéntico yen 8eneral, produjeron la lisis de los cultivos en medio
liquido durante el primer repiqgue de sensibilidad, o a lo sumo tempranamente en un
segundo repique. En forma consistente con esta tultima observacién, los resultados obtenidos
con el Spot Test, fueron completamente coincidentes con los de Test de Turbidez. De los 7

casos de lisis en el segundo repigue, todos se produjeron sobre cepas comerciales y 5

correspondieron al {ago PL-L
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Tabla 12. Rango de lnléspedes de {agos especi{icos de Lb. casei y Lh. paracasei

Sensibilidad frente a los fagos2

Organismo Cepa PL-1 J-1 A2 MLC-A MLC-A2 MLC-A6 MLC-A7R
Lactobacillus casei CNRZ 1874 - - - - - - -
8 - - - - - - -
M - - - - - - -
72 - - - - - - -
81 - - - - - - -
84 - - - - - - -
85 - - - - - - -
86 - - - - - - -
88 - - - - - - -
90 - - - - - - -
SA - - - - - - -
ATCC 27139 + + + + + + +
ATCC 393 + + + + + +
Lactobacillus paracasei ATCC 27092 + + + + + + +
Yk +(2°) + + + + + +
Hn +(2°) + +(2°) + + + +
Dn +(2°) + + + + + +
A + + + + + + +
A13 +(2°) + + + + + +
A14 +(2° + +(2°) + + + +
Bio - - - - - - -
L26 - - - - - - -
SA - - - - - - -
CNRZ 1224 - - - - - - -
CNRZ 1308 - - - - - - -
CNRZ 318 - - - - - - -
CNRZ 1976 - - - - - - -
PR - - - - - - -
JP1 - - - - - - -
Lactobacillus gasseri F37 - - - - - - -
F37" - - - - - - -
Lactobacillus rhamnosus GG - - - - - - -
A15 - - - - - - -
A16 - - - - - - -
F22 - - - - - - -
F30 - - - - - - -
F49 - - - - - - -
F53 - - - - - - -
F56 - - - - - - -
F70 - - - - - - -
F74 - - - - - - -
F85 - - - - - - -
F95 - - - - - - -
73 - - - - - - -
75 - - - - - - -
77 - - - - - - -
78 - - - - - - -

% + sensible; — resistente; seglin Test de Turbidez (n° repique, si la lisis no se produjo en primer repique) y Spot Test.
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De las 10 cepas de Lb. paracasei empleadas, 7 resultaron sensibles a los fagos;
mientras que para Lb. casei, s6lo 2 de las 13 cepas lo fueron. Estos resultados podrian indicar
gue estos {agos, si bien son capaces de infectar ambas especies, parecen ser mas especi{icos
para Lb. paracasei. Por otro lado, todas las cepas ensayadas de Lb. rhamnosusy Lb. gasseri

fueron insensibles frente a los siete fagos empleados.

1223 Cinéticas de crecimiento de Lactobacillus casei /; paracaseien caldo MRS.

Influencia del calcio y de la dosis infectiva

Para cada sistema conformado se estudié6 la influencia del calcio y de diferentes dosis
de {agos, sobre las cinéticas de crecimiento en caldo MRS, monitoreando la evolucién

mediante mediciones de Absorbancia a una longitud de onda adecuada (Fig. 96).

Para todos los sistemas evaluados se observé gue a igualdacl de dosis infectiva, la lisis
de los cultivos se produjo més rdpidamente cuando el Ca?* estuvo presente en el medio. Para
los m.oi. més elevados, también se evidenciaron retardos en las curvas de crecimiento en
ausencia de calcio, con relacién a un control con calcio y sin {agos (Fig. 206 q, b, ¢ y cl).
Ademas, para los casos de mayor concentracion de {agos y en presencia de calcio, los cultivos
fueron practicamente incapaces de desarrollar, mostrando valores de Asgp nm menores a los
iniciales, entre 2 y 4 hs de transcurridas las experiencias. El sistema PL-1 / Lh. paracasei A
fue la excepcién, ya que recién a las DD hs la As60um igualé las mediciones a tiempo cero.

Este sistema también mostré lisis tardias durante las experiencias en medio liquido de los

Tests de Turbidez.

El {ago MLC-A en presencia de calcio, 1081'6 lisar répiclamente (aproximadamente en
5 hs) al cultivo de Lb. paracasei A, al m.o.i. mas bajo evaluado (0,003). Sin em]oargo, en
ausencia del catién, el crecimiento de la cepa no se vio modificado por los {agos presentes,

para ninguna de las dosis ensay adas (Fig. 26 e).
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Referencias

a Lb. paracasei ATCC 27092 ¢ PL-1

b  Lb. paracasei A ¢ PL-1

C Lb. casei ATCC 27139 6J-1

d  Lb. paracasei A ¢ J-1

e Lb. paracasei A ¢ MLC-A

Curva de crecimiento en caldo MRS-Ca del
cultivo sin infectar (control)

Sentido del aumento de la dosis infectiva

caldo MRS-Ca

caldo MRS

Figura 20. Cinéticas de crecimiento de Lactobacillus casei / paracasei.
Influencia del calcio y la dosis infectiva fagica
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1224 Ciclosde multiplicacién fagica (Burst size)

Los pardmetros de multiplicacién fagica de los ciclos liticos de los fagos, fueron
calculados a partir de las curvas de crecimiento en un paso (Fig. 27). Como puede observarse

enla Tabla 13, tales parametros son dependientes tanto de la cepa como del fago.

Cabe aclarar en el caso del sistema (I)PL~1/ Lbh. paracasei A y debido al

comportamiento peculiar del mismo, que si bien los parametros obtenidos se encuentran
COllSiSl‘ladOS en la Tabla 13, la explicacién detallada del camino seguido para 1081/611/ su

determinacién se encuentra en la Seccién [[12.322.

180 -
150

120 |

Referencias

BURST SIZE (UFP/centro infectivo)

90 -
cepa
Lb. casei ATCC 393 ——
60 -
Lb. casei ATCC 27139 —
30 | Lb. paracasei A
Lb. paracasei A
—_——
0@
0

Tiempo (min)

Figura 21.Curvas de crecimiento en un paso para {agos de Lactobacillus casei /paracasei.
Los valores son la media de tres determinaciones.

Tabla 15. Parametros de multiplicaciéon de fagos de Lactobacillus casei /

paracasei
Sistema Periodo de Tiempo de (uf:l/”zg:gs de
fago/cepa latencia (min) burst (min) infeccion)
¢J-1/ATCC 27139 45 240 160
¢J-1/A 60 225 160
¢J-1/ATCC 393 45 145 35
¢PL-1/ATCC 393 90 230 80
¢oPL-1/A 5 120 32
OMLC-A/A 30 135 69
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125 Caracterizacién de la adsorcion

Se estudié el efecto de diversos parametros fisicoguimicos en el proceso de adsorcién
{égica, sobre 1 sistemas {ago / cepa conformados por combinaciones entre las especies

disponibles.

A continuacién se evaltan los resultados obtenidos para 6 de esos sistemas, mientras

gue nuevamente el sistema OPL-1,/ Lb. paracasei A, merece un andlisis més detallado que se

aborda en la Seccién [112.3521.

[1.2.311 Influencia del calcio

Como se observa en 8enera1 en la Fig. 28a, el calcio no tuvo una influencia
significativa (P> 0.03) sobre la adsorcién de los fagos. Luego de D min de incubacién, més del
08% de las particulas fagicas de J-1y de PL-1, fueron adsorbidas sobre las cepas Lb. casei
ATCC 27139 y Lb. casei ATCC 393, respectivamente. Para estos sistemas, los maximos
valores (99,1 - 99,9%) se alcanzaron entre 1D — 4D min en caldo MRS, tanto en presencia
como en ausencia de iones calcio. El fago J-1 mostr6 aproximadamente 90% de adsorcién
sobre Lb. paracasei A y Lb. casei ATCC 393 a los 19 min, mientras gue los maximos valores

(94 - 97,9%) se presentaron a 30 - 45 min de iniciadas las experiencias. Tampoco la

adsorcién del fago MLC-A sobre la cepa de colecciéon Lb. casei ATCC 27139 fue
clepencliente del Ca9+, con adsorciones de 92 - 95% y de 99,5% alos D y 45 min de

incubacién, respectivamente.

Un comportamiento fuera de los patrones observados ocurrié para el fago MLC-A y
la cepa Lb. paracasei A, siendo éste el tnico sistema sobre el cual la influencia del calcio en
el medio fue significativa (P< 0.01) sobre las cinéticas de adsorcién. Porcentajes maximos de
aproximaclamente 05% se alcanzaron luego de 15 min de incubacién en presencia del
catién. En cambio, en su ausencia sélo el 37% de las particulas fagicas logré adsorberse atin

luego de 4D min.
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112312 Influencia de la temperatura

El efecto de la temperatura sobre la adsorciéon fue altamente dependiente del sistema
fago / cepa, aunque en todos los casos se verificé para todo el rango de temperaturas
estudiadas (Fig. 28b). Los porcentajes obtenidos luego de 30 min de incubacién, oscilaron
entre 57y 998 a 0°C. Los méximos porcentajes de adsorcién para el fago J-1 se alcanzaron a

30°C sobre todas sus cepas sensibles. Estos valores se mantuvieron hasta 50°C (Lb. casei

ATCC 97139) y clecag erona 11,0% (L]) paracasei A) y 88% (L]) casei ATCC 395) a4d -
50°C. Por el contrario, en el caso del fago PL-1 sobre Lb. casei ATCC 393, la adsorcién fue

totalmente independiente de la temperatura.

Para el fago MLC-A, tanto en su adsorcién sobre Lb. paracasei A como sobre Lb. casei
ATCC 27139, los valores se mantuvieron practicamente constantes en el rango de
temperaturas entre 10 y 45°C. En el primer caso se lograron adsorciones de 80~ 95%, y
fueron mayores (96 - 99%) sobre la cepa de coleccién. Para las temperaturas més extremas,
se tuvieron disminuciones leves para Lb. casei ATCC 27139, mientras gue cayeron a 50
(OOC) y 8% (50°C), para el otro sistema. Estos valores son practicamente idénticos a los gue
se vieron (a las mismas temperaturas) para el fago J-1, notablemente sobre la misma cepa Lb.

paracasei A

Un ensayo realizado para evaluar la viabilidad del fago J -lalas temperaturas de 45
y 50°C durante 30 minutos de incubacién, descarté la posibilidad de gue los valores bajos
de adsorcién fueran consecuencia de la inactivacién de las particulas de J-1 por el

calentamiento.

112313 Influencia de un tratamiento térmico sobre las células

Las tasas de adsorcién fueron significativamente diferentes (P < 0,0)) cuando se
determinaron en células a las cuales se les aplicé un tratamiento térmico que ocasioné la

pérclida de viabilidad de las mismas, o sobre células sin tratar (viables) (Fig. QSC). Para todos
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los sistemas ensayados y ya a partir de los D min de incubacién, se obtuvieron diferencias en

los porcentajes de adsorcién sobre células viables y no viables, entre 192 y 57,1%.

12314 Influencia del pH

En general, para todos los fagos, las tasas mas elevadas de adsorcién (91,5 -999%) se
obtuvieron entre pH D y 7. Sin embargo, el efecto de este pardmetro sobre el primer paso del

ciclo fagico, fue dependiente del sistema considerado (Fig. 284d).

Algunos sistemas mostraron elevados porcentajes (90 - 100%) de adsorcién dentro
de todo el rango estudiado, indicando una leve afectacién frente al pH. Para el fago J-1y Lb.
paracasei A, se observaron disminuciones a valores de alrededor de 80% para pH 5 y 8, y de
hasta 64 % para pH 10.Para el fago MLLC-A en cambio, la adsorcién fagica fue fuertemente
afectada por el pH del medio, tanto para Lb. paracasei A como para Lb. casei ATCC 27130.
Elevados porcentajes resultaron de las adsorciones de este fago con ambas cepas a valores de
pH entre D y ', sin embargo se produjeron disminuciones a pH 4 y 8 y las mismas se hicieron

muy notables por encima de pH O (inferiores al 30%).

Para el caso de la cepa Lb. paracasei A, y debido a que con los dos fagos con los que se
estudi6 las adsorciones clisminugeron a valores de pH extremos, se realizaron controles de
viabilidad para descartar que fuera la cepa la afectada y no la adsorcién en si. Se comprobé
gue esta etapa era la influenciada a valores de pI extremos, ya que los recuentos celulares

no se vieron afectados dentro del rango de pH en estudio.
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Figura 28. Efecto de parametros fisicoguimicos en la adsorcién de los fagos PL-
1,J-1 y MLC-A sobre células de Lactobacillus casei /pardcasei. a) Influencia
del ion calcio en caldo MRS, con (—) y sin (~~~~~) Ca?+ (10 rnM). 1)) Influencia
dela temperatura (luego de 50 min), en caldo MRS-Ca. c) Influencia del pH,

en caldo MRS-Ca. cl) Influencia de un tratamiento térmico sobre las células, en

caldo MRS-Ca - células viables ( ) y no~viables (~~~~~). Los valores son la

media de tres determinaciones.
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[M12.3.2 Interaccién entre Lactobacillus paracasei A y el fago de coleccién PL-1

12321 Adsorcién

Este sistema se comporté de un modo muy particular, en comparacién a los otros
sistemas estudiados. Si bien el {ago es capaz de producir placas de lisis sobre esta cepay la
misma resulta sensible tardiamente en un primer repigue o tempranamente en segundo
repique, la adsorcién resulté nula cuando se determiné en ensayos tipicos de 30 — 4D min. Se
determiné asimismo la adsorcién de este {ago sobre otras cepas comerciales (Lb. paracasei
Yk, Lh. paracaser Hn, Lb. paracasei A14) cuyos cultivos, al igual qgue Lh. paracaser A lisan al
final del I° repique de sensibilidad. Para estos casos, los porcentajes de adsorcién a los 4D min

resultaron también practicamente nulos (datos no mostrados).

En razén de estos resultados, se decidi6 llevar a cabo una experiencia de adsorcién poy
un periodo de tiempo muy prolongado (9 hs), evaluando sélo en MRS-Ca, debido a gueen la
presencia de este catién, la lisis del cultivo ocurre més velozmente. La cinética de adsorcién
obtenida (Fig. 20) presenté una forma atipica, comparandola con las obtenidas para los otros
sistemas ensay ados durante 49 min. Como se observa, los maximos porcentajes de adsorcién
(90 -99 %) se lograron con una incubacién prolongacla de los cultivos infectados (4 -0 hs),

es decir que la adsorcién resulta muy lenta para este sistema.

100

10

0.1

ufp sobrenadante (%)

0.01\\\\\\\\
01 2 3 45 6 7 8 9

Tiempo (h)

Figura 20. Cinética de adsorciéon del fago PL-1sobre Lactobacillus paracasei A, en caldo
MRS adicionado con calcio 10 mM. Los valores son la media de tres determinaciones.

154



RESULTADOS

Sin embaygo, fue observado gue durante estas incubaciones prolongadas en caldo
MRS, las células se multiplicaban, con lo cual los pellets recogidos por centrifugaciéon para
determinar los fagos libres en el sobrenadante, fueron aumentando su volumen con el
transcurrir del tiempo. El problema reside en que si el cultivo contintia creciendo, como
puecle observarse mas adelante en la Fig. 35 para caldo MRS, las condiciones {ijaclas para las
experiencias resultan modificadas permanentemente a lo largo de las mismas,

imposibilitdndose de ese modo la obtencién de resultados precisos.

Por otra parte, si la experiencia de adsorcién resulta més larga que el ciclo de
multiplicacién fagica, al titular fagos libres en el sobrenadante, no sélo se estarian titulando

los fagos iniciales no adsorbidos, sino también los fagos originados en la propagacion.

Esta situacién hizo imprescinclible el reemplazo del caldo MRS por un medio no
proliferativo, de modo de evitar el crecimiento del cultivo, pero sin afectar su viabilidad. Asi,
se impediria el desarrollo de la célula y por consiguiente la multiplicacién fagica. Para ello,
se empled buffer TMG en los ensayos de adsorcién y posteriormente, también durante los
ensayos de crecimiento en un paso (]Jursz‘ sjze). Los recuentos de suspension de células en
buffer TMG mostraron ausencia de propagacion respecto de caldo MRS, aungue sin pérclicla

de viabilidad (datos no mostraclos).

En los experimentos de adsorcién en buffer TMG, se titularon los fagos libres en el
sobrenadante a lo largo de O hs (Fig. 30). La adsorcién se produjo tanto en presencia como en
ausencia de Ca?*. Fn ausencia del catién, la tasa de adsorcién resulté mas elevada, aungue
finalmente se lograron maximos de 999 % para ambas condiciones a partir de las 0 hs de

incubacioén.
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Figura 30. Influencia de los iones calcio en la cinética de adsorcién del fago PL-1
sobre Lactobacillus paracasei A, en buffer TMG con ( ) y sin (~~~) Ca?*10 mM.

Los valores son la media de tres determinaciones.

El estudio del efecto del tratamiento térmico aplicado a las células de Lb. paracasei
A mostré una marcada influencia en la adsorcién del {ago PL-1 (Fig. 31).La tasa de adsorcién
sobre células tratadas no superé6 el 60 %, mientras que las células no sometidas a
calentamiento, mostraron valores de adsorcién de 999 % a partir de la guinta hora de

incubacién del cultivo infectado.
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Figura 31. Influencia de un tratamiento térmico aplicado sobre las
células de Lactobacillus paracasei A, en las cinéticas de adsorcién del

fago PL~1, en buffer TMG sobre células viables (—) y no viables (~~~).

Los valores son la media de tres determinaciones.
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En cuanto a la influencia de las temperaturas de incubacién en la tasa de adsorcién,
para este sistema se obtuvieron maximos porcentajes (99,0%) a 57°C, mientras gue sélo el
85,0% de las particulas virales fueron adsorbidas a 30°C. No se obtuvieron placas visibles a
45°C y 50°C, sugiriendo pérdida de viabilidad fagica a esas temperaturas (Fig. 32). En un
ensayo posterior se compro]aé qgue la incubacién de los viriones por 0 ks a estos altimos
valores de temperatura, causa una reduccién en los recuentos fagicos por pérdida de

viabilidad (datos no mostrados).

100 ~

90 -

80 -

70 -

Adsorcion (% particulas fagicas
adsorbidas a las 6 hs)

60 T T T T T
0 10 20 30 40 50

Temperatura (°C)

Figura 2. Influencia de la temperatura en la adsorciéon del tago PL-1sobre Lactobacillus
paracasei A (luego de 6 hs) en buffer TIMG-Ca. Los valores son la media de tres

determinaciones.

112322 Curvas de crecimiento en un paso

Paralas experiencias de crecimiento en un paso (]Jurst size), se consideré a la adsorcién
como la etapa lenta para este sistema, por lo que la misma se llevé a cabo en buffer TMG por
49 hs. Se supuso que las etapas posteriores a la adsorcién ocurririan con un comportamiento
tipico, similar a los restantes sistemas estudiados, por lo que luego se prosiguié en caldo
MRS-Ca para garantizar que las células se encuentren metabélicamente activas en un
medio con nutrientes disponibles, necesario para que ocurran las etapas intracelulares del

ciclo fagico.
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Se comprobé que las células no sélo no perdian viabilidad en el buffer TMG sino que,
ademas, no sufrian una fase de readaptacién al caldo MRS ya que inmediatamente
comenzaron a multiplicarse logrando, a las O hs de incubacién finales, casi alcanzar la
concentracién maxima del cultivo desarrollado exclusivamente en MRS. Incluso se observé

qgue las velocidades de crecimiento (pencliente dela curva), en ambos casos, fueron similares

(Fig. 22).

10

logqo ufc/ml

Tiempo (h)

Figura 33. Cinéticas de crecimiento de un cultivo de Lactobacillus paracasei A desarrollado
exclusiva (‘) y parcialmente ( ) en caldo MRS, con una incubacién previa en buffer IMG.

Los valores son la media de tres determinaciones.

La determinacién aproximada de los pardmetros de multiplicacién fagica para este
sistema, se logré para un mo.i. = 2. No se detecté un periodo de latencia y la curva obtenida
(Fig. 34) muestra la ocurrencia de un ciclo corto, con un tiempo de latencia de D min y un

burst timede 120 min. El burst sizeresulta de aproximadamente 35 u{p / centro infectivo.
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Burst size (ufp/centro infectivo)
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Figura 34. Curva de crecimiento en un paso del fago PL-1sobre Lactobacillus paracasei Aa

una dosis infectiva (m.o.i.) de 2. Los valores 8ra{icaclos son la media de tres determinaciones.

Debido a la complejidad del andlisis de este sistema, los pardmetros obtenidos son
estimativos. Probablemente los mayores errores se encuentren en la determinacién del
periodo de latencia, ya que resulta poco probable gue sea tan corto. Ocurre qgue, si bien la
célula es incubada con el {ago en TMG durante la adsorcién, el pasaje desde caldo MRS al
buffer es inmediatamente previo a la infeccién. Esto hace que la célula, aunque se encuentre
en un medio no proliferativo y sin nutrientes, disponga de algin contenido energético como
para soportar el inicio del ciclo fagico intracelular. Agotada toda su energia, el ciclo
guedaria detenido hasta que, culminada la incubaciéon en TMG, el cultivo infectado
nuevamente es resuspendido en MRS y el ciclo se retomaria. El resultado obtenido para el
periodo de latencia, estaria reflejando una etapa intracelular subestimada por comparacién

con 10 gueen realidad ocurre.

De cualquier modo, la ocurrencia de un ciclo corto seria razonable y compatible con
una etapa de adsorcién lenta y una baja liberacién de particulas fagicas por cada centro
infectivo, ain cuando se observa la lisis de los cultivos en el primer repique de ensayos de
sensibilidad. Por otra parte, se piensa que en una experiencia de evolucién del cultivo
infectado, desarrollada integramente en caldo MRS-Ca, algunas particulas fagicas
encuentran rapidamente al receptor y comienzan el ciclo litico, mientras que otras demoran
mas tiempo, produciéndose de ese modo el fenémeno de adsorcién lenta de la poblacién de

fagos en su conjunto, y no de cada particula fagica individual.
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1124 Estudios sobre paredes celulares

Se conformaron cuatro sistemas por combinacién de parecles celulares puri{icadas de

Lb. casei ATCC 395 y Lb. casei ATCC 27139, con tres fagos. Los fagos PL-1 y J-1 se
emplearon sobre Lb. casei ATCC 393 y los fagos J-1 y MLC-A, con Lb. casei ATCC 27159.

La eficacia de rotura fue monitoreada por recuento bacteriano en placa
(microtécnica), y se midié como la disminucién en la concentracién de células viables
(enteras) luego de la etapa de disrupcion mecanica, obteniéndose valores de

aproximadamente 60 y 70% para Lb. casei ATCC 393 y Lb. casei ATCC 27159,

respectivamente.

De los ensayos realizados para estudiar la adsorcion sobre paredes celulares, en
primer lugar se observé gue en ningun caso fue necesaria la viabilidad celular para la
ocurrencia de esta etapa, ya que las adsorciones siempre fueron superiores a 80% sobre

parecles control (sin tratamiento).

1241 Ensayos de adsorcion sobre paredes celulares tratadas

Tratamientos térmicos
Con relacién a los tratamientos de calentamiento, se tuvieron resultados diferentes en

funcién de los sistemas estudiados y del medio empleado para la resuspension delas paredes

(Fig. 3D).
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Figura 33.FEecto de un tratamiento térmico aplicado
sobre (A) las parecles celulares puri{icaclas (PCC) y (B)
células enteras de Lb. casei resuspenclidas en caldo MRS
yen tris-HCl (50 mM, pH 7,5), sobre la adsorcién de los
fagos (30 min de incubacién a 57°C). Los valores son la
media de tres determinaciones.

La adsorcién del fago MLC-A sobre parecles de Lb. casei ATCC 27139 (en tris~HCL

50 mM, pH D) no se modificé por aplicacién del tratamiento térmico sobre las paredes. Los
dos sistemas gue surgen de la combinacién entre la cepa Lb. casei ATCC 395 y los {agos PL-
1y J-1, no mostraron diferencias significativas entre los valores de adsorcién obtenidos para

las paredes control con y sin tratamiento térmico, ni en caldo MRS, ni cuando se

resuspendieron en buffer tris-I1Cl (50 mM, pH 7)). En cambio y sélo para caldo MRS, la
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adsorcién de J-1 sobre Lb. casei ATCC 27139 fue mayor en paredes control sin calentar
(90,6%), gue en parecles alas cuales se les aplicé el tratamiento (74,0%) (Fig. 35A).

En el caso de las paredes celulares de Lb. casei ATCC 27139, se observé una

importante reduccién en el tamafio del pellet de paredes calentadas, a comparacién de las
sin tratar. Lo mismo se observé para células enteras, y no sélo de esa cepa sino también para

Lb. casei ATCC 595 y Lb. paracasei A, con disminuciones mas notables cuando se hallaban
resuspendidas en caldo MRS, que en tris-I1CL.

Dado que en los siete sistemas a los que se les estudié la adsorcién empleando célula
entera resuspendidas en caldo MRS, se encontraron diferencias significativas entre
aplicacién o no de tratamientos térmicos, se decidi6 repetir esos ensayos, pero probando
ademas las resuspensiones en tris-HCl (50 mM, pH 7,5). De este modo se intenté evaluar la

influencia del medio de resuspension utilizado.

Cuando la aplicacién del tratamiento fue sobre preparaciones de células enteras de
las cepas Lb. casei ATCC 27159 y Lb. casei ATCC 393, resuspencliclas en ambos medios, se
obtuvieron diferencias significativas entre las adsorciones sobre paredes tratadas y sin trataz,
para todos los sistemas y los dos medios. Incluso, las diferencias fueron més importantes

cuando el medio de resuspension usado fue tris-I-HCI. Lo mismo se observé para Lb. paracasei

A y el {ago MLC-A (Figura 25 B)

Tratamientos quimicos y enziméticos

En cuanto a los tratamientos gulmicos y enzimaticos, en 8eneral se observaron
disminuciones significativas en los porcentajes de adsorcién para las paredes tratadas con
mutanolisina y TCA, mientras que para tratamientos con proteinasa K y SDS los valores

fueron muy similares gue para las paredes control (Fig. 36).
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Figura 36. Adsorcién (%0 de particulas fagicas adsorbidas luego de 30 min a 37°C) de los
fagos PL-1,J-1y MLC-A sobre paredes celulares tratadas de Lb. casei. Las barras

identificadas “tris PCC” corresponclen a las adsorciones procluciclas sobre parecles celulares
sin tratamiento, resuspendidas en buffer tris-I1Cl (50 mM pH 7,5) Los valores son la media
de tres determinaciones.

La proteinasa K hidroliza las uniones pepticlicas y el SDS (1%) remueve y
desnaturaliza las proteinas de la pared, sin afectar al péptido glicano ni a las moléculas
ligadas covalentemente a él. Las tasas de adsorcién luego de la aplicaciéon de estos
tratamientos fueron practicamente idénticas a las obtenidas sobre las paredes control. La
tnica excepcién se observé para el fago J-1 sobre paredes de Lb. casei ATCC 27139, ya que
paredes sometidas a tales tratamientos mostraron valores de adsorcién ligeramente
disminuidos (cli{erencias entre D y 6,5%) si se comparan con el obtenido sobre las parecles
control. Sélo en este tnico caso, podria considerarse posible la existencia de algin

componente proteico como parte constituyente del receptor.

La mutanolisina es una enzima gue hidroliza el pepticloglicano dela parecl celular. Su
aplicacién sobre las parecles produjo importantes disminuciones en las adsorciones,

considerando los valores alcanzados con los controles, obteniéndose para todos los sistemas
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porcentajes de adsorcién inferiores a 67,2%. También el tratamiento con D% de TCA actia
sobre componentes de naturaleza hidrocarbonada, removiendo una fraccién soluble de los
polisacaridos, mientras que permanecen en la pared una fraccién insoluble y los acidos
teicoicos (Callegari, 199?), si bien en el caso de paredes de Lb. casei no se encuentran
presentes, tal como se mencionara previamente en la Introduccién. Frente a este tratamiento,
los sistemas mostraron en 8enera1, la mayoy variabilidad (8,? a 74,7% de adsorcién), aungue
el fago J-1 para las dos cepas, arrojé valores similares (46,9 y 50,0%). Tal observacién resulta
légica suponiendo que el fago reconoceria el mismo, o similar, receptor sobre ambas células
(también para paredes tratadas con mutanolisina los porcentajes observados, para este
sistema son parecidos). Por otro lado, el sistema formado por parecles de Lb. casei ATCC
27139 y el fago MLC-A fue el méas afectado por ambos tratamientos, obteniéndose las
diferencias més marcadas respecto de las adsorciones sobre paredes control. Las
disminuciones observadas indicarian la existencia de componentes de origen

hidrocarbonado en los receptores para los fagos.

1242 Reversibilidad de la adsorcién fégica sobre paredes celulares purificadas

Para estudiar la reversibilidad en la unién de los fagos alos receptores, se permitié la
adsorcién de las particulas virales a las paredes control y luego se analizé si se producia la
desorcién espontanea a lo largo de un tiempo de incubacién prolongaclo. Los resultados

obtenidos se encuentran graficados en la Fig. 37.
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Figura 1. Irreversibilidad de la adsorcién {égica a parecles celulares puras de Lb. casei
({agos libres en el sobrenadante luego de la adsorcién, 50 min a 370(:). Las barras
identificadas “control” representan las concentraciones de fagos iniciales puestas en
contacto con las paredes celulares. Los valores son la media de tres determinaciones.

Para los cuatro sistemas evaluados, la mayor parte de las particulas fagicas se
adsorbieron durante los primeros 30 min de incubacién, lograndose porcentajes de 978%
(ATCC 393 / PL-1), 805% (ATCC 395 / J-1); 800% (ATCC 27139 / J-1) y 840%
(ATCC 27159 / MLC~A). Luego de ese tiempo, los recuentos se mantuvieron practicamente
invariables, indicando que no existe una tendencia a la desorcién espontdnea de las
particulas fagicas desde los receptores situados en las paredes, durante el tiempo evaluado
en el ensayo. En el caso del {ago PL-1sobre Lb. casei ATCC 393, se observé incluso una leve
pero constante disminucién en los titulos fagicos, indicando que la adsorcién se continia
produciendo durante todo el ensayo (994% de adsorcién a los 180 min, contabilizados

desde el instante de contacto entre el fago y las parecles).
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[I124.3 Ensayos de neutralizaciéon fagica con monosacéridos

En funcién del hallazgo de qgue los receptores estarian conformados, al menos
principalmente, por componentes de origen hidrocarbonado, los {agos se incubaron con
soluciones de monosacdridos a fin de determinar de modo preliminaz, si éstos tiltimos eran

capaces de inactivar las particulas {égicas e impeclir su adsorcién sobre las cepas sensibles.

Los resultados obtenidos fueron muy variables y no reproduci]ales para ninguno de los
tres fagos estudiados (datos no mostraclos), por lo gue no se obtuvo informacién acerca de
cudles de los monosacaridos ensayados, ejercen un efecto neutralizante de las particulas

fagicas.

Finalmente, se consideré que esta técnica, previamente aplicada en el laboratorio de
modo rutinario para el estudio de receptores de fagos especificos de otras bacterias lacticas,
es inapropiada para estos {agos y fue necesario disefiar nuevos ensayos. Para esto, se
aplicaron metodologias qgue utilizaron algunos monosacaridos particulares y cuyos

resultados se explicitan a continuacioén.

11244 Ensagos de desorcién y competencia con monosacdridos, en la adsorcién de los {agos

sobre las parecles celulares

Para estos ensayos se seleccioné a la L-ramnosa debido a que, segin reportes de
algunos autores (Yokokura, 1971; Ishibashi y col, 1980), estaria formando parte del receptor
para los {agos de colecciéon J-1 y PL-1 en sus cepas sensibles Lb. casei ATCC 27159 y Lb.
paracasei ATCC 27092. A modo de control negativo, se eligié a la D-ribosa por ser, entre los
monosacdridos cominmente empleados en el laboratorio para el estudio de receptores, la
gue mas se diferencia en estructura (pentosa) de la L-ramnosa (hexosa). La idea de
incorporar un monosacarido diferente en estructura como control negativo, fue la de
descartar qgue las interferencias en las adsorciones pudieran producirse de un modo

inespecifico.

Como se observa en la Fig. 38, en general la L-ramnosa mostr6 un notable efecto en la

adsorcién de los fagos sobre las paredes celulares, tanto en los ensayos de competencia como
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en los de desorcién. En el primer caso, todos los sistemas se vieron afectados por la presencia
de L-ramnosa que compitié por las particulas fagicas con los receptores, y logré disminuir
considerablemente la tasa de adsorcién desde 89 — 99% (adsorciones control) a valores de 4
- 40%. En los ensayos de desorcién, excepto para J-1sobre Lb. casei ATCC 395 (Fig. 38]3),
los porcentajes de fagos gue continuaron adsorbidos a los O min de contacto con el

monosacarido, fueron menores atin que para el ensayo de competencia. Méas atin, a los 60 min
de incubacién con la L~ramnosa, s6lo MLLC-A continué adsorbido (13,6%) sobre parecles de
Lb. casei ATCC 27130.
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Figura 38. Ensagos de desorcién y competencia con L-ramnosa y D-ribosa, en la adsorcién
sobre paredes celulares puras de Lb. casei ATCC 393 con los {agos PL-1 (a) y J-1 (]3) y Lb.
casei ATCC 27139 con los {agos J-1 (c) y MLC-A (cl) Las barras identificadas “PCC (30

”

min) corresponden alas adsorciones proclucidas sobre parecles celulares sin tratamiento,
resuspencliclas en buffer tris-HCI (50 mM, pH 7,5). Los valores son la media de tres

determinaciones.
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Con respecto a la D-ribosa, no mostré efecto durante las pruebas de competencia,
salvo en el caso del fago MLC-A que logré disminuir un 14,4% la adsorcién respecto del
control. También en el caso de las desorciones, para este fago los valores de adsorcién sobre
las paredes de Lb. casei ATCC 27159 clisminug eron para 5 (al 45,0%) y 60 min (al 95,0%)
(Figura 38d). Los demaés sistemas practicamente no se vieron afectados en este tipo de

ensayos.

Estos resultados permitieron aceptar, en forma preliminar, a la L-ramnosa como
monosacdrido constituyente del receptor para los tres fagos. Esto es particularmente
importante en el caso del fago aislado en nuestro pais y para el cual, también la D-ribosa

tendria algiin tipo de participacién durante la primera etapa del ciclo de multiplicacién.

Por otro lado, los resultados obtenidos en estos ensayos demostraron que el disefio de
las experiencias previamente realizadas para evaluar la capacidacl de inactivacién de fagos
de diferentes monosacaridos, no es el adecuado para este tipo de sistemas fago / cepa. La
L-ramnosa, gue para ninguno de los tres {agos dio muestras de alguna interaccién con ellos
segun las primeras pruebas, tuvo un comportamiento totalmente opuesto durante las
pruebas de competencia y desorcién. Tampoco la D-ribosa presenté resultados coherentes

entre el primero y segundo disefio de experiencias.

[II.5 Aislamiento de mutantes espontdneos fago resistentes
[I1.31 Aislamiento a partir de cultivo secundario y de medio agarizado

Las cepas Lb. casei ATCC 27139 y Lb. paracasei A fueron empleadas para obtener

mutantes espontaneos fago resistentes frente a los fagos J ~1yMLC-A, respectivamente.

Cabe destacar que la bisqueda de mutantes en cepas pertenecientes a esta especie
resulté compleja y particular, en comparacion con la experiencia previa del grupo de

trabajo en este tema, por lo que requirié de importantes modificaciones en la metodologia.
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Para Lb. paracasei A se aislaron 42 variantes potencialmente resistentes por la
técnica de aislamiento en medio agarizado y en dos oportunidades se aplicé la técnica de

aislamiento a partir de cultivo secundario, obteniéndose en total 64 mutantes.

Para Lb. casei ATCC 27139, directamente se empleé la técnica de cultivo secundario

y se aislaron 17 clones potencialmente resistentes frente a J-1.

[11.5.2 Caracterizacién del fenotipo de fagorresistencia para los mutantes

obtenidos

1321 Confirmacién de la fagorresistencia

Trabajando con Lb. paracasei A, de las 42 variantes potenciales (aislamiento en
medio agarizaclo) no se recupero ningun clon resistente verdadero: 23 clones lisaron
Completamente en el primer repique de sensibilidad y 19, en el segunclo. Respecto ala
técnica de aislamiento a partir de cultivo secundario, los 39 clones obtenidos en el intento
inicial lisaron al primer repigue, mientras que para el segunclo grupo de mutantes aislados,

se procedi6 segiin una metodologia alternativa, indicada en Materiales y Métodos.

Esta metodologia se basé en la observacién de que los clones se expresan como
resistentes cuando en el medio se encuentra presente el fago. Si a esos clones se los “lava de
fagos” por sucesivas estrias en MRS agarizado, al enfrentarlos nuevamente con el fago, en
general se muestran sensibles, haciendo imposible la recuperacién de mutantes. En un
intento por obtener algin clon resistente, y considerando la falta de experiencia respecto de
la fagorresistencia en las bacterias probiéticas, se decidié dar una nueva oportunidad a los

cultivos de los clones que resultaron sensibles en el primer repique de sensibilidad (véase la

seccién [16.21]).

Empleando este nuevo criterio, se trabajé con 29 clones aislaclos, 1de los cuales lisé al
primer repiqgue, 5 mostraron muy escaso desarrollo durante el segundo repigue de

sensibilidad y fueron eliminados, y 19se recuperaron como resistentes frente al {ago MLC-A.
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De los 17 clones obtenidos para Lb. casei ATCC 27139, se recuperaron 12 como

verdaderos mutantes resistentes al {ago J-1. Los otros D, no fueron capaces de superar los

repigues de sensibilidad, evidenciandose como resistentes falsos.

1322 Estabilidad de la fagorresistencia

La estabilidad a la fagorresistencia se evalud, en primera instancia, segin lo
detallado en la seccién [16.22. Se encontré que 100% y 91,6% de los clones resistentes
derivados de Lb. paracasei A y Lb, casei ATCC 27139 resultaron estables frente a MLC-A y
J-1, respectivamente. El tinico clon de Lb. casei ATCC 27139 gue modificé su fenotipo de

{agorresistencia, lisé al primer repique de estabilidad.

Todos los demas clones, resistentes y estables, fueron conservados por congelamiento a
partir de cultivos infectados con el fago correspondiente. La razén de esta forma atipica de
conservacion, es asegurar, mediante la presencia del {ago en el medio, la expresion del

fenotipo de resistencia.

[I1.5.2.5 Espectro de resistencia tagica de los mutantes obtenidos

El objetivo de estos ensayos fue investigar si la resistencia lograda frente a los fagos
con los cuales se obtuvieron las variantes, se conservaba al enfrentar a tales clones con otros

{agos de Lb. casei / paracasei.

Los 19 mutantes resistentes a MLC-A se reactivaron a fin de evaluar su resistencia
frente a los fagos PL-1 y J-1. A su vez y a modo de control, se repitieron los ensayos de
sensibilidad frente al fago MLLC-A. Los mutantes se comportaron de modo similar frente a los
tres fagos ensayados, mostrandose en casi todos los casos resistentes durante los tres repiques.
Dos de los mutantes (M6 y MIO) fueron la excepcion, lisando en el primer repique del ensayo
frente a PL~1, J-1 e incluso frente a MLC~A, revirtiendo el fenotipo de resistencia antes

expresaclo. Debido a estos resultados, ambas variantes fueron eliminadas.

También los derivados congelaclos de Lb. casei ATCC 27139 se reactivaron para

evaluar su resistencia frente a los fagos MLC-A y PL-1 y corroborar su fenotipo resistente
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frente a J-1. En este caso, los mutantes evidenciaron ciertas diferencias en sus
comportamientos. De los 11 clones descongelados, 8 se comportaron en modo similar frente a
los 3 fagos ensayados, mostrandose resistentes durante los tres repiques de sensibilidad. Por
el contrario, un mutante (Mll) lis6 frente a los 5 fagos enel primer repique de sensibilidad,
revirtiendo incluso la resistencia antes demostrada frente a J-1. Otro mutante (M4), si bien
fue resistente frente a PL-1, no super6 el segundo repique frente a los otros dos {agos. Y
finalmente otro clon (MI0) fue resistente frente a los fagos de coleccién, pero lis6 en el
segundo repique frente a MLC-A. De acuerdo a los altimos resultados, los clones que

revirtieron su resistencia frente a J-1(M4 y MI1) fueron eliminados.

[I1.3.3 Nuevo criterio de estabilidad para los mutantes resistentes obtenidos

El anélisis detallado de los resultados hasta aqui obtenidos, sugirié que las pruebas de
estabilidad, lejos de significar una fuerte presién de seleccién debido a la continua adicién
de {agos en los sucesivos repiques, parecian favorecer a la expresion del {enotipo de
resistencia fagica. Aparentemente, para un clon resultaria mas dificil superar los tres
repiques de sensibilidad, gue los 4 repiques de estabilidad. A raiz de este comportamiento
diferencial presentado porx los derivados obtenidos a partir de Lb. casei / paracasei en
comparacién con otras bacterias lacticas, se decidié evaluar nuevamente la estabilidad, esta
vez empleando la metodologia descripta en 116.3. Segfm ésta, se intercalan a lo ensayos de
sensil)iliclad, instancias en donde los cultivos se ‘lavan de {agos”, aumentando asi la

probabilidad de reversion del fenotipo.

Para los derivados de Lb. paracasei A, los resultados obtenidos fueron totalmente
discordantes, considerando los recogiclos segun la primera metodologia empleacla. De los 17
clones y en las estrias realizadas para puri{icarlos, 4 presentaron diversidad en la mor{ologia
de colonia (Tabla 14), por lo que se recuperaron 22 mutantes resistentes totales. E1 818% de
los clones se mostraron sensibles en el primer repique del primer ensayo de sensibilidad, un
clon (M23) lis6 en el primero del segundo ensayo y el 13,6% de los clones alcanzé el dltimo

repique del tercer ensayo de sensibilidad, lisando finalmente (Ta]ola 14).
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Tabla 14. Evaluacién de la estabilidad de clones derivados a partir de Lb.

paracasei A, segin la metodologia descripta en la seccién [16.3 de Materiales y

Métodos.
Derivado
fago Variante morfoldgica 1° ensayo de 2° ensayo de 3° ensayo de besarrollo?
resistente sensibilidad sensibilidad sensibilidad
" -7 - - -+ En el dia
i * 96 hs
" * 24 hs
M4 blanca + ST
" - - - -+ En el dia
M11 + 96 hs
M12 - - - - - - - -+ En el dia
M13 crema + 28 Te
blanca + 72 hs
e * 48 hs
M17 crema-crema + 24 he
crema-blanca + 48 hs
blanca + 72 hs
o * 32-36 hs
20 crema * 32-36 hs
blanca + 72 hs
M21 + 24 hs
M22 + 16-18 hs
M2s - + En el dia
M24 + 16-18 hs
e grande * 16-18 hs
pequeia + 16-18 hs

También con los derivados de Lb. casei ATCC 27139 se obtuvieron resultados

incoherentes con relacién a los primeros recogiclos segun el primer criterio para evaluar la
estabilidad. De los 9 clones gue siguieron mostrandose como resistentes (véase la seccién
[1.3253), 5 presentaron diversidad en la morfologia de colonia (Tabla 1), por lo que se
recuperaron 1D mutantes resistentes totales. Fl 066,7% de los clones fue eliminado en

diferentes repigues del T’ ensayo de sensibilidad, el QO%, durante el segunclo ensayo de

3 Tiempo (hs) transcurrido desde la lisis, causada por el fago correspondiente, hasta que el cultivo en estudio logré un
desarrollo visible, durante los ensayos de estabilidad.
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sensibilidades y s6lo dos clones llegaron hasta el tercer ensayo y fueron eliminados en el

tercer repigue de esa sensibilidad (Tabla 13).

Tabla 15. Evaluacién de la estabilidad de clones derivados a partir de Lb. casei
ATCC 27159, segtin la metodologia descripta en la seccion 1165 de Materiales

y Métodos.
Clon fago 1°ensayode 2°ensayode 3° ensayo de
Variante morfolégica Desarrollo*
resistente sensibilidad sensibilidad sensibilidad
crema -+ 24 hs
M1 crema R* -+ 24 hs
gigante-crema-crema - - - -+ fin del dia
M2 grande - - - - - - - -+ fin del dia
pequeiia - - - + fin del dia
M5 + 24 hs
M6 - - - - - - - -+ fin del dia
M8 -+ 16-18 hs
M9 grande + 48 hs
pequeiia + 48 hs
M10 crema -+ 16-18 hs
blanca + 48 hs
M15 crema -+ 16-18 hs
blanca + 48 hs
M17 - - - -+ fin del dia

Finalmente, todas las variantes fago resistentes obtenidas a partir de ambas cepas
estudiadas fueron descartadas ya gue sus {enotipos fueron inestables a lo largo de sucesivos

repiques, segun este criterio de estabilidad empleado.

Como observacién adicional y 8eneral para ambas cepas ensay adas se puclo rescatar
gue, los clones que se mostraron resistentes por un mayor ntimero de repiques de
sensibilidad, tardaron menos en desarrollar nuevamente a partir de los cultivos lisados, a

comparacién de los que fueron lisados durante el primer ensayo de sensibilidad (Tablas 14 y

15).

* Tiempo (hs) transcurrido desde la lisis, causada por el fago correspondiente, hasta que el cultivo en estudio logré un
desarrollo visible, durante los ensayos de estabilidad.
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[V DISCUSION

En principio, cualguier industria o proceso tecnolégico que descanse en
fermentaciones bacterianas es vulnerable a las infecciones tagicas y las mismos representan
una constante amenaza de serias pérdidas econémicas. La industria lactea es
particularmente sensible a estos ataques y por mas de 70 afios se han realizado intentos por
mantener bajo control a los fagos, que interfieren con la manufactura de productos lacteos
fermentados (Moineau y Lévesque, 2005). Actualmente, en algunos procesos industriales
empleados para la manufactura de productos con probiéticos, se incluye una etapa de
fermentaciéon durante la cual el cultivo probiético aumenta su concentracién o es empleado
como starter (Watanal)e y col, 1970; Forsman y col, 19903; Capra y col.,, 90061)) Estas
propagaciones hacen gue se incremente la frecuencia de ataques {égicos sobre bacterias

probiéticas comercialmente valiosas.

La caracterizacién de los fagos, su interaccion con sus cepas sensibles y el
conocimiento del modo en que diferentes pardmetros fisicoquimicos pueden afectar su
viabilidad, es de primordial importancia al momento de llevar adelante procedimientos de
control que resulten efectivos para aliviar las devastadoras consecuencias de sus ataques
liticos. Para fagos de bacterias probiéticas y particularmente para Lb. casei / paracasei, la
informacién disponible es muy escasa si se compara con la existente para bacteriofagos

especificos de otras bacterias lacticas.

Por todos los motivos expuestos, en este trabajo se comenzaron a estudiar fagos
disponi])les en la coleccion ATCC y posteriormente, se amplié la investigacion empleando
fagos que se aislaron a partir de fermentaciones industriales defectuosas de una leche

fermentada elaborada en nuestro pais.

Los tres fagos de Lb. casei / paracasei estudiados PL-1, J-1 y MLC-A pertenecen al
orden Caudovirales y se clasifican en el mor{otipo Bl de la Familia &'pﬁoviriclae (Accolas y

Spillmann, 1979; Ackermann y col, 1984; Ackermann, 9005) o el morfotipo B segun

Bradley (Bradley, 1967). Presentan morfologias similares, con cabezas isométricas entre 7 y

62 nm de didmetro y colas largas no contractiles entre 190 y 270 nm. Para PL-1 yMLC-A se
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observaron colas estriadas, en cuyos extremos presentan una estructura mas compleja de
placa basal, fibra caudal y espiculas (s6lo PL-1). Hasta el momento, todos los fagos reportados
para esta especie han sido igualmente clasificados y poseen dimensiones semejantes a las
mencionadas anteriormente. Entre ellos, el {ago PL-2 (temperaclo de Lb. casei ATCC 97099,
el cual no ha podido ser propagado por no disponerse de una cepa inclicadora) es el mas
pequefio, con un didmetro de cabeza de 4D nm y cola de 190 nm de longitud y 10 nm de
didmetro (Nakashima y col, 1998). Los fagos liticos ¢FSV-A; ¢FSV-B y ¢FSV-C,
inclistingui])les morfolégicamente del {ago temperado (I)FSW del cual derivan, muestran
cabezas hexagonales de D7 nm y colas de 196 x 8 nm (Shimizu-Kaclota y col., 1983). La
mayoria de los fagos reportados poseen placa basal en el extremo distal de su cola y algunos,
fibra caudal y estrias (Forsman y col., 1995; Herrero y col., 1994; Lo y col., 9005). La fibra
caudal es un filamento que podria estar involucrado en la unién especitica de las particulas
fagicas a las células sensibles y consiste en un grupo de moléculas proteicas especializadas
(Watanabe y col, 1082a). Estos mismos autores emplearon técnicas especiales para estudiar
en detalle la morfologia del fago PL-1, especialmente de las estrias que se observan a lo largo
del eje de la cola. A diferencia de todos los {agos reportados para Lb. casei / paracasei, el
autoctono (MLC~A) posee una cola bastante rigida y collar (Capra y col., (2006]3)

Probablemente, este fago es un miembro de la especie yD de fagos de lactobacilos (Accolas y

Spillmann, 1979, Ackermann y Du]oow, 1987, Ackermann, 2001)

Los fagos de Streptococcus, Lactococcus y Lactobacillus aparecen entre los grupos
fagicos mas documentados, en cuanto a estudios de sus genomas, debido al impacto
econémico ocasionado por los mismos en la industria lactea (Brussow, c2001). Si bien en
comparacién con los fagos de lactococos, las caracteristicas genémicas de relativamente
pocos fagos de lactobacilos han sido descriptas, algunos han sido abordados en detalle. Entre

los especi{icos de Lb. casei / paracasei, los {agos temperaclos (1)393/ A2 (al presente el mejoy
caracterizado) y (I)FSW han sido extensamente estucliados, fundamentalmente desde el
punto de vista de la lisogenia (Garcia y col., 1997; Ladero y col., 1998; 1999) y la generacion
de derivados virulentos (Shimizu~Kaclota y col,, 1983, c2000) Incluso, en este ultimo caso se

identificé una secuencia de insercién, presente en la cepa Lb. casei ATCC 27139, qgue al
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insertarse en el genoma de d)FSW seria responsa]ale de la aclquisicién de virulencia,
elemento que ha sido secuenciado (Shimizu~Kac10ta y col, 1085). El fago PLA, gue fue el
segundo fago de Lb. casei aislado, también ha sido estudiado en pro{undiclacl. Posee ADN
doble cadena lineal con extremos cohesivos, un %0G+C de 45-48% (similar alJ-1 y LC—Nu)
y un genoma de aproximadamente 42 kb. Ciertos estudios de su transcripcién, revelaron que
los genes tempranos se expresan en los primeros 20 min, mientras gue los tardios son
transcriptos por la ARN polimerasa del huésped 1ue80 de 40 min de iniciada la infeccién
(Jarvis, 1989). Los genes de lisis de este {ago han sido clonados secuenciados y expresaclos en
E coli (Kashige y col, (2000) Los genomas de los {agos de Lb. casei / paracasei aislados
hasta el momento tienen un tamafio entre 3D y 44 kb presentando, en su mayoria, extremos

cohesivos (J~1, (I)AT3, LC~Nu, (1)395/ A2 y PL~1). En los tres tltimos casos, se extienden los

extremos J, mientras que para el temperado OATS, una hebra de 19 nucleétidos se prolonga
desde ambos extremos D' (Lo y col, 2009). En forma andloga, se observaron extremos
cohesivos de 13 nucleétidos para el fago DTI1 (St t]:termop]:ti]us) a partir del extremo 5
(Tremblag y Moinean, 1999), lo cual es usual para {agos de bacterias Gram negativas
(Herrero y col, 1994). Notablemente, el fago MLC-A aislado en Argentina pareceria contar
con un mecanismo de empaqguetamiento de su ADN del tipo pac, que sélo ha sido reportado
hasta el momento para el fago temperado FSW, cuyo ADN presenta redundancia terminal
y permuta circularmente (Shimizu-Kadota y Tsuchida, 1084). Para algunos de los fagos de
esta especie, se han construido mapas de restriccién (Shimizu-Kadota y Tsuchida, 1984;
Forsman y col, 1993; Herrero y col,, 1994; Nakashima y col., 1994, 1998), encontrandose gue
el nimero de sitios de restriccién fue considerablemente mayor que para fagos liticos de
lactococos, que son altamente refractarios a la digestién por estas enzimas, pero similar a lo
hallado para {agos de lactobacilos (Nakashima y col, 1994; Klaenhammer y Fitzgerald,
1994). Sélo se han secuenciado completamente los genomas de los fagos LC-Nuy, (I)AT5 y
(1)593/ A2 (Lo y col, 9005; Tuohimaa y col, c2006), mientras que otros, lo han sido sélo en
forma parcial (Nakashima y col., 1994; Kashige y col., QOOO; Shimizu-Kadota y col., QOOO).

Cuando se compararon los per{iles de restriccién obtenidos con FcoRl y HindIII,

durante la caracterizaciéon del {ago MLC-A, con los correspondientes a PL-1, J-1 y
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(1)595/ AQ, se observaron para el fago aislado en nuestro laboratorio, per{iles muy diferentes.
Las semejanzas encontradas entre los dos fagos de coleccion, especialmente en los cortes con
EcoR], son consistentes con las observaciones de que ambos fagos se encuentran relacionados
entre s1 (Séchaucl y col, 1988; Guttman y col, 9005). En realidad, ambos pertenecen al mismo
grupo serolégico y, probablemente, PL-1 seria un mutante derivado a partir de J-1
(Watanabe y col, 1970). El tamafio molecular aproximado calculado para el genoma de
MLC-A (37 kb), se sitiia dentro del rango encontrado para otros fagos conocidos de Lb. casei
/ paracasei (Shimizu—Kaclota y Tsuchida, 1984; Forsman y col, 1993; Herrero y col, 1904,
Nakashima y col, 1994, 1998; Lo y col, 2005). En general, se observa que a menores
didmetros de las capsides corresponden menores tamafios genémicos. En tal sentido, PL-2 y
PL-1 se sitian en extremos opuestos de la escala con 45 nm -35.2 kb y 60 nm - 422 kb,
respectivamente. En nuestro caso, el fago MLC-A posee una cabeza de 57 nm de didmetro y
el genoma se estimé en 37 kb (Capra y col, 2000b), con lo gue tal generalizacién no resulta

claramente evidente.

El control de la proli{eracién {égica descansa en el desarrollo e implementacién de
una variedad de medidas practicas, tanto a nivel industrial como de laboratorio,
previamente mencionadas en la Introduccién. La caracterizaciéon fagica es fundamental para
gue el disefio y la aplicacién de tales medidas se encuentren sustentados racionalmente. En
el caso de cepas probiéticas poseecloras de atributos exclusivos que han sido pro]oaclos
mediante estudios prolongados y costosos, que no son extrapolables a otras cepas
relacionadas y de los cuales dependen las caracteristicas del producto, ciertas estrategias
validas para el control de fagos de otras bacterias lacticas se vuelven impracticables (como
la aplicaciéon de esquemas de rotacién de cepas). Por todo ésto y por la escasez de
informacién clisponil)le al respecto, la caracterizacién {isicoquimica de los {agos y de las
interacciones con sus cepas sensibles, asi como la influencia de diferentes factores sobre la

viabilidad {égica, cobran especial importancia para {agos de bacterias pro]oiéticas.

Dependienclo del {ago en particular y de las condiciones empleadas para la

preparacién y almacenamiento de sus stocks, el tiempo durante el cual los mismos
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mantienen inalterada su viabilidad podré variar considerablemente (Carlson, C2005). Esto se
pudo comprobar puntualmente para los tres fagos estudiados, cuyos comportamientos no
evidenciaron un patrén comun. El fago J-1 se mostré mas robusto al momento de mantener la
viabilidad durante el almacenamiento, ya que para las tres temperaturas probadas, las
particulas viables superaron el 60% de las originales, a los 18 meses. Lo opuesto se obtuvo
para PL-1, el cual exhibié las maximas pérdidas de infectividad, atin a ~80°C. En cambio,
segﬁn observaciones de Watanabe y col. (1970), suspensiones del {ago PL-1 mostraron
peguenas disminuciones de los titulos luego de 6 meses en heladera. En una situacién
intermedia se ubicé el fago MLC-A, con sélo aproximadamente 4% de particulas activas
hacia el mes 19 bajo temperaturas de refrigeracién, aungue con valores en torno al 70-80%
para la conservacién por congelamiento en presencia de 8licerol, a ~-20 y -80°C. También,
para {agos especi{icos de Lb. helveticus (hv y ATCC 15807~B1) y Lb. delbrueckii (YAB, 11)5,
BYM, LL~H, I]a539) se vio la diversidad de comportamientos en la conservacién de la
viabilidad. Los {agos hv y ATCC 15807-Bl conservados a 4°C, se fueron inactivando
paulatinamente hasta disminuir los titulos en D 6rdenes logaritmicos en dos afios, mientras
gue a ~-80°C mantuvieron su viabilidad por un afio. Los comportamientos diferentes se
tuvieron para -20°C, donde el primer fago mantuvo su titulo hasta el octavo mes sufriendo
luego un leve descenso y el segundo, mostré6 una brusca caida, cayendo tres 6rdenes
logaritmicos en el primer ano de conservaciéon (Qui]aeroni, 1997). Para los {agos autoctonos
YAB, Ibs y BYM, las pérdidas de viabilidad a 4°C fueron mayores gue para los de coleccién
LL-H e Ib539. También, a las temperaturas de congelacién se vieron diferencias para los
distintos fagos estudiados (Guglielmotti, 2003).Lo gue se pudo observar, en general, fue una
tendencia a favor de la temperatura de -80°C para un mejor mantenimiento de las
particulas fagicas activas. Adicionalmente, y para la familia de fagos MLC-A\, fue posible
aislar fagos viables a partir de muestras de hielo de los reezers donde la industria almacena

los cultivos congelaclos de los iniciadores.

Continuando con los estudios de viabilidad {égica, se realizaron recuentos de {agos
resuspendidos en caldo MRS ajustado a diferentes pH, con incubaciones a dos temperaturas.

Guttman y col, (2005) indicaron gue los fagos son generalmente estables en un rango entre
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5 y 8, aungue muchos toleran valores de pH por debajo de 3 6 4. Para los tres fagos
estudiados la viabilidad se mantuvo en un rango mas amplio de pH cuando las incubaciones
se realizaron a temperatura ambiente. En cambio, cuando se impuso una nueva restriccién
(temperatura de incubacién magor), las viabilidades decrecieron, tal como se esperaba. De
todos modos, presentaron una considerable resistencia a pIH extremos, con altas viabilidades
entre 4 y 10 (25°C) y entre ) y 10 B7°C). Sélo el {ago MLC-A, cuando se incubé a 370(:,
sufrié reducciones de alrededor del 50% de los titulos iniciales a pH 6 y superiores, pero el
porcentaje de {agos infectivos a pH 4 fue extraordinariamente elevado, a comparacién de los
otros dos fagos PL-1 y J-1. A pH de 2 y J para ambas temperaturas, los tres fagos mostraron
pérdidas completas de viabilidad (caidas de 6 6rdenes logaritmicos) (Capra y col,, 20004,
20061)). Para el {ago PL~1, Watanabe y col. (1970) estudiaron la estabilidad frente al pH
(entre Q y 11), luego de una incubacién a 37°C por 30 min en medio MR, mostrando
estabilidad entre D y 8, pero inactivandose por debajo de 4 y por encima de 10. Algunos
{agos de Lb. delbrueckii exhibieron mayoy diversidad en sus viabilidades a diferentes pH. En
general se mostraron més sensibles que los fagos de Lb. casei / paracasei frente a este factor,
manteniendo valores aceptal)les para un rango estrecho (5 ~ 7) (Guglielmotti, (2003) Los
fagos de St thermophilus se situaron entre ambos comportamientos, presentando una

marcada estabilidad entre pH 4 y 85 y una inactivacién superior al 01% de las particulas

fagicas para un pH de 3 (Binetti, 2001).

Estas pruel)as son imprescindil)les al momento de disefiar los ensayos de adsorcién
para evaluar la influencia del pI y también para comprender ciertas situaciones complejas
gue se presentan. Por ejemplo, Guglielmotti (2003) plantea que la escasa viabilidad de los
{agos de Lb. delbrueckii sul)sp. ]Julgan'cus podria ser la razén por la cual se encontraron en
]oaja concentracién en las muestras de yoguy de las qgue se aislaron. Una explicacién similar
podria aplicarse a la observacién de gue los titulos de los {agos presentes en las muestras
provenientes de la industria analizadas en este estudio, disminuyeron al repetirse luego de

unos Pocos dias (ca]oe recordar gueel pH de tales muestras es, en 8eneral, inferior a 4).
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La aplicacién de tratamientos fisicos y /o guimicos para mantener controlados a los
]oacterio{agos en concentraciones por delaajo de las criticas es, por el momento, una de las
pocas alternativas posibles para bacterias probiéticas. La diversidad que exhiben los fagos
en su sensibilidad frente a diversos agentes fisicos Yy guimicos, hace gue no sea posi]ale
arriesgar predicciones y sea necesaria la determinacién experimental en cada caso
particular (Guttman y col, 200)).Si bien la estabilidad del fago PL-1 en respuesta a diversos
agentes (muchas veces combinados con incubaciones o aplicados por periodos de tiempo
muy prolongaclos) ha sido extensivamente estudiada (Watana]ae y col., 1970; Lee y col., 1985;
Kashige y col,, 2001), esa caracterizacién también se abordé en este trabajo para investigar el
efecto de los factores individuales y de modo de tener valores comparables a los
correspondientes a otros fagos agui estudiados. En cuanto a los tratamientos térmicos y sus
efectos sobre la viabilidad fagica, resulta evidente que las pasteurizaciones habituales no
son adecuadas para la completa inactivacién de los {agos PL-1, J-1 y MLC-A en leche, tal
como se habia observado con anterioridad (Qui]oeroni y col, 2003a; Brussow y Kutter,
2003). El fago MLC-A resulté notablemente mas resistente que los fagos de coleccién,
durante la exposicién a 63°C y particularmente a 72°C (Capra y col, 2004, 20006Lb).
Estudios realizados pox Watanabe y col. (1970) con el {ago PL-1, indicaron gue suspensiones
de titulo moderado (1,7104 u{p/ ml) en caldo TM fueron estables por de]oajo de 50°C,
mientras gque a temperaturas superiores su viabilidad fue disminuyendo y resultaron casi

completamente inactivadas en D min a 60°C.

Para las suspensiones del fago MLC-A el medio LDR podria ser protectivo, mientras
gue la sensibilidad térmica de los fagos PL-1 yJ -1 no se vio influenciada por los diferentes
medios de suspension empleaclos en las experiencias (Capra y col,, 2004, QOOﬁ]o). En forma
anéloga, Quiberoni y col. (2003a) observaron que LDR ofrecié cierta proteccién a
suspensiones de fagos de Lb. delbrueckii, y lo mismo hicieron algunos autores que estudiaron
{agos de otras bacterias lacticas (Daoust y col., 1965; Fabrizio y col, 1999). En cam]oio, frente a
tagos de Lb. helveticus (Qui]aeroni y col, 1999a) y de St thermophilus (Binetti y Reinheimer,
?000), no se demostré influencia en favor de ninguno de los medios prol)aclos (bu{{er ™G,
LDR y caldo MRS o tripticasa soga).
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Comparando los Tog calculados para los fagos PL-1 y J-1, los valores hallados fueron
muy similares lo cual podria asociarse con el hecho de que ambos se encuentran
serolégicamente relacionados (Séchaud y col, 1988). Wilkowske y col. (1954) publicaron
gue los fagos integrantes de grupos establecidos por serotipificacién, resultaban
relativamente 11omogéneos en cuanto a las condiciones necesarias para logyay su
inactivacién térmica. Por el contrario, Fabrizio y col. (1999) no encontraron una clara
correlacién entre resistencia térmica y grupos serolégicos, ya que sélo para dos fagos con una

homologia antigénica extremadamente elevada, observaron termorresistencias similares.

Durante el aislamiento de fagos a partir de muestras provenientes de la industria, se
proclujeron situaciones especiales gue ameritaron la realizacién de algunos ensayos a fin de
comprender lo que ocurria. Si bien la metodologia para el procesamiento de muestras en
busca de bacteriofagos (Svensson y Christiansson, 1991) contempla un calentamiento (15 min
a QOOC) de una alicuota de las mismas con el objeto de diferenciar una inhibicién por {agos
de una de tipo quimico, en repetidas ocasiones se aislaron {agos (MLC~A5R, HVILC~A4:R,
MLC-ATR, MLC-AIIR y MLC-AI2R) capaces de soportar ese tratamiento térmico. Los
{agos MLC-A3R y MLC-AIZR fueron empleaclos para estudiar en forma preliminar su

resistencia térmica partienclo, enel primer caso, de un recuento inicial elevado en caldo MRS
y comparandolo con el fago MLC-A (previamente caracterizado) y en el segundo,
investigando el efecto protector del medio de la muestra, en paralelo con LDR. De los

resultados obtenidos se pueden extraer conclusiones interesantes.

En primer lugar, se evidencié la importancia de la concentraciéon fagica de partida,
previo a la aplicacién del tratamiento térmico. Cuando el fago MLC-A se ensayé por 19 min
a90°C partiendo de 106 ufp/ ml, no se detectaron (<10 ufp/ ml) particulas viables. Mientras
gue, tanto MLC-A como MLC-AJ3R mostraron la capacidad de soportar el tratamiento
partiendo de 108 ufp/ ml, si bien se observaron importantes disminuciones respecto de los
titulos iniciales. Esto poch/ia explicarse considerando qgue las poblaciones {égicas no son
totalmente homogéneas y de ese modo, al aumentar el nimero de individuos (magor titulo
inicial), se incrementa la probabilidad de gue existan algunos mas termorresistentes. La

hipétesis de poblaciones virales similares con diferentes resistencias térmicas ha sido
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previamente formulada (Hiatt, 1964; Quil)eroni y col, 90036). Estas cuestiones son de
importancia trascendental para la industria, ya que la remocién por tratamientos térmicos
de fagos presentes en la materia prima, serd o no efectiva en funcién de la concentracién

inicial de los mismos.

En los ensayos realizados con el fago MLC-AIZR, se encontré un claro efecto
protectivo del medio en el cual provienen las muestras de Tanque de Fermentacién, por
comparacion con LDR (para pH similares). Ademas, aungue se proclujo una reduccién
importante de los recuentos iniciales, el fago mostré una resistencia térmica elevada, cnando
aun particulas suspendidas en LDR y partiendo de una concentracién aproximada de 10°
u{p/ ml, lograron superar el tratamiento (QOOC, 151nin). Si se compara con los resultados
logrados para MLLC-A, incapaz de soportar idéntico tratamiento, se vislumbra cémo con el
tiempo, los fagos pueden desarrollar capacidades especiales que les permiten permanecer
en el ambiente de la industria. Los {agos MLC-A y MLC-AIZR fueron aislados del mismo
ambiente industrial con una diferencia de 20 meses (Ta]ola 6) También frente a estos hechos,
surgen puntos relevantes que las industrias fermentativas deben considerar: la
potencialidad que ofrecen los medios de resultar protectivos frente a los fagos y que exigen

estudios particulares, y la elevada capacidad de adaptacién de los fagos.

Parada (199D) encontrd gue entre fagos pertenecientes al mismo grupo serolégico
podian observarse diferencias significativas en los valores de inactivacién frente a biocidas,
aungue los valores mas proximos obtenidos correspondian a {agos inmunolégicamente
relacionados. Esto podria explicar la asombrosa similitud en el comportamiento de los fagos
de coleccién estudiados frente a los agentes quimicos ensayados. En general, los alcoholes
etanol e isopropanol no fueron efectivos para inactivarlos completamente (4D min) ni
tampoco al fago MLC-A, confirmando el escaso poder viricida de estos compuestos frente a
fagos de bacterias lacticas. Por el contrario, el acido peracético fue capaz de inactivar
completamente suspensiones virales de los tres fagos, en alto titulo y en pocos minutos,

reafirmando resultados obtenidos en estudios previos (Quil)eroni y col, 1999a; Binetti y

Reinheimer, QOOO; Sudrez y Reinheimer, QOOQ; Qui]oeroni y col., QOO:’)a; Capra y col., 9004,
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2006b). El tratamiento con 4cido peracético del fago F116 (especifico de Pseudonionas
aeruginosa PAQO) causa alteracién estructural de la capside viral y de su acido nucleico,
aungue no esta claro si el biocida inactiva el ADN contenido dentro de la cabeza o luego de

su liberacién por ruptura dela misma (Maillarcl y col, 1996 a,b).

Notablemente, los {agos de coleccién mostraron una resistencia mas elevada frente al
hipoclorito de sodio que el fago MLC-A y otros fagos especificos de bacterias lacticas
estudiadas por nuestro grupo (Capra y col, 2004, 2006b). Adn luego de 45 min de
exposicion, 700 ppm de este biocida no alcanzaron a inactivar suspensiones de alto titulo de
estos {agos, mientras que en el caso de MLC-A esa reduccién (6 10810) se 108r6 luego de 30
min a 600 ppm, sélo con 100 - 500 ppm, para {agos de Lb. helveticus (Qui]oeroni y col,
1999&), St t]:ermop]ﬁ]us (Binetti y Reinheimer, QOOO) y Lc lactis (Suérez y Reinheimer,
QOOQ) y 200 - 400 ppm, para {agos de Lb. delbrueckii. Sélo el {ago b3 (L[J c[e]bnzec]a‘i)
exhibié una resistencia extrema frente a este agente quimico, requiriendo 1200 ppm (45
min) para inactivar sus suspensiones (Quiberoni y col, 20056) Maillard y col. (1998)
encontraron que el hipoclorito de sodio procluce la agregacion delas proteinas dela cola del
fago F116, y una alteracién estructural importante de su capside, probablemente liberando

el 4cido nucleico al medio circundante.

Continuando con la caracterizacién de los {agos de Lb casei / paracasei, se
investigaron distintos aspectos de sus interacciones con sus cepas sensibles. Uno de ellos fue
la influencia de los iones calcio y magnesio en el ciclo litico de los {agos. Un modo de impedir
la proliferacién fégica se basa en el empleo de medios inhibidores de fagos (PIMs)
(mencionados en la Introduccién), gue contienen agentes quelantes en su composicién. Se
observé que tales compuestos son capaces de inhibir la proliferacién al atrapar los cationes
divalentes (Sha{ia y Thompson, 1964, Das y Marshall, 1967; Hicks y Suijawan, ?00?), siendo
aplica]ale al control de {agos qgue los reguieran en alguna instancia para culminar sus ciclos
liticos (\'Vhitehead y col,, 1993). En realidad, la clepenclencia de estos cationes es variable,
siendo en 8eneral el calcio mas efectivo gue el magnesio. Los {agos PL-1, J-1 y (1)393/ A2
lisaron los cultivos atin en ausencia de calcio y de magnesio, aunque lo hicieron mas

lentamente que en su presencia. La influencia en la formacién de placas de lisis fue mas
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importante, ya que para J-1 se alteré la morfologia de las mismas y el EOP y para PL-1,
directamente no se visualizaron cuando ambos cationes estuvieron ausentes (Capra y col,
?006&1). Algunos autores (Séchaucl y col.,, 1989; Binetti y col.,, 9009; Guglielmotti, 9003),
trabajando con {agos especificos de otras bacterias lacticas que tampoco requieren del
calcio de un modo indispensable, hallaron resultados similares a los obtenidos en este
trabajo. En cambio, el fago autéctono MLC-A estudiado sobre Lb. paracasei A, se comportéd
diferente exhibiendo un requerimiento absoluto por estos cationes para poder completar la
lisis en caldo y la formacién de placas visibles, con lo cual la posibilidad de aplicacién de
PIMs no deberia descartarse. Aqgui también el calcio resulté mas eficiente que el magnesio
en medio agarizado, dando placas més nitidas y recuentos mas elevados (Capra y col,
20006b). Igual dependencia frente a calcio mostré el fago ATCC 15807-Bl (L. helveticus),
atn cuando hv (litico para la misma especie) fue inclepencliente de la presencia de este
catién (Quiberoni y Reinheimer, 1998). Tres tagos de Lc lactis ((|)31, $48 y (|)50) también
requirieron de calcio para resultar infectivos, aungue el magnesio no pudo reemplazarlo
(Alatossava y Klaenhammer, 1991). Watanabe y Takesue (1979), estudiando el
requerimiento de calcio del sistema Lb. paracasei ATCC 27092 / PL-1, encontraron gue en
ausencia de este ion no se produce la penetracién del genoma fagico dentro de la célula y
gue si bien las particulas {égicas 1081&11)&111 adsorberse sobre la super{icie bacteriana, se
inhibia la infeccién. Ademas, observaron que atin cuando esa inhibicién podia revertirse por
adicién de calcio, cuanto mas se demoraba ese agregado la posibilidad se iba perdiendo en
forma gradual probablemente porque los genomas fagicos se escapaban de las capsides. Por
otro lado, estudiaron el efecto de otros cationes divalentes y vieron que el Sr?* se comporto

similar al Ca2* al promovey la formacién de células infectadas por fagos, mientras que el

M89+ fue notablemente menos efectivo (Watanabe y Takesue, 1972).

El estudio de los espectros de huéspedes provee informacién que puede emplearse
para indagar en los origenes de nuevos {agos y las relaciones entre {agos de lactobacilos, asi
como también para plantear estrategias de control de los mismos (Forde y Fitzgerald, 1999).
Los 7 {agos empleados fueron altamente especificos frente a Lb. casei y Lb. paracasei, similay

a lo observado por Watanabe y col. (1970) para PL-1, y presentaron idéntico espectro de
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huéspedes. Cabe destacar que la pertenencia de una determinada cepa a una de estas dos
especies no tiene aun en la actualidad una consensuada definicién, si bien la taxonomia
vigente las considera como diferentes. En cambio para Lb. rhamnosus, también incluido en el
grupo casei pero con caracteristicas propias mas definidas y 8enera1mente aceptado como
una especie diferente, todas las cepas empleadas fueron resistentes al igual que frente a Lb.
gasseri. El hecho gue todos estos {agos sean capaces de lisar las mismas cepas sugiere la
posi]oiliclacl de gue sean similares entre si, al menos en lo gue respecta a los receptores que
reconocen sobre las super{icies bacterianas. La observacién es pro]oa]olemente mas razonable
entre los fagos de coleccién (el fago PL-1 habria derivado de J-1) y para los 4 fagos aislados
en nuestro pals, que si bien se emplearon en estos ensayos por mostrar perfiles de restriccién
diferentes, podrian todos derivar de un ancestro comin. Por otra parte, se sabe que las
adhesinas (elementos de reconocimiento del receptor) especi{icas de wun {ago,
frecuentemente son muy complejas y versatiles, capaces de reconocer receptores bastante
diferentes en bacterias distintas, tal como una llave maestra puede abrir diferentes
cerraduras. Las regiones gue codifican para adhesinas son las mas variables dentro de los
genomas fagicos (Kutter y col, 200D). El rango de huéspedes obtenido para los fagos
investigados en este trabajo fue mas amplio que el reportado por Herrero y col. (1994) para
4)593/ A2, el cual fue litico sélo para dos cepas de Lb. casei ssp. casei, entre 23 cepas
testeadas pertenecientes a J especies de Lactobacillus (LA plantarum, Lb. casei ssp. casei, Lb.
casei ssp. rhamnosus o Lb. brevis. Algunos autores atribuyen, en parte, el acotado rango de
huéspedes gue presentan los {agos de Lb casei / paracasei a la inmunidad a la
superinfeccién, debido a gue en esta especie, el fenémeno de lisogenia ha demostrado ser

excepcionalmente habitual (Séchaud y col,, 1988; Forsman y col,, 1993).

Las experiencias de crecimiento en un paso se emplean para conocer ciertos
parametros gue rigen las interacciones {ago / cepa. Los ciclos de multiplicacién de los {agos
PL~1, J-1 y MLC-A al infectar diferentes cepas de Lb casei / aracasei fueron

Y P P
caracterizados a través de sus pardmetros de multiplicacién fagica, obteniéndose periodos de
latencia entre D y 90 min, burst times entre 120 y 140 min y burst sizes entre D2 y 160 uf /
J J J Y P

centro infectivo. Segin la escasa informacién existente en relacién con pardmetros de
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multiplicacién de {agos de Lb. casei, se vio gue los valores correspondientes a perioclos de
latencia informados previamente (100 - 140 min) y burst sizes (180 - 200 ufp / centro
in{ectivo) (Watana]oe y col, 1970; Watanabe y Takesue, 197?; Nes y col., 1988; Herrero y col,
1994), son ligeramente mas elevados que los obtenidos en este trabajo. El burst size del fago
MLC-A resulté idéntico al obtenido para el fago FSW-TI (aproximadamente 70 uip /
centro infectivo), fago temperado casi indistinguible del FSV' (Shimizu-Kadota y Sakurai,
1982). Los pardmetros periodo de latencia y burst size son caracteristicos de cada fago bajo
determinadas condiciones particulares, pero se ven afectados por el huéspecl empleaclo, el
medio y la temperatura (Guttman y col, 2005). En nuestros resultados se observan notables
diferencias en los parametros calculados para un mismo {ago sobre distintas cepas. El caso
maés evidente fue el sistema PL-1 / Lb. paracasei A gue requirio de incubaciones muy
prolongadas para lograr la adsorcién fagica y cuyos periodos de latencia y burst resultaron
mas cortos gue los demds sistemas estudiados. Esto podria servir de explicacién respecto de
como se produce la lisis del cultivo en 8-9 ks, a pesar de tan retardada adsorcién (Capra y
col., ?006&). Debe ademés considerarse gue, como se explicitara en Resultaclos, la latencia
estaria subestimada ya que el pasaje de caldo MRS a buffer TMG se hace inmediatamente
previo a la infeccién del cultivo, con lo cual seguramente existe una energia remanente en
las células del cultivo, que permite avanzar un poco mas alla de la simple adsorcién, dentro
del ciclo litico del fago. Se sabe que en buffer tris-maleato, el fago PL-1 es capaz de
adsorberse sobre Lb. paracasei ATCC 27092, pero no de inyectar su genoma. La adsorcién
€S un pProceso relativamente simple qgue sélo incluge el reconocimiento y la unién al receptor,
mientras que la penetracién del ADN se produce por una sucesién de etapas (Watanabe y
col, 1987) y necesita de células con elevado contenido de ATP intracelular. Para lograr que
las células carezcan de energia, ademas de la resuspensién en un buffer sin nutrientes, deben

mantenerse alli por un tiempo para realmente disminuir la reserva energética intracelular

(Watana]oe y col, 1993).

El ciclo vegetativo de la multiplicacién viral se inicia con un evento altamente
especi{ico: la adsorcién del fago ala pared celular dela bacteria susceptible (Neve, 1996). Se

sabe qgue la velocidad y eficiencia de la adsorcién pueclen variar para un determinado
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sistema fago / huésped dependiendo de factores externos y del estado fisiologico del
huésped (Guttman y col,, 2005). Si bien esta etapa ha sido abordada para otras bacterias
lacticas, la informacién disponible para Lb. casei / paracasei es escasa, existiendo sélo
estudios minuciosos para el {ago PL-1 y Lh. paracasei ATCC 27092. Para representar ese
proceso en este sistema, se postulé y validé un modelo cinético que considera que la
adsorcién efectiva del fago a la célula huésped se produce primero en una etapa reversible,

gue posteriormente se vuelve irreversible y conlleva a la infeccién de la célula afectada

(Watana]oe y col., 1980, 1982]3).

Watanabe y Takesue (197?) hallaron gue el calcio no era necesario para la adsorcién
ni para la multiplicacién intracelular, aunque si para la penetracién del ADN fagico a la
célula. La inyeccién del genoma fagico requirié ademas de energia (elevados niveles de ATP
intracelular) y en sus inicios, de la sintesis de proteinas por el huésped (Watanabe y col,
1979, 1991) y no se produjo a 0°C (Watanabe y col,, 1987). En nuestro trabajo y en ausencia
de Ca?*, inicamente se obtuvieron bajas tasas de adsorcién para el fago MLC-A infectando
Lb. paracasei A Algunos fagos se inactivan en presencia de agentes quelantes debido a qgue
los cationes divalentes son necesarios para conservar estables las estructuras de sus colas
(Bassel y col, 1971). No seria este el caso para el fago MLC-A, sino que aparentemente, la
interaccion guimica entre el receptor de la cepa Lh. paracasei A y la adhesina del fago
necesitaria estabilizarse con Ca2* ya gue MLC-A, cuando se adsorbe sobre Lb. casei ATCC
27139, no requiere de este cation. Sin embargo, evaluando por Test de Turbidez en ausencia
de iones calcio al tltimo sistema mencionado, no se observé lisis del cultivo ain luego de 4
repiques (datos no mostrados). Por lo tanto, estos resultados sugieren que el catién seria
necesario en algin otro punto del ciclo litico del fago MLC-A. Para los restantes sistemas

estudiados la adsorcién fue independiente del calcio.

Siguiendo con los estudios realizados por Watanabe y col,, éstos encontraron que,
trabajando en buffer tris maleato, la adsorcién fagica total (reversible + irreversible) de PL-1
sobre su huésped no era afectada por la temperatura de incubacién © y 37°0), aungue la
adsorcién irreversible fue marcadamente inhibida a bajas temperaturas. Por lo tanto, a 0°C,

la tinica que ocurria era la adsorcién reversible, produciéndose un estado de equilibrio entre
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fagos libres y unidos a la célula. En caldo MR y a 37°C, la adsorcién total fue coincidente con
la irreversible porque ésta tltima se produce muy rdpidamente en este medio y no es posible
discriminarla de la reversible. En cambio, a OOC, ambos tipos de adsorcion se di{erenciaron,
debido a gue la adsorcién irreversible se hace més lenta. En caldo MR las tasas de adsorcién
total obtenidas, incubando las suspensiones celulares infectadas, fueron mayores a 37°C gue
a 0°C (Watanabe y Takesue, 1975; Watanabe y col, 1082b). En nuestras experiencias
siempre se trabajé en caldo MRS y cuantificando, indirectamente, la adsorcién total. Si bien
para los sistemas estudiados las adsorciones se proclujeron en todo el rango estudiado (O -
500C) con valores optimos a 50°C, el 8raclo de clepenclencia fue diferente en cada caso.
Mientras qgue los fagos PL-1 y MLC-A sobre Lb. casei ATCC 393 y ATCC 27139,
respectivamente, mostraron tasas de adsorciéon total o casi independientes para todas las
temperaturas ensayadas y superiores al 90%, los porcentajes de adsorcién a 0 y 50°C para
J-14y MLC-A sobre Lb. paracasei A, tueron los mas bajos de todos los sistemas conformados

(aproximadamente entre DD y 78%)

Con relacién a la influencia de los tratamientos térmicos aplicados a las células
previo al estudio de adsorcién, los resultados obtenidos con el {ago PL-1 y su cepa sensible
difieren a los hallados durante este trabajo. Segiin Watanabe y col. (1987), cuando
suspensiones celulares inactivadas de Lb. paracasei ATCC 27092 se sometieron por O min a
inmersién en bafio de agua a ebullicién, no mostraron diferencias en la adsorcién del {ago
PL-1 respecto de un control de células sin tratar. Sin embargo, el ADN fagico no salié de las
cabezas cuando los fagos se adsorbieron sobre células tratadas, indicando que ese proceso si
requeriria de células vivas (Watanabe y col, 1987) y cuando la inactivacién celular se
produjo por exposicién a luz UV, la penetracién del genoma fagico disminuyé rapidamente
acompaﬁando el decrecimiento del contenido intracelular de ATP (Watanabe y col.,, 1993).
Para todos los sistemas aqui estudiados se encontraron diferencias significativas entre las
disminuidas adsorciones sobre células tratadas y los controles sobre células gue no
recibieron tratamiento térmico. Dos razones podrian explicar estos resultados. En primer
lugay, la adsorcién de los fagos podria ser dependiente del estado fisiolégico de la célula

sensible y, segundo, los receptores {égicos poclrian ser termosensibles. Sin embargo, la
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primera de las hipétesis quedaria absolutamente descartada con los valores de adsorcién

{égica 1ogrados en los estudios sobre parecles celulares (cliscutidos mds adelante en esa Tesis).

Segtin la bibliografia, la adsorcién del fago PL-1 sobre Lb. paracasei ATCC 27092 no
fue afectada por el pH cuando la incubacién se realizé en buffer tris maleato a valores de pl
entre 4D y 8:) (Watanabe y Takesue, 197?). Este mismo {ago, al igual gue J-1sobre Lb. casei
ATCC 395 ylJ -1 sobre Lb. paracasei ATCC 27139, mantuvieron también elevadas tasas de
adsorcién a valores de pH entre D y 10. En cambio, la adsorcién del {ago MLC-A sobrelas dos
cepas con las que se estudié, se mostré particularmente afectada a valores de pH 4 y a 8 - 10.
Es importante destacar que suspensiones de este fago mostraron disminuciones en la
viabilidad a pI 8 y superiores, por lo que eso también podria estar afectando a las tasas de

adsorcién obtenidas.

Como se mencioné en repetidas ocasiones a lo largo de esta Tesis, el {ago PL-1
infectando la cepa Lb. paracasei A mostr6 un comportamiento realmente atipico. La
adsorcién disminuida observada podria ser consecuencia de algun tipo de modificacién, en
comparacion con su cepa sensible original Lb. paracasei ATCC 97099, ya sea por reduccién
en el nimero de sitios receptores clisponibles, por modificaciones guimicas menores gue
posi]oilitan la interaccién {ago~cepa aungue en una forma menos efectiva, o POY un acceso
restringido a los receptores debido a impedimentos estéricos. Un comportamiento similar fue
informado para mutantes fago resistentes de St. cremoris (Vlegels y col, 1988). Tal como se
vio en ese estudio, aumentando la relacién célula / fago en la mezcla de incubacién de Lb.
paracasei A y el fago PL-1, se lograron adsorciones mas elevadas (datos no mostrados) y ese
incremento fue aparentemente debido a un aumento en el nimero inicialmente bajo de
receptores disponibles para el {ago o bien por un aumento en las colisiones entre fagos y
células. En realidad, si para una misma cantidad de particulas fagicas se aumenta el nimero
de células presentes, se elevala prolaabiliclacl de gue ocurra una colisién exitosa entre ambos,

considerando a la adsorcién como una simple interaccién guimica.

Otro factor que favorece la adsorcién del fago PL-], es la utilizacién de un caldo de
cultivo en lugar de un medio no nutricio, debido a gue en el primero los {agos proceden mas

facilmente de un estado reversible a una unién irreversible con las células sensibles
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(Watana]oe y col.,, 198?1)). Este seria otro aspecto, ademas del pyobable cles{asaje en los ciclos

liticos de distintas particulas individuales (ya explicados en Resultados), que sugiere la
P } 8

posibilidad de una ocurrencia mas répida de la adsorcién en caldo MRS respecto de buffer

™G, y que permitirian la lisis del cultivo de Lb. paracasei A en el transcurso del dia.

Adn en la actualidad, poco se conoce de las adhesinas de los {agos que infectan
bacterias Gram~positivas y de los receptores a los cuales se unen. Existe una gran variedad
de moléculas expuestas en las paredes celulares de diferentes bacterias, tales como
aminodcidos e hidratos de carbono de los peptidoglicanos, los acidos teicoicos y proteinas
asociadas a pared (Kutter y col,, 200)). El estudio de los receptores {égicos en Lb. casei se
abordé debido a la escasez de informacién al respecto y a la ausencia de acidos teicoicos,
frecuentemente esenciales para la adsorcién fagica, en las paredes celulares de esta especie

(Yokokura, 1971). Sin embargo, no existen muchos trabajos al respecto y nuevamente el

sistema mas estudiado previamente es el de PL-1/Lb. paracasei ATCC 27092.

Los primeros ensayos se realizaron con el fago J-1 sobre paredes celulares de Lb. casei
ATCC 27139, a las cuales se les aplicaron tratamientos con calor, solventes organicos y se les
extrajo una fraccién soluble en TCA (compuesta por L-ramnosa, D-glucosa y hexosaminas)
(Yokokura, 1971) Se encontré gue la fraccién solubilizada en TCA, al igual gue soluciones de
L-ramnosa, eran capaces de inhibir completamente la adsorcion del fago J-1 sobre las
paredes y ademas podian desorber a los ya adsorbidos sin inactivarlos. Estos resultados
indicaron que la L-ramnosa formaria parte del receptor en la pared celular de esta cepa y
gue la unién del fago seria reversible atin a 37°C. La inhibicién de la adsorcién fégica
ocurriria por competencia con los receptores para el fago, siendo en tal sentido mas efectiva
la fraccién soluble en TCA que la L-ramnosa. Ensayos con azicares de estructura vy
con{iguracién similares proclujeron inhibiciones parciales en la adsorcién, indicando qgue
seria importante una determinada especificidad del monosacarido. Posteriormente, se
sugirié que también la D-galactosamina estaria implicada en el receptor de Lb. casei ATCC
27139 (Yokokura, 1971; 1977). Observaciones practicamente idénticas respecto de la accién
dela L-ramnosa se obtuvieron para el {ago PL-1 y Lb. paracasei ATCC 27092. Sin embargo,
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la desorcién disminuge con el transcurrir del tiempo, sugiriendo gue se pyocluce un aumento
de {agos irreversiblemente unidos a los receptores. Otros monosacaridos ensagaclos (entre

ellosla D~1/ibosa), mostraron una leve inhibicién de la adsorcién (Watanal)e y Takesue, 1975;

Watanabe y col, 1980, 198?b).

En esta Tesis, los ensayos preliminares obtenidos por aplicacién de tratamientos
guimicos y enzimaticos a las paredes celulares, realizados sobre los distintos sistemas aqui
conformados, indicaron que los receptores serian principalmente de naturaleza
hidrocarbonada. Sin embargo, y aplicando nuestras metodologias, en el caso del receptor
para J-len Lb. casei ATCC 27139 no podria descartarse una pequefia influencia de algian
componente proteico. También Yokokura (1971), con un protocolo diferente de preparacion
de paredes celulares, observé que la L-ramnosa no lograba desorber completamente al fago
J-1delas paredes crudas (sin tratamiento con tripsina y pepsina) de Lb. casei ATCC 27139,
y concluyé que seria necesario algiin componente, removible por accién de las proteasas,
para que la unién sea irreversible. Andlogamente, otros investigadores contemplaron la
posi]ale participacion de proteinas en el proceso de adsorcién. Watanabe y Takesue (1975)
encontraron que la adsorcién irreversible de PL-1 sobre células enteras de Lb. paracasei
ATCC 27092 se inhibia a ]aajas temperaturas, por lo gue sugirieron gue alguna reaccion
enzimética podria requerirse para la firme asociacién de fagos a las células huésped. Incluso
para ese sistema, se sugirié la participacion de proteinas de membrana en el proceso de
penetracién del genoma fagico (Watanabe y col, 1987; Watanabe y col, 199)) y
aparentemente la adsorcién irreversible y la inyeccién del ADN fagico se encontrarian muy
ligadas. Otros autores (Klaenhammer y Fitzgerald, 1904; Kutter y col, 2005) también
encontraron para ciertos fagos de lactococos, que la adsorcién reversible se producia sobre
combinaciones especi{icas de carbohidratos en la parecl celular y luego era necesaria una
proteina (PIP, p]1age infection proteiu) presente en la membrana, para lograr la unién

irreversible conducente a la liberacién del ADN de la capside.

En nuestro trabajo, la primera hipétesis planteada previamente en esta seccién para
explicar los valores disminuidos de adsorcién fagica sobre células sometidas a tratamientos

térmicos quedaria descartada al considerar las tasas de adsorcién obtenidas sobre paredes
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para todos los sistemas conformados y estudiados en esta Tesis. Esos resultados indican que la
adsorcién de estos {agos es independiente de la viabilidad de la célula sensible. La seguncla
hipétesis (los receptores fagicos podrian ser termosensibles), pareciera también carecer de
sentido al considerar que para casi todos los sistemas, las adsorciones sobre paredes celulares
fueron independientes de la aplicacién del tratamiento térmico (tanto en caldo como en
]ouf{er). De igual modo, la adsorcién de PL-1 sobre Lb. casei ATCC 27092 no se modificé
luego del calentamiento (100°C -~ 30 min) de las paredes indicando gue los receptores eran
termorresistentes y practicamente los mismos resultados se obtuvieron en caldo MR y buffer
tris-maleato (Watanabe y col,, 1977).Sin embargo, estos autores sostienen que los receptores
presentes en las paredes celulares no serian idénticos o completos como los que se
encuentran en célula entera. Podria ser entonces que algin componente, no esencial para
gue ocurra una primera adsorcién y gue 1ue80 se pierde durante la obtencién de las paredes
celulares, presentara cierta inestabilidad al calor y por lo tanto afectara al proceso sélo sobre
la célula entera. Esto poclria explicar las diferencias obtenidas, con y sin aplicacién de
tratamiento térmico, en las adsorciones sobre células enteras en los dos medios empleados en

esta Tesis.

Nuestros resultados respecto de la unién de los fagos a las paredes purificadas, en
todos los casos mostraron ausencia de desorcién esponténea neta. Incluso para el fago PL-1
sobre Lb. casei ATCC 393 la adsorcién continué en aumento durante todo el ensayo. Esto
podria también considerarse como un estado de equilil)rio entre los {agos libres y los
adsorbidos reversiblemente a las parecles, en donde para el dltimo caso mencionado, el
equilibrio atin no ha sido alcanzado. Esa interpretaciéon estaria acorde con lo obtenido por
Yokokura (1971) y por Watanabe y col. (1977). Estudios previos demostraron que, a
diferencia de la mayoria de los sistemas {a80~parec1 celular de diferentes géneros de
bacterias estudiados, la adsorcién de PL-1 sobre las paredes de Lb. paracasei ATCC 27092
se produce sélo en forma reversible y existe un equilil)rio entre los fagos libres y los
adsorbidos a las parecles celulares. Esa incapacidad delas paredes para inactivar a los fagos,
indicaria nuevamente que otros componentes celulares serian requeridos para lograr la

irreversibilidad de la unién (Watanabe y col., 1977), ya que sobre célula entera, la adsorcién
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reversible inicial 8rac1ualmente se vuelve irreversible (Ishibashi y col., 198?) En el caso que
se menciona y a diferencia del descripto por Yokokura (1971), la adsorcién sobre paredes

celulares crudas (sin tratamiento con tripsina) tampoco inactivé a los fagos.

[shibashi y col. (1980) lograron mayor informacién atn sobre el sistema Lb. paracasei
ATCC 27092 y PL-1 mediante el empleo de lectinas capaces de interaccionar
especificamente con ciertos residuos glicosidicos presentes en las paredes. Se confirmé que
residuos de L-ramnosa eran los principales determinantes en el reconocimiento, mientras
gue la D-glucosa también estaba involucrada, aunque en una extensién menor (Ishibashi y
col, 1080). Ademas, se determiné que la adsorcién se produjo sélo sobre la fraccién de

polisacéaridos de pared, no asi sobre las de peptidoglicano (Ishibashi y col., 1082).

A sabiendas de que los receptores en nuestros sistemas, estarian compuestos
fundamentalmente de hidratos de carbono, se aplicaron técnicas de rutina empleadas en
nuestro laboratorio con el fin de obtener mayoyx informacién acerca de cudles formarian
parte del receptor. Sin eml)argo, debido a la incapacidad de inactivacién de los {agos PL-1 y
J-1 por parte de los hidratos de carbono, estas técnicas no fueron de utilidad. En el caso del
fago MLC-A, podrian plantearse algunas opciones: gue ninguno de los aziicares ensayados
estuviesen involucrados como parte constituyente del receptor; o que participen varios de
ellos simultaneamente y sea necesaria una cierta conformacién y combinacién para lograr el
reconocimiento fagico; y por dltimo, que al igual que con los fagos de coleccién, si algin
monosacdrido se uniera especificamente al {ago lo haciera en forma reversible sin causar
pérdida de infectividad de las particulas. Al igual que en nuestros ensayos de neutralizacién
fagica con monosacaridos, resultados variables y no concluyentes fueron obtenidos

previamente para algunos fagos de Lb. delbrueckii (Guglielmotti, 2005).

Considerando que la L-ramnosa mostr6 un rol protagénico en los receptores (de Lb.
casei ATCC 27139 y Lb. paracasei ATCC 27099) para ambos {agos de coleccién (J -1 y PL1,
respectivamente) (Yokokuya, 1977; Ishibashi y col, 1989), este monosacdrido fue
seleccionado para realizar ensayos de desorcién de los {agos y competencia con los
receptores para los sistemas planteados en esta Tesis. Los resultados sugieren que la L-

ramnosa seria un componente del receptor reconocido especificamente tanto por los {agos de
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coleccién como por MLC-A. Los dos primeros {agos reconocerian un receptor similar en sus
cepas madres y en Lb. casei ATCC 393, lo cual es razonable considerando el escaso tamafio
de los genomas fagicos y la necesidad de una explotacién intensiva en el uso de los genes
disponibles. También para el fago autéctono MLC-A, la L-ramnosa participaria del receptor
y probablemente justificaria el hecho de que los tres fagos compartan idéntico espectro de
huéspedes. Sin embargo, también la D-ribosa mostr6 una influencia, aunque en menor grado
gue la L-ramnosa, en la competencia y desorcién de MLC-A, que no se observé para los
fagos de coleccion. Considerando entonces, gue el fago MLLC-A reconoceria un receptor con
L-ramnosa y D-ribosa, la hipétesis mas probable entre las planteadas antes, pareceria ser la
gue supone una unién reversible entre hidratos de carbono especificos y las particulas

fagicas.

Sélo unos pocos casos, y algunos pobremente explicados, aparecen en la bibliografia
con relacién a la obtencién de mutantes fago resistentes y la caracterizacién de este fenotipo

para Lb. casei / paracasei.

En una primera instancia (Watana]oe y col., 1970) se informa el aislamiento, en medio
solido, de aproximadamente 30 colonias que resultaron ser resistentes al fago PL-1 y
derivaron de la cepa Lb. paracasei ATCC 27092. Esta cepa habia sido incubada, a 37°C por
aproximadamente una semana, en presencia de una alta concentracién del fago para
permitir el desarrollo de células resistentes. Ademads, filtrados de los sobrenadantes de
cultivo de los clones resistentes no formaron placas sobre la cepa madre sensible, por lo que
los autores los consideraron no lisogénicos y a PL-1 como un fago del tipo litico (Watanabe y

col,, 1970). Posteriormente se demostraria la induccién del profago PL-2 por tratamiento de

Lb. paracasei ATCC 27092 con mitomicina C (Nakashima y col, 1998) y la naturaleza
temperada del fago PL-1 sobre la cepa Lb casei ATCC 554 (Séchaud y col, 1088),

confiriendo inmunidad a la superinfeccién de la cepa por los fagos homélogos 393 y $p41k

(Guttman y col., ?005)

En segundo lugar, se obtuvo un derivado curado del pro{ago (I)FSW a partir dela cepa
liségena Lb. casei ATCC 27159 empleada para la elaboracién de Yakult, introduciendo
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una mutacién termoinducible en el profago (por aplicacién de mutagénesis quimica) y
seleccionando las células sobrevivientes luego de la induccién por calor (Shimizu-Kaclota y
Sakurai, 1082). Tal como se explicara en la Introduccién, se demostré que los fagos virulentos
genéricamente denominados (I)FSV derivaban del profago d)FSW (Shimizu-Kadota y col,
1985), por lo gue con la obtencién de un mutante curado para esta cepa, se elimina la
generacion de fagos virulentos en esa fermentacion industrial. Afortunadamente y debido a
gue la mutacién que lo originé se localizé en el profago, esta cepa curada aparentemente
conservaria las propiedacles probiéticas originales de cepa ancestral. Sin embargo, la cepa
curada sigue siendo sensible a esos {agos virulentos ya 8eneraclos Yy gue son dificiles de

erradicar del ambiente industrial y ademas, la cepa es suscepti]ole de re-lisogenizar

(Shimizu~Kaclota y Sakurai, 1989)

Finalmente, Watanabe y col. (1984) hallaron un mutante {ago resistente (L]) casei YIT
90?1) dela cepa Lb paracasei ATCC 27092 gue permite la adsorcién de los {agos PL-1 y J-
1, aunque sin lograr la infeccién de las células. Por microscopia electrénica demostraron que
la fagorresistencia se procluce por bloqueo dela penetracion del genoma {égico. La cepa Lb.
casei YIT 9021 fue originalmente aislada de colonias gue aparecieron sobre placas de lisis
confluentes del fago J-1 sobre Lb. paracasei ATCC 27092. En este mismo trabajo, la
liberacién de profagos de Lb. casei YIT 9021 con radiacién UV y mitomicina C no fue
satisfactoria. En cambio, se confirmé (por microscopia electrénica) la existencia de particulas
{égicas en cultivos lisados de Lb. paracasei ATCC 27092 y de otra cepa de Lb. casei
liségena (empleacla como control positivo), inducidos con mitomicina C. De acuerdo a esto,
nuevamente la obtencién de mutantes de Lb. casei / paracasei que mejoren su actuacion
frente a fagos, se vio asociada al curado de una cepa liségena, aungue aparentemente en el

ultimo caso existen también otros aspectos involucrados.

Como se mencionara antes, una de las cepas empleadas en nuestros estudios (Lb. casei
ATCC 27159) para la obtencién de mutantes, es probadamente liségena y su profago ha
dado origen a tres {agos virulentos, es decir capaces de superar la inmunidad lisogénica. Este
tipo de mutacién presenta la potencialidad de causar fallas gravisimas en un cultivo

iniciador monocepa liségeno, ya gue los fagos virulentos 8enerados pueden infectar la
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totalidad del cultivo (Davidson y col, 1990). La comparacién de los genomas indicé que
(I)FSV~A (indistinguil)le de (I)FSW), s6lo tendria mutaciones puntuales o pequefios rearreglos
en su ADN, mientras que $FSV-B y OFSV-C eran idénticos a 9FSW excepto en la secuencia

de insercién ISLZ gue también esta presente en el cromosoma bacteriano (Shimizu-Kadota y
col, 198)). Se propuso que este fragmento seria el responsable de la adquisiciéon de
virulencia por el pro{ago d)FSW, debido a la inactivacién del operaclor oala presentacion de
un nuevo promotor gue no fuera afectado por el represor del profago. Ambas situaciones
permitirian la expresién constitutiva de los genes esenciales para el crecimiento litico en
detrimento del ciclo lisogénico (Klaenhammer y Fitzgerald, 1094). También la cepa Lb. casei
ATCC 393 posee en su genoma secuencias parcialmente homélogas a ISL/ (Shimizu~

Kadota y col, 1088) y es lisdgena para el fago ¢AT5, el cual contiene a la secuencia de
insercién (ISLCJ) en su genoma (Lo y col,, 200D5).

En este trabajo no fue posible obtener mutantes espontaneos resistentes a {agos, a
pesar de los numerosos intentos realizados con aplicacién de variantes a las metodologias
empleadas de rutina en el laboratorio, que si resultaron efectivas con otras especies de
bacterias lacticas (Quil)eroni y col, 1900L; Binetti y col,, 2003; Guglielmotti y col, QOO@&).
Ciertos hechos puntuales, azarosos y particulares observados a lo largo de esta Tesis y
durante el andlisis de las muestras provenientes de la industria en busca de fagos, nos
incitaron a plantear la hipétesis de que la cepa comercial Lb. paracasei A, también seria
liségena. En diferentes y repetidas oportunidades se observaron placas de lisis aisladas en
MRS-Ca agarizado conteniendo sélo a la cepa sin infectar, a partir de una de las cuales se
purificé el fago pMLC-A. En dos situaciones independientes se observé la lisis de un cultivo
de la cepa sin infectar en caldo MRS-Ca, aislando en el segundo evento al {ago C.. Varios
fagos se aislaron de muestras de fermentos concentrados congelados de esta cepa, contenidos
en envases sellados, aunque en estas muestras los resultados obtenidos en general no
pudieron ser reproducidos, sugiriendo que el azar podria ser un factor de peso en esos casos.
Ademas, el proceso de manufactura de este tipo de producto, al igual que para Yakult y a
diferencia de una elaboraciéon tipica de yoguy, involucra propagaciones celulares

prolongadas en sistemas cerrados practicamente estériles. De este modo, se aumentaria la
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prol)al)iliclad de liberacién espontanea de {agos sila cepa fuera liségena y, por otro lado, la
presencia de fagos en el ambiente se vuelve menos importante que en procesos mds
expuestos. La extrafia inestabilidad hallada para las particulas fagicas existentes en las
muestras enviadas por la industria, podrian probablemente relacionarse con las
observaciones realizadas por Caso y col. (1995) para ciertos {agos temperaclos liberados de
Lb. plantarum, que mostraron una marcada pérdida de viabilidad atn en presencia de

compuestos protectores (albimina, gelatina, 81ice1/01) y a temperaturas de heladera.

A continuacién, se describen comportamientos que fueron comunes a ambas cepas
empleadas, Lb. casei ATCC 27139 y Lb. paracasei A, para obtener mutantes resistentes a los
fagos J-1 y MLC-A. Se menciona como clones pseudorresistentes a aqguéllos que
evidenciaron una cierta resistencia frente a los fagos, a diferencia del comportamiento

global mostrado por la cepa ancestral de la que derivaron:

~ El desarrollo de colonias (para medio agarizaclo) o de turbidez (para cultivo
secunclario) en presencia de fagos fue de ocurrencia lenta (3 -6 ds), sugiriendo gue en

la poblacién celular la proporcién de pseudorresistentes a los fagos seria baja.

- Sucesivos Pprocesos de seleccién de clones pseudorresistentes, realizados en medio
liguido, mostraron una disminucién en los tiempos necesarios para lograr
enturbiamiento de los cultivos lisados (datos no mostrados). Parecia gue, al igual que
al atravesar un tamiz, la muestra se va enriquecienclo en componentes mas peguenos
al disminuir el didmetro de la malla hasta seleccionar al mas pequefio buscado; en
nuestro caso con las sucesivas selecciones y el enriquecimiento en pseudorresistentes,
llegaria una instancia de recuperacién de algin resistente verdadero y estable. Sin

em]oargo, esto no fue posible en nuestro caso.

- Los mutantes pseudorresistentes obtenidos sélo fueron estables cuando los fagos
empleados para lograr ese fenotipo, coexistian continuamente con el cultivo. Es deciy,
gue si los mutantes se “lavaban de fagos’, en general las células volvian a ser sensibles

frente al mismo, como si el fenotipo de fago resistencia fuera inducido por la presencia
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del {ago. Por eso, los clones que se mostraban resistentes y cuya estabilidad era
evaluada por presiéon con altas concentraciones de fago, superaban facilmente el
ensayo. En cambio, con la aplicacién del nuevo criterio de estabilidad, si la resistencia
dela cepa es inducida por el fago, con los sucesivos repigues éste se va dilugendo al
no pocler propagarse y no puede inducir mas resistencia. De modo que si la cepa aun
se mostrara resistente, el fenotipo seria independiente de la presencia del fago.

Ninguno de los clones superé el segundo criterio de estabilidad aplicado.

Con todos estos comportamientos atipicos con relacién a otras bacterias lacticas
estudiadas en el laboratorio, pero comunes y repetidos para las cepas investigadas en este

trabajo, y con los siguientes elementos:

- lalisogenia se encuentra ampliamente distribuida en lactobacilos y es muy frecuente
en Lb. casei / paracasei (Sakurai y col., 1970, Séchaud y Col., 1988, Davidson y col.,
1990)

-~ la existencia de secuencias de insercién (Shimizu~Kaclota y col,, 1985, Shimizu~

Kadota y col, 1988; Lo y col, 2005)

- la asociacién entre la secuencia de insercién ISL/ y la generacion de {agos virulentos

¢FSVS derivados del profago (I)FSW (Shimizu-Kadota y col., 1985)

- la liberacién espontanea del profago QFSW del cromosoma de la cepa liségena Lb.
casei ATCC 27159 (Shimizu~Kaclota y Sakurai, 198?)
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se plantean las siguientes hipétesis:

- Al igual que en el caso de Lb. casei ATCC 27139, una secuencia de insercién podria
estar presente en Lb. paracasei A y dar lugar a la generacién de fagos virulentos a

partir de un profago integrado a su cromosoma.

~ Estos {agos virulentos mutantes derivados del profago poclrian ir evolucionando en el
ambiente industrial y dar lugar a una familia de fagos similares, pero no idénticos

entre si.

- Mientras la poblacién de particulas fagicas y células permanecen en contacto por
largo tiempo (segiin la metodologia de obtencién de mutantes), los fagos infectarian
el cultivo. Aungue probablemente la mayoria proseguiria el ciclo litico, una pequefia
proporcién de fagos podria lisogenizar algunas células y éstas serian capaces de
desarrollar y producir turbidez luego de varios dias en el tubo del cultivo lisado. La
presencia del profago en su cromosoma haria que se muestren resistentes frente al
{ago virulento homélogo (inmunidacl ala superinfeccién). Sin embargo, y una vez
eliminadas las particulas {égicas presentes en el medio, la lisogenia se revertiria y los
clones pseudorresistentes se volverian nuevamente sensibles al fago original. Tal vez
las secuencias de insercién podrian jugar un rol importante en este evento. Seria una
explicacién para la existencia (en un cultivo monocepa) de diferentes sensibilidades
frente a un fago, que permitiria la instalacién de un estado portador de fagos (p]:lc'zge~

carrier sta te).

En bacterias lacticas, se describieron casos de coexistencia de particulas fagicas
activas y cultivos monocepa, para Leuconostoc oenos 58N (Arendt y col, 1990) y Lc lactis
subsp. cremoris SK11 (Klaenhammer y Fitzgerald, 1994). Se considera gue el estado portador
de {agos, gue puede definirse como la presencia continua en un balance metaestable de
fagos virulentos durante el crecimiento del cultivo hospedador, contribuiria a los elevados

niveles de {ago resistencia encontrados en algunos cultivos iniciadores (Klaenhammer y
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Fitzgerald, 1994). En un trabajo llevado a cabo por Renoux y Suire (1963) con cultivos de
Brucella, se obtuvieron resultados similares a los obtenidos con mutantes pseudorresistentes
para ambas cepas estudiadas en esta Tesis. Se obtuvieron placas de lisis individuales
diseminadas en un césped homogéneo del cultivo puro (S) y el niimero de esas placas se
aumentaba si se trataba con su propio sobrenadante de cultivo a la suspensién celular.
Eventualmente, sobre las placas de lisis se obtuvo un desarrollo secundario del cultivo (en
nuestro caso los potenciales resistentes) alrededor del cuarto dia de incubacién y al
subcultivarlo, el crecimiento resultante era otra vez un césped homogéneo con placas
diseminadas (SI). Igualmente, la mayoria de nuestros potenciales resistentes revirtieron el
{enotipo lisando en el primer repigue de sensibilidad. Estudiando varios tipos de colonias
diferentes de los cultivos de Brucella se hallé que tanto S como SI eran sensibles al agente
litico obtenido en el filtrado del cultivo y que cuando el fago infectaba, las bacterias podian
lisar o desarrollar como colonias resistentes. Estas ultimas, fueron siempre portadoras de
fagos activos contra S y SI, por lo que se denominaron P. De la propagacién de células del
tipo P, podian surgir nuevas bacterias P o células sensibles al fago (S 6 SI). Ademas, y si bien
no se explica la causa, todos los stocks de cultivos de Brucella contenian particulas fagicas.
Los cambios fenotipicos a colonias P resistentes y portadoras de fagos pueden ser una
explicacién para la supervivencia de las células en presencia de {agos (plmge carrier state).
Cuando naturalmente en ese ambiente ocurre una infeccién fagica, las células P aparecen
probablemente en respuesta a la presencia del fago. Son capaces de originar nuevas colonias
P,S6SL Y nuevas células P pueden surgir por accién de los fagos liberados (progenie), sobre
nuevas células S 6 SI. A su vez, S y SI pueden dar origen al mismo tipo de célula o por
infeccién con el fago lisar y otras transformarse en P (Renoux y Suire, 1963). Asi en presencia
del {ago se favoreceria el enriquecimiento de la poblacién en células resistentes. Un
fenémeno similar podria explicar en gran medida los comportamientos atipicos hallados con

nuestros mutantes.

Si se considera la evolucién desde fines de 2003, con el aislamiento del primer {ago

argentino especifico de una cepa probiética, hasta la actualidad, con mas de 20 aislamientos
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realizados, se destaca gue a partir de mediados de 2003 la presencia de {agos enla planta ha
ido creciendo en forma progresiva y continua. Es notable ademads, el aumento en el nimero y
diversificacién de muestras y en la frecuencia de los envios para la deteccién de fagos, todos
indicativos de la preocupacién real y creciente respecto de este problema por parte de la

industria.

Estudios preliminares de sus perfiles de restriccién, indican que los dos primeros {agos
aislados son diferentes entre si y del resto (hasta MLC-AG e incluyendo pMLC~A). En
estudios posteriores se plantea investigar la evolucién de estos fagos en la planta, asi como

también sus caracteristicas.

Los estudios desarrollados en esta Tesis muestran la aparicién para la industria lactea
de un nuevo problema cuya resolucién es compleja y difiere respecto de los ataques {égicos
sobre otras bacterias lacticas. En el caso de probiéticos las estrategias de rotacién de cultivos
no son posibles pues cada cepa es unica, la obtencién de BIMs es practicamente muy
dificultosa, cobrando importancia los tratamientos con agentes de limpieza, pero que
también son ineficientes en el caso de gue los {agos provengan desde el interior de la misma

cepa probiética empleacla en la fermentacién.
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La industria lactea es particularmente susceptible al ataque por bacteriofagos, por lo
cual se ha generado un vasto caudal de conocimientos para fagos de distintas especies de
bacterias lacticas en 8eneral y, particularmente, de lactococos. Por el contrario, la
informacién disponible para fagos de bacterias probiéticas es escasa, debido a la aparicion
mas reciente de este problema. Desafortunadamente, la intensificaciéon y diversificacién en
el uso de este tipo de bacterias ha ocasionado en los tltimos tiempos, incrementos en los
accidentes por fagos, con el agravante de que se cuenta con un elenco acotado de estas cepas

Unicas por sus propiedacles y comercialmente muy valiosas.

En nuestro tral)ajo se abordé el estudio de {agos de Lb casei / paracasei
encontrandose, en sus caracteristicas y comportamientos, ciertas similitudes con respecto a
fagos de otras especies previamente estudiados, asi como también diferencias sustanciales

gue hacen que estos fagos, al igual que sus cepas sensibles, sean singulares.

En 8eneral y en cuanto a las similitudes, se pueden mencionar: su inclusién en la
Familia Siphoviridae, los tamafios de sus genomas, sus viabilidades frente a diferentes
factores como l)iociclas, tratamientos térmicos (si ]oien, resultaron mds resistentes frente al
hipoclorito de sodio y a pH extremos y en algunos casos se observaron resistencias térmicas
extraordinarias) y durante el almacenamiento, y la naturaleza hidrocarbonada de sus
receptores. Por otro lado, se observaron ciertos comportamientos particulares como la
existencia de un per{il de cepas sensibles tnico (entre 47 cepas empleadas) para los 7 {agos
estudiados, la capacidad de un fago de mostrar comportamientos considerablemente
diversos al infectar distintas cepas (como se vio en los ensayos de adsorcién, tanto sobre
célula entera como sobre paredes, y en los pardmetros de multiplicacién fagica). En este
sentido, el ejemplo mas notable fue el del fago PL-1 y Lb. paracasei A. Ademas, las
diferencias obtenidas en las adsorciones {égicas sobre células calentadas y no, considerando
qgue el proceso no clepenclia de la viabilidad celulay, fueron eventos diferenciales con
respecto a otros sistemas estudiados por nuestro grupo de trabajo. Asi como también, la

incapacidad de inactivacién de los fagos por parte de monosacaridos constituyentes del
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receptor, que hicieron inttiles a las técnicas empleadas de rutina en el laboratorio y

requirieron de nuevos disefios (ensag osde competencia y clesorcién) .

Durante el desarrollo de esta Tesis fue posi]ale aislar al primer {ago especi{ico de Lb.
paracasei de Sudamerica (MLC-A), demostrandose sus diferencias genémicas y fenotipicas
por comparacién con los {agos de coleccién. Posteriormente, en el periodo comprendido entre
julio de 2005 y agosto de 2000, se realizaron més de 20 aislamientos a partir de muestras
provenientes de la misma industria, indicando la aparicién més frecuente de fallas en las
fermentaciones, asi como también la preocupacién creciente respecto del problema por
parte de la industria. Esos nuevos {agos aislados y puri{icados se depositaron en la coleccién
del INLAIN, y si bien se comenz6 una caracterizaciéon muy preliminar de alguno de ellos,
constituyen una base de material de estudio para trabajos posteriores (caracterizacién
propia de cada fago, andlisis de diversidad y evolucién de los {agos en un ambiente

inclustrial).

Con relacion a los resultados del aislamiento de mutantes espontaneos fago
resistentes, se encontraron comportamientos muy diferentes comparando con fagos de otras
especies de bacterias lacticas. Si bien no es posi]ale concluir en forma definitiva, si se pueclen
plantear ciertas observaciones por ser muy novedosas y por ser potencial fundamento de

investigaciones futuras:

- H porcentaje de mutantes pseudorresistentes en la poblacién celular es muy ]oajo e

iria en aumento a lo largo de sucesivos procesos de seleccion de estos clones.

- H {enotipo de resistencia a {agos pareceria ser inducido por la presencia de los
mismos en el medio. Este hecho obligé a modificar las técnicas empleadas para

evaluar la estabilidad de los clones resistentes a fagos.

- La lisogenia, y probablemente la existencia de secuencias de insercién, podrian jugar
un rol fundamental en la imposibilidad de obtencién de mutantes fago resistentes

estables en Lb. casei / paracasei.
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CONCLUSIONES

Hasta el momento, se ha conocido a los fagos en un papel negativo frente a los
procesos fermentativos y se han buscado infinidad de estrategias para minimizar su accionar.
Estas estrategias, en su mayoria, no son de facil implementacién en el caso de cultivos
probiéticos, como se ha mencionado ya en repetidas oportunidades. Ademads, y considerando
las singularidades que presentan algunas interacciones fago - cepa en estos casos,
probablemente sea necesario intentar contemplar el problema desde otra éptica, de modo
de comprender las reglas que rigen tales comportamientos. Tal vez, pueda descifrarse el
modo en que cepa y fago coexisten en ciertos ecosistemas y encontrar la manera de inclinar

la balanza hacia un estado favorable para lograr una fermentacién exitosa.
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