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Resumen

Generalmente, los cultivos termdfilos compuestos por S. thermophilus y Lb.
delbrueckii subsp. bulgaricus, son usados fundamentalmente en la elaboracién de yogur, y
raramente fueron asociados a infecciones fagicas. La explicacion que se daba a esta
observacion era que en el proceso de elaboracién de yogur no se genera suero, que es el
principal vehiculo de los fagos, ademas de ser la leche es sometida a temperaturas de 80-
90 °C, lo que podria reducir la carga viral. En cambio, la industria quesera utiliza

temperaturas mas bajas que no afectan la viabilidad de los bacteriofagos.

En las ultimas décadas se ha visto un notable incremento en la produccién y
variedad de leches fermentadas y quesos que utilizan starters de bacterias lacticas
termdfilas, dando como resultado un aumento en problemas de acidificacién causados por
fagos que atacan a estas bacterias. Esta problematica ha llevado a los investigadores a
estudiar con mayor detenimiento a estos fagos, aunque todavia hoy la informacion
disponible es ciertamente bastante escasa. Asi, los fagos mas estudiados dentro de este
grupo son aquellos que atacan cepas de S. thermophilus. Mas escasa aun es la informacion

acerca de los fagos de lactobacilos, y en particular de Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus.

Por esta razén, este trabajo tuvo como finalidad profundizar el estudio de la
interaccion entre cepas de Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus y fagos autdctonos aislados a

partir de accidentes en elaboraciones de yogur de nuestra region.

El presente estudio comenzd con el aislamiento y caracterizaciéon de los tres fagos
autoctonos especificos de Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus YSD V (fago BYM), Ab, (fago
YAB) e Ib; (fago Ib3). La caracterizacion consistié en determinar: morfologia (microscopia
electronica), viabilidad durante la conservacion, viabilidad a distintos pH, ciclos de
multiplicacion fagica (burst size), resistencia térmica y quimica, y caracterizacion molecular.

A partir de la morfologia de los fagos estudiados, se determind que los tres pertenecen al
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Resumen

grupo B segun la clasificacién de Bradley, y al morfotipo B1 de la familia Siphoviridae, segun
el criterio de Ackermann. Con respecto a su viabilidad durante la conservacion, se vio que
ésta fue moderada a 4 °C y —20 °C, y mayor a —80 °C. Por otra parte, se observé una buena
viabilidad so6lo a pH 5, 6 y 7, siendo baja a pH extremos, lo que explicaria la razén de los
bajos titulos encontrados en las muestras de yogur de las cuales fueron aislados. Cuando se
estudio la resistencia térmica, se pudo comprobar un efecto protector de la leche cuando
ésta fue usada como medio de suspensiéon. Resulta interesante considerar la gran
resistencia de estos fagos a los tratamientos térmicos utilizados tradicionalmente para el
procesamiento de la leche cruda (pasteurizacién), lo cual podria sefalar una muy probable
via primaria de entrada de los fagos a las plantas de elaboracion. Los ensayos de
resistencia frente a distintos biocidas mostraron que el acido peracético resultd efectivo para
la eliminacién de las particulas fagicas. En general, el hipoclorito de sodio también resultd
efectivo, aunque se observé una singular resistencia del fago Ibs, el cual sélo fue destruido
con elevadas concentraciones (> 1400 ppm) de este agente. Los alcoholes etilico e
isopropilico, usados normalmente en laboratorios, tuvieron escasa accion sobre estos fagos
autoctonos de Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus. Del analisis de los perfiles de restriccion
con diferentes endonucleasas, se pudo confirmar que se trata de tres fagos distintos. Sin
embargo, se pudo observar que los fagos BYM y YAB poseen algunas bandas en comun, y
lo mismo ocurre entre los fagos YAB e Ib;. También se calculé el tamafio del genoma de
estos tres fagos, los cuales oscilaron entre 31 y 34 kb. Se observaron extremos cohesivos

(cos sites) en el caso del fago Ibs, pero no para los fagos BYM y YAB.

La segunda parte de este trabajo se centré en la interaccién entre las cepas
bacterianas y sus fagos liticos, lo que incluyd el estudio de la calcio-dependencia,
caracterizacion del proceso de adsorcion y el estudio de receptores e inhibidores quimicos y
enzimaticos de la misma. Al estudiar los requerimientos para completar el ciclo litico en

medio liquido, se revelé una dependencia del ion Ca*" para los fagos YAB e Ibs. El fago
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BYM mostré un comportamiento distinto, ya que fue capaz de completar el ciclo litico tanto
en presencia como en ausencia de este catién, aunque en estas ultimas condiciones la lisis
se observé mas tardiamente. La formacién de placas de lisis en medio agarizado se vio
afectada por la ausencia del ion Ca** en los fagos autéctonos analizados (fagos YAB, BYM e
Ibs). A pesar de los resultados obtenidos, las cinéticas de adsorcién revelaron que los fagos
estudiados no dependen de la presencia del ion Ca* para llevar a cabo la primera etapa del
ciclo litico, ya que todos ellos mostraron una rapida adsorcion a sus cepas sensibles. Esto
nos esta indicando que el requerimiento de Ca?* se encuentra en alguna de las etapas
posteriores del ciclo litico. Respecto a la influencia de la temperatura sobre la adsorcion
fagica, nuestros datos mostraron que los fagos se adsorbieron sobre las células de Lb.
delbrueckii subsp. bulgaricus incluso a 0 °C. Las tasas maximas se alcanzaron a 10 °C para
los fagos YAB e Ibs, manteniéndose constantes y cercanas al 100% en todo el rango de
temperatura estudiado. En el caso del fago BYM se observé influencia de la temperatura
entre 0 °C y 20 °C, mientras que entre 20 °C y 50 °C esta influencia no se evidencié. Estos
fagos se adsorbieron normalmente tanto a células viables como no viables (sometidas
tratamiento térmico), lo que demuestra que los receptores fagicos son termoestables, y que

el proceso de adsorcion no depende del estado fisioldgico celular.

También se estudio la naturaleza de los receptores celulares. La disminucion de la
adsorcion observada luego de realizar el tratamiento con mutanolisina sobre las paredes,
indicaba que la unién de los fagos a la superficie celular involucraba alguna estructura de
naturaleza hidrocarbonada y no proteica. Esta idea fue confirmada luego de realizar ensayos
de adsorcion sobre paredes tratadas con TCA, donde se observé una reduccion de la
adsorcion fagica. La disminucién en los porcentajes de adsorcion de los fagos a las paredes
celulares tratadas con TCA sugiere que los receptores podrian estar constituidos por
complejos peptidoglicano - polisacaridos accesorios. Por ultimo, se demostré la

irreversibilidad de la adsorcién de las particulas virales a sus cepas sensibles.
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LAS BACTERIAS LACTICAS

Las bacterias lacticas (BAL) abarcan una serie de géneros que se distinguen por
presentar ciertas particularidades en comun a nivel morfolégico, metabdlico y fisiolégico. No
existe una definicién inequivoca del término bacteria acido lactica, ya que inevitablemente
la mayoria de las caracteristicas usadas en tal definicion estan sujetas a variaciones y sélo
pueden aplicarse bajo condiciones normales o estandars. Por lo tanto es mas apropiado
definir a las bacterias lacticas “tipicas” como aquellas que reunen estas caracteristicas
(Frank y Hassan, 1998):

. Gram positivas,

. catalasa negativas,

. ho esporuladas,

. no moviles,

. acido tolerantes,

. generalmente anaerobias o aerotolerantes (microaerofilicas),

. muy exigentes a nivel nutricional,

. generadoras de acido lactico como producto final mayoritario de la fermentacion
de hidratos de carbono,

. carentes de citocromos,

. no reductoras de los nitratos.

Se encuentran ampliamente distribuidas en la naturaleza, en ambientes donde
dispongan de carbohidratos altamente solubles, productos de degradacion de proteinas
(péptidos cortos y aminoacidos), vitaminas y una baja tensién de oxigeno. De esta manera,
se hallan asociadas a habitats ricos en nutrientes, tales como ciertos productos alimenticios

(leche, carne, vegetales) y como integrantes de la flora normal del tracto intestinal,
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membranas y mucosas de mamiferos (Frank y Hassan, 1998). En estos ultimos habitats
juegan un importante rol benéfico, ya que protegen al organismo que los alberga de la
colonizacién y/o infeccién por microorganismos patégenos.

Su adaptacion a diferentes condiciones ambientales se ve favorecida por la
produccién de acidez, que restringe el desarrollo de otros microorganismos.

El grupo de las BAL comprende 11 géneros: Aerococcus, Alloicoccus,
Carnobacterium, Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, Pediococcus,
Streptococcus, Tetragenococcus y Vagococcus. Sin embargo, las especies de mayor

importancia desde el punto de vista industrial corresponden a los siguientes:

Lactococcus
Leuconostoc
Streptococcus

Lactobacillus

‘NN NEE NN

Pediococcus

Su participacién es fundamental en la mayoria de los procesos de obtenciéon de
alimentos fermentados ya que, de un modo parcial o total, intervienen en el desarrollo de
textura y de caracteristicas organolépticas, asi como en la preservacién de una gran
variedad de productos alimenticios de origen vegetal (pickles, vino, cerveza, ensilados) y de

origen animal (quesos, leches fermentadas, manteca, embutidos) (Aguirre y Collins, 1994).

Como un primer criterio de clasificacién de este grupo, se pueden separar los
géneros segun la via metabdlica utilizada para degradar los carbohidratos (glucosa, lactosa,

etc.):

x Bacterias lacticas homofermentantes: siguen la via enzimatica de glicolisis
(Embdem Meyerhof Parnas, EMP), mediante la cual producen mayoritariamente acido

lactico a partir de glucosa;
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x Bacterias lacticas heterofermentantes: utilizan el sistema enzimatico
denominado 3-2-Rotura-Pentosa-Fosfato, a través del cual producen una mezcla de
compuestos, ademas de acido lactico: didxido de carbono y etanol o acido acético, en

cantidades variables segun la especie considerada (Grobben y col., 1995).

Otro criterio de clasificacion de las BAL, de especial interés industrial, es aquel que

considera la temperatura 6ptima de desarrollo, dividiéndose en los siguientes grupos:

x Bacterias lacticas mesaofilas: su temperatura 6ptima de desarrollo se encuentra
entre 22 °C y 30 °C. Las principales especies utilizadas en la industria pertenecen a
los géneros Lactococcus y Leuconostoc.

x Bacterias lacticas termaofilas: la temperatura 6ptima de desarrollo se encuentra
entre 40 °C y 50 °C, y se incluyen en este grupo a los géneros Lactobacillus y

Streptococcus (Craig y col., 1993; Mayra-Makinen y Brigret, 1998).

Las bacterias lacticas en la industria lactea fermentativa

Como se vio anteriormente, sélo algunos géneros y especies pueden utilizarse en la
industria alimentaria fermentativa, y de éstas, sélo unas pocas reunen los sistemas
enzimaticos que permiten su uso en la industria lactea, por contar con un metabolismo que
les permite desarrollarse sobre un sustrato particular: la leche. Los géneros utilizados como

starters en las fermentaciones lacticas y sus principales caracteristicas son:

v" Lactococcus: Cocos en cadenas, homofermentantes.
v Streptococcus: Cocos en cadenas, homofermentantes.

v Leuconostoc: Cocos en cadenas, heterofermentantes.
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v Lactobacillus: Bacilos usualmente en cadenas. Pueden ser homofermentantes

obligados, heterofermentantes facultativos o heterofermentantes obligados.

Las BAL usadas en la industria lactea fermentativa deben cumplir ciertos
requerimientos primarios: ser inocuas (GRAS: Generally Regarded As Safe), producir acido
a través de la fermentacion de la lactosa, producir compuestos aromaticos y poseer
actividad hidrolitica sobre las proteinas de la leche (Ono y col., 1992).

Por lo tanto, la accién de las BAL en el proceso de fabricacion de productos lacteos
(quesos, manteca, leches fermentadas) involucra una serie de transformaciones
determinantes de las caracteristicas organolépticas y la calidad del producto final. Entre las

de mayor importancia tecnoldgica pueden citarse:

% Fermentacion de azucares: la producciéon espontanea de acido lactico por las
bacterias lacticas cuando utilizan los azucares como fuente de carbono y energia, es una
capacidad sumamente explotada industrialmente. Es el proceso que se trata de favorecer en
la elaboracién de cualquier producto lacteo fermentado (quesos, yogur, manteca, etc.), pero
debe reprimirse durante el almacenamiento de leche cruda destinada a tratamientos
industriales por calor (pasteurizacion y esterilizacién), ya que un incremento de acidez
disminuye su aptitud al tratamiento térmico.

En la leche fresca, recién obtenida, el acido lactico se encuentra sélo en trazas (20-
30 mg/ It), incrementandose luego rapidamente su concentracion por el desarrollo de las
bacterias lacticas. Estas producen uno u otro tipo de isémero y en concentraciones variables
segun el género. La produccion de acido lactico D o L depende del tipo de lactato
dehidrogenasa que contenga la bacteria. La importancia del tipo de isémero que se produce
esta relacionada con el hecho de que los alimentos que tienen acido L(+) lactico son los mas
recomendados, dado que el acido D(-) lactico es de escasa absorcion a nivel intestinal

(Reinheimer, 1994).
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x Hidrolisis de proteinas: una vez consumidos los péptidos y aminoacidos libres
de la leche, las BAL se procuran compuestos nitrogenados a partir del ataque enzimatico de
la caseina. Aunque son moderadamente proteoliticas, su actividad resulta suficiente y
fundamental para posibilitar su desarrollo en un medio como la leche (rol biolégico),
contribuyendo a la textura y, en menor medida, al sabor del producto final (rol tecnolégico).

x Sintesis de compuestos de aroma: la produccién de sustancias aromaticas por
parte de las BAL tiene lugar a través de vias metabdlicas complejas, asociadas en general a
los metabolismos del citrato y del piruvato. En el caso de las leches fermentadas, estos
compuestos son principalmente 4&cidos organicos (acido lactico y acido acético),
acetaldehido, diacetilo, acetoina y 2-3 butilenglicol. Durante la maduraciéon de quesos, sin
embargo, la sintesis de compuestos aromaticos resulta mucho mas incierta. Las principales
sustancias volatiles se generan a partir de productos de degradacién de di y tripéptidos
(aminoacidos).

x Sintesis de compuestos que influyen en la textura del producto: ciertas cepas
de BAL se caracterizan por producir sustancias mucilaginosas (exopolisacaridos) que
incrementan la viscosidad de ciertas leches fermentadas (Fig. 1).

La textura del yogur es el resultado de una compleja interaccion entre las proteinas
de la leche, la acidez y los polisacaridos exocelulares o exopolisacaridos producidos por las
cepas starters (Craig y col.,, 1993). Muchas cepas starters usadas en la industria lactea
fermentativa que contienen Streptococcus thermophilus y Lactobacillus delbrueckii subsp.
bulgaricus son capaces de producir compuestos que favorecen la textura deseada y, por lo
tanto, son las elegidas a nivel comercial, especialmente para la elaboracién de leches
fermentadas, como el yogur. Las propiedades buscadas incluyen firmeza, suavidad,
viscosidad y estabilidad del gel (susceptibilidad a la sinéresis). Estas cepas son
extensamente usadas en Francia y Holanda, ya que en estos paises esta prohibida la
adiciéon de estabilizantes de origen vegetal y animal a los yogures sin fruta. Ademas, existe

una creciente popularidad de los productos alimenticios “100% naturales”, sin aditivos
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(Schellhaass y Morris, 1985; Cerning y col., 1986; Garnot, 1987). Estas cepas pueden
producir dos tipos de exopolisacaridos: unos, capsulares, que conforman una estructura
discreta que rodea a la célula y aparentemente no interactuan con la caseina de la leche, y
otros de apariencia filamentosa que son liberados al medio y no pueden ser observados
mediante microscopia electronica (exopolisacaridos viscosos). Hassan y col. (1996)
clasificé a las cepas usadas en la elaboracion del yogur en tres tipos: aquellas que no
producen exopolisacaridos, aquellas que producen exopolisacaridos capsulares, y aquellas
que producen exopolisacaridos capsulares y viscosos. Pueden existir cepas que produzcan
s6lo exopolisacaridos viscosos, pero no han sido convenientemente investigados aun.

Estos exopolisacaridos estan compuestos por residuos de distintos azucares que se
disponen en wun patron repetitivo. Cerning y col. (1986) reportaron que los
heteropolisacaridos producidos por Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus estaban
compuestos principalmente de galactosa, glucosa y ramnosa en una relacion de 4:1:1.
Asimismo, Grobben y col. (1995), encontraron que los exopolisacaridos producidos por Lb.
delbrueckii subsp. bulgaricus NCFB 2772 estaban compuestos por los mismos azucares
antes mencionados, en una relacion de 6,8:1:0,7. Garcia y col. (1991) encontraron
evidencias de que estos exopolisacaridos estan intimamente asociados con proteinas y
seria mejor clasificarlos como una glicoproteina.

Existe una acuerdo general en que los exopolisacaridos viscosos (que son liberados
al medio), pueden traer beneficios para la textura del yogur incrementando la estabilidad y la
viscosidad del gel, captando el agua libre y haciendo mas lenta la exudacion del suero. A
pesar de esto, la sobreproduccion de estos compuestos conduce a la obtenciéon de un
producto de textura indeseable. Los polisacaridos capsulares no pueden ser producidos en
exceso, ya que el tamano de la capsula es limitado. Las capsulas bacterianas desorganizan
la microestructura del gel del yogur, produciendo una textura mas suave. Las cepas que
producen solo exopolisacaridos capsulares llevan a la formacién de un yogur mas viscoso y

mas estable a la sinéresis que aquellas cepas no productoras de capsulas. Estas también
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permiten una difusién mas lenta del acido lactico hacia el exterior de la célula, haciendo que
la produccion de acido por parte de éstas se interrumpa precozmente, previniendo la

sobreacidificacion del producto (Oberg y Broadbent, 1992).

Fig. 1 : Micrografia de una colonia filante (productora de exopolisacaridos) de Lb.
bulgaricus, en donde se observa su forma espiralada. Aumento 9.000 X (Bottazzi, 1984).

x Produccion de compuestos de inhibicion: ciertas BAL producen, ademas de los
acidos organicos resultantes de la fermentacion de la lactosa, cantidades pequefas de
sustancias inhibitorias como perdoxido de hidréogeno, antibidticos y bacteriocinas, que
preservan la calidad del producto final al dificultar el desarrollo de microorganismos
indeseables, tanto alterantes como patégenos (Cerning y col.,, 1986; Ono y col., 1992;
Reinheimer, 1994; Frank y Hassan, 1998; Mayra-Makinen y Bigret, 1998).

El término “bacteriocina” fue introducido por Jacob y col. (1953), y se defini6 como un
antibidtico (producido por bacterias) de naturaleza proteica, de peso molecular relativamente

elevado, que actua sobre otras bacterias de la misma especie, o sobre aquellas que estan

relacionadas taxonémicamente, a través de la adsorcion a receptores que se encuentran en
las células blanco. Una primera clasificacion se basa en el espectro de accion, dividiéndose
en dos clases: 1) aquellas bacteriocinas que actuan sobre cepas relacionadas a nivel
taxondmico y 2) aquellas activas sobre especies no relacionadas. Las bacteriocinas del
primer grupo favoreceran el desarrollo de las bacterias que las producen si forman parte de

un cultivo mixto, y pueden ser importantes en el control de las fermentaciones naturales o
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artesanales. Las bacteriocinas del segundo grupo tienen un interés adicional ya que podrian
ser importantes para evitar el desarrollo de bacterias patdégenas o contaminantes.
De acuerdo a su estructura, se han definido cuatro clases de bacteriocinas

producidas por bacterias lacticas (Earnshaw, 1992; Desmazeaud, 1996; Ouwehand, 1998)

(Tabla1).
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Tabla 1: Clases de bacteriocinas producidas por bacterias lacticas (Ouwehand, 1998).

Clase |

Clase
1l

Clase
11

Clase
\Y]

Lantibioticos

Péptidos pequenos (< 10 kDa), con termoestabilidad
moderada (100 °C) a elevada (121 °C). No contienen

lantionina
lla Péptidos activos contra Listeria
lb Dipéptidos
lic Péptidos con grupo tiol

Proteinas de gran tamario (> 30 kDa), termoestables

Bacteriocinas complejas: proteinas + lipidos y/o
carbohidratos

)

Lantibidticos, cuyo modelo tipico es la nisina, que es un polipéptido
producido por ciertas cepas de Lactococcus lactis subsp. lactis, y posee una
alta proporcién de lantionina y -metil lantionina. Posee un amplio espectro de
actividad contra las bacterias Gram positivas, impidiendo incluso la
germinacion de los esporos de ciertas especies de Bacillus y Clostridium. A
pesar de esto, se ha visto que muchos microorganismos Gram positivos no
productores de nisina poseen una resistencia natural a este compuesto.
Bacillus cereus es un ejemplo de esto, y es capaz de destruir la actividad de la
nisina a través de la reduccion de los dehidroaminoacidos que posee en su
estructura. Los esporos de Clostridium botulinum pueden ser inhibidos por la
nisina, pero las concentraciones necesarias para hacerlo son elevadas, por lo
que en la practica, se una utiliza una combinacion de nisina y nitritos como
agentes anti-botulinicos. Las bacterias Gram negativas (como la E. coli) solo

se ven afectadas cuando existe un dano subletal en sus membranas externas.
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Bajo estas condiciones, otras bacteriocinas también presentan actividad
antimicrobiana sobre las bacterias Gram negativas.

Se han postulado muchos mecanismos de accion de la nisina a través de los
afos. Se cree que actua a nivel de la membrana celular. La nisina no necesita
unirse a ningun receptor para interactuar con la membrana celular, a diferencia
de algunos otros péptidos con propiedades antimicrobianas (Earnshaw, 1992;
Ouwehand, 1998). Una vez realizada la union, la nisina produce poros en la
membrana celular causando una despolarizacién de éstas, aunque se ha
observado que se necesita de un cierto potencial de membrana inicial para su
actividad (Earnshaw, 1992).

1) Péptidos pequefios hidrofobicos y termoestables (< 13.000 D). Estos
destruyen la integridad de la membrana a través de la formacién de poros. Un
ejemplo de esta clase de bacteriocinas son las lactococcinas que, a diferencia
de la nisina, actian sobre las células blanco sin necesidad de un potencial de
membrana, pero si de un receptor especifico para su union.

11)) Proteinas de gran tamafio termolabiles (> 30.000 D). Este tipo de
bacteriocinas han sido aisladas de algunas cepas del género Lactobacillus. Los
mecanismos de accién no estan dilucidados aun.

\Y)] Bacteriocinas complejas: proteinas unidas a lipidos o a carbohidratos.
La existencia de este tipo de bacteriocina no esta aceptado generalmente, y se
pueden incluir bacteriocinas que no han podido ser purificadas de manera
adecuada. Al igual que en el caso de las del tipo lll, se desconoce su

mecanismo de accion.

Es muy importante distinguir a las bacteriocinas de otros compuestos inhibidores

producidos por las BAL (H,O,, acidos lactico y acético). Esto se logra neutralizando el
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sobrenadante de un cultivo y luego determinando la actividad en presencia y ausencia de
proteinasa, que inactiva a las bacteriocinas si estan presentes.

Todas las bacterias capaces de producir bacteriocinas deben poseer algun tipo de
inmunidad codificado en sus genes, que las proteja de los efectos inhibitorios de estos
compuestos.

Como ya se menciond anteriormente, una primera consecuencia tecnologica de la
produccion de bacteriocinas seria una posible dominancia de la cepa productora (Bac")
sobre las otras que forman parte de un cultivo mixto (Bac’) luego de sucesivos repiques.
Otra consecuencia es la posibilidad de obtener nuevos starters que inhiban bacterias
indeseables como Clostridium tyrobutyricum, responsable de la hinchazén tardia y de la
fermentacion butirica en quesos, y Listeria monocytogenes, que es un microorganismo
patogeno para el ser humano. Una desventaja seria que la calidad del producto final podria
estar alterado, ya que estas bacteriocinas impedirian el desarrollo adecuado del resto de las
bacterias que componen el cultivo starter, interfiriendo en la acidificacién o en la produccién

adecuada de compuestos de flavor (Desmazeaud, 1996).

Géneros de Bacterias Lacticas

En las décadas pasadas, se han producido significativos avances que permitieron el
conocimiento de la taxonomia de muchas bacterias, incluyendo a las BAL. Estos avances
derivan de estudios en microbiologia molecular, anadlisis de proteinas celulares,
hibridaciones ADN:ADN y ADN:ARNr, mapeos de ADN cromosomal, y determinacién de
secuencias de nucleodtidos de los ARN ribosomales (ARNr) 16S y 32S.

Como el ARNr esta involucrado en la sintesis proteica, muchas de sus secuencias se
han conservado durante la evolucién. La comparacién de estas secuencias, en especial
aquellas pertenecientes a la subunidad 16S del ARNr, han sido particularmente muy utiles

en el estudio del parentesco entre las bacterias (filogenética). Existen pequefas secuencias

16



Introduccién

en el ARNr que no han sido conservadas. Estas se denominan regiones variables, y estas
son las usadas para diferenciar a las especies estrechamente relacionadas. Es posible
definir secuencias especificas para géneros, especies y subespecies. En general, los
resultados obtenidos mediante estas técnicas se correlacionan perfectamente con los
obtenidos a partir del analisis fenotipico. A pesar de esto, existen algunos casos en los
cuales los resultados no coinciden, por lo que estas técnicas deben ser complementadas
con los analisis fenotipicos tradicionales.

Como resultado de estos estudios, muchas BAL fueron ubicadas en nuevos géneros

y sus nombres se modificaron (Cogan, 1996).

% Lactococcus: se presentan como cocos aislados, en pares o en cadenas,
donde adquieren una forma elongada en direccion de la cadena, presentando una forma
bacilar que puede prestarse a confusiones (cocobacilos). Son fermentadores de
azucares en forma homofermentativa, produciendo acido L-lactico, y crecen a 10 °C pero
no a 45 °C. Existen cinco especies en este género, y para su diferenciacion se utilizan el
tipo de peptidoglucano y de 4cido lipoteicoico de la pared celular, la capacidad para usar
arginina, la temperatura maxima de crecimiento, y patrones de fermentacién de
azucares.

La unica especie importante usada en cultivos iniciadores (starters) es L. lactis,
que esta dividida en dos subespecies: L. lactis subsp. cremoris y L. lactis subsp. lactis.
La principal diferencia fenotipica entre estas dos subespecies es que L. lactis subsp.
lactis crece a 40 °C, a pH 9,2, en presencia de 4% de NaCl, y produce amonio a partir de
la arginina, mientras que L. lactis subsp. cremoris no lo hace.

Una propiedad fenotipica importante de algunos lactococos usados en los
starters es su capacidad para metabolizar el citrato a CO, y compuestos de flavor. Esto
se lleva a cabo mediante un sistema transportador de citrato que esta codificado en un

plasmido, y la enzima citrato liasa, que esta codificada en el cromosoma bacteriano.

17



Introduccién

Aquellos capaces de metabolizar el citrato se denominan Cit *. En general, los
lactococos Cit * no producen tanta acidez en leche como los lactococos Cit -~ (Cogan,

1996).

% Leuconostoc: son cocos que se agrupan en pares y cadenas, presentando
forma elipsoidal en ciertas ocasiones. A veces resulta complicado diferenciar
morfolégicamente Lactococcus de Leuconostoc. Estos se distinguen de Lactococcus en
tres aspectos fundamentales: (a) Leuconostoc fermenta los azucares en forma
heterofermentativa; (b) produce acido D(-) lactico en vez de acido L(-) lactico; (c) no
muestra cambios visuales en leche tornasolada (con la excepcién de Lc. lactis), a menos
que se le adicione extracto de levadura. Lc. lactis produce pequefias cantidades de acido
en leche tornasolada, pero no lo reducen antes de la coagulacién.

A pesar de que Leuconostoc ha sido identificado como componente de cultivos
iniciadores mixtos, todavia no se han identificado en el aspecto taxonémico las especies
implicadas. De las 7 especies reconocidas de este género, sélo Lc. mesenteroides
subsp. cremoris esta ciertamente involucrada, y la unica fuente que se conoce son los
cultivos iniciadores. Lc. lactis probablemente esté también implicada, pero resulta muy
dificil aislarla fenotipicamente cuando otras especies estan en el mismo ambiente, y esto
es una razén mas por lo cual no han sido categéricamente identificadas las especies que
participan en los -cultivos iniciadores. Estos se distinguen sobre todo por sus
requerimientos nutricionales, homologia de ADN, y patrones de fermentacion de
carbohidratos.

Este género se encuentra en los mismos habitats que los lactobacilos

heterofermentativos (Cogan, 1996).

% Streptococcus: Este género posee 27 especies, pero sélo uno de ellos, S.

thermophilus, se encuentra en los cultivos iniciadores. Al igual que Lactococcus y
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Leuconostoc, esta especie se organiza en pares o en cadenas, algunas de las cuales
pueden ser muy largas. Estudios de hibridacion ADN:ADN demostraron una alta
homologia con S. salivarius, que es un habitante normal de la boca, por lo cual se lo
habia relegado al nivel de subespecie como S. salivarius subsp. thermophilus; pero
estudios mas recientes han hecho que se retome la denominacion original, S.
thermophilus.

Al igual que Lactococcus, S. thermophilus fermenta azucares por glicélisis y
produce acido L-lactico. Es limitado el espectro de azlucares que es capaz de fermentar.
Se diferencia facilmente de Lactococcus y Leuconostoc, ya que S. thermophilus es
capaz de crecer a 45 °C, mientras que éstos no se desarrollan por arriba de 40 °C. Por
su desarrollo a 45 °C puede ser confundido con Enterococcus, encontrado generalmente
en los cultivos artesanales, pero éste es capaz de crecer a 10 °C, en 6,5% de NaCl y a
pH 9,6, mientras que S. thermophilus es incapaz de desarrollarse en esas condiciones

(Cogan, 1996).

x Enterococcus: se encuentran presentes en cultivos artesanales en un nivel
elevado. Tanto E. faecalis como E. faecium han sido identificados en uno o mas
productos alimenticios. Tienen propiedades ideales para formar parte de los cultivos
iniciadores, ya que producen acido rapidamente, resisten las temperaturas de coccion de
los quesos duros, y toleran altas concentraciones de sal (6,5% NaCl). La mayor
desventaja que presentan es que son de origen fecal y que algunas cepas son
patogenas. Las dos especies nombradas desarrollan tanto a 10 °C como a 45 °C, a pH
9,6, producen amoniaco (NH3) a partir de arginina y poseen el antigeno de grupo D.
Estas especies se diferencian por la reduccion de telurito y por el perfil de fermentacion

de azucares (Cogan, 1996).
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Lactobacillus: comprende a un amplio grupo de bacilos, de longitud variable,
y pueden ser curvos, cortos, corineiformes o cocobacilos. Actualmente existen 64
especies en este género. En base al metabolismo de los azlcares, se dividen en tres
grupos: el Grupo | se compone de especies que son homofermentantes obligados de
hexosas y no fermentan pentosas. El Grupo |l estd formado por aquellos
heterofermentantes facultativos de hexosas (por ejemplo, fermentan hexosas por
glicdlisis hasta acido lactico o, bajo condiciones de glucosa limitante, producen acido
lactico, acido acético, etanol y acido formico), y las pentosas son fermentadas por la via
de la fosfocetolasa a acido lactico y acido acético. El Grupo Ill reline a las especies
heterofermentantes obligadas de azucares.

Los lactobacilos utilizados en los cultivos iniciadores comerciales son Lb.
delbrueckii subsp. bulgaricus, Lb. delbrueckii subsp. lactis, y Lb. helveticus; todos ellos
se encuentran en el Grupo |. La restante subespecie de Lb. delbrueckii, Lb. delbrueckii
subsp. delbrueckii, no se encuentra en los starters, probablemente porque no fermenta la
lactosa. Lb. acidophilus es agregado en forma intencional en ocasiones al yogur luego
de la elaboracion. Este también pertenece al Grupo | y es un habitante normal del tracto
intestinal. No forma parte de los cultivos iniciadores en un sentido tradicional, ya que no
juega un rol importante en la produccién de acido, pero es agregado por sus probables
beneficios a la salud. Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus, Lb. delbrueckii subsp. lactis, Lb.
helveticus, y Lb. acidophilus son terméfilos y crecen a temperaturas iguales o superiores
a 45 °C. Producen mucha mayor cantidad de acido en la leche que el resto de las
bacterias usadas en los starters, y pueden diferenciarse entre si por el perfil de
fermentacion de los azucares y el tipo de isomeria del acido lactico producido.

Lb. casei y Lb. plantarum se encuentran comunmente en cultivos artesanales, y
Lb. curvatus en quesos madurados. Todos ellos forman parte del Grupo Il. Estos
organismos fermentan los azucares en forma homofermentantativa y no producen NH; a

partir de la arginina. Todos crecen a 15 °C y ninguno (excepto Lb. casei subsp.
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rhamnosus) crecen a 45 °C. Lb. curvatus, como su nombre lo indica, forma distintos tipos
de bacilos curvos. Estos se diferencian entre si por el perfil de fermentaciéon de azlcares
y otros rasgos fenotipicos.

Lb. fermentum también se encuentra generalmente en los cultivos artesanales.

Es heterofermentante obligado (Grupo lll) y crece a 45 °C (Cogan, 1996).

Bacterias lacticas termofilas en la industria lactea fermentativa

Los fermentos lacticos integrados por especies bacterianas terméfilas son destinados
a procesos de obtencion de productos lacteos (quesos y leches fermentadas) que involucran
altas temperaturas de calentamiento.

En la industria quesera, estos fermentos son utilizados para la elaboracién de quesos
de pasta cocida y semi-cocida. Las variedades mas importantes y conocidas son los quesos
italianos de pasta muy dura como el Parmesano, Grana y Provolone, y los quesos tipo suizo
como el Emmental y el Gruyére. En Argentina, los principales son Reggianito, Sardo y
Sbrinz. En estos quesos se utilizan fermentos constituidos por mezclas de Lb. delbrueckii
subsp. bulgaricus, Lb. helveticus y S. thermophilus en diferentes proporciones y, en general,
integrando fermentos naturales de suero (Auclair y Accolas, 1983; Reinheimer, 1994;
Varnan y Shutherland, 1994; Reinheimer y col., 1996).

La aplicacion mas extendida de los cultivos termdfilos es, sin duda, en la elaboracién
de yogur, donde se utiliza una combinaciéon de Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus y S.
thermophilus (Fig. 2). El desarrollo protocooperativo entre estos dos organismos deriva en
una rapida acidificacion. La presencia del lactobacilo estimula el desarrollo de S.
thermophilus, ya que el lactobacilo libera aminoacidos y péptidos a partir de la caseina. A su
vez, S. thermophilus estimula el crecimiento de Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus

produciendo acido férmico, piruvato y CO,, ademas de consumir el oxigeno y disminuir el pH
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el medio (Craig y col., 1993). El yogur también puede ser adicionado de Lb. acidophilus u

otro microorganismo con propiedades benéficas para la salud (probiéticos).

Fig. 2: Micrografia de un cultivo compuesto por Lb.delbrueckii subsp. bulgaricus y S.

thermophilus utilizado en la produccién de yogur. Aumento 3.750 X (Bottazzi, 1984).

Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus: rol en la industria lactea fermentativa
Como ya se mencion6 anteriormente, Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus es uno de los
dos microorganismos termofilos que se usa para la elaboracién del yogur, junto a S.
thermophilus. Estos dos organismos interactian en la leche en forma favorable para ambos,
pero que no es obligatoria para su desarrollo individual. Este tipo de relaciéon se denomina
“protocooperacion”, y en un cultivo mixto se manifiesta con una gran produccion de acido, la
cual es mayor que la suma de la produccion de acido de los cultivos puros por separado. De
esta manera, en el yogur, el crecimiento de S. thermophilus es estimulado por los
aminoacidos libres y péptidos liberados a partir de las proteinas de la leche por Lb.
delbrueckii subsp. bulgaricus. La produccion de acido de Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus
es estimulado por el acido férmico y el CO, producido por S. thermophilus (Ono y col., 1992;

Craig y col., 1993).
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Si Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus es tratado con lizosima o sometido a un shock de
presion osmotica, existe una pérdida de proteinasas que provienen de distintas
localizaciones, y la ubicacion individual de cada proteinasa no esta clara. De todas formas,
se sabe que Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus posee proteinasas en la periferia celular, y
que los péptidos que se producen por accion de estas proteinasas son un factor importante
en la protocooperacion con S. thermophilus durante la elaboracién de yogur, ya que los
péptidos liberados por las proteinasas de Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus son usados por
S. thermophilus. Esta actividad proteolitica se produce especialmente sobre la - caseina de
la leche (Ono y col., 1992).

Remontandonos en el tiempo, vemos que el yogur ha sido consumido durante siglos,
aunque no fue hasta principios del siglo XX cuando se popularizé y difundié como alimento.
Fue por primera vez en 1907, en la obra de Eli Metchnikoff “The Prolongation of Life”, que se
introdujo la idea de la existencia de una serie de efectos benéficos relacionados al consumo
regular de leches fermentadas (Naidu y col., 1999)

Se tienen noticias de que en el afio 1542 el rey de Francia padecia serias afecciones
gastrointestinales que le producian un gran malestar. Llegaron a sus oidos comentarios
sobre un médico de Constantinopla que podria curarlo, por lo que envié a uno de sus
hombres para que le trajera a aquel médico. Este comenz6 a suministrarle una sustancia
preparada con leche y fermentos (yogur), y la salud del rey mejoré notablemente hasta
llegar a la curacion al cabo de un tiempo. Aunque el rey lo ignorara hasta entonces, se
trataba de un producto tan antiguo como la humanidad, que ya en la Biblia era mencionada
por Moisés como uno de los alimentos que Jehova daba a su pueblo.

Fueron las comunidades ndmades del sudeste de Asia las que aprendieron en primer
lugar las técnicas para su preparacion cuando, al almacenar la leche en bolsas de piel,
observaron que ésta se transformaba por accién del calor y la fermentacién natural, en un
producto viscoso y agradable. En 1295, al regreso de sus viajes por el Oriente, Marco Polo

hace referencia a este alimento en su “Libro de las Maravillas”.
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El yogur es originario de Asia, y entr6 a Europa a través de Turquia y Bulgaria. Su
nombre deriva precisamente de la palabra juart, de la lengua bulgara. Sin embargo, su
consumo recién comenzd a extenderse por todo el mundo a principios del siglo XX, al
registrarse la primera experiencia con valor cientifico. El Dr. Elias Metchnikoff (Premio Nobel
de Medicina en 1908), trabajando en el Instituto Pasteur de Paris, realizé investigaciones
sobre la longevidad. Observd que en Bulgaria, en una zona de los Balcanes, sus habitantes
vivian muchos mas afnos que en otras partes del mundo y dedujo que esto se debia a las
costumbres alimentarias de esa gente. Comprobd que la misma estaba basada
principalmente en la ingestidon de una leche que dejaban cortar en forma espontanea y que
hoy llamariamos yogur. Quiza las condiciones ecolédgicas del lugar, ese microclima, era lo
que lograba el milagro que ellos desconocian pero con el cual se beneficiaban viviendo mas
afios. Metchnikoff desarrollé la teoria de que el equilibrio intestinal genera una salud
equilibrada. En su tratado sobre la longevidad recomienda el yogur como alimento
fundamental. Con el transcurso de los anos y el avance de la tecnologia, se fue logrando
una produccion controlada y estable de este alimento, utilizandose en su elaboracién el
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus (Bulgaria) y el Streptococcus thermophilus (Naidu

y col., 1999).

Composicion quimica de paredes de bacterias Gram positivas

En las paredes celulares de las eubacterias existe una capa que es la responsable
principal de la resistencia de la pared. La capa rigida tanto de las bacterias Gram negativas
como de las Gram positivas es muy semejante en su composicion quimica. Esta capa,
denominada peptidoglicano, es una delgada ldamina compuesta de dos derivados de
carbohidrato, la N-acetilglucosamina y el acido N-acetiimuramico, asi como un pequehio

grupo de aminoacidos que consta fundamentalmente de L-alanina, D-alanina, D-acido
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glutdmico y lisina, o acido diaminopimeélico (DAP) (Fig. 3). Estos constituyentes estan
conectados entre si para formar una estructura repetitiva, el tetrapéptido glicano.

La estructura basica es en realidad una delgada lamina en la cual las cadenas de
glicanos formadas por los carbohidratos estan conectadas por enlaces peptidicos cruzados
formados por los aminoacidos. Los enlaces glicosidicos que conectan los carbohidratos son
muy fuertes, pero no proporcionan rigidez en todas las direcciones. La resistencia total de la
estructura de los peptidoglicanos se obtiene cuando las cadenas se unen por medio de los
enlaces peptidicos cruzados, y mayor es la rigidez cuanto mas completo sea este
entrecruzamiento.

La forma de una célula esta determinada por la longitud de las cadenas de

peptidoglicano, asi como por la forma y el grado del entrecruzamiento de las cadenas.

CH.OH CHOH
5]D glﬂ OH
OH 0
HO H H
HN-COCH 0 HN-COCH,

M-Acetilglucosamina | 3 M-Acetimuramico

NH NH,
m-Diaminopimélico H(I:_[CHZ]—CH_CUUH
3

D-Alanina

Fig. 3: Estructura quimica de la pared bacteriana.
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Se conocen casi 100 tipos diferentes de peptidoglicanos y la maxima variacion se da
en los puentes de conexion. Cualquiera de los aminoacidos presentes en el tetrapéptido,
también se puede presentar en la interconexién, pero ademas se pueden encontrar en ellas
otros aminodacidos diferentes. Algunos aminoacidos nunca se encuentran en la interconexion
(aminoacidos de cadena ramificada, aromaticos, aquellos que contienen azufre e histidina,
arginina y prolina).

En las bacterias Gram positivas casi el 90% de la pared esta constituida por
peptidoglicanos, aunque otro tipo de constituyentes, como el acido teicoico (viene del griego
teicos: “pared”), esta generalmente presente en pequenas cantidades. Los acidos teicoicos
incluyen todos los polimeros de la pared, la membrana, o capsulares que contienen residuos
de glicerofosfatos o de fosfatos de ribitol. Algunos de estos acidos que contienen glicerol
estan unidos al lipido de la membrana de las bacterias Gram positivas; debido a que estos
acidos teicoicos estan intimamente asociados con los lipidos reciben el nombre de acidos
lipoteicoicos.

La diferencia en la tincibn de Gram entre las bacterias no estd relacionada
directamente con el tipo de constituyentes quimicos que forman la pared, sino mas bien con
la estructura fisica de ésta, puesto que las levaduras, que tienen una gruesa pared celular
de una composicién quimica totalmente diferente también son organismos Gram positivos.

Hay que recordar que en la reaccion de Gram se forma un complejo cristal violeta-
yodo, insoluble dentro de la célula, y que este complejo es extraido por alcohol de las
bacterias Gram negativas pero no de las positivas. Las bacterias Gram positivas tienen
paredes celulares muy gruesas que se deshidratan con el alcohol. Esto produce que se
cierren los poros de la pared, evitando que los complejos insolubles cristal violeta-yodo
salgan de las células. En las bacterias Gram negativas el solvente se disuelve facilmente
penetrando al interior y atravesando la capa externa; la delgada capa de peptidoglicanos no

evita el paso de dicho solvente (Fig. 4) (Brock, 1991).
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Gram negativa Gram poslitiva

Nezosoma

Acido telcolco

Fig. 4: Diferencias en la composicion de las bacterias Gram positivas y Gram

negativas.

Muchas bacterias y algunas algas eucariotas poseen ciertas estructuras de superficie
que forman parte de la pared celular denominadas S-layers. Estas estan compuestas en
general por una unica clase de proteina o glicoproteina. Las subunidades proteicas que lo
componen forman cubiertas porosas que recubren totalmente la célula. Al formar parte de la
cubierta externa de la pared celular, e incluso reemplazar a otras estructuras de la pared,
son capaces de cubrir una variedad de roles y funciones bioldgicas. Algunos de estos roles
son comunes a las estructuras de superficie en general, mientras que otros son especificos

de las S-layers. Ejemplo de esto son la adhesion celular, proteccidon contra el ataque de
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protozoos y fagocitos, factor de virulencia, propiedades antigénicas, sitios de anclaje para
exoenzimas hidroliticas, receptores para fagos, funciéon de porina, etc. También pueden
afectar la tincion de Gram. Finalmente, existen otros aspectos (ensamblaje de estructuras,
modulacion de sus propiedades, excreciéon y regulacion de su sintesis) que son comunes
con las funciones bioldgicas propias de la estructura celular (Aguirre y Collins, 1994;
Axelsson, 1998).

Anos atras se investigd mas sistematicamente la presencia de S-layer en 13
especies diferentes de lactobacilos mediante electroforesis en SDS-PAGE Yy tincion negativa
(método para la observacién por microscopia electrénica). Lb. fermentum, Lb. brevis y Lb.
buchneri exhibieron S-layer asi como también Lb. helveticus, Lb. bulgaricus y Lb.
acidophilus. En el caso de Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus, existen controversias acerca de
la verdadera presencia de esta estructura (Reinheimer, 1994).

Las funciones biolégicas del S-layer presente en Lb. helveticus no se han dilucidado
aun, al parecer la resistencia al tratamiento con lizosima podria estar relacionada a su
presencia. En Lb. helveticus CNRZ 892 se sugiri6 que tendria un rol de receptor para el

bacteriofago litico CNRZ 832-B1 (Morelli y Callegari, 1997).

28



Introduccioén

LOS BACTERIOFAGOS

Los bacteriofagos o fagos son virus que atacan bacterias. Estos se encuentran en
todos los ambientes naturales. Twort identifico el primer ataque de fagos en Inglaterra en
1915 y los llamé agentes “no retenidos por los filtros”, y en 1917 d'Hérelle los denomino
bacteriofagos, que significa “comedor de bacterias” en griego antiguo. En 1928 se observo y
comunicé el primer ataque fagico a una bacteria lactica (Neve, 1996).

Como todos los virus, los fagos son incapaces de desarrollarse por si mismos; en
cambio, crecen en forma parasita dentro de la célula bacteriana y se liberan luego de
producir la lisis celular. Los fagos son especificos de un huésped y normalmente atacan sélo
a cepas muy relacionadas entre si (Neve, 1996).

La produccién de quesos y leches fermentadas depende de la actividad de los
cultivos iniciadores (starters). La capacidad de fermentar de las bacterias acidolacticas
puede ser severamente inhibida por una gran variedad de factores, como bacteriocinas
(nisina), residuos de antibiéticos o desinfectantes, o el sistema de la lactoperoxidasa
presente en la leche cruda. De todas maneras, el problema mas grave a nivel comercial
proviene de las infecciones por fagos, que puede conducir a una marcada reduccion de la
produccion de acido lactico por parte de las BAL (“tinas lentas”) o, en casos extremos,
ausencia total de acidificacion (“tinas muertas”). Como consecuencia de esto, las funciones
bioguimicas y tecnoldgicas de los starters (que incluyen la produccion de acido lactico,
formacion de compuestos que afectan el flavor y la protedlisis) estan severamente afectadas
(Neve, 1996). Por el gran riesgo econdmico que esto implica, el control de las infecciones
fagicas es un punto critico de control en el manejo de las bacterias lacticas usadas como
starters. Para llevarlo a cabo, es fundamental conocer y entender los complejos y dinamicos
mecanismos de la relacion fago-célula hospedadora, incluyendo a) la caracterizacion de la
poblacion fagica involucrada, b) el andlisis de los sistemas naturales de defensa bacteriana
ante el ataque fagico (mecanismo de fagorresistencia), y c¢) la identificacion de los

mecanismos de “antirresistencia” de los fagos (Josephsen y Neve, 1998).
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Morfologia y Taxonomia de los Bacteriofagos

La estructura de la mayoria de los virus esta fundamentada en los mismos principios:
poseen un nucleo compuesto de acidos nucleicos, que contienen la informacion genética
necesaria para su replicacion, rodeado de una cubierta proteica llamada “capside”. El
conjunto formado por los &cidos nucleicos (genoma) y la capside, se conoce como

“nucleocapside”. La nucleocapside esta organizada segun los siguientes patrones basicos:

x Con simetria helicoidal: el acido nucleico se encuentra como un filamento
extendido, rodeado por moléculas de proteinas dispuestas helicoidalmente de tal forma que
se disponen alrededor de un unico eje de rotacién;

x Con simetria icosaédrica: aqui el acido nucleico se encuentra fuertemente
condensado y protegido por una cubierta proteica casi esférica, cuyas subunidades se
agrupan formando capsomeros. Estos capsémeros son subunidades morfolégicamente

idénticas entre si y estan perfectamente ensambladas.

Los principios fundamentales acerca de la estructura de los virus en general fueron
predecidos por Crick y Watson (Crick y Watson, 1956; Crick, 1957), basados en estudios
sobre viriones (particula infectiva completa) constituidos por ARN. Ellos sefialaron que este
ARN era suficiente sélo para codificar un pequeio numero de proteinas de bajo peso
molecular, por lo que la unica manera de formar una capside era empleando en forma
repetitiva la misma clase de molécula. También argumentaron que la mejor manera de
empaquetar subunidades similares era a través de un arreglo simétrico. Por lo tanto el
empleo de so6lo unos pocos tipos de subunidades tiene resultados interesantes, tanto al
minimizar la cantidad de informacién genética necesaria para codificar capsides especificas
como para asegurar un ensamble eficaz (Bradley,1967).

Los bacteriofagos mas complejos presentan una estructura binaria; es decir, poseen

una cabeza, habitualmente hexagonal, constituida por el genoma del fago contenido dentro
%
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de una unica capside que es resistente a la accion de las proteasas, y una cola, de
estructura helicoidal, que cumple la funcidon de unirse a los receptores ubicados en la
superficie de la célula huésped cuando se inicia una infeccion. Ademas, a través de la cola,
el ADN es inyectado hacia el interior de la célula.

Existen varios criterios para clasificar a los bacteriofagos. La clasificacion de Bradley
(1967) se basa principalmente en sus caracteristicas morfolégicas dividiéndolos en seis
grupos, y amplia esta clasificacion teniendo en cuenta el tipo de acido nucleico que poseen.
El tipo mas complejo, el grupo A, posee una cabeza hexagonal que puede o no ser
elongada (prolata), una cola larga contractil y puede tener estructuras adicionales (fibras,
etc.). El grupo B también posee una cabeza hexagonal, cola larga no contractil, y puede
tener o no estructuras adicionales. Dentro del grupo C encontramos a aquellos con cabeza
hexagonal y cola corta no contractil. El grupo D no posee cola, y su cabeza hexagonal
posee capsomeros grandes o protuberancias en sus vértices. En el grupo E el virion
presenta una forma hexagonal sencilla, sin capsémeros grandes. El grupo F es un poco
diferente al resto, ya que posee la forma de un filamento largo y flexible y no posee
estructuras adicionales de ningun tipo. Cada uno de estos grupos posee un mismo tipo de

acido nucleico (Tabla 2 y Fig. 5).
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Fig. 5: Tipos morfoldgicos basicos de bacteriofagos, segun Bradley (1967).

Tabla 2: Grupos morfologicos basicos de bacteriofagos y tipos de acidos nucleicos

(Bradley, 1967).

Grupo |Descripcion Tipo de &cido nucleico

A Cola contractil ADN doble cadena

B Cola larga no contractil ADN doble cadena

C Cola corta no contractil ADN doble cadena

D Sin cola, capsémeros ADN simple cadena
grandes

E Sin cola, capsémeros ARN simple cadena
pequefios

F Sin cabeza, filamento flexible | ADN simple cadena
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Una clasificacion mas reciente es aquella propuesta por Ackermann (1987) (Jarvis,
1989), en la cual los tres grupos basicos de Bradley (A, B y C) se organizan en las familias

Myoviridae, Siphoviridae y Podoviridae, respectivamente (Fig. 6).

> 990 90

B1 B2

Myoviridoe Siphoviridae Podoviridae

Fig. 6: Familias y morfotipos basicos de fagos de bacterias lacticas, segun Ackermann

y col. (1984).

Bacteriofagos de bacterias lacticas

Los fagos de las bacterias lacticas pueden clasificarse teniendo en cuenta distintos
criterios:

% Segun el espectro de huéspedes: este tipo de clasificacién carece de
importancia taxondmica, pero resulta de gran utilidad desde el punto de vista tecnoldgico
ya que, conociendo el grupo de cepas sensibles a un determinado bacteriofago, se hace
posible implementar medidas de control adecuadas (Neve, 1996).

% Segun el perfil proteico: mediante electroforesis de las proteinas de la
cabeza y la cola se obtienen patrones caracteristicos, que resultan similares para fagos

morfolégicamente relacionados (Neve, 1996).
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x  Segun la morfologia: a través de técnicas de microscopia electronica se
pueden determinar caracteristicas morfolégicas (forma y dimensiones de la cabeza y la
cola), asi como la presencia de estructuras caracteristicas (collar, placa basal, fibras,
etc.). Los fagos de las bacterias lacticas estdn compuestos por una cabeza y una cola
(estructura binaria), las cuales estan constituidas por una serie de proteinas. Las
cabezas pueden ser isométricas o elongadas (prolatas). En su interior contienen una
molécula lineal de ADN doble cadena, cuyo tamaro varia entre 18 hasta mas de 130 kb
(Neve, 1996). La cola es un tubo pequefio que se une a la cabeza; a veces a través de
un collar; y puede ser una estructura rigida o flexible. Su longitud puede variar entre 24
hasta mas de 500 nm. Algunas colas poseen vainas contractiles, mientras que otras
carecen de éstas. La placa basal es una estructura compleja adicional que puede o no
estar presente, y tiene como funcién la unién o anclaje del fago a la célula huésped, para

lo cual puede poseer fibras (Fig. 7).

Cabeza

Entrada

Cuello
Espicula

Vaina (exterior) Fibras largas
Tubo (interior) -

\ ¥

jﬂnwunm

Placa basal

(anclaje exterior,
tubo interior)

‘ Espiculas de la cola

—»

Fibras cortas

Fig. 7: Morfologia basica de los fagos de bacterias lacticas.
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x Segun la taxonomia: teniendo en cuenta la clasificacion de Bradley, los fagos
de bacterias lacticas pertenecen a los tres primeros grupos:

v Grupo A: constituido por fagos de cabeza hexagonal, elongada o no,
cola con vaina contractil, usualmente rigida, pudiendo contener apéndices como
fibras o estructuras terminales.

v Grupo B: formado por fagos de cabeza hexagonal, cola larga y flexible,
sin vaina contractil, y con o sin apéndices terminales.

v Grupo C: fagos de cabeza hexagonal, cola corta, sin vaina contractil,

con o sin estructuras terminales.

Si se tiene en cuenta la clasificacion de Ackermann (1987), los fagos de las
bacterias lacticas estudiados hasta este momento pertenecen a los morfotipos A1 de la
familia Myoviridae (cola contractil), B1 y B2 de la familia Siphoviridae (cola larga, no

contractil), C2 y C3 de la familia Podoviridae (cola corta, no contractil) (Fig. 7).

% Segln estudios serolégicos: consiste en enfrentar las particulas fagicas a
antisueros especificos, y agruparlas de acuerdo a su capacidad de ser neutralizadas
por determinados antisueros.

Las proteinas fagicas estructurales son inmunogénicas, y poseen sitios de
reconocimiento especificos, que pueden ser revelados mediante el uso de anticuerpos
policlonales o monoclonales. Estos antisueros (que son los que contienen los
anticuerpos), son usados para realizar ensayos de neutralizacién, mediante técnicas
como Western blot, ELISA y microscopia inmunoelectronica. Cuando estos antisueros
son incubados con las particulas virales, se produce la neutralizacién entre los
antigenos fagicos y los anticuerpos del antisuero, la cual se traduce en una inactivacién
de las particulas fagicas, que se visualiza en una disminucion del titulo fagico

(Jarvis,1989; Neve, 1996).
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% Segln la homologia del ADN: los estudios de hibridacion ADN-ADN permiten
agrupar los virus genéticamente relacionados, y de esta manera clasificarlos en
subgrupos morfolégicos de acuerdo a similitudes a nivel molecular (Jarvis,1989; Neve,
1996).

% Perfiles de restriccion: las endonucleasas de restriccion, también llamadas
enzimas de restriccion, son aquellas enzimas que degradan el ADN fagico luego de que
éste ha sido inyectado en la célula bacteriana hospedadora, y forman parte del sistema
de fago-resistencia bacteriano. Estas enzimas cortan el ADN en el interior de la
secuencia de reconocimiento, o en un sitio inmediatamente adyacente a esta
secuencia.

Las enzimas de restriccion son poderosas herramientas en el desarrollo de la
biotecnologia genética, y estan disponibles a nivel comercial. Luego de que estas
enzimas cortaron el ADN fagico in vitro, estos fragmentos pueden separarse mediante
electroforesis en geles de agarosa, y de esta manera se realizan los perfiles de ADN,
que son especificos para cada tipo de fago (Neve y Teuber, 1991; Neve,1996).

% Mecanismos de empaquetamiento (cos- y pac- sites)- Mapas de restriccion): como se
describié mas arriba, a través del uso de enzimas de restriccion es posible determinar
la ubicacién relativa de los sitios de corte/reconocimiento en el genoma. Estos datos
permiten la construccién de mapas de restriccion. Muchos fagos poseen moléculas
lineales de ADN, las cuales pueden circularizarse por medio de pequefas regiones de
ADN simple cadena, que estan localizadas en los extremos de la molécula. Estas
regiones son conocidas como “extremos cohesivos” (cos end o cos site), y los sitios de
reconocimiento de un mapa de restriccion estan orientados hacia estos extremos
(posicion “cero” en el mapa). Algunos fagos carecen de ADN con extremos cohesivos,
por lo tanto carecen de moléculas circularizadas, y al microscopio oOptico sélo se
observan moléculas lineales de ADN (pac site) (Neve y Teuber, 1991). Los fagos
estudiados se dividen en dos grupos segun su mecanismo de empaquetamiento, el

cual se establece en base a la presencia 0 ausencia de extremos cohesivos en sus
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extremos. Este método consiste en comparar los patrones de restriccion del ADN viral
tratado y sin tratar con ADN ligasa. En el caso de fagos con extremos cohesivos
aparece un nuevo fragmento en las muestras de ADN ligado al mismo tiempo que
desaparecen dos bandas presentes en las muestras no ligadas, siendo la suma de sus
tamanos igual al del nuevo fragmento.

% RAPD: esta es una técnica simple, desarrollada en 1990 por Williams
(Williams y col., 1990), que se basa en la amplificacion de ADN gendémico usando como
iniciadores oligonucledtidos cortos de secuencia aleatoria. El resultado son fragmentos
de ADN en distinto numero y tamafio en funcion del ADN utilizado como molde,
pudiendo obtenerse polimorfismos sin necesidad de conocer secuencias de nucleétidos

especificas.

Ciclo vital de un fago

Los fagos pueden clasificarse en virulentos (liticos) o temperados, segun el tipo de
desarrollo que ocurra dentro de la célula huésped. Aquellos fagos que infectan y lisan la
célula hospedadora se denominan fagos liticos o virulentos, mientras que aquellos que no
producen la lisis de la célula bacteriana que los hospeda pero, en cambio insertan su

genoma en el cromosoma bacteriano, son conocidos como fagos temperados (Fig. 8).
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Ciclo litico
La propagacion de un fago virulento se realiza mediante un ciclo de multiplicaciéon
fagica denominado litico o vegetativo, y tiene como resultado la liberacién de una nueva

progenie de particulas fagicas infectivas (Fig. 9). Los pasos de este ciclo son:

x Adsorcion: El ciclo litico se inicia a través de la adsorcién de un fago a la
superficie (pared celular) de una bacteria sensible, denominada “hospedador homodlogo”.
Este es un evento altamente especifico, que depende de la presencia de receptores
adecuados ubicados en la pared celular bacteriana. Los fagos se adsorben a la célula por
medio de la cola, la cual generalmente posee una placa basal y estructuras adicionales
como fibras, que otorgan estabilidad a esta unién. En otras palabras, la unién entre el fago y
su receptor en la célula bacteriana es del tipo llave- cerradura (Neve, 1996).

Con frecuencia, la adsorcion consta de dos etapas; la primera reversible y la
segunda irreversible. Luego de una primera unién reversible a la pared celular, el fago c2 del
Lactococcus lactis C2 se adsorbe en forma irreversible a una proteina ubicada en la
membrana celular (conocida como “proteina de infeccién por fagos”: PIP) (Valyasevi y col.,
1994; Josephsen y Neve, 1998).

La adsorcién de los fagos de lactococos ha sido estudiada mediante microscopia
electrénica, detectandose dos mecanismos: la mayoria de los fagos se adsorbe a un niumero
limitado de receptores que se encuentran distribuidos sobre toda la cubierta celular,
mientras que unos pocos fagos muestran una adherencia homogénea a lo largo de toda la
superficie celular (Valyasevi y col., 1991).

% Inyeccion del ADN viral: Luego de la adsorcién del fago a una célula sensible, el
ADN fagico es inyectado desde la cabeza a través de la cola hacia el interior de la célula
bacteriana, mientras la particula fagica vacia o “fantasma” queda en la superficie externa de
la bacteria (Neve, 1996). Debido a que la adsorcion y la inyeccién del ADN viral son eventos

que ocurren casi simultdneamente, en algunos casos es complicado establecer donde
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termina una etapa y comienza la siguiente. Esto acarrea ciertas dificultades para establecer
la participacion de ciertas estructuras moleculares en una u otra etapa (Valyasevi y col.,
1991; Valyasevi y col.,, 1994). En algunos sistemas en particular se ha estudiado la
influencia de ciertos factores como la temperatura de incubacion, el contenido de energia
(en forma de ATP intracelular), la presencia de iones divalentes como el Ca* vy la
participacién de estructuras de naturaleza proteica en el proceso de inyeccion del ADN viral.
Estos resultados fueron variables, y dependen del sistema fago- célula hospedadora
estudiado (Sechaud y col., 1989; Watanabe y col., 1993; Klaenhammer y Fitzgerald, 1994).

La inyeccion del genoma del fago PL-1 al interior de las células de Lactobacillus
casei ATCC 27092 requiere energia proveniente de las células intactas. También se ha
sugerido que este proceso depende de la maquinaria de sintesis proteica de las células
bacterianas hospedadoras. El Ca** o el Mg? son indispensables para muchos fagos que
infectan bacterias lacticas, a pesar de que algunos también pueden proliferar en ausencia de
estos cationes divalentes. Para el fago LL-H, que infecta al Lactobacillus delbrueckii subsp.
lactis LL23, se ha propuesto que los cationes podrian funcionar como “contraiones” durante
la translocacion del ADN fagico a través de la membrana celular (Neve, 1996; Alatossava,
1998; Josephsen y Neve, 1998). Un primer trabajo en el fago PL-1, ha mostrado que los
iones Ca*" son indispensables para completar el ciclo litico. En ausencia de Ca?*, las
particulas virales se adsorben normalmente, pero el ADN fagico no es inyectado al interior
celular. También se demostré que la inyeccion del genoma fagico requiere de energia extra,
y se observo que existe una buena correlacion entre el contenido de ATP intracelular y la
inyeccion del acido nucleico viral, lo cual determin6é los “complejos celulares- fago
resistentes a la desorcion” (Sechaud y col., 1988).

% Biosintesis de componentes virales: Una vez que el ADN fagico ha sido inyectado
en la célula bacteriana, el metabolismo normal de la célula se detiene, y toda la maquinaria
biosintética bacteriana estara dedicada a sintetizar las nuevas moléculas de ADN del fago
(replicacion del ADN) y por consiguiente, la sintesis de las proteinas del fago (Neve, 1996).

Durante este periodo, que es denominado “eclipse”, y esta definido como el tiempo que
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transcurre entre la infeccién y la aparicion intracelular de las primeras particulas infectivas,
las moléculas precursoras de la progenie viral se encuentran en etapa de sintesis o
dispersas en el interior de la célula. Dicha fase esta contenida dentro del “periodo de
latencia”, que se conoce como el tiempo durante el cual el titulo infeccioso no manifiesta
ningun incremento (Klaenhammer y Fitzgerald, 1994).

% Maduracion fagica: Durante esta etapa, las proteinas estructurales se ensamblan y
las nuevas moléculas de ADN fagico son empaquetadas en el interior de las cabezas, y
finalmente se obtienen las particulas virales completas (Neve, 1996). El proceso de
ensamblaje es de tipo secuencial, y se sintetizan en forma aislada las colas y las proteinas
de la capside. No se sabe con certeza si la cabeza se forma en primer lugar por
polimerizacion de las subunidades proteicas y luego se incorpora el ADN, o si éstas se
polimerizan en torno al ADN superenrrollado. Lo que si se conoce es que la cola se inserta
sblo cuando se completa la formacion de la nucleocapside (Klaenhammer y Fitzgerald,
1994).

% Lisis de la célula bacteriana huésped: El ciclo litico se completa cuando se produce
la ruptura de la pared o lisis celular, a través de enzimas llamadas lisinas, que estan
codificadas en el genoma fagico. Las nuevas particulas virales ya ensambladas son
liberadas al medio (por €j., al suero de queseria cuando se produce en la industria; o hacia
el medio de cultivo si se realiza en el laboratorio) (Garvey y col., 1995). El periodo durante el
cual se produce la liberacién de la progenie viral se conoce como “periodo exponencial”;
mientras que el numero de particulas fagicas liberadas a partir de una unica célula infectada
se denomina burst-size o numero de explosion. Estos valores son caracteristicos de cada
sistema cepa sensible-fago litico (Sechaud y col., 1992). Los periodos de latencia para fagos
de lactococos oscilan entre 10 y 140 minutos, y sus valores de burst-size de 10 a 400
particulas por centro de infeccion (Klaenhammer, 1984; Klaenhammer y Fitzgerald, 1994;
Garvey y col., 1995; Neve, 1996). Para los fagos de lactobacilos, también existen grandes
variaciones, con rangos de 40 a 75 minutos para los periodos de latencia y de 80 a 300

particulas virales por centro de infeccion para el burst-size (Sechaud y col., 1988; Sechaud
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y col., 1992; Klaenhammer y Fitzgerald, 1994). Los burst-size en estreptococos varian
ampliamente, oscilando entre 9 a 105 particulas virales por centro de infeccion, con un
periodo de latencia promedio entre 40-50 minutos (Klaenhammer, 1984). Un trabajo
realizado sobre fagos autdctonos de S. thermophilus arrojo resultados un tanto diferentes a
los mencionados en la bibliografia. Segun éste, el periodo de latencia de estos fagos oscild
entre 20 y 40 minutos, y los valores de burst-size oscilaron entre 300-600 particulas virales
por centro de infeccion (Binetti, 2001).

El ciclo litico de un fago se ve afectado por factores ambientales (pH, temperatura,
etc.), y por las condiciones de la célula huésped (por €j., el estadio de desarrollo del cultivo
bacteriano). Con respecto a la influencia de la temperatura de incubacién sobre la
propagacion de las fagos, se ha demostrado que la éptima suele ser cercana la temperatura
optima de desarrollo de la célula hospedadora, pero aun a valores extremos, se observa
propagaciéon de las particulas virales (Klaenhammer, 1984; Klaenhammer y Fitzgerald,

1994).



Introduccioén

Lisis/liberacion 3 . Adsorc:cnfm?w Cromosoma

,E'\ bacteriano ma
o ue . coli
V._.n- [,
DNA viral , o

| Expresion de
2 ' proteinas virales
tempranas

Hephcamon Proteinas
de DNA viral, virales

Expresion de proteinas
virales tardias

Fig. 9: Ciclo litico de un fago.

Ciclo lisogénico

El ciclo lisogénico es una via alternativa de replicacién fagica. Los pasos
involucrados en la adsorcién del fago a la célula sensible y la inyeccién del ADN, son
similares a los que se producen durante el ciclo litico, pero en este caso el ADN viral se
inserta en el cromosoma bacteriano. Esto ocurre por medio de una recombinacion reciproca
Unica que se produce en una region especifica de homologia entre el ADN viral y el ADN de
la célula hospedadora, la cual es conocida como sitio de unién attP (phage attachment site)
en el genoma fagico, y como attB (bacterial attachment site) en la célula bacteriana. Como
consecuencia de esto, no se produce la lisis celular y el ADN del fago se comporta como un

gen mas dentro del cromosoma bacteriano, replicandose en forma sincronizada con éste,
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dando origen a una progenie de células lisogénicas. Estos fagos en estado de latencia se
conocen como “profagos” o “fagos temperados”, y las células bacterianas involucradas se
conocen como “cepas liségenas”. Se ha demostrado que algunos lactococos son portadores
de mas de un profago, lo que se denomina multilisogenia. La escision del profago del
cromosoma bacteriano, con la subsiguiente liberacion del fago temperado puede ocurrir
espontaneamente,o mediante induccién con luz UV, a través de un tratamiento con agentes
mutagénicos como la mitomicima C, o por calor (Josephsen y Neve, 1998). Los fagos
temperados liberados de las células huéspedes pueden relisogenizarse o proliferar como
fagos liticos sobre cepas sensibles, denominadas “cepas indicadoras” (Neve, 1996).

El estado de lisogenia podria contribuir a aumentar la insensibilidad fenotipica hacia
fagos, ya que aquellos fagos con caracteristicas similares a las del profago no podran
superinfectar a la cepa lisbgena (Josephsen y Neve, 1998). Se ha observado que la
lisogenia esta muy difundida en el género Lactococcus, asi como también entre las especies

de Lactobacillus (Sechaud y col., 1988; Jarvis, 1989; Josephsen y Neve, 1998).

Problematica en la industria lactea fermentativa

Los fagos que infectan a las bacterias integrantes de los cultivos iniciadores
representan una de las principales causas de los problemas de acidificaciéon en la industria
lactea mundial, ocasionando serias dificultades tecnolégicas (Jarvis, 1989; Brisow y col.,
1994, Bruttin y col., 1997). La actividad acidificante de las bacterias lacticas es la propiedad
de mayor importancia desde el punto de vista industrial debido a que, junto con la actividad
proteolitica, orienta la seleccidn de los fermentos de acuerdo a las caracteristicas deseadas
para el producto final (Tamine, 1993). Estos parametros se ven afectados en gran medida
por la presencia de bacteriofagos.

En la actualidad, debido a las exigencias de productos de calidad constante, la
estandarizacion de los procesos y la mayor demanda de productos lacteos, las industrias

deben trabajar con mayores volumenes de leche, en forma continua en algunos casos,
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aumentando de esta manera el riesgo de problemas originados por fagos. Esto ha
determinado el reemplazo de los fermentos naturales por starters constituidos por unas
pocas cepas seleccionadas (fermentos comerciales), que aseguren velocidades de
acidificacion constantes. En general, estos cultivos resultan mas sensibles al ataque por
fagos, pudiéndose comprometer seriamente su actividad acidificante (Ottogalli y Galli, 1967;
Neviani, 1993; Reinheimer y col., 1997). Ademas, la coexistencia en una misma planta
industrial de diferentes lineas de produccion que emplean ambos tipos de fermentos
incrementa aun mas los riesgos de que se produzcan estos problemas.

Los fagos pueden ingresar a una elaboracion vehiculizados por el aire, por insumos
que son adicionados en la elaboracion, por el personal o por la leche utilizada como materia
prima. De todas éstas, las dos vias mas importantes responsables de la contaminacion de
bacteriofagos en una planta lactea son el uso de cultivos con cepas liségenas y la presencia
de bacterias lacticas en la leche cruda. En estos dos casos, las cepas salvajes de bacterias
lacticas liberan, bajo ciertas condiciones, profagos que estaban contenidos en su
cromosoma, los cuales pueden infectar cepas sensibles, como las del cultivo iniciador. La
mayoria de los lactococos son liségenos, y también se ha observado en lactobacilos
(Josephsen y Neve, 1998). En aquellas cepas donde existe lisogenia, el profago posee una
elevada homologia con fagos liticos, y al ser liberado han demostrado en muchas
oportunidades, poseer un amplio rango de hospedadores (Neve, 1996; Josephsen y Neve,
1998). De esta manera, el sustrato de las fermentaciones lacticas, la leche cruda, se
encuentra naturalmente contaminado en bajas concentraciones con estos profagos, lo cual
puede ser el origen a partir del cual se desarrollen concentraciones liticas de los
bacteriofagos. Los niveles pueden aumentar a concentraciones importantes en el suero de
queseria, siendo éste la causa mas importante de diseminacion de fagos en una planta.
(Neve, 1996).

Los procesos de la industria lactea fermentativa originan un ambiente sumamente
favorable y altamente dinamico para la interaccion entre bacterias y fagos. Cuando una

bacteria y un fago estdn presentes, se producen inevitablemente en el proceso de
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fermentacion una serie de eventos que concluyen con la aparicién de una poblacion de
fagos dominantes. De esto se deduce que la infeccidén por fagos no puede ser combatida

mediante un solo mecanismo.

Bacteriofagos de bacterias lacticas terméfilas

Como consecuencia de su importancia econémica, los fagos de las bacterias lacticas
han sido aislados y estudiados por décadas (Alatossava, 1998). Tradicionalmente, la
industria lactea mundial ha utilizado cultivos iniciadores mesoéfilos, y por este motivo, la
especie mas afectada por infecciones fagicas fue Lactococcus. La existencia de fagos de
bacterias lacticas mesodfilas se conoce desde los afios 30, por lo que los estudios mas
exhaustivos se centraron en fagos de este género (Keogh y Pettingill, 1983; Klaenhammer,
1984; Valyasevi y col.,, 1994; Alatossava, 1998). Los primeros reportes de accidentes
ocurridos en la industria lactea a causa de bacteriofagos de bacterias lacticas terméfilas se
realizaron recién en los afos '50, cuando dos investigadores finlandeses observaron los
problemas que se producian en la elaboracién del queso Emmental, donde se utilizan cepas
de BAL termdfilas como S. thermophilus, Lb. helveticus y L. lactis. Siguen siendo muy
escasas las investigaciones realizadas en relacion a las especies de este grupo (Deane y
col., 1953; Sechaud y col.,, 1988; Reinbold y Reddy, 1993; Brisow y Bruttin, 1995;
Alatossava, 1998; Briisow y col., 1998).

La mayor parte de los aislamientos de fagos de bacterias mesdfilas fueron realizados
a partir de sueros de elaboraciones queseras que mostraron problemas de acidificacion
(Oram y Reiter, 1968; Jarvis, 1989; Sechaud y col., 1989), mientras que los de bacterias
termdfilas se realizaron a partir de elaboraciones de yogur (fagos de S. thermophilus y de
Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus) o de quesos tipo suizo e italianos (fagos de Lactobacillus,
en especial Lb. helveticus y de S. thermophilus) (Rajagopal y Sandine, 1989; Sechaud y col.,

1989; Larbi y col., 1992; Shieh y col., 1992; Foschino y col., 1995; Suarez y col., 2002).
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Antiguamente, los cultivos termofilos compuestos por S. thermophilus y Lb.
delbrueckii subsp. bulgaricus, eran usados fundamentalmente en la elaboracién de yogur, y
raramente se los asociaba a infecciones fagicas. La explicacién que se daba a esta
observacién era que en el proceso de elaboracion de yogur no se genera suero, que es el
principal vehiculo de los fagos, ademas de que la leche es sometida a temperaturas de 80-
90 °C, que podrian reducir la carga viral. En cambio, la industria quesera utiliza temperaturas
mas bajas (pasteurizacion del tipo 73 °C durante 16 segundos), que no impiden la viabilidad
de los bacteriofagos (Terzaghi y Sandine, 1975; Peitersen y col., 1991; Zottola y Marth,

1996).

Fagos de Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus

En las ultimas décadas se ha visto un notable incremento en la produccién de yogur
y quesos que utilizan starters de bacterias lacticas termdfilas, dando como resultado un
aumento en problemas de acidificacion causados por fagos que atacan a estas bacterias.
Esta problematica ha llevado a los investigadores a estudiar con mayor detenimiento a estos
fagos, aunque todavia hoy la informacién que se posee es ciertamente bastante escasa.
Asi, los fagos mas estudiados dentro de este grupo son aquellos que atacan cepas de S.
thermophilus (Klaenhammer, 1984; Jarvis, 1989; Suarez y col., 2002). Mas escasa aun es la
informacion acerca de los fagos de lactobacilos, y en particular de Lb. delbrueckii subsp.
bulgaricus. La mayoria de los fagos de Lb.delbrueckii subsp. bulgaricus y de Lb. delbrueckii
subsp. lactis pertenecen al grupo B1 segun la clasificacién de Ackermann, y en general
poseen colas no contractiles, aunque se han descripto algunos fagos de ambas especies
con colas contractiles (Cluzel y col., 1987; Jarvis, 1989). Estas caracteristicas son avaladas
por un estudio realizado a partir de la observacion mediante microscopia electronica de
cinco fagos liticos de Lb. bulgaricus (c3, c5, Ib4, ch2 e y5). El fago c3 se distingue del resto
por poseer dimensiones menores de su cabeza y cola. Se ha observado un collar en los

fagos ch2 e y5. La cola de los cinco fagos presenta un estriado regular (Accolas y Spillman,
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1979). Un estudio realizado sobre ocho fagos de Lb. helveticus muestra que todos ellos
poseen colas contractiles, caracteristica que los distingue de los fagos de Lb. delbrueckii
subsp. bulgaricus y Lb. delbrueckii subsp. lactis, que como fue mencionado mas arriba,
poseen colas no contractiles (Jarvis, 1989; Sechaud y col., 1992).

Se han encontrado caracteristicas similares entre el fago LL-H de Lb. delbrueckii
subsp. lactis y el fago ch2 de Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus (Jarvis, 1989) en cuanto a su
morfologia (tamafio de la cabeza de 50 nm, cola larga no contractil de 170-180 nm y
genoma de 34-35 kb). Muchos fagos son capaces de infectar tanto cepas de Lb. delbrueckii
subsp. bulgaricus como de Lb. delbrueckii subsp. lactis, lo que indica que el rango de
huésped de estos fagos no se limita necesariamente a cada especie (Accolas y Spillman,

1979).

Mecanismos de fagorresistencia

Las bacterias lacticas han estado expuestas a los fagos por centenares de afos, por
lo que han desarrollado una serie de sistemas de defensa efectivos contra el ataque de
éstos (Neve, 1996; Josephsen y Neve, 1998). Estos mecanismos de defensa fueron
extensamente estudiados en lactococos, pero han sido menos investigados en otras
especies bacterianas como S. thermophilus o Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus (Oberg y
Broadbent, 1992; Forde y Fitzgerald, 1999). Los mecanismos de fagorresistencia pueden ser

agrupados de la siguiente manera:

[0 Interferencias en la Adsorcion;

[] Bloqueo de la inyeccién del ADN fagico;

[1 Sistemas de Restriccion/ Modificaciéon (R/M);
[ Infeccion Abortiva (Abi);

[J Inmunidad lisogénica;
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[] Mecanismos de resistencia disefiados por ingenieria genética.

El ataque de fagos en la industria lactea fermentativa, y sus drasticas consecuencias
en la produccién casearia, leches fermentadas y otros productos que utilizan cultivos
iniciadores, ha estimulado la investigacion de las interacciones entre fagos y cepas
sensibles, siendo aun mas interesante el desarrollo de tecnologia molecular en los ultimos
afios con la finalidad de conocer mas profundamente estas interacciones. Gracias a estos
estudios, las bases genéticas de los mecanismos de resistencia bacteriana y los
mecanismos por los cuales algunas de las bacterias interactian con los fagos estan siendo
aclarados. Ademas, la caracterizacion molecular de fagos sobre todo a nivel genético, ha
progresado mucho en los ultimos tiempos, principalmente en fagos liticos y temperados de
lactococos, en los cuales se ha logrado obtener las secuencias completas de sus genomas.
El estudio de los mecanismos a través de los cuales operan estos sistemas de defensa es
necesario para desarrollar estrategias adecuadas con la finalidad de combatir las
infecciones fagicas en la industria (Garvey y col., 1995).

Si una célula bacteriana es resistente al ataque fagico, ésta no sera un buen modelo
para realizar el estudio de las interacciones fago-célula hospedadora. En algunos casos, las
cepas resistentes han sido utilizadas para realizar el “curado” (es la eliminacién de la
informacion genética extracomosomal, por ej. plasmidial) y estudios de conjugacion

posteriores, con el fin de revelar la presencia de sistemas de defensa multiples (Hill, 1993).

Interferencias en la Adsorcion

La adsorcion es la primera fase de la infeccion de los fagos a la célula bacteriana.
Esta etapa consiste en el reconocimiento y la unidn del fago a receptores especificos que
estan ubicados en la superficie celular.

La inhibicién o interferencia en la adsorciéon es un término usado para describir la

resistencia que deriva del fracaso de una particula fagica de unirse a la superficie de una
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célula bacteriana. Esta falla en la adsorcién puede ser debida a la falta o un defecto de
receptores fagicos en la superficie celular , 0 a un enmascaramiento fisico de estos
receptores (Hill, 1993; Garvey y van Sinderen, 1995; Josephsen y Neve, 1998; Forde y
Fitzgerald, 1999). De acuerdo a la bibliografia existente, existen dos mecanismos implicados
en este fendmeno; uno es el desarrollo de mutantes fago-resistentes, producidos por
mutaciones puntuales espontdneas en el cromosoma bacteriano (sustituciones o
inserciones), o mecanismos codificados en plasmidos (Forde y Fitzgerald, 1999). En la
mayoria de los mutantes fago-resistentes, esta propiedad fue adquirida a partir de
mutaciones puntuales en los genes que codifican para los receptores fagicos. A pesar de
esto, en algunos casos se ha vinculado un fendmeno de cointegracién plasmidica, es decir
que la informacion acarreada por los plasmidos fue integrada al cromosoma bacteriano,
confiriendole la propiedad de fagorresistencia (Hill, 1993; Garvey y van Sinderen, 1995;
Forde y Fitzgerald, 1999). Estos plasmidos suelen transportar informacién para conferir
resistencia a mas de un fago, y pueden ser transferidas a otras cepas mediante conjugacion
(Klaenhammer y Fitzgerald, 1994; Garvey y van Sinderen, 1995). Sin embargo, la inherente
inestabilidad de estas moléculas puede llevar al desarrollo de cultivos integrados por cepas
resistentes y cepas sensibles a un determinado fago. Como aqui los fagos no son
eliminados ni destruidos, consecuentemente son capaces de infectar a las bacterias que
sean sensibles, y asi se propagara de manera normal. Los fagos pueden permanecer en las
cepas resistentes, promoviendo la pseudolisogenia o el “estado de portador de fagos”
(phage carrier state), en el cual coexisten bacteria y fagos liticos. Esta situacion puede
limitar la gran importancia que posee este mecanismo de defensa bacteriano (Hill, 1993;

Forde y Fitzgerald, 1999).

Bloqueo de la inyeccion del ADN fagico

En este caso, la adsorcién se lleva a cabo normalmente, pero el ADN fagico no es

inyectado al interior de la célula, produciéndose la interrupcién del ciclo litico.

- >



Introduccioén

Luego de ocurrida la exitosa adsorcién del fago a la superficie celular, se produce
una interaccién irreversible, calcio-dependiente, que requiere energia, entre el fago o su
ADN y la membrana plasmatica de la bacteria, lo que permite que el ADN fagico sea
inyectado al interior de la célula bacteriana (Forde y Fitzgerald, 1999). Es posible que esto
represente un tipo especifico de interferencias en la adsorcion, por ejemplo, una inhibicion
de la etapa irreversible de la adsorcion, luego de la cual es inyectado el ADN viral (Hill,
1993). Mediante el uso de microscopia electronica puede demostrarse que el ADN viral
permanece en la cabeza del fago, no observandose las conocidas “particulas fantasmas”
(Forde y Fitzgeral, 1999).

En Lactococcus lactis C2, la adsorcién reversible del fago c2 a la pared celular es
seguida de una adsorcion irreversible a una proteina localizada en la membrana celular, y
conocida como PIP (phage infection protein) (Valyasevi y col., 1991). Un mutante fago-
resistente de la cepa C2 que podia aun adsorber al fago c2 carecia de la proteina PIP. Esta
proteina esta codificada en el cromosoma bacteriano (Josephsen y Neve, 1998). Watanabe
y col. (1984) describieron un mutante de Lactobacillus casei que permite la normal adsorcién
del fago PL-1, pero en el cual no se produce la inyeccion de su ADN.

El primer sistema de bloqueo en la inyeccion de ADN fagico codificado en un
plasmido que fue reconocido fue descripto en el género Lactococcus por Garvey y col.
(1996), los cuales demostraron la presencia del plasmido pNP40, que codificaba la
informacion para la resistencia hacia el fago c2. Este plasmido también codifica otros

mecanismo de resistencia fagica (Garvey y col., 1995).

Restriccion- Modificacion (R/M)

Luego de producidas tanto la adsorcion como la posterior inyeccién del ADN fagico
en forma exitosa, la capacidad de que se complete el ciclo litico puede ser inhibida por la
presencia de mecanismos de restriccion-modificacién (R/M). Estos involucran la actividad de
por lo menos dos enzimas distintas. La mayoria del ADN inyectado al interior celular es

digerido por una endonucleasa de restriccion especifica de sitio, que esta codificada en el
51



Introduccioén

cromosoma bacteriano, pero la célula posee un sistema de autoproteccion para evitar que
esta enzima actue sobre su propio ADN, lo que se lleva a cabo mediante otra enzima, una
metilasa, que modifica el ADN bacteriano. La intensidad de la restriccion depende del
sistema y del fago; en general la eficiencia de plaqueo (EOP: es la relacion entre los titulos
de la cepa fago-resistente y la cepa sensible) del fago disminuye en forma logaritmica a
medida que aumenta el numero de sitios en la molécula de ADN viral (Hill, 1993; Forde y
Fitzgerald, 1999). Paraddjicamente, este sistema de defensa bacteriano es el mas poderoso
y el mas fragil, como consecuencia de su simplicidad. Asi como el ADN celular es protegido
de la degradacion por parte de la endonucleasa, un pequefo nimero de copias del genoma
fagico puede escapar a su accion mediante una modificacién en su ADN, por lo tanto, este
no sera identificado como material extrafo, y por consiguiente no sera degradado y podra
continuar con el ciclo litico. Estos fagos modificados pueden ser ahora protegidos por
metilacion, al igual que la célula hospedadora. Ademas, todos aquellos fagos que no posean
los sitios apropiados de reconocimiento no seran afectados por los sistemas de R/M (Hill,
1993). Otras modificaciones que pueden llevar a un determinado fago a ser inmune a este
sistema son la modificacion de bases, la produccion de proteinas que inhiban las
endonucleasas celulares, e incluso la adquisicion de genes que codifiquen para metilasas
(Klaenhammer y Fitzgerald, 1994). A pesar de que se han estudiado muchos sistemas de
R/M, las bases moleculares de su regulacion son todavia escasas. En aquellos casos en los
cuales ha sido posible estudiarlos a este nivel, se observé que la expresion de estos genes
esta fuertemente controlada, y que existe una intima conexion entre los genes que codifican
para las endonucleasas (de restriccion) y los que codifican para las metilasas (modificacion)
(Forde y Fitzgerald, 1999).

Los sistemas de R/M se han clasificado en cuatro grupos, segun estudios
estructurales de las enzimas y las secuencias de ADN que reconocen (Garvey y van
Sinderen, 1995; Forde y Fitzgerald, 1999). El Tipo Il posee, en general, requerimientos
sencillos de cofactores, y su sitio de corte es o se encuentra cerca de su sitio de

reconocimiento, y tiene una organizacion genética bastante sencilla. En contraste, los Tipos
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[, 'y IV pueden ser multifuncionales, poseer varias subunidades, requerimientos complejos

de cofactores y/o actuar en sitios al azar provenientes del sitio de reconocimiento. La gran

mayoria de las BAL estudiadas posee sistemas de R/M de Tipo Il (Garvey y van Sinderen,

1995; Forde y Fitzgerald, 1999) (Tabla 3).

Tabla 3: Caracteristicas de los sistemas de Restriccidn-Modificaciéon en funcién de las

estructuras enzimaticas y las secuencias de reconocimiento y corte (Forde y Fitzgerald,

1999).

Tipo

Organizacién estructural y
genética

Requerimientos de cofactores y
caracteristicas de corte

Complejo multifuncional, formado
por 3 subunidades responsables
de la restriccion, modificacion y
especificidad.

3 genes estructurales separados

Mg®, ATP, AdoMet (S-Adenosilmetionina)

Cortes al azar, a una distancia mayor a
1000 pb del sitio de reconocimiento
asimétrico.

Enzimas de restriccion y
modificacion separadas

2 genes estructurales separados

Mg?, AdoMet

Corte en el sitio de reconocimiento
simétrico o a una distancia fija, mayor a 20
pb del sitio de reconocimiento asimétrico

Complejo multifuncional, formado
por 2 subunidades responsables
de la restriccion y la modificacion

2 genes estructurales separados
contiguos

Mg?*, ATP, AdoMet

Corte a una distancia de 24-27 pb del
extremo 3’ del sitio de reconocimiento
asimétrico, metilando soélo una hebra de
ADN

Subunidad de restriccion con
actividad metilasa y subunidad de
modificacion individual

2 genes estructurales separados

Mg?, Ca?*, AdoMet

Corte a una distancia fija de 14-16 pb del
extremo 3’ del sitio de reconocimiento
asimétrico
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Este mecanismo de fago resistencia esta ampliamente distribuido en las bacterias
lacticas, y generalmente esté codificado en plasmidos. Numerosas cepas de lactococos
contienen varios sistemas de R/M de distinta especificidad, o también estan combinados con
otros mecanismos de resistencia, aumentando de esta forma, el nivel de resistencia a fagos
(Klaenhammer y Fitzgerald, 1994; Garvey y van Sinderen, 1995). También se ha observado
este tipo de sistema en Lb. helveticus (Klaenhammer y Fitzgerald, 1994; Moineau, 1999), en
Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus (Klaenhammer y Fitzgerald, 1994) y en S. thermophilus

(Larbi y col., 1992; Klaenhammer y Fitzgerald, 1994; Moineau, 1999).
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Infeccion Abortiva (Abi)

Este término abarca a todos aquellos mecanismos de fago-resistencia en los cuales
existe una interferencia en el desarrollo intracelular del fago, ya sea en la replicacion de su
genoma, transcripcion, traduccién, empaquetado o ensamblaje de las particulas fagicas
(Garvey y van Sinderen, 1995; Josephsen y Neve, 1998; Forde y Fitzgerald, 1999). Los
mecanismos de resistencia mediados por Abi culminan con la muerte de la célula infectada,
ya que sus funciones vitales se ven danadas en el ciclo litico del fago en forma previa a la
activaciéon del mecanismo de defensa. Sin embargo, es preferible la muerte de algunas
células sobre el incremento de los niveles de particulas virales, ya que la progenie viral no
es liberada, o la liberacion es minima, debido a un mecanismo desconocido.

Estos sistemas se manifiestan fenotipicamente a través de una reduccién de la
efectividad de plaqueo (EOP), una reduccién de la eficiencia de los centros de infeccion
(ECOI), y el desarrollo de placas mas pequefias debido a un menor burst size (menor
progenie fagica) (Hill, 1993; Garvey y col., 1995; Forde y Fitzgerald, 1999). En la mayoria de
los casos estudiados estos sistemas estan codificados en plasmidos, habiéndose
encontrado soélo 2 sistemas codificados en el ADN cromosémico bacteriano (Forde y
Fitzgerald, 1999).

Una caracteristica interesante de los sistemas Abi, que lo diferencia de los sistemas
de R/M, es que los fagos que escapan a su accion no sufren modificaciones en su genoma,
de modo tal que podran ser detenidos o inhibidos en una préxima infeccion. Estos
mecanismos son activos contra la progenie fagica con la misma intensidad con que lo fueron
contra la particula fagica que le dio origen a esa progenie (Hill, 1993).

En el caso del género Lactococcus, se han secuenciado 17 genes que codifican para
sistemas Abi, estando relacionados entre si, lo que podria indicar la existencia de una
familia de sistemas Abi. A pesar de esto, los mecanismos de accién y regulacién son un

poco diferentes. Estos se pueden clasificar de acuerdo a si actian previamente (accion

o5



Introduccioén

temprana) o luego de la replicacion del ADN (accién tardia). Segun este criterio, los
mecanismos AbiA, AbiF y AbiK pertenecen a la categoria de sistemas de accién temprana,
mientras que los demas sistemas estudiados, para los cuales no se ha detectado una
replicacion deficiente del ADN fagico, podrian clasificarse como mecanismos de accion
tardia (Forde y Fitzgerald, 1999). Los determinantes genéticos de todos los sistemas Abi
estudiados en lactococos se caracterizan por presentar un bajo contenido de G+C (24-31%),
a diferencia del promedio observado para otros genes de lactococos (37%) (Josephsen y
Neve, 1998; Forde y Fitzgerald, 1999).

Los sistemas Abi presumiblemente entren en juego sélo en aquellos casos en los
cuales la infeccién fagica no pudo ser bloqueada en los pasos anteriores del ciclo, y por esta

razon es que la muerte celular se reduce a un valor minimo (Forde y Fitzgerald, 1999).

Inmunidad lisogénica

El ciclo lisogénico se produce cuando el genoma fagico que ha sido exitosamente
inyectado en la célula bacteriana, se integra por medio de mecanismos de recombinacion
especifica entre dos sitios llamados attP en el fago (phage attachment site) y attB en la
bacteria (bacterial attachment site). La informacién acerca de las bases moleculares o
genéticas para el control y el mantenimiento del estado de lisogenia en las BAL no es
demasiado abundante, pero el patrén general pareciera ser similar al del sistema del fago
lambda de E. coli, el cual ha sido bien caracterizado (Klaenhammer y Fitzgerald, 1994;
Garvey y van Sinderen, 1995). En general, el estado de lisogenia inmuniza a la célula
hospedadora de modo tal de que no sera infectada por fagos similares al que acarrea ésta.
Algunas cepas poseen mas de un fago temperado, lo que se conoce como multilisogenia
(Neve, 1996).

El estudio de la lisogenia en BAL es muy importante por varias razones. En la
practica, las cepas liségenas pueden servir como reservorios de fagos liticos en las plantas
de elaboracion. Otra razén importante para el estudio de la lisogenia es que ésta constituye

una fuente no muy explorada de mecanismo de fago-resistencia, el cual podria prevenir una
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superinfeccion de la célula hospedadora por fagos relacionados o no entre si (Garvey y van
Sinderen, 1995).

Se ha establecido una relacién a nivel genético entre algunos fagos liticos y
temperados de Lactobacillus, S. thermophilus y Lactococcus, pero en realidad la mayoria de
los fagos liticos no estan genéticamente relacionados con los fagos temperados. En una
serie de trabajos, Shimizu-Kadota y col. demostraron que un fago litico que infectaba una
cepa de Lb. casei usada en la elaboracion de yakult, y aislado de distintas plantas de
elaboracion que usaban la misma cepa, derivaba de un fago lisogénico presente en esa
cepa. Este fago litico era similar al fago temperado en cuanto a su morfologia, serologia,
composiciéon proteica y los patrones de restriccion de ADN. Aparentemente, el fago
temperado sufrié una serie de mutaciones puntuales o transposicion de moédulos genéticos y
asi dio origen al fago litico. Algunos investigadores demostraron la evolucién del fago litico
u137 a partir de su progenitor u136, mediante la adquisicion de informacién genética
obtenida del cromosoma bacteriano (Garvey y col.,, 1995). El grupo de homologia “a”
(basado en estudiios de ADN) de los fagos de Lactobacillus delbrueckii posee un alto
numero de fagos temperados ademas de los fagos liticos. Algunas investigaciones
demostraron una probable relacién entre los fagos temperados vy liticos especificos de Lb.
helveticus, aunque no se ha evaluado profundamente la homologia de los ADN. Otros
autores identificaron que dos fagos temperados idénticos de S. thermophilus exhibian
homologia con la regién central del genoma del fago litico P55, que comprendia un 25% de
la longitud total de su ADN. Esto sugiere que los fagos liticos derivan de los cultivos
lisogénicos, o al menos sugieren que pudo ocurrir una recombinacién de médulos entre sus
genomas (Klaenhammer y Fitzgerald, 1994).

Los fagos pueden persistir en el medio ya sea como fagos temperados, mantenidos
en los cultivos lisogénicos como profagos, o como fagos liticos en estado de portadores o
pseudolisogenia. En esta ultima situacién el fago se multiplica en una pequena fraccién de
células sensibles de la poblacion bacteriana. La mayoria de las células bacterianas que

conforman el cultivo son resistentes al fago, como resultado de la presion selectiva que se
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produce por el contacto continuo con las particulas virales. Estos fagos se mantienen en
titulos bajos en el cultivo, gracias a la limitada propagacion en las células sensibles (Jarvis,

1989; Josephsen y Neve, 1998).

Mecanismos de resistencia diseiiados por ingenieria genética

Ademas de los mecanismos naturales de fago-resistencia encontrados en las
bacterias lacticas, existen una serie de vias adicionales, mediante las cuales las BAL
pueden ser modificadas genéticamente con el objetivo de interferir en el ciclo litico de los
fagos. Con este fin, se han creado varios sistemas de defensa que utilizan tecnologia de
ADN recombinante del propio fago y funcionan inhibiendo la infeccion fagica.

La tecnologia genética proporciona nuevas oportunidades para construir nuevos
sistemas de defensa, aprovechandolos al maximo. Con el tiempo, el uso de ADN
recombinante conducira al desarrollo de cepas resistentes (Klaenhammer y Fitzgerald,
1994). Sin embargo, estos mecanismos “no naturales” poseen la desventaja de ser
altamente especificos, y por otro lado, la aceptaciéon a nivel industrial y del consumidor de

esta tecnologia continta siendo discutida (Forde y Fitzgerald, 1999).

x ARN antisentido (Antisense RNA)

Este término describe el ARN producido cuando un promotor es dirigido para realizar
la transcripciéon de la hebra no codificada de un gen. No se conoce bien el mecanismo
mediante el cual el ARN antisentido (antisense) interfiere con la traduccion del ARNm
complementario, pero se cree que se forma una doble cadena inestable entre las hebras
sense y antisense del ARN, la cual es rapidamente degradada. El resultado es que el ARNm
es removido antes de que pueda ser traducido para sintetizar la correspondiente proteina, y
de esta forma se elimina la capacidad de producir un determinado producto, llevando a un

significativo nivel de fago-resistencia por parte de la bacteria, visualizado a través de la
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reduccion en la efectividad de plaqueo (EOP) y menor tamafio de las placas de lisis (Hill,
1993; Josephsen y Neve, 1998).

La eficiencia en la inhibicidn requiere una seleccion cuidadosa de los genes fagicos,
y depende del nivel de transcripcién de los genes, como asi también de la cantidad de ARN
antisentido producido. En general, a mayor relacion de ARN antisense/ARN sense, mayor es
la inhibicion (Josephsen y Neve, 1998; Forde y Fitzgerald, 1999). Resumiendo, esta técnica
sera mas efectiva si: el ARN antisense es expresado a niveles altos; las secuencias de ADN
fagico se mantienen estables, y la expresién de los genes es interrumpida de manera tal de
eliminar proteinas vitales para el desarrollo del fago (Klaenhammer y Fitzgerald,1994).

La aplicacion de este tipo de tecnologia, con el objetivo de prevenir la proliferacién
fagica en las especies de BAL de importancia econdémica, estd actualmente limitada a
especies de L. lactis. Sin embargo, tedricamente también seria aplicable tanto a S.
thermophilus como a especies de Lactobacillus. Lo mas acertado seria utilizar esta
tecnologia en combinacién con los mecanismos naturales de fago-resistencia presentes en

las BAL (McGrath y col., 2002).

x Per (Phage encoding resistance)

Este sistema también esta basado en un profundo conocimiento del genoma fagico, y
resulta de la presencia de un origen de replicacion (ori) fagico, en un plasmido multicopia.
Cuando un fago ingresa a la célula, comienza el proceso de replicacion de su ADN en el ori.
Sin embargo, cuando el fago infecta una célula bacteriana que es Per’, se replica el
plasmido portador del ori y no el fago. A mayor nimero de copias del plasmido, mayor es la
efectividad de este mecanismo de fago-resistencia, lo que conduce a una disminucion
dramatica en la replicacion del ADN fagico. La presencia de este mecanismo se manifiesta
mediante una reduccién en la efectividad de plaqueo (EOP) y en la disminucion del tamafio
de las placas de lisis. Hill y col. ( ), introdujeron por primera vez un fragmento de 1,4 kb
que poseia el ori del fago 50 en L. lactis subsp. lactis NCK203, incrementando la resistencia

de esta cepa a la infeccién por este fago. Un segundo mecanismo, Per31, fue generado
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clonando el ori del ®31. En un estudio posterior, se usaron en forma exitosa tanto el Per50
como el Per31 como parte de un programa de estrategia de defensa fagica por rotacion
(PDRS: Phage Defence Rotation Strategy), con el fin de maximizar la resistencia de esta
cepa frente a fagos presentes. (Hill, 1993; Klaenhammer y Fitzgerald, 1994; Garvey y van
Sinderen, 1995; Josephsen y Neve, 1998; Forde y Fitzgerald, 1999). Este tipo de sistema
también ha sido desarrollado y caracterizado en S. thermophilus y Lb. casei, ademas de lo

ya descripto para L. lactis (McGrath y col., 2002).

x Sistema suicida disparado por el fago (Phage-triggered suicide system)

Esta estrategia de fago-resistencia es una combinacion de “trampa” fagica y muerte
celular programada que imita las caracteristicas fenotipicas de la infeccion abortiva (Forde y
Fitzgerald, 1999). Es un mecanismo altamente especifico, descripto para Lactococcus lactis
como una “trampa genética”, ya que un promotor fago-inducible (aislado del fago 31), activa
un sistema suicida luego de producida la infeccion. Este sistema suicida esta compuesto por
el cassette de restriccion LlalR", y es letal frente a una gran cantidad de bacterias Gram
positivas. Durante la infeccion fagica, se produce la activacién del promotor fagico inducible
que “dispara” la expresion del gen letal bacteriano, llevando tanto a la muerte celular como
a la destruccion del genoma fagico (Djordjevic y col., 1997).

La Tabla 4 muestra los distintos mecanismos de fagorresistencia que fueron

obtenidos mediante ingenieria genética.



Tabla 4: Mecanismos de fagorresistencia obtenidos mediante ingenieria genética (McGrath y col.,
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2002).

Mecanismo Hospedador Derivado de Fago tipo
Per L. lactis ¢50 P335
Per L. lactis ¢31 P335
Per L. lactis ®Tuc2009 P335
Per L. lactis pu136 P335
Per S. thermophilus @sfi21 _
Per S. thermophilus osfi19 _
Per S. thermophilus 01205 _
Per S. thermophilus ¢7201 _
Per Lb. casei QA2 _
Antisense L. lactis ¢7-9 ND
Antisense L. lactis ¢F4-1 ND
Antisense L. lactis P31 P335
Antisense L. lactis ®Tuc2009 P335
Sistema suicida L. lactis P31 P335

ND: no determinado

Estrategias para el control por bacteriofagos

De entre todas las industrias fermentativas, la industria lactea parece ser el blanco
preferido para el ataque por fagos a las bacterias de los cultivos starters. Las principales
razones que justificarian esta situacién son en primer lugar, que las fermentaciones son
llevadas a cabo en un medio no estéril (leche pasteurizada) y, a menudo, en recipientes

abiertos (tinas o fermentadores); y por otro lado, el uso continuado de los cultivos se
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constituye en una presencia permanente de células potencialmente sensibles al ataque
fagico (Reinheimer, 1994). Por otro lado, el uso de leche cruda sin ningun tipo de
tratamiento térmico es muy comun para la elaboracion tradicional de cierto tipo de quesos.
Una vez que el ambiente de produccion se ha contaminado por fagos, estos se diseminan
facilmente, particularmente via aérea y a través de los residuos de suero de queseria. De
este modo, cada paso realizado en la manipulacion del suero es critico para la distribucion
de los fagos. (ej.: separadores del suero, sistemas de drenaje, lineas de llenado). A través
de los anos, la industria lactea fermentativa ha ido en continuo aumento y con esto, los
tiempos de fermentacién son cada vez mas cortos, y las tinas son reutilizadas mas de una
vez por dia, lo que incrementa las oportunidades para que se produzca el ataque por parte
de los fagos a las bacterias usadas en los fermentos (Josephsen y Neve, 1998).

En definitiva, la leche, principal sustrato de las fermentaciones en las industria lactea,
contiene naturalmente bacteriofagos, los cuales son capaces de sobrevivir a los tratamientos
térmicos como la pasteurizacion, y también al secado por spray. Aunque estos fagos se
encuentren en bajo numero en la leche, con el transcurso de la elaboracién pueden
propagarse sobre las cepas sensibles que formen parte del cultivo starter, y asi dar lugar a
retrasos 0, en casos extremos, inhibicién total de la capacidad de acidificacion de las
bacterias atacadas. Por otro lado, el uso de cultivos lisogénicos puede contribuir al aumento

de la poblacién de fagos contaminantes (Klaenhammer, 1984).

Medios inhibidores de fagos

Una etapa previa a la inoculacion del cultivo starter en la tina de fermentacién, es la
obtencion y propagacion del fermento. A pesar de que se realiza en un sistema cerrado, no
es totalmente aséptico y, en consecuencia, el cultivo puede ser atacado por los fagos del
medio. Para evitar este problema, se han disefiado medios inhibidores que contienen
fosfatos o citratos, que actuan secuestrando cationes divalentes, especialmente el calcio.
Cuando el calcio no se encuentra disponible (luego de haber sido quelado por el fosfato), se

impide la proliferacion de la mayoria de los fagos. La efectividad de este medio dependera
ﬁ
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del tipo y la concentracién del agente quelante, del pH del medio, y de los requerimientos
especificos de la interaccion fago-célula hospedadora.

Otro desarrollo importante en este campo son los medios que contienen fostatos y
cuyo pH es monitoreado en forma externa. Existen al menos dos variantes de este sistema:
una industria quesera puede utilizar su propio suero y suplementarlo con los ingredientes
adecuados, o se puede obtener el medio en polvo y rehidratarlo. Luego de un tratamiento
térmico (45 °C, 45 min.), el pH del medio se mantiene alrededor de 6,2 por una inyeccion
continua de NHj liquido o gaseoso A pesar de que este sistema ha sido utilizado de forma
exitosa en ciertos paises, debe ser asociado a un conjunto de estrategias complementarias
con el fin de evitar las infecciones por fagos. Una variante mas cémoda de este sistema es
aquella que utiliza medios que contienen fosfatos insolubles, evitando el monitoreo externo
de pH, y ademas exhibe una excelente inhibicion fagica mientras que estimula la actividad y
el desarrollo 6ptimo de la cepa. (Klaenhammer, 1984; Sandine, 1995; Lerayer y col., 1996;

Neve, 1996).

Tratamientos térmicos

Es necesario y recomendable realizar un tratamiento térmico tanto de la leche
destinada a la elaboracién, como de los medios utilizados para la preparacion del cultivo
starter, con el objetivo de eliminar o disminuir las probabilidades de encontrar fagos
potencialmente liticos en las etapas previas a la fermentacion (Everson, 1991; Neve, 1996).
El tratamiento recomendado para el medio de cultivo usado para el desarrollo del fermento
es de 85 °C durante 30 minutos (Neve, 1996). Algunos fagos resisten los tratamientos
térmicos realizados a la leche cruda (termizacion, pasteurizacion), y en estos casos, la
eliminacion completa de estos no sera posible, por lo tanto esta podria ser la via primaria de
entrada de fagos a la planta de elaboracion (Quiberoni y col., 1999; Binetti y Reinheimer,

2000; Suarez y Reinheimer, 2002).
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Limpieza y desinfeccion del ambiente industrial: Tratamientos quimicos

Todo el equipamiento que esté en contacto con la leche usada en la elaboracién
(tinas, lineas de llenado), debe ser adecuadamente desinfectado, ya sea mediante el
empleo de vapor o por medio de agentes quimicos. Dentro de estos ultimos, el hipoclorito
de sodio y el acido peracético resultaron ser los mas efectivos, y por lo tanto, son
ampliamente utilizados para realizar la desinfeccion y limpieza del equipamiento (Bennet,
1954; Neve, 1996). También se usan los alcoholes etilico e isopropilico en la desinfeccion
de superficies y utensilios (Neve, 1996).

El hipoclorito de sodio causa alteraciones estructurales de la particula viral (capside)
y, posiblemente, se produce la liberacion del acido nucleico fagico al medio, como
consecuencia de la ruptura de la capside que lo contenia. Se desconoce si el acido nucleico
permanece intacto o si sufre alguna alteracion, pero hasta ahora no se han observado
evidencias de dafio alguno (Shroder, 1984; Maillard, 1995a; Maillard, 1995b; Maillard,
1996a; Maillard, 1996b; Maillard y col., 1998). Por otro lado, el acido peracético produce
alteraciones aparentemente tanto a nivel estructural como del acido nucleico del fago
(Shroder, 1984; Maillard, 1996a). Otra ventaja de éste es que no deja residuos, ya que luego
de reaccionar con la materia organica, se descompone dando oxigeno y acido acético o sus
sales, y ademas se biodegrada en las aguas residuales (Shroder ,1984).

La manipulacién y la propagacion de los cultivos starters requiere de un
equipamiento adecuado y un meticuloso manejo, el cual debe ser realizado bajo estrictas
condiciones de higiene, de manera tal de impedir el desarrollo de fagos y otros
microorganismos indeseables. Esta etapa se realiza en tanques perfectamente cerrados, en
los cuales se inyecta el fermento asépticamente, con una pequefa presion positiva. El aire

que ingresa a este equipo debe ser filtrado previamente (Everson, 1991).

Cultivos de inoculacion directa
En el pasado, los fermentos eran producidos en la misma planta de elaboracion a

partir de cultivos liquidos o deshidratados al vacio. Para esto se necesitaba realizar varios
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pasajes del cultivo en volumenes de leche (usada como medio de propagacion de la cepa)
cada vez mayores, hasta llegar a un numero de células bacterianas suficientes como para
poder utilizarlas como cultivo starter en una fermentacién. Hoy en dia, los fermentos son
generalmente elaborados en laboratorios especializados, bajo condiciones cuidadosamente
controladas. Luego del desarrollo adecuado de los cultivos, éstos son liofilizados, o
concentrados y congelados. Los cultivos de inoculacion directa (DVS: Direct Vat Strategy)
son muy activos, pero el costo de distribucion y almacenamiento (a temperaturas muy
bajas), es muy alto, lo que restringe su uso en la industria lactea fermentativa. Este tipo de
cultivo presenta ciertas ventajas y desventajas. La gran ventaja de este sistema es que,
dado que el desarrollo de los fagos requiere de células en fase de multiplicacion activa, al
limitar el numero de repiques durante la propagacion, se disminuye el numero de
generaciones del cultivo, y como consecuencia, también decrecen las posibilidades de
desarrollo del fago. La desventaja que presentan radica en que, como estan integrados por
células en estado de latencia, tienen una fase lag prolongada (30-60 minutos), y requieren
de tiempos mas prolongados para alcanzar los niveles de acidez necesarios durante la
elaboracion (Klaenhammer, 1984; Peitersen y col., 1991; Reinheimer, 1994).

Existe otro tipo de cultivos que son menos costosos, pero también menos activos,
por lo que requieren de una serie de propagaciones previas para obtener un numero
adecuado de células bacterianas activas. Estos son conocidos como cultivos de inoculacion
semidirecta, y como presentan un nimero mayor de generaciones bacterianas, aumenta el

riesgo de una potencial contaminacion del fermento (Klaenhammer, 1984).

Cultivos monocepa, multicepa y rotacion de cultivos

Cuanto mas simple sea la composicion microbioldgica del fermento utilizado, mayor
atencion debe prestarse a la problematica de los bacteriofagos. En el caso extremo de los
fermentos monocepa, la entrada de un fago litico al cual la cepa sea sensible, llevara

indefectiblemente a la lisis gradual del cultivo y, en consecuencia, a una pérdida de su
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capacidad acidificante (Klaenhammer, 1984; Everson, 1991; Klaenhammer y Fitzgerald,
1994; Reinheimer, 1994).

Otra estrategia que puede ser usada con el mismo objetivo, es la rotaciéon de cepas,
que esta basada en la especificidad que rige la relacion célula hospedadora-fago. Para un
determinado proceso que utiliza una cierta cepa, se necesitara tener disponibles otras cepas
que difieran de la anterior sélo en su sensibilidad fagica, para que las caracteristicas del
producto se mantengan uniformes (Reinheimer, 1994). Estos fermentos estan conformados
por 3-4 cepas cuidadosamente seleccionadas. Los ciclos del sistema de rotacién duran
aproximadamente 4 dias, luego de los cuales se utiliza otro grupo de cepas, y asi
sucesivamente. De esta manera, teéricamente se reducen los niveles de particulas fagicas
en la planta, ya que al reemplazar la cepa supuestamente atacada mediante la rotacion, se
impedira que ese fago siga propagandose. En la practica, este sistema no resulta tan
exitoso. Ya que las cepas que difieren s6lo en su susceptibilidad fagicas son limitadas, y
ademas son dificiles de reconocer, inevitablemente los programas de rotacién usaran cepas
que comparten la sensibilidad por algunos fagos. Por lo tanto, el implemento de este
programa de rotacion que utiliza gran cantidad de cepas, puede ofrecer escasa proteccion
contra el ataque de los fagos, e incluso puede promover la proliferacion y aparicion de gran
variedad de fagos (Klaenhammer, 1984), ademas de la falta de uniformidad del producto
final por la heterogeneidad de cepas usadas, las cuales poseen distintas propiedades
tecnolégicas (Moineau, 1999).

Una variante de este esquema fue propuesta por Klaenhammer y col. (1997). La
estrategia de rotacion esta basada aqui en el uso de cepas isogénicas (cepas que poseen
idéntico genoma), las cuales contienen distintos sistemas de fago-resistencia codificados en
plasmidos especificos que han sido introducidos en estas cepas. Asi, combinando diferentes
mecanismos de fago-resistencia, en general del tipo R/M y Abi, se logra frenar exitosamente
la proliferacion fagica. Esta estrategia se conoce como PDRS (Phage Defense Rotation
Strategy), y se fundamenta, como ya explicamos, en el empleo de clones obtenidos por

conjugacion, a los cuales se han incorporado determinados plasmidos que codifican ciertos
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mecanismos de resistencia a fagos. Alternando el tipo y especificidad de los distintos
mecanismos de defensa, es posible evitar la proliferacion fagica, e incluso es posible la
eliminacion de algunos fagos contaminantes (Sing y Klaenhammer, 1993).

Este modelo de rotacion presenta notables ventajas. En primer lugar, la rotacién de
distintos mecanismos de fago-resistencia puede servir para limitar la aparicion de fagos, que
de otra manera estarian presentes, ya que se usa una misma cepa todo el tiempo. La
eleccién de varios sistemas de defensa que actiuen en distintas etapas del ciclo litico,
optimiza la inhibicién de los fagos, asi como también minimiza las posibilidades de que
aparezcan nuevas especies fagicas en el ambiente. Otra gran ventaja del PDRS radica en la
posibilidad de usar en forma continua una misma cepa, conservando las propiedades
tecnoldgicas 6ptimas para un determinado proceso, obteniendo de esta manera un producto
final de calidad uniforme (Moineau, 1999).

Otra posibilidad de combatir este problema puede ser la rotacion o diversificacion en
el esquema de produccion, es decir, elaborar varios tipos de quesos en la misma planta, de
modo tal que los cultivos starters utilizados sean distintos. De esta manera, se produce una

“dilucion” de los fagos especificos que existen dentro de la planta (Moineau, 1999).

Obtencion de cepas con resistencia fagica mejorada. Transconjugantes.

Durante las dos ultimas décadas, se hizo realidad la posibilidad de investigar los
distintos mecanismos de fago-resistencia presentes en las bacterias lacticas gracias a los
avances logrados en el estudio de las interacciones fago-célula hospedadora y en el campo
de la biotecnologia. Estos sistemas codificados en plasmidos también han podido ser
caracterizados y transferidos a cepas industriales.

Existen varias técnicas disponibles para transformar las cepas sensibles a fagos en
derivados fago-resistentes. La eficiencia del sistema (EOP) permite clasificar los

mecanismos de fago-resistencia en tres grandes grupos:
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x Sistemas de resistencia fuerte, muy efectivos, con valores de EOP comprendidos
entre 107 y 10°. Sobre ellos se centra el interés de los tecndlogos para la
formulacién de nuevos fermentos comerciales.

x  Sistemas de resistencia moderada, los cuales poseen valores de EOP
comprendidos entre 10“ y 10®. Son Utiles si se los emplea en conjunto con un plan
de rotacién de cultivos adecuados.

% Sistemas de resistencia débil, caracterizados por valores de EOP entre 10 y
103, Las cepas con estos niveles de resistencia no aportan proteccién suficiente

para ser usadas a nivel industrial.

Ademas, se ha observado que ciertos sistemas de fago-resistencia son menos
eficientes si se los emplea a temperaturas elevadas (mayores a 37°C), de manera que el
tipo de fermentacion en la que se implementara el cultivo starter integrado por cepas con
resistencia mejorada influira en su modo de accion (Moineau, 1999).

Asi, luego de muchos afos de estudio en el campo de la genética, fue posible
establecer bases sdlidas con la finalidad de construir cepas fago-resistentes modificadas
genéticamente. Esto se hace posible mediante conjugacién, y aparece como una estrategia
apropiada para el disefio de cultivos starters comerciales de calidad “food grade” (calidad
alimentaria), ya que este es un mecanismo natural de transferencia de genes (Klaenhammer
y Fitzgerald, 1994; Garvey y van Sinderen, 1995). Estos fermentos poseen un uso bastante
difundido y, en ciertos casos, han podido ser implementados en un programa de rotacién del
tipo PDRS (Peitersen y col., 1991).

Sin embargo, puede presentar ciertos inconvenientes. En primer lugar, muchas
cepas comerciales son refractarias a la incorporaciéon de ADN extrafo, por lo que se hace
imposible la adquisicibn de nuevos genes. Por otro lado, algunos plasmidos también
codifican para otras propiedades importantes (fermentacion de lactosa, produccion de

bacteriocinas, actividad de proteinasa), lo que puede conducir a problemas a nivel
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tecnoldgico. Otro punto a tener en cuenta es la compatibilidad entre los plasmidos foraneos
y los ya existentes en la cepa. La cepa modificada genéticamente también puede perder
plasmidos que codifican para atributos funcionales fundamentales, como son los que fueron
nombradas mas arriba, por lo que la estabilidad de estos plasmidos es otro punto critico que
debe controlarse, asi como también su efecto sobre aquellas caracteristicas fenotipicas
buscadas a nivel tecnolégico, como por ejemplo el desarrollo de la cepa, la produccién de

acidez, etc (Moineau, 1999).

Obtencion de mutantes espontaneos

Los mutantes fago-resistentes o BIM (bacteriophage-insensitive mutants) son
aquellas cepas que han sufrido algun tipo de alteracién espontanea a nivel celular, de
manera tal que se bloquea algun paso en el ciclo litico del fago (Moineau, 1999). En la
mayoria de estos mutantes, se encontré una deficiencia en la adsorcién del fago, por lo que
se cree que la resistencia deriva de mutaciones puntuales en los genes que codifican para
los receptores fagicos (Garvey y col., 1995; Moineau, 1999).

En los mejores casos, estos mutantes conservan las propiedades tecnolégicas que
posee la cepa sensible de la cual derivan, pero en general esto no ocurre, y estas cepas
modificadas espontaneamente también pierden su capacidad de acidificacion. Por otro lado,
el espectro de especificidad fagica es muy estrecho, confiriendo proteccién contra unos
pocos fagos, y ademas esta resistencia fagica puede ir desapareciendo gradualmente
(Klaenhammer, 1984; Moineau, 1999).

A pesar de esto, en algunos casos se ha observado que la fago-resistencia se ha
mantenido durante muchos meses, sin que se haya sufrido ningun ataque fagico
(Klaenhammer, 1984), e incluso su uso ha resultado mas exitoso que el de las cepas
genéticamente modificadas (transconjugantes), cuyo manejo puede resultar conflictivo

(Coffey y col., 1998; Quiberoni y Reinheimmer, 1999).
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Cepas insensibles a bacteriofagos (cepas salvajes)

Existen ciertas cepas que resisten los constantes ataques por parte de todo tipo de
fagos, y mantienen esta resistencia por periodos prolongados, aun bajo las condiciones mas
adversas. Esta resistencia puede ser una caracteristica innata de la cepa, la cual puede
poseer de manera natural los mecanismos de defensa necesarios para contrarrestar los
continuos ataques fagicos.

Si estas cepas, ademas de exhibir una fago-resistencia prolongada, presentan
caracteristicas tecnologicas adecuadas, pueden ser aisladas en forma rutinaria de los
fermentos mixtos comerciales o de fermentos naturales. Histéricamente, estos cultivos
starters mixtos se utilizaban continuamente para la elaboracién artesanal de quesos, sin
ningun tipo de proteccion contra la contaminacion por fagos. Este “ambiente” creado durante
las elaboraciones, derivd en una continua seleccién natural de aquellas cepas que fueran
resistentes a los fagos (Klaenhammer, 1984).

En ciertas plantas industriales destinadas a la obtencion de productos artesanales, el
uso ininterrumpido de un mismo starter por periodos de tiempo prolongados, ha permitido
mantener el proceso bajo control, sin que se presente ningun tipo de accidente derivado del
ataque por fagos. Sin embargo, recientemente se han encontrado bacteriofagos capaces de
infectar las cepas que conforman el fermento, lo que confirma la aparicion de nuevos fagos
liticos a partir de fagos temperados liberados por cepas liségenas que forman parte del

fermento (Brissow y col., 1998; Nielsen, 1998).

LA ADSORCION: Etapa primaria dentro del ciclo de vida fagico

1- Factores que la influencian
El ciclo litico de un fago comienza con la adsorcion de éste a receptores ubicados en

la pared celular de una bacteria sensible, siendo este proceso altamente especifico.

- ™
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Diversas observaciones demostraron que la adsorcion ocurre en dos etapas, la primera de
las cuales es temperatura-independiente y reversible, y otra etapa también independiente de
la temperatura pero irreversible. Todavia se discute si la segunda etapa no deberia
considerarse dentro de la etapa de inyeccién del ADN. De todas maneras, en la practica
este mecanismo es un proceso continuo.

Existen algunos factores que afectan el proceso de adsorcion, como la presencia de
iones Ca?* o Mg?*, la temperatura de incubacion, el pH del medio y el estado fisiolégico de
las células bacterianas. La presencia del Ca** (o Mg?), no solo estabilizaria al ADN
enrollado en el interior de la capside del fago, sino que mejoraria en forma visible la tasa de
adsorcion, y también controlaria la penetracion eficiente del ADN en el interior de la bacteria
(Sechaud y col., 1988). En el caso del fago hv de Lb. helveticus ATCC 15807 se demostrd
que la presencia de Ca** no es necesaria para que se produzca la adsorcién ni para que se
complete el ciclo vegetativo del fago; mientras que el fago ATCC 15807-B1 depende de su
presencia. En este caso, la adsorcién se desarrolla normalmente en ausencia de iones
calcio pero no se produce la lisis celular. Es posible que para el fago ATCC 15807-B1, el
proceso dependiente de este cation sea la inyeccion del ADN fagico (Quiberoni y
Reinheimer, 1998). Lo mismo ocurre para los fagos PL-1 de Lb. casei, y para el fago 0448
de Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus (Cluzel y col., 1987; Sechaud y col., 1988). Para el fago
PL-1, se ha visto que el Ca** es indispensable para completar el ciclo vegetativo (Watanabe
y col., 1993). Idénticos resultados se observaron para el caso de cinco fagos autdctonos de
S. thermophilus, en donde se vio una normal adsorcién seguida de ausencia de lisis celular
(Binetti y col., 2002). La presencia de este catidon no resulté importante para la adsorcion y
subsiguiente lisis de células de Lb. helveticus CNRS 892 por parte de los fagos 0241 y 832-
B1, lisdgenico vy litico respectivamente. De todas maneras, el Ca®* propicié una lisis mas
rapida y temprana (Sechaud y col., 1989). El receptor del fago 832-B1es una proteina que
forma parte del S-layer del Lb. helveticus CNRZ892, y podria ser estabilizado por el Ca?*

(Klaenhammer y Fitzgerald, 1994).
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Los fagos hv y ATCC 15807-B1 se adsorben sobre las células de Lb. helveticus
ATCC 15807 incluso a 0 °C, pero la maxima tasa de adsorcion se alcanzé a 37 °C. Lo
mismo ocurre en el caso de los fagos autéctonos 021-4, 021-5, 031, 031-D, CYM y 0BJ de
S. thermophilus y para el fago PL-1 de Lb. casei (Watanabe y col., 1993; Quiberoni y
Reinheimer, 1998; Binetti y col., 2002).. En el caso de los fagos 021-4, 021-5, 031, 031-D,
CYM y 0BJ de S. thermophilus, se observo que la maxima adsorcion se produjo en el rango
de temperatura 6ptima para el crecimiento de las células de S. thermophilus (Binetti y col.,
2002). Para el fago PL-1, el numero de particulas fantasmas no se incrementé durante la
incubacién a 0 °C, lo que sugiere que se requiere de bacterias viables para que se produzca
la inyeccién del ADN de este fago (Watanabe y col., 1993).

No existe demasiada informacion acerca de la influencia del pH en la adsorcion
fagica. En estudios realizados con los fagos 021-4, 021-5, 031, 031-D, CYM y 0BJ, de S.
thermophilus, la tasa de adsorcion fue muy elevada a pH 4 (95%, excepto para el fago OBJ,
que fue de 60%) y fue maxima entre pH 6 y 7 (99%). A pH 3 se vio afectada en forma
importante la viabilidad de los fagos. Es interesante observar que el pH éptimo para la
adsorcion de todos estos fagos, fue el pH normal de la leche, cercano a la neutralidad
(Binetti y col., 2002).

La capacidad de adsorcién de los fagos hv y ATCC 15807-B1 a células no viables
(tratamiento térmico) de Lb. helveticus ATCC 15807 fue la misma que para células viables,
demostrando que los receptores fagicos son termoestables y que este proceso es
independiente del estado fisioldgico de las células bacterianas. ldénticos resultados se
observaron para los fagos autéctonos de S. thermophilus (Quiberoni y Reinheimer, 1998;
Binetti y col., 2002). Un estudio de microscopia electronica revel6 que el fago PL-1 se
adsorbié en forma exitosa a una suspension células no viables de Lb. casei. (Watanabe y

col., 1993).
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2- Receptores fagicos

La susceptibilidad de una bacteria hacia el ataque de un fago depende
principalmente de la capacidad del fago de unirse a sitios especificos en la célula
denominados receptores.

Como es sabido, las bacterias Gram positivas carecen de membrana externa, que en
las bacterias Gram negativas pueden representar hasta un 90% del peso seco de la pared
celular. EI componente mayoritario de la pared de las bacterias Gram positivas es el
peptidoglicano, que representa alrededor de un 50-90% de su peso seco. En las bacterias
Gram negativas, el peptidoglicano no esta relacionado con las funciones de receptores
fagicos, tal vez como consecuencia de que esta inmerso en la pared celular, siendo poco
accesible, mientras que en las bacterias Gram positivas este componente se relaciona con
frecuencia con la actividad de receptor.

Existen otros componentes estructurales de la pared celular de las bacterias Gram
positivas, algunos de ellos unidos en forma covalente al peptidoglicano, otros asociados con
la pared mediante vinculos mas débiles, pero ninguno de estos polimeros (a excepcién del
T-layer del Bacillus brevis), se ha podido obtener en forma aislada, por lo que su integridad
depende del peptidoglicano. Estos polimeros incluyen los acidos teicoicos encontrados en
Staphylococcus, Bacillus y Lactobacillus, acidos teicurénicos en Bacillus, capsulas en
Staphylococcus y Streptococcus, proteinas en Bacillus y Streptococcus, y carbohidratos en
Streptococcus. Ademas de mostrar especificidad inmunoldgica, estos componentes son, o

forman parte de los receptores fagicos en las bacterias Gram positivas (Lindberg, 1973).

3- Estrategias de identificacion y caracterizacion de receptores fagicos en bacterias
lacticas
La mayor parte de los datos que existen acerca de receptores fagicos de bacterias

lacticas corresponden a Lactococcus, mientras que existe muy poca informacién con
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respecto a la naturaleza de los receptores fagicos de las bacterias lacticas termdfilas, como
S. thermophilus y Lactobacillus.

Los receptores para fagos de lactococos estan ubicados generalmente en la pared
celular, aunque en el caso del fago ¢m33 esta implicada una lipoproteina de la membrana
plasmatica del L. lactis subsp. lactis ML3 (Keogh y Pettingill, 1983; Klaenhammer vy
Fitzgerald, 1994). En L. lactis subsp. cremoris, los componentes asociados a la pared celular
que juegan algun rol en la adsorcidon fagica son L-ramnosa, D-galactosamina y D-
glucosamina. Se ha demostrado que la ramnosa que forma parte del polisacarido
extracelular, es probablemente el sitio de unidn principal para algunos fagos especificos de
L. lactis subsp. cremoris KH, junto con la galactosa, que se encontraria en la vecindad del
receptor, y aparece con un rol mas indirecto pero no menos importante en la adsorcion
(Valyasevi y col., 1990). Se ha observado que la union de los fagos P008 y P127 era
inhibida cuando las células de L. lactis subsp. lactis var. diacetylactis F7/2 y L. lactis subsp.
cremoris Wg2-1, respectivamente, eran sometidas a la accion de lizosima, metaperiodato o
tratamientos con acidos, y que el receptor fagico era un carbohidrato que formaba parte del
peptidoglicano (Schafer y col., 1991). Se aislé una proteina cuyas subunidades tienen una
masa de 32 kD de la membrana celular de L. lactis subsp. lactis C2, la cual es capaz de
inactivar al fago c2. Curiosamente, esta proteina tiene un tamafo similar a otro proteina
inhibidora de otro fago, aislada de la membrana de L. lactis subsp. lactis ML3 (Oram, 1971).

En Lb. casei, la ramnosa también fue identificada como el principal componente del
receptor fagico. Para el Lb. casei ATCC 27092, los residuos de L-ramnosa y D- glucosa,
localizados en el exterior del peptidoglicano, fueron reportados como los componentes mas
importantes del receptor para el fago PL-1 (Ishibashi y col., 1982).

Estudios realizados sobre paredes celulares de dos cepas de S. thermophilus,
YSD10 y BJ15 con la finalidad de identificar las estructuras de la pared que participan en la
adsorcion fagica, llevaron a la conclusion de que estos receptores eran de naturaleza
hidrocarbonada y no proteicas, ya que los tratamientos con SDS (dodecil sulfato de sodio) y

proteinasa K no modificaron la capacidad de adsorcién de los fagos CYM y 0BJ, liticos de S.
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thermophilus YSD10 y BJ15, respectivamente. En cambio los tratamientos realizados con
mutanolisina y TCA (acido tricloroacético) redujeron la adsorcién de los fagos a la pared
celular. Las experiencias de inhibicion de adsorcion realizadas con distintos azlcares
sugirieron que el fago CYM se adsorbe a una estructura que involucra residuos de
glucosamina y ramnosa. La glucosa también podria estar involucrada en los sitios de
adsorcion. Para el fago 0BJ, se vio que los azucares involucrados en los receptores serian
glucosamina y ribosa (Quiberoni y col., 2000). Para el caso de S. thermophilus ST 12-5, el
receptor para los fagos 021-5, 031 y 031-D, estaria formado por residuos de glucosamina y
N-acetilglucosamina (Binetti y col., 2002).

Estudios realizados sobre células de Lb. helveticus ATCC 15807, sugieren que los
receptores para los fagos hv y ATCC 15807-B1 no son de naturaleza hidrocarbonada
(Quiberoni y Reinheimer, 1998).

Considerando la importancia de la resistencia fagica a través del uso de mecanismos
que interfieran en la adsorcion de los fagos, es necesario llevar a cabo mayores estudios
con el fin de caracterizar e identificar la naturaleza exacta y la accesibilidad a los sitios
receptores.

Siendo el primer paso en el ciclo infectivo de un fago, la adsorcién se presenta como
un blanco muy atractivo para interferir en el ciclo litico de un bacteriofago, y de esta manera
desarrollar estrategias para crear cepas starters fago-resistentes, con lo que disminuirian las
pérdidas econdmicas debidas a la existencia de fagos en la industria lactea (Quiberoni y

Reinheimer, 1998; Quiberoni y col., 2000; Binetti y col., 2002).
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Dada la importancia economica de Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus como
componente de los cultivos starters terméfilos en nuestro pais, y la escasa informacion
existente sobre su interaccién con bacteriofagos especificos, para el presente trabajo se

propusieron los siguientes objetivos:

Objetivo General
. Ampliar el conocimiento sobre la interaccién entre cepas de Lb. delbrueckii

subsp. bulgaricus y sus fagos liticos, aislados a partir de accidentes industriales, con la

finalidad de disefar estrategias de defensa en la industria.

Objetivos Particulares

. Actualizacion bibliografica.

. Caracterizacién de los primeros fagos autoctonos de Lb. delbrueckii subsp.

bulgaricus aislados en nuestro pais, a partir de muestras obtenidas en industrias de la
region: estudio de la morfologia a través de microscopia electrénica, viabilidad durante la
conservacion, viabilidad a distintos pH, ciclos de multiplicacion fagica (burst size),
resistencia térmica y quimica (efecto de ciertos biocidas sobre la viabilidad fagica),

estudios preliminares a nivel molecular.
. Estudio de la interaccion de cepas de Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus con sus

fagos liticos: estudio de la calcio-dependencia, caracterizacion de la adsorcion (influencia

del calcio, de la temperatura y el estado fisiolégico celular) e identificacion de receptores.

El analisis de los resultados permitira un importante aporte de conocimientos
sobre este tema, para afrontar un problema de gran importancia en la industria lactea
fermentativa, donde las bacterias lacticas termdfilas forman parte de los fermentos

utilizados en la elaboracion de gran variedad de alimentos.
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MATERIALES Y METODOS

1- Aislamiento de fagos de Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus
1.1- Muestras

Se analizaron tres muestras de yogur enviadas por una empresa lactea de la zona,
con el objetivo de monitorear la presencia de fagos. Las mismas se denominaron M1, M2 y
M3, y se recepcionaron en agosto de 1998, diciembre de 2000 y febrero de 2001.

En forma conjunta con las muestras descriptas, se recibié un sobre de cada uno de
los fermentos liofilizados comerciales, del mismo lote que el utilizado en la elaboracion.
Estos estaban compuestos por cepas de S. thermophilus y Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus
(en proporcién 97:3). Los fermentos se denominaron FY (correspondiente a M1) y Fl (para

las muestras M2 y M3).

1.2- Tratamiento de las muestras sospechosas de contener fagos
Las muestras fueron analizadas y caracterizadas a través de las siguientes

determinaciones:

% QObservaciéon microscopica directa (a partir de preparados en gota fresca), con
inmersion, contraste de fases y aumento de 1000 x (Microscopio trinocular Jenamed
2. Carl Zeiss-Jena)

% pH, medido con Peachimetro Orion S 720.

% Acidez, por titulaciéon potenciométrica de 10 ml de muestra con solucién N/9 de
NaOH hasta pH= 8,4. El resultado se expresa como °D (grados Dornic). El valor de

la acidez se calculé de la siguiente manera:

Acidez Dornic (°D)= Vnaon (M) X Viuestra (M) X fyaon
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Luego de realizadas estas determinaciones, las muestras se procesaron de acuerdo
a las indicaciones de FIL-IDF (Neve y Teuber, 1991), esto es, fueron centrifugadas (3.500 x
g, 15 min) y filtradas en esterilidad (membranas MILLIPORE, diametro de poro de 0,45 um).

Con el objetivo de diferenciar la presencia de bacteriofagos de otros agentes
inhibidores, se calentdé una alicuota de cada filtrado a 90 °C durante 15 min. Este tratamiento
inactiva los bacteriofagos pero no afecta a los demas inhibidores (por ej. antibiéticos). Los
filtrados tratados térmicamente se utilizaron en los Test de actividad, Spot test y Test de
turbidez, al igual que las muestras no calentadas. Estas pruebas permitieron confirmar la

presencia de bacteriofagos.

x Test de actividad: para cada uno de los filtrados libres de células se inoculé un
cultivo incubado durante 16-18 hs del fermento comercial en 10 ml de LDR (1%), y se les
adicioné 0,8 ml de cada filirado a ensayar. A ofra serie de tubos a los que también se
inoculd el fermento en la misma proporcion, se adicionaron los filtrados tratados
térmicamente (90 °C, 15 min). También se prepard un tubo control, el cual sélo fue inoculado
con el fermento. Todas las muestras fueron incubadas a 42 °C en bafno de agua, y se
controld la coagulacion en el tubo control a distintos intervalos de tiempo. Cuando ésta se
produjo, se extrajeron todos los tubos del bafio de agua y se les determiné el pH y la Acidez
titulable (°D), con el objetivo de verificar la inhibicion de la capacidad acidificante del
fermento.

x Test de turbidez: se inocularon 0,2 ml de un cultivo incubado durante 16-18 hs
del fermento comercial en LDR, en 5 ml de caldo Elliker y de caldo MRS, adicionados de
CaCl, (10 mM). Se ensayaron los filtrados con y sin tratamiento térmico en ambos caldos,
agregando a cada tubo 0,5 ml de los mismos. Se los incubé a 42 °C en estufa,
controlandose el aumento de la turbidez, comparandola con los tubos control de cada medio
de cultivo, los cuales sélo fueron inoculados con el cultivo obtenido por incubacién durante

16-18 hs del fermento.
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x Spot test: sobre una base de agar Elliker y agar MRS adicionados de CaCl, (10
mM), se agregé una mezcla de 0,4 ml de un cultivo obtenido a partir de 16-18 hs de
incubacion del fermento en LDR y 4 ml de soft agar (0,6% agar) del medio correspondiente.
Se secaron estas placas durante 30 min (en gabinete de aire estéril, equipo de flujo laminar
horizontal, CASIBA), y sobre esta base se coloco una gota de cada uno de los filtrados (con
y sin tratamiento térmico) y diluciones de los mismos. Una vez que las gotas fueron
absorbidas, se incubaron a 42 °C durante 18 hs.

Durante la incubacién, las cepas presentes en el fermento forman un césped denso,
y en el caso de que existan bacteriofagos o sustancias inhibidoras en los filtrados, aparece

un halo de inhibicién (zona clara) en la zona donde se depositoé la gota.

1.3- Aislamiento de diferentes clones de Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus a partir del
fermento

Con el objetivo de aislar clones de las cepas que constituyen el fermento comercial,
se estriaron cultivos (LDR, 18 hs a 42 °C) de cada uno de los fermentos en medios de
enriquecimiento para bacilos (agar MRS). Luego de la incubacién (48-72 hs a 42 °C), se
aislaron 10 colonias (verificandose la morfologia al microscopio 6ptico) que se inocularon en
caldo fresco (caldo MRS). Se realizé una incubacién de 16-18 hs a 4 °C, y se estrié sobre
agar MRS, incubando las placas a 42 °C durante 48-72 hs. Se verificd la pureza de las
colonias de cada placa, a través de la macro (observaciéon directa de las colonias) y
micromorfologia (observacion al microscopio 6ptico). De cada placa se aislé una colonia
cuya morfologia fuese predominante, se la sembr6 en caldo MRS y se la incubo 16-18 hs a
42 °C. Este procedimiento se repitié con el fin de asegurar la pureza de los clones (cepas)

aislados.

1.4- Ensayo de turbidez sobre los clones aislados
Con cada uno de los clones de Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus aislados

(aproximadamente 5 de cada fermento), se realizdé un ensayo de turbidez en medio liquido,
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utilizando los filtrados libres de células, con y sin tratamiento térmico, con el objetivo de
detectar cepas sensibles o resistentes al/los agente/s inhibidores presentes.

Para esto, se inocularon 0,15 ml de cultivo obtenido por incubacién durante 16-18 hs
de cada clon en 5 ml de caldo MRS adicionado de CaCl, 10 mM (tubo control). En los tubos
incognita se agregod, ademas de este cultivo, 0,5 ml de los filtrados libres de células con y sin
tratamiento térmico, respectivamente. Se incubaron en estufa a 42 °C, observandose
periédicamente el desarrollo de turbidez en comparacion con los controles. Cuando no se
observo diferencia en el desarrollo de esta turbidez, se realizaron dos repiques a partir de la
primera serie de tubos, y se siguid el mismo procedimiento.

Esta metodologia se realizé con el fin de conocer la naturaleza del agente inhibidor,
ya que si en el filtrado existe una inhibicion de tipo quimica, su efecto seria decreciente en
los sucesivos repiques, resultando en un crecimiento celular (mayor turbidez) cuando la
concentracion del inhibidor resultara insuficiente. Por el contrario, si en el filtrado hubiera
bacteriofagos, se produciria su propagacion (aumento de la concentracion fagica), y

producirian la lisis de los cultivos.

1.2- Spot Test sobre los clones aislados

Con los clones aislados de Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus, se realizd el Spot test,
usando los filtrados libres de células (con y sin tratamiento térmico). Este ensayo se realizé
sobre una base de agar MRS-Ca, al cual se agregdé una mezcla de un cultivo de cada uno
de los clones aislados del fermento (0,4 ml) y MRS soft agar (4 ml). Se dejaron secar las
placas asi preparadas durante 30 min, y sobre esta base se colocé una gota de cada uno de
los filtrados (con y sin tratamiento térmico) y diluciones de los mismos. Una vez que las
gotas fueron absorbidas, se incubaron a 42 °C durante 18 hs.

Durante la incubacién, los clones de los fermentos forman un césped denso, y en el
caso de la existencia de fagos o sustancias inhibidoras en los filtrados, aparece un halo de

inhibicion (zona clara) en el lugar donde se deposité la gota.

82



Materiales y Métodos

1.6- Aislamiento de los fagos

Se eligié un clon sensible (Test de Turbidez y Spot Test) de cada uno de los
fermentos, y se realizé el recuento de particulas fagicas por el método de la doble capa
agarizada. De acuerdo a ésta, en cajas de Petri estériles divididas en cuartos, se repartié en
cada sector 2,5 ml de agar MRS y se dej6 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 hemodlisis, adicionados de cloruro de calcio (10 mM), 1 ml de
soft-agar y 100 ul de una suspensién en caldo de un cultivo de la cepa sensible. Dicha
suspension fue preparada a partir de 0,2 ml de un cultivo en LDR (2%, 16-18 hs, 42 °C) en
10 ml de caldo fresco y fueron utilizadas antes de los 15 min siguientes, a fin de evitar un
excesivo desarrollo de la cepa.

En cada sector de la placa sobre el que se repartié el medio de cultivo agarizado, se
volco el contenido de los tubos de hemodlisis, correspondientes a cada una de las diluciones
del fago. Se dejé solidificar y se incubd en microaerofilia (por combustion en recipiente
hermético) durante 16-18 hs, a 42 °C.

Luego de la incubacion se realizo el recuento de placas de lisis y la determinacion del
titulo correspondiente (UFP/ ml: unidades formadoras de placas/ ml), calculado de la

siguiente manera:

Titulo (UFP/ ml)= Nro. De placas de lisis x fq x 10

Donde f4= factor de dilucion

Luego de realizado el recuento, se cortd la porcion de soft agar que contenia una
placa de lisis perfectamente aislada, y se la colocé en caldo fresco. Se dejé difundir las
particulas fagicas durante una noche a 4 °C. Se adicion6é CaCl, (10 mM) y 0,2 ml de un
cultivo obtenido por incubacién durante 16-18 hs de la cepa en caldo. Se incubd a 42 °C
hasta lisis completa. Luego, este lisado fue prefiltrado (prefiltro MILLIPORE) vy filtrado (filtro

MILLIPORE, didmetro de poro: 0,45 um) para ser utilizado en un nuevo ensayo de formacién
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de placas (método de la doble capa agarizada). Estas dos ultimas etapas se repitieron dos
veces mas a fin de asegurar la purificacion de los fagos.

Una vez obtenidos los fagos e identificadas las cepas sensibles, se procedié al
congelamiento de éstas, a la propagacién de los fagos, a su congelamiento y a la posterior

caracterizacion de los mismos.

2- Cepas

Las cepas de Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus utilizadas en este trabajo fueron
aquellas aisladas a partir de los fermentos comerciales liofilizados usados en elaboraciones
industriales que evidenciaron problemas de acidificacion. Asimismo, para ciertos estudios en
particular, se emplearon cepas de Lb. delbrueckii subsp. lactis de coleccion, que fueron
gentilmente cedidas por el Centro de Referencia para Lactobacilos (CERELA- Tucuman-
Argentina).

La cepa Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus YSD V fue aislada del fermento
comercial YSD (compuesto por S. thermophilus y Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus, en
proporcion 70:30) utilizado en una elaboracion de yogur. El aislamiento fue realizado en el
PROLAIN en el afio 1997.

La cepa Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus Ab; fue aislada a partir del fermento
comercial denominado fermento A (compuesto por S. thermophilus y Lb. delbrueckii subsp.
bulgaricus, en proporcién 97:3) utilizado en una elaboracion de yogur. El aislamiento fue
realizado en el afio 1998 en el PROLAIN.

La cepa Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus Ib; fue aislada a partir del fermento
comercial llamado fermento l(compuesto por . S. thermophilus y Lb. delbrueckii subsp.
bulgaricus, en proporcién 97:3) usado en una elaboracion de yogur. El aislamiento fue
realizado en el afo 2000 en el PROLAIN.

Las cepas Lb. delbrueckii subsp. lactis CNRZ 326 y Lb. delbrueckii subsp. lactis
LKT ambas fueron cedidas gentiimente por el CERELA (Centro de Referencia para

Lactobacilos- Tucuman- Argentina).
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2.1- Conservacion de las cepas
Las cepas fueron conservadas por congelamiento a —20 °C y —80 °C, utilizando como

medio LDR o caldo MRS adicionado con 15% de glicerol (como crioprotector).

2.1.1- Congelamiento en caldo de cultivo adicionado de glicerol

Las cepas fueron desarrolladas durante 16-18 hs en caldo MRS a 42 °C. Estos
cultivos fueron adicionados al 10% a la solucién crioprotectora (caldo adicionado de 15% de
glicerol), repartidos en alicuotas de 1 ml en crioviales estériles (capacidad: 1,5 ml), y luego

congelados a —20 °C y a —80 °C.

2.1.2- Congelamiento en leche
Partiendo de un cultivo de 16-18 hs de la cepa pura en LDR, incubado a 42 °C, se
repartieron alicuotas de 0,2-0,3 ml de este cultivo, completandose con LDR estéril hasta

1 ml y se congelaron a —20 °C y a —80 °C.

2.1.3- Reactivacion de las cepas
Las cepas conservadas por congelamiento fueron reactivadas en caldo MRS a 42 °C (24
— 48 hs), luego reinoculadas en caldo para ser utilizadas en los distintos ensayos e

incubadas a 42 °C durante 16-18 hs.

3- Fagos
Se utilizaron los tres fagos liticos, autdctonos, capaces de infectar cepas de
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus, que fueron aislados en el PROLAIN a partir de

las muestras mencionadas en el punto 1.1. Los mismos se identificaron como:

% Fago BYM (cepa sensible: Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus YSD V) (Stiefel, 2000).
x Fago YAB (cepa sensible: Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus Ab,).

% Fago Ibs (cepa sensible: Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus Ibs).
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También se utilizaron el fago 1b539, litico de Lb. delbrueckii subsp. lactis CNRZ 326;
y el fago LL-H, litico de Lb. delbrueckii subsp. lactis LKT, ambos cedidos gentilmente por el

CERELA (Centro de Referencias para Lactobacilos- Tucuman) (Tabla 5).

Tabla 5: Fagos y sus cepas sensibles usadas en este trabajo.

Cepa sensible Origen de la Fago Tipo de proceso, lugar y afio en
cepa litico que se aislo el fago
Lb. delbr. subsp. |Fermento ® BYM Yogur, Santa Fe, 1997.
bulgaricus comercial de
YSDV yogur
Lb. delbr. subsp. |Fermento ® YAB Yogur, Santa Fe, 1998.
bulgaricus comercial de
Ab; yogur
Lb. delbr. subsp. |Fermento D lbs Yogur, Santa Fe, 2000.
bulgaricus comercial de
Ibs yogur

Lb. delbr. subsp. |Alatossava &|PLL-H Fago de coleccion del Centro de
lactis Phytila (1980) Referencia para Lactobacilos
LKT (CERELA-Tucuman-Argentina)

Lb. delbr. subsp. |Auad, L. (1998) |® Ib539 Fago de coleccion del Centro de
lactis Referencia para Lactobacilos
CNRZ 326 (CERELA-Tucuman-Argentina)

3.1- Conservacion de los fagos
Se trabajé con un stock de filtrado de alto titulo, que se conservé en heladera (4 °C).
También se dispuso de una reserva almacenada a —20 °C y a —80 °C, de los filtrados

adicionados de glicerol (15%).
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4- Metodologia general empleada en el estudio de bacteriofagos
4.1- Propagacion de los fagos

Los fagos utilizados fueron propagados sobre sus correspondientes cepas sensibles,
usando caldo MRS.

Un cultivo obtenido por incubacién durante 16-18 hs de la cepa fue inoculado en
caldo MRS fresco (adicionado solo de CaCl, 10 mM), y se le adiciond el fago a diferentes
dosis infectivas (m.o.i., multiplicity of infection= concentracién de particulas virales/
concentracién de células bacterianas), variables entre 10? y 10° aproximadamente.
Asimismo, se inoculé un tubo sélo con la cepa (tubo control), para observar el normal
crecimiento de la misma. Los tubos fueron agitados suavemente en forma periddica y
examinados durante la incubacion a 42 °C (aproximadamente 5 hs). Se eligié el m.o.i. para
el que la lisis se manifestd en forma completa y mas tardiamente; hecho que aseguré una
maxima propagacion de las particulas fagicas. El lisado resultante fue prefiltrado y luego
filtrado, como se indicara con anterioridad, a fin de eliminar los restos celulares. Estas
suspensiones de fagos se utilizaron como stock en todas las experiencias y se almacenaron

a4 °C,-20°Cy-80°C.

4.2- Titulacién de los fagos

La concentraciéon de particulas fagicas (titulo) presentes en los lisados obtenidos
durante las propagaciones, asi como en todas las experiencias donde se cuantifiquen las
mismas, se determiné por la técnica de la doble capa agarizada (Svensson y Christiansson,

1991).
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5- Caracterizacién de los bacteriofagos
5.1- Microscopia electrénica

Las micrografias de los fagos autoctonos se obtuvieron en la Unidad de Microscopia
Electrénica de Transmisién del Centro de Investigacion en Ciencias Veterinarias (INTA-
Castelar). Para obtener las micrografias se parti6 de suspensiones fagicas que fueron
concentradas por centrifugacion y posteriormente sometidas a tincién con acetato de uranilo

(UA, 2% m/v, pH= 4,5) o acido fosfotungstico (PTA, 2% m/v) (Bolondi y col., 1995).

5.2- Viabilidad de los bacteriofagos durante la conservacién

5.2.1- Viabilidad a 4 °C
Se realizé un seguimiento de la viabilidad de los fagos a 4 °C, a través de la realizacion
de titulos (usando la técnica de la doble capa agarizada) durante un periodo de

aproximadamente 18 meses.

5.2.2- Viabilidad a —20 °C y —80 °C
Se realizaron titulos (por el método de la doble capa agarizada) de los stocks de los
fagos estudiados que fueron conservados a —-20 °C y —80 °C, abarcando un periodo

aproximado de 18 meses.

5.3- Viabilidad a distintos pHs

Para realizar este ensayo, se utilizé caldo MRS-Ca, cuyo pH fue ajustado entre 3y 8
(pH 3, 4, 5, 6, 7 y 8). Una alicuota de las suspensiones fagicas a investigar se pusieron en
contacto con el caldo a los distintos pH durante 30 min. En paralelo, se realizé un control,
donde el pH del medio no fue modificado (pH= 6,4 + 0,1) Luego de este tiempo, se realizd

la titulacion de las suspensiones mediante la técnica de la doble capa agarizada.
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5.4- Ciclos de Multiplicaciéon Fagica (Burst Size)

Se preparo un cultivo de la cepa sensible, incubandola a 42 °C en caldo MRS, hasta
una turbidez adecuada (D.O.;560=0,5). Dicho cultivo se centrifugd y el pellet se resuspendid
en caldo MRS-Ca (1/5 del volumen inicial). Luego, 1 ml de esta suspension bacteriana, se
infectd con el fago (m.o.i. = 2) y se incub6 a 42 °C durante 30 min, de forma tal de permitir
una adsorcion superior al 90% de las particulas fagicas. Luego, esta mezcla se centrifugd
(10.000 x g, 5 min), el pellet se resuspendié nuevamente en 10 ml de caldo MRS-Ca, y a
partir de esta suspension se efectuaron diluciones decimales. Estas diluciones se hacen
para evitar la readsorcidon de las particulas liberadas, que induciria a error en la
determinacion del burst size. Los tubos fueron incubados a 42 °C en bano de agua
termostatizado, y a intervalos regulares de tiempo, se extrajeron alicuotas (100 ul) que
fueron tituladas inmediatamente sobre la cepa sensible, para conocer el numero de
particulas fagicas libres.

Los resultados se expresaron en UFP por centro de infeccién. El nimero de centros
de infeccion esta dado por el numero de placas de lisis formadas durante los primeros
minutos de infeccion. Durante este periodo (llamado “fase de latencia”), el numero de UFP/
ml correspondié al numero de infecciones productivas obtenidas después de la adsorcion

(Birge, 1994).

6- Resistencia térmicay quimica de los fagos
6.1- Cinéticas de muerte térmica

Se llevaron a cabo estudios de inactivacion térmica de los fagos, en tres medios de
suspension diferentes: caldo MRS, LDR y buffer TMG (Tris-HCI 10 mM, pH 7,4, MgSO,4 10
mM y gelatina 0,1% m/v). Las temperaturas elegidas para los ensayos correspondieron a las

utilizadas normalmente en la industria para el tratamiento de la leche cruda en distintos
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procesos (63 °C, 72 °C y 90 °C). Los controles fueron mantenidos a temperatura ambiente
(25 °C).

Las suspensiones de las particulas fagicas en estudio se inocularon en cada uno de
los medios seleccionados (caldo MRS, LDR y buffer TMG), de tal manera de obtener una
concentracién inicial de, aproximadamente 10° UFP/ml, distribuyéndose en tubos Eppendorf
(alicuotas de 1 ml) que fueron mantenidos a las temperaturas preestablecidas en bafios de
agua termostatizados. A intervalos de tiempo predeterminados (2, 5, 15, 30 y 45 min), los
tubos fueron retirados del bafio e inmediatamente refrigerados (bafio de hielo), para luego
determinar la concentracion de particulas fagicas viables. Estos resultados fueron graficados
en funcién del tiempo, para construir las curvas de inactivacién térmica a cada una de las
temperaturas ensayadas, en los tres medios de suspension. A partir de dichas curvas de
supervivencia se determind, para cada condicion, el tiempo necesario para inactivar el 99%
de las particulas fagicas (Tgo).

Con respecto a las cinéticas de inactivacién, se puede realizar el siguiente analisis:

Si cada virus se inactiva en forma exponencial (reaccion de primer orden), la relacion

entre las concentraciones de particulas viables (Na, Ng) y tiempo (t) es:

dN/dt = - k4 Na (1)

dNa/dt = - ko N (2)

donde k; son constantes de proporcionalidad y dN; / dt representan las variaciones de

las concentraciones con respecto al tiempo.

Integrando la ecuaciones 1y 2 :
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Na = Na% exp (-kq 1) (3)

Ng = NBO exp (-kz t) 4)

donde NP son las concentraciones al comienzo del tratamiento térmico, y N; las
concentraciones al finalizar el tiempo t.
Por lo tanto, las particulas que sobrevivieron al tratamiento luego del tiempo t pueden

representarse como:

N = Na + Ng %)

N = Na° exp (-k+ t) + Ng® exp (-k» t) (6)

La concentracion inicial de particulas virales se expresa como:

N® = Na° + Ng° (7)

1=Na%/N°+ Ng°/N° (8)

y definiendo: y = Ng° / N° (9) y (1 —y) = NA° / N° (10) la relacién para la mezcla de

particulas viables y no viables queda como:

N/N°=(1-y)exp (- ki t) +vexp (-kz t) (12)

donde la fraccién (1 — y) de la mezcla es inactivada segun la constante k4, y la
fraccion y es inactivada segun la constante k.. En consecuencia, la curva de supervivencia
es la suma de los dos componentes lineales, los cuales se interceptan en (1 — y) y v,

respectivamente. De acuerdo a esto, se construyeron las curvas de tratamiento subletal

(63°C).
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6.2- Cinéticas de muerte quimica

Los biocidas fueron elegidos entre aquellos utilizados frecuentemente para
desinfeccion del material de laboratorio y/o equipamiento industrial: alcohol etilico (10, 50,
75y 100% v/v), alcohol isopropilico (10, 50 y 100% v/v), hipoclorito de sodio (desde 100
hasta 1400 ppm de cloro activo), y acido peracético (0,15% v/v). Todos los ensayos se
realizaron a temperatura ambiente (25 °C), con excepcidén del acido peracético, que se
ensayo a 40 °C (Schroder, 1984).

Ambos alcoholes fueron diluidos en caldo MRS hasta la concentracion deseada,
mientras que las suspensiones de hipoclorito de sodio se realizaron en buffer fosfato (0,1 M,
pH=7), y las de acido peracético, en agua destilada estéril (pH resultante 2,3). Se inocularon
las particulas fagicas (concentracién inicial, 10° UFP/ml aproximadamente) e incubaron a las
temperaturas fijadas. Para determinar la eventual influencia del pH en la viabilidad fagica, se
suspendieron las particulas virales en caldo MRS, previo ajuste del pH (de modo de simular
las condiciones de pH resultantes de diluir los biocidas en sus correspondientes medios de
suspension), sin la adicion de ningun biocida (control). A intervalos de tiempo
preseleccionados, se tomaron alicuotas de las diluciones (100 pl), titulandolas de inmediato,

para determinar la concentracion de bacteriofagos viables.

7- Caracterizacion molecular de los fagos
Estos estudios se llevaron a cabo en el Instituto de Productos Lacteos de Asturias

(I.P.L.A., Espafia), con la gentil colaboracion del Dr. Miguel Alvarez y la Dra. Ana Binetti.

7.1- Extraccion de ADN fagico
Se inocularon 50 ml de caldo MRS adicionado de CaCl, (10 mM) con la cepa

sensible (2%), y con el fago, a una dosis infectiva adecuada para que la lisis total se
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produjera aproximadamente a las 4-6 hs de incubacion a 42 °C (m.o.i. aprox. de 107~ 10?).
Cuando se observo la lisis completa del cultivo, se centrifugo a 10.000 rpm durante 10 min.
Se recogi6é el sobrenadante y se le afiadi6 10 ml de PEG-NaCl (20% PEG 6000; 2,5 M
NaCl), y se precipité a 4 °C durante toda la noche. Luego se centrifugé a 10.000 rpm durante
10 min. Se decanté el sobrenadante y se dio un pulso en la centrifuga para que no queden
restos del medio. El pellet se resuspendié en 0,4 ml de tampdn SM (Anexo) adicionado de
RNAsa (40 pg/ ml). Se incubé a 37 °C durante 30 min. Se afadieron 80 pl de la mezcla de
lisis (Anexo). Se incubd a 65 °C durante 30 min. Se afadieron 100 pl de acetato de potasio
(8 M), incubandose en hielo durante 15 min. Se centrifugo a 13.200 rpm durante 15 min a 4
°C. Se adicioné un volumen igual de isopropanol, dejando reposar a temperatura ambiente
durante 5 min. Se centrifugo nuevamente durante 5 min, desechandose el sobrenadante. Se
resuspendié en 630 pl de buffer TE (Anexo). Una vez resuspendido, se agregaron 70 ul de
acetato de sodio (3 M) y 700 ul de isopropanol, dejando en reposo a temperatura ambiente
durante 5 min. Esta operacion (desde el agregado de buffer TE), se repitié una vez mas.
Luego se recuperd el ADN por centrifugacion (10 min, 13.000 rpm), y se lavé con 1 ml de
etanol absoluto (3 veces) y 1 ml de etanol 70% durante 1 min. Se resuspendié el ADN fagico

en buffer TE, y se conservo a -20 °C.

7.2- Perfiles de restriccion

Las enzimas de restriccion se usaron siguiendo las indicaciones del fabricante. El
ADN fagico fue tratado con las enzimas Bglll, Hindlll, EcoRV, Sall y Xhol. La separacién de
los fragmentos de restriccidon se llevd a cabo mediante electroforesis en gel de agarosa
(0,8% plv), de acuerdo a lo descripto por Sambrook y col. (1989). El tamafio de los genomas

fagicos se estimé sumando los fragmentos obtenidos con cada una de las enzimas.

7.3- Sitios de empaquetamiento (cos-, pac- sites)
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Una alicuota de ADN féagico purificado se sometio a ligacion (1 h, 16 °C), utilizando el
kit Ready-to-go T4 DNA Ligasa (Amersham Pharmacia, England), luego se inactivo la ligasa
durante 15 min a 65 °C. El ADN asi tratado se denomind ADN ligado.

Una porcién de ADN fagico ligado y otra de ADN fagico sin ligar fueron sometidas a
digestiones con endonucleasas de restriccion, de acuerdo a las recomendaciones de los
fabricantes. Los genomas fagicos fueron tratados con Hindlll y Bglll.

Luego de las digestiones, los fragmentos de restriccion fueron sometidos a
tratamiento térmico (70 °C durante 10 min) (en el caso del ADN ligado, como los extremos
cohesivos se unen covalentemente, no son afectados por el calentamiento, en cambio en el
caso del ADN no ligado, los extremos cohesivos se separan). La mezcla de fragmentos fue

separada mediante electroforesis en gel de agarosa (0,8% p/v).

8- Interaccion de Lactobacillus delbrueckii con sus fagos especificos
8.1- Efecto del ion calcio sobre la lisis en medio liquido

Cultivos incubados durante 16-18 hs de las cepas fueron inoculados en caldo, con y
sin CaCl, (10 mM) (Luccini y col., 1999). Cada uno de ellos fue infectado con su fago litico
(m.o.i. = 0,5). Luego de una agitacion suave, se incubd a 42 °C junto con un control de la
cepa bacteriana sin infectar con el fago, en el mismo medio de cultivo. Se examinaron los
tubos en forma periddica, agitando suavemente y controlando la existencia o no de lisis
(disminucién o no de la turbidez). En el caso de no registrarse lisis de los cultivos, se
realizaron otros dos repiques en caldo de cultivo fresco, antes de concluir en la necesidad o

independencia del ion Ca®* para completar la lisis en medio liquido.

8.2- Influencia del ion calcio en la formacion de placas de lisis en medio agarizado
Este ensayo se realizé por el método de la doble capa agarizada, y se utilizaron dos

placas; en una de ellas, se utilizé agar MRS y en otra agar MRS-Ca.
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8.3- Adsorcién

La cepa bacteriana en estudio fue desarrollada en caldo MRS a 42 °C hasta alcanzar
la fase exponencial temprana (A;ss0= 0,4- 0,5), cosechandose luego las células por
centrifugacion (10 min, 4.500 x g). Se separé el sobrenadante y el pellet se resuspendié en
caldo fresco, en la mitad del volumen original. Cada cultivo se infectdé con su fago especifico
(m.o.i.= 0,02) en tubos Eppendorf de 1,5 ml de capacidad. Se realiz6é una incubacién a 42 °C
en bafo de agua termostatizado, y a diferentes intervalos de tiempo se retiraron los tubos, y
se los colocé en bafio de hielo (para frenar la adsorcion) y se centrifugaron (5 min, 12.000 x
g), con el objetivo de separar las células que poseen fagos adsorbidos de los fagos libres.
Se extrajeron alicuotas (100 pl) de los sobrenadantes y se titularon sobre la cepa sensible
(método de la doble capa agarizada) para conocer la concentracion de fagos libres.

El porcentaje de fagos adsorbidos fue calculado como:

%Ads =Ti—Tf x 100
Ti

Donde Ti es el titulo inicial de fagos (UFP/ ml), puestos en contacto con la cepa, y Tf
los fagos remanentes en el sobrenadante (fagos no adsorbidos).

Las cinéticas de adsorcion fueron obtenidas graficando el porcentaje (%) de

adsorcion en funcion del tiempo.

8.4- Caracterizacion de la Adsorcién
8.4.1- Influencia del Calcio

Se procedié como en un ensayo de adsorcidn tipico, pero en este caso se utilizaron
dos alicuotas de las células en suspension, a una de las cuales se le adicioné CaCl, (10
mM) y a la otra no.

Las curvas de adsorcidon fueron trazadas en funcion del tiempo, para ambas

condiciones (con y sin Ca?*), como se indico en 7.3.
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8.4.2- Influencia de la Temperatura

Para estudiar la influencia de la temperatura de incubacion sobre la adsorcién de los
fagos a las cepas bacterianas sensibles (Watanabe y col., 1993; Quiberoni, 1997), se utilizd
la técnica de adsorcion ya descripta, agregando CaCl, (10 mM) al medio, y respetando las
demas condiciones de reaccion.

Se establecid un tiempo de adsorcion de 30 min, realizando el estudio a las
temperaturas de 0, 10, 20, 37, 42 y 50 °C. Luego se centrifugaron los tubos Eppendorf de
igual manera que en la técnica de adsorcion, a fin de separar las particulas no adsorbidas,
las que fueron tituladas por el método de la doble capa agarizada.

Los resultados fueron expresados como porcentaje de particulas fagicas adsorbidas,

en 30 min, para las distintas temperaturas ensayadas.

8.4.3- Influencia del Estado Fisiolégico Celular

Se analiz6 la dependencia de la adsorcién con el estado fisiolégico de las células,
segun Watanabe y col. (1993, 1995). Para ello, se utilizé un cultivo de las mismas
caracteristicas que el empleado para el ensayo de adsorcion, que luego de ser centrifugado
y resuspendido tal como ya fue descripto (seccion 7.3), fue sometido a un tratamiento
térmico, para producir la muerte de todas las células. Este tratamiento consistidé en sumergir
la suspension celular en un bafo de agua hirviendo, durante 10 min.

La efectividad del tratamiento térmico fue monitoreada mediante el cultivo en medio
liquido (caldo) y en medio agarizado de las células tratadas. Para aceptar un cultivo como
no viable, se impuso el criterio de que no se desarrollara en medio liquido, y que existiera, al
menos, una reduccién del 99% en las UFC en medio agarizado, con respecto al recuento
original del cultivo control (células sin tratar).

Con el cultivo que fue sometido al tratamiento térmico, se realiz6 un ensayo de
adsorcion tipico, en paralelo con células sin tratar (control), incubandose a 42 °C durante 5,

15, 30 y 45 min.
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Los resultados fueron expresados como porcentaje de fagos adsorbidos, respecto
del numero inicial de fagos puestos en contacto con las células bacterianas viables y no
viables, en funcion del tiempo.

La viabilidad en medio liquido se controlé inoculando (1%) en caldo, las
suspensiones celulares bacterianas sometidas o no al tratamiento térmico, e incubando a 42
°C, luego de lo cual se observé la presencia o no de turbidez debida al desarrollo de las
células bacterianas.

La viabilidad en medio agarizado se determiné realizando sendos recuentos a los
cultivos bacterianos con y sin tratamiento térmico. Para ello se sembraron en superficie
(agar MRS) sucesivas diluciones decimales. Las placas fueron incubadas durante 48 hs a

42 °C en microaerofilia, comparandose los recuentos obtenidos.

8.5- Ensayos de adsorcién sobre paredes celulares
8.5.1- Preparacion de las paredes celulares

La obtenciéon de las paredes celulares se realizé de acuerdo a Quiberoni 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 inoculd (2%) 1 litro de caldo. Se incubd a 42 °C, hasta alcanzar una
D.O.max=560 = 0,5-0,8. Se recolectaron las células por centrifugacion a 2.000 x g por 5 min.
Luego de separar el sobrenadante, se lavd el pellet en 1/5 del volumen inicial con buffer
fosfato (10 mM, pH 6,8 a 4 °C) dos veces, centrifugando luego de cada lavado 10-15 min a
2.000 x g (Callegari, 1992). Se resuspendieron las células en buffer fosfato (1/10 del
volumen inicial) y se colocaron en tubos FALCON (50 ml de capacidad), 25 ml de la
suspension de células, agregando 10 g de perlas de vidrio estériles (diametro 0,10-0,15 mm,;
Sigma) a 4 °C. Esta proporcion células - perlas de vidrio asegurd un suficiente espacio de
cabeza (1/3) para que la rotura fuera eficaz (Ranhand, 1974; Callegari, 1992). Se realizé el
recuento bacteriano de esta suspension (recuento inicial) y se realizé una observacion

directa al microscopio 6ptico. Este recuento, asi como los siguientes, fueron realizados por
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una microtécnica (detallada al final de la metodologia), debido a que un recuento tradicional
en superficie o en profundidad hubiera consumido volumenes de células demasiado
importantes.

La disrupcién mecanica fue realizada por agitacion mecanica en Vortex, durante 2
hs, enfriando en bafio de hielo (0 °C) cada 30 seg.

La efectividad de la rotura fue seguida por microscopia 6ptica (contraste de fases,
1000 x) y confirmada por micro-recuento en placa (recuento final).

Las perlas de vidrio fueron separadas del sobrenadante por sedimentacion, y
fueron dejadas en reposo durante 2 hs a 0-4 °C (Callegari, 1992). Luego de este
tiempo se recuper6 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. Todos los sobrenadantes obtenidos fueron mezclados.

Las perlas de vidrio fueron recicladas segun se describe en el ANEXO
(Ranhand,1974).

Las células enteras y demas detritus celulares fueron separados de las paredes por
centrifugacion a 3.500 x g, durante 10 min. El pellet fue descartado, y el sobrenadante
conteniendo las paredes celulares fue centrifugado a 11.900 x g durante 15 min (4 °C), con
el objetivo de concentrar las paredes crudas en un pellet.

Sobre las paredes crudas se realizé un tratamiento enzimatico 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 1 ml de buffer Tris-HCI (50 mM, pH 7.,5),
adicionandole DNAsa (0,10 mg/ml) y RNAsa (0,15 mg/ml), se incub6é 30 min en bafio de
agua a 37 °C y se centrifugaron los tubos a 11.900 x g durante 15 min (4 °C), descartandose
el sobrenadante. El pellet obtenido fue lavado 5 veces con buffer fosfato (10 mM, pH 6,8),
centrifugando a 11.900 x g, descartando el sobrenadante luego de cada lavado. El objetivo
fue eliminar los restos de citoplasma y enzimas contenidas en las paredes. Callegari (1992)

observd por microscopia electrénica que la célula bacteriana al romperse por el uso de
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perlas de vidrio, se fractura en uno o dos puntos, a lo sumo. Por lo tanto resulta critico el
numero de lavados, que en caso de reducirse, dejan restos que pueden interferir en los
posteriores ensayos a los cuales se sometan las paredes. Una vez finalizado este
tratamiento, se obtuvieron las paredes puras, que luego de ser concentradas por

centrifugacién a 11.900 x g durante 15 min, se almacenaron a —20 °C (Stiefel, 2000).

Microtécnica de recuento bacteriano en placa: Se tomaron 100 ul de agua de
peptona (0,1%) o caldo de cultivo. Sobre una placa de Petri dividida en cuartos, se prepard
una base de agar MRS. Sobre cada cuarto de placa, se volcé una mezcla de 100 ul de la
dilucion de las células, 1 ml de soft agar MRS y CaCl, 10 mM.

Se incubd a 42 °C por 72 hs, con el objetivo de permitir un buen desarrollo de las

colonias; teniendo en cuenta la dilucion efectuada al realizar el recuento de las UFP/ml.

8.5.2- Tratamientos selectivos sobre paredes celulares

En primera instancia, se realizd una calibracién de las paredes para conocer la
cantidad a utilizar, de tal manera que se cumpliera con la condicion de adsorber al menos el
90% de las particulas fagicas, cuando se trabaja con una concentracion aproximada entre
10° y 10° UFP/ml de éstas (Valyasevi y col., 1990; Callegari, 1992).

Conocido dicho parametro, se resuspendio el stock almacenado a —20 °C en buffer
Tris-HCI (50 mM, pH= 7,5), y se tomé la cantidad adecuada, repartiéndose alicuotas iguales

en 5 tubos Eppendorf, en los cuales se realizaron los siguientes tratamientos:

x Mutanolisina (50 U/ml): 30 min a 37 °C. Transcurrido este tiempo se inactivé la
enzima colocando los tubos a 100 °C durante 3 min, y enfriando rapidamente en bafo de
hielo.

x Proteinasa K (0,1 mg/ml): 30 min a 37 °C, sumergiendo luego en bafo de hielo

para detener la reaccion.

99



Materiales y Métodos

x SDS (1%): 30 min a 37 °C. Al igual que en el caso anterior, 30 min a 37 °C,
sumergiendo luego en bafno de hielo para detener la reaccion.

x Acido tricloroacético (TCA, 5%): 15 min a 90 °C, sumergiendo en bafio de hielo
para detener la reaccion.

x Control de adsorcion: paredes celulares resuspendidas en buffer Tris-HCI,
sometidas a los mismos lavados que las paredes tratadas enzimatica o quimicamente. Este
control se hizo con el objetivo de asegurar que no se produjera pérdida de material durante
los lavados. Su tasa de adsorcion debe ser igual o mayor al 90%.

Luego de completarse los tratamientos individuales, tanto las paredes tratadas como
las paredes del control fueron lavadas 10 veces con buffer fosfato (10 mM, pH= 6,8),
centifugando a 11.900 x g y descartando el sobrenadante luego de cada lavado. Asi se

completd la preparacién de las paredes para ser usadas en los ensayos de adsorcion.

8.5.3- Ensayos de adsorcidn sobre las paredes tratadas

Se resuspendieron las paredes tratadas en 0,9 ml de buffer Tris-HCI (50 mM, pH=
7,5) de tal manera de poder adsorber al menos 90% de las particulas fagicas.

Se adicioné CaCl, (10 mM) y 0,1 ml de una dilucion del fago, para que la
concentracién en el medio de reaccion sea de 10° UFP/ml. Se incubé 30 min a 42 °C en
bafno de agua, y luego de este tiempo se centiifugé 10 min a 11.900 x g. El sobrenadante
fue titulado por el método de la doble capa agarizada, y el porcentaje de fagos adsorbidos
fue calculado de la siguiente manera:

%Ads =Ti—Tf x 100
Ti
Donde Ti es el titulo inicial de fagos (UFP/ml) puestos en contacto con las paredes

de la cepa sensible, y Tf, los fagos remanentes en el sobrenadante (fagos no adsorbidos a

las paredes).
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8.5.4- Reversibilidad en la union de los fagos adsorbidos a paredes celulares
purificadas

Luego de titular las UFP/mI remanentes en el control (paredes limpias) del ensayo de
adsorcion (seccién 7.5.3), se descartd el sobrenadante, el cual contenia los fagos no
adsorbidos. El pellet libre del sobrenadante, que contenia las paredes con las particulas
fagicas adsorbidas, se resuspendié en 1 ml de buffer Tris-HCI (60 mM, pH= 7,5). A distintos
intervalos de tiempo se titularon las UFP/ml libres. De esta manera, se obtuvo una primera
aproximacién del grado de reversibilidad de la unién fago-receptor de pared (Valyasevi y
col., 1990; Callegari, 1992).

Los resultados fueron expresados como UFP/ml libres a diferentes tiempos, en

comparacion con las UFP/ml inicialmente puestas en contacto con las paredes celulares.

9- Ensayos de neutralizacion de fagos con monosacaridos

Se ensayaron los siguientes monosacaridos: Glucosa, Galactosa, Manosa,
Ramnosa, Ribosa, Glucosamina y N-Acetilglucosamina.

A 0,9 ml de una solucion del monosacarido a testear, usando como diluyentes Tris-
HCI (50 mM, pH= 7,5) o agua bidestilada estéril (CaCl, 10 mM) (Valyasevi y col., 1990), se
adicioné 0,1 ml de una suspension fagica conteniendo 10° UFP/ml. La concentracion de
monosacaridos utilizada fue de 500 mM. Luego de 30 min de incubacion a 42 °C, se tituld
0,1 ml del tubo de reaccién por medio del método de la doble capa agarizada. El porcentaje
de inhibicion fue calculado considerando el numero de UFP/ml adicionado a tiempo cero

(Ti), y el numero de UFP/ml remanente (luego de los 30 min de incubacién, Tf)

% de Inhibicion = Ti — Tf x 100

Ti
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Resultados

1. Aislamiento de los fagos
1.1- Pruebas preliminares
De la caracterizacion inicial de las muestras analizadas se obtuvo la siguiente
informacioén:
Muestra M1: presentd un pH 4,61, y al microscopio 6ptico se observaron sélo bacilos
en escasa proporcion.
Muestra M2: se midié un pH 4,35, y se observo una pequefa cantidad de cocos y
bacilos.
Muestra M3: presenté un pH 4,33 y al microscopio Optico se evidencio la presencia

de cocos y bacilos, estando los primeros en una mayor proporcion.

A partir de pruebas positivas (Test de actividad, Test de turbidez y Spot test)
para la deteccion de bacteriofagos, se procedié al aislamiento de los fagos presentes

en las tres muestras, como se detalla mas adelante.

1.2- Aislamiento de las diferentes cepas del fermento

A partir de una siembra superficial del fermento FY en agar MRS, se aislaron 7

clones de Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus, denominados Ab4, Ab,, Abs, Ab,, Abs, Abg y Abs.

Por otro lado, a partir de una siembra en superficie del fermento Fl en agar MRS, se
aislaron 5 clones denominados Ib4, Ib,, Ibs, Ibs € Ibs pertenecientes a Lb. delbrueckii subsp.

bulgaricus.

1.3- Caracterizacion del agente responsable del retardo en la acidificacion

Los ensayos de turbidez efectuados sobre los clones del fermento FY, con los

filtrados libres de células provenientes de muestras con y sin tratamiento térmico,
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permitieron identificar clones fago-resistentes (Ab,, Ab,, Abs y Abg) y fago-sensibles (Aby,
Ab; y Aby).

Con respecto al fermento Fl, se realizaron los mismos ensayos que en el caso
anterior, y de aqui pudieron aislarse clones fago-resistentes (Ib; e Ibs), y otros fago-

sensibles (Ib,, Ibs € Ibs).

1.4- Aislamiento de los fagos

Se selecciond el clon Aby de Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus (fermento FY) para
efectuar el aislamiento de los fagos liticos contenidos en la muestra M1.

Al realizarse los recuentos de particulas fagicas sobre la muestra de yogur, se obtuvo
un titulo del fago de Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus de 2.10?> UFP/ml. La morfologia de las
placas de lisis resultd ser uniforme, por lo que se asumié que en el filtrado existia sélo un
fago de esta especie. Al fago litico del clon Ab; se lo denominé YAB. La morfologia de las
placas de lisis se mantuvo constante durante todas las etapas siguientes de aislamiento y
purificacion.

En el ensayo de la doble capa agarizada en agar MRS sobre el clon Ab4, el fago YAB
formo placas de lisis de un tamafio aproximado de 1,5 a 2 mm de diametro.

Por otro lado, se eligio el clon Ib; de Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus (fermento Fl)
para realizar el aislamiento de los fagos liticos presentes en las muestras M2 y M3. Los
titulos de fagos en las muestras fueron de 2,9.10° UFP/ml en el primer aislamiento, mientras
que en el segundo aislamiento, el titulo fue de 1.10> UFP/ml. En ambos aislamientos, la
morfologia de las placas de lisis resultd ser uniforme y similar en los dos casos, siendo estas
placas muy nitidas, y también se mantuvo constante durante todas las etapas sucesivas de
aislamiento y purificacion, tanto a partir de la muestra M2 como de la M3. A partir de estas
dos muestras (M2 y M3) se aislé un mismo fago. A este fago, litico del clon lbs, se lo

denomind, asimismo, Ibs.
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2. Caracterizacion de los fagos
2.1- Microscopia electronica

X Fago YAB: posee una cabeza isométrica de 57,5 £ 1,3 nm de didametro, y una cola de
251,0 £ 5,3 nm de longitud y 7,0 £ 0,5 nm de diametro (Fig. 10-A).

X Fago Ib3: presenta una cabeza isométrica de 54,0 £ 2,4 nm de diametro, y una cola
de 272,0 £ 4,0 nm de longitud y 9,0 + 0,2 nm de diametro (Fig. 10-B).

X Fago BYM: presenta una cabeza isométrica de 50,0 + 1,6 nm de diametro y una cola

de aproximadamente 181,0 £ 2,0 nm de largo y 5,9 + 0,2 nm de diametro. Este fago
presenta la particularidad de poseer una estructura de collar, la cual es bastante frecuente

en fagos infectivos del género Lactobacillus (Fig. 10-C).
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70 nm 30 nm

Fig. 10: Micrografias electronicas de los fagos YAB (A), Ibs (B) y BYM (C).
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2.2- Viabilidad de los bacteriofagos durante la conservacion
2.2.1- Viabilidad a temperatura de refrigeracion (4 °C)

Al realizar el seguimiento de la viabilidad del fago autéctono YAB, se observé una
caida en mas de dos 6rdenes logaritmicos en el titulo obtenido a lo largo de 18 meses (de
1.10% a 6.10° UFP/ ml). Similar disminucién se observé en el nimero de particulas viables
del fago BYM (de 1.10% a 5.10° UFP/ ml), pero en este caso el seguimiento se realizd
durante un tiempo inferior, que fue de 14 meses. En el caso del fago Ibsz, la reduccion
observada durante un periodo de 18 meses fue de tres 6rdenes logaritmicos (de 1.10° a
1.10° UFP/ ml).

Con respecto a los fagos de coleccion estudiados, se observd una menor
disminucion en el nimero de particulas viables durante los 18 meses, al compararlos con los
fagos autoctonos analizados. En el caso del fago de coleccion LL-H, esta disminucion fue de
sélo un orden (de 6.10% a 7.10" UFP/ ml), y de menos de dos érdenes logaritmicos para el

fago 1b539 (de 1.10% a 8.10° UFP/ ml).

2.2.2- Viabilidad a -20°Cy -80 °C

La viabilidad del fago autdctono Ibs, litico de Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus Ibs
cayo en menos de dos 6rdenes (en un periodo de 18 meses), tanto a —20 °C como a —80 °C.
En el caso del fago de colecciéon LL-H, se observo una gran disminucion en el numero de
particulas viables (de cuatro érdenes logaritmicos) a —20 °C, pero a diferencia de esto, se
observé una caida de menos de un orden cuando se lo conservé a —80 °C. Algo similar se
observd cuando se hizo el seguimiento del fago Ib539, donde la caida del titulo fue

importante a —20 °C (cuatro 6rdenes) y mucho menor a —80 °C (dos érdenes).

2.3- Viabilidad fagica a distintos pH
La viabilidad a los distintos pH dependié en gran medida del sistema fago/ cepa

sensible estudiado, pero en general, ésta fue muy baja a los pH extremos, siendo minima a

107



Resultados

pH 4 y un poco mas elevada a pH 8. En el rango de pH comprendido entre 5 y 7 la viabilidad
fue excelente para los fagos YAB y BYM (96 a 100% de particulas fagicas viables) luego de
30 min, mientras que para el fago Ib; fue menor, disminuyendo a 57-62% de particulas
fagicas viables. En el caso del fago de coleccién LL-H, se observé muy baja viabilidad a pH

3, 7y 8; mientras que a pH 5 y 6 ésta fue aceptable (88%) (Fig. 11).
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Fig. 11: Viabilidad de los fagos YAB, LL-H, Ib; y BYM a distintos pH (luego de

30 min a 42 °C).

2.4- Ciclos de multiplicacion fagica (Burst size)

La Figura 12 muestra las cinéticas de multiplicacion de los fagos estudiados, a partir

de las cuales fueron calculados los parametros caracteristicos (Tabla 6).
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Fig. 12: Cinéticas de multiplicacion (burst size) de los fagos YAB, lbs, y BYM.

Tabla 6: Parametros caracteristicos de las cinéticas de multiplicacion de los fagos estudiados (los

valores representan el promedio de dos determinaciones).

Fago Periodo de latencia (min) Tiempo de Burst Burst Size
(min) (UFP/ centro de infeccion)
YAB 20 60 48
b3 20 80 27
BYM 40 80 23
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2.5- Resistencia térmica y quimica de los fagos
2.5.1- Cinéticas de muerte térmica

Los fagos mas resistentes al tratamiento a 63°C fueron los fagos BYM e |b; (Figs. 13
y 15), los cuales exhibieron valores de Tgg mayores a 45 min en los tres medios de
suspension utilizados (Tabla 7). Se encontrd una escasa resistencia térmica del fago LL-H a
63 °C (Fig. 16), el cual fue rapidamente inactivado (Tg9 de 3,1 min) a esta temperatura en
caldo MRS. El efecto del medio de suspension incidioé en la resistencia térmica de los fagos
YAB (Fig. 14) y LL-H, ya que se observaron valores de Tgg elevados en LDR, mientras que
se obtuvieron menores valores en caldo MRS.

Al realizar el tratamiento a 72 °C, se observé una rapida reduccion del nimero de
particulas fagicas viables (Tgg menor a 2,9 min) en los tres medios de suspension utilizados
(Figs. 17 a 20 y Tabla 7). Luego de la incubaciéon en caldo MRS, buffer TMG y LDR, se
observé una inactivacion completa del fago Ib; a los 5, 30 y 45 min, respectivamente. La
inactivacién de las particulas fagicas se alcanzd (< 10 UFP/mI) (en los tres medios de
suspension), a tiempos muy diversos (desde 2,5 min en caldo MRS para el fago LL-H hasta
45 min en buffer TMG para el fago Ibs).

El tratamiento realizado a 90 °C durante 5 min fue suficiente para obtener recuentos
menores a 10 UFP/ml en los tres medios de suspension usados, para los fagos BYM, YAB y
LL-H. Como en los casos anteriores, el fago Ib; mostré una mayor termo-resistencia, ya que
su inactivacién completa en LDR se obtuvo sélo luego de 15 min de tratamiento, aunque en

buffer TMG y en caldo MRS fueron suficientes 5 min (datos no mostrados).
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Fig. 13: Curvas de inactivacion térmica a 63 °C para el fago BYM en LDR, caldo MRS vy

buffer TMG.
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Fig. 14: Curvas de inactivacion térmica a 63 °C para el fago YAB en LDR, caldo MRS y

buffer TMG.
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Fig. 15: Curvas de inactivacion térmica a 63 °C para el fago Ibs en LDR, caldo MRS y

buffer TMG.
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Fig. 16: Curvas de inactivacion térmica a 63 °C para el fago LL-H, en LDR, caldo MRS y

buffer TMG.
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Fig. 17: Curvas de inactivacion térmica a 72 °C para el fago BYM en LDR, caldo MRS y

buffer TMG.
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Fig. 18: Curvas de inactivacion térmica a 72 °C para el fago YAB en LDR, caldo MRS y

buffer TMG.
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Fig. 19: Curvas de inactivacion térmica a 72 °C para el fago lbs en LDR, caldo MRS y

buffer TMG.
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Fig. 20: Curvas de inactivacion térmica a 72 °C para el fago LL-H en LDR, caldo MRS y

buffer TMG.
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Tabla 7: Resistencia térmica de fagos de Lactobacillus delbrueckii en diferentes medios de
suspension, expresada como tiempo (min) para lograr el 99% de inactivacion de las particulas

fagicas (Teg) (los valores representan el promedio de tres determinaciones).

Too
Fago
Caldo MRS Buffer TMG LDR

63°C 72°C 63°C 72°C 63°C 72°C

BYM >45 <2,0 >45 <2,0 >45 2,3
YAB 27,9 <2,0 45,0 <2,0 >45 <2,0

Ibs >45 2,5 >45 <2,0 >45 2,9
LL-H 3,1 <2,0 6,2 <2,0 15,8 <2,0

De acuerdo al modelo cinético descripto con anterioridad (Materiales y Métodos), se
construyeron las curvas tedricas de tratamiento térmico subletal (63 °C). Estas curvas (Fig.
21) tuvieron una buena correlacién con los datos experimentales. Fue posible obtener la
fraccion (1 — y) de la poblacién de particulas fagicas inactivadas segun las constante k; para
cada fago estudiado, asi como la fraccién y inactivada segun el valor de la constante k;
(Tabla 8). El analisis de los parametros obtenidos confirma nuestros resultados
experimentales, considerando la influencia de los medios de suspension, ya que las
constantes k; y k, obtenidas en LDR fueron siempre las mas pequefias para todos los fagos,
lo que indica una menor velocidad de inactivacion en este medio. La mayor termo-
resistencia del fago Ibs;, también pudo ser deducida mediante la comparacién de estos
parametros, ya que los valores de y fueron los mas elevados, lo que sugiere una gran
proporcion de particulas viables o termorresistentes. A diferencia de esto, se encontraron los

valores mas pequefios de y para el fago LL-H. Por otro lado, mediante el analisis de los
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valores de y de los diferentes fagos se pudo deducir el efecto protector que ejerce el medio

LDR. Los valores de y fueron notablemente elevados en este medio para los fagos BYM,

YAB y LL-H. Se observé una escasa influencia de este medio en el caso del fago Ib; ya que

sus valores de y fueron similares a los obtenidos en los demas medios utilizados.

log (N/No)

log (N/No)

0, . 01 =
C‘:’ ~~~~~~~~~~ Y S 0 30 ........
02 ' 7 S S Sia L S .
o A A -10F m A4 T
04t . A& [ S A ¢
’ . .......... '1,5 -' . .....................
_016 T W _2,0 i e A
u 25} 5
081 A 3,0}
L L I
_110 | | N | | N _3,5 N | N | N | N | N
0 10 20 30 40 50 0 10 20 30 40 50
010'...’ O
O1r W g i
~~~~~ ® - 2L A ~~~~ @ ...
. ..... A ..................... A . ............. ‘ ................. ‘
_012 | ...... -3 | - A ~~~~~~~~~
03] L D V. .
C l _5 L W
04t T
1 1 s 1 1 _6 1 1 1 '.I ..... L_
0 10 20 30 40 50 0 10 20 30 40 50
Tiempo (min) Tiempo (min)

Fig. 21: Curvas teoéricas de tratamiento térmico a 63 °C para los fagos BYM (A), YAB (B),

Ibs (C) y LL-H (D) en MRS (m), buffer TMG (A )y LDR (‘).
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Tabla 8: Parametros cinéticos derivados de las curvas tedricas ajustadas segln la ecuacion (11)

con datos experimentales de resistencia térmica (63°C) de fagos de Lactobacillus delbrueckii, en

diferentes medios de suspension.

Parametros cinéticos

Fago k1 (min-) k2 (min-) y
MRS ™G LDR MRS ™G LDR MRS ™G LDR
BYM |0,3081 0,4125 0,2103|0,0169 0,0038 0,0022 | 0,4578 0,5339 0,7601
YAB |0,9941 0,6837 0,2050 | 0,1098 0,0639 0,0369 | 0,1503 0,2396 0,4728
0,9904
Ibs 0,2340 0,1147 | 0,0160 0,0041 0,0018| 0,8624 0,7779 0,4728
LL-H | 1,2194 0,8785 0,5165|0,0767 0,1235 0,0550 |4,524 105 0,0051 0,0271

2.5.2- Cinéticas de muerte quimica

particulas fagicas antes de 5 min de tratamiento.

El acido peracético (0,15%) produjo una inactivacion rapida y completa de las

El etanol, a una concentracion de 100%, fue el que produjo la inactivacion mas

rapida de los fagos (Tg9 < 22,2 min) (Figs. 22-25 y Tabla 9). El fago Ib; exhibié la mayor

resistencia frente a las soluciones de etanol, y sélo se observé una pérdida importante de

actividad viral luego de los 45 min en presencia de etanol al 100%. (Fig. 24). El fago YAB fue

el mas sensible, ya que presentd una inactivacion completa luego de 15 min de tratamiento

con etanol al 100% (Fig. 23). Por otro lado, se observaron escasos o nulos efectos para

todos los fagos, cuando la concentracion de etanol fue de 10 y 50% (valores de Tg9 > 45

min).
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La viabilidad fagica fue muy poco influenciada por el isopropanol (Tgg > 45 min) (Figs.
26-29 y Tabla 9). A una concentracion de 10% no tuvo ningun efecto sobre la viabilidad
fagica, y se observd escasa reduccion de ésta luego del tratamiento durante 45 min con
isopropanol al 50 o 100%.

La efectividad del hipoclorito de sodio como biocida fue fago-dependiente (Figs. 30-
33 y Tabla 10). Se observé una gran resistencia del fago Ibs, el cual demostré ser el menos
afectado por los tratamientos durante 45 min con 100 a 400 ppm de cloro activo (en agua
destilada o buffer fosfato como medios de suspension). Se necesitaron concentraciones de
1200 y 1400 ppm para lograr la destruccién total de las particulas virales luego de 45 o0 15
min de tratamiento, respectivamente (Fig. 32). A pesar de esto, el hipoclorito de sodio fue
efectivo sobre los fagos BYM, YAB y LL-H. Una concentracion de 400 ppm fue suficiente
para lograr una inactivacién completa de las suspensiones fagicas (luego de 5 — 45 min)
(Figs. 30, 31 y 33, respectivamente), con valores de Tgg < 2 min en los tres fagos estudiados
(Tabla 10). El fago LL-H exhibio los valores mas bajos de To9 (menores a 8,1 min) y fueron
suficientes 300 ppm para lograr una inactivacion completa de las particulas virales antes de

los 15 min (Fig. 33).
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Fig. 22: Curvas de inactivacion del fago BYM frente a distintas concentraciones de etanol.

’

N Wb OO N

N

log UFP/ ml en el sobrenadante

o

o

30

Tiempo (min)

Fig. 23: Curvas de inactivacion del fago YAB frente a distintas concentraciones de etanol.
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Fig. 24: Curvas de inactivacion del fago Ibs frente a distintas concentraciones de etanol.
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Fig. 25: Curvas de inactivacion del fago LL-H frente a distintas concentraciones de etanol.
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Fig. 26: Curvas de inactivacion del fago BYM frente a distintas concentraciones de

isopropanol.
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Fig. 27: Curvas de inactivacion del fago YAB frente a distintas concentraciones de

isopropanol.
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Fig. 28: Curvas de inactivacion del fago Ibs frente a distintas concentraciones de

isopropanol.

(]

(¢)]

——50%
—A&—100%

N

log UFP/ ml en el sobrenadante

w

30 40

Tiempo (min)

Fig. 29: Curvas de inactivacion del fago LL-H frente a distintas concentraciones de

isopropanol.
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Fig. 30: Curvas de inactivacion del fago BYM frente a distintas concentraciones de

hipoclorito de sodio.
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Fig. 31: Curvas de inactivacion del fago YAB frente a distintas concentraciones de

hipoclorito de sodio.
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Fig. 32: Curvas de inactivacion del fago Ibs frente a distintas concentraciones de

hipoclorito de sodio.
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Fig. 33: Curvas de inactivacion del fago LL-H frente a distintas concentraciones de

hipoclorito de sodio.
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Tabla 9: Resistencia de los fagos de Lactobacillus delbrueckii frente a los alcoholes etilico e
isopropilico, expresado como tiempo (min) para lograr el 99% de inactivacion de las particulas
fagicas a temperatura ambiente (Teo) (los valores representan el promedio de tres

determinaciones).

Biocida
Etanol (% v/v) Isopropanol (% v/v)

Fago
10 50 75 100 10 50 100
BYM >45 >45 8,4 2,5 >45 >45 >45
YAB >45 >45 7,6 <2,0 >45 >45 >45
Ibs >45 >45 >45 22,2 >45 >45 >45
LL-H >45 >45 7,4 4.8 >45 >45 >45

Tabla 10: Resistencia de los fagos de Lactobacillus delbrueckii frente al hipoclorito de sodio,
expresado como tiempo (min) para lograr el 99% de inactivacion de las particulas fagicas a

temperatura ambiente (Too) (los valores representan el promedio de tres determinaciones).

Hipoclorito de sodio (ppm de cloro activo)

Fago
100 200 300 400 600 800 1000 1200 1400

BYM 13,0 3,0 <2,0 - - - - - -

YAB 8,7 6,5 2,8 22 <20 - - - -
Ibs >45  >45 >45 >45 5,4 2,3 2,2 2,1 <2,0
LL-H 8,1 2,5 2,5 <2,0 ; ] ) ] ]
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3- Caracterizacion molecular de los bacteriofagos
3.1- Perfiles de Restriccion

Se analizaron los genomas de los tres fagos autodctonos estudiados, los cuales
fueron tratados con las enzimas EcoRV, Sall, Xhol, Hindlll y Bglll. El tamafo de los
genomas se estimé en 34,0 + 1,9 kb, 31,0 + 1,9 kb y de 33,0 £ 1,3 kb para los fagos YAB,
Ib; y BYM, respectivamente. Los mismos fueron estimados por la sumatoria de los tamanos
de los fragmentos generados a partir de las enzimas de restriccion utilizadas (Figs. 34 y 36).

Analizando las Figuras 34, podemos deducir que los tres fagos autéctonos son
distintos, ya que poseen patrones de restriccion diferentes con todas las enzimas utilizadas,
aun cuando poseen algunas bandas en comun (BYM y YAB comparten las de 3,3 y 5,2 kb,
mientras que YAB e |bz poseen en comun las bandas de 2,9 y 4,3 kb). Si observamos la
Figura 36, también se ve a simple vista que estos tres fagos son totalmente diferentes, a

partir de sus perfiles de restriccion.
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Lineas
M: marcador (1 kb DNA Ladder)
1: BYM 1)
2: lbs EcoRV
3:YAB ~
4:BYM )
5: lbs Sall
6:YAB -~
7: BYM 7
8: lbs Xhol
9:YAB -~

M12 3 M 45 6 M 789

Fig. 34: Perfiles de restriccion del ADN (electroforesis en gel de agarosa 0,8%) de los fagos BYM,

Ibs y YAB, obtenidos con las endonucleasas EcoRV, Sall y Xhol.
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3.2- Sitios de empaquetamiento (cos-, pac- sites)

Para determinar la naturaleza de los sitios de empaquetamiento, el ADN fagico ligado
0 no, se sometid a digestiones con endonucleasas de restriccion y posterior tratamiento
térmico. Los perfiles electroforéticos obtenidos con la muestra de ADN ligado y no ligado se
comparan, pudiendo presentarse la situacion 1 (sitios cos o extremos cohesivos) o la situacion

2 (sitios pac) (Fig. 35).

Situacién 1 Situacion 2

Sitios cos Sitios pac
Sin ligar Ligado Sin ligar Ligado

Fig. 35: Perfiles de restriccion del ADN fagico presentando sitios cos (Situacion 1) o sitios

pac (Situacion 2).

En el caso de que existieran sitios cos (Situacion 1), aparecen fracciones submolares
en el ADN sin ligar (a 'y b), y en el perfil de ADN ligado éstos desaparecen, y se produce la
aparicion de una banda de mayor peso molecular (c), correspondiente a la sumatoria de los
fragmentos submolares a y b. Si los perfiles de restriccion son similares tanto con ADN
ligado como sin ligar significa que estamos ante la presencia de sitios pac (Situacion 2).

En el caso del fago YAB, no se observan fragmentos submolares con ninguna de las

dos enzimas utilizadas (se ven las mismas bandas para el ADN ligado y sin ligar) (Fig. 36),
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por lo que puede decirse que el ADN de este fago no posee extremos cohesivos. Para el
fago Ib; se observa mas claramente el perfil cuando se utilizé Bglll (Fig. 36). Aqui se puede
ver que al ligar el ADN desaparecen las bandas de 1y 2,9 kb, y se incrementa la intensidad
de la banda de 4 kb en el perfil ligado (como consecuencia de la suma de los dos
fragmentos submolares que se observan en el perfil no ligado). En el caso del fago BYM
(Fig. 36) no se observan, aparentemente, fragmentos submolares que indiquen la presencia
de extremos cohesivos, aunque no se podria afirmar ya que este perfil no posee demasiada
nitidez por la contaminacion con proteinas, cuya eliminacion resulté muy dificultosa durante

la purificacion del ADN.
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 — d-‘_=. .-—_'.'_:..5 e et D - D .

Lineas
M: marcador (1 kb DNA Ladder)

1: BYM- Bglll
2: Ibs- Bglll :| ligados
3: YAB- Bglll

4: BYM- Bglll
5: Ibs- Bglll ] sin ligar
6: YAB- Bglll

7: BYM- Hindlll

8: Ibs- Hindlll :| ligados
9: YAB- Hindlll

2 -
—
L —
py
] -

11: lbs- Hindlll

10: BYM- Hindlll
] sin ligar
12: YAB- Hindlll

M123 M 456 M728 9 101112

Fig. 36: Perfiles de restriccion del ADN (electroforesis en gel de agarosa 0,8%), ligados y
sin ligar, de los fagos BYM, lbs y YAB, obtenidos con las endonucleasas Bglll y Hindlll. Se indican
las posiciones del fragmento de 4 kb (flecha anaranjada), y los fragmentos de 2,9 y 1 kb (flechas

verdes) que aparecen en los perfiles ligado y sin ligar, respectivamente, del ADN del fago Ibs.
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4- Interaccion de las cepas de Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus y de Lb. delbrueckii

subsp. lactis con sus fagos especificos

4.1- Efecto del ion Ca2* sobre la lisis en medio liquido

Los fagos YAB e |bz completaron el ciclo litico sobre Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus
Ab, y Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus Ib; respectivamente, sélo en presencia del ion Ca*,
mientras que el fago BYM no requirié de este ion para producir la lisis sobre Lb. delbrueckii
subsp. bulgaricus YSD V, aunque la misma se vio retrasada en ausencia del mismo. El fago
de coleccioén LL-H, litico de Lb. delbrueckii subsp. lactis LKT, también requirié del ion ca®

para completar la lisis (Tabla 11).

4.2- Influencia del ion Ca2* en la formacion de placas de lisis en medio agarizado

En este caso los tres fagos autdctonos analizados mostraron un comportamiento
similar, y dio como resultado que la formacién de placas de lisis en agar MRS dependié de
la presencia del ion Ca?* (Tabla 11).

El fago Ibs produjo placas de nitidas, en agar MRS-Ca, de 2 a 2,5 mm de diametro en
agar MRS-Ca, sobre su cepa sensible, Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus Ibs, mientras que en
el mismo medio agarizado sin el agregado de Ca®* no se observé la formacion de estas
placas (Fig. 37).

Algo similar ocurrié en el caso del fago YAB, ya que solo produjo placas de lisis en
agar MRS-Ca (Fig. 38). En este caso las placas de lisis producidas sobre Lb. delbrueckii
subsp. bulgaricus Ab, fueron pequefas, heterogéneas y un poco difusas, de diametro
aproximado de 1 a 1,5 mm.

En el caso del fago BYM, litico de Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus YSD V, también
se observé el mismo comportamiento, y las placas de lisis observadas fueron muy

pequenas, puntiformes, de un diametro aproximado de 0,5-1 mm (Fig. 39).

131



Resultados

El caso del fago de colecciéon LL-H, litico de Lb. delbrueckii subsp. lactis LKT fue
diferente, ya que se evidencié formacion de placas de lisis aun en el medio agarizado sin el
agregado del ion Ca?**, aunque en ausencia de este catién el tamafio de las placas fue

menor (Fig. 40 y Tabla 11).

Tabla 11: Requerimientos de Ca2+ para la actividad litica de fagos de Lb. delbrueckii en caldo

MRSy en agar MRS (formacion de placas de lisis visibles).

Requerimiento de Ca2*
Sistema Fago/Cepa sensible
Caldo MRS Agar MRS
YAB/ Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus Ab1 Si Sl
lbs/ Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus lbs Si Sl
BYM/ Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus YSD V NOa Sl
LL-H/ Lb. delbrueckii subsp. lactis LKT SI NQPp

a: lisis tardia en ausencia de Ca2+

b: placas de lisis mas pequefas en ausencia de Ca2+
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Fig. 37: Morfologia de las placas de lisis del fago Ibs en Agar MRS (A) y Agar MRS-Ca (B),

sobre Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus Ibs.

Fig. 38: Morfologia de las placas de lisis del fago YAB en Agar MRS-Ca, sobre Lb.

delbrueckii subsp. bulgaricus Ab1.
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Fig. 39: Morfologia de las placas de lisis del fago BYM en Agar MRS-Ca, sobre Lb.

delbrueckii subsp. bulgaricus YSD V.

Fig. 40: Morfologia de las placas de lisis del fago LL-H en Agar MRS (A) y Agar MRS-Ca (B),

sobre Lb. delbrueckii subsp. lactis LKT.

134



Resultados

5. Adsorcion
5.1- Influencia del ion Ca2* sobre la adsorcion

En general no se observé una influencia del ion Ca?* en la etapa de adsorcién fagica.
Todos los fagos estudiados mostraron una rapida adsorcién a sus correspondientes cepas
sensibles, alcanzando su valor maximo entre los 30 y 50 min de incubacién. Las Figuras 41-
44 representan las cinéticas de adsorcién de los fagos estudiados sobre sus cepas

sensibles, en presencia y ausencia de CaCl, (10 mM).
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Fig. 41: Influencia del Ca2* sobre la adsorcion del fago YAB a Lb. delbrueckii subsp.

bulgaricus Abi (los valores representan el promedio de tres determinaciones).
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Fig. 42: Influencia del Ca2* sobre la adsorcion del fago BYM a Lb. delbrueckii subsp.

bulgaricus YSD V (los valores representan el promedio de tres determinaciones).
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Fig. 43: Influencia del Ca2* sobre la adsorcion del fago lbs a Lb. delbrueckii subsp.

bulgaricus Ibs (los valores representan el promedio de tres determinaciones).
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Fig. 44: Influencia del Ca2* sobre la adsorcion del fago LL-H a Lb. delbrueckii subsp. lactis

LKT (los valores representan el promedio de tres determinaciones).
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5.2- Influencia de la temperatura de incubacion

El efecto de la temperatura sobre la adsorcion fagica se muestra en la Figura 45.
Solo en el caso del fago BYM hubo influencia de la temperatura entre 0 °C y 20 °C (las tasas
de adsorcion fueron de 77,2% y 98,2%, respectivamente). Entre 20 °C y 50 °C no hubo
influencia significativa de la temperatura sobre la tasa de adsorcion de este fago.

Para el resto de los fagos (YAB, Ib; y LL-H), no se observé una influencia importante
de la temperatura sobre la adsorcion sobre sus respectivas cepas sensibles. Los fagos YAB
e Ibs mantuvieron una tasa de adsorcion cercana al 100% en todo el rango de temperatura
estudiado, mientras que el fago de coleccion LL-H mostré un valor de 91,5% a 0 °C, y de
92,7% a partir de los 10 °C.

En todos los casos estudiados, se observd que la temperatura necesaria para una
adsorcion maxima coincidié con la temperatura 6ptima de desarrollo de sus cepas sensibles,

que se encuentra entre los 40 y 50 °C.

5.3- Influencia del estado fisiolégico celular
Como lo muestran las Figuras 46- 49, se observd una adsorcién normal de todos los
fagos estudiados, tanto sobre células viables como no viables (sometidas a 100 °C durante

10 min).
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Fig. 45: Influencia de la temperatura sobre la adsorcién de los fagos YAB, Ibs, BYM y LL-H
a sus cepas sensibles (Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus Abs, Ibs e YSD V, y Lb. delbrueckii subsp.

lactis LKT, respectivamente) (los valores representan el promedio de tres determinaciones).
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Fig. 46: Influencia del estado fisiologico celular sobre la adsorcion del fago YAB a células

de Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus Abi (los valores representan el promedio de tres

determinaciones).
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Fig. 47: Influencia del estado fisiologico celular sobre la adsorcion del fago BYM a células

de Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus YSD V (los valores representan el promedio de tres

determinaciones).
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Fig. 48: Influencia del estado fisiol6gico celular sobre la adsorcion del fago Ibs a células
de Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus lbs (los valores representan el promedio de tres

determinaciones).
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Fig. 49: Influencia del estado fisiolégico celular sobre la adsorcion del fago LL-H a células
de Lb. delbrueckii subsp. lactis LKT (los valores representan el promedio de tres

determinaciones).
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6- Identificacion de receptores fagicos
6.1- Ensayos de adsorcion sobre paredes tratadas quimica y enzimaticamente

Con respecto a la preparacion de las paredes celulares, se siguié el protocolo puesto
a punto por Stiefel (2000). La eficacia de la rotura fue monitoreada mediante la microtécnica
de recuento bacteriano en placa, y se midi6 como la disminucion en la concentracién de
células enteras (células viables), la que fue mayor a 99% en los cuatro casos estudiados
(Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus Ab4, Ibs e YSD V, y Lb. delbrueckii subsp. lactis CNRZ
326).

En el caso de los tres fagos autéctonos estudiados (YAB, Ibs; y BYM) el control de
adsorcion sobre paredes purificadas resulté ser el recomendado por la técnica de adsorcion
a paredes, es decir, superior a 95%. Para el caso del fago de coleccion 1b539 (litico de Lb.
delbrueckii subsp. lactis CNRZ 326), el control de adsorcion fue levemente inferior
(aproximadamente de 90%).

La Tabla 12 muestra los valores obtenidos para los diferentes tratamientos realizados
sobre las paredes puras de las cepas sensibles.

Los tratamientos con proteinasa K, enzima que hidroliza las uniones peptidicas, y el
tratamiento con SDS 1%, sustancia que actua removiendo y desnaturalizando proteinas de
la pared e incluso aquellas ancladas a la membrana, no afectaron de manera importante la
capacidad de union de las particulas fagicas a las paredes de sus respectivas cepas
sensibles, sobre todo para los fagos YAB e Ibs.

El tratamiento con mutanolisina, enzima que hidroliza el peptidoglicano de la pared,
redujo de manera apreciable la adsorcion de los fagos (que resulté no mayor a 38%), al
compararlos con los valores de los controles.

El tratamiento con TCA 5% actua extrayendo una fraccién soluble de los
polisacaridos y dejando sobre la pared s6lo una fraccién insoluble del peptidoglicano y los

acidos teicoicos (Callegari, 1992; Callegari y col., 1998). En este caso también se observo
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una disminucion importante de la adsorcion en todos los sistemas fago/cepa sensible
estudiados (valores menores a 21%). Esto podria estar indicando la existencia de receptores
con un componente de naturaleza glicosilada, descartando, por otro lado, la naturaleza

proteica de los mismos.

Tabla 12: Adsorcion (% de particulas fagicas adsorbidas luego de 30 min a 42°C) de los fagos
YAB, Ibs, BYM y Ib539 a paredes celulares tratadas, de Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus Abi, b3
e YSD V, y Lb. delbrueckii subsp. lactis CNRZ 326, respectivamente (los valores representan el

promedio de tres determinaciones).

Porcentaje de Adsorcion
Tratamiento

OYAB olbs $BYM $Ib539
Control 97,75 99,51 98,65 90,00
Proteinasa K 95,40 99,70 73,00 78,50
SDS 1% 96,05 99,49 64,00 85,50
Mutanolisina 27,50 38,00 0,41 25,50
TCA 5% 0 21,50 17,00 0
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6.2- Ensayo de neutralizacion de fagos con monosacaridos

En el caso del fago YAB, no se observo ningun efecto inhibitorio de los azucares con
respecto a la adsorcién de este fago sobre su cepa sensible, Lb. delbrueckii subsp.
bulgaricus Ab4, excepto por la glucosa, que produjo una baja inhibicién (25%) de la
adsorcion.

Con respecto al fago bz, los resultados fueron mucho menos claros y mas variables,
pero se podria decir que ninguno de los azUcares testeados produjo una inhibicién
significativa de la adsorcion, situandose los valores entre 0 y 17%.

No se observé tampoco una importante inhibicion de la adsorcién del fago BYM
sobre Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus YSD V, y del fago de coleccion 1b539, litico de Lb.
delbrueckii subsp. lactis CNRZ 326, ya que los porcentajes de inactivacion fueron muy bajos
o nulos con todos los azucares ensayados (Tabla 13).

Los resultados obtenidos al usar buffer Tris-HCI (50 mM, pH 6,8) o agua bidestilada
estéril como diluyentes para la preparacion de las soluciones de los monosacaridos fueron
similares, por lo que se llegd a la conclusion de que las variaciones encontradas en los

resultados no dependian de ninguna manera del tipo de diluyente utilizado.
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Tabla 13: Ensayo de inactivacion de la adsorcion fagica con monosacaridos (500 mM) en Tris-HCI
(50 mM, pH 6,8) de los fagos YAB, lbs, BYM y 1b539 a paredes celulares tratadas, de Lb.
delbrueckii subsp. bulgaricus Abi, Ibs e YSD V, y Lb. delbrueckii subsp. lactis CNRZ 326,

respectivamente (los valores representan el promedio de tres determinaciones).

Inactivacion de la Adsorcién Fagica (%)
Monosacérido

¢YAB ¢lbs ¢BYM $Ib539
Glucosa 25,50 10,22 0 0
Galactosa 0 17,65 0 0
Ramnosa 0 12,30 13,05 0
Ribosa 0 0 0 0
Manosa 0 15,00 0 21,55
Glucosamina 0 16,73 0 5,25
N-Acetilglucosamina 0 10,28 17,44 6,35
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6.3- Reversibilidad en la unién de los fagos adsorbidos a paredes celulares purificadas

Este ensayo permiti6 hacer una primera aproximacion acerca del tipo de unién
existente entre los fagos y los receptores ubicados en la superficie de las paredes celulares
purificadas.

Luego de 30 min de contacto entre las suspensiones fagicas y las paredes de las
células sensibles, se observaron adsorciones de 96,8% (fago YAB), 99,8% (fago Ibs), 91%
(fago BYM) y 89% (fago Ib539). Luego de resuspender estas paredes y fagos adsorbidos en
buffer para analizar la posible desorcion de éstos, se observd que no existid6 un aumento
significativo de particulas fagicas libres durante 150 min. Esto significa que la uniéon fago-
receptor es lo suficientemente fuerte como para considerarse irreversible en todos los casos

estudiados (Fig. 50).
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Fig. 50: Irreversibilidad de la adsorcion fagica a paredes celulares puras de Lb.
delbrueckii (Fagos en el sobrenadante luego de la adsorcion, 30 min - 42 °C). Las barras
identificadas “Control” indican las concentraciones iniciales de fagos puestas en contacto con las

paredes celulares.
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Discusion

La aplicacion mas extendida de los cultivos termdfilos es, sin duda alguna, en la
elaboracion de yogur, donde se utiliza una combinacion de Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus
y S. thermophilus, los cuales interactuan en la leche de manera favorable para ambos. Esta
cooperacion del cultivo mixto se manifiesta con una gran produccién de acido, mayor que la
suma de la produccion de acido de los cultivos puros por separado. Lb. delbrueckii subsp.
bulgaricus, por otra parte, integra normalmente los fermentos artesanales de suero para
quesos duros italianos (Auclair y Accolas, 1983; Reinheimer, 1994, Reinheimer y col., 1996).

La infeccion fagica es considerada mundialmente la causa mas importante de
problemas de acidificacion en cultivos lacticos utilizados en la industria lactea fermentativa
(produccién de quesos y leches fermentadas). El ataque por fagos ocasiona la lisis de las
células bacterianas que conforman el cultivo starter, obstaculizando el normal crecimiento y
desarrollo de acidez de los fermentos (Forde y Fitzgerald, 1999).

Los ataques por fagos a bacterias lacticas termafilas integrantes de cultivos starters,
se convirtieron en la principal causa de fermentaciones lentas o defectuosas en la industria
lactea argentina, a partir del reemplazo de los fermentos naturales (que poseian gran
resistencia fagica) por fermentos comerciales importados, compuestos por cepas sensibles
a los fagos autoctonos. Esto se ve agravado por el uso de un escaso niumero de cepas en
su formulacién ya que, ante un ataque fagico, las consecuencias son mucho mas visibles.

A partir de elaboraciones industriales defectuosas de yogur, fue posible aislar en
nuestro pais, los tres primeros fagos autéctonos, liticos de Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus.

De la escasa informacion que existe acerca de estos fagos y su interaccion con estas
bacterias lacticas termdfilas, se deduce la importancia de ampliar los conocimientos sobre
estos puntos, siendo indispensables a la hora de plantear estrategias de defensa eficaces.

Las micrografias electronicas del fago BYM, litico de Lb. delbrueckii subsp.
bulgaricus YSD V, revelaron la presencia de una cabeza isométrica, cola larga y no
contractil, y una estructura de collar. En el caso de los fagos YAB e Ibs, liticos de Lb.

delbrueckii subsp. bulgaricus Ab, e Ib; respectivamente, esta estructura no se presenta, pero

148



Discusion

el resto de las caracteristicas son similares, lo que permitié clasificarlos taxondmicamente
dentro del grupo B de Bradley (1967) y en el morfotipo B1 de la familia Siphoviridae, segun
el criterio de Ackermann (1984). Se han observado similitudes a nivel morfolégico entre los
fagos de Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus y Lb. delbrueckii subsp. lactis. Estudios realizados
sobre el fago LL-H (litico de Lb. delbrueckii subsp. lactis) (Alatossava y col., 1998) y el fago
ch2 (litico de Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus CH2) (Chow, 1988) mostraron caracteristicas
en comun: ambos poseen cabezas de 50 nm de diametro, colas largas no contractiles de
170 a 180 nm de longitud, y un genoma de 34 a 35 kb. Asimismo, las particulas del fago
Ib539, litico de Lb. delbrueckii subsp. lactis CNRZ 326, poseen una cabeza icosaédrica de
47 nm y una cola larga, no contracti de 159 nm. Por todas estas caracteristicas
morfoldgicas, el fago Ib539 también se clasifica dentro de la familia Siphoviridae (segun
Ackermann), y en el grupo B1 de la clasificacion de Bradley (1967). Muchos fagos son
capaces de atacar tanto a cepas de Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus como de Lb.
delbrueckii subsp. lactis, lo que indica que el rango de huéspedes no se limita
necesariamente a una subespecie. Este hallazgo es consistente con el alto grado de
similitud entre Lb. delbrueckii subsp. lactis y Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus (Jarvis, 1988).

Los ciclos de multiplicacién de los tres fagos autdctonos estudiados mostraron
valores de burst size (nUmero de particulas fagicas liberadas por centro de infeccion) de
entre 23 y 48, y periodos de latencia de entre 20 y 40 min. Existen escasos trabajos relativos
a las curvas de multiplicacion para fagos especificos de bacterias lacticas termofilas. Para el
fago ch2, litico de Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus CH2, se han reportado valores de 130
particulas/ centro de infeccién para el burst size, con periodos de latencia de 40 min (Chow,
1988). Para el fago hv, litico de Lb. helveticus ATCC 15807, se obtuvo un periodo de
latencia de 100 min, 100 particulas/ centro infectivo para el burst size, y un burst time
(tiempo en minutos en el cual se alcanza el valor de burst; es decir que luego de este tiempo
todas las células han sido lisadas por los fagos, y se alcanza el numero maximo de

particulas liberadas por el total de centros de infeccion: “burst size”) de 300 min. Para el fago
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ATCC 15807-B1, también litico de Lb. helveticus ATCC 15807, el periodo de latencia fue de
80 min, alcanzando un burst size de 100 particulas/ centro infectivo, y un burst time de 250
min (Quiberoni, 1997). Los parametros informados para el fago y8, litico de Lb. acidophilus
Y8, fueron de 100 particulas/ centro de infeccién para el burst size, y de 30 a 40 min para el
periodo de latencia (Kilig, 1996). Los datos encontrados en la bibliografia con respecto a
fagos de S. thermophilus muestran valores de burst size entre 300 y 600, con periodos de
latencia inferiores a 30 min (Suarez y col., 2002). Algunos autores informan, para fagos de
Lactococcus (bacteria lactica mesofila), valores de burst size comprendidos entre 100 y 250
particulas fagicas/ centro infectivo y periodos de latencia variables entre 20 y 28 min (Lodics,
1990; Kim, 1991). De lo expuesto surge que los burst size de los fagos autéctonos YAB, Ibs
y BYM son algo inferiores a los encontrados en la bibliografia para los fagos liticos de la
misma especie, aunque los periodos de latencia se encuentran en el rango de los datos
reportados para otros fagos de lactobacilos.

Los fagos autéctonos YAB, Ib; y BYM mostraron una menor conservacion de la
viabilidad con respecto a los fagos de coleccion LL-H y 1b539, cuando se los almacené a 4
°C. La viabilidad durante el almacenamiento a —20 °C y —80 °C del fago Ib; fue mayor que la
observada a la temperatura de refrigeracién (4 °C). Sorpresivamente, se vio una gran
disminuciéon de la viabilidad de los fagos de coleccion LL-H y [b539 durante el
almacenamiento a —20 °C, aunque la viabilidad a —80 °C fue muy buena y superior a la
observada durante la conservacion a 4 °C y —20 °C para ambos fagos. Con respecto a los
fagos hv y ATCC 15807-B1 (liticos de Lb. helveticus ATCC 15807), se observé una caida
paulatina de su viabilidad a 4 °C. Después de dos afnos, los titulos de las suspensiones
fagicas descendieron tres 6rdenes logaritmicos. La viabilidad durante la conservacion a —20
°C para el fago hv se mantuvo aproximadamente durante ocho meses, después de lo cual
exhibié un leve descenso. En cambio, la viabilidad del fago ATCC 15807-B1 descendié en
forma dramatica durante toda la experiencia, cayendo tres 6rdenes logaritmicos en el primer

afio de conservacion. Durante el almacenamiento a —80 °C, ambos fagos (hv y ATCC
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15807-B1) mantuvieron su viabilidad, y después de un afio de conservacion los titulos
mantuvieron los valores iniciales (Quiberoni, 1997).

Al analizar la viabilidad de los fagos estudiados en medios de suspensién que fueron
ajustados a distintos pH, fue posible observar que en general resulté muy afectada a los pH
extremos (entre 1-35% de UFP viables a pH 4 y entre 10-95% de UFP viables a pH 8, luego
de 30 min de incubacién) y buena entre pH 5 y 7, lo cual no permitié analizar su influencia
sobre la adsorcion de los fagos a sus cepas sensibles, aunque ésta fue normal en el
estrecho rango de pH 5 a 7. En un trabajo realizado sobre fagos autoctonos de S.
thermophilus (Binetti, 2001), se observd que los controles de viabilidad pusieron en
evidencia una importante inactivacion (> 91%) de las particulas fagicas a pH 3, mientras que
entre pH 4 y 8,5 exhibieron una marcada estabilidad. Como se puede observar, estos
resultados difieren de los hallados para los fagos autdctonos de Lb. delbrueckii subsp.
bulgaricus YAB, BYM e Ib;, asi como para el fago de coleccion LL-H, litico de Lb.
delbrueckii subsp. lactis LKT. La adsorcion para los fagos de S. thermophilus resultd
cercana al valor maximo (> 91%) aun a pH 4, excepto en el caso del fago OBJ, que se
adsorbié sélo un 63% a su cepa sensible. La velocidad maxima de adsorcion para estos
fagos de S. thermophilus, fue detectada para valores de pH comprendidos entre 6 y 7,
disminuyendo ligeramente cuando el pH del medio fue 8,5. En ese trabajo se destaca como
interesante el dato de que el pH 6ptimo para la adsorcion de todos los fagos fue el pH
normal de la leche, cercano a la neutralidad (Binetti, 2001). Resultados similares se
obtuvieron para fagos de Lb. helveticus (Quiberoni y col., 1998). La escasa estabilidad a pHs
acidos de los fagos de Lb. delbueckii subsp. bulgaricus, podria ser la razén por la cual se
encontraron en baja concentracién en las muestras de yogur de las que fueron aislados.

En el presente trabajo también se investigd la resistencia térmica (63 °C, 72 °C y 90
°C) en distintos medios de suspensioén (caldo MRS, LDR y buffer TMG), de los tres fagos
autoctonos (Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus) y de uno de los fagos de coleccion (Lb.

delbrueckii subsp. lactis). Los fagos BYM e Ib; fueron los mas resistentes al tratamiento a 63
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°C, ya que los valores de Tgg fueron mayores de 45 min en los tres medios de suspension
utilizados. El fago de coleccion LL-H presentdé una baja resistencia al tratamiento a 63 °C en
los tres medios de suspension ensayados, aunque la viabilidad fue algo superior cuando se
utiliz6 LDR como medio de suspension. Algo similar ocurri6 con el fago YAB, cuya
termorresistencia fue mayor en LDR (To9 mayor a 45 min), lo que indica un efecto protector
de los componentes de la leche sobre estos dos fagos a esta temperatura. Estos resultados
revelan una clara influencia del medio de suspensién usado en la mayor o menor resistencia
térmica de los fagos estudiados. Para los fagos de Lb. delbrueckii estudiados, el caldo MRS
fue el medio de suspension menos protectivo, y la leche fue el que brindé mayor proteccion.
Cuando los fagos de Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus se calentaron a 72 °C en el presente
estudio, se observdé una rapida reduccion del numero de particulas virales viables, con
valores de Tgg menores a 3 min en los tres medios de suspensidén ensayados, tanto para los
fagos BYM, YAB e Ib; como para el fago de coleccién LL-H. Un tratamiento de 5 min a 90 °C
fue suficiente para obtener recuentos menores a 10 UFP/ ml en los tres medios de
suspension en el caso de los fagos BYM, YAB y LL-H, mientras que el fago Ib; mostré una
mayor termorresistencia a esta temperatura, siendo necesarios 15 min para obtener su
inactivacién completa en LDR, y 5 min en buffer TMG y caldo MRS. Observando los
resultados obtenidos, vemos que el fago Ib; presentd claramente una mayor resistencia a
los tratamientos térmicos efectuados, con relacion al resto de los fagos estudiados. Auad y
col. (1997) informaron una alta sensibilidad a la temperatura de un fago temperado de Lb.
delbrueckii subsp. bulgaricus, ya que el numero inicial de particulas virales se redujo un
90%, 99,9% y 99,999% luego de 60 min a 50, 60 y 70 °C, respectivamente. Los fagos hv y
ATCC 15807-B1 (ambos liticos de Lb. helveticus 15807), a diferencia de los fagos de Lb.
delbrueckii estudiados en esta Tesis, mostraron una baja termorresistencia, ya que fueron
suficientes 5 min a 72 °C para provocar la inactivacién completa de las particulas fagicas en
los tres medios de suspension utilizados (caldo MRS, LDR y buffer TMG), siendo los Tgg

menores a 2 min tanto para el fago hv como para el fago ATCC 15807-B1. Los fagos CNRZ
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832-B1 y CNRZ 0241 (liticos de Lb. helveticus CNRZ 892), revelaron mayor
termorresistencia, y solo se produjo su inactivacion completa luego de un tratamiento de 5
min a 90 °C (Quiberoni y col.,, 1999). Similares resultados se obtuvieron para fagos
autoctonos de S. thermophilus (Binetti y Reinheimer, 2000) y lactococos (Suarez y
Reinheimer, 2000). Sozzi y Maret (1975) reportaron que el fago 1112, litico de Lb. helveticus,
y el fago 265, litico de S. thermophilus, no fueron inactivados luego de una exposicion
durante 1 h a 65 °C, pero si perdian su viabilidad luego de una incubacion a 72 °C durante 1
h, 6 20 seg a 90 °C. El tratamiento térmico a 60 °C durante 10 min sobre el fago y8, litico de
Lb. acidophilus Y8, permiti6 una supervivencia de solo el 20% del numero inicial de
particulas virales, mientras que la inactivacion completa se alcanz6 con un tratamiento a 70
°C durante 5 min (Kilig, 1996). Estudios previos demostraron que, en general, los fagos de S.
thermophilus son mas resistentes que los fagos de Lb. helveticus a los tratamientos térmicos
(Quiberoni y col., 1999; Binetti y Reinheimer, 2000). Con respecto a bacterias lacticas
mesofilas, algunos estudios realizados demostraron una gran resistencia térmica para los
fagos de Lactococcus lactis subsp. lactis. Estos fagos fueron capaces de sobrevivir a los
tratamientos habituales de pasteurizacion usados en la industria lactea, y luego de una
exposicion de 7 min a 77,8 °C todavia fue posible detectar particulas viables (Nichols y Wolf,
1945; Zottola y Marth, 1996). Para fagos de L. lactis subsp. cremoris, Daoust y col. (1965)
informaron que fueron suficientes tratamientos de 65 °C durante 1,25 a 3 min para producir
su completa destruccion (reducciones de 3,5 a 4 6rdenes logaritmicos). Estudios realizados
sobre fagos argentinos de L. lactis (Suarez y Reinheimer, 2000) demostraron que los
resultados obtenidos fueron similares a los encontrados en fagos de Lb. helveticus
(Quiberoni y col., 1999). Un calentamiento de 45 min a 63 °C no fue suficiente para inactivar
completamente suspensiones de alto titulo de estos fagos, y solo las suspensiones en leche
de los fagos 046 y QF12 (de un total de cuatro fagos) fueron inactivadas a 72 °C luego de 45
y 5 min de incubacion, respectivamente. El mismo efecto protectivo de la leche que se vio en

nuestros fagos de Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus, fue anteriormente observado para fagos
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de bacterias lacticas mesdfilas, como L. lactis (Fabrizio y col., 1999). Segun estos autores,
algunas caracteristicas propias de la leche podrian ser las responsables de la elevada
resistencia térmica observada en estos fagos, ya que se verificd incremento moderado de la
termorresistencia cuando la leche descremada fue reemplazada por leche entera, lo que
sugiere que los lipidos de la leche contribuyen en el aumento de la resistencia térmica, a
través de la adsorcion de éstos a la superficie de las particulas virales.

Todos los tratamientos térmicos usados en el presente trabajo son mas intensos que
aquellos aplicados en la industria lactea durante los procesos de pasteurizacién de la leche
(63 °C, 30 min 6 72 °C, 15 seq). Esto nos esta indicando que los fagos de Lb. delbrueckii
subsp. bulgaricus, al igual que muchos otros bacteriofagos, no pueden ser completamente
eliminados de la leche que sera utilizada en las elaboraciones industriales por medio de la
pasteurizacion. Esto permitiria que los fagos no inactivados se propaguen, e interfieran con
el normal desarrollo de los fermentos (Everson, 1991), y sobre todo, estd mostrando una
muy probable via primaria de entrada de los fagos a las plantas de elaboracion.

Analizando las cinéticas de inactivacién térmica a 63 °C, y considerando que cada
poblacién viral se inactiva en forma exponencial (reaccion de primer orden), se llega a una
ecuacioén que indica que la curva de supervivencia es la suma de dos componentes lineales.
De esta manera, se construyeron curvas tedricas para los tratamientos subletales a 63 °C,
las cuales tuvieron buena correlacion con los datos experimentales. Analizando los
parametros obtenidos mediante estas ecuaciones, se pudo confirmar lo que se habia
demostrado a nivel experimental. Respecto de la influencia del medio de suspension sobre
la velocidad de inactivacion térmica de las particulas virales, se observd que las constantes
ki y ko (constantes relacionadas con la velocidad de inactivacion de las particulas virales)
obtenidas en LDR fueron siempre las mas pequefias para todos los fagos, lo que indica una
menor velocidad de inactivacion en este medio de suspension, confirmando el efecto
protector ejercido por este medio de suspension sobre los fagos BYM, YAB y LL-H, aun

cuando en el caso del fago Ib; este efecto fue despreciable. El estudio de otros parametros
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(y vy 1- v, que representan a las fracciones de poblaciones fagicas inactivadas a distintas
velocidades) permitié reafirmar los resultados obtenidos en lo referido a la mayor
termorresistencia del fago Ibs, asi como también la escasa resistencia térmica del fago LL-H.

Se investigd la influencia de algunos agentes quimicos usados comunmente como
biocidas, tanto en las industrias como en los laboratorios. El acido peracético (0,15%) resultd
ser muy efectivo, produciendo una inactivacion veloz y completa de las particulas fagicas
antes de los 5 min de tratamiento. El tratamiento con etanol (100, 50, 75 y 10%) no fue tan
efectivo, aunque se vio que a una concentracion de 100% se produjo una rapida inactivacion
de los fagos. Como ya fue destacado en el caso de los tratamientos térmicos, el fago Ibs
presenté mayor resistencia frente a todas las concentraciones de etanol. El fago YAB fue el
que presentd la mayor sensibilidad (Tgg < 2,0 min con etanol al 100%), seguido por el fago
BYM (Tg9 = 2,5 min). Por otro lado, los efectos del etanol a concentraciones de 10 y 50%
fueron escasos o nulos (Tgg > 45 min en todos los casos). A una concentracion de 75%, el
etanol presentd también pobres efectos sobre la viabilidad fagica (Tgg 2 7,4 min), y tuvo aun
menores efectos nocivos sobre el fago Iby (Tgs > 45 min). La capacidad del alcohol
isopropilico como biocida fue realmente despreciable en todas las concentraciones
ensayadas (10, 50 y 100%) (Tgo > 45 min en todos los casos), observandose una muy
escasa pérdida de la viabilidad fagica luego de 45 min con isopropanol al 50 6 100%. Los
tratamientos realizados con hipoclorito de sodio mostraron una buena efectividad en el caso
de los fagos BYM, YAB y LL-H, donde se logré la inactivacion completa de las particulas
virales con concentraciones de 400 ppm de cloro activo, para tiempos de entre 4 y 45 min
(Tge < 2,2 min). La resistencia del fago Ib; hacia este biocida merece una atencion especial.
A concentraciones variables entre 100 y 400 ppm de cloro activo, donde el resto de los
fagos analizados mostré gran sensibilidad, el fago Ib; apenas fue afectado. Fueron
necesarias concentraciones de 1200 y 1400 ppm de cloro activo para obtener la inactivacion
total de la suspension fagica, luego de 45 y 15 min, respectivamente. Como podemos

observar, el fago Ib; demostré ser muy resistente tanto a los tratamientos térmicos como asi
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también a los distintos biocidas ensayados. Este comportamiento podria estar relacionado
con el hecho de que este fago fue aislado repetidas veces a partir de muestras de yogur con
problemas en la acidificacion, provenientes de una misma planta industrial, lo que sugiere
una capacidad de permanecer en el ambiente, aun bajo condiciones adversas. Sozzi y
Maret (1975) reportaron que fueron necesarios mas de 500 ppm de cloro activo para
inactivar al fago 1112 (litico de Lb. helveticus). Los fagos autoctonos de Lb. delbrueckii
estudiados en este trabajo, demostraron ser mas resistentes frente a los biocidas estudiados
que ciertos fagos autéctonos de S. thermophilus (Binetti y Reinheimer, 2000), para los
cuales se observé que poseen una marcada sensibilidad hacia estos agentes, ya que fueron
suficientes 5 min de exposicién en una solucion de hipoclorito de sodio de 100 ppm de cloro
activo, y en otra de &cido peracético 0,15%, para provocar la inactivacion total de las
suspensiones fagicas. Soluciones de etanol al 100% y 75% demostraron ser muy eficientes
biocidas para estos fagos. Aunque para los fagos que se estudiaron en el presente trabajo el
efecto del alcohol isopropilico fue despreciable, en el caso de los fagos de S. thermophilus,
su efecto fue letal a las mismas concentraciones que las soluciones de etanol, excepto para
los fagos 021-5 y CYM, los cuales fueron mas resistentes en soluciones de isopropanol que
en las de etanol (Binetti y Reinheimer, 2000). Los fagos de S. thermophilus estudiados por
Binetti y Reinheimer (2002), resultaron poseer similar resistencia hacia este biocida que los
fagos de Lb. delbrueckii estudiados aqui. Se necesitaron mas de 500 ppm de cloro activo
para inactivar fagos de Lactococcus lactis subsp. lactis (Hunter, 1940; Bennet, 1954).
Soluciones de etanol al 75% y 100% fueron eficientes a la hora de inactivar fagos
autoéctonos de lactococos (Suarez y Reinheimer, 2002). En cuanto al fago F116 (litico de
Pseudomona aeruginosa PAO1), los tratamientos realizados con 70 y 100% de etanol
durante 30 min provocaron alteraciones en la capside (Maillard, 1996a), aunque no se
observaron efectos sobre el ADN viral, lo cual es légico si se considera que el etanol es un
reactivo comunmente empleado en biologia molecular para purificar el acido nucleico

extraido y sometido luego a analisis. El isopropanol al 100% también produjo alteraciones a
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nivel de la capside del fago F116 (Maillard, 1995b; Maillard, 1996a). El acido peracético
alteré el acido nucleico de este fago, asi como su estructura (Maillard, 1996a; Maillard
1996b), y a una concentracion de 0,1% todavia se observé una reduccion del 99,99% en el
titulo fagico, luego de 10 min de incubacion. A pesar de esto, no esta muy claro si el biocida
inactivd el ADN fagico en el interior de la capside, o si lo hizo luego de la ruptura de la
cubierta proteica, cuando fue liberado al medio, o si fue capaz de actuar de las dos formas
(Maillard 1996a; Maillard 1996b).

Se obtuvieron los perfiles de restriccion de los tres fagos autdoctonos de Lb.
delbrueckii subsp. bulgaricus, utilizando distintas endonucleasas, lo que permitié confirmar
que se trata de tres fagos distintos. Sin embargo, se pudo observar que los fagos BYM y
YAB poseen algunas bandas en comun, y lo mismo ocurre entre los fagos YAB e Ibs.
También se calculo el tamafo del genoma de estos tres fagos, los cuales oscilaron entre 31
y 34 kb. El peso molecular del fago ch2 (litico de Lb. bulgaricus CH2) se calculé en 35 kb
(Chow y col., 1988). El fago LL-H, litico de Lb. delbrueckii subsp. lactis, posee un tamafio de
genoma de 34,6 kb (Alatossava y col., 1998). Un valor similar (35 kb) fue calculado para el
fago Ib539 (litico de Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus CRL 539) (Auad y col., 1997).

Cuando se estudié la naturaleza de los sitios de empaquetamiento, no se observaron
fragmentos submolares en el ADN no ligado del fago YAB (se observan las mismas bandas
para el ADN ligado y sin ligar), por lo que se deduce que los extremos de su ADN no son
cohesivos. Lo mismo puede decirse del fago BYM, aunque en este caso el perfil obtenido no
tuvo la nitidez suficiente, pero su ADN aparentemente no presentaria extremos cohesivos.
En el caso del fago Ibs, se pudo observar que al ligar el ADN desaparecieron dos bandas
(fracciones submolares de 1 y 2,9 kb), que aparecen como una banda de mayor peso
molecular (de 4 kb), en el perfil ligado (correspondiente a la suma de los dos fragmentos
submolares observados en el perfil no ligado). En un principio, se pensé que las moléculas
de ADN del fago LL-H (litico de Lb. delbrueckii subsp. lactis) eran circulares (con extremos

cohesivos), pero esto fue refutado posteriormente mediante microscopia electrénica,
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mediante la cual se observé que, por el contrario, el ADN de este fago poseia extremos
constantes (pac sites) (Alatossava y col., 1998). El fago Ib539 (litico de Lb. delbrueckii
subsp. bulgaricus CRL 539) posee un ADN de cadena lineal. Estudios realizados con
enzimas de restriccion sugieren que el ADN del fago 1b539 posee extremos pac o
constantes. (Auad y col., 1997).

Al estudiar los requerimientos para completar el ciclo litico en medio liquido, se
revelé una dependencia del ion Ca?* para los fagos YAB e Ibs, asi como también para el
fago de coleccion LL-H. El fago BYM mostré un comportamiento distinto, ya que fue capaz
de completar el ciclo litico tanto en presencia como en ausencia de este cation, aunque en
estas ultimas condiciones la lisis se observé mas tardiamente. En el caso del fago hv, litico
de Lb. helveticus ATCC 15807, se vio una independencia del Ca®* para completar la lisis
celular en medio liquido, aunque por otro lado, el fago ATCC 15807-B1 fue calcio-
dependiente (Quiberoni y Reinheimer, 1998). En estudios realizados sobre fagos de S.
thermophilus, se observéd una independencia de este cation para observar la lisis en medio
liquido, para los fagos CYM y OBJ (liticos de S. thermophilus YSD10 y S. thermophilus JB15
respectivamente). El fago CYM no requirié este ion para completar la lisis, aunque ésta se
vio algo retrasada en ausencia del mismo, lo cual pudo relacionarse a que su cepa sensible
desarrolla con mayor rapidez en presencia de calcio (Stiefel, 2000). Otro estudio realizado
sobre cuatro fagos autoctonos de S. thermophilus (fagos 031, 021-4, 021-5 y 031-D) arrojo
similares resultados, observandose lisis celular aun en ausencia de Ca?", aunque ésta fue
mas rapida en presencia de este ion (Binetti y col., 2002).

La formacion de placas de lisis en medio agarizado se vio afectada por la ausencia
del ion Ca** en los fagos autéctonos analizados (fagos YAB, BYM e Ibs). En estos casos
sb6lo se observaron placas de lisis en Agar MRS-Ca, no evidenciandose en el medio
agarizado sin el agregado de este cation. A diferencia de esto, en el caso del fago LL-H se
observaron placas de lisis tanto en presencia como en ausencia de Ca?*, aunque el tamafio

de las placas fue menor en ausencia del ion.

158



Discusion

Las cinéticas de adsorcion revelaron que estos fagos estudiados no dependen de la
presencia del ion Ca®" para llevar a cabo la primera etapa del ciclo litico, y todos ellos
mostraron una rapida adsorcion a sus cepas sensibles. Relacionando estos resultados con
los discutidos en parrafos anteriores, se deduce que el Ca?* no es necesario para que se
produzca la adsorcion, pero si es requerido en una etapa posterior del ciclo litico. Esto
mismo se demostro para el fago ATCC 15807-B1, litico de Lb. helveticus ATCC 15807, que
dependié de este ion para completar el ciclo litico, aunque el fago hv, litico de la misma
cepa, exhibié independencia de su presencia (Quiberoni y Reinheimer, 1998). Otro estudio
realizado (Binetti y col., 2002) también demostré que el Ca®" no es necesario para que se
produzca la adsorcidon de cuatro fagos autoctonos sobre sus cepas sensibles de S.
thermophilus, aunque la lisis en medio liquido se vio retrasada, y no se observaron placas
de lisis en ausencia del cation. El rol de los cationes inorganicos es llamativo. Segun
algunos autores (Sechaud y col., 1988), la presencia de Ca?* (o Mg*) no sdélo estabiliza el
ADN fagico en el interior de la capside e incrementa la tasa de adsorcién, sino que también
regula la eficiencia de la penetracién del ADN viral al interior de las células bacterianas.
Otros autores han demostrado que la presencia de Ca*" no fue necesaria en la adsorcién y
posterior lisis de Lb. helveticus CNRZ 892 por los fagos 0241 y 832-B1. De todas formas, la
presencia de este ion produjo una lisis mas temprana y rapida (Sechaud y col., 1989). Para
algunos sistemas, como el compuesto por el fago PL-1, litico de Lb. casei ATCC 27092, se
demostré que el Ca®* no fue requerido en la adsorcion, pero fue indispensable en la etapa
de inyeccion del ADN fagico (Watanabe y Takesue, 1972). Para una propagacion eficiente
del fago 0488 sobre la cepa sensible Lb. lactis CNRZ 326, también fue necesario el
agregado de Ca?* al medio de cultivo (Cluzel y col., 1987).

Respecto a la influencia de la temperatura sobre la adsorcion fagica, nuestros datos
mostraron que los fagos se adsorbieron sobre las células de Lb. delbrueckii subsp.
bulgaricus incluso a 0 °C. Las tasas maximas se alcanzaron a 10 °C para los fagos YAB e

Ib;, manteniéndose constantes vy cercanas al 100% en todo el rango de temperatura
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estudiado. En el caso del fago BYM se observé influencia de la temperatura entre 0 °C y 20
°C, mientras que entre 20 °C y 50 °C esta influencia no se evidenci6é. Los valores de
adsorcion observados para el fago de coleccion LL-H, fueron menores que aquellos
obtenidos para los fagos autoctonos. En este caso, el valor minimo de adsorcion se obtuvo a
0 °C, y el maximo entre 37 °C y 45 °C. Estudios realizados sobre fagos de S. thermophilus
(Binetti y col., 2002) revelaron que éstos adsorben a 0 °C, pero los valores mas altos se dan
en el rango de temperatura 6ptima de desarrollo de sus cepas sensibles. Watanabe y col.
(1993) demostraron que la adsorcion a 0 °C tuvo similares valores que a 37 °C para el fago
PL-1 (especifico de Lb. casei). Sin embargo, no se incrementé el nimero de particulas
“fantasmas” durante la incubacion a 0 °C, lo que sugiere que es necesario que las células
bacterianas se encuentren activas para que se produzca la inyeccion del ADN fagico. Los
fagos CYM y 0BJ (liticos de S. thermophilus) tuvieron un comportamiento particular, ya que
alcanzaron sus tasas maximas de adsorcién a temperaturas inferiores que la 6ptima de sus
cepas sensibles (30 °C y 20 °C respectivamente) (Stiefel, 2000).

En este trabajo no se observé una influencia significativa del estado fisiolégico de las
células bacterianas sobre la capacidad de adsorcién de todos los fagos estudiados. Estos
fagos se adsorbieron normalmente tanto a células viables como no viables (sometidas a 100
°C durante 10 min), lo que demuestra que los receptores fagicos son termoestables, y que el
proceso de adsorcion no depende del estado fisioldgico celular. Otros trabajos publicados
han obtenido similares resultados. Quiberoni y col. (1998) demostraron que los fagos hv y
ATCC 15807-B1 se adsorbieron exitosamente a células no viables de Lb. helveticus ATCC
15807. Por otro lado, un estudio de microscopia electrénica reveld que el fago PL-1 se
adsorbié normalmente sobre células de Lb. casei ATCC 27092 que habian sido sometidas a
un tratamiento con agua en ebullicion (Watanabe y col., 1993). Trabajos realizados con
fagos de S. thermophilus también llegaron a idénticos resultados (Binetti y col., 2002). Para

los fagos CYM y OBJ (virulentos de S. thermophilus YSD10 y BJ15, respectivamente) se
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constaté un comportamiento similar al hallado en otros sistemas, con una independencia
respecto al estado fisiologico de las células (Stiefel, 2000).

El ciclo litico de un bacteriofago se inicia cuando éste se adsorbe a la superficie
celular, sobre estructuras conocidas como receptores, siendo éste un evento altamente
especifico. Para que se produzca una correcta uniéon fago-receptor, resulta indispensable
que esta estructura se encuentre integra y que conserve una determinada conformacion
espacial. Luego de la adsorcion, el ADN fagico es inyectado, y el metabolismo celular
normal se detiene, se sintetizan nuevas particulas fagicas y son liberadas al medio (Neve,
1996).

Los estudios sobre receptores fagicos pueden llevarse a cabo tanto en células
bacterianas enteras, o sobre paredes celulares purificadas. Estas pruebas involucran
tratamientos quimicos y enzimaticos, que pueden afectar o destruir componentes de la
superficie celular. Si se utilizan células enteras, ciertas sustancias intracelulares podrian
liberarse e interferir con los experimentos de inactivacion. Por esta razén, se prefirid el uso
de paredes celulares purificadas, y éstas fueron utilizadas para realizar los estudios de los
receptores.

Las paredes celulares purificadas fueron tratadas quimica y enzimaticamente, y se
realizaron ensayos de adsorcion con las paredes en estas condiciones, a fin de identificar
las estructuras celulares que estan involucradas en la adsorcion de los fagos. Los
tratamientos con proteinasa K y SDS no produjeron cambios en la capacidad de adsorcion
de ninguno de los tres fagos autoctonos estudiados, asi como tampoco en el caso del fago
de coleccion 1b539 (litico de Lb. delbrueckii subsp. lactis CNRZ 326). El tratamiento con
proteinasa K hidroliza las uniones peptidicas, y el SDS actua removiendo y desnaturalizando
proteinas de la pared, e incluso aquellas ancladas en la membrana celular. En
consecuencia, se descarto la presencia de un componente de naturaleza proteica en estos
receptores virales. A diferencia de estos resultados, se ha visto que la proteina S-layer es un

componente esencial para que se produzca la adsorcién del fago CNRZ 832-B1 sobre
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células de Lb. helveticus CNRZ 892. En este caso, se pudo aislar y secuenciar el gen que
codifica la produccion de esta proteina, y se descubrié que la secuencia localizada en la
region central de este gen era esencial para el proceso de adsorcién y por otro lado, se han
encontrado mutaciones puntuales localizadas en esa regién gendémica de los mutantes
fagorresistentes aislados de la cepa sensible (Ventura y col., 1999).

El tratamiento con mutanolisina redujo de manera apreciable la adsorcion de los
fagos estudiados. Esta enzima hidroliza uniones glicosidicas, y actua principalmente sobre
componentes del peptidoglicano. Sin embargo, la mutanolisina posee una especificidad
hidrolitica algo restringida, y no se puede descartar la posibilidad de que actie también
sobre los polisacaridos accesorios de pared, glicoproteinas, o residuos glicosidicos que
estan sobre los acidos lipoteicoicos (Valyasevi y col., 1991). La disminucién de la adsorcion
observada luego de realizar este tratamiento sobre las paredes, sugiere que la union de los
fagos a la superficie celular puede involucrar alguna de estas estructuras.

El peptidoglicano es el componente predominante de la pared celular de las
bacterias Gram positivas, representando entre el 50% y 90% de su peso seco. Como
consecuencia, el peptidoglicano estd asociado frecuentemente con la estructura de
receptores fagicos. Ademas, también se han encontrado otras estructuras unidas en forma
covalente al peptidoglicano, o asociadas a la pared celular a través de uniones débiles.
Especificamente, la gran variabilidad estructural y la gran accesibilidad de estos polimeros
hicieron de éstos los componentes mas frecuentemente identificados como receptores
fagicos en bacterias Gram positivas (Lindberg, 1973).

El componente predominante de la pared celular en cepas de L. lactis subsp.
cremoris E8 y 398 resulté ser un polisacarido accesorio formado por glucosa, galactosa,
ramnosa y N-acetilglucosamina. Varios tratamientos quimicos y enzimaticos demostraron
que los polisacaridos de la pared celular, unidos covalentemente al peptidoglicano, estaban

involucrados en la adsorcién de tres pequefios fagos de L. lactis subsp. cremoris E8. (Gopal
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y Reilly, 1995). Estos polisacaridos accesorios también estuvieron presentes en otras cepas
de lactococos (Johnson y McDonald, 1974; Sijtsma y col., 1990).

El primer indicio de que los receptores fagicos de Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus
Abq, Ib; e YSD V, y de Lb. delbrueckii subsp. lactis CNRZ 326 eran de naturaleza
hidrocarbonada y no proteica fue el resultado del tratamiento con mutanolisina de las
paredes celulares, donde se observo la disminucion de la capacidad de adsorcién de los
fagos a sus cepas sensibles. Esta hipotesis fue confirmada luego de realizar ensayos de
adsorcion sobre paredes tratadas con TCA. Este agente extrae los polimeros asociados al
peptidoglicano de la pared de bacterias Gram positivas (Gopal y Reilly, 1995). La
disminucién en los porcentajes de adsorcién de los fagos a las paredes celulares tratadas
con TCA 5% sugiere que los receptores podrian estar constituidos por complejos
peptidoglicano - polisacaridos accesorios. El tratamiento con TCA 5% redujo de manera
apreciable la habilidad de las células de L. lactis subsp. cremoris E8 para inactivar fagos
(Gopal y Reilly, 1995).

Quiberoni y col. (2000) obtuvieron resultados similares cuando analizaron paredes
celulares de dos cepas de S. thermophilus, donde se vio que la adsorcion del fago CYM a
paredes celulares de S. thermophilus YSD10 tratadas con TCA 5% disminuyo
apreciablemente (49%). El efecto fue menos marcado para el fago 0BJ, pero en este caso,
la disminucion fue notoria en células de S. thermophilus BJ10 tratadas con mutanolisina. En
este Ultimo caso, se puede concluir que el receptor para el fago 0BJ forma parte del
peptidoglicano o de un polimero intimamente relacionado a éste.

Se realizaron pruebas de inhibicion de fagos con distintas soluciones de
monosacaridos, los cuales fueron seleccionados por ser los que se encuentran
habitualmente formando parte de la pared celular y, por lo tanto, podrian integrar los
receptores fagicos. En el caso del fago YAB, no se observd una inhibicidon concluyente por
parte de ninguno de los azucares testeados, y soélo se obtuvo una cierta inhibicién cuando se

utilizé una solucion de glucosa (25% de inhibicién). Resultados similares pero mucho mas

163



Discusion

dispares se obtuvieron en el caso del fago Ibs, donde ninguno de los azucares produjo una
inhibicion significativa, y lo mismo ocurrié cuando se trabajé con el fago BYM y el fago de
coleccion 1b539. Al observar estos resultados, se decidié preparar todas las soluciones de
monosacaridos en otro diluyente para descartar la influencia del medio de suspension sobre
los resultados obtenidos. Todas las soluciones habian sido preparadas en un primer
momento en buffer Tris-HCI, y se prepararon nuevamente pero esta vez en agua bidestilada
estéril, y se realizaron las mismas pruebas de inhibicidon con estas nuevas soluciones, pero
no se observaron diferencias significativas con los resultados obtenidos anteriormente.
Analizando estos hechos, podemos hacer varias hipotesis: la primera, que ninguno de los
azucares ensayados forme parte esencial de los receptores fagicos; y la segunda, y
posiblemente mas cercana a la realidad, es que el receptor esté formado por varios residuos
de azucares asociados, y para que sea posible observar la adsorcion de la particula viral
sobre su receptor se necesite una cierta configuracién espacial, o una mezcla adecuada de
los monosacaridos. Conclusiones similares se obtuvieron en otro trabajo, donde se
estudiaron los fagos hv y ATCC 15807-B1, ambos liticos de Lb. helveticus ATCC 15807
(Quiberoni y Reinheimer, 1998). Un estudio realizado sobre fagos de S. thermophilus
sugiere que el fago 021-4 se adsorbe a un componente que posee residuos de ramnosa y
ribosa. Asimismo, se observaron importantes niveles de inhibicion cuando se incubé a los
fagos 021-5, 031 y 031-D en soluciones de glucosamina y N-acetilglucosamina. Estos tres
fagos son inhibidos por los mismos monosacaridos, lo que indica que todos ellos reconocen
al mismo receptor, que se encuentra ubicado en la pared celular de células sensibles de S.
thermophilus ST 12-5 (Binetti y col., 2002). Con respecto al fago CYM (litico de S.
thermophilus YSD10), se sugiri6 que éste se adsorbe a un componente que involucra
residuos de glucosamina y ramnosa. Existe también una inhibicién leve por parte de
soluciones de glucosa, lo que indicaria que el sitio de adsorcidn incluye, o estaria
influenciado por residuos de este monosacarido. La adsorcion del fago 0BJ sobre su cepa

sensible S. thermophilus BJ15, se vio interferida cuando se utilizaron soluciones de
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glucosamina y ribosa (Quiberoni y col., 2000). De manera similar, se observé que el receptor
para el fago kh, litico de Lb. lactis subsp. lactis KH, podria estar compuesto por residuos de
ramnosa, la cual forma parte del polisacarido de la pared celular, mientras que la galactosa
podria formar parte esencial del componente estructural ubicado en las cercanias del
receptor (Valyasevi y col., 1990).

El ciclo litico comienza a partir de la adsorcién de un fago a la superficie de una
bacteria sensible. Normalmente, la adsorcion consta de dos etapas, la primera, reversible, y
la segunda irreversible. Luego de una primera unién reversible a la pared celular, el fago c2,
litico de L. lactis C2, se adsorbe en forma irreversible a una proteina ubicada en la
membrana celular (Valyasevi y col., 1991).

Nuestro trabajo también revelé la irreversibilidad del proceso de adsorcién para todos
los fagos analizados (YAB, BYM, Ibs y Ib539), demostrando que este primer paso dentro del
ciclo litico se produjo de manera rapida y eficiente. Resultados similares se observaron para
fagos de S. thermophilus (Quiberoni y col., 2000; Binetti y col., 2002), asi como también para
el fago kh de L. lactis subsp. cremoris KH (Valyasevi y col., 1994). En contraste, en el caso
de siete fagos de L. lactis subsp. lactis C2 se demostré que la adsorcion se produjo en forma

reversible (Monteville y col., 1994).
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Como ya lo hemos mencionado a lo largo de todo este trabajo, los cultivos terméfilos
son ampliamente usados en la industria lactea fermentativa, siendo Lb. delbrueckii subsp.
bulgaricus uno de los microorganismos mas utilizados (junto a S. thermophilus) en la
elaboracion de leches fermentadas. Asimismo, los bacteriofagos son la causa mas
importante de acidificaciones defectuosas en procesos lacteos fermentativos, por lo que
resulta indispensable el estudio de la interaccién fago-cepa sensible. De esta manera, es
posible llevar a cabo medidas preventivas que impidan o retrasen las infecciones fagicas,
evitando asi grandes pérdidas econdmicas que el producto de elaboraciones defectuosas
implicaria.

En el presente trabajo se investigaron los factores que influyen en la adsorcién de los
primeros tres fagos autdctonos de Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus (BYM, YAB e
Ib;) aislados de plantas argentinas de yogur; y de dos fagos de coleccion, LL-H y 1b539,
ambos liticos de cepas de Lb. delbrueckii subsp. lactis. También se estudié la naturaleza de
los receptores de sus cepas sensibles.

Nuestros hallazgos revelaron diversidad por parte de los fagos en cuanto a su
resistencia térmica y quimica. En general, estos fagos no fueron inactivados completamente
a las temperaturas habituales de pasteurizacién de la leche, evidencidndose una clara
influencia del medio de suspension utilizado, siendo mayor la termorresistencia cuando se
los suspendio en leche, y menor cuando lo fueron en caldo MRS. El acido peracético fue el
agente biocida mas efectivo, siendo suficientes 5 min de exposicién para inactivar las
suspensiones fagicas. En general, los fagos fueron inactivados con concentraciones de 400
ppm de hipoclorito de sodio, excepto el fago Ibs, para el cual fueron necesarias 1400 ppm.
Los alcoholes (etilico e isopropilico) no fueron efectivos como biocidas. Los estudios
preliminares a nivel molecular, demostraron que los tres fagos autdctonos son diferentes,
aun cuando comparten algunas pequefias semejanzas a nivel de fragmentos de restriccion.
Los genomas son similares en tamano a los reportados para otros fagos especificos de la

especie, y el estudio de los sitios de empaquetamiento evidencié la presencia de sitios cos
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para el fago Ibs, y sitios pac para BYM y YAB. Estudios adicionales, que actualmente se
llevan a cabo en el I.P.L.A. (Espana), permitirdan compararlos con otros fagos liticos de la
especie. Todos los fagos estudiados necesitaron del ion Ca®" para completar la lisis en
medio liquido, excepto el fago BYM, para el cual se observé pero en forma mas lenta que
con el agregado de este cation. Este ion también fue indispensable a la hora de observar
placas de lisis en medio agarizado, exceptuando el caso del fago de coleccién LL-H, en
donde se visualizaron tanto en ausencia como en presencia de Ca*".

La adsorcién se llevé a cabo de manera normal en ausencia de Ca?* en todos los
casos, por lo que deducimos que este ion no es necesario en la primera etapa del ciclo
infectivo, pero si en algun de los paso posterior, para algunos de los fagos estudiados. Las
tasas maximas de adsorcion se observaron en el rango de temperatura 0-50 °C para la
mayoria de los fagos, excepto para el fago BYM, cuya adsorcion se revel6 disminuida a 0 °C
y 10 °C. También fue posible deducir que el proceso de adsorcién no necesita de células
vivas para que se produzca, ya que las tasas de adsorcion fueron las mismas en células
viables como en no viables. De aqui es posible obtener un dato adicional acerca de los
receptores, ya que para obtener las células no viables, éstas fueron sometidas a un
tratamiento térmico importante, lo cual no modificé la capacidad de unién de los fagos a sus
receptores. Mediante otros estudios, se observd que en todos los casos, los receptores
serian de naturaleza hidrocarbonada y no proteica. Ninguno de los monosacaridos utilizados
produjo una inhibicién clara de la adsorcion fagica, por lo que tendemos a pensar que los
receptores estan compuestos por residuos de varios azUcares asociados. Por ultimo, se
observo que el proceso de adsorcion resultéd ser irreversible en todos los casos estudiados.

El presente estudio informa sobre los primeros aislamientos de fagos argentinos de
Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus, revelando las principales caracteristicas de la interaccién
célula bacteriana/ fago para esta especie. Esto se constituye en una valiosa contribucion al
conocimiento cientifico que se tiene sobre la infeccion fagica a cultivos lacticos terméfilos, de

enorme importancia tecnolégica en nuestro pais.
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ANEXO

MEDIOS DE CULTIVO Y REACTIVOS. FORMULACIONES.
1. Medios de cultivo
x  Caldo MRS: se utilizé una versién comercial (Biokar Diagnostics, Beauvis, France), pH=

6,4 +0,1.

Composicion o/l
Tripteina 10,0
Extracto de levadura 5,0
Extracto de carne 10,0
Glucosa 20,0
Fosfato dipotasico 2,0
Acetato de sodio 5,0
Citrato de amonio 2,0
Sulfato de magnesio 0,2
Sulfato de manganeso 0,05
Tween 80 1,08

x Agar MRS: caldo MRS adicionado de 12 g/l de agar bacterioldgico.
x Agua de Peptona (0,1%): Disolver 1 g de peptona de caseina en 1 litro de agua

destilada. Repartir 9 ml en tubos.

Estos medios fueron esterilizados a 121 °C durante 15 min.

x Leche descremada reconstituida (LDR): leche descremada en polvo, al 10% en agua

destilada. Se esterilizd a 110 °C durante 30 min.
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2- Reactivos de uso general

% Solucion de NaOH N/9 (solucion Dornic): se pesaron 4,4445 g de hidroxido de
sodio (Peg= 40) y se disolvieron en agua destilada, enrasando en un matraz de 1 litro de
capacidad. Se determiné su concentracion exacta mediante titulacion de la base con
biftalato de potasio.

% Biftalato de potasio: para titular la solucién Dornic, se pesaron 0,4538 g del
reactivo seco (Pe,= 204,3), se disolvieron en agua destilada, calentando suavemente, se
agregaron unas gotas de fenoftaleina y se titulé con la solucién de NaOH preparada, hasta
el viraje al rosado del color del indicador. Esta operacién se realizé por triplicado.

% Solucion de cloruro de calcio (1 M): se pesaron 110,986 g de cloruro de calcio y
se completé a 1 litro con agua bidestilada. Se esterilizé por filtracion (Filtros MILLIPORE,

tipo HA, 0,45 pm).

3- Reactivos utilizados en la obtencién y tratamiento de paredes celulares
3.1- Enzimas
Se prepararon soluciones madres (Sambrook y col., 1989) a partir de las enzimas

liofilizadas comerciales, las cuales se almacenaron a —20 °C, constituyendo un stock.

[J DNAsa (Sigma). Solucion madre: 10 mg/ ml en agua bidestilada estéril.
[0 RNAsa (Sigma). Solucion madre: 100 mg/ ml en agua bidestilada estéril.
[J Mutanolisina (Sigma). Solucién madre: 5000 U/ ml en agua bidestilada estéril.

[1 Proteinasa K (Sigma). Solucion madre: 10 mg/ ml en agua bidestilada estéril.

3.2- Soluciones (Sambrook y col., 1989).
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[] Solucién de fosfato monoacido de potasio (1 M): se pesaron 17,4 g de fosfato
monoacido de potasio, y se disolvieron en 100 ml de agua bidestilada. Se esterilizd en
autoclave 20 min a vapor fluente.

[] Solucion de fosfato diacido de potasio (1 M): se pesaron 13,6 g de fosfato diacido
de potasio y se disolvieron en 100 ml de agua bidestilada. Se esterilizé en autoclave 20 min
a vapor fluente.

[] Acido tricloroacético (TCA): se prepard una solucion al 5% a partir de TCA de
mayor concentracion (100%).

[[] SDS: se prepard una solucion al 1% a partir de SDS de una concentraciéon mayor

(40%).

3.3- Soluciones buffer (Sambrook y col.; Sigma).

[l Fosfato (pH= 6,8; 100 mM): se mezclaron 4,97 ml de fosfato monoacido de
potasio 1 M con 5,03 ml de fosfato diacido de potasio 10 M; completandose con 90 ml de
agua bidestilada estéril.

[] Tris base (1 M): se pesaron 13,6 g de Tris base y se disolvieron en 100 ml de
agua destilada. Se esterilizé a 121 °C durante 15 min.

1 Tris-HCI (1 M): se pesaron 15,76 g de Tris-HCI y se disolvieron en 100 ml de
agua destilada. Se esterilizé a 121 °C durante 15 min.

L] Tris-HCI (100 mM, pH= 7,5): se mezclaron 1,6 ml de Tris base (1 M) con 8,4 ml
de Tris-HCI (1 M) y se completaron con 90 ml de agua destilada. Se esteriliz6 a 121 °C
durante 15 min.

[J Tris-HCI (50 mM; pH= 7,5 a 25 °C): se realizé una dilucion al ¥z de la solucién de

Tris-HCI (100 mM, pH= 7,5). Se esterilizdé a 121 °C durante 15 min.

3.4- Reciclado de perlas de vidrio
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A las perlas de vidrio (Sigma) utilizadas en la obtencién de paredes celulares, se las
cubrié con mezcla sulfocromica, dejandolas en contacto con dicha solucién por espacio de
48-72 hs, mezclandolas periddicamente. Transcurrido ese tiempo, se retira la mezcla
sulfocromica, y se las lava exhaustivamente con agua destilada hasta que la misma se
observa limpida. Se retira la mayor cantidad de agua posible y se secan completamente en
estufa a 100-140 °C. Completado este proceso, las perlas de vidrio pueden guardarse para

su posterior uso.

4- Reactivos y buffers utilizados durante la extraccién del ADN fagico

[[] Mezcla de lisis: 2 volumenes de EDTA (0,5 M, pH 8,1), 1 volumen de Tris-HCI (pH
9,6) y 1 volumen de SDS (10%). Se mezcla antes de usar y en este orden.

[J Tampén SM: Tris-HCI (1 M, pH 7,5) 20 ml, Mg,SO,4 (1 M) 1 ml, NaCl (5 M) 20 ml,
Gelatina 1 gr, Agua destilada hasta 1 It. Se disuelve la gelatina en 10 ml de agua con calor, y

se afiaden los otros componentes.

[) Buffer TE: Tris-HCI (10 mM, pH 8), EDTA (1 mM, pH 8).

- Ambas soluciones buffer se esterilizan en autoclave (121 °C, 15 min).
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