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RESUMEN

Se ha evaiuado, mediante el uso de mitomicina C, el estado lisogénico de
91 cepas de bacterias acido-lacticas, aisladas en la Universidad Naciona! de Rio
Cuarto a partir de productos lacteos regionales como quesos pasta dura y blanda,
suero fermento y leche cruda. La induccion del ciclo litico se logré en 2 de las
cepas aisladas (2%).

Las 2 cepas fueron identificadas por métodos convencionales {analisis por
pruebas metabdlicas) y no convencionales (analisis por PCR del DNA que
corresponde al 16S RNAr y luego secuenciamiento). Se las ubicé en el género
Enterococcus por la primera metodologia, siendo este género muy comun en los
productos lacteos regionales. El estudio de las secuencias de estas cepas en €l
banco de datos confirmé la ubicacién en este género.

Las micrografias electrénicas de las células mostraron el grado de lisis de
las mismas.

Los 2 fagos temperados aislados que fueron designados como 212Q3 y
#K3, fueron caracterizados parciaimente: se determiné el peso molecular de
ambas particulas, se buscd el rango de huéspedes y se intenté fotografiar en
microscopio electrénico.

Los fagos del género Enterococcus no han sido muy estudiados y en este
trabajo se han caracterizado 2 nuevas particulas fagicas.
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A. Introduccion

A.1. Las bacterias lacticas

Las bacterias lacticas, o bacterias acido-lacticas (BAL) son un
grupo de microorganismos que participan en un gran nimero de fermentaciones
espontaneas de alimentos. A través de los tiempos, el hombre ha hecho uso de
estos procesos fermentativos naturales para preservar los alimentos, garantizando
una vida prolongada de los mismos. Los productos lacteos fermentados (queso,
yogur, manteca) han sido ya mencionados en antiguos textos Mesopotamicos y en
la Biblia. Hay referencias en textos arcaicos de Uruk/ Warka (Irag), que datan del
ano 3200 A.C.

El bajo pH generado por el &cido y la accién de otros productos
de fermentacion, inhiben el crecimiento de muchas bacterias patégenas y de otras
que alteran el alimento. Las fermentaciones lacticas son usadas para fabricar
queso, yogurt y una amplia variedad de productos lacteos fermentados de la
leche, para elaborar salames a partir de carnes y pickles a partir de vegetales, efc.
(Mc Kay ,1990)

En el presente, algunas cervezas de sorgo, maiz y mijo se
obtienen por fermentacion lactica. Esto juega un rol decisivo en la seguridad y
aceptabilidad de estos productos en los climas tropicales (Haggblade y
Holzapfel,1989). Algunos fabricantes usan la tecnologia tradicional en el
procesamiento de quesos y productos cameos fermentados.

El concepto de bacterias lacticas como responsables de las
fermentaciones naturales, se comenz6 a utilizar en los albores de 1900. Las
interacciones de las BAL en alimentos llamaron la atencién de cientificos y Pasteur

contribuy6é grandemente con la descripcién de la fermentacion acido-lactica en
1857.
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Joseph Lister en 1873 aisld la primera cepa bacteriana pura, Bacterium
lactis, a partir de leche agria. Esta bacteria fue luego denominada Streptococcus
lactis por Orla Jensen y actualmente es Lactococcus lactis ssp.lactis.

El uso de las BAL como iniciadores de fermentacion (starters) para la
produc:cién de quesos y leche fermentada, fue adoptado mucho antes que
emergiera la bacteriologia como un campo de estudio, en 1880 por Weigmann en
Kiel y, casi simultdneamente por Storch en Copenhagen. Esto abrié el camino
para la industrializacion de alimentos fermentados.

El habitat de estas bacterias es diversc. Dominan la microflora natural en
leches, carnes, vegetales y cereales. Ademas, forman parte de la flora normail de
ia cavidad oral, intestino, colon y vagina en la especie humana. En este ambiente,
previenen la colonizacion de las mucosas por microorganismos patoégenos. Por
ésto algunas de ellas son consideradas probicticos o promotores de la salud
humana y animal.

Las primeras definiciones de las BAL como grupo se basaron en la
habilidad para fermentar y coagular la leche. Este grupo incluia bacterias
coliformes y bacterias lacticas. La descripcién de Lactobacilius por Beijerinck en
1901 como una bacteria Gram positiva, separ6 los coiiformes de las BAL.

Actuaimente el término BAL se usa para describir un grupo de bacterias
Gram positivas, cocos o bacilos, no esporuladas, usualmente no moviles, que
ufilizan carbohidratos fermentables y forman acido lactico como producto final
mayoritario, son tolerantes al acido, catalasa negativa, preferenies de un ambiente
anaerobio e incapaces de reducir los nitratcs. Su metabolismo es estrictamente
fermentativo y poseen requerimientos nutricionales complejos que incluyen
carbohidratos, aminoéacidos, péptidos, ésteres de acidos grasos, sales derivados
de acidos nucleicos y vitaminas.(Quiberoni A,1997).

Estén representadas por los siguientes grupos:

Cocos:Streptococcus, Lactococcus, Leuconostoc, Pediococcus, Enterococcus,
Aerococcus, Tetragenococcus y Vagococcus, Oenococcus, Weissella.
Bacilos: Lactobacillus, Carnobacterium.



Segin los producios obtenidos en ia fermentacion de los

monosacaridos, pueden separarse en dos grupos:
Bacterias lacticas homofermentativas, que convierten la glucosa practicamente en
una sola sustancia, el acido lactico, y las heterofermentativas, que producen una
mezcla de productos (acido lactico, didxido de carbono y acido acético o acido
lactico, diéxido de carbono y etanol).

Es importante destacar que al hablar de caracter
homofermentativo y heterofermentativo en bacterias lacticas, se hace referencia a
la glucosa como carbohidratc fermentable. Pueden presentarse otros
comportamientos frente a oftros carbohidratos (ailgunos lactobacilos son
homofermentativos frente a las hexosas y heterofermentativos para las pentosas,
denominandose heterofermentativos facultativos. Otros son hetercfermentativos
para ambas, denominandose heterofermentativos obligados.

Las bacterias facticas utilizadas en la industria alimentaria
fermentativa pertenecen a los géneros Lactobacillus, Leuconostoc, Lactococcus
Pediococcus y Streptococcus.

En la Tabla 1 pueden observarse algunas caracteristicas de los géneros
mencionados.

i0



Tabla 1: Diferenciacion entre géneros de bacterias lacticas de importancia en
la industria alimentaria fermentativa.

GENERO |MORFOLOGIA CELULAR FERMENTACION
Lactococcus Cocos en cadena Homofermentadores
Streptococcus Cocos en cadena Homofermentadores
Leuconostoc Cocos en cadena Heterofermeniadores
Pediococcus Cocos en tétradas Homofermentadores

-Homofermeniadores obligados.

-Heterofermentadores
L actobacillus Bacilos generalmente en facultativos.
cadenas -Heterofermentadores obligados.

A.2. Las bacterias lacticas en la industria lactea

Los géneros mencionados en la tabla 1 pueden ser empleados como
agentes de transformacion de la materia prima (leche) en alimentos fermentados.
Los fermentos lacticos usados en esta industria, contienen cepas perienecientes a
los géneros Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc y Streptococcus, ya que las
bacterias del género Pediococcus utilizan dificultosamente ia lactosa de la leche
como fuente de carbono y, por lo tanto, su potencial como agente de fermentacion
es despreciable. Sin embargo, su funcion es decisiva en la obtencidn de productos
carneos fermentados.

i1
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Las BAL cumplen un rol fundamental en el proceso de fabricacidn de
quesos y leches fermentadas (yogur, leche cultivada, efc.). Por la fermentacion de
la lactosa presente en la leche, estos microorganismos producen gran cantidad de
acido lactico, lo que se traduce en una disminucion del pH, gque deriva en
importantes aplicaciones practicas. Una de ellas es contribuir a la precipitacion de
la caseina durante la elaboracién quesera.

La acidificacion por parte de las BAL permite ademas, la inhibicion de
microorganismos indeseables, no sblo a través de la produccién de acido lactico,
sinoc también de otros productos como bacteriocinas, antibidticos, perdxido de
hidrégeno, efc.

A.3. Bacteriéfagos. Generalidades

Se denominan bacteriofagos, o fagos, a los virus que infectan
bacterias. Su descubrimiento tuvo lugar en Londres en el afic 1915 por F.W.Twort
En 1817, F.H. d'Herelle introdujo la palabra bacteriofago derivada del griego
phage, que significa “comer”. Por ese entonces, d'Hérelle creia que existia una
sola especie de fagos dotada de una gran capacidad de adaptacion (Ackermann y
DuBow, 1987).

D Herelle no tuvo ninguna duda respecto a la naturaleza virica
del fendmeno y ademas vislumbrd la posibilidad de utilizar a los fagos para el
tratamiento de las enfermedades bacterianas del hombre y animales
{Douglas,1978). Aunque encontré fagos contra muchas bacterias, creyé que era
soOlo un bacteriéfago con muchas variedades.

Durante la década de los veinte se conocieron la mayoria de las
propiedades de los bacteriéfagos. Se comprobé que los bacteriéfagos tenian un
espectro muy limitado de bacterias huéspedes susceptibles de ser infectadas y
lisarse. Normalmente, las bacterias huéspedes de un fago concreto son variantes
muy relacionadas con una especie. Generaimente, cada cepa bacteriana es
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susceptible de ser infectada por un grupo de fagos, aunque éstos puedan diferir
ampliamente entre ellos respecto a otras caracteristicas.

En la década de los cuarenta se produjeron dos
acontecimientos que renovaron el impetu y enfoque de la biologia de los fagos. En
primer lugar, el desarrollo del microscopio electronico proporciond la posibilidad de
que las particulas fagicas pudieran observarse claramente delimitadas,
confirmando asi su naturaleza particulada y develando en parte su diversidad de
forma y tamano. En segundo lugar, mientras que los primeros investigadores
habian trabajado de forma aislada y con fagos diversos, en los EE.UU. un grupo
concentré sus esfuerzos en el estudio de un conjunto pariicular de fagos de
Escerichia coli , concretamente los denominados "fagos T".

Los afos cincuenta podrian denominarse la "década dorada de
la biologia de fagos". Los estudios con los fagos tienen un papel protagonista en el
descubrimiento del ADN como el depositario primario de la informacién genética, y
sobre todo en fa comprension del c6digo genético. Aungue con una significacion
menor, los fagos proporcionan un modelo de comportamiento para la comprension
de los virus implicados en las enfermedades humanas. A través de los anos
sesenta y hasta el presente, los fagos han constituido un materiai ideal para la
investigacion de los mecanismos genéticos a nivel molecular.

Los bacteriéfagos son Jos organismos mas abundanfes en la
biosfera y juegan los roles mayores en el balance ecolégico de la vida microbiana.
Las secuencias gendmicas de diez fagos de micobacterias recientemente aislados
sugieren que la poblacién de bacteriéfagos es muy diversa y puede representar el
reservorio mas grande e inexplorado de secuencias de informacion en la biosfera.
La comparacion genomica de estos fagos contribuye a comprender los
mecanismos de la evolucién viral y provee evidencia del rol de la recombinacion
ilegitima en el intercambio genético horizontal. La promiscuidad de esfos eventos
de recombinacion resultan en la inclusidn de muchos genes ,incluyendo algunos
implicados en la respuesta inmune a la infeccibn por micobacterias y las

13
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enfermedades autoinmunes como el lupus humano. Ademas, son vehiculos de
genes de toxinas. (Padulla ML Hendrix RW,2003).

Estas observaciones sugieren un papel mucho mayor de los fagos en /la virulencia
bacfteriana y la respuesta del huésped a la infeccién bacteriana.

Los estudios realizados usando como modelo a los fagos

revolucionaron la biologia y establecieron el campo de la biologia molecular
{Cairns, 1992). Son muy abundantes en el medio ambiente.
Hay aproximadamente 10°' fagos en la biosfera,lo que los sitiia en las entidades
biolbgicas méas abundantes del planeta (Rohwer,2002). Ademas, hay
aproximadamente 10™ fagos/litto de agua de mar superficial (Bergh, 1989) y de
10’ a 10° /gramo de sedimento en la superficie del suelo (Danovaro, 2000;
Danovaro, 2001; Hewson, 2001). En el océano,son los mayores predatores de
bacterias y conductores de intercambio genético, transduciendo aproximadamente
10%° a 10%® pares de bases de DNA por afio (Jiang, 1998; Paul, 1999).

Como cualquier virus, los fagos se reproducen parasiticamente
en sus huéspedes bacterianos, resuftando en una progenie de nuevas particulas
de fagos que son liberadas en el medio ambiente luego de ia fisis de fas células
bacterianas. Esto lo hacen desviando el metabolismo de la bacteria hacia la
sintesis de nuevas particulas fagicas.

El gran atractivo de los fagos reside en que, aparte de
reproducirse, apenas realizan ofras funciones. El genoma fagico, al no mantener
un complejo sistemna vital, que se verifica a expensas de la célula huésped, puede
alcanzar hasta la mitad del peso total de la particula. A consecuencia de ello,
apenas existen dificultades que impidan las investigaciones dirigidas directamente
al genoma. En el mismo sentido, su genotipo limitado facilita el control de aspectos
especificos adecuados para su estudio. E! genotipo y fenotipo pueden relacionarse
de una manera que resulta impracticable para los sistemas celulares. Por otra
parte, los huéspedes bacterianos se pueden mantener perfectamente in vitro bajo
unas condiciones controladas gue exigen una dedicacion, un tiempo y un espacio
relativamente escasos respecto a vegetales y animales.

14
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Por lo tanto, los fagos son parasitos a nivel genético y pueden
ser comparados a piratas que invaden y toman el control total de un barco (Bresch
y Hausmann, 1970).

A.4. Morfologia y caracterizacién de fagos

Las particulas virales muestran una enorme variedad de formas y
dimensiones. Algunas son helicoidales, ofras son casi esféricas y otras son una
combinacién de estructura esférica y helicoidal. Los virus que poseen una
estructura helicoidal resultan de la asociacion de muchas subunidades proteicas
iguales, agrupadas en tomo a una molécula simple de acido nucieico, llamada
cromosoma viral, que puede ocupar el centro o “corazétn” de la estructura.

Las subunidades proteicas de la hélice se llaman capsomeros. Algunos
virus bacterianos (bacteridéfagos) son complejos, estando consfituidos por una
estructura poliédrica (llamada cabeza) conectada a una estructura helicoidal
(lamada cola). Esta combinacion llamada “binaria”, es relativamente comun entre
los fagos. En este caso, el acido nucleico esta siempre localizado en la cabeza, y
fa cola sirve de 6rgano de unidn a la célula hospedadora.

Desde el punto de vista quimico, los bacteriéfagos tienen una composicion
muy simple, estando formados casi exclusivamente por proteinas y dcido nucleico,
y algunos cationes inorganicos en cantidades muy reducidas. Los fagos contienen
un solo tipo de acido nucleico que para los de bacterias lacticas, es siempre ADN
de doble cadena. El ADN aparece fuertemente empaquetado en la envoltura
proteica de la cabeza (capside), la cual es resistente a la accidn de las proteasas
(Bradley, D.E. 1967).

A pesar de su gran nimero y presencia ubicua, se conoce muy poco sobre
su biodiversidad, biogeografia o filogenia.

Historicamente,los fagos han sido caracterizados por su rango de
huéspedes y las caracteristicas fisicas de los viriones libres, incluyendo tamaiio de

15
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capside, forma, resistencia a solventes organicos y estructura, asi como también
el tamafio y tipo gendmico.

La informacion esta limitada, en parte, por el sistema taxonémico ICTV, que
esta basado en el cultivo de fagos y la medida de los parametros fisicos de los
viriones libres. El ICTV clasifica a los virus en taxones (6rdenes, familias y
géneros). Las raices de los nombres de estos taxones estan en idioma latin o
griego y su terminacidon es: virales,-viridae, y —virus, respectivamente. Estos
nombres generalmente reflejan propiedades caracteristicas. La mayoria de los
géneros de fagos poliédricos, filamentosos y pleomérficos tienen nombres
latinizados.

Rohwer (Rohwer,2002) propuso un drboi proteémico basado en la
informacién genética para ser usado como sistema taxonémico para los fagos.
Dicho sistema no aporté un gran mejoramiento a la clasificacion viral.

El concepto de Clasificacion Modular deriva de la teoria de la evolucion
modular de Susskind y Botstein (1978) y dio origen a una serie de publicaciones
(Neve, 1998, Brussow y Hendrix, 2002; Hendrix, 2002, etc.). La {eoria evolutiva
moduiar dice que cada fago es el resuiltado de una combinacion favorable de
modulos de genes con la misma funcidén biologica. El intercambio de dichos
modulos ocurre por recombinacion entre virus diferentes relacionados soélo por
poseer similar construccion modular. De esta manera, la evolucion no actia a nivel
de virus intactos sino de unidades genéticas funcionales llamadas médulos.

La recombinacion natural entre fagos puede ocurrir en células coinfectadas
0 en lisdgenos infectados portadores de un fago normal o defectivo. Los profagos
defectivos estan distribuidos en una gran cantidad de lineas celulares por lo que
probablemente constituyan una fuente de genes para la recombinacion. Esfo
resuita en un mosaico de genes.

Lawrence ef al. (2002) proponen abandonar la clasificacién de ICTV de
ordenes, familias, géneros y especies y clasificar a todos los virus con médulos de
propiedades similares, como grupos definidos llamados modi Estos pueden

16



solaparse, lo que significaria que ocurren repetidamente en diferentes virus. El
mismo virus puede pertenecer a varios modi.

En la actualidad se cuenta con mas de 100 genomas compietos de fagos y se
espera miles mas en los proximos anos. Estas secuencias proveen informacion
acerca de la biologia de los fagos individuales, pero con el advenimiento de la
tecnologia de avanzada, es posible analizar las secuencias juntas y poder resolver
cuestiones biolégicas fundamentales relacionadas a las poblaciones. Estas son:
Cual es la estructura de la poblacién global de fagos? Cual es su dinamica? Cémo
evolucionan los fagos? Esto es lo que se llama Gendmica Comparativa
(Brussow,2002).

En sintesis, la clasificacién viral es atil en docencia, en identificacion de
fagos nuevos, en deteccidn de relaciones con otros fagos, para crear bases de
datos y colecciones y en °fagoterapia® e industria. Ademas, la clasificacion genera
nomenclatura atil, como por ejemplo: °myovirus T4° es mucho mas abreviado que
“fago T4 con una cola larga y contractil®.

A.5. Clasificacion actual de fagos

Llos fagos infectan mas de 140 géneros bacterianos
(Ackermann,2001). Por ejemplo, aerobios y anaerobios, formadores de exosporas,
cianobacterias, espiroquetas, mycoplasmas y clamydias, ramificadas, halofilas
extremas 0 metanbdgenas, arqueobacterias hipertermofilas extremas que crecen a
100°C, etc. El colifago T7 se encuentra en endosimbionies de paramecios o
insectos.

Los fagos son extremadamente heterogeneos. La mayoria
contiene DNA doble cadena, sin embargo, hay algunos que tienen DNA simple
cadena, o RNA doble cadena. Algunos viriones tienen cola, otros son polihédricos,
filamentosos o pleomoérficos. La diversidad de fagos se refieja en sus propiedades
biologicas.
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Todos los fagos a DNA contienen una simple molécula de DNA.
Varios tipos tienen envolturas lipidicas o vesiculas internas. Mas de 5.000
bacteriofagos han sido examinados por microscopia  elecironica
(Ackermann,2001). Esto demuestra que son la categoria de vitus mas observados.

Las clasificaciones mas utiles son las de Bradley (Bradiey,
1967), Ackermann (Ackermann, 1974) y Franckii (Franckii, 1991). El primero divide
a los fagos en 7 grupos morfolégicos (A,B,C,D,E F,G) a la vez que correlaciona a
cada uno de ellos con el tipo de acido nucleico del virién (Figura4)

Figura 1: Diferentes tipos morfolégicos de los bacteri6fagos (Bradiey, 1967)

4]
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Ackermann subdivide cada tipo morfoloégico de la clasificacidn de Bradley en 3
subtipos en base a la forma de la cabeza del fago: isoméirica (subtipo 1) y
alargada o prolate (subtipos 2 y 3) que difieren el la longitud de la cabeza, la cual
es mayor en el Gltimo caso.

Franckii organiza a los fagos en familias. Los que poseen cola son los mas
importantes, ya que constituyen el 95% del total y tienen la particularidad de tener
ADN bicatenario.

Actualmente se los agrupa en un orden, 13 familias y 31 géneros. Las familias
estan definidas por la naturaleza de su &cido nucleico y la morfologia del virion.
Aunque hay aproximadamente 40 criterios de clasificacién, no hay un criterio
universal para géneros y especies.

A-Fagos con cola (Orden Caudovirales)

Constituyen el grupo mas abundante y mas distribuido de los
virus bacterianos. Al menos 4950 fagos con cola han sido observados al
microscopio electronico (Ackermann,2001). Se han enconfrado incluso en fosiles
de 3,5 biliones de afios de antigliedad. Infectan tanto Eubacterias como Archaea.
Esto sugiere que su aparicion antecede la separacion de esos reinos bacterianos.
(Ackermann and DuBow, 1987, Hendrix, 1999).

Los viriones consisten en DNA doble cadena y proteinas.
Tienen °simetria binaria®, ya que sus cabezas (capsides) tienen simetria cibica y
su cola es helicoidal.

No son virus envueltos. Sus cabezas son icosaedros. Las
proteinas de la céapside estan organizadas en capsomeros. Las colas son
verdaderas hélices o discos y estan usualmente provistas de estructuras de
adsorcidbn como placas basales, espiculas o fibras. La composicion de! DNA
generalmente se asemeja a la de sus céluias huéspedes. Los genomas son
largos, complejos y mas 0 menos organizados en bloques intercambiables o
°moédulos®.
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Algunos de estos fagos son virulentos y otros temperados.

Un criterio que se basa en la observacién por microscopia electronica de la
morfologia de la cola divide a estos fagos en tres familias:

Myoviridae, con colas contractiles con vaina y tubo central.

Siphoviridae, con cola larga y no contractil.

Podoviridae, con cola corta no contractil.

Quince géneros han sido definidos en el grupo de los fagos con cola en la base
del criterio relacionado a la estructura genémica y la replicacién. Esta clasificacion
esta en un comienzo.

B-Fagos polihédricos, filamentosos y pleomérficos.

No tienen cola. Incluyen aproximadamente 190 virus conocidos,
que corresponden a menos del 4% de los virus bacterianos (Ackermann,2001).
Estan clasificados en 10 pequeftas familias que a veces sélo incluyen 1 género y
especie. Estas familias difieren en propiedades fundamentales y constituyen
muchos grupos filogenéticos independientes. Los fagos son de 3 tipos:
polinédricos que tienen cuerpos icosahédricos o relacionados y simetria cubica,
filamentosos con simetria helicoidal y pleomérficos (pequefios tipos de forma
variable sin eje de simetria obvio). Las particulas pueden ser envueltas o no. Estos
fagos pueden ser virulentos o temperados.
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Tabla 2: Clasificacion en familias de los fagos polihédricos, filamentosos y

pleomoérficos.
POLIHEDRICOS | POLIHEDRICOS | FILAMENTOSOS | PLECMORFICOS
A DNA A RNA
DNA RNA DNA DNA
simple cadena simple cadena simpile cadena doble cadena
Microvindae Leviviridae Inoviridae Plasmaviridae
DNA RNA DNA
doble cadena doble cadena doble cadena Fuselloviridae
Corticoviridae Cystoviridae Lipothrixviridae | Sulfolocbus SNDV
Tectiviridae Rudiviridae

En base a su ciclo de vida, los bacteriéfagos se dividen en:

a) virulentos o liticos, los que sdlo pueden propagarse a través de un ciclo litico,

b} temperados, los que pueden multiplicarse por la via lisogénica o litica . (Fig. 2)




Figura 2. Ciclos litico y lisogénico de un bacteriéfago
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En ambos casos, la infeccidon comienza con la unidn del fago al
receptor de la célula bacteriana, seguido de la inyeccion de su acido nucleico
hacia el citoplasma. Si es virulento, se inicia la replicacion y la expresion
temporaria de sus genes tempranos. Los transcriptos primarios 0 ARN mensajeros
codifican las enzimas involucradas en la sintesis de ADN viral como la ADN
polimerasa, ligasa, helicasa y primasa, necesarias para que se desencadene la
infeccion. Luego continGa la transcripcion de los genes de expresion tardia,
implicados en la morfogénesis y en la liberacién de la nueva progenie viral. Esta
etapa final, se manifiesta como lisis o ruptura celular. El fago induce la sintesis de
una enzima que es una lisozima llamada lisina fagica, la cual degrada el
peptidoglicano de la pared de la célula bacteriana. En la practica, la lisis se
visualiza en un medio liquido como una clarificacién del cultivo, mientras que en
un medio agarizado, se observan placas o puntos claros denominados "placas de
lisis", en las que no se encuentran bacterias viables, sélo restos celulares
consecuencia de la lisis.

La accién de la enzima es faciimente detectada por grandes halos de
turbidez alrededor de las placas de lisis. Estos halos se deben al efecto litico de la
lisina fagica.

Esta lisina, cuando es liberada al medio ambiente, puede causar lisis de un
cultivo starter ("lisis desde afuera”).

Muchas cepas bacterianas son lisogénicas. El ciclo lisogénico es un paso
alternativo en la replicacién de los fagos. Siguiendo {a adsorcion y penetracion del
DNA viral, se reprime la reproduccion de las nuevas particulas sintetizadas y el
DNA del fago se integra en el cromosoma bacteriano por recombinacion.

De este modo, no se produce lisis de la célula bacteriana infectada y el
DNA del fago se replica sincrénicamente con el DNA de la bacteria.

En estos casos, la célula vive y se multiplica normalmente dando origen a
una progenie de células infectadas, el fago que se replica en este caso se
denomina fago temperado o profago.
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Los profagos pueden ser liberados de las células huéspedes de dos
maneras. espontaneamente o luego de la induccién con algan agente como la luz
ultravioleta o tratamiento con bajos niveles de mitomicina C, que dafan el DNA y
activan los sistemas SOS. Sin embargo, no todos los profagos son inducibles, en
algunos virus temperados la expresion de los profagos tiene lugar sélo mediante
fendmenos espontaneos.

En los virus virulentos, el DNA contiene informacion para la sintesis de

varias enzimas y de otras proteinas indispensables para la reproduccién del virus.
El profago de los virus temperados lleva informaién similar, pero en la célula
lisogénica ésta informacion permanece latente debido a que la expresién de los
genes del virus esta bloqueada por la accidén de un represor especifico codificado
por el virus. En ciertas condiciones, el represor es inactivado y se efectia la
reproduccion del virus, la célula se lisa y se liberan las particulas virales.
En estos casos el estado de latencia del profago se interrumpe para iniciar el ciclo
litico en forma espontanea o por induccibn con agentes exégencs como:
mitomicina C, radiacién ultravioleta, peréxido de hidrégeno y altas temperaturas
{Cluzel y col, 1987, Rayay col, 1989, Auad y col, 1997).

El valor de demostrar la lisogenia en cepas de bacterias lacticas
radica en que los fagos temperados son fuentes potenciales de bacteriéfagos
liticos, por lo que representan una amenaza para el desarrolio normal de las
fermentaciones lacticas.Como nuestro interés es seleccionar potenciales
fermentos,es necesario conocer si los mismos son lisogenicos o no {Reinheimer,
1994).

Uno de los inconvenientes para poner en evidencia la existencia de nuevos
fagos es la dificultad de disponer de bacterias indicadoras que sean susceptibles
al ataque de los mismos. Por esta razén, la mayoria de los bacteriéfagos se han
identificado mediante estudios de microscopia electrénica (Auad L, 1888).

Aunque una bacteria lisogénica puede ser susceptible de infectarse por
otros virus, no puede ser infectada por particulas virales del tipo para el cual ésta
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es lisogénica. Este fenbmeno se denomina inmunidad. Esta inmunidad es
conferida gracias al mecanismo de represidn intracelular que esta bajo el control
de los genes virales. En ocasiones es posible eliminar al virus lisogénico (curado
de la cepa) mediante una fuerte radiacion. Entre los escasos sobrevivientes puede
haber algunas células que se hayan curado. Se supone que &l tratamiento provoca
que el profago se separe del cromosoma del huésped pero no se replica ni se
pierde durante la proliferacién celular subsecuente. Tales cepas curadas ya no son
inmunes al virus y pueden ser utilizadas como un huésped adecuado para estudiar
la duplicacion del virus.

En la actualidad ha recobrado fuerza el interés por reflotar el concepto de
fagoterapia como alternativa al problema de resistencia a los antibidticos.

Fagoterapia es el uso de bacteri6fagos para el tratamiento de infecciones
bacterianas. Debido a que las bacterias adquieren resistencia a antibidticos, la
terapia por medio de fagos es una alternativa para el tratamiento de enfermedades
infecciosas. Puede utilizarse en humanos, animales y plantas.

En 1920, fueron utilizados fagos para el tratamiento de enfermedades
producidas por bacterias. Los resultados no fueron muy alentadores debido a que
las soluciones preparadas con fagos no estaban lo suficientemente caracterizadas
ni purificadas y la especificidad no estaba muy bien comprendida.

Con el descubrimiento de la penicilina en la década del 40, la fagoterapia
fue abandonada en los Estados Unidos y Europa, mientras los estudios
continuaron en la Unién Soviética. Los antibidticos revolucionaron fa medicina
transformando muchas infecciones que antes eran letales, como la tuberculosis en
problemas de salud menores. Pero su uso excesivo estd haciendo que los
antibiéticos pierdan su efectividad a pasos agigantados y los cientificos saben que
tienen que encontrar pronto una alternativa para reemplazarios.

Los bacteriofagos destruyen solamente una cepa bacteriana (son muy
especificos), y no afectan a las benéficas, como las bacterias de flora normal del
aparato digestivo. En contraste, la mayoria de los antibiticos son de amplio
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espectro de accion. Esto significa que ahorran tiempo en el tratamiento, ya que no
es necesario determinar el tipo de bacteria que causa la infeccién. Como
desventaja del uso de antibidticos podemos citar que ademas de las bacterias
patégenas, exterminan bacterias de flora normal.

Por estas razones, la fagoterapia se ha transformado en una de las
prioridades de la medicina moderna y la biotecnologia. (Sulakvelidze,2001)

A.6. Bacteriéfagos en la Industria lactocasearia

Las infecciones fagicas en la industria fermentativa son de mucha gravedad
porgue provocan accidentes de fabricacion que pueden comprometer
considerablemente la calfidad del producto, o en casos limites, bloquear Ila
produccién. En el transcurso de las fermentaciones sucesivas y, habiendo tenido
la posibilidad de multiplicarse y de difundirse en el ambiente se nota una
progresiva desaparicion de microorganismos responsables de la fermentacion con
retardo en la acidificacion y una consecuente variaciéon en las caracteristicas del
producto. Por ejemplo, en la produccion de yogurt, si el fago ataca los
estreptococos estructurales se tiene una menor viscosidad, mientras que se nota
una pérdida de sabor si el microorganismo atacado es el lactobacilo.

Si el ataque fagico es de proporciones aln mayores, los fermentos lacticos
son practicamente destruidos y la acidificacién se detiene. Esto da la posibilidad
de que se desarrollen agentes patégenos que encuentran facilitado su desarrollo
por un ambiente poco acido y sin competencia. Se tendra, por {o tanto, una
pérdida del producto o un riesgo de efectos negativos en el consumidor (Sozzi,
1994).

Los fagos de bacterias lacticas tienen una estructura binana, formados por
una cabeza y una cola. Adicionalmente, puede presentarse una placa basal
dotada o no de fibras La cabeza puede ser de forma icosaédrica o tetraédrica,
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algunas pueden ser elongadas constituyendo una "cabeza prolata". La cola es un
pequefio tubo que se une a la cabeza a fravés de un collar, siendo una estructura
rigida o flexible que al microscopio electronico aparece estriada, y las unidades
proteicas que la constituyen estan ordenadas en forma helicoidal, formando un
canal interno. La cola tiene longitud variable y en algunos fagos puede aparecer
una vaina contractil. La placa basal es una estructura compleja que tiene como
funcion el "anclaje" del fago sobre la célula sensible u hospedadora, y que puede
poseer una o varias fibras (tiles a este fin (Séchaud L,1988).

El estudio taxonémico de los fagos que infectan bacterias lacticas, ha
aportado un mayor conocimiento de la interaccion enfre fagos y bacterias
huéspedes, también ha clarificado el origen de numerosos fagos que estan
presentes en el ambiente de fermentacién de las industrias lactocasearias. La
caracterizacion y diferenciacion de los fagos de bacterias lacticas puede
efectuarse sobre la base de: espectro de huéspedes, perfil proteico, morfologia,
serologia y homologia del ADN (Bradley D.E. 1967).

-El agrupamiento de los fagos en base al espectro de huéspedes no es un
criterio muy Gtil en el estudio taxondmico, pero tiene importancia practica.

-La separacion de las proteinas estructurales de la cabeza y de la cola del
fago, a traves de un analisis electroforético, es una técnica muy usada para
diferenciar fagos de lactococos y lactobacilos. Fagos de diferente morfologia
tienen un perfil proteico distinto.

-Los fagos pueden clasificarse también por su morfologia, utilizando
técnicas de microscopia electrénica. Se diferencian por la forma y dimensiones de
la cabeza, tipo de cola (contractif o no) y su longitud, presencia de collar entre la
cabezay la cola, la presencia de placa basal y de fibras, etc.

-Teniendo en cuenta la clasificacién de Bradley (en grupos), los fagos de
bacterias lacticas pertenecen a los tres primeros grupos de la misma. El mas
complejo (fagos del grupo A), esta constituido por una cabeza con una silueta
hexagonal, que puede o0 no ser elongada, y una vaina contractil, que usualmente
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es rigida y podria contener varios apéndices, tales como fibras 0 estructuras
terminales. El segundo grupo (grupo B) en orden de complejidad posee también
cabeza con silueta hexagonal y cola, pero ésta es relativamente flexible y puede o
no presentar apéndices terminales, la longitud de la cola es mayor que el diametro
de la cabeza, y no posee vaina contractil. El tercer grupo (grupo C) tiene cabeza
hexagonal y cola, pero ésta es mas corta que el diametro de la cabeza, y podria
contener apéndices, pero tampoco en esta morfologia hay elementos contractiles.
Por otra parte, segun la clasificaciéon de Ackermann, los fagos de bacterias
lacticas detectados hasta el presente, pertenecen a los morfotipos A (Familia
Myoviridae), B1y B, (Familia Siphoviridae), C1y C, (Familia Podoviridae).

A.7. Lisogenia y fagos temperados en bacterias lacticas. (Neve Hy
Teuber M,1991)

Muchas cepas de lactococos y lactobacilos se sabe que son lisogénicas
(Coetzee y de Klerk, 1962; Park y McKay, 1975; Reyrolle y col., 1982; Sechaud y
col, 1988, 1989; Teuber y Lembke, 1983).

Se estima que un alto nimero (60-70%) de los starters formulados con
cepas de lactococos son lisogénicos; ésto es menos usual entre los starters
formulados con lactobacilos.

La lisogenia es frecuente en Lactococcus lactis y en lactobacilos, pero no
en Streptococcus thermophilus (Davidson,1996).

En el pasado, la comunidad cientifica ha discutido si las cepas starter
lisogénicas podrian ser el origen de fagos virulentos entre las bacterias lacticas.

Se probé para una cepa lisogénica de Lactobacillus casei, que un profago puede
convertirse en un fago virulento (Shimizu-Kadota y col, 1983).

La presencia de cepas lisogénicas de bacterias acido lacticas en cultivos
iniciadores ha sido considerada por mucho tiempo como responsable de la
infeccion por fagos (Carminati, 1991). La deteccion de cepas lisogénicas de
bacterias lacticas explica algunas infecciones por fagos que no podrian haberse
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entendido de otro modo y que afectan gravemente la calidad y reguiaridad de un
proceso de produccion.

Los profagos pueden ser liberados del ADN de fa célula huésped en forma
espontanea , luego de la induccién con luz UV o el tratamiento con bajos niveles
del antibidtico mitomicina C. Esta induccién resulta en la produccion de nuevas
particulas fagicas capaces de lisar las células bacterianas y es comparable a un
ciclo litico regular de infeccién. La induccion de fagos temperados obtenida por
radiaciéon u.v. y con mitomicina C ha sido particularmente estudiada para los
estreptococos mesofilos (Kozak y col, 1973; Mc Kay y col, 1973; Lowrie, 1974,
Park y col, 1975; Terzaghi y Sandine, 1981; Reyrolle y col, 1982; Chopin y col,
1983). Mas recientemente, fagos temperados fueron inducidos en lactobaciios
homofermentativos termofilicos como Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus,
Lactobacillus helveticus and Lactobacillus acidophilus (Mata y col, 1986; Cluzel y
col, 1987; Chow y col, 1988; Raya y col, 1989, Séchaud y col, 1989, Auad y col,
1997).

Ya que se ha reportado la liberaciébn espontanea de particulas virales a
partir de cepas lisogénicas, se recomienda precaucion en el uso de cepas
lisogénicas e indicadoras juntas en cultivos starters mixtos (Huggins y Sandine,
1977).

A.8. Pseudolisogenia

Muchos cultivos starters mixtos tradicionales de composicién indefinida
estan permanentemente infectados con un bajo nimero de fagos virulentos, los
cuales se multiplican en un namero limitado de células sensibles en el cultivo (de
Vos, 1889). Debido a que el cultivo starter no es lisado totalmente, este estado de
portador de fagos puede permanecer sin ser detectado. Este fenédmeno es llamado
pseudolisogenia.
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A.9. Genoma de los bacteriéfagos de LAB (Venema G, 1999)

El desarrollo de herramientas genéticas sofisticadas durante los pasados 15
afios ha incrementado el conocimiento de bacterias acido lacticas (BAL) y sus
bacteriéfagos. Este conocimiento relaciona tanto las secuencias de lectura abierta
(ORF), con la funcidén de las secuencias del DNA no codificante. La comparacion
de las secuencias nucleotidicas de varios bacteriéfagos BAL ha revelado que sus
cromosomas tienen una estructura modular fija, cada médulo tiene un set de
genes involucrados en una fase especifica del ciclo de vida del bacteriéfago. Los
genes de los bacteriéfagos BAL y las secuencias de DNA han sido usadas para la
construccion de sistemas de expresion inducibles con la temperatura, sistemas de
integracion de genes y sistemas de defensa de los bacteriéfagos.

La funcibn de varias ORF y unidades transcripcionales han sido
identificadas y caracterizadas en detalle. Muchas de ellas podrian tener
aplicaciones practicas como la lisis inducida de BAL para mejorar la maduracion
del queso o la direccion del flujo de carbono para la produccién de un enantiomero
especifico de un aminoacido.

El primer genoma de un bacteriéfago de BAL secuenciado completamente
fue el de DbIL67, que es un bacteriéfago litico de lactococos en 1994. En la
actualidad, estan disponibles secuencias completas de genomas de bacteridéfagos
virulentos y temperados que infectan varias especies de BAL. Ademas, se puede
comparar su organizacién genética y por comparaciones de homologia, asignar
probabies funciones a varias de sus ORF.

A.10. Organizacién modular

En 1980 Botstein desarrolié la teoria evolutiva modular segun la cual, cada
fago es el resultado de una combinacidn favorable de médulos de genes con la
misma funcidbn biologica. El intercambio de dichos mdédulos ocurre por
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recombinacién entre virus diferentes relacionados sélo por poseer similar
construccion modular. De esta manera, la evolucion no actiia a nivel de virus
intactos sino de unidades genéticas funcionales llamadas modulos.

La recombinacién natural entre fagos puede ocurrir en células coinfectadas
o en lisdgenos infectados portadores de un fago normai o defectivo. Los profagos
defectivos estan distribuidos en una gran cantidad de lineas celulares por lo que
probablemente constituyan una fuente de genes para la recombinacion.

Ademas de la teoria de evolucién modular, existen ofros caminos posibles:
mutaciones puntuales, recombinacion ilegitima y arreglos intragendmicos como
deleciones, duplicaciones, inversiones y transposiciones.

La figura 3 muestra:

-los genes involucrados en la lisogenia son transcriptos divergentemente de
aquellos requeridos para un ciclo litico.

-los elementos “disparadores"” de ciclo litico o lisogénico estan localizados entre
Sus genes.

-adyacente al extremo 3° de un disparador genético hay un cluster de genes para
fa iniciacion de fa replicaciéon del bacteriéfago. Estos genes estan proximos a los
clusters involucrados en el empaquetamiento del ADN dentro de las cabezas de
los fagos, dirigiendo la morfogénesis de los bacteriéfagos y los genes requeridos
por la lisis del huésped.

De este modo, el cromosoma del bacteridfago es altamente modular con genes
funcionalmente relacionados ubicados juntos, en un orden fijo. El cambio de los
médulos en los bacteridfagos por recombinacion ha sido usado para explicar la
variabilidad y evolucion entre los bacteriéfagos.
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Figura 3: Esquema de organizacion modular
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Organizacion genomica modular encontrada en un gran grupo de pequefios bacteriéfagos
de cabeza isométrica. Las flechas de la parte superior de Ia figura coloreadas en verde y rojo
indican la direccién transcripcional durante el ciclo litico y lisogénico, respectivamente
{notese que en los fagos liticos la region de DNA franscripta no esta presente o lo esta sélo
parcialmente. La funcion presumibie de los médulos de DNA especificos se indica en la
parte media de la figura y las regiones de funciéon desconocida se indican por signos de
interrogacion. Las flechas verticales sefialando hacia abajo indican informacion adicional en
la funcionalidad o composicion del médulo de DNA especifico.

A.11. Mecanismos de resistencia a fagos

El estudio de la interaccién bacteriéfago-huésped ha sido realizado en
varios géneros de bacterias lacticas. Los mecanismos como inhibicion de
adsorcion, restriccion y modificacion e infeccién abortiva que han sido detectados
y descriptos fenotipicamente, estan sujetos a estudios moleculares y ésto lleva al
mejor conocimiento de la naturaleza y variedad de los sistemas de resistencia



empleados por las bacterias lacticas para combatir el ataque fagico (Colin H.,
1993)

Las bacterias acido lacticas han desarrollado una variedad de mecanismos
de defensa diferentes, los cuales se mencionan brevemente a continuacién:

A.11.1 Bloqueo de la adsorcion

En los sistemas homblogos fago/huésped, el fago se adsorbe
eficientemente a la celula bacteriana. La eficiencia de unibn puede ser
determinada experimentaimente, y usuaimente revela valores mayores a un 90%
(Keogh, 1973). Algunas cepas resistentes a los fagos, sin embargo, muestran
poca eficiencia de unién, indicando que los sitios receptores a fagos han sido
modificados de modo que los fagos no pueden atacar. Ademas, enmascarando los
sitios receptores mediante los componentes de la pared celular, se puede prevenir
la adsorcion (Sijtsma y col, 1990). En ambos casos, la insensibilidad a los fagos se
debe al impedimiento en la adsorcion fagica.

A.11.2. Bloqueo de penetracion del ADN

En este caso, el virus se adsorbe eficientemente pero la célula
inhibe la penetracién de su ADN. No es suficiente la adsorcion viral. EI ADN queda
retenido en la capside. De este modo, no se completa el ciclo litico. Se especula
que hay proteinas en la membrana celular del huésped que intervienen en la
penetracion del ADN fagico y que a su vez, son el sitio blanco de uno de los
mecanismos de defensa (Daily, 1996). El primer caso descrito corresponde a
Lactobacillus casei YIT 9002 resistente al fago PL-1.
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A.11.3. Sistema Restriccion/Modificacion

Muchas bacterias acido lacticas tienen enzimas de restriccion
que “reconocen” el ADN fagico como foraneo luego de la inyeccion en el interior
de la célula e inmediatamente lo degradan. Sin embargo, algunos fagos pueden
escapar a estos mecanismos de defensa, ya que su ADN es modificado por otra
enzima bacteriana, una enzima de modificacion, que generalmente es una
metilasa. Este ADN modificado no puede ser degradado por las enzimas de
restriccion. Este sistema de defensa se llama sistema R/M (restriccion/
modificacion). Un sistema R/M efectivo es la causa de la pobre propagacion de
muchos fagos en la bacteria huésped. Debido a la accion de las proteasas que
modifican el ADN fagico, se suele utilizar este sistema en combinacion con otros
sistemas R/M o con mecanismos Abi (Infeccién abortiva).
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A.11.4. Infeccidn abortiva (ABI)

En este caso la infeccion fagica es inhibida después de las
primeras etapas del ciclo (adsorcion, inyeccion del ADN y expresion génica
temprana). Este sistema esta codificado en plasmidos. Las células mueren, pero la
liberacion de progenie viral es minimizada o eliminada. Este mecanismo, como asi
también el sistema R/M son generalmente sensibles a la temperatura. Un aumento
en la misma (por ejemplo de 30°C a 37°C), puede resultar en una disminucion o
pérdida de la resistencia a fagos de un starter a lactococos. Esto tiene importancia
practica, ya que se usan diferentes temperaturas durante la produccién de quesos
(por ejemplo el paso de cocimiento del queso).

A.11.5. Inmunidad por lisogenia

Existe otro mecanismo por el cual, aunque una bacteria lisogénica puede
ser susceptible a la infeccion por ofros fagos, no puede ser infectada por particulas
virales del tipo para la cual es lisogénica. Esta inmunidad es conferida gracias al
mecanismo de represion intracelular que se denomina inmunidad a la
superinfeccién y esta bajo el control de los genes del virus (Klaenhammer
T.R.,1994).

Las cepas lisogénicas que llevan profagos son insensibles a los ataques por
fagos similares, ya sean virulentos o temperados. Luego del curado de la cepa, sin
embargo, ésta se torna sensible.

Por lo visto anteriormente, los fagos y las bacterias huéspedes estan
estrechamente conectadas en una relacién bioldgica balanceada, la cual ha sido
seriamente alterada por el uso industrial de las bacterias acido lacticas. De este
modo, ambos componentes de este sistema bioldégico han sido analizados para
profundizar en los mecanismos de Ia biologia de fagos.

Uno de los objetivos de los cientificos y técnicos es controlar los ataques
por fagos en la industria lactea. Sin embargo, para la seleccion de cepas
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insensibles a los fagos (ya sea por métodos clasicos de seleccion o nuevas
técnicas genéticas), el conocimiento profundo de todos los bacteriéfagos que
pueden atacar en este medio ambiente es esencial.

A.12. Caracterizacion de los fagos

Los fagos pueden ser estudiados por varios métodos:

A.12.1. Rango de huéspedes

Se entiende por “Rango de Huésped de un fago”™ al espectro de
bacterias susceptibles a la accién litica del mismo. Estas células se denominan
cepas indicadoras porque sirven para propagar (amplificar) y para poner en
evidencia bacteriéfagos.

Los bacteriéfagos tienen un rango de huésped muy limitado.

El rango de huésped de un fago se puede determinar testeando
un bacteriéfago particular contra una variedad de diferentes cepas starters. Por
ejemplo: el rango de huéspedes de los fagos lactococales esta principalmente
restringido a una subespecie (Lactococcus lactis subsp. lactis o L. lactis subsp.
cremoris). Los fagos lactococales y los de streptococos termdfilos revelan un
amplio espectro de diferentes modelos liticos. Estos modelos representan una
relacion particular fago/ huésped, la cual cambia rapidamente debido a Ila
modificacion del fago (por ej., por la accién del sistema restriccion/ modificacion o
por modificacion del sitio receptor en la bacteria). Sin embargo, en el caso de
bacterias lacticas, los rangos de fago/ huésped y el modelo de cepas sensibles
son de gran relevancia en el campo practico (Mata y Ritzenthaler, 1988).

A.12.2. Morfologia

Debido a su pequefio tamafio, los bacteriéfagos pueden ser
examinados en un microscopio electrénico de transmision. Los fagos virulentos de
lactococos estan compuestos de una cabeza y una cola cuya longitud ronda entre
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24 y 500 nm (1 nm=10°m) (Lembke, 1980). Estos fagos muestran un amplio
espectro de tipos morfolégicos diferentes con diferentes formas de cabeza. Los
fagos mas comunes son de pequefias cabezas isométricas (50-55 nm de
diametro), luego los de cabeza alargada (65 nm de largo) y menos frecuentemente
grandes cabezas isométricas (diametro de 80 a 85 nm). Muchos elementos
estructurales finos de las colas fagicas han sido reportados, incluyendo la
presencia o ausencia de collares estre la cabeza y la cola y/o la presencia de
diferentes placas basales (generalmente con apéndices adicionales y espiculas o
fibras de la cola). Esta diversidad de morfologias de los fagos también se ve en los
temperados de lactococos.

Los fagos de lactobacilos termofilicos también revelan una
amplia variedad de tipos morfoldgicos. Los fagos de L. delbrueckii subsp. lactis y
subsp. bulgaricus tienen cabezas isométricas o alargadas y colas flexibles no
contractiles. Sin embargo, los fagos de streptococos terméfilos pertenecen a un
tipo morfolégico (cabeza isométrica y larga cola).

Los fagos virulentos de Leuconostoc mesenteroides subsp.
cremoris son de cabezas isométricas y pueden diferir en la longitud de la cola.

A.12.3. Perfil proteico

Las particulas de fagos estdn compuestas de diferentes proteinas
estructurales de la cabeza y la cola, que pueden liberarse a aita temperatura en la
presencia del detergente dodecil sulfato de sodio (SDS), y luego separadas por
electroforesis en gel de poliacrilamida con SDS (SDS page). Luego, las diferentes
bandas proteicas son tefidas con una coloracién especifica para proteinas. En
general, los fagos revelan de 1 a 3 principales bandas de proteinas y series
menores. Los fagos de diferentes morfologias muestran diferentes pertfiles
proteicos.
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A.12.4. Serologia

Ya que las particulas de fagos estan compuestas de proteinas, se pueden
detectar anticuerpos contra este material antigénico. Para este proposito, las
particulas concentradas y purificadas son inyectadas en un animal (normalmente

conejo). Estos antisueros especificos de fagos pueden ser usados para diferentes
técnicas inmunolégicas.

A.12.5. Test de neutralizacion

Concentraciones conocidas de fagos son incubadas con antisuero
especifico de fagos en diferentes diluciones (usualmente 1:100 a 1:10.000). La
reaccion antigeno-anticuerpo especifica resultara en una inactivacion completa de
las particuias de fagos y se determina el porcentaje de sobrevivientes.

A.12.6. Western blot

Las proteinas del fago son separadas por SDS-PAGE, luego transferidas
electroforéticamente e inmobilizadas en una membrana de nylon. Luego de este
paso, la membrana es incubada con un antisuero fago-especifico, de este modo,
lavando la membrana para remover los antisueros, se detectan reacciones
cruzadas entre antigeno/ antisuero especificos, cuando se incuban con anti-
anticuerpos. Estos anticuerpos secundarios estan acoplados con un complejo
enzimatico, que puede convertir un sustrato cromogénico en un derivado
coloreado, el cual marca la reaccién especifica antigeno-anticuerpo. Esta técnica
fue usada para la diferenciacién de los fagos de lactococos y lactobacilos y se
reportd una buena correlacién entre los datos morfoiégicos e inmunologicos.

A.12.7. ELISA

El procedimiento basico de ELISA es similar al método de detecciéon de
proteinas de fagos homologos luego del Western-blotting en membrana de nylon.
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A.12.8. Microscopia inmuno-electrénica

La respuesta inmunolégica de un antisuero fago especifico hacia una
particula de un determinado fago puede ser examinada directamente por
microscopia electronica. En el caso de una reaccién positiva antigeno-anticuerpo,
los anticuerpos precipitados se encontraran adheridos a las particulas fagicas.
Con esta técnica, fueron identificados fagos idénticos de lactococos.

A.12.9. Biologia molecular de fagos

Durante los ultimos 10 afios, muchos microbidlogos de la industria lactea
han dirigido sus estudios hacia la caracterizacion del genoma fagico:

A.12.9.1. Analisis de enzimas de restriccion

Una importante herramienta para la caracterizacién de ADN doble cadena
es el uso de endonucleasas de restriccion, las cuales reconocen y cortan
secuencias especificas de ADN. Los fragmentos resuitantes de diferentes
tamarfios son separados por electroforesis en geles de agarosa y dan perfiles
especificos.

E!l ADN de muchos fagos de lactococos tiene un bajo numero de sitios de
reconocimiento para enzimas de restriccion. Se cree que ésta es una respuesta de
evolucion del fago hacia su bacteria huésped. Las enzimas de restriccion son
enzimas bacterianas que degradan el ADN de fagos luego de la inyeccion y son
parte del sistema de defensa de la bacteria ante el fago.

A.12.9.2. Determinacion de mapas de restriccion

Digiriendo el DNA del fago con una variedad de diferentes enzimas de
restriccion, se puede determinar la posicidon relatva de sus sitios de
reconocimiento y corte en el genoma. Estos datos permiten la construccion de un
mapa de restriccion (mapa fisico). Se han construido mapas fisicos para los mas
comunes fagos de lactococos, tanto virulentos como temperados. Muchos fagos
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contienen moléculas de ADN lineal, que puede formar circulos al “pegarse” los
extremos de ese ADN simple cadena por cortas regiones cohesivas.

Ya que el ADN puede circularizarse en los extremos cohesivos ©
“pegajosos’, la microscopia electronica del ADN revela una mezcla de moiéculas
de ADN lineal y circular.

A.12.9.3. Tamafio genémico

El tamafno del genoma de los fagos lactococales varia considerablemente
desde 18,1 a 134 kilobases, mientras que el de los lactobacilos tienen genomas de
34 a 45 kb. El tamaio del genoma fagico se determina sumando los tamarios de
los fragmentos de ADN de un digerido con enzimna de restriccion determinado.

Alternativamente, el tamaio gendmico puede ser medido directamente por
microscopia electrénica.

A.12.9.4. Hibridizacion ADN/ ADN

Esta técnica es excelente para determinar las relaciones
genéticas (homologia de ADN) entre los fagos. En principio, el ADN doble cadena
de dos fagos es convertido en cadenas simples complementarias. Luego, los dos
ADNs son mezclados y se permite el apareamiento de las dos cadenas. Mientras
mayor sea el grado de similaridad entre ellos, habra mayor hibridizacion.

Esta técnica es altamente sensible y los fagos lactococales han
sido diferenciados en al menos siete grupos de virulentos y dos grupos de
femperados.

Una estrecha relacibn genética entre fagos virulentos vy
temperados ha sido demostrada para los fagos de lactobacilos (Lahbib-Mansais et
al., 1988) y para lactococos (Lautier, 1987).
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A.13. La industria lactocasearia en Argentina

Los cultivos naturales usados en la elaboraciéon de quesos son
asociaciones microbianas complejas constituidas por una microflora predominante
en bacterias lacticas y ciertos microorganismos no lacticos como contaminantes.
En Francia, se emplean en la elaboracion de Gruyere y Emmental (Valles, 1972).
En Halia para el Grana, Provolone y ciertos tipos de quesos Mozzarella
(Coppola,1988).

En Argentina, estos cultivos naturales son ampliamente usados
en la produccion de quesos de pasta dura (Reggianito, Sardo, Provolone y Barra).
Las diferencias geograficas y estacionales provocan maodificaciones en los cultivos
naturales. Estos starters no pueden ser reemplazados por los comerciales ya que
habria pérdidas en la calidad organoléptica de los quesos, que son muy
caracteristicos de cada region (Reinheimer J, 1995). La microflora compleja de los
cultivos naturales es esencial para un buen desarrolio de aroma (Coppola, 1988).

A pesar del amplio uso de los sueros naturales en Argentina, no
se han realizado muchos estudios en lo referente a las caracteristicas
microbiologicas y tecnolégicas de estos cultivos, de modo que no hay base
cientifica para corregir comportamientos no esperados en el suero (Reinheimer,
1995).

A.14. Enterococos en la industria lactocasearia.

Los enterococos son bacterias acido lacticas (LAB) tipicas. El
género Enterococcus ha sido asociado con alimentos fermentados, como los
quesos tradicionales europeos en los cuales las especies mas frecuentemente
aisladas son E. faecalis, E. faecium y E. durans. Estos microorganismos juegan un
rol en la maduracion y al aroma de los quesos (Macedo et al., 1995; Freitas et al.,
1995; Centeno et al., 1996; Lépez-Diaz, 2000).
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Los quesos ftradicionales en los paises mediterraneos son
elaborados principalmente con leche de cabra y oveja y, menocs comunmente, con
leche de vaca. Estos quesos tienen caracteristicas organolépticas propias. Los
estudios en la microflora de quesos como Feta, Kasseri, Fiore Sardo, Manchego,
Roguefort, Montasio, Asiago y otros, de paises mediterraneos como Grecia, ltalia,
Espafa y Francia, indican que los enterococos juegan un importante papel en la
maduracién de estos quesos, confribuyendo a su tipico sabor. Los enterococos
involucrados provienen de contaminacion medioambiental ¢ de cultivos iniciadores
naturales.

Los enterococos pueden crecer facilmente en un medio
ambiente peculiar como es el de estos quesos (aito contenido de sal y bajo pH),
mientras otras bacterias acido lacticas pueden desarroliar pobremente en estas
condiciones. Ademas, estos microorganismos cumplen un papel en otros
alimentos fermentados como aceitunas, salchichas, vegetales y ciertos alimentos
africanos fermentados.

La naturaleza ubicua y la persistencia explica por gqué los
enterococos estan asociados con numerosos habitats. Estan bien adaptados, ya
sea a los alimentos como a los ecosistemas intestinales y, debido a su
persistencia y el origen tipico de muchas cepas, se los menciona como
indicadores de contaminacion fecal. Han sido ocasionalmente implicados como la
causa de enfermedades alimentarias.

Pueden ser considerados agentes deseables en fermentaciones
lacticas tradicionales, en las cuales cumplen un rol benéfico (Franz y col, 1999).
Se suelen usar como cultivos iniciadores (Giraffa, 1897). Sin embargo, en la
actualidad, su potencial como cuftivo iniciador seguro y su uso como probidtico
humano y animal es cuestionado en vista a la asociacién clinica de algunas cepas
de E. faecium y E. faecalis, como asi también a la transferencia vertical como
horizontal de la resistencia a antibidticos.

Algunas cepas de E. faecium, E. faecalis y E. casseliflavus son
usadas como probidticos en humanos y animales (Fuller, 1989; Gardiner,1999;
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Gelsomino, 2003). La mayoria de las cepas usadas como probibticos han derivado
de humanos sanos, estan naturalmente asociadas con las superficies mucosas de
la boca, tracto gastrointestinal y genitourinario de infantes y adultos, donde son
comensales tipicos. Varias categorias de probidticos estidn disponibles en el
mercado. Los efectos benéficos estén relacionados con el ‘mantenimiento o
restauracién de la microffora intestinal y prevencién o reduccién de desérdenes
gastro intestinales, alivio a la infolerancia a la lactosa, reduccion en los niveles de
colesteroi sérico, actividad anticarcinogénica, estimulacion del sistema inmune y
mejoramiento de los valores nutricionales de alimentos (Holzapfel y col, 1998).

Algunos  enterococos  producen  varios  componentes
metabdlicos que dificultan el crecimiento de bacterias indeseables (Fons, 2000) y
otros cumplen un rol benéfico en el desarrollo de aroma en los quesos (Clark W.
1966; Neviani, 1982).
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B. OBJETIVOS

Los bacteriéfagos liticos y temperados de bacterias lacticas
constituyen una de las principales causas de falla en las fermentaciones
industriales (Whitehead,1953). La muifiplicacion de los fagos decrece o inhibe
completamente la habilidad de las bacterias lacticas para producir acido factico.
Este problema, con el que se confrontan habitualmente los queseros, produce

_pérdidas econdmicas importantes.

Diversas esftrategias han sido disefiadas y aplicadas para
superar el problema de la sensibilidad de los fermentos al ataque de los fagos.
Una forma tradicional es usar sistemas de rotacidén de cullivos bacterianos de
cepas fermentadoras. En la industria normaimente se utilizan iniciadores de
fermentacién (starters) conocidos e integrados por mas de un microorganismo. El
problema que suele aparecer en las plantas industriales es que estas cepas
bacterianas no son resistenies a los bacteriéfagos locaies.

En la zona sur de {a Provincia de Cérdoba, para fa elaboracion de tales productos
se aprovechan las fermentaciones espontdneas realizadas por las bacterias
propias de la leche.



E! interés de nuestro grupo de frabajo fue caracterizar la flora
autéctona de productos lacteos regionales y desarrollar, en base a ella, fermentos
de uso local.

Para elio es de suma importancia estudiar la presencia de lisogenos en esta flora
para evitar su uso en los fermentos a desarroilar.

Ademas, en algunos casos se ha demostrado que los fagos temperados son
fuente de fagos liticos, que podrian destruir las células bacterianas y malograr la
fermentacion. En todos los casos, debido a que la lisogenia estd ampliamente
distribuida entre las bacterias lacticas, las cepas lisogénicas pueden servir como
reservorio de fagos en las plantas industriales (Reinheimer, 1994).

Por elio en el presente estudio se propone:

Objetive General

Determinar el estado liscgénico de cepas de bacterias lacticas regionales
utilizadas para elaborar productos fermentados y caracterizar parciaimente sus
fagos temperados.

Objetivos especificos

° Aislar e identificar bacterias lacticas de leche cruda, lactosuero, suero fermento
natural y quesos dei sur y centro de la Provincia de Cérdoba.

° Evaluar el estado lisogénico de las cepas regionales seleccionadas.
¢ Aislar los bacteriéfagos temperados y analizar parciaimente su material genético.

° Estudiar el rango de huéspedes de los bacteridfagos aislados

46



47

MATERIALES YMETODOS

C.



0000000000000 00000000000000000000000O0C0O0C0OCKOCOCFDCCFTCTCVCFCYTYYT

C. Materiales y Métodos

C.1. Medios de Cultivos, Reactivos y Soluciones

MRS (Many col,1960)

Peptona, 10 g; exiracto de came, 5 g; extracto de levadura, 5 g; D-glucosa, 20g;
Tween 80, 1 mi; citrato de amonio dibasico, 2 g; acetato de sodio, 5 g; MgSO,
anhidro, 0,1 g; MnS0O,7H,0 0,05 g; K:HPO,, 2 g; agua destilada, c.s.p. 1000 mi;
pH 8,5+ 0.1 (BIOKAR).

LAPTg (Raibaud y col, 1961)

Peptona de carne, 1,5 g; triptona, 1,5 g; extracto de levadura,1 g; glucosa, 1 g;
Tween 80, 1 mi; agua destilada, ¢.s.p. 1000 mi; pH 6.0.

Elliker (Eliiker y col, 1956)

Triptosa, 3 g; extracto de levadura, 0,75 g; gelatina, 0,37 g; dextrosa, 1 g; lactosa,1
g; sacarosa, 1 g; NaCl, 0,3 g; acetato de sodio, 0,1 g; acido ascorbico, 0.1 g; agua
destilada, c.s.p. 1000 ml; pH 6.8.

Medio de Clark y Lubs

Caldo glucosa-fosfato: peptona, 5 g;
D-glucosa, 5 g;

KzHPOq,, 5 g;

agua destilada, c.s.p. 1000 ml.
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Reactivo A: alfa naftol al 5% en etanol absocluto.
Reactivo B: KOH al 40% en agua destilada.

Medio Agar Bilis (Norris, 1970)
Extracto de carne, 3 g;

bacto peptona, 5g;

NaCl, 5¢g;

bilis de buey deshidratada 40 g;
agar, 9 g;

agua destilada, ¢.s.p.1000 ml.

Medio de Facklam and Wilkinson (extraide del trabajo de Tesis Doctoral de Ia
Dra. Graciela Savoy de Giori)

Caldo infusion cerebro corazén, 25 g;

NaCl, 39,92 g;

glucosa,1 g;

agua destilada, ¢.s.p. 1000 mi;

pH7-7,2

Medio de Shattock y Hirsch (Tesis Doctoral de la Dra. Graciela Savoy de
Giori, CERELA, Tucuman)

A-Caldo glucosa Lemco pH 9,6 ; D-glucosa, 10 g; extracto de came, 10 g;
peptona,10 g; NaCl, 5 g; agua destilada, c.s.p. 10600 mi;

B-Solucién buffer: glicering, 7,5 g; NaCl, 5,85 g, agua destilada, ¢.s.p. 1000 mi.

Agar sorbato (Reuter, 1970)

Peptona de caseina, 10 g; extracto de carne, 10 g; extracto de levadura, 5 g; D(+)
glucosa, 20 g; acetato sodico, 5 g; citrato sddico, 3 g, Tween 80, 1 mf;

MgS044H,0, 0,2 g; MnSO,7H,0, 0,05 g; sorbato de potasio, 0,54 g; agua
destilada, c.s.p. 1000 mi; pH 5+ 0.1.
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Medio de Gibson (extraido de la Tesis Doctoral de la Dra. Graciela Savoy de
Giori)

Extracto de levadura, 2,5 g;

D-glucosa, 5 g;

leche descremada reconstituida, 800 mi;

agar nutritivo, 200 mi;

solucién de MgS044H20 0,4%, 10 mil.

M17 (Terzaghi y Sandine, 1975)

Triptona, 2,5 g; peptona de came, 2,5 g; peptona de harina de soja, 5 g; extracto
de levadura, 2,5 g; extracto de came, 5 g; lactosa, 5 g; glicerofosfato de sodio, 19
g; MgS0.4.4H,0 0,25 g; acido ascorbico, 0,5 g; agua destilada, c.s.p. 1000 ml. pH
7.1+ 0.2. (BIOKAR)

Buffer TE

Tris-HCL 10 mM
EDTA 1mM

pH 8

Buffer SM

Para 1 litro;

NaCl 5849
MgS04.7H.0 20g
Tris-HCI 1M (pH 7,5) 50 mi

Gelatina al 2% 5mi
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Buffer TAE

TRIS-Acetato 0,04 M
EDTA 0,001 M
pH=8

Buffer de siembra para electroforesis (5X) (Sambrook y col, 1989)

Cianol xileno 0,25%
Azul de Bromofenol 0,25%
Sacarosa 4

C.2. METODOS

Aislamiento de Bacterias Lacticas

Se procesaron muestras de lactosuero y quesos artesanales elaborados en la
region, leche cruda y suero-fermento utilizados en la elaboracion de los mismos.
Las muestras se recolectaron en recipientes de plastico, con fapa a rosca,
estériles y se trasladaron refrigeradas al laboratorio para su inmediato
procesamiento.
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Preparacion de muestras de quesos (Standard Methods for the Examination of
Dairy Products, 1978)

Se obtuvo la muestra con sacabocado, insertando el mismo en forma oblicua,
hacia el centro del queso. Se tomaron al menos 5 muestras representativas de
distintos lugares del mismo, descartando la porcién correspondiente a los 2 cm.
superficiales.

Se trituraron y mezclaron 11 g de esta muestra con 99 mi de citrato de sodio al
2%, precalentado a 40°C, en una licuadora previamente desinfectada con
hipoclorito de sodio 200 ppm durante 5 min y enjuagada con tiosulfato de sodio al
0.1% y agua estéril. Se mezcld para lograr la emulsificacion de la muestra,
invirtiendo el recipiente para resuspender las particulas de las paredes interiores.
Posteriormente se realizaron diluciones decimales y se procedié a la siembra en
distintos medios de cuttivo.

Preparacion de las muestras de leche, lactosuero y suero fermento (Standard
Methods for the Examination of Dairy Products,1978)

Se homogeneizaron 10 mi de muestra en 90 mi de citrato de sodic al 2%
precalentado; a continuacion se realizaron diluciones decimales y se prosiguio
comgc en la muestra anterior.

De cada muestra se sembraron 3 diluciones por duplicado en los siguientes
medios: LAPTg, Elliker, M17, Acido sorbico, MRS, depositandose 0.1 ml en
superficie y diseminandose con espéatula de Drigaisky.

En los quesos de pasta dura, la temperatura de incubacién fue de 30°C; en los de
pasta blanda, de 37°C. Se incubd de 72 a 96 hs, en microaercfilia, lograda por
combustion de oxigeno.



Se eligieron las placas con aproximadamente 100 colonias desarrolladas, de las
cuales se seleccionaron aquellas macroscopicamente diferentes y que respondian
a las siguientes caracteristicas: cocos o bacilos, Gram positivos, catalasa
negativa, no esporulados e inmoviles.

Fue necesario reaislar 3 veces consecutivas en medio sélido por estrias por
agotamiento para tener la certeza que la colonia provenia de un cion.

Conservacion de los aislamientos y cepas

Tanto las cepas de bacterias lacticas de la coleccion de CERELA como aquellas
aisladas durante el presente estudio fueron conservadas por congelamiento a
-20°C y -80°C, utilizando como medio crioprotector, caldo de cultivo (MRS)
adicionado de 15% de glicerol.

Congelamiento en caldo MRS adicionado de glicerol

Las cepas fueron desarrolladas durante 16-18 hs en caido MRS a 32°C,
centrifugadas 2 veces 10 min a 5000 rpm, y resuspendidas en medio fresco. Se
descartd el sobrenadante y se agreg6 la solucidon crioprotectora (caldo MRS
adicionado con 15% de glicerol).

Fracciones de 1 ml fueron conservadas en crioviales estériles a —20°C y —80°C.

Las cepas conservadas por congelamiento, se reactivaron en caldo MRS estéril a
32°C; los cultivos utilizados en las diferentes experiencias del presente estudio
fueron preparados por reinoculacion al 2% en caldo MRS fresco e incubacién a
32°C durante 16-18 hs.

Microscopia 6ptica

A partir de cultivos de las cepas en MRS, se realizaron observaciones
microscopicas de frescos y de frotis tefiidos con la coloracion de Gram, con el
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objeto de controlar la pureza de los cultivos, asi como determinar la morfologia y

agrupacion celular.

Estudio del estado lisogénico de los aislamientos por induccion fagica de
los mismos con mitomicina C (MC) (Cluzel y col,1987 modificada en CERELA)

Se inocularon al 2% los cultivos overnight a inducir, en 3 tubos con 5 mi de caldo
MRS.

Se determiné la densidad optica (DO) inicial a 600 nm. Se incubé a 32 6 37°C de
acuerdo a la procedencia ce la cepa (queso pasta dura: 37°C,pasta blanda, leche,
suero fermento: 30°C). hasta que los cultivos alcanzaron una DO aproximada de
0,1y 0,2.

Se agregd mitomicina C (MC; Sigma Chemical Co., St Louis, MO} a la
concentracion final (cf) de 0,15 y 1 ug/ml. Uno de los tubos se usd como control
sin MC. Se continué la incubacién durante 6-8 hs registrando la DO cada hora. La
induccion de una cepa fue detectada al decrecer la absorbancia de los cuitivos
que contenian MC comparados con el control sin MC.

Se centrifugd el cullivo lisado durante 15 min a 5.000 rpm, se fitro el
sobrenadante a través de membranas de 0,45 um de didmetro y se conservo a
4°C. Luego, este lisado fue evaluado por la presencia de fagos usando el método
standard de doble capa (Cluzel, 1987).

Control positivo de induccidn: Lacfobaciflus gasseri NCK101 (cepa inducible).

Caracterizacion de los aislamientos que resuitaron lisados durante la
induccion con MC.

Preparacién del inéculo, tiempo y temperatura de incubacion.
Se centrifugaron 5 mi de un cultivo de activo del aislamiento bacteriano, a 3000
rpm. Se descarté el sobrenadante y se lavo con solucién fisioldgica. El sedimento
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se resuspendid en el volumen inicial de medio estéril y se sembré un indculo al
2%, se incubo 5 dias a 30°C en microaerofilia

Metodologia convencional de identificacion: pruebas metabdlicas
(Bergey,1986)

Prueba de catalasa

Se colocd una gota de agua oxigenada de 30 volimenes sobre un portaobjetos y
sobre ella, una colonia aisiada de un cultivo de 24 hs, crecido en MRS agarizado.
Resultado positivo: formacion inmediata de burbujas.

Resultado negativo: ausencia de burbujas.

Movilidad

Los cultivos de 18 hs fueron observados directamente al microscopia, usando
iluminacién reducida.

Crecimiento a distintas temperaturas

Se sembraron varios indculos al 2% en tubos con 5 ml de caldo MRS,
colocandolos en bafos termostatizados a las siguientes temperaturas:10, 45 y
50°C. Se observo el desarrollo del cultivo hasta 5 dias.

Crecimiento: aparicion de turbidez

No crecimiento: ausencia de turbidez

Tolerancia a 4% de NacCl

Se sembrd un inéculo al 2% en medio de Facklam y Wilkinson y se incubé 5 dias
a 30°C.

Reaccion positiva: turbidez
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Reaccién negativa: ausencia de turbidez

Tolerancia a 6.5% de NaCl

Se determiné (como en el caso anterior), cambiando la concentracion final de
NaCl, que en este caso es de 6.5%.

Crecimiento a pH 9.6

A 900 m! de caldo glucosa Lemco, se le agregaron 100 ml de solucion buffer. Se
ajustd el pH a 9.8 con NaOH 1 N. Se dej6 toda la noche en frio para compietar la
precipitacion y se esterilizé por filtracidon. Se distribuy6 en tubos ocupando ia
totalidad de su capacidad para evitar la presencia de aire. Se sembrd el indculo
al 2%. Se incubd a 30°C durante 5 dias.

Reaccidn positiva: turbidez

Reaccion negativa: ausencia de turbidez

Crecimiento a pH 9.2

Del mismo modo que anteriormente, se preparé ofro medio, el cual se llevé a
pH 92

Test de Voges-Proskauer

A un cultivo desarrollado en medio de Clark y Lubs se ie agregd 0,6 mi del
Reactivo A y 0,2 ml del Reactivo B por mililitro de cultivo, agitandose bien.

Luego de agregar cada reactivo, se realizd la lectura entre los 15 y los 60 min.
Resuiltado positivo: aparicién de color rosado

Resultado negativo: sin cambio de color
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Supervivencia a 60°C

Se hizo crecer la cepa en caldo nutritivo durante 24 hs y a continuacioén se coloco
en bafio maria a 60°C durante 30 min. Se enfri6 bajo agua cormienie y se
subcultivd en una placa de agar nutritivo, diseminandose 0,1 ml en la superficie del
agar con espatula de Drigalsky. Se incubd a 30°C durante 24 hs.

Resultado positivo: desarrollo del microorganismo en esas condiciones.

Produccion de CO; a partir de glucosa

Se mezcl6 la solucion de MgSO4 del medio de Gibson con la leche reconstituida,
se agregoé el extracto de levadura y la glucosa, luego el agar nutritive fundido y se
mezcld bien. pH 6,5.

Procedimiento: Se fundié el medio por calentamiento a 100°C y se dejd enfriar.
Cuando alcanz6 los 45°C se inoculdé 0,5 mi de un cultivo joven, mezciandose por
rotacion, y se dej6é coagular. Periodo de incubacion: hasta 14 dias.

Resultado positivo: producciéon de COo, o cual se observa si hay ruptura del agar
o presencia de burbujas en el medio.

Tolerancia a la bilis

Se inoculd en agar bilis un cultivo joven, se lo incub6 durante 48 hs.

Resultado positivo: crecimiento

Resultado negativo: ausencia de crecimiento

Nota: 1% de bilis de buey deshidratado equivale a 10% de bilis (v/v) {para preparar
40% de Agar Bilis es necesario usar 4% de bilis de buey deshidratado).
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Perfii fermentativo de aziicares

Esta prueba se llevé a cabo utilizando el sistema de identificacion APl 50 CHL (Bio
Merieux,Marcy I'Etoile,France).

La galeria AP! 50 CHL permite el estudio de 49 azlcares. A un cultivo en caldo
MRS de toda la noche se lo centrifugo 10 min a 5.000 rpm. Las células se lavaron
y resuspendieron en 2 mi de solucién fisioldgica estéril. Se agregaron gotas de
esta suspensién a un tubo conteniendo 10 mi de agua destilada. Se leyd
absorbancia a 550 nm. La lectura realizada frente a un blanco de agua destilada
debe estar comprendida entre 0,5y 0,7. Luego se agregd igual nimero de gotas al
medio APl 50 CHL y se sembrd en la galeria de pruebas. Se cubridé cada
microcapsula con vaselina estéril para crear un ambiente de microaerofilia. Se
incubo a 30°C y los resultados se observaron a las 24 y a las 48 hs.

Resultado positivo: viraje de plrpura a amarillo

Resultado negativo: sin viraje del indicador

En el caso del test de hidrélisis de Ia esculina (prueba N° 25) el cambic de color es
de rojo a negro.

Extraccion de ADN cromosomico

Se cultivaron las células en 20 ml de MRS o LAPT g durante 16 hs.

Se cosecharon las células por centrifugacion y se resuspendieron en 4 mi de
Buffer TES- lisozima (Sacarosa 25%, EDTA 10mM, Tris 100 mM, pH 7.5, lisozima
10 mg/ml).

Se incubd 90 min a 37°C. Se resuspendio en 1,9 mi de EDTA 20mM pH 7,0.

Se colocd 100 ul de SDS 10% y 10 ul de Proteinasa K (20 mg/mi).Se incubé
durante 1 h a 55°C; periédicamente se realizaron movimientos circulares.

Se agreg6 0,5 mi de perclorato de sodio 5 My 1,2 mi de cloroformo: alcohol

58



isoamilico (relacion 24:1).

Se colocod durante 15 min a temperatura ambiente realizando periédicamente
movimientos circulares.Se centrifugd durante 10 min a 12.000 rpm.

Se transfirid la fase acuosa (capa superior) a un nuevo tubo. Se agregaron 0,6
volumenes de isopropanol.

Se mezclaron, se extrajo el DNA con una varilla, se lavo en alcohol 70%.

Se dej6 secar en un tubo Eppendorf con el DNA hacia arriba en la varilla.

Se colocaron 200 ul de agua destilada para PCR en el tubo, dejando el DNA
sumergido.

Se guardod a 4°C para sembrar un gel de agarosa al 0,75% para observar el
DNA cromosdmico.

Reaccién de polimerasa en cadena (PCR]} a partir det ADN celular

Previo a la reaccién, el ADN celular se traté con 1 vol de perciorato de sodio y
precipitd en presencia de 1 vol de isopropanol. Luego de centrifugar a 14.000
rom, se lavé el ADN con etanol 70%, se dejo secar a temperatura ambiente, y se
resuspendid en buffer TE.

Reaccidn de PCR:

Para un volumen de reaccion final de 25 ul,se mezcio:
ADN templado 0,3 mg/mi 1.0 gl

Primers 10 uM 2.5 pl cada uno
MgCl> 25 mM 254l

Buffer 10X 25 pl

Tag Polimerasa 5U/ul 0.2

dNTP 2.5 mM 1.0
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H.0 (c.s.p. 25 W) 15.3 ul

Se amplificd en un termociclador Perkin Elmer segin el siguiente programa:

Reaccion de PCR:

Programa de procesamiento 1 {1 ciclo), 2 (30 ciclos), y 3 (1 ciclo)

1 Desnaturalizacion 94°C 5 min
2 Desnaturalizacion 94°C 15 seg
Unidn del primer 50°C 30 seg

(Annealing)

Extension 72°C 45 seg

3 Extensién 72°C 10 min

Finalizada la reaccion de PCR, se procedi6é a analizar los resultados mediante
electroforesis en gel de agarosa al 1.2% (p/v) en buffer TAE 1X a 65 voitios
durante 2 hs, se ifi6 el gel con bromuro de etidio (0,5 ug/mi) y se fotografid.

Binding buffer: Wash buffer
NaClO, 6M NaCl 10 mM

Tris 50 mM pH 8 Tris20mMpH 7.5
EDTA10mMPpH 8 EDTASmMpPH 7,5

Etanol 50% viv

Identificacidn de los amplicones

Por otro lado, el fragmento ampilificado fue aislado, purificado a partir del get de
agarosa y secuenciado en BioResource (NY, USA). Las secuencias fueron
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comparadas con aquellas reportadas en la base de datos usando el software
Clustal X.

Microscopia electronica de las cepas tratadas con MC y de los lisados

Esta técnica fue realizada por el Dpto. de Servicios de Microscopia Electronica,
Instituto Superior de Investigaciones Biologicas (INSIBIO), CONICET-UNT.

A las 3 hs fuego del agregado de mitomicina C, se extrajo una muesira del cuitivo,
se centrifugd y se filtrd. La muestra fue fijada en una solucion de glutaraldehido en
buffer fosfato 0,1M pH 7,4 con la adicién de CaCl, 1mM y luego fijada en tetroxido
de osmio con el mismo buffer durante toda la noche. El pellet fue incluido en una
solucién de agar al 2%.

La muestra fue luego tratada con una solucién acuosa de uranil acetato al 2% por
40 min. Luego de la fijacion, fa muestra fue gradualmente deshidratada en alcohol
a concentraciones crecientes, luego en acetona y embebida en resina Spun.

Las secciones ultrafinas gris plata fueron tenidas con acetato de uranilo y Citrato
de plomo y examinadas con un microscopio de transmision Zeiss EM 109 .

Aqui se observo el efecto de la induccion con mitomicina C sobre fa morfologia del
huésped.

Los lisados se enviaron al laboratorio del departamento de Biologia Médica de la
Facultad de Medicina de la Universidad Laval de Quebec, Canada {Ackermann)
para observar la morfologia de los fagos.

Extraccion del ADN de fagos (Sambrook y col,1989)

Se agregd un volumen de fenol saturado en TRIS pH= 8,0 a la suspensién de
fagos.

Se mezcld por inversion y centrifugé 10 min a 4°C 13.000 rpm.

Se extrajo la parte superior y se repitiér 2 veces ef tratamiento con fenol.

Se tom¢ la fase superior y se agregd un volumen de cloroformo-aicohol isoamilico
(24:1).
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Se mezcld por inversion y se centrifugd a 4°C 10 min a 13.000 rpm.

Se exirajo la parte superior y se agreg6 1/10 volumen de NaAc 3M,

pH=4.8 y 2.5 volimenes de etanol absoluto 6 0,8 volumen de isopropanol.

Se dej6 precipitar a —20°C durante un periodo mayora 1 h.

Se centrifugd durante 10-15 min a 13.000 rpm.

Se descart6 el sobrenadante y se resuspendio el precipitado en etanol al 70%.

Se centrifug6 a 13.000 rpm durante 10 min en centrifuga refrigerada .

Se descarté el sobrenadante, invirtiendo el microtubo sobre papel absorbente
hasta secar el precipitado.

Se resuspendid el precipitado (ADN) en un pequeiio volumen de TE, acorde a la
cantidad de ADN.

Digestion del ADN fagico con enzimas de restriccion (Sambrook y ¢ol,1989
modificado en CERELA)

Se coloco la solucidon de DNA en un tubo Eppendorf. Se agregaron 2 ni de buffer
apropiado para cada enzima, iuego 0,5 ul de seroalbimina bovina.

Se adicion6 un volumen suficiente de agua para llegar a un volumen final de 20 ul.
Se agrego6 1 ul de la enzima de restriccion.

Se mezclb e incubo a la temperatura adecuada a cada enzima.

Se detuvo la reaccion agregando EDTA 0,5 M (pH 8) a una concentracion final de
10 mM y se guarddé a —20°C hasta su analisis por electroforesis en geles de
agarosa.

Enzimas de restriccién usadas en este trabajo: EcoRl, Haelll, Xbal, EcoRV, Hindlll

(Boehringer).

Enzima Buffer
EcoRl EcoRl
EcoRV 3+BSA
Haelll 2
Hindll E

Xbal 2+BSA
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Marcador de PM: 1 kb ladder (Bio-Labs)
Las enzimas usadas son de los laboratorios Promega y Bio-Labs.
Luego de la eleciroforesis en gel de agarosa, la suma de los fragmentos de

restriccion fue promediada y usada para calcular el tamafio en kilobases de los
fagos.

Electroforesis de ADN en geles de agarosa (Sambrook y col, 1989)

Se analiz6 el ADN (20 ul de muestra) por eleciroforesis en gel de agarosa (0,8%)
en un tampén TAE constituido por: Tris-acetato 40 mM, EDTA 2mM. Condiciones
de corrida : 78 voltios durante 1 — 11/2 hs.

Al término de la corrida electroforética, se coloreé el gel en tampon TAE
conteniendo 1 ug/ml de bromuro de etidio durante 15 min .

Para visualizar el gel se utilizé6 un transiluminador de luz UV (250 nm) y fotografié
con una camara Polaroid MP-4, con filiro naranja y con pelicuia positiva Polaroid
667 de alta sensibilidad.

Se promedid la suma de los fragmentos de restriccion para aproximarse al tamafo
(en kilobases) del DNA de fagos.

Deteccion de cepas indicadoras (sensibles al fago, que forman placas de
lisis) por el Métcdo de la Gota

Se filtraron los lisados obtenidos luego de la induccion con mitomicina C con filtros
esterilizantes. Las cepas bajo estudio fueron testeadas por su sensibilidad al
lisado por el método de Cluzel et al, 1987. El bacteridéfago fue detectado por las
placas de lisis que produjo en la técnica de doble capa de agar. Para ello se
inoculd al 2%, 200 pl de la cepa indicadora en 5 mi de agar blando MRS-Ca'™.
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Se homogeneiz0d y volcd sobre una capa de MRS-Ca agar duro. Se dejd solidificar
15-30 min. Se agregaron 10 ul de la suspension de bacteriéfagos. Se dej6 secar y
se incubd 24 hs a 37°C. Se observo la formacion de halos de lisis (placas). En la
ausencia de placas de lisis, el cultivo fue reinoculado en medio fresco. La cepa se
consider6 insensible cuando no se detectaron placas en 3 subcultivos sucesivos.

Deteccion de cepas indicadoras en medio liquido

La lisis fue ademas testeada en medio liquido. Para elio se inocularon 2 tubos de
caldo MRS-Ca*? con la cepa al 1%.

Se agreg6 lisado o dilucion apropiada al 5% a uno de los tubos. Se dej6 un control
sin inocular. Se incub6 a 37°C. Se examinaron visualmente los tubos a intervalos
regulares.

En caso de ausencia de lisis, tan pronto como la turbidez se hizo visible en el
control, se transfirieron ambos, confrol y "lisados", al 2% en medio fresco. En caso
de ser necesario, se hizo una tercera transferencia.

La lisis por fagos puede ser detectada en estas condiciones, aun cuando ocuire
lentamente, especialmente cuando las particulas de fagos no son muy activas o
sSOn pequenas en namero.
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D. Resuitados y Discusion

D.1. Aislamiento y caracterizacion de bacterias lacticas

Se procesaron las siguientes muestras, aisladas a partir de distintas zonas del sur
de la Provincia de Cordoba y el Noroeste de la Provincia de San Luis: 2 quesos de
pasta dura, 8 quesos de pasta blanda, 5 sueros fermento, 7 lactosueros, y 2
muestras de leche cruda.

De esas muestras se obtuvieron 91 aislamientos, los cuales se conservaron para
el estudio de su estado lisogénico.

Los aislamientos seleccionados presentaron las siguientes caracteristicas, que se
corresponden a las de bacterias lacticas:

Movilidad (-)

Catalasa (-)

Reduccién de NOs (-)

Gram (+)

Indol (-)

D.2. Estudio del estado lisogénico de los aislamientos

Las técnicas empleadas para estudiar la lisogenia en cepas de bacterias lacticas
fueron:

Inducciones de profagos con mitomicina C.

Método de la gota para determinar la presencia de fagos en los lisados y detectar
cepas sensibles.
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D.3. Induccion de los fagos a ciclo litico con mitomicina C (MC)

En este estudio se evalud el estado lisogénico de los aislamientos de bacterias
lacticas obtenidos de muestras de leche cruda, quesos y sueros fermento de ia
zona Sur de la Provincia de Coérdoba, segiin las condiciones de induccion
descriptas por Cluzel y col (1987).

Los 91 aislamientos fueron probados por su induccion con 2 concentraciones de
MC (0,15 -1 pg MC/ml).

Sélo 2 cepas aisladas a partir de quesos (K3 y 12Q3) resultaron inducidas a las 2
concentraciones de MC probadas (0,15 y 1 ug/ml. La frecuencia obtenida coincide
con los datos reportados por Carminati y col (1992) quienes describieron una cepa
inducible por mitomicina C de 45 cepas de Strepfecoccus salivarius subsp.
thermophiius .

En la figura 4 se muestra la clarificacion de los cultivos inducidos con MC
comparados con ei cultivo control. El cultivo control corresponde a Lactobacillus
gasseri NCK 101 , cepa que ha probado ser sensible a distintas concentraciones
de mitomicina C.

Se observé lisis de ambos cultivos con ambas concentraciones de mitomicina,
siendo la 6ptima de 1ug/mi. A esta concentracidn, las cepas 12Q3 y K3 crecieron
a una velocidad similar a la del cultivo control durante las primeras dos horas
posteriores a la adicidon de la mitomicina; ésto fue seguido por un decrecimiento en
fa densidad Optica, y la lisis fue completa luego de 2-3 hs.
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Figura 4: Induccion a lisis con MC en las cepas controly 12Q3.

C,: cepa confrol {(Lactobacillus gasseri NCK 101) sin MC; C,: cepa control con MC (conc.
0,15 ug/mil); ¢;: cepa control con MC {conc. 1 ug/mi)

A, : cepa 12Q; control sin MC; A; : cepa 12Q; con MC {conc. 0,15 ug/ml); Az - cepa 12Q; con
MC (conc. 1 ug/mi)
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Figura 5: Induccidn a lisis con MC en las cepas control y Ks.

C4: cepa control {(Lactobacillus gasseri NCK 101) sin MC; C,: cepa control con MC {conc.
0,15 ug/ml); c;: cepa control con MC {conc. 1 ug/ml)

D, : cepa K; control sin MC; D, : cepa K; con MC {conc. 0,15 ug/mi); D; : cepa K; con MC
{conc. 1 ug/mi)

La cinética de estos cultivos en presencia y ausencia de MC se muestra en la
figura 8. Como se observa, la cepa 12Q3 presentdé una cinética de crecimiento
normal dentro de las 3 hs. post-induccion con MC, mostrando luego una inhibicion
en su crecimiento con ambas concentraciones de MC ensayadas. La cepa K3
disminuyé también su crecimiento luego de las 3 hs post induccién, aungue
unicamente con 1 ug/mi de MC.
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Figura 6. Cinética de crecimiento de la cepa 12Q; (A) y Ks (B) posterior a la
adiciéon de mitomicina C (0,15 y 1 ug/mi)
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D.4. Identificacién taxonomica:
D.4.A. Métodos convencionales.

Las dos cepas fueron identificadas por métodos convencionales mediante la
determinaciébn de caracteristicas fisiologicas, pruebas metabdlicas y perfil
fermentativo de azucares (Facklam,1989).

La tabla 3 muestra los resultados obtenidos a partir del andlisis de los dos
aislamientos con relacién a las caracteristicas fisiologicas y pruebas metabdlicas.
El comportamiento de las 2 cepas con relacion a la fermentacion de las diferentes
fuentes carbonadas se muestra en la tabla 4.

Las dos cepas fueron identificadas como pertenecientes al género Enterococcus
segun Bergey et al, 1986, Cowan et al, 1995, Haba, 1992, Holt et al, 1994.

Los perfiles de fermentacion permitieron identificar a ambas cepas como
Enterococcus durans.
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PRUEBA

12Q3

K3

Coloracion de Gram

+

+

Morfologia

Cocos ovoides en
cadenas cortas

Cocoes ovoides en
cadenas cortas

Catalasa

Movilidad

Esporas

Crecimiento a 10°C

Crecimiento a 45°C

Crecimiento a 50°C

Crecimiento en 2% NaCli

Crecimiento en 4% NaCl

Crecimiento en 6,5% NaCl

Crecimientoa PH 9,2

Crecimiento a PH 9,6

Prueba de Gibson

Oxidasa

Nitrato reductasa

Voges Proskauer

Sobrevida a 60°C,
30 min

Crecimiento en 40% de
bilis

Tabla 3: Caracteristicas fisioldgicas y pruebas metabdlicas determinadas en

las cepas 12Q3y K3
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AZUCAR 12Q3 | K3 AZUCAR 12Q3| K3
Eritritol - - Salicina + -
D-arabinosa - - Maltosa + -
L-arabinosa - - Lactosa + -
Glicerol - - Esculina + -
Ribosa + + Melibiosa - -
D-xilosa - - Sacarosa - -
L-xilosa - - Trealosa + +
Adonitol - - Inulina - -
B-metil-xilésido - - Meiezitosa - -
Galactosa + + D-rafinosa - -
D-glucosa + + Almidon - -
D-fructosa + + Glicoégeno - -
D-manosa + |+ Xilitol - -
L-sorbosa - | - f-gentiobiosa + +
Ramnosa - - D-{uranosa - -
Duicitol - - DHisosa - =
Inositol - - D-tagatosa + +
Manitol - - D-fucosa - =
Sorbitol - - L-fucosa - -
a-metil-d-manésido - - D-arabitol - -
a-metil-d-glucosido - - L-arabitol - -
N-acetil-
glucosamina + + Gluconato - -
Amigdalina - - 2-ceto-gluconato . -
Arbutina - - 5-ceto-gluconato - -

(+) Fermentacion ; (-) No fermentacién

Tabla 4: Perfil fermentativo de azucares de las cepas 12Q3 y K3.
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D.4.B. Métodos moleculares.

Para confirmar la identificacién de ambos aislamientos como Enferococcus durans
se determiné la secuencia de ADNr 16S, segin Monstein et al, 1998; Patel, 1998;
Kullen, 2000; Knijff,2001; Cuozzo, 2002.

Para ello se realiz6 la amplificacién del ADN por PCR mediante el empleo del ADN
total de ambas cepas como templado y de un cebador correspondiente al ADNr
18S de Enterococcus durans.

La figura 7 muestra el ADN iotal de las células que sirvié como templado en la
reaccion de PCR, pudiendo observar la pureza del ADN de ambas cepas y que no
se encuentra degradado.

El amplicon que corresponde a la regidn variable V1 del 16S rADN fue purificado y
enviado a secuenciar por métodos standar (Sanger, 1997), ai Departamento de
Biologia Médica, Facuiltad de Medicina, Laval, Universidad de Quebec, Canada
(Dr. Ackermann). Las secuencias fueron comparadas con las reportadas en la
base de datos usando el software Clustal W.
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Figura 7. Electroforesis en gel de agarosa del ADN de las cepas 12Q3 y Ka3.
calle 1: marcador de peso molecular, calle 2: DNA de la cepa 12Q3,
calle 3: DNA de la cepa K3.

D.5. Secuencias editadas de los fragmentos amplificados

En las Figuras 7 y 8 se muestra la homologia entre las secuencias en estudio y su
comparacion con cepas de enterococos de coleccion (Enterococcus faecium strain
DSM20477; E. durans DMS20633; y E. hirae DMS20160).

Los resultados permitieron confirmar que las cepas aisladas pertenecen al género
Enterococcus. La cepa 12Q3 muestra una identidad del 98% con las tres cepas
tipo de enterococos (E. faecium, E.durans and E.hirae), mientras la identidad de la
cepa K3 con la misma cepa tipo es sélo del 89%. Es importante resaltar que la
secuencia de la cepa K3 no pudo ser optimizada. A partir de las secuencias de

ADNr 16S, resulta dificil discriminar si la cepa 12Q3 es E. faecium o E. durans.
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ADNr 16S, resulta dificil discriminar si la cepa 12Q3 es E. faecium o E. durans.
Como se muestra en la Figura 8, las secuencias DNAr 16S de las tres cepas tipo
difieren en cuatro posiciones, indicadas con numeros (“superscript’) en fa
secuencia ADNr 16S de 12Q3. De esta manera, la secuencia de 12Q3 difiere en
una base con la secuencia de E faecium (posicién 2); en dos bases con la
secuencia de E. durans (posiciones ' y %), y en tres bases con Ja secuencia de E.
hirae (posiciones 2, ® y %). Un analisis similar con la secuencia de la cepa K3 seria
en este momento prematuro.

GGCGTGCCTAATXCATGCAAGTCGA’ACGCCTCTTTTTCCCCGGAGCTTGCTC
CACCGGAAAAAGAA’GAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGC
CCATCAGAAGGGGATAACACTTGGAAACAGGTGCTAATACCGTATAACAATCA
A’AACCGCATGGTTTTGATTTGAAAGGCGCTTTCGGGTGTCGCTGATGGATGG
ACCCGCGGTGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCCACGA
TGCATAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGC
CCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCGGCAATGGACGAAAGT
CTGACCGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGTTTTCGGATCGTAAAACTCT
GTTGTTAGAGAAGAACAAGGATXAGAGTAXCTGTTCATCCTxxTACGG

x: base ausente en la secuencia de 12Q3, y presente en las tres cepas tipos.

Los nameros indican la posicién donde las secuencias de fas tres cepas tipo difieren:
A': E. hirae, E. faecium, y 12Q3; T: E. durans

A% E. durans y 12Q3

A®: E. faecium y 12Q3

C*: E. durans, E. faecium y 12Q3

Figura 8. Secuencia de bases de la region variable V1 del ADNr 16S de la
cepa 12Q3 (457 nt; secuencia primer PL 5' > 37)
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Secuencias homdlogas:

gil8980342{embiAJ276355.1[EFA276355 Enterococcus faecium 16S rRNA gene,
strain DSM20477

Length = 1533

Expect = 0.0 identities = 448/455 (98%;), Gaps = 4/455 (0%)

>qi|8980341|embiAJ276354 .1|EDU276354 Enterococcus durans 16S rRNA gene,
strain DSM20633

Length = 1534

Expect = 0.0 identities = 448/455 (98%), Gaps = 4/455 (0%)

gi{8980343{embiAJ276356.1|EHI276356  Entferococcus hirae 16S rRNA gene,
strain DSM20160

Length = 1535

Expect = 0.0 identities = 447/455 {98%), Gaps = 4/455 (0%)

GTAAGGGATGAACAAGTNCTCTCATCCTTGTTCTTCTCTAACAACACGAG
TTTTACGATCCGAAAACCTTCTTCACTCACGCGGCGTTGCTCGGTCANGA
CTTTCGTCCATTGCCGAAGATTICCCTACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTTIG
GGCCGNGTCTNAGTCCCAATGTGGCCGATCACCCTCTCAGGTCGGCTATG
CATCCGTNGNCTTGGTGAGTCNTTTACCTCACCAATNANCTAATGTACCN
TGGGTCCATCCATTATCNACACCCNNAAGTGCTTTCNANANTAAAATCAT
GCGGTTTCGATCAGATANACAGGTCAGGNGCACCNGCTTCCANNCNATCN
TNCTTTTCNGANGGGANGGNTCANCNCCACTTNTTTANTCGAAAACCCAT
TCCCCNCTTTICTICTTNNTTGGGGNGCTTNCCGTTCNACCAANGCAAAAA
CAANCTNCCTNC

» La base “N" indica la incerlidumbre de la base implicada,dado que la reaccién de
secuenciamiento no logrd identificar la base correspondiente.

Figura 9. Secuencia de bases de la region variable V1 del ADNr 16S de la
cepa K3 (462 nt; secuencia primerPL S’ 2 37
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Secuencias homdlogas:

>gil8980341]embjAJ276354. 1IEDU276354 Enterococcus durans 16S rRNA gene,
strain DSM20633

Length = 1534

Expect = 1e-95 Identities = 277/309 (89%), Gaps = 4/309 (1%)

>qi|8980342]embjAJ276355.1]EFA276355 Enterococcus faecium 16S rRNA
gene, strain DSM20477

Length = 1533

Expect = 1e-95 Identities = 277/309 (89%), Gaps = 4/309 (1%)

>gil8980343lemblAJ276356.1JEHI276356  Enterococcus hirae 165 rRNA gene,
strain DSM20160

Length = 1535

Expect = 1e-95 Identities = 277/309 (89%), Gaps = 4/309 (1%)

D.6. Microscopia electrdonica de las células huésped.

Las cepas 12Q3 y K3 fueron tratadas con mitomicina C a las 3 hs post-siembra del
in6culo para inducir fa lisis de los cultivos. Se prepararon cories para su
observacién por microscopia electrénica de transmision (servicio realizado en la
Universidad Nacional de Tucuman), para observar el efecto de {a induccién con
MC sobre fa morfologia de la célula huésped.

En la figura 10 se observan células bacterianas normales no lisadas de cuitivo de
la cepa 12Q3 sin induccidén por MC. (cultivo control), mientras que en la figura 11
se observan células bacterianas no lisadas y células lisadas,asi como también
células septadas de cultivo de la cepa 12Q3 inducidas con MC.
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Figura 10. Microscopia electronica de transmision de células de la cepa 12Q3

en cultivos sin la induccion por mitomicina C (cultivo control).
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Figura 11. Microscopia electronica de transmision de células no lisadas
(oscuras) y lisadas (claras) de la cepa 12Q3 de un cultivo adicionado con

mitomicina C con una magnificacion de 4960x.
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Figura 12. Microscopia electronica de transmision de células septadas de la

cepa 12Q3 de cultivo adicionado con mitomicina C (82640x).

Del analisis de los cortes de microscopia electronica de transmision se puede
observar que las células que mantienen una replicacion activa deil fago forman
septos y algunas se lisan.

En investigaciones realizadas por Follet y col. (1967) y Spasova (1973) se report6
el aislamiento y caracterizacion de fagos de enterococos y su deteccion por
microscopia de transmision.

Los lisados obtenidos post-induccién se enviaron al laboratorio del departamento
de Biologia Médica de la Facultad de Medicina de la Universidad Laval de
Quebec, Canada (Dr.Ackermann).
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En este estudio no fue posible obtener fotografias de bacteriéfagos en los lisados
enviados posiblemente porque el numero de particulas fue bajo, menor al limite de
deteccion del microscopio electronico.

D.7. Caracterizacion parcial de los bacteriéfagos aislados

Con el objetivo de determinar si los fagos detectados son similares y definir
aproximadamente el tamafio del genoma viral, el ADN fagico fue caracterizado
mediante cortes con enzimas de restriccion y posterior resolucion electroforética
en un gel de agarosa (Figura 13).

123 456 78 9101112131415

Figura 13. Perfiles de restriccion del ADN de los fagos aislados de las cepas
12Q3 y K3 por corte con enzimas de restriccion en gel de agarosa.

Calles 1 y 7: Marcador de peso molecular (1 kb ladder) ;Calles 2 a 6: fago aislado de la cepa
12Q3 ($12Q); Calles 9 a 13: fago aislado de la cepa K3 ($K3); Calles 3 y 12: Corte con Eco
R I; Calles 4 y 11: Corte con Xba |; Calles 6 y 13:Corte con Eco R V; Calle 14: ADN

cromosomal cepa 12Q; Calle 15: ADN cromosomal cepa K3; Calles 2 y 9: Control sin cortar

Los resuitados muestran que los fagos ¢12Q y $K3 presentan distintos perfiles de
restriccion por corte con la enzima EcoRI. El ADN de ¢K3 no presenta cortes con

las otras enzimas (Xba | y Eco RV). Se podria especular que este resuitado podria
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deberse a la accion de inhibidores sobre el ADN. Por otro lado, el peso molecular
aproximado de los fragmentos de ADN obtenidos por corte con enzimas de
restriccion es de 37.5 kilobases (kb) para el fago ¢12Q3 y de 52 kb para el fago
$K3 (tabla 6).

A partir del analisis de los resultados obtenidos, se podria considerar que ios dos
fagos aislados son diferentes teniendo en cuenta las diferencias presentadas en el
peso molecular y ios sitios de corte del ADN de ambos fagos.

Es de destacar que el hecho de haber logrado detectar en el lisado, luego de la
concentfracion mediante polietilenglicol y NaCl, una molécula de ADN que genera
fragmentos discretos después de ser tratada con enzimas de restriccion, indica
que la lisis celular fue debida a induccién de un fago temperado.

Fago $12Q3 Fago ¢K3| 1kb
EcoRlI Xbal EcoRV | EcoR! |ladder

15-18 15-18 15-18 18 10
8 10 4 15 8
5 55 3 8
3,6 2,8 2,5 5 5
3,2 24 2 3,5 4
2,5 2,2 2 2,5 3

2,5
*37-40 | #3848 | *31-36 +52 2

* Peso molecular total aproximado

Tabla 5. Peso molecular (kb) aproximado de los fragmentos de ADN de los
fagos $12Q3 y ¢K3 por corte con las enzimas de restriccion Eco Rl, Xba I y
Eco RV.
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D.8. Deteccion de cepas indicadoras por el método de Ia gota

En este trabajo se evalud el rango de huésped de los fagos ¢12Q3 y $K3 frente a
6 cepas de Enterococcus durans de la coleccion de CERELA .

La ausencia de placas de lisis, en medio sdlido, 0 reduccién de la densidad del
cultivo, en medio liquido se deberia al limitado rango de huésped presentado por
los bacteriofagos..

La inmunidad a la superinfecciéon podria ser otra explicacién a la ausencia de
placas de lisis.

D.9. Microscopia electrénica de ios fagos
Se realiz6 la microscopia electronica del lisado, pero no se pudo identificar
material viral, probablemente por la escasa cantidad de particulas identificadas en

ese estadio del crecimienio celular. Los datos coincidirian con la escasa ruptura
celular observada en la figura 11.

84



85

E. CONCLUSION Y PROYECCIONES

¢ ( ara s N
"...'.,.r..........,...........‘.'.......‘.‘....‘...



0000000000000 0000000000OCG0OOCGOFOCGOGONOCGOIOTCSONOONOFOINONCQCOONNONONTSTSTYONYS

E. Conclusién y Proyecciones

De las 91 cepas de bacterias lacticas de productos iacteos
regionales probadas por su induccidon con mitomicina C, solamente 2 de ellas
resultaron positivas {2%) en las concentraciones de MC probadas, resultando por
lo tanto, 2 cepas lisogenizadas.

Estos hallazgos pueden representar una subestimacion del ndmero de cepas
lisogenizadas, ya que no todos los fagos temperados se inducen a lisis por MC, ¢
bien, las concentraciones utilizadas no fueron las 6ptimas para otros fagos.

Se caracterizaron las cepas por pruebas fisioldgicas y perfil
fermentativo de azicares. Ademas, se realizo la amplificacion y secuenciamiento
de su V1 16S RNA. Ambas cepas fueron identificadas como como Enterococcus
durans por la metodologia tradicional y confirmadas por reaccion de
secuenciamiento.

Se determind un perfil de restriccion de los fagos aislados y se

estim6 su peso molecular. Los fagos aislados resultaron diferentes considerando
los distintos tamafios de fragmentos de restriccion obtenidos y diferentes pesos
moleculares. El andlisis de sus particulas no permitid su observacion por
microscopia electronica de transmisién, pudiendo especular que la selectividad de
los virus con relacion a sus huéspedes podria dar cuenta de la imposibilidad de
determinar el rango de huésped.
En la actualidad , la bibliografia muestra que han sido descriptos muy pocos fagos
de enterococos a nivel molecular, de manera que este trabajo es relevante
considerando que se han aislado y caracterizado parciaimente dos nuevos fagos
de Enterococcus durans.

El estudio de los fagos contribuira en un futuro a:

-Aportar informacién sobre el origen de fagos liticos que afectan las
fermentaciones lacticas, lo que podria reducir o eliminar las infecciones de los
fermentos.
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-Utilizar ef DNA de los fagos como sondas genéticas para evaluar su diseminacion
en ofras células que pueden ser utilizadas como base para el desarrollo de
potenciales fermentos.

-Profundizar el estudio de los fagos aislados para ser usados como posibles
vectores genéticos de clonado,de expresion , de integracién o de transduccion.

A modo de cierre, podriamos concluir citando las palabras de
Sozzi (Sozzi, 1994): “Los fagos representan una constante que siempre debemos
tener presente en un proceso fermentativo”.

Se acepta que los fagos siempre estan presentes donde exist
un desarrollo microbiano y, por lo tanto, también estan en la industria
lactocasearia. Si no se puede realizar una accion preventiva y de control sobre los
fagos es probable que aparezcan problemas en fa produccion y danos o
anormalidades en los productos. Para poder afrontar el problema es necesario
realizar un profundo estudio del fendmeno. Es importante aprender a convivir
con el fendmeno de ios bacteriofagos™
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