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RESUMEN

El género Lactobacillus es ampliamente usado en la elaboracion de alimentos
fermentados ya que contribuye con el flavor y latuea de los productos. Ademas, la
produccion de compuestos acidos organicos y laidigrion del pH en los alimentos actian
como barrera protectora frente al ataque de migesasmos patdégenos. En los dltimos afios,
la importancia industrial del génekactobacillusse ha incrementado como consecuencia de
su empleo como cultivos probioticos.

En particularLactobacillus plantarunes cominmente encontrado formando parte de
la microflora natural de alimentos fermentadostélés, vegetales, carnicos, cereales) o bien
agregado a la materia prima como cultivo iniciadaadjunto. En ambos casos, contribuye
con el desarrollo de las caracteristicas organobpte los productos.

Adicionalmente, para una gran variedad de cepasLlole plantarum se han
documentado propiedades probibticas. Es por el @u la actualidad se comercializan
alimentos funcionales conteniendo esta especietata.

Por lo tanto, el empleo deéb. plantarum llevando a cabo el doble rol
(starter/probidtico) podria presentar ventajastéenotros cultivos probioticos disponibles en
el mercado, los cuales, en general, evidenciacullifides para desarrollar en la leche. Sin
embargo, esto podria dar lugar a infecciones fagigee podrian generar caracteristicas no
deseadas en los productos finales. En consecueswig indispensable ejercer estrictos
controles en las plantas elaboradoras de alimeanteautilicen esta especie bacteriana. Para
ello, es necesario contar con informacioén refesidias fagos que infectdrb. plantaruma los
fines de poder desarrollar estrategias adecuadasrieol. Sin embargo, los fagos tb.
plantarumhan sido escasamente estudiados.

Es por esto que, este trabajo tuvo como objetivadeacterizacion fenotipica y
genotipica de fagos dé. plantarumasi como también el estudio de su interaccion epas
sensibles.

En primer lugar, se realiz6 la caracterizacion ke de 2 fagos de coleccion (Bl y
B2) deLb. plantarumla cual incluy6 la determinacion del mecanismcedgaquetamiento
del ADN fagico, el secuenciamiento de los genomda identificacion de sus proteinas
estructurales. Adicionalmente, se obtuvieron miaftigs electronicas a los fines de conocer
la morfologia de ambos fagos. El fago B1 evidensitamafnio de genoma de 38 kb y un

mecanismo de empaquetamiento del ppomientras que el tamafo del genoma del fago B2
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fue superior (80 kb) y el mecanismo de empaquetamige su ADN fue del tipoos Con
respecto a la identificacion de proteinas estratdar para el fago B1 fueron asociadas 13
proteinas mientras que para el fago B2 fueron ifilgadas 9. Adicionalmente, en el genoma
del fago B2 fueron encontrados 6 ARNt. De acuerd@msamicrografias electronicas, ambos
fagos forman parte de la famili@iphoviridae observandose mayores dimensiones de la
cabeza y la cola para el fago B2 y la presencitdes para el fago B1.

Por otro lado, se estudio la viabilidad durantedaservacion a diversas temperaturas
y valores de pH de los fagos de coleccion y defalgss aislados previamente de granulos de
kefir (FAGK1 y FAGK2). En cuanto al almacenamientie las suspensiones fagicas
congeladas, se observd una tendencia a favor temgeratura -80°C aunque a -20°C se
observé una buena conservacion de la viabilidagtdad.os 4 fagos evidenciaron elevada
infectividad en un rango de pH de 4 a 11 y aunmgpéezaturas de 50°C.

Con respecto a la interaccion de los fagos comdass sensibles, se llevé a cabo el
estudio de la influencia de cationes divalentekadisis celular y en la formacion de placas de
lisis, determinandose ademas el rango de hospestadadicionalmente, se evaluaron los
parametros de multiplicacion fagica y se caraabelazetapa de adsorcion. Posteriormente, se
llevaron a cabo estudios para evidenciar la presate mecanismos de fagorresistencia del
tipo R/M. La lisis celular de_b. plantarum ATCC 8014 ocurrié aun en ausencia de iones
divalentes, aunque en presencia de calcio fue ®lag.VSin embargo, en medio agarizado y
en ausencia de cationes, fue dificil visualizapresencia de placas de lisis y se obtuvieron
disminuciones en los titulos fagicos en comparaeidos obtenidos en presencia de calcio.
Con respecto a la determinacién del espectro decdaslores, la mayoria de las cepas resultd
sensible al fago B2. En cuanto a los parametrosndiiplicacion fagica, se observaron
periodos de latencia de entre 20 y 40 min, tieng@oisurst de entre 80 y 90 min y burst sizes
de entre 11 y 39 UFP/centro de infeccion (parafdges Bl, FAGK1 y FAGK2) y de 133
UFP/centro de infeccion para el fago B2. Los ensaiwadsorcion se llevaron a cabo para las
cepasLb. plantarumATCC 8014, WCSF1, LMG9211 y PLN con los fagos BB3, Todos
los sistemas alcanzaron elevadas tasas de ads@&it) dentro de los 45 min, a excepcion
de los sistemas WCSHKiIB1 y LMG9211/B1. Estos sistemas requirieron tiempos
prolongados (5 hs) para alcanzar una adsorcioR#eyGademas evidenciaron la presencia de
mecanismos de fagorresistencia del tipo R/M.

Para la cepalb. plantarum ATCC 8014 se estudio la influencia de factores
ambientales y fisioldgicos sobre la adsorcion dedléagos (B1, B2, FAGK1 y FAGK?2). Para
todos los sistemas se evidencié el mismo compoetami La etapa de adsorcion fue
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escasamente afectada por la presencia de calciquase redujo a temperaturas de 50°C y
valores de pH de 9 y 10. Por otro lado, el tratamidérmico aplicado sobre las células
produjo una disminucion en las tasas de adsor8iitnembargo, el tratamiento de las células
con cloranfenicol (inhibidor de la sintesis de phoas) no afectd la adsorcion de las particulas
fagicas sobre la superficie celular. Por lo tafg@dsorcion fagica no requeriria de células en
estado metabdlico activo y posiblemente la disméruencontrada cuando se utilizaron
células tratadas térmicamente se debe a la natarédemosensible del receptor y no a la
pérdida de viabilidad de la cepa.

Con el objetivo de conocer la naturaleza de lospteces fagicos involucrados en la
infeccion fagica sobréb. plantarumATCC 8014, se realizaron estudios de adsorcidon con
paredes celulares tratadas con diversos agentescqsai Posteriormente, para identificar los
receptores se llevaron a cabo estudios de inhibmid monosacaridos, ensayos de desorcion
y competencia y, finalmente, estudios con lectihas. tasas de adsorcion fagica se vieron
disminuidas al trabajar con paredes celularesdagtaon mutanolisina y TCA, por lo que los
receptores presentarian naturaleza hidrocarborattanas, esta etapa de la infeccion seria
irreversible debido a que no se observé tendentdadasorcion espontanea de las particulas
fagicas previamente adsorbidas a paredes celularémtadas. Sin embargo, los ensayos de
inhibicion con diversos azucares, los estudiosalepetencia y desorcién asi como también
los experimentos utilizando lectinas no permitieobtener resultados concluyentes en cuanto
a la identificacion de los azucares presentessreleptores fagicos.

En el segundo capitulo de esta tesis, se estudangdortamiento de los fagos frente a
diferentes estrategias que podrian utilizarse gemainuir el riesgo de infecciones fagicas.
Esto incluyd el estudio de la resistencia fagidasatamientos térmicos (utilizando diversos
medios de suspension), quimicos y fotocataliti@ss, como también el aislamiento de
mutantes espontaneos fagorresistentes con aptitecieslogicas. En particular, la eficiencia
de la fotocatdlisis en la inactivacion fagica fualaada para fagos de diversas especies de
bacterias lacticasSfreptococcus thermophilusactococcus lactisLactobacillus plantarum
Lactobacillus casei Lactobacillus paracasei Lactobacillus helveticusy Lactobacillus
delbruecki) debido a la escasa informacion existente conemtepa este proceso aplicado
sobre fagos.

Con respecto a los tratamientos térmicos, los faip&b. plantarumestudiados
evidenciaron resistencia a los procesos de pasteidn y su comportamiento, en general,
fue independiente del medio de suspension utiliz&llo embargo, el tratamiento a 90°C

durante 5 min produjo la eliminacién completa departiculas fagicas. En los tratamientos
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con agentes quimicos, los alcoholes (etanol e apamol) no fueron eficientes en la
destruccién viral mientras que el hipoclorito ddied800 ppm) eliminé las particulas fagicas
dentro de los 30 min. El biocida mas eficiente &leacido peracético ya que logré la
inactivacion completa de los fagos en cortos tiggnEo5 min). La eficiencia de procesos
fotocataliticos en la inactivacion fagica fue fatgpendiente. Los fagos mas sensibles forman
parte de las especied. plantarumy St. thermophilusmientras que los mas resistentes
pertenecen ab. helveticusy Lb. delbrueckii En particular, para los fagos db. plantarum

la fotocatalisis resulté mas efectiva que la apli@a de radiacion UV (sin catalizador) ya que
en el primer caso se observd la eliminacion totalas particulas fagicas mientras que con
procesos fotoquimicos se logré solo una inactivagarcial (reduccién de entre 2,3 y 3
ordenes logaritmicos).

Finalmente, se aislaron 81 mutantes fagorresisgentepartir de las cepalsb.
plantarumATCC 8014 y PLN, utilizando los fagos Bl y B2, sga de manera individual o
conjunta (cocteles de fagos). En general, el méodmedio agarizado fue mas eficiente para
el aislamiento de los mutantes que el método ddivoulsecundario. El nivel de
fagorresistencia de las variantes obtenidas fuelbaeyo, lo cual puede evidenciarse a traves
de elevados valores de EOP (Efficiency of plaqui&g) embargo, los niveles de estabilidad
de la fagorresistencia fueron mas variables. Lamm&s espontaneas aisladas utilizando el
fago B1 o cocteles de fagos evidenciaron mayobiistad que las obtenidas utilizando el
fago B2 solamente.

En cuanto a la identificacion de mecanismos invaldos en la resistencia fagica de
los mutantes, en algunos casos fue posible eviagefiberacién espontanea de particulas
fagicas, aunque no fue un fendmeno repetitivo. &rerpl, los mutantes aislados a partir de
Lb. plantarum ATCC 8014 evidenciaron bajas tasas de adsorcidngule sugiere que
presentan un mecanismo de resistencia asociadogaldo de la adsorcion. Sin embargo, los
mutantes obtenidos a partir déb. plantarum PLN evidenciaron elevados valores de
adsorcion, por lo que el mecanismo de resisteAgiad actuaria en una etapa posterior.

Para llevar a cabo los estudios tecnologicos, lee@enaron 10 mutantes (aislados a
partir deLb. plantarumATCC 8014) que evidenciaron elevados niveles derfasistencia y
bajas tasas de adsorcion. Los perfiles RAPD-PC&stiss 10 mutantes revelaron una elevada
homologia genética con su cepa madre. Estos msathrgeon capaces de desarrollar en un
medio de cultivo a base de leche, alcanzando bajoses de pH y elevada acidez a las 24 hs.
En particular, un mutante fue seleccionado y atilz para evaluar su performance durante la

elaboracion de leche fermentada, en presencia gies féB1 + B2). EI mutante alcanzo
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elevados recuentos (LWFC/ml) y bajos valores de pH (4,5) dentro de la5 fs de
incubacién en presencia de una concentracion indeidagos de TOUFP/m, los cuales no
fueron capaces de propagarse durante este per@édendpo. Durante el almacenamiento
refrigerado (13°C por 21 dias) el pH del produ@arsantuvo en 3,8, el mutante mantuvo su
viabilidad y los titulos fagicos permanecieron d¢antes.

Los resultados obtenidos en este estudio permitefurglizar los conocimientos
referidos a infecciones fagicas Eb. plantarum los cuales serian necesarios si esta especie
bacteriana es utilizada en el desarrollo de aliogefiincionales. Por otro lado, este trabajo
demostré que es posible el aislamiento de variafég®rresistentes con adecuadas

propiedades tecnoldgicas.
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SUMMARY

Lactobacilli are widely used in a variety of fooerhentation processes where they
contribute to the flavor and texture of final protis The production of organic acids and the
resulting low pH protect fermented products froroigge microorganisms

In addition,the industrial relevance of lactobacilli has beahanced by their use as
probiotic. In particularLactobacillus plantarums commonly found as part of the natural
microflora of fermented foods (dairy, vegetables] aneat). However, this species may also
be added as starter or adjunct culture, in botescasproving the organoleptic characteristics
of the products. Additionally, manlyb. plantarumstrains possess probiotic properties, and
functional foods which include them are marketedaays.

Thus, Lb. plantarumcould be used as a probiotic starter culture inpttoeluction of
functional foods, with the advantage of its gooditgbto grow in milk when compared to
most currently used probiotic strains. However, ithereasing use oLb. plantarumas a
starter or adjunct culture can lead to bacteriophafgctions in industrial environments, with
adverse effects on the final product. Consequeefiycient control measures to minimize
problems caused by phage attackd.bnplantarumstrains become essential. In order to carry
out successful anti-phage strategies, a deep kdgelabout_b. plantarumphages is needed
but, however, available data are still scarce.

Considering all these facts, the aim of this workswo carry out a phenotypic and
genotypic characterization d&fb. plantarumbacteriophages, and to study their interaction
with sensitive strains.

Firstly, a molecular characterization (including RIgackaging mechanisms, genome
sequencing and structural protein identificatiohjveo Lb. plantarumcollection phages (B1
and B2) was carried out. In addition, electron wscopy allowed determining phage
morphology. Phage B1 genome size was 38 kDa antiesbé¢o present pactype DNA
packaging mechanism, whereas phage B2 wa&esdype phage and exhibited a longer
genome size (80 kDa). Additionally, 6 tRNAs wererid in phage B2 genome. Regarding to
structural protein identification, 13 and 9 proteiwere associated to phage Bl and B2,
respectively. According to the morphologies deteédby electron microscopy, both phages
belong to theSiphoviridaefamily, being head and tail bigger for phage B2.

Phage viability throughout storage at differentgtl temperature was determined for

collection phages and for phages FAGK1 y FAGK2 &g from kefir grains). Results
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evidenced that -80°C was the best temperaturerésepvation of phage suspensions, though
high phage viability at -20°C was similarly obsetvédditionally, the four phages exhibited
high viability either at 50°C or at pH values ramgirom 4 to 11.

To characterize the interaction between phages thed sensitive strains, the
following aspects were studied: influence of diwtleations during the lytic cycle, host
spectrum, one step growth curves, characterizaifothe adsorption step and presence of
restriction-modification (R/M) systems. Cell lygigLb. plantarumATCC 8014 was achieved
even without addition of divalent ions, but it wiaster in the presence of €aln absence of
calcium ions, diffuse and small lysis plaques a#l a® lower phage titres were obtained.
Most of the strains tested during the host rangayawere sensitive to the phage B2.
Regarding one step growth curves, multiplicatioagehparameters obtained were: 20-40 min
for latent periods, 80-90 min for burst times, dmuist sizes from 11 to 9 PFU/infected center
(for phages B1, FAGK1l and FAGK2) and of 133 PFWatéd center for phage B2.
Adsorption assays of phages B1 and B2 were caoigdon fourLb. plantarumstrains
(ATCC 8014, WCSF1, LMG9211 y PLN). Adsorption vaduebtained were of 99% within
45 min, except for WCSFDB1 and LMG9211bB1 systems. These systems required very
long incubations (5 h) to efficiently adsorb (agsmn of 92%) phage particles and, in
addition, exhibited R/M phage resistance mechanisms

The influence of environmental and physiologicalgpaeters on adsorption of phages
B1l, B2, FAGK1 and FAGK2 ohb. plantarumATCC 8014 was studied. The same behavior
was observed for the four systems. Phage adsonpsrindependent of calcium ions but was
affected either at 50°C or at high pH values (9 40)l Adsorption rates decreased after
thermal inactivation of cells, but were not affectey chloramphenicol (synthesis-protein
inhibitor) treatment, so the diminished phage golsom observed on thermally treated cells
could be linked to a disorganization of phage remegites.

In order to investigate the chemical nature of ghaageptors ohb. plantarumATCC
8014, adsorption tests using chemically treatetlwalls were carried out. To identify the
phage receptors several studies were accomplishkdge inhibition by saccharides,
competition and desorption of phages with sacckari@and, finally, influence of lectins on
phage adsorption. Adsorption rates were diministiectell walls treated with mutanolysin
and TCA, suggesting that major components of recspwere carbohydrate in nature.
Moreover, this step seems to be irreversible duthéoabsence of spontaneous release of

phages already attached to receptor sites. No usitel results were obtained when either
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phage inhibition by saccharides, competition angodaion assays or studies with lectins
were carried out.

In the second chapter of this Thesis, the behavigphages subjected to thermal,
chemical and photocatalytic treatments, used tanism the frequency of phage infections,
was studied. Thermal resistance of phages wasatedlin several suspension media. Due to
the scarce available data about phage inactivasorg photocatalysis, this methodology was
studied for phages infecting diverse species oftida@acid bacteria Streptococcus
thermophilusLactococcus lactidactobacillus plantarumLactobacillus caselLactobacillus
paracasej Lactobacillus helveticusand Lactobacillus delbrueckii Also, the isolation of
phage-resistant mutants with adequate technologrcglerties was carried out. Regarding to
thermal treatmentd,b. plantarumphages were resistant to pasteurization processksheir
behavior was, in general, independent of the sisspemmedium used. However, a complete
phage inactivation was achieved after treatme®0&C for 5 min. Concerning to the use of
biocides, alcohols (ethanol and isopropanol) wereefficient to inactivate phage patrticles,
whereas counts were undetectable after 30 min sattium hypochlorite (800 ppm free
chlorine). Peracetic acid was the most efficierdclile to fast and completely inactivate
phage suspensions (< 5 min).

The efficiency of the photocatalytic treatment drage inactivation was dependent on
the phage studied; whereas the lowest inactivaitancorresponded tdb. plantarumand St.
thermophilugphages, the highest was found Edx. helveticusandLb. delbrueckiiphages. In
the particular case otb. plantarum phages, photocatalysis was more efficient than
photochemical treatment (UV irradiation withoutadgtic compound), the former leading to
a complete phage inactivation whereas only a pantativation was reached with the latter.

Finally, 81 phage-resistant mutants were isolatesh.b. plantarumATCC 8014 and
PLN strains using two phages (B1 and B2), eithpassely or mixed in a phage cocktail. In
general, the agar plate method proved to be mdieest than the secondary culture method
for the recovery of confirmed phage-resistant vagaHigh levels of resistance and variable
stability were observed on mutants. Particularlgriants isolated using phage Bl or the
phage cocktail exhibited higher stability than tnobtained with phage B2.

Regarding to the identification of mechanisms imedl in phage resistance of the
mutants, free phages were detected in the supateathsome variants. In general, mutants
from Lb. plantarum ATCC 8014 were completely or partially unable tdserb phage

particles, suggesting the presence of phage-resisteechanisms linked to adsorption
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blocking. However, variants obtained frdrh. plantarumPLN showed high adsorption rates.
In this case, the resistance mechanisms wouldhacsubsequent step.

In order to carry out technological studies, 10 antg isolated fronib. plantarum
ATCC 8014 with high levels of resistance and lovs@gtion rates were selected. Random
amplification of polymorphic DNA (RAPD-PCR) revedlea strong genetic homology
betweenLb. plantarum8014 and each phage-resistant mutant. All the msitdeveloped
acidity as fast as the parent strain, lowering pHaimilk-based medium. The ability of the
selected mutant MC4 (obtained by using the phagktai) to resist phage infection during
fermented milk manufacture was investigated. Musargin MC4 grew up to 2aCFU/mI and
reduced pH to a value of 4.5 within 7.5 h in thesence of an initial concentration of*10
PFU/ml of phage particles. Phages were not abl@ropagate during the fermentation
process. Both strain MC4 viability and phage titres well as pH (3.8), remained constant
throughout the entire refrigerated storage perd@&iC for 21 d).

Results obtained in this work significantly contriéd to improve the knowledge
about phage infections drb. plantarum which would be useful if this bacterial speciss i
used in the manufacture of functional foods. Ondtier hand, this work demonstrated that
the assayed methodologies are efficient for obtgirspontaneous phage-resistant mutants
from Lb. plantarumstrains with adequate technological properties.
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INTRODUCCION GENERAL

1. Bacterias lacticas en la industria lactea fermentata

Las bacterias del &cido lactico (BAL)
componen los cultivos iniciadores (starters)
utilizados en la industria lactea. Los cultivos
iniciadores llevan a cabo los procesos fermentativo
durante la elaboracion de productos lacteos

fermentados como quesos y leches fermentadas

(Figura 1). Si bien la microflora presente

Figura 1. Productos lacteos naturalmente en la leche, y que sobrevive a los
fermentados.

tratamientos aplicados a la materia prima duramte |

elaboracion del producto, puede contribuir al psocele fermentacion, los cultivos
iniciadores pueden llevar a cabo este proceso demanera mas controlada y efectiva
(Carminati y col., 2010).

Ademas, las bacterias lacticas son utilizadas éerfaentacién de matrices céarnicas y
vegetales, en donde llevan a cabo el proceso déieation, ejercen efectos asociados a la
preservacion y mejoran el aroma, textura y sabastles alimentos (Franz y col., 2011).

Las caracteristicas de interés al momento de s$efesclos cultivos que seran
utilizados a nivel industrial dependeran del tigoalimento a producir. En general, se busca
que los cultivos generen una rapida acidificaciaradte la elaboracion aunque una minima
produccion de acidez durante la distribucion y akenamiento, formen adecuados flavor y
textura, sean capaces de adaptarse a diferentégiooes de manufactura, sean resistentes a
fagos, estén libres de contaminantes y mantenguaiabididad durante la preparacion y vida
atil del producto (Surono y Hosono, 2011).

Las bacterias lacticas comprenden los génelaactobacillus Weissella
Carnobacterium Streptococcus Enterococcus Lactococcus Vagococcus Leuconostoc
OenococcusPediococcusy TetragenococcugAzcarate-Peril y Klaenhammer, 2010). Sin
embargo, los géneros asociados con alimentokastinbacillus LactococcusEnterococcus
Streptococcus Leuconostoc Weissella Oenococcus Pediococcus Tetragenococcusy

Carnobacteriun{Franz y col., 2011).
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2. Funciones de los cultivos iniciadores

Los cultivos iniciadores constituyen el “corazém’ lds productos lacteos fermentados
(Surono y Hosono, 2011). Su funcidn principal eprtzduccion de acido lactico a partir de la
lactosa (azucar mayoritario de la leche). Ademasden contribuir a las caracteristicas
organolépticas del producto a través del desarm#locompuestos de aroma, los cuales
pueden derivar de la fermentacion de la lactoseelycdrato, de la degradaciéon de las
proteinas y de la grasa de la leche, y del metholide sus aminoacidos y acidos grasos
(Carminati y col., 2010; De Angelis y Gobbetti, 201

Las funciones llevadas a cabo por los cultivosadiores se detallan a continuacion.

2.1. Produccion de acidez

La produccién de acido lactico ocurre en la faseptana de la elaboracion de leches
fermentadas y quesos. El camino a través del eutdctosa es utilizada es especie y, en
algunos casos, cepa-dependiente y esta determpwdana combinacion de sistemas de
transporte y de enzimas (De Angelis y Gobbetti, 1201

Como consecuencia de la generacién de acido laotic@H disminuye, lo que
produce el fendbmeno de coagulacién y afecta laitaxtel producto. Por otro lado, el bajo pH
alcanzado y la acidez generada durante la ferméntaasi como también la actividad
antimicrobiana de moléculas de acido lactico noodelas, eliminan y previenen el
desarrollo de microorganismos alterantes o pat&geeterminando la calidad del producto
final (Carminati y col., 2010; De Angelis y GobbheR011).

2.2. Actividad proteolitica

Las BAL son frecuentemente calificadas como “fagsids” ya que presentan
requerimientos nutricionales complejos. Debido alisuitada capacidad de biosintesis
necesitan de azucares facilmente fermentablestéudn C), aminoacidos y péptidos cortos
(fuente de N), vitaminas B y nucleétidos (factodescrecimiento) para lograr un adecuado
desarrollo (Mayra-Méakinen y Bigret, 2004).

Como la concentracion de aminoacidos en la lechd esr debajo de los
requerimientos nutricionales necesarios para eirorento de las bacterias lacticas, éstas han
desarrollado un sistema proteolitico complejo. loosnponentes principales del sistema
proteolitico son proteinasas asociadas a la pagledhr, sistemas de transporte de péptidos y
aminoacidos y peptidasas intracelulares. En pridugar, las bacterias utilizan los

polipéptidos generados a partir de la caseina gudrma de las enzimas que participan en la
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coagulacion de la leche y de las proteinasas parkd celular bacteriana. Luego, los péptidos
y aminoacidos generados son transportados a toevés membrana al interior de la célula
utilizando sistemas de transporte especificos.Iferte los péptidos son hidrolizados por las
peptidasas citoplasmaticas (Mayra-Makinen y Bidze04; De Angelis y Gobbetti, 2011).

Si bien la actividad proteolitica de las BAL esass; los aminoacidos generados
pueden contribuir con el desarrollo de flavor evedios productos lacteos. Por lo tanto, los
aminoacidos cumplen un doble rol, por un lado ¢tysn una fuente de energia y por otro

son precursores de aroma (Mayra-Makinen y Bigf42De Angelis y Gobbetti, 2011).

2.3. Actividad lipolitica

Aunque la actividad lipolitica de las BAL es escasposeen enzimas
esteroliticas/lipoliticas intracelulares capaces tdérolizar determinados acidos grasos
(Mayra-Méakinen y Bigret, 2004; De Angelis y Gobbe2011).

Los lipidos juegan un rol importante en el flaverlds quesos, actuando como fuente
de acidos grasos libres, los cuales posteriormgnieden ser catabolizados a otros

compuestos de flavor (Mayra-Mékinen y Bigret, 20D4;Angelis y Gobbetti, 2011).

2.4. Desarrollo de flavor

Los compuestos del flavor en leches fermentadagpsncipalmente acidos organicos
(lactico y acético) y el acetaldehido generado dirpde aminoacidos. Sin embargo, el
impacto en la produccion de compuestos de flavoguwsos es mas complejo debido al
catabolismo del lactato y citrato. Ademas, los sty aminoacidos libres generados por
protedlisis pueden ser metabolizados a compuestaslgs por lo que, en este caso, el rol de
los microorganismos es indirecto (Mayra-Makinenigrét, 2004).

El lactato es un importante sustrato para una derieacciones que pueden contribuir
de manera positiva o negativa. Puede ser metaliolizar las bacterias lacticas, dependiendo
de la cepa, a acetato, etanol, acido férmico yidage carbono. Ademas, el lactato puede ser
oxidado a acetato dependiendo de la poblacién triemma y de la disponibilidad de,(Por
otro lado, el citrato puede ser metabolizado aediia; acetato, acetoina, 2,3-butilenglicol y
dioxido de carbono. Debido a la formacién de dimeeél metabolismo del citrato es muy
importante en el desarrollo de flavor de mantecke yciertos tipo de quesos (De Angelis y
Gobbetti, 2011).

En el catabolismo de los aminoéacidos libres pawiti enzimas decarboxilasas,

transaminasas, deaminasas, liasas y dehidratagaspaBicular, el catabolismo de
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aminoacidos aromaticos por parte de bacteriacctiuede producir compuestos de flavor
no deseables como p-cresol, indol, escatol y ambn@genas como tiramina y triptamina,

perjudiciales para la salud del consumidor (De AirgeGobbetti, 2011).

2.5. Formacion de exopolisacéaridos

Algunas BAL producen exopolisacaridos (EPS), loslesi aumentan la calidad
reologica de productos lacteos fermentados, pmhtipnte de leches fermentadas. En
particular, los EPS evitan la sinéresis del cojgafectando las propiedades fisicas como
firmeza, viscosidad, suavidad y la estabilidadgil Debido a estas propiedades, en algunos
casos, los EPS pueden reemplazar a los estabdizarsados en la elaboracion de yogur.
Adicionalmente, los EPS formados alrededor de fedicie celular disminuyen la difusion
del acido lactico hacia fuera de la célula, lo @edera una disminucion en la produccion de
acidez, y previene la sobreacidificacion en ledhementadasSin embargo, en determinadas
condiciones, como por ejemplo el empleo de temperatelevadas, la produccion de EPS por
parte de las BAL puede ser inestable (Mayra-Makyn&mgret, 2004; Carminati y col., 2010;
Surono y Hosono, 2011).

Entre las bacterias productoras de EPS se puedancianar Streptococcus
thermophilus Lactobacillus kefiranofaciensLactobacillus helveticysLactobacillus sake
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus Lactococcus lactis subsp. cremoris
Bifidobacterium longuny Bifidobacterium infantis Uno de los EPS mas estudiado es el
bifidan producido poBifidobacterium bifidum(Mayra-Makinen y Bigret, 2004; Carminati y
col., 2010; Surono y Hosono, 2011).

Si bien la composicion quimica de los EPS variauda cepa a otra, en general,
contienen galactosa y glucosa. Sin embargo, ennadgweasos se han encontrado otros
compuestos como glicerol, fésforo o proteinas. &miqular, los cultivos del yogur producen
mucopolisacaridos y contienen mayoritariamenteagacy galactosa con cantidades menores
de fructosa, manosa, arabinosa, ramnosa, xiloseagehlgalactosamina (Mayra-Makinen y
Bigret, 2004; Carminati y col., 2010; Surono y Hos02011).

2.6. Produccion de compuestos inhibidores

Como se mencioné anteriormente, los acidos organipoovenientes de la
fermentacion de azucares son los responsables dbtdéamcion de una buena calidad de
alimentos fermentados, debido a que pocas bactorasapaces de crecer en condiciones de

elevada acidez y bajo pH. Por lo tanto, la reducdél pH asi como también la produccion
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de lactato y acetato por parte de las bacteriasiplen la primera funcién inhibitoria.
Ademas, algunas cepas pueden producir otros comaguiehibitorios, aunque en menores
cantidades. Entre ellos se pueden mencionar didégelacarbono, etanol y peroxido de
hidrogeno. Ademas, este ultimo puede reaccionartioosianato en una reaccion catalizada
por lactoperoxidasa para formar productos de oxddacomo hipotiocianato que también
presenta actividad inhibitoria de microorganismdgayra-Makinen y Bigret, 2004; Carminati
y col., 2010; De Angelis y Gobbetti, 2011).

El diacetilo, si bien es un compuesto de aromabi&mpresenta actividad inhibitoria
contra levaduras y bacterias Gram negativas y Quasitivas no lacticas; sin embargo,
debido a que se necesitan concentraciones muydaleyaara que lleve a cabo su efecto
inhibidor, su uso puede resultar problematico émeaitos (Mayra-Makinen y Bigret, 2004;
Carminati y col., 2010; De Angelis y Gobbetti, 2D11

Las bacteriocinas producidas por BAL son péptidos de bajo peso nutdecque
presentan actividad antimicrobiana contra bacteBemm positivas. Representan un grupo
heterogéneo en cuanto a su modo y espectro denapcapiedades quimicas y bacterias que
las producen. Son termoestables, sensibles a désapas y presentan un estrecho rango de
accion (Mayra-Makinen y Bigret, 2004; Carminati gl.c 2010; De Angelis y Gobbetti,
2011). Si bien existen diversas clasificacionedagebacteriocinas producidas por bacterias
lacticas, la mayoria de ellas pueden ser agrupadaos clases: clase | (bacteriocinas que
contienen lantionina, denominadas lantibioticog)ase 1l, que comprende un grupo amplio
de péptidos lineales no modificados. En particdlzs, lantibiéticos son péptidos pequefios,
estables al calor, que contienen residuos pocosumesn incluyendo lantionina -
metillantionina (Collins y col., 2010).

Las bacteriocinas tienen dos aplicaciones prinego&n la elaboracion de quesos:
incrementar la seguridad del queso a través dehlhicion de microorganismos patégenos y
mejorar la calidad del producto a través de labicidn de microorganismos alterantes.
Ademas, el empleo de bacteriocinas puede dismiasobreacidificacion a través de la lisis
del cultivo iniciador. El cultivo productor de badbcina puede ser agregado en la tina
durante la elaboracion o bien posteriormente a, elladiante el pulverizado sobre la
superficie de los quesos. En el primer caso, esitis’zos no deberian encontrarse en una
elevada concentracion durante la elaboracion patarda inhibicién del cultivo iniciador;
sin embargo, su numero deberia alcanzar altosesiviels primeros dias posteriores a la
elaboracion para producir elevadas concentracialeesdacteriocinas que inhiban a los

microorganismos no deseables (De Angelis y GobI&€il).
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Si bien la nisina de. lactises la bacteriocina mas ampliamente estudiadaiéansk
han encontrado otras bacteriocinas provenientesStdethermophilus Lactobacillus y
enterococos. Algunos autores han encontrado quebdaseriocinas pueden controlar
contaminaciones corlisteria monocytogeneg prevenir la hinchazén tardia de los quesos
debida a clostridios. En particular, algunas cepasactobacillus curvatusLactobacillus
plantarum y Lactobacillus rhamnosusproducen bacteriocinas contra clostridios,
Sthaphylococcus aureyd.isteria sp. (De Angelis y Gobbetti, 2011).

Sin embargo, la produccion de compuestos inhibgdpoe parte de bacterias lacticas
puede traer ciertos problemas en quesos. Por eetmuttobacillus casey Lb. rhamnosus
producen acetato, acido formico y pequefias cardfddd diacetilo a partir de citrato que, si
bien presentan actividad inhibitoria frente a micganismos de contaminacion, también
podrian contribuir de manera negativa con el criegito de Propionibacterium
freudenreichiien quesos suizos. Por otro lado y como se menaot€riormente, si los
cultivos productores de bacteriocinas son incluifmsnando parte del cultivo primario,

podrian inhibir a las otras cepas pertenecientEsakento (Carminati y col., 2010).

3. Alimentos lacteos fermentados

3.1. Leches fermentadas

La leche destinada a la elaboracion de leches featdas puede ser adicionada de
proteinas del suero u otros solidos lacteos (pamzeatar el contenido de sélidos) asi como
también de azlcar, edulcorante, frutas, preservanéstabilizadores del color. El proceso de
fermentacion involucra la inoculacién de la leclstpurizada con el cultivo iniciador y una
incubacion a 40-44°C durante aproximadamente 4® Burante la fermentacion se produce
acido lactico a partir de la lactosa, lo que preduma disminucion en el pH, la
desestabilizacion de la caseina, su coagulacionmude 4,6 y la obtencién de un producto
con caracteristicas organolépticas (sabor y arcedaruadas. Como consecuencia de la
fermentacion se generan diacetilo y acetaldehigolguwtorgan a las leches fermentadas su
flavor caracteristico (Van de Water y Naiyanetr00De Angelis y Gobbetti, 2011).
Ademas, algunas cepas producen EPS que, como sgom@manteriormente, modifican la
textura del producto por incremento de la viscasifldan de Water y Naiyanetr, 2008; De
Angelis y Gobbetti, 2011; Robison, 2011).

Las leches fermentadas exhiben una amplia varie@atexturas, desde productos
liquidos como el kefir y leche aciddfila hasta thiges tipos de yogur (liquido, batido y
firme) (Van de Water y Naiyanetr, 2008).
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En particular, el yogur es una leche fermentadaceya
elaboracién se emplean dos microorganismos contivaiticiador,
Lb. delbrueckiisubspbulgaricusy St. thermophilusen una relacion
gue varia dependiendo del producto (Figura 2). e o a la FDA
(Food and Drug Administration, USA), estos dos wmicganismos

2 - deben estar presentes para que el producto recttenbminacion de
Figura 2. . :

Microorganismos yogur (Van de Water y Naiyanetr, 2008). Debido a la

utilizados parala | protocooperacion o relacién simbidtica, la prodéocide acido es

elaboracion de _ ) - .
yogur. mayor cuando ambos microorganismos se utilizan ogunén

comparacién a la producida por cada uno de ellosmd@era
individual (Surono y Hosono, 2011). Esto se dejaeacada especie favorece el desarrollo de
la otra.Lb. delbrueckiisubsp.bulgaricusestimula el crecimiento dst. thermophilugor la
liberacion de péptidos y aminoacidos a partir depliteinas de la leche, lo que permite que
este microorganismo desarrolle rapidamente dutarpieémera etapa de la fermentacién. Por
otro lado, el acido férmico producido p&t. thermophilusestimula el desarrollo deb.
delbrueckiisubspbulgaricusresultando en una disminucién del tiempo de fetawdn y la
obtencién de un producto con caracteristicas difesea las obtenidas cuando se usa una sola
especie bacteriana (Mayra-Méakinen y Bigret, 200dn de Water y Naiyanetr, 2008). Si bien
St. thermophilugomienza con la produccion de acidez, la mayotidaeh de acido lactico es
producida pot.b. delbrueckiisubspbulgaricus(Robison, 2011).

Como se menciond anteriormente, las BAL presentaa escasa actividad
proteolitica; sin embargo, es importante parabaréicion de péptidos y aminoacidos que
contribuirdn con el desarrollo bacteriano. Si bles lactobacilos son mas proteoliticos,
ambos microorganismos contienen peptidasas y mtipal sustrato para la protedlisis es la
caseina, aunque las proteinas del suero tambiétepuser hidrolizadas. En general, el
contenido de vitaminas y minerales no es alteragtarde el procesamiento aunque debido a
la pasteurizacion algunas vitaminas son destrujdadgras disminuyen su concentracion
durante el almacenamiento refrigerado del yogun(®&Water y Naiyanetr, 2008).

Adicionalmente, en la elaboracion de leches feradad® se pueden utilizar otras
bacterias lacticas comd.actobacillus acidophilus Lb. rhamnosus Lb. plantarum
Lactobacillusreuteri y Lactobacillus paracaseiSin embargo, ellas se utilizan como cultivos
probioticos, con el objetivo de otorgar beneficenda salud del consumidor y no como
cultivos acidificantes debido a que, en generapnoolucen acidez rapidamente (De Angelis y
Gobbetti, 2011; Surono y Hosono, 2011).
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3.2. Quesos

Durante la elaboracién de quesos, los cultivosiddares producen un rapido
desarrollo de acidez que es esencial para la foomael gel a partir de la caseina. Ademas,
durante la maduracion de los quesos, contribuyenetalesarrollo de adecuados flavor y
textura. Las bacterias que se utilizan como cudtivociadores en quesos pertenecen a los
génerosLactococcus StreptococcusLeuconostocy Lactobacillus Los cultivos mesofilos
consisten dé.actococcus lactisubsplactis y L. lactis subsp.cremorisy son usados para la
elaboracion de quesos que involucran bajas temypasatie coccion (< 40°C) como quesos
Gouda y Edam entre otros. En cambio, para quesesafuieren elevadas temperaturas de
coccion como los quesos Mozzarella, Parmigianogsgsi del tipo Suizo, se utilizan cultivos
termofilos como St. thermophilus Lb. helveticus Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus y
Lactobacillus delbrueckisubsp.lactis con el objetivo de que sobrevivan al procesamignto
continden con la produccién de acidez en la cuajaffegerada. Por otro lado, cuando se
busca la formacién de ojos, se utilizan especiesmgeoras de gas corhactococcus lactis
subsp.lactis biovar. diacetylactiso LeuconostocmesenteroidegHeller y col., 2008; De
Angelis y Gobbetti, 2011)Lb. helveticusy algunas cepas deb. delbrueckiisubsp.lactis
cumplen ademas, un rol adicional en algunas vateslale quesos donde es importante
remover la galactosa producida [&ir thermophilusdebido a que este azlcar puede generar
amarronamiento no deseable o bien una fermentagounndaria en el producto final (De
Angelis y Gobbetti, 2011).

Para la produccion de algunos quesos tradiciormdeSuropa, se utilizan fermentos
artesanales o naturales, cuya microflora es muyptay esta integrada tanto por bacterias
lacticas como no lacticas. Su composicion es inp@sde conocer con exactitud, sélo se
conocen las especies dominantes. Sin embargo,aagile sus cepas presentan propiedades
tecnoldgicas de interés (resistencia a fagos youdgea de producir aromas, entre otras). Los
fermentos naturales pueden ser de suero o de kependiendo del sustrato y técnica usados
para su propagacion:

Fermento de suero (Suero fermentae obtiene incubando toda la noche el suero de
elaboraciones anteriores a una temperatura aprdaida 45°C, alcanzando un pH final de
3,3. Sin embargo, de acuerdo al tipo de queso &db@uede haber algunas modificaciones
en el proceso. La acidez de este fermento es memadd, por ello se utiliza para la
elaboracion de quesos duros y la microflora domeasta integrada principalmente jhdr.

helveticusLb. delbrueckily St. thermophilugCarminati y col., 2010).
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Fermento de leche (Leche fermentde utiliza para la elaboracion de quesos blandos
0 semiduros debido a que su acidez es inferiompaesente en fermentos de suero. Incluye la
pasteurizacion de la leche y su incubacion a teatpers que van desde 37°C hasta 45°C. En
este tipo de fermentos, la especie predominar®. ésermophilugCarminati y col., 2010).

Sin embargo, las fluctuaciones que se producem eorhposicion de los fermentos
naturales podrian generar productos de caractassti calidad variables. Una alternativa
para evitar este problema es el empleo de fermeséteccionados, los cuales estan
constituidos por escaso numero de cepas perfectanwmacterizadas y no presentan
contaminantes. En este caso, si la calidad delee lro varia y se mantienen buenas practicas
de higiene se pueden obtener productos con casdictes adecuadas y constantes debido a
que el fermento esta controlado y estandarizade. tife de fermento se puede utilizar para
todo tipo de quesos y leches fermentadas aunqueiedas limitaciones de acuerdo al tipo
de materia prima y volumen de leche manejado (@stalproduccion) (Carminati y col.,
2010).

4. Factores que influyen en la actividad del cultivoniciador

Como se indic6 con anterioridad, los cultivos iadttres juegan el rol mas importante
en la determinacion de la calidad y propiedadeddsdel producto. Por lo tanto, la seleccién
del tipo de cultivo iniciador y la forma de uso sesenciales para cada planta en particular
(Mayra-Méakinen y Bigret, 2004). Sin embargo, laiadad de los cultivos iniciadores puede

verse influenciada por diversos factores.

4.1. Leche como medio de crecimiento

De acuerdo a lo mencionado anteriormente, las BAdésgntan requerimientos
nutricionales complejos por lo que necesitan medies cultivo ricos en proteinas,
carbohidratos, lipidos y vitaminas, tal es el cdeda leche, suero u otro medio de cultivo
formulado (Surono y Hosono, 2011). Si bien las BAleden crecer en la leche, en algunos
casos, ésta no es un medio 6ptimo. Sin embargoelcagregado de extracto de levadura, se
pueden estimular su crecimiento y la producciéoraddo lactico (Mayra-Makinen y Bigret,
2004).

Ademas de los azlcares y proteinas de la lecheyit@®inas y el nitrdgeno no
proteico, juegan un papel importante sobre la cidtride las bacterias lacticas. Sin embargo,

la concentracion de los compuestos de nitrégengpnateico presentes en la leche es
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insuficiente para satisfacer los requerimientogiciohales de las BAL. Por otro lado, los

requerimientos de vitaminas varian de una espegi@gMayra-Makinen y Bigret, 2004).
Adicionalmente, la variacion de la composicion dehke provocada por cambios

estacionales, podria alterar la actividad fisiatdgde los microorganismos y, por lo tanto,

afectar de manera negativa su desarrollo (Mayrauhaky Bigret, 2004).

4.2. Inhibidores de la actividad del cultivo iniciador

Diversos factores enddgenos y exdgenos puedenaaftectactividad del cultivo
iniciador en el tanque de fermentacion, tina o digral proceso de elaboracion, conduciendo
a pérdidas econdémicas y una pobre calidad del ptodistos factores incluyen la presencia
de compuestos inhibidores naturales de la leclte(imas, aglutininas, lisozima, sistema
lactoperoxidasa-tiocianato-peréxido de hidrogens)duales son generalmente destruidos con
un tratamiento térmico adecuado antes de la manuéacAdemas, las variaciones en la
composicién de la leche causada por mastitis (aogsentos de células somaticas), leches
con alta rancidez hidrolitica, presencia de oxigdisuelto, residuos de antibioticos y de
agentes de limpieza (hipoclorito de sodio o comjmsede amonio), peroxido de hidrégeno
adicionado o generado microbiolégicamente, badtgas, bacteriocinas y los inhibidores
inducidos por calor también pueden afectar la @@t del cultivo iniciador. De manera
adicional, una baja produccion de acidez puedelaida a fluctuaciones en la temperatura
de incubacion, sobreacidificacion o variacionea@shales en la composicion de la leche que
podrian disminuir la concentracion de micronutesniOtro de los factores a considerar es la
compatibilidad entre las diferentes especies atlés en la elaboracion ya que pueden
generar bacteriocinas activas contra otras espéeiesultivo iniciador (Mayra-Méakinen y
Bigret, 2004; De Angelis y Gobbetti, 2011; Suronidgsono, 2011).

El calentamiento de la leche y las buenas practieammanufactura combinadas con
procedimientos de control de calidad han minimizaticefecto de la mayoria de estos
factores. Sin embargo, los mas importantes sonviadi presencia de residuos de
antibioticos y de bacteriofagos. Los antibioticesados en el control de la mastitis pueden
provocar grandes pérdidas econdmicas a nivel industebido al retraso en la actividad
acidificante del cultivo iniciador. Los niveles dmtibidticos requeridos para inhibir la
actividad bacteriana son cepa-dependiente. Adesndpresencia en la materia prima puede
originar graves problemas en la salud de los coitkures, como reacciones alérgicas,

desdérdenes intestinales y resistencia bacteriardgrrévVMéakinen y Bigret, 2004; Surono y
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Hosono, 2011). En cuanto a los bacteriofagos, test@ se desarrollara en forma detallada

mas adelante.

5. Bacterias no pertenecientes al fermento (NSLAB)

Las bacterias no pertenecientes al fermento (NarteBtLactic Acid Bacteria,
NSLAB) crecen de manera natural en los quesos ggouprovenir de la leche o del ambiente
de elaboracion. Es un grupo heterogéneo que esistitoodo por especies mesofilas y
termofilas, homofermentantes y heterofermentasiesdo los lactobacilos generalmente los
que dominan la microflora (Heller y col., 2008; Beagelis y Gobbetti, 2011). Si bien la
pasteurizacion usualmente elimina los lactobacfiossentes en la materia prima, puede
existir una recontaminacion proveniente de los papyi personal y del ambiente durante la
elaboracion, la cual, en algunos casos, es mugildiié prevenir. Por ello es muy frecuente
encontrar lactobacilos no pertenecientes al fermerd sélo en quesos elaborados con leche
cruda, sino también en aquellos elaborados cor Ipakteurizada. Esta poblacién microbiana
que inicialmente es pequefia, puede alcanzar nivelss elevados (f01(® UFC/g) si se
otorga una temperatura de maduracion adecuad&n®argo, no todos los lactobacilos son
capaces de desarrollar en las condiciones presemtiesmatriz quesera de bajo pH, elevada
concentracién salina o de utilizar los sustratepatiibles en ella. Un limitado namero de
especies cumplen estas caracteristicas y en su rimagon lactobacilos mesofilos
heterofermentantes conid. casei Lb. paracaseilLb. plantarumy Lb. rhamosuslos cuales
crecen en la mayoria de los quesolsagtobacillus coryneformjd_b. curvatusLactobacillus
brevis Lactobacillus buchneri Lactobacillus fermentuny Lactobacillus bifermentangue
desarrollan cuando la temperatura y la concentnegadina son adecuadas (Mayra-Makinen y
Bigret, 2004; Carminati y col., 2010; De AngeliSpbbetti, 2011).

En quesos de corta maduracion (inferior a 4 mesasyna baja temperatura (inferior
a 10°C) las NSLAB tienen poca influencia si lostddacilos del cultivo iniciador se
encuentran en elevados niveles en los primeros mos\@osteriores a la elaboracion. Sin
embargo, en quesos de larga maduracion (supertomases) las NSLAB pueden influir
sobre el desarrollo de flavor (De Angelis y Gohb211).

Si bien algunos autores sostienen que los lactiolsabiSLAB son los responsables de
algunos defectos encontrados en quesos, como prablde textura (cristales de lactato de
calcio y rajaduras), riesgos a la salud (aminagdrias) y defectos de flavor (off-flavor), en la
mayoria de los casos realizan una contribuciontipasilurante el desarrollo de acidez y la

maduracién, actuando como cultivos adjuntos (Deelisg Gobbetti, 2011). Es asi que las
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NSLAB tienen un fuerte impacto sobre la calidadiake quesos. Sin embargo, debido a la
variabilidad, nimero y composicion de especiesolatribucion de estas bacterias es dificil
de caracterizar en detalle. En general, preserstzasa actividad proteolitica y lipolitica y su
principal contribucién al flavor es la habilidadrpaxidar lactato a acetato. Ademas, pueden
producir diacetilo y reducir acetaldehido y propildehido a alcoholes (Heller y col., 2008).
Por otro lado, la actividad proteolitica secundatéalas NSLAB es intensa, y se
evidencia por una elevada actividad de peptidagasque permite incrementar la
concentracion de aminoacidos libres que contribwatesarrollo de flavor en determinados
guesos (Carminati y col., 2010; Corsetti y Valmdz2fi11; De Angelis y Gobbetti, 2011).

6. Probidticos

6.1. Definicion

Ademas de las actividades descriptas anteriormenesarrolladas por las bacterias
lacticas, las mismas pueden ser utilizadas contivasilprobidticos.

De acuerdo a la FAOOfganizacién de las Naciones Unidas para la Agricaly la
Alimentacion, Food and Agriculture Organization thie United Nations) se define como
“probidtico” a todo microorganismo vivo que cuan@s administrado en cantidades
adecuadas confiere beneficios a la salud del cadsurfFAO/WHO 2002). Por lo tanto, una
amplia variedad de géneros y especies pueden ssidecados como probioticos, aunque la
mayoria de las cepas disponibles comercialmentaresmonden a los géneros
Bifidobacteriumy Lactobacillusy, en particular, a las especlds acidophilusLb. casejLb.
paracasejLb. plantarumLb. reuteri y Lactobacillus salivariug&ranz y col., 2011).

Los parametros a tener en cuenta para determinanasicepa es probidtica son
numerosos y variables. Ademas de las propiedadesidficas deberian poseer ciertas
aptitudes tecnoldgicas y fisiologicas. Las mas ingides se detallan a continuacion
(Kearney y col., 2008; Franz y col., 2011):

X Ser de origen humano

X Presentar status GRAS (Generally recognized a} safe

X Efectos probioticos documentados

X No ser patébgeno

o Adhesion a la mucosa intestinal

X Sensibilidad a antibioticos

X Resistencia al pasaje por el tracto gastrointdsfinkerancia a

jugo gastrico y bilis)
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X Tolerancia térmica, al acido lactico y oxigeno

X Resistencia a fagos

X Actividad metabdlica deseable

X Capacidad para usar fructooligosacaridos (FOSSs)

<> Tolerancia a sustancias antimicrobianas

X Propiedades sensoriales aceptables

X Retener la viabilidad y estabilidad durante el psagniento de

alimentos, almacenamiento y posterior consumo.

Entre los beneficios reportados para los cultivasbidticos, se pueden citar
disminucién de los sintomas de intolerancia adtota, prevencion de sintomas de rotavirus
y de diarrea asociadas a antibidticos, prevencidratamiento de alergias, reduccion de
riesgos asociados a mutanogénesis y carcinogémdstsp hipocolesterolémico, inhibicién
de Helicobacter pyloryy patégenos intestinales, prevencion de inflammasointestinales y
estimulacion del sistema inmune.

En particular, la adhesion del cultivo probidticolaamucosa intestinal permitiria
mayores posibilidades de establecerse en el tgastrointestinal (TGI) para ejercer su
funcién probidtica. Ademas, es considerada imptetgrara la modulacién del sistema
inmunologico y para la exclusion de patégenos nmelia estimulacion de su remocion del
tracto intestinal infectado (Kearney y col., 20@&rminati y col., 2010; Heath y col., 2011).

Adicionalmente, se deben realizar ensayos clinbowdrolados y validados sobre el
producto final para asegurar que las propiedadebidiicas no se alteraron durante el

procesamiento del alimento (Kearney y col., 2008).

6.2. Alimentos funcionales

Los alimentos funcionales son aquellos que ejetoemeficios para la salud del
consumidor, siendo los mas frecuentes aquelloscquéenen cultivos probidticos. Estos
productos estan disponibles comercialmente y, snilbmos tiempos, han ganado mucha
popularidad y aceptacion en todo el mundo, con arcatdo que esta en continua expansion
(Kearney y col., 2008).

Los alimentos fermentados, y en particular las decfermentadas, son los mas
comunes para el transporte de bacterias probiotiimsembargo, los cultivos probioticos
también pueden ser incluidos en quesos blandosgdgers y duros, helados y postres lacteos

congelados (Kearney y col., 2008; Franz y col.,1201
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Lactobacilluses la especie mas comunmente utilizada como oufirobidtico en
alimentos, mientras qugifidobacteriumse usa en menor medida debido a su sensibilidad al
oxigeno y a las condiciones mas estrictas que eegjyiara su crecimiento (Kearney y col.,
2008).

Como se menciondé anteriormente, las BAL necesitadios de cultivo ricos en
nutrientes para su desarrollo. La composicion dedhe satisface estos requerimientos para
algunas bacterias, las cuales pueden alcanzar ntesuelevados. Sin embargo, otros
microorganismos, como la mayoria de las cepas @oas, no crecen bien en leche ya que el
ambiente del TGlI, del cual ellas son aisladas, eg diferente al presente en esta materia
prima (Carminati y col., 2010). Es asi que, en gandos cultivos probidticos presentan
escasa actividad proteolitica, incapacidad paradatar la lactosa y carencia de adaptacion a
la matriz lactea. Por lo tanto, si solo se utilizantivos probidticos para elaborar leches
fermentadas, el producto carece de caracteristieasoriales. Por esta razén, los cultivos
probidticos se utilizan conjuntamente con los eakiiniciadores tradicionales (Franz y col.,
2011). Sin embargo, algunas cepas pertenecientesmantarumy Lb. caseison capaces de
crecer en sustratos lacteos y ejercer, ademas)| @raobidtico. En estos casos se pueden
detallar ventajas desde el punto de vista econdgnteenolégico (menor inéculo inicial, no
necesitarian propagarse por tiempos prolongadasrdigendo, de esta manera, la frecuencia
de ataques fagicos) (Carminati y col., 2010).

En consecuencia, la composicion quimica del pradi&tteo es esencial cuando se
considera la actividad metabdlica de los cultivosbpdticos. Es decir, el tipo y cantidad de
carbohidratos asi como también el grado de hidisdlis las proteinas y lipidos de la leche son
variables esenciales para la propagacion del oufirobiotico. Es por ello que la leche se
puede fortificar con fuentes de energia (gluco$ajtores de crecimiento (extracto de
levadura e hidrolizado de caseina), antioxidant@egrales y vitaminas, para fomentar la
multiplicacion bacteriana. Ademas de la elecciémidenedio de cultivo adecuado, se pueden
aplicar una serie de estrategias para favorecdesdrrollo de bacterias probioticas. Entre
ellas, incrementar el nivel de in6culo o bien nalizar de manera peridédica el medio de
cultivo hasta los valores iniciales de pH (6,5)rattie la fermentacion. Por otro lado, la
incorporacion de las bacterias probibticas a larimalimenticia puede ser problematica
debido a la temperatura y presencia de acido,ozédleno. En este caso, algunas de las
soluciones incluyen el uso de cepas con resistenigiaacidez, a la bilis, microencapsulacion
de las bacterias, adaptacion al stress y uso dermmores impermeables al oxigeno (Kearney
y col., 2008; Heller y col., 2008; Carminati y ¢&@010).
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Adicionalmente, se debe tener en cuenta el efeetlwsl productos de fermentacion
generados por el cultivo iniciador, que pueden iecer o no el desarrollo de los cultivos
probioticos. En este caso, la interaccion de Idsvos probidticos con los microorganismos
del cultivo iniciador puede depender del momentogee los probidticos son adicionados
(durante o posterior a la fermentacién) (Helleol,2008; Kearney y col., 2008).

Debido a lo expuesto anteriormente, los procesosotégicos pueden afectar la
viabilidad y funcionalidad de los cultivos probatis. Es por ello que, en general, se prefiere
adicionarlos como cultivos adjuntos en una coneeitin adecuada (10UFC/ml) para

garantizar su funcionalidad (Carminati y col., 2010

6.2.1. Leches fermentadas probioticas

Varios autores reportaron efectos beneficiososesebthuésped como consecuencia
del consumo de yogur y otras leches fermentadaar(i€g y col., 2008; Van de Water y
Naiyanetr, 2008) (Figura 3). Una de las caraciedst probidticas se debe al efecto

S = antagonico contra
| microorganismos patdgenos,
producido por el acido
lactico generado. Otro de los

efectos benéficos asociados
-akul'b"l con el consumo de leches
R e, fermentadas es la reduccion

en los sintomas de
Figura 3. Leches fermentadas probioticas.

intolerancia a la lactosa

debido a la enzimfi-galactosidasa producida por las bacterias. Encaste, en el intestino
delgado, la bilis aumenta la permeabilidad de legaelular bacteriana facilitando la salida
de la enzima encargada de hidrolizar dicho az\am fle Water y Naiyanetr, 2008).

Dependiendo del tipo de yogur, los cultivos prabig pueden ser adicionados antes
de la fermentacion o bien una vez que el produet@esta refrigerado. Para favorecer el
desarrollo de estos cultivos (principalmente bifidcterias) se pueden agregar prebioticos
(inulina, lactulosa y oligosacéridos). Los alimentoonteniendo ambos (probiodticos y
prebidticos) reciben el nombre diémentos simbidticos(Kearney y col., 2008).
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6.2.2. Quesos probidticos

Cuando los cultivos probiéticos son adicionados uasqs, se debe asegurar su
viabilidad luego del periodo de maduracion y dward vida util del producto.
Adicionalmente, se deberia testear que estos mgansmos no produzcan metabolitos
durante la elaboracion y maduracion que puedarnraaltta actividad de los otros
microorganismos presentes o influir de manera negan el flavor del producto (Kearney y
col., 2008). Sin embargo, una de las ventajas gesepta la adicion de cultivos probioticos

en quesos es que la matriz proteica-grasa del ptmdsu capacidad buffer y baja acidez

podrian contribuir a la viabilidad de los cultivpsobiéticos durante el pasaje por el TGI
(Heller y col., 2008).

WL %o

Las bacterias probidticas que son
capaces de desarrollar en leche cdro

plantarumy Lb. caseiparecen candidatos

ideales para ser incorporados a quesos. Si

bien evidencian una baja actividad
acidificante y una moderada actividad

proteolitica, pueden alcanzar elevados

Figura 4. Quesos
praticos. niveles durante la maduracion como

resultado de su actividad peptidolitica, lo

que otorga una intensidad del flavor
mejorada y altos niveles de aminoécidos libred @noglucto final (Carminati y col., 2010).
Debido al proceso de elaboracién, los quesos btanuirecen ideales para el
transporte de cultivos probiéticos debido a quemesentan maduracion, el almacenamiento
ocurre a temperaturas de refrigeracion y el pergteloida Util es corto. Existe una serie de
quesos blandos disponibles en el mercado contemiewtbbacilos y bifidobacterias como el
Bioqueso (Argentina) y queso cottage “probiotic’lgiania). Por otro lado, el agregado de
probidticos en quesos madurados, en general, apestdtados negativos en cuanto a la
viabilidad bacteriana y los efectos sobre el flav®in embargo, el agregado del cultivo
probiotico junto con el cultivo iniciador, revirtieste comportamiento. En particular, los
cultivos probiéticos adicionados a quesos frescasguesos duros como Edam, Emmental,
Cheddar y Gouda mantuvieron su viabilidad (Helleol, 2008). En la Figura 4 se presentan

quesos blandos y duros adicionados de cultivosqiiobs.
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6.2.3. Productos congelados probioticos

Cuando se adicionan bacterias probitticas a produmingelados y helados (Figura
5), se debe tener en cuenta el efecto del est@sgado por el congelamiento sobre la
viabilidad de los cultivos. Una alternativa es &b we cultivos microencapsulados. Biogarde
es un helado comercializado en Alemania que caatidn acidophilus B. bifidumy St.
thermophilus En este caso, el congelamiento presentd efesmamses sobre la viabilidad
celular, y los cultivos no afectaron el flavor y mhavieron elevada viabilidad durante el

almacenamiento por largos periodos de tiempo (Kgayrcol., 2008).

Figura 5. Alimentos congelados
probiéticos.

6.2.4. Productos probioticos no-lacteos

Los cultivos probidticos pueden s
agregados en matrices no lacteas, co >
mayonesa, cereales, bebidas frutales y cg
(Figura 6). En particular, el agregado (
bifidobacterias a mayonesa permitié u

disminucion en el recuento d

microorganismos totales, la inhibicién d
levaduras y mejor6 las propiedadgs Fiaura 6. Alimentos funcionales r-lacteos

sensoriales. Cuando se adicionaron lactobacilobigticos a jugos frutales se obtuvieron

adecuadas caracteristicas sensoriales y elevadsalidad. Por otro lado, los cultivos
probioticos pueden ser adicionados en productosase lde leche de soja destinados a
vegetarianos o0 personas que presentan alergi(eehla de vaca. En Europa se comercializa
una leche de soja conteniendo cultivos probiétidesominada Alpro. Adicionalmente, la
incorporacion de probidticos a preparaciones destsidas se usa para formulaciones
infantiles. Ademas, existen preparaciones farmam@sitconteniendo bacterias probidticas

(bifidobacterias solas o0 en combinacion con laativbs) (Kearney y col., 2008).

26



Introduccion general

En la Tabla 1 se presentan algunos alimentos foal@e disponibles comercialmente.

Tabla 1. Alimentos lacteos funcionales presentes en el awler.c

Microorganismo probidtico Prebioticos
Leche Leche acidofila Lactobacillus acidophilus
Actimel Lactobacillus caseilefensis
DN114001
vakult Lactobacillus casei Shirota
YIT9018
Activia Bifidobacterium animalis Fructooligosacéridos
DN173010 (FOS)
Yogurisimo Lactobacillus casei Biopuritas
Leche 9 Bifidobacterias P
fermentada Ser Bifidobacterium animalis Bioouritas
DN173010 P
Lactobacillus casebancor
Sancor bio CRL431 Fructanos naturales
Lactobacillus acidophiluSancor (Inulina-FOS)
CRL730
Lactis Lactobacillus casei
Lactobacillus casei
Bioqueso (Argentina) Lactobacillus acidophilus
Quesos Bifidobacterium bifidum
. Lactobacillus acidophilus
Cottage (Alemania) Bifidobacterium animalis
Helados God Halsa Lactobacillus plantarun299v
7. Lactobacillus plantarumen la industria fermentativa

Lb. plantarumes una especie bacteriana que se encuentra eampilia variedad de
matrices alimentarias, actuando como cultivo imicraen productos carnicos, lacteos y
vegetales. Si bien mayoritariamente es utilizadofegmentaciones vegetales (aceitunas,
chucrut, pepino, masas fermentadas, etc.) tamhiédgyser adicionado como cultivo adjunto
acompafando a otros microorganismos en difereiges tle quesos y leches fermentadas
(Carminati y col., 2010). Sin embargo, debido sekvada tolerancia a bajos pH (inferior a
4), en la mayoria de los casos, es encontrada folonparte de la microflora dominante
NSLAB en diversos alimentos fermentados (Molin, 200

Lb. plantarumes una bacteria mesofila pero que puede crecea a@mperaturas de
entre 10 y 15°C, aunque no a 45°C. Son heterofdantss facultativas, poseen habilidad
para fermentar diferentes carbohidratos, inclusedpn fermentar el almidén, y producen
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ambos isébmeros de acido lactico. Sin bien, al igua el resto de las bacterias lacticas son
catalasa (-), bajo ciertas condiciones algunasscppaden resultar catalasa (+) (Molin, 2008;
Corsetti y Valmorri, 2011).

Su pared celular contiene acidos teicoicos deolilmtglicerol aunque algunas cepas
contienen Aacidos teicoicos poco comunes (CorsettiVaimorri, 2011). Presentan
peptidoglicanos de pared celular del tipo m-diampimélico, el cual no es el mas comun
entre los lactobacilos (Molin, 2008). En particularcepa ATCC 8014 posee acido teicoico
de ribitol con glucosa como sustituyente. Tambiées@nta polisacaridos fosforilados que
contienen ramnosa (azucar mayoritario), glucosa;ogamina y galactosa. Sin embargo, en
otras cepas dkb. plantarumel polisacarido de pared no esta presente (Doygh&lin,
1971).

El tamafo del genoma deb. plantarumasi como también el contenido de GC
(variable entre 44 y 46%) es superior en companaaléde otras bacterias lacticas (Molin,
2008; Azcarate-Peril y Klaenhammer, 2010). En paldr, la cepa WCSF1 contiene un
cromosoma circular simple de 3308274 bp, el cuapiser considerado uno de los genomas
mas grandes entre las BAL, dos plasmidos criptmapiefios de 1917 bp y 2365 bp y un
plasmido grande de 36069 bp que codifica para genasducrados en la transferencia
conjugativa de plasmidos. El contenido de GC demasoma de esta cepa es de 44,5%
mientras que los plasmidos mostraron una conceditratesde 34,3 a 40,8 % (Corsetti y
Valmorri, 2011).

Ademas de formar parte de la microflora de alimerfermentados, esta especie
bacteriana es habitante natural del TGl humano glglenos animales. Por lo tanto, puede
cambiar su habitat desde el TGl de humanos o aesndlasta vegetales y alimentos
fermentados. Esto requiere adaptabilidad y conngdtid de los microorganismos y podria
ser una razén que expliqgue el gran tamafio de songery su capacidad para utilizar
diferentes carbohidratos (Molin, 2008).

Debido a su capacidad de utilizacion de diversegatos y a su actividad enzimatica,
Lb. plantarumpodria contribuir de manera positiva en la caligexbal de productos lacteos.
Si bien durante la fermentacion de la leche, l#okec es consumida rapidamente, algunas
cepas de esta especie bacteriana pueden utiligaat®s residuales como lactato, citrato y
piruvato. En particular, y como se mencioné anterente, el citrato es el precursor de
importantes compuestos de flavor que ademas deéaafelcsabor del producto, presentan
actividad antimicrobiana (Molin, 2008; Corsetti glwhorri, 2011).
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En condiciones de anaerobiodib. plantarumgenera acido lactico y en condiciones
aerobias, acido acético. También puede utilizansoticidos organicos (malico, tartérico,
citrico) para producir acido acético, lactico y»didd de carbono asi como también otros
bioproductos (Molin, 2008).

Diversos estudios reportaron que la actividad pittitea de Lb. plantarumes cepa
dependiente, aunque en general es menor en condpagala de otras BAL. Adicionalmente,
ciertas cepas evidenciaron actividades de pepsdasdearasas, lipasas, y la capacidad de
catabolizar aminoacidos aromaticos o de cadenafigadas, generando compuestos de
aroma (Mayra-Makinen y Bigret, 2004; Corsetti y Malri, 2011; De Angelis y Gobbetti,
2011).

Ademas de acidos organicos como el acido lactibo,plantarumpuede producir
compuestos con actividad antifingica asi como té@mbbacteriocinas. En particular, las
bacteriocinas generadas por esta especie bacteeaiten el nombre de plantaricinas y
forman parte de los grupos | y Il. La produccionptentaricinas es dependiente del pH y de
la temperatura, obteniéndose la maxima produccigH aeutro e incubando la cepa a 30°C.
Las cepas dd.b. plantarum productoras de bacteriocinas fueron aisladas tkredies
matrices: vegetales, animales, cereales, sourdeughy productos lacteos. En particular, las
plantaricinas C (clase 1), TF711 y pediocina PAIcHA clase lla) son ejemplos de
bacteriocinas aisladas de productos lacteos (Gojlinol., 2010; Corsetti y Valmorri, 2011;
Devi y Halami, 2011). Cuando la pediocina PAl faéci@nada en quesos permitio la casi
completa eliminacion dkeisteria monocytogenesgjue se sabe puede estar presente en quesos
del tipo Danbo, Limburg, Tilsit y del tipo Cottaflde Angelis y Gobbetti, 2011).

Algunas cepas dkb. plantarumson productoras de EPS, los cuales son generados
generalmente durante la fase exponencial y alcasmamaximo a comienzos de la fase
estacionaria. En algunos casos se puede produard®aun tipo de EPS, los cuales se
diferencian en la composicion de azlcares o en eso pnolecular. En particulat,b.
plantarum EP56 produce dos polimeros de 8,5xDi y 4x1d Da que difieren en el
contenido de N-acetil-galactosamina y ramnosa, ess@mmente. La temperatura de
incubacion de la cepa asi como también la fuenteatbono utilizada influyen en la
produccion de EPS. Con respecto a la fuente deomaybse encontr6 que la glucosa,
galactosa, fructosa, lactosa y sucrosa son losaezgienas eficientes para la produccion de
EPS (Corsetti y Valmorri, 2011).
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8. Lactobacillus plantarumcomo microflora NSLAB en productos lacteos

Como se menciond anteriormenteb. plantarum es frecuentemente aislado de
productos lacteos donde se encuentra generalmamarido parte de la microflora NSLAB.
El recuento de esta especie es elevado durantdanh@rp etapa de la maduracion de los
quesos (desde 1 semana a 3-4 meses), alcanzades\glperiores a {UFC/g, aunque los
mismos disminuyen a QWFC/g cuando el tiempo se prolonga (6-7 meses)as atspecies
de Lactobacillusse convierten en la poblaciéon dominante. La vdktide crecimiento y la
concentracion bacteriana final de esta especieateniadas por diversos factores (pH, sal,
humedad de la cuajada y temperatura de maduradié@npresencia déb. plantarumfue
documentada en diversos productos lacteos comeddehmentadas y quesos, elaborados a
partir de leche cruda o pasteurizada de vaca, gveégacabra. En estos productos, contribuy6
con el desarrollo de adecuadas caracteristicap@égaicas. Algunos ejemplos de alimentos
lacteos conteniendo hb. plantarumcomo parte de la microflora NSLAB son: quesos
Pecorino, Gorgonzola y Fiore Sardo (ltalia), Stlt¢inglaterra), Manchego y Roncal
(Espafia), Picant (Portugal), Cheddar (Irlanda, [dugéelanda), Qula (El Tibet), Teleme y
Feta (Grecia), Cotija y doble crema (México), letdrenentada de Kenia, de Himalaya, leche
de camello de Marruecos y productos fermentadoMalegolia. Ademas, se encontraron
cepas deLb. plantarumen quesos Ardua, Caciocavallo Pugliese, Camem@artgestrato
Pugliese, Fontina, Fossa, Kefalotyri, Mahon, MagocheViozzarella, Pecorino Toscano y
Serra de Estrela. En particular, algunas cepasdaiside estos productos lacteos evidenciaron
adecuadas propiedades tecnoldgicas y una pemf@mancecuando fueron agregados como
cultivos adjuntos en ciertos quesos (Jordan y Codd®9; Ercolini y col., 2003;
Manolopoulou y col., 2003; Duan y col., 2008; Mangi col., 2008; Rantsiou y col., 2008;
Nieto-Arribas y col., 2009; Corsetti y Valmorri, 2D, De Angelis y Gobbetti, 2011; Morales
y col., 2011; Yu y col., 2011).

9. Lactobacillus plantarumcomo cultivo probidtico

Lb. plantarumes una bacteria robusta capaz de sobrevivir ajgastraves del TGI,
puede alcanzar altos recuentos en el ileon y extddt en el colon (Kearney y col., 2008;
Molin, 2008). En particular, varios autores hanorggdo que las cepas db. plantarumson
capaces de tolerar la acidez y la bilis (Cebecliyatan, 2003; Maragkoudakis y col., 2006;
Vizoso Pinto y col, 2006; Mathara y col., 2008; Gana y col., 2010; Guo y col., 2011; Zago
y col.,, 2011). Esto puede explicarse debido a quenao se secuencid una cepa de esta

especie bacteriana se observo la presencia de geeewndifican para proteinas que cumplen
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un rol importante en la resistencia a bilis, détedbse ademas 31 genes inducidos por la
presencia de este compuesto (Kearney y col., 2008).

Varios autores reportaron efectos probioticos phversas cepas de esta especie
bacteriana (de Vries y col., 2006; Cammarota y, @l09; Franz y col., 2011), sugiriéndose
gue su uso como cultivo probidtico podria ser jestapor sobre otras bacterias lacticas
debido a sus aptitudes tecnoldgicas y a su elensmilstencia en el TGI (Corsetti y Valmorri,
2011).

Entre las propiedades probioticas reportadas, seepdestacar la estimulacion del
sistema inmunoldégico (Paolillo y col., 2009; Sono}., 2009; Gaudana y col., 2010; Zago y
col., 2011). Ademas, se han encontrado cepas doridad de p-galactosidasa (Cebeci y
Gurakan, 2003; Vizoso Pinto y col, 2006; Zago y,c011), otras que controlan el desarrollo
de alergias (Maragkoudakis y col., 2006) y dismamul colesterol (Nguyen y col., 2007;
Guo y col., 2011). En este caso, la cBpt04, administrada a ratones hipercolesterolémicos,
logré la disminucion del colesterol sérico y tragliidos (Nguyen y col., 2007; Corsetti y
Valmorri, 2011).

Adicionalmente, algunas cepas demostraron actvidaantimicrobiana
(Maragkoudakis y col., 2006; Vizoso Pinto y col,080 Fayol-Messaoudi y col., 2007;
Gaudana y col., 2010). En patrticular, la cepa AQA-146, aislada de salmuera de queso
Feta, inhibio la adhesion descherichia coliy Salmonella typhimuriuna células Caco-2
(Maragkoudakis y col., 2006). Por otro lado, laac#&CA-DC287 (aislada de queso griego)
disminuyé los recuentos dgalmonellaentericaserovar Typhimuriunen ratones infectados
con este patdgeno (Fayol-Messaoudi y col., 200@shLy col. (2005) reportaron que la
actividad antimicrobiana de la cepa ATCC 8014 esjljjemente, debida a una bacteriocina
de 122 kDa. Esta bacteriocina pierde su actividaenaperaturas superiores a 30°C y a
valores de pH inferiores a 4 o superiores a 5.

Otro parametro de interés al momento de seleccionliivos probidticos, es la
adhesion de los microorganismos a la mucosa intdsttsta capacidad fue demostrada para
Lb. plantarum(Fayol-Messaoudi y col., 2007; Kearney y col., 0Mathara y col., 2008;
Molin, 2008; Gaudana y col., 2010). Con respecésta propiedad, la cepa L2 fue capaz de
adherir a células Caco-2 o IEC-6 y ademas colomz&G1 de ratones alimentados con dicha
cepa (Wang y col., 2009). Los mismos resultadosofugeportados para la cepa DSMZ
12028 (Cammarota y col., 2009).

Ademas, ciertas cepas deb. plantarum fueron capaces de fermentar FOSs

(fructooligosacéridos), los cuales son reconocidmsno prebidticos y por lo tanto
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estimularian el desarrollo de los cultivos proloidsi (Cebeci y Girakan, 2003; Corsetti y
Valmorri, 2011).

Sin embargo, varios estudios demostraronldqueplantarumfue resistente a diversos
antibioticos. Algunos autores consideran que &stana ventaja debido a que la viabilidad de
los microorganismos no seria afectada cuando sonnedrados a pacientes sometidos a
terapias con antibiéticos. Contrariamente, otrdsrag consideran a esta propiedad como no
deseable debido a que podria existir una transferede los genes de resistencia a
antibioticos a otros microorganismos, como por ejenbacterias patégenas (Cebeci y
Gurakan, 2003; Nguyen y col., 2007; Mathara y @fQ8; Corsetti y Valmorri, 2011).

Hasta el momento y dentro de la espédie plantarum la cepa 299v (DSM 9843)
(Figura 7) es una de las mas estudiadas en cuardosa
propiedades probidticas. Esta cepa fue aisladaadmucosa
intestinal de humanos en buenas condiciones ded,salu
posteriormente patentada y comercializada como iditiob

desde 1999. Dicha cepa presenta capacidad parse umita

mucosa intestinal de células en estudioyivo y ademas, en

Figura 7. Lb. plantarum
299v. general, domina el total de la microflora de bacilde

individuos saludables tanto en la mucosa rectalocemla oral.
Ademas, sobrevive el pasaje a través del TGl ygastvidad antimicrobiana contiésteria
monocytogengsBacillus cereus E. coli, Yersinia enterocolitica Citrobacter freundij
Enterobacter cloacag Enterococcus faecalid.uego de que voluntarios sanos consumieran
productos conteniendo la cepa 299v, el nivel dmkacilos en el intestino aumentd mientras
que los recuentos de anaerobios Gram negativosufeitios con reacciones inflamatorias y
produccion de sustancias carcinogénicas en eltimb¢sEnterobacteriaceae/ clostridios
reductores de sulfitos (relacionados con la produncde toxinas y sustancias carcinogénicas
en el intestino) disminuyeron (Molin, 2008; Corsgt/almorri, 2011).

En particular, la cepa 299v inhibe la adhesidnvivo) de E. coli enteropatogénica y
enterohemorragica a células epiteliales intestinglpresenta propiedades antagénicas contra
Salmonella entericaubspentericay Helicobacter pylori(Molin, 2008).

Entre otros efectos benéficos se reportdé que efwon de la cepa 299v atenud la
colitis y disminuyd la severidad de la misma. Luegola ingesta de esta cepa se produjo un
incremento de IgA (Inmunoglobulina A) en el intaestide ratas con enterocolitis (Molin,
2008). Por otro lado, fue capaz de disminuir lasdiges de riesgo asociados a enfermedades

de las arterias coronarias. Especificamente, \edas de colesterol total, las lipoproteinas de
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baja densidad y el fibrinbgeno disminuyeron luegd donsumo de un jugo de fruta
conteniendo esta cepa (Molin, 2008; Corsetti y \tahm2011).

Ademas, esta cepa resultd segura ya que la traglactue muy baja en diversos
modelos (pancreatitis, colitis) cuando previaméoseanimales habian sido tratados con esta

cepa, no siendo encontrada en sitios extraintéssiiolin, 2008).

10. Lactobacillus plantarumen productos fermentados

10.1. Productos lacteos

10.1.1.Leches fermentadas

Cuando determinadas cepaslde plantarumfueron utilizadas en la elaboraciéon de
leche fermentada, mostraron buenas caracterisgcaslogicas, y los productos obtenidos
presentaron adecuada textura y buenas caracisis§ensoriales. Ademas, las cepas
evidenciaron elevada viabilidad durante las coondies de almacenamiento (Franz y col.,
2011).

Kefir

El kefir es una bebida fermentada &acida, algunasesvecarbonatada, con bajo

contenido de alcohol, originaria de las montafiagc&sicas
,—- ‘ (Figura 8). Este producto es el resultado de lavidad

5'!01 G,;‘“K metabdlica de una microflora compleja presenteosngtanulos

__ de kefir (Garrote y col., 2010). Los granulos sooculados en la

=1 | ':-; leche y la fermentacion dura aproximadamente 1 dia
‘ bt%r temperatura ambiente. Ademas de la leche, puedartikeados

Figura 8. Kefir. leche de soja o jugos de frutas (Rattray y O’cdnrzd1l).

Durante la fermentacion, los granulos de kefir autare su
tamafio y su numero y posteriormente son recupefmtasfuturas fermentaciones (Garrote y
col., 2010).

Los granulos de kefir (Figura 9) estan constituidgums

proteinas y polisacaridos. Su microflora esta iateég por bacteriag
lacticas, levaduras y bacterias acidoacéticas stexdo en una
relacion simbidtica, siendo responsables de la datation acido- eG—G—:s B

Figura 9.

alcoholica. Sin embargo, la composicion de la nfiicra del granulo
Granulos de kefir.

depende de diversos factores como origen, processathoracion,

condiciones de cultivo y almacenamiento (Garrotely, 2010).
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En particular, las BAL transforman la lactosa end@clactico mientras que las
levaduras la convierten en etanol y didéxido de @aob Por lo tanto, los compuestos
generados durante la fermentacién son lactatopletardiéxido de carbono y en menor
cantidad diacetilo, acetaldehido, acetato y amido&dibres (Rattray y O’connell, 2011).

Varias propiedades probidticas estan asociadamalimo de kefir y son utiles para el
tratamiento de diversas enfermedades como desérdgasrointestinales y metabdlicos,
arterioesclerosis, alergias, problemas cardiacasibgrculosis. Adicionalmente, presenta
efectos antimutagénicos, antitumorales y anticag@nicos, anticolesterolémicos, actividad
antimicrobiana y antifingica y produce la estimidacdel sistema inmunologico. Ademas,
incrementa la sintesis de ciertas proteinas y disyei los sintomas de intolerancia a la
lactosa (Farnworth y Mainville, 2008; Garrote y.c8010; Rattray y O’connell, 2011).

En la poblaciéon microbiana presente tanto en l@gos de kefir como en el
producto final se han encontrado cepas pertenesieatLb. plantarum (Farnworth y
Mainville, 2008; Garrote y col., 2010). A algunas ektas cepas, se le atribuyeron los efectos
benéficos asociados con el consumo de kefir. Enicphar, efecto inhibitorio contra
microorganismos patogenosSalmonella entericaserovar Thipymurium, Salmonella
gallinarum E. coli, y Shigella sonngi debido, en algunos casos, a la produccion de
bacteriocinas (Garrote y col., 2010).

10.1.2.Quesos

En general, el uso deb. plantarumcomo cultivo adjunto en elaboraciones queseras
mejoro las caracteristicas finales del productoejgémplo de ello, es la cepa 191 utilizada en
elaboracion de quesos Cheddar y Cremoso argertinoparticular, en quesos Cheddar
miniatura no contribuyd con la produccion de acigero afecto la protedlisis secundaria
evidenciada por la modificacion de los perfilestf#pos y por el incremento en los niveles
de algunos aminoacidos. Ademas, no se evidenc@oibios en la composicidén global de
los quesos (Milesi y col., 2008a, 2008b).

Por otro lado, diversas cepas aisladas de fermerdtigales, entre ellas algunas
pertenecientes lab. plantarum fueron utilizadas como cultivo iniciador en laksbracion de
queso Mozzarella de alta humedal. plantarumfue una de las especies que mayor acidez
generd durante la elaboracion. Ademaés, se obtuvgraducto con atributos sensoriales
adecuados y una vida util mayor a la obtenida nméglia elaboracion tradicional (utilizando
St. thermophiluscomo cultivo iniciador) (De Angelis y col., 2008y.0or otro lado,Lb.

plantarumjunto con otras especies fue utilizada como aultidjunto en la elaboraciéon de
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quesos a partir de leche microfiltrada obteniendalygctos con flavor aceptable (Awad y col.,
2010).

Basyigit Kilic y col. (2009) reportaron el uso depas probidticas deb. plantarum
de origen humano (cepas AB16-65 y AC18-82), y ottepas deLb. fermentumen la
elaboracion de quesos en Turquia. Luego de 120d#amaduracién la concentracion de
ambos microorganismos fue elevada’(UFC/g) y no afectaron la calidad del queso. Las
propiedades sensoriales y la composicion globalgdeko fueron similares a las obtenidas

utilizando cultivos dé.. lactis.

10.2. Productos vegetales

Lb. plantarumse encuentra comunmente asociado a vegetalasllpwede deberse a
que esta especie presenta alto requerimiento dganeso y los vegetales son ricos en este
elemento. Ademas, le otorgan un efecto protectmaira la toxicidad del oxigeno (Molin,
2008).

Lb. plantarumesta involucrado en la fermentacién espontanesdetales junto con
otras especies de bacterias lacticas, especialrderites génerokactobacillus Pediococcus
Enterococcusy LactococcugTanasupawat y Visessanguan, 2008; Carminati y 261L0).
Cuando esta especie bacteriana se utilizé comivautticiador, acompafiada o no de otras
especies, la calidad de los productos vegetalescsement0d con respecto a los obtenidos
mediante fermentacion espontanea (Champagne y26dll). Por otro lado, el uso de varias
especies, entre ellasb. plantarum permiti6 obtener productos con caracteristicas ma
homogéneas en zanahoria, nabo, repollo y remolaahaomparaciéon al uso de cultivos
puros (Maki, 2004). Adicionalmenteuando fue utilizado en la fermentacion de cebpllas
incrementd la concentracion de algunos nutrientesactividad antioxidante (Champagne y
col., 2011). Durante la fermentacion de leche da son la cepd.b. plantarumB4495, se
produjo la enzim#-glucosidasa, que hidroliza los glucésidos de &afhas a agliconas en
niveles elevados, las cuales son mas activas ldaldgnte. Estos compuestos ejercen
beneficios al ser humano y previenen enfermeddielsh@ y Vijayalakshmi, 2011).

Por otro lado,Lb. plantarumse encuentra como microflora dominante en cacao
fermentado, principalmente en los primeros estadiesla fermentacion siendo luego
reemplazada por otras especiesLdetobacillus Cuando se utilizé como cultivo iniciador,
conjuntamente con otras especies lgetobacillus y acompafada de levaduras, en la
fermentacion de granos de cacao, se obtuvieroruptosi con caracteristicas mejoradas (De
Vuyst y col., 2010).
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Hsieh y col. (2008) reportaron qué. plantarumfue responsable de la fermentacién
de un producto chino conocido como Jiang Tsai,ual es elaborado a base de vegetales
secos salados. También, esta involucrada en ungimd base de mandioca muy popular en
el oeste africano denominado Gari (Prajapati y,Ne&i©8).

A continuacion se presentan diversos productosealiitios en dondéb. plantarum
crece de manera espontanea, aunque en algunos sasesipleo como cultivo iniciador

aporto resultados positivos.

10.2.1.Chucrut

La fermentacién del chucrut involucra un sistema moemplejo de microorganismos
y procesos bioquimicos, enziméticos, quimicos ycdss En una primera etapa, la
fermentacion es conducida por bacterias aerobiBseudomonas Flavobacterium
Acinetobacter (Holzapfel y col., 2008). Luego, una vez que aiepcial redox se redujo y el
pH disminuyd, el proceso continda por accién detdsas heterofermentantes como
Leuconostoc Posteriormente, el géneroactobacillus en particularLb. plantarum se
convierte en la microflora dominante. Sin embatgactividad de las BAL dependera de la
temperatura y de la concentraciéon de NaCl. A b&agperaturas (5°C), la produccién de
acido es menor y es debida principalmenteaconostoenientras que a 32°C, la microflora
de Lactobacillusse hace dominante y la produccion de acidez aaretsiderablemente.
Por otro lado, la actividad desuconosto@s mas afectada por aumento en la concentracion
de NaCl en comparacion a la actividad_detobacillus(Maki, 2004; Holzapfel y col., 2008).

Algunos autores demostraron que durante la ferro@maspontanea de chucrut se
generan compuestos que presentan actividad pratectanticarcinogénica. El consumo de
300 g de chucrut inhibe la sintesis de enzimas actavidad enzimatica que median la
conversion de compuestos procarcinégenos en cgaed y que estan involucrados en el
cancer de colon (Maki, 2004).

En generallb. plantarumevidencié un adecuado comportamiento al ser usanm
cultivo iniciador en la elaboracion de chucrut gando un rapido descenso del pH y un
mejoramiento de las caracteristicas organoléptiPas. otro lado, el uso de esta especie
bacteriana inhibié la formacién de aminas bidgepasicipalmente tiramina, putrescina y
cadaverina (Maki, 2004; Holzapfel y col., 2008; Begvic y col., 2011).
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10.2.2.Kimchi

El kimchi es un alimento coreano muy popular a liseepollo y/o rabano aunque
también pueden ser utilizados otros vegetales. rBtyecto es fermentado en tiempos
relativamente cortos y almacenados a 4°C durargentanas o a 15°C durante 4 dias. Los
microorganismos responsables de la fermentacionralatie este producto son bacterias
lacticas y levaduras. La microflora presente predcembios en el flavor y en la textura de
los vegetales (Surh y col., 2008).

El kimchi es una importante fuente de vitaminasbyak, atribuyéndosele ademas
propiedades antimutagénicas y anticarcinogénicaicighalmente, para este alimento, se
reportaron diversos efectos beneficiosos sobralladsdel consumidor como prevencion de
cancer colorrectal, diabetes, arterioesclerosts, @lesion sanguinea y obesidad, asi como
también disminucion de frecuencia de enfermedadesiavasculares e inhibicion de
Helicobacter pylori(Surh y col., 2008). En particular, una cepda.deplantarum,aislada de
kimchi, mostré elevada adhesion a células intdstnactividad antimicrobiana y disminuyé
el colesterol y la asimilacion del mismo en ensayowitro. Ademas, evidencido buenas
caracteristicas biologicas debido a su resistealqisaje por el estdmago y duodeno (Lee y
col., 2011).

10.2.3.Kocho

Este producto, considerado como probidtico, esoetain a base de un vegetal rico en
almidon, en Etiopia. Durante el proceso de fernoédia que puede abarcar desde los 15 dias
hasta los 6 meses, el producto alcanza un pH deéEA, 2] comienzo de la fermentacion, la
microflora dominante elsc. mesenteroidesunque a la semana, los lactobacilos alcanzan un
namero importante. Luego de 1 mes, los lactobagrmanecen en elevada concentracion
mientras que los recuentos deuconostocdisminuyen. Lb. plantarum es la especie
dominante en este producto junto défeissella minory Pediococcus pentosace(idolin,
2008).

10.2.4.Pepinillos salados

Los pepinillos salados son utilizados en la elatibrade diferentes preparados de
pickles en Suecia. Los pepinos son colocados enusad y fermentados durante 1 a 2
semanas alcanzando un pH de 3,5 (Molin, 2008). mdark fermentacion espontanea de
pepino, ocurre algo similar a lo observado durémtermentacion de chucrut. En una primera

etapa, la fermentacion es conducida por bactenas@ositivas, Gram negativas y levaduras
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gue generan un ambiente propicio para el desardellbacterias lacticakeuconosto@s la
primera bacteria lactica que crece pero luego seginplazada polactobacillus y
PediococcusLb. plantarumes la especie dominante al final del proceso dadetacion
(Mé&ki, 2004). En este caso, el usolde plantarumcomo cultivo iniciador, produjo pérdidas
de calidad del producto debido al fendmeno de hkiméh causado por acumulacion de
dioxido de carbono (Maki, 2004; Molin, 2008).

10.2.5.Aceitunas verdes en salmuera

Para la elaboracion de este producto, las aceittmaslmuera son sometidas a una
fermentacion acidolactica por el término de 14 adl&s alcanzando un pH de Ub.
plantarumes normalmente encontrado en alto nimero al fiedh fermentacion, pudiendo,
en algunos casos coexistir con levaduras. La asoniade Lb. plantarumcon levaduras
puede deberse a que las levaduras ejercen un egbectectivo contra el oxigeno y
adicionalmente liberan vitamina B que seria utilzg@or las cepas dd. plantarum Por otro
lado, se sabe que las levaduras presentan recepimmanosa y las cepaslde plantarum
con capacidad de asociarse a ella pueden unitsswgpsrficie (Molin, 2008; Prajapati y Nair,
2008).

En general, cuando esta especie bacteriana fueadaél como cultivo iniciador, el
proceso de fermentacion ocurri6 a una velocidacersup en comparacion a cuando fue
conducido de manera espontanea, obteniendo pradumio caracteristicas mejoradas
(Hamdi, 2008; Bevilacqua y col., 2010; Perricoreol, 2010).

A este producto también se le atribuyeron propiesagrobioticas como la
degradacion de compuestos fendlicos (presentegegnscproductos vegetales) por parte de
cepas déb. plantarum(Hamdi, 2008).

10.3. Productos a base de cereales

Algunas matrices no-lacteas como extracto de makbada y trigo influyen de
manera positiva en el desarrollo de algunas cepabigticas delb. plantarum bajo
condiciones de acidez. Esto posiblemente se ddbeetevada concentracidon de azucares
presente en los cereales (Drake y Drake, 2011zRranl., 2011).

Lb. plantarumparticipa en la fermentacion de diversos alimeafosanos a base de
maiz denominados mageu, uji y kishk. El mageu esbebida a base de maiz mientras que el

uji es una bebida acida que contiene harina de ynaigo aunque también puede contener
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sorgo o mandioca. Por otro lado, el kishk es unactaede leche fermentada y cereal
(Salovaara, 2004).

10.3.1.Sourdough

El sourdough contiene una mezcla de bacterias lactide@vaduras en dondkb.
plantarum constituye la microflora predominante. Durantepebceso de fermentacion se
generan ciertos compuestos con actividad proteqtieaprolongan la vida atil del producto e
incrementan la disponibilidad de minerales por antmee la hidrdlisis del acido fitico. Este
acido puede ser hidrolizado por la microflora onbp®r las enzimas fitasas presentes en los
cereales, las cuales son activadas por los bajmsesade pH alcanzados durante la
fermentacionLb. plantarumes una de la especies responsables de estossefSatovaara,
2004; Molin, 2008; Gerez y col., 2010; Corsetti alMorri, 2011). En particularl. b.
plantarum junto con otras especies bacterianas fueron (éiteda hidrdlisis de gliadina
durante la fermentacién de sourdough, y el prodregaoltante fue tolerado por pacientes con
enfermedad celiaca (Corsetti y Valmorri, 2011).

Por otro lado, ciertas cepaslde plantarumaisladas de sourdoughs y utilizadas como
cultivos iniciadores para la elaboracion de paijenciaron actividad antifingica debido a la
acidez generada o por la produccion de compuesi®snantuvieron su actividad aun luego
del calentamiento, prolongando de esta maneradk wiil del producto (Font de Valdez y
col., 2010; Gerez y col., 2010).

10.3.2.0gi

Es un producto fermentado tradicional de Nigeridjage de cereal que se puede
elaborar a partir de maiz, sorgo o mijo. El procgsdermentacion dura aproximadamente 6
dias, siendd.b. plantarumla especie bacteriana dominante de la microfiadicionalmente,
el agregado deb. plantarumcomo cultivo iniciador, permite la obtencién deguctos con
alta calidad (Molin, 2008).

Los taninos, presentes en algunos cereales, pugatamar problemas en el producto
debido a que reaccionan con proteinas que lueganseo digeribles en el intestino, siendo
ademas los responsables del sabor amargo y asitiinde algunos vegetales. Ciertas cepas
delLb. plantarumpresentan actividad tanasa a través de la cualliziah taninos, eliminando
los problemas mencionados y generando acidos éesdljue presentan fuerte actividad
antifingica. Ademas, los taninos pueden conteraofioides que conjuntamente con los

compuestos fendlicos presentan fuerte actividaidxadante (Molin, 2008).
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10.3.3.Togwa

Es una bebida que contiene cereal fermentado ntedBAL y comunmente se
elabora a partir de maiz, sorgo o mijo, en Tanzdamalgunas zonas, se utiliza harina de
arroz o mandioca, o una mezcla de cereales y mamdit producto es fermentado durante 9
a 24 hs, obteniendo un pH final de 3,2 a 4 y altesles dd_b. plantarum(Molin, 2008).

En general, el togwa se elabora en condicionesigiéniicas y es por ello que suele
contener elevadas concentraciones de enteropaggemoembargo, cuando ciertas cepas de
Lb. plantarum fueron inoculadas al producto, los microorganismo@ntaminantes
desaparecieron luego de las 24 hs debido al bajalpahzado durante la fermentaciéon
(Molin, 2008).

Para este producto, se han encontrado ciertasepiages benéficas como la inhibicion
del crecimiento de bacterias productoras de ember@s y el mejoramiento de la condicion
de la mucosa intestinal en personas con diarre@ioh@lmente, el togwa puede provocar la
disminucién de enteropatdégenos en heces de infaBtesparticular, este fendbmeno se
evidencio cuando la cepa 299v fue utilizada comtiiveu iniciador en su elaboracion
(Salovaara, 2004; Molin, 2008).

10.3.4.ProViva

ProViva es una bebida frutal probiotica
a| comercializada en Finlandia, Dinamarca, Suecia y
Reino Unido (Figura 10). En Alemania, es
comercializada bajo el nombre de PrimaVita y en

Bélgica como ProVie. Este producto contiene harina

de avena fermentada cdub. plantarum299v (DSM
9843) (Molin, 2008). La avena fermentada es

Figura 10. Alimentos funcionales
conteniendo cepas db. mezclada (5%) con diferentes tipos de jugos de frut
plantarum.

como frutillas, arandanos, pasas de uvas y frutas

tropicales. En el producto final, la cepa 299v miea recuentos de 5x10UFC/mI
aproximadamente.

Por otro lado, la misma materia prima es utilizadala elaboracién de un helado
probidtico con bajo contenido de grasa, denomin&dol Halsa. En este producto, la
concentracion de la cepa 299v es superior ya qarecliaa es agregada en un porcentaje mayor
(20%) (Molin, 2008).
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Diversos estudios reportaron que la cepa 299v, radirada en la bebida ProViva,
tiene capacidad para sobrevivir el pasaje a trdee3 Gl y establecerse por un corto periodo
de tiempo en el intestino. Entre los efectos aslosiaal consumo de ProViva, se pueden
mencionar la estimulacion del sistema inmunoldgidisminucion de los niveles de
fibrinbgeno y otros marcadores inflamatorios, asho también de los sintomas del sindrome
del colon irritable (Molin, 2008).

10.4. Productos carnicos

Lb. plantarumjunto con otras especies Hactobacillusson cominmente encontradas
en embutidos fermentados. Sin embargo, la frecaetheiaislamiento deb. plantarumes
menor en comparacion cdractobacillus sakely Lb. curvatus Estos microorganismos se
encuentran de manera natural en productos carmomgenientes posiblemente de la materia
prima o bien de los materiales empleados duranéaswracion (Vignolo y col., 2010).

A través de estudios moleculares se detectaronscgphb. plantarumen salame
(Salame Friulano), siendo ademas responsablefderta actividad acidificante en embutidos
argentinos y productos espafoles fermentados cameén cocido, morcilla y flambre magro
adobado (Vignolo y col., 2010). Una de las funcsogae cumplé.b. plantarumdurante la
fermentacion de embutidos es contribuir con la adaaidn de glutamato debido a la
protedlisis y a la deaminacién de la glutaminadliey a cabo por la enzima glutamino
deaminasa presente en esta especie bacterianmtd&hgto es uno de los responsables del
sabor en alimentos y por lo tanto esta actividatdmg®rtante tanto durante la fermentacion
como en la maduracion de embutidos (Hammes y2@08).

En ciertos alimentos carnicos se utilizaron cepad.ldl plantarumcomo cultivo
iniciador, obteniéndose productos con caracteastioejoradas (Essid y col., 2009; Moore y
Kailasapathy, 2011). Tal es el caso de la elabanade salame y de Nham, un alimento
tailandés a base de carne de cerdo fermentadoqUaaat y Visessanguan, 2008; Bedia y
col., 2011). En este caso, algunas cepdshdplantarumsensibles a acido, fueron ensayadas
satisfactoriamente de acuerdo a su capacidad iaaitié y tolerancia a acidez con el objetivo
de reducir la post-acidificacion y prolongar laavigtil de Nham (Jaichumjai y col., 2010).

Con respecto a la resistencia a barreras biolgdasisepas deb. plantarumaisladas
de productos carnicos fermentados, presentarorcida@ohpara sobrevivir a bajos pH (1,5-
2,5) y altas concentraciones de bilis (10 mM), dlidando ademas sales biliares (Hammes y
col., 2008).
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En cuanto a las caracteristicas probidticas, serebsun efecto protectivo luego de la
administracion déb. plantaruma ratas que habian sido inducidas con enterac@iammes
y col., 2008). Adicionalmente, se observo la praitut de bacteriocinas por determinadas

cepas déb. plantarum(Tanasupawat y Visessanguan, 2008; Todorov y2010).

10.5. Productos a base de pescado

Ringo (2004) reportd la presencia db. plantarumen la microflora natural de
alimentos a base de pescado. Asimismo, esta espacieriana también fue aislada de
productos tailandeses conteniendo pescado (TanastaVisessanguan, 2008). Por otro
lado, Lb. plantarumjunto conLb. caseison usados en la fermentacion de surimi, un ationen
a base de pescado que se consume en Japon. Andsosrganismos contribuyen de manera
positiva con el desarrollo de propiedades tecnoé®yde interés en el alimento (Vendramini y
col., 2011).

Por otro lado, se han encontrado cepakldeplantarumproductoras de bacteriocinas
en alimentos a base de pescado, tal es el caguratbicto tailandés denominado som-fak

(Tanasupawat y Visessanguan, 2008).

Teniendo en cuenta lo expuesto anteriorment®, plantarum podria ser destinado
para el desarrollo de diversos alimentos funciorgleebido a las caracteristicas probioticas
evidenciadas para algunas de sus cepas asi comobitampor su capacidad para
desarrollar en diferentes matrices, mejorando lasopiedades organolépticas de las
mismas. Sin embargo, esto implica que las cepasspanselevada resistencia fagica para
poder llevar a cabo sus funciones de manera exitofor ello, resulta interesante

desarrollar estudios relacionados a las infeccioni@gjicas sobre esta especie bacteriana.
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Objetivos

OBJETIVOS

Objetivo general
Desarrollar conocimientos cientificos sobre la redaza de las infecciones fagicas en

Lactobacillus plantarum.

Objetivos particulares

% Caracterizar desde un punto de vista morfolégiadmao y genético, fagos
especificos deb. plantarum

% Caracterizar la interaccion de estos fagos concepss sensibles, con especial
atencion a la influencia de factores ambientalefsiplogicos, con el fin de establecer
condiciones que puedan disminuir el riesgo de cifees.

+ ldentificar los receptores fagicos.

% Estudiar la resistencia de fagoslde plantarumfrente a tratamientos térmicos,
quimicos.

« Estudiar la resistencia de fagos de diversas espeée bacterias lacticas frente a
tratamientos fotocataliticos.

¢+ Obtener y caracterizar (desde el punto de vistatgen fenotipico y tecnoldgico)

mutantes espontaneos fago resistentes a partepdes sensibles ddv. plantarum

43



L 2

Capitulo I

Infecciones fagicas en Lactobacillus plantarum

o
v



INTRODUCCIOI




Introduccién

INTRODUCCION

1. Los bacteriofagos en la industria lactea fermentatia

Los bacteriofagos (o fagos) son los virus que mafedacterias. Ellos se propagan a
expensas de sus cepas sensibles, utilizando laimasiqubiosintética de la célula. Por ello,
cualquier sustrato en el cual ha habido desartmicteriano puede ser considerado como
fuente potencial de fagos (Guttman y col., 2005).

La presencia de fagos es uno de los problemas m@a@rtantes que enfrentan los
procesos fermentativos debido a que pueden caashsid celular del cultivo iniciador,
produciendo un retardo o bloqueo en la fermentaciliaeracion de la calidad del producto vy,
en casos severos, la pérdida total del productmaGmonsecuencia de esto se pueden generar
grandes pérdidas econdmicas (Guttman y col., 2R08riguez Gonzalez y col., 2010).

El problema es aun mas grave cuando las infeccifaggsas recaen sobre cultivos
probioticos. Por un lado, el producto no desarmréalius funciones probidticas en el huésped.
Por otro lado, las pérdidas econdémicas son maygaegiue el agregado de bacterias
probidticas a productos lacteos implica costosasles y una gran inversion en investigacion
y desarrollo para avalar las propiedades prob®tia la cepa y del producto al cual es
agregada (Capra, 2007).

Los fagos que infectan bacterias lacticas han sidtados de diversas matrices
alimentarias (leche cruda, yogur, queso, vegetatgsales, vinos, café) asi como también de
aguas residuales, saliva y vagina (Rodriguez Geszatol., 2010). Sin embargo, una de las
industrias mas afectadas por las infecciones fages la industria lactea fermentativa. En
general, el proceso de fermentacion ya se ve camgirdo cuando la concentracion de
particulas fagicas es de aproximadamenfeUFP/ml, aunque esto dependera de cada planta
industrial en particular. Cuando la concentraciégida alcanza valores superiores a éste, el
proceso de fermentacion puede no ser llevado a ggimw lo tanto el producto presentara
ausencia parcial o total de las caracteristicasntgés. Si esto ocurre, el ambiente de
elaboracion debe ser sometido a una cuidadosadmaara eliminar la mayor cantidad de
particulas fagicas y evitar su diseminacion (Moingdévesque, 2005).

Los fagos pertenecienteslLactococcusy a St. thermophilusson los mayormente
aislados entre los fagos de bacterias lacticasdaebque estas especies bacterianas son las
mas utilizadas en los procesos fermentativos indiest. Por lo tanto, estos fagos han sido
caracterizados en detalle. Sin embargo, tambidraseaislado fagos de diferentes ambientes,

que infectan d_euconostogqJosephsen y Neve, 2004; Atamer y col., 2011) divarsas
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especies deactobacillus(Lb. delbrueckisubsplactis, Lb. delbrueckisubspbulgaricus Lb.
plantarum Lb. casej Lb. paracasey Lb. helveticus (Josephsen y Neve, 2004; Quiberoni y
col., 2011).

Hoy se sabe que la principal fuente de entradagesfa los ambientes lacteos, es la
leche cruda. Ellos pueden propagarse rapidamdoéazando altos niveles en cortos tiempos
y asi diseminarse por todo el ambiente industiidifeau y col., 2002). Ademas, el uso de
cultivos iniciadores conteniendo cepas lis6genastidaye, también, una fuente potencial de
fagos. Por ello, las cepas liségenas no deberfandaidas en los fermentos ya que si bien,
podrian proteger a la cepa de ataques por partagde relacionados, por otro lado pueden
liberar fagos espontaneamente que se multiplicatiancuentran una cepa sensible (Briissow
y Kutter, 2005; Moineau y Lévesque, 2005; Garnedloineau, 2011).

En la industria lactea se plantean dos escenafareigtes en cuanto a la frecuencia de
infecciones fagicas: las elaboraciones queseras lgahes fermentadas (Briissow y Kutter,
2005).

En la industria de leches fermentadas, la matenmapes sometida a un tratamiento
térmico de 90°C, el cual, en general, elimina lagipulas fagicas. Ademas, este proceso es
relativamente aséptico ya que el producto fermentaiamente es expuesto al medio
ambiente (Figura 11). En cambio, en la industrizesgua, se utiliza leche cruda o
pasteurizada. Ambas son fuentes de fagos ya quedossos de pasteurizacion, en general,
no son efectivos en la inactivacién fagica. Poo d¢&do, durante la separacion del suero de
gueseria se generan bioaerosoles, que pueden migseparticulas fagicas por todo el
ambiente (Figura 12). Estas particularidades hacenlas elaboraciones queseras sean mas

susceptibles a las infecciones fagicas (Moineaégwekque, 2005).

Figura 11. Etapas durante el proceso de elaboracion de quesos
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Figura 12. Etapas durante el proceso de elaboracién de léetmentadas.

2. Estructura de los fagos de bacterias lacticas

Los fagos de bacterias lacticas estan agrupadossbaydenCaudovirales(fagos con
cola). Entre todos los virus conocidos, los fagos cola son los mas numerosos y los que
evidencian mayor diversidad en cuanto a sus pradesli (dimensiones, estructura,
composicion y contenido de acidos nucleicos, pmatgirango de hospedadores, fisiologia)
(Ackermann, 2005).

La composicidon de las particulas fagicas es mugilk@iya que estan constituidas por
acidos nucleicos y proteinas. El material genétiebfago, en general, es ADN lineal de
doble cadena y se encuentra contenido en la cafoeiEmdo por una envoltura proteica que lo
protege del ambiente. Unida a la cabeza, se emadantola (Moineau y col., 2002; Guttman
y col., 2005).

La morfologia de la cabeza (o capside) puede senagica o elongada (prolata)
mientras que la cola es un tubo pequefio que pustde unido a la cabeza a través de un
collar y cuya estructura puede ser rigida o flexibh longitud de la cola es variable y puede
poseer un tubo externo mas grueso denominado vaimalaca basal es una estructura
compleja adicional que puede o no estar presetisng por funcién el anclaje del fago a la
célula huésped, para lo cual puede ademas prestbtas (Frank y Hassan, 1998;
Ackermann, 2009). En la Figura 13 se muestra unerografia obtenida a través de
microscopia electrénica de barrido y que postermten fue coloreada, en donde se evidencia

la morfologia basica de fagos de bacterias lacticas
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— Material genético

|_— Collar

Cabeza o apside

Cuello

— Vaina

Fibras de la col:

Placa basz ]
— Espiculas

Figura 13. Morfologia basica de fagos de bacterias lacticas.

Los fagos de bacterias lacticas pueden agruparbasna la clasificacion propuesta
por Ackermann (2009) en las familias (Figura 14):

Myoviridae poseen colas contractiles consistentes de utocuel tubo central y una
vaina.

Siphoviridae con colas largas y no contractiles.

Podoviridae con colas cortas y no contractiles.

7@

Myoviridae
Siphoviridae

Figura 14. Familias de fagos de bacterias lacticas (Ackerm2009).
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Teniendo en cuenta esta clasificacion, la mayaibbsl fagos de BAL pertenecen a la
familia Siphoviridae En particular, de 186 fagos deactobacillus caracterizados
morfologicamente, 109 fueron clasificados cor8igphoviridag 76 como Myoviridae y
solamente 1 com®odoviridae Los fagos delLactococcusy St. thermophilugpertenecen
principalmente a la familié&Siphoviridae aunque algunos fagos deactococcustambién
fueron clasificados comBodoviridae (Rodriguez Gonzalez y col., 2010; Quiberoni y,col.
2011).

Adicionalmente, los fagos de bacterias lacticas tprenan parte de la familia
Siphoviridaese pueden clasificar en los grupos Sfill y Sfildlacuerdo a la organizacion de
los genes y al mecanismo de empaquetamiento del. ADBI fagos que forman parte del
grupo Sfill evidencian un mecanismo de empaquetamokel ADN del tipopac mientras
que para los fagos Sfi2l, es del tipos En cuanto al ordenamiento de los genes, las
principales diferencias entre ambos grupos apareceaquellos que codifican para proteinas
estructurales. Los fagos Sfill difieren de los gielpo Sfi2l debido a que poseen dos
proteinas mayores de la capside en lugar de usacuales evidencian ausencia de
procesamiento proteolitico y ademas presentan rotaipa scaffold. De esta manera, en los
genomas de los fagos clasificados como Sfill loegese ordenan de la siguiente manera:
proteina portal - proteina menor de la caspideotepma scaffold - proteina mayor de la
capside. En contraste, el ordenamiento para lossf&fi21l es: proteina portal -proteasa -

proteina de la capside (Brissow y Desiere, 2001sdtw y Kutter, 2005).

3. Caracterizaciéon de fagos de bacterias lacticas

Debido a los problemas derivados de las infeccitdgisas, existe interés en conocer
la fuente a través de la cual los fagos ingresaanabiente industrial asi como también
entender sus mecanismos de interaccion con las sgsibles y proveer soluciones para
lograr un exitoso proceso de fermentacion (Lynell20 Para ello, los fagos son
caracterizados a través de diversos parametros:

Morfologia: a través de técnicas de microscopia electrénicauseen determinar
caracteristicas morfolégicas (forma y dimensioneslal cabeza y de la cola), asi como
también la presencia de estructuras caracterigtiodlar, placa basal, fibras, etc.).

Rango de hospedadoreses el perfil de lisis de un bacteriofago particdlaando se
enfrenta a una variedad de cepas. Debido a queasje puede modificarse rapidamente
debido a cambios del fago o de la cepa, muchosemutonsideran que no son confiables para

la caracterizacion. Sin embargo, resultan de gtididad desde el punto de vista tecnoldgico
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ya que conociendo el grupo de cepas sensibles @detenminado bacteriofago, es posible
implementar medidas de control adecuadas (Capb&)20

Perfil de proteinas: las proteinas estructurales de las particulagdagpueden ser
separadas en geles desnaturalizantes SDS-PAGEenSdwitinguirse entre dos y cuatro
proteinas estructurales mayoritarias, derivadasalezas y colas, y un conjunto mas o menos
grande de proteinas estructurales minoritarias. pediles proteicos obtenidos resultan
similares para fagos morfologicamente relaciong@aslson, 2005).

Serologia: consiste en enfrentar las particulas fagicas @summbs especificos y
agruparlas de acuerdo a su capacidad de ser meadesd por determinados antisueros (Capra,
2007). Esta técnica se utilizaba anteriormente par@aracterizacion de fagos, siendo
actualmente reemplazada por otras metodologias.

Ademas, se puede realizar una caracterizacionigankt cual puede incluir:

Analisis con enzimas de restriccionlos perfiles de restriccidn, que son especificos
de cada bacteriofago, se obtienen mediante el esendonucleasas de restriccion que
reconocen y cortan en sitios especificos el ADNcfagLuego, los fragmentos pueden
separarse mediante electroforesis en geles desagé@arlson, 2005).

Mapas de restriccion:se pueden construir a través de la restricciorA@ fagico
con una variedad de enzimas de restriccion y lpaadlo la posicion relativa de los sitios de
corte en el genoma (Capra, 2007).

Tamafo del genomaa través de los mapas de restriccion gendmicoegtimacion
combinada a partir de datos obtenidos por micrdacelectronica y tamafios de fragmentos
obtenidos por restriccidén, se puede deducir el fimmde los genomas. También se puede
estimar por adicion de los tamafos de los fragnsed® ADN de una digestion con una
enzima de restriccion particular (aunque este neefmeede subestimar el tamafio total del
genoma). Se puede determinar de una manera makta estase conoce la secuencia del
genoma (Capra, 2007). El tamafio del genoma es ifispepara cada fago y varia
normalmente entre 35 y 130 kb (Villion y Moinea@0Q09). La composicion total de
nucledtidos del ADN se indica como el porcentajepdees de bases guanina—citosina que
contiene y se denomina abreviadamente como cootemdC. Este parametro es especifico
para cada fago y normalmente refleja el de la begaedadora, evidenciando la coevolucién
fago/hospedador. El contenido en GC de los fagdmdterias lacticas varia entre 32% y 51%
(Villion y Moineau, 2009; Dupuis y Moineau, 2010).

Mecanismos de empaquetamiento del genoma fagiamgpad): los fagos se dividen

en dos grupos segun el empaquetamiento de su ADBnhgeo, en base a la presencia o
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ausencia de extremos cohesivos. El método coraistemparar los patrones de restriccion
del ADN viral tratado y sin tratar con ADN ligas@i el fago posee extremos cohesivos,
aparece un nuevo fragmento en las muestras de AP&dd al mismo tiempo que
desaparecen dos bandas en las muestras no ligadak) la suma de sus tamarios igual al del
nuevo fragmento (Capra, 2007). En cambio, la peaate fragmentos submolares luego del
analisis por restriccion, evidencia la presencid siéo pac en el cual se inicia el
empaqguetamiento del genoma (Yoon y col., 2001; taly 2005).

Los extremos cohesivos consisten en una secueackD® simple hebra, de unos
pocos nucledtidos de longitud, que se encuentrdoseextremos del ADN viral. Estas hebras
son complementarias entre si y permiten la ciriadaidon del ADN. Para estos fagos el
empaguetamiento comienza en un sSids y continla hacia el siguiente sittos donde el
ADN es cortado por una nucleasa especifica coddieen el genoma fagico y denominada
terminasa. Algunos fagos poseen moléculas de ADNdiremos cohesivos, con un tamarfio
superior al necesario para contener el genoma emgel fago. La misma secuencia corta
de nucledtidos se repite en uno y otro extremogaeloma, denominandose redundancia
terminal. En estos casos, el ADN lineal de dissrfagos, no tiene el mismo inicio ni fin, adn
cuando el orden de los genes es el mismo al digjpsrnen un mapa fisico circular. Para los
fagos del tipopag el empaquetamiento comienza en un gia@ y continla hasta que la
capside, que inicialmente esta vacia, se llenerfowol., 2001; Capra, 2007).

Perfil RAPD: se basa en la amplificacion del ADN gendmico usamdmo
iniciadores oligonucledtidos cortos de secuenc@atatia. El resultado es un conjunto de
fragmentos de ADN en distinto nimero y tamafio ewifin del ADN utilizado como molde,
pudiéndose obtener polimorfismos sin necesidad a®oaer secuencias de nucleotidos
especificas (Capra, 2007).

Hibridizacion ADN-ADN: esta técnica es excelente para determinar la logiaotie
ADN entre bacteriofagos. Las moléculas de ADN ddiglbra a comparar se desnaturalizan a
ADN simple hebra, luego se mezclan y se permiteabareamiento de las hebras. A fin de
detectar la reaccion de hibridacion, una de las dwdéculas de ADN se marca
radioactivamente o se modifica quimicamente (C&0@7).

Genes de bacteriofagoda caracterizacion y analisis molecular de geseedficos,
elementos regulatorios y otras secuencias del gen@mico, permiten lograr un mejor
entendimiento de la organizacion de los genomaspralol de la expresion génica (tanto en
ciclos liticos como en lisogénicos), y el modo pbrual se sintetizan, ensamblan y liberan

los viriones (Capra, 2007).
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Secuenciacion: A través del analisis detallado de las secueng&®éticas y su
comparacion con las secuencias de otros fagos,usdepobtener informacion sobre la
biologia de fagos, evolucion fagica, transferen@dical y horizontal de genes, diversidad
genética y ciclos litico/lisogénico (Lu y col., B)O El fago LL-H (b. delbruekiisubsp.
lactis) es el primer fago de lactobacilos para el cualleterminé la secuencia nucleotidica
completa (Alatossava y col., 1998). Villion y Moae(2009) reportaron el secuenciamiento
del genoma de 9 fagos pertenecientésacobacillus(3 delLb. plantarum 2 delLb. casei 1
de Lactobacillus crispatus1 de Lb. delbrueckii 1 de Lactobacillus gasseril de Lb.
rhamnosul Adicionalmente, en la base de datos NCBI (Naii&enter for Biotechonology
Information) figura la secuencia de 5 fagos infexsi deLactobacillus entre ellos el fago
Shal delb. plantarum La facilidad relativa con la cual los genomas platos de los
bacteriofagos pueden ser elucidados en la actdalita tenido un profundo impacto en el

estudio de los mismos.

4. Ciclos de multiplicacion fagica
Los fagos pueden multiplicarse, a expensas dduéadegacteriana huésped, a través de

dos ciclos: litico o lisogénico (Figura 15).

Ciclo litico Ciclo lisogénico

a = X R0
0

0

1: Adsorcion fagica.

2: Inyeccion del ADN fagico.

3, 4, 5 y 6: Replicacion del material genético del fago, sistale sus proteinas
ensamblaje de las particulas fagicas

7: Liberacion de la progenie fagica.

8: Integracion del material genético del fago al geadbacteriano.

9: Replicacion del genoma fagico junto con el dedetéria y posterior divisién celular.
10: Escision del profago del genoma bacteriano y piastiegreso al ciclo litico.

Figura 15. Ciclo litico (A) y lisogénico B) de un bacteriofago.
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En un ciclo litico, los fagos infectan y lisan lapa hospedadora con la posterior
liberacidn de la progenie fagica. Estos fagos eetiéd nombre de liticos o virulentos. Durante
el ciclo de infeccion lisogénico, el ADN viral setegra al genoma de la bacteria infectada y
se replica junto a éste, transmitiéndose de unargeidn a otra sin que se produzca la lisis
celular. En este caso, el fago (fago temperada)iadgun estado inactivo dentro de la célula,
denominado profago (Quiberoniy col., 2011).

4.1. Ciclo litico

4.1.1. Adsorcion

Es el primer paso de la infeccion y ocurre cuandéago se adsorbe, de manera
especifica, sobre receptores fagicos (carbohidsafmsteinas, entre otros) ubicados sobre la
superficie celular de una bacteria susceptiblegpee). EI reconocimiento del sitio especifico
de adsorcion estd mediado por estructuras ubicau&s$ extremo de la cola del fago como
placa basal, espiculas o fibras (Quiberoni y @0i1,1).

Frecuentemente, la adsorcion presenta una prietapm reversible de union a los
receptores a traveés de las fibras de la cola ydesumdo posicionamiento de la placa basal.
Luego, existe una interaccion irreversible ent@ginas de la cola y proteinas localizadas en
la membrana celular (Kutter y col., 2005; Quibergnicol., 2011). En algunos casos,
intervienen elementos de reconocimiento del receggnominados adhesinas. Las adhesinas
son altamente especificas y versatiles, capaceseamocer receptores diferentes sobre
diversas bacterias (Kutter y col. 2005).

La velocidad y eficiencia de adsorcion varian mada sistema cepa-fago y dependen
de factores externos (temperatura, pH, presencititenes divalentes como €y Mg®") y
del estado fisiologico celular (Quiberoni y colQ12). El estado fisiolégico celular puede
modificar la concentracion de moléculas de la digiercelular utilizadas como receptores vy,

de esta manera, afectar la eficiencia de infead@aiertos fagos (Guttman y col., 2005).

4.1.1.1. Receptores fagicos en bacterias lacticas
Pared celular de bacterias Gram positivas
En las bacterias Gram positivas, el 90% de ladbaedular estd constituido por
peptidoglicano, cuya estructura es rigida y eselpaonsable de su resistencia. Ademas,
presenta otros polimeros asociados como polisasariécidos teicoicos, lipoteicoicos y
rodeado, en algunas especies, por una capa dénpo(S-layer) (Seltmann y Holst, 2002)
(Figura 16).
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Figura 16. Pared celular de bacterias Gram positivas.

El Peptidoglicano (PG) forma una estructura multicapa de 30 nm de espesor
compuesta por dos derivados de carbohidrato, lacelllglucosamina y el acido N-
acetiimuramico. Ademas, presenta un pequefio grupo achinoacidos que constan
fundamentalmente de L-alanina, D-alanina, D-acidatagiico y lisina o  acido
diaminopimélico (DAP). Sin embargo, el DAP no emdo en las bacterias Gram positivas;
ellas en su mayoria presentan lisina y raramemteanbinoacido. Estos constituyentes estan
conectados entre si para formar una estructurditrepeel tetrapéptido glicano. En esta
estructura, las cadenas de glicanos formadas orcddbohidratos estan conectadas por
enlaces peptidicos cruzados formados por los amithas) 10 que determinada la rigidez de la
estructura (Seltmann y Holst, 2002).

Ademas del PG, la pared celular esta formadaapumtos teicoicoslos cuales estan
presentes generalmente en pequefias cantidadeATLimgluyen todos los polimeros de la
pared, la membrana o capsulares que contieneruossitk fosfato de glicerol o de ribitol.
Los acidos teicoicos son sintetizados en la superixterna de la membrana citoplasmatica y
son muy diversos en estructura y abundancia, depeta de la cepa o0 especie, estadio o
velocidad de crecimiento, pH del medio, fuente @®ano, etc. (Delcour y col., 1999).

Por otro lado, los &cidos lipoteicoicos pueden pemcer unidos a la membrana
citoplasmatica gracias a sus anclajes lipidicoegae una fraccion se encuentra libre en la
pared o incluso liberada al medio (Delcour y ctd99)

Ciertas bacterias poseen estructuras de supaigcieminada$-layer. Se trata de un
entramado cristalino constituido por proteinasicogioteinas. Las subunidades proteicas que
lo componen forman cubiertas porosas que recubtamtente la célula. Al formar parte de
la cubierta externa de la pared celular, e incitesmplazar a otras estructuras de la pared, son

capaces de cumplir diversos roles y funciones gio#s, entre ellas, las de actuar como una
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capa de protecciéon, formar parte en el reconocitmignadhesioén celular o actuar como
receptores para fagos (Sleytr y Beveridge, 1999).

En las bacterias lacticas, las S-layer han sidordgrexdas en el gének@actobacillus(y
se han estudiado con algun detalle paoa helveticusLb. brevis Lb. acidophilusy Lb.
crispatus(Capra, 2007).

Ademas, se pueden encontplisacaridos asociados a la envoltura celular. Entre
ellos, podemos encontrar los polisacaridos capssilgue conforman una gruesa cubierta
unida de manera covalente a la pared celular. lolisggaridos de pared que decoran el
envoltorio celular, pueden encontrarse unidos &amente o asociados en forma laxa al
PG. La contribuciéon de este tipo de polisacaridosestad debidamente comprendida en
bacterias lacticas. Sin embargo, probablementeprswcipal funciéon radique en mediar
interacciones con componentes del medio externobién pueden comportarse como
receptores de lectinas especificas, mediando |&saith de otros microorganismos. La
adsorcion fagica casi siempre involucra a los daidvatos de pared celular (Delcour y col.,
1999) como fue demostrado para diversas especidsacterias lacticas combb. casei
(Ishibashi y col., 1982) y.. lactis (Valyasevi y col., 1990). Por ultimo, otro tipo de
polisacéaridos asociados a las bacterias son losgaPPueden ser capsulares o estar libres en
el medio y presentan una gran diversidad. En pdaticcomo se mencion6 anteriormente, las
bacterias lacticas filantes producen un rango d& dd”diferentes texturas que presentan gran

interés tecnoldgico (Delcour y col., 1999).

4.1.2. Penetracion del ADN fagico

Luego de la union irreversible, el genoma fagicdngectado desde la capside y a
través de la cola del fago, hacia el interior dedlula bacteriana. La particula fagica vacia
(fantasma) permanece en la porcion exterior daupeeréicie bacteriana (Quiberoni y col.,
2011). La punta de la cola cuenta con un mecanisnzimatico a través del cual puede
penetrar la capa del PG y la membrana interna déllda. Luego de esto, se liberan ciertos
mecanismos que estuvieron bloqueando la salida®AD®& desde la capside. En el interior
celular, el ADN es sometido a diversos procesosdgpenden del contenido energético de la
célula (Guttman y col., 2005).

En el caso del fago C2 de lactis se ha comprobado que después de su adsorcién
reversible a los receptores de la pared celulapnseirreversiblemente a una proteina de la

membrana plasmatica conocida como PIP (Phage ilmfieBrotein), lo que, posteriormente,
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provocaria la inyeccion del ADN viral. La proteiRdP esta codificada en el cromosoma
bacteriano (Josephsen y Neve, 2004).

Generalmente, esta etapa requiere energia ceAil&®)(y la presencia de cationes
divalentes (C4 y Mg®) y depende de la maquinaria de sintesis de pestede la cepa
hospedadora (Quiberoni y col., 2011). Los cationiglentes podrian actuar como
contraiones durante la translocacion del ADN aésagle la membrana celular (Josephen y
Neve, 2004). En particular, paté. delbrueckiisubsplactis, se observo que estos iones son
constituyentes de la particula fagica y estabilimnADN condensado en la capside

(Alatossava y col., 1998).

4.1.3. Biosintesis de componentes virales y maduracion teeparticula fagica

Poco después de la inyeccion del ADN viral se detia sintesis de acidos nucleicos
y proteinas del hospedador y comienza a degradargenoma. La maquinaria metabdlica
del hospedador se pone al servicio del virus, thatedo sus acidos nucleicos y proteinas
(Quiberoni y col., 2011).

En la etapa inicial, la ARN polimerasa del hospedadconoce algunos promotores
fagicos, permitiendo la transcripcion de los genéss genes que se transcriben
tempranamente podrian proteger al genoma fagieestnucturar al hospedador de acuerdo a
las necesidades del fago. La degradacion del ADINhdspedador y la inhibicién de la
traduccion de los ARNm de la cepa hospedadora smamsmos que pueden contribuir con
la reprogramacion de la célula para la sintesiawbvas particulas fagicas. En esta primera
etapa, ocurre la inactivacion de las proteasahabedador y el bloqueo de las enzimas de
restriccion, lo cual provoca la detencion de lasbitesis de macromoléculas del hospedador o
la destruccion de algunas de sus proteinas. Rostente, se sintetiza nuevo ADN fagico y
se transcriben ciertos genes que codifican parapocoemtes proteicos de las particulas
fagicas. Para algunos fagos, esta etapa implisintasis de proteinas de unién a ADN y de
factores que reprograman la ARN polimerasa del éaesgor. Ademas, en algunos casos, los
fagos pueden codificar sus propias ARN polimergSastman y col., 2005).

Hacia el final de la etapa de maduracidn se skaetias nuevas proteinas virales. Las
proteinas estructurales se ensamblan y el nuevo ¥ENse empaca en forma condensada
en las cabezas. En uno de los vértices de la céilagzan complejo proteico que sirve como
punto de inicio para el ensamblaje de la cabezasitio de acoplamiento de las enzimas que

participaran en el empaquetamiento del ADN, un ootalpara el pasaje del ADN y un sitio
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de unidn para la cola. Finalmente, la cola se ulaecabeza para dar lugar a la particula viral
completa (Josephsen y Neve, 2004; Guttman y dad5R

4.1.4. Lisis de la cepa hospedadora

El ciclo litico se completa cuando la progenie dages liberada del interior de la
célula huésped hacia el medio ambiente. En egta @i@rticipan dos enzimas codificadas en
el genoma fagico: holina y lisina. La enzima holipepduce la desorganizacion de la
membrana celular, generando poros que permitecceka de la lisina a la pared celular. La
lisina actia degradando el PG de la pared celldar.fagos de bacterias lacticas se
encontraron dos tipos de lisinas: algunos fagodadwbacilos y de lactococos poseen
muraminidasas mientras que los fagosSie thermophilusy ciertos fagos de lactococos
contienen amidasas (Josephsen y Neve, 2004). Rofaoio, las lisinas fagicas liberadas al
medio pueden causar la lisis de células no infestadincluso de cultivos resistentes al fago.
Este fendbmeno recibe el nombre de lisis desdetefiex (Capra, 2007).

El ciclo litico de un sistema cepal/fago se caraaegpor el periodo de latencia y el
burst size, que se determinan en experiencias egndento en un paso. Al inicio del
experimento, el nimero de placas de lisis permac@tstante ya que corresponde al nimero
de infecciones productivas obtenidas después dddarcion. Este periodo se denomina fase
de latencia y el numero de placas de lisis formaasste periodo representa los centros de
infeccidn. Luego, el numero de placas de lisis re@ementa a medida que las células
infectadas lisan (rise time). Cuando todas laslaglinfectadas lisaron, la concentracion
fagica permanece constante. La relacién entrealgssfproducidos con respecto al nimero de
centros de infeccidon es definida como burst sizentras que el tiempo transcurrido hasta
que los recuentos fagicos permanecen constantésneenina periodo de lisis o burst time
(Maloy y col., 1994). Estos parametros varian desaio al sistema estudiado y pueden estar
influenciados por factores experimentales (pH, &nmaoira, etc.), el estado nutricional del
huésped y la disponibilidad de electrolitos (Capf)7).

Por otro lado, el tiempo en el cual se produceisa kelular es afectado por las
condiciones de crecimiento celular y las caradiesais genéticas del sistema. Si la lisis ocurre
rapidamente, se generaran escasas nuevas parfagitzss luego del ciclo. Por otro lado, si
el ciclo demanda tiempos prolongados, se veran idisdas las oportunidades para la

infeccidn y nuevos ciclos de reproduccion (Guttmaol., 2005).
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4.2. Ciclo lisogénico

En el ciclo lisogénico, los pasos involucrados amadisorcion del fago a la célula
sensible y la inyeccion del ADN, son similares s dpe se producen durante el ciclo litico,
pero en este caso el ADN viral se inserta en ehosoma bacteriano. Como se menciono
anteriormente, el genoma del fago temperado perreagie el hospedador en estado latente
(profago) (Lyne, 2011).

Las bacterias que transportan profagos recibemmabre de lisdbgenas y bajo ciertas
condiciones, el fago temperado puede ser inducisegair un ciclo litico de multiplicacion.
La transicién entre los ciclos lisogénicos y liiaecibe el nombre de induccién lisogénica y
ocurre como respuesta a dafios sufridos en el ARidr(Buez Gonzales y col., 2010). Entre
los factores que pueden provocar esta transiciGensgentran la luz solar, la presencia de
peroxido de hidrégeno, cambios de temperatura, sulog mas eficaces son la mitomicina C
y la radiacién UV-C (254 nm) (Weinbauer, 2004).

La observacion de liberacion de profagos a travésligls en medio liquido o
formacion de placas de lisis en medio agarizadogchaml veces puede arrojar resultados
negativos. Sin embargo, esto no significa que f@mc® haya sido inducida ya que muchas
veces es dificil encontrar una cepa indicadoraa Pader visualizar la presencia de fagos
temperados se pueden utilizar microscopia elec@oniextraccion del ADN viral a partir de
sobrenadantes de cepas inducidas. Luego de egt@skncia de ADN viral en el cromosoma
bacteriano deberia ser confirmada por hibridac@&®autherrfMercanti y col., 2011).

El genoma de fagos liticos generalmente codificqa paoteinas que resultan letales
para las cepas hospedadoras. Algunas de ellas mpuwbstgadar el genoma bacteriano,
perturbar su replicacion o transcripcion, destalgunas de las enzimas del hospedador o
alterar la membrana bacteriana. En cambio, lossfagmperados acarrean pocas proteinas
letales. Sin embargo, estos fagos codifican untejra que bloquea la transcripcion de otros
genomas fagicos asi como también el ciclo infectigdfagos del mismo grupo (Guttman vy
col., 2005). Es por ello que los fagos temperadesipn proteger a su cepa hospedadora de
las infecciones provocadas por otros fagos (Rodedeonzales y col., 2010). Ademas, los
fagos temperados liberados no pueden infectar oflatas dentro del mismo cultivo debido
a que ellas son inmunes a la infeccién. Sin embaigumeden infectar a otras cepas presentes
en el ambiente (Lyne, 2011). Por esta razon, tmdisia resulta importante ya que podria
contribuir a la propagacion de las particulas fagien los ambientes industriales debido a que
los fagos liberados podrian encontrar un blancatdgue entre las cepas componentes de los

cultivos iniciadores. Debido a su importancia y oose menciond anteriormente, la ausencia
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de cepas lisdbgenas deberia ser considerada cowgocal momento de seleccionar el cultivo
iniciador para uso industrial (Quiberoni y col.120.

Cuando un fago infecta una célula, puede seguiicé litico o el lisogénico. Esto
depende de la presencia de dos proteinas codisiqgaateel genoma viral y que actian como
reguladores de la transcripcion. Estas proteinasmen la expresion de los genes asociados a
uno de los ciclos, favoreciendo el desarrollo deb ¢Josephsen y Neve, 2004). Ademas,
puede depender del estado energético, concentrdeidntrientes, condiciones ambientales y
multiplicidad de infeccion (Rodriguez Gonzales ¥.,c2010). La lisogenia se ve favorecida
cuando la fuente de nutrientes es mas baja quedesaria para mantener la infeccion o
cuando la velocidad de destruccién de los fagasdies muy alta como para permitir la
replicacion del fago. Por lo tanto, la lisogeniagominaria a baja densidad celular y elevada
multiplicidad de infeccién mientras que la situacgontraria favoreceria el ciclo litico de los
fagos (Weinbauer, 2004; Rodriguez Gonzales y 2010).

La lisogenia esta ampliamente difundida entre IA& BQuiberoni y col., 2011). Es
muy comun en cepas dectococcusy de Lactobacillus aunque se ha encontrado escasa
cantidad de cepas liségenas &n thermophilus(Rodriguez Gonzalez y col., 2010). En
particular, se observo la presencia de mas de afagw en cepas deactococcuslas cuales
reciben el nombre de polilisogénicas. Con respexctbactobacillus la lisogenia esta
ampliamente distribuida en cepas probidticas yasedncontrado homologias entre los fagos
liticos y temperados para diversas especies de géstero, principalmente ebb. casei
(Rodriguez Gonzalez y col., 2010; Mercanti y c20]11).

Caso y col. (1995) investigaron la lisogenialdn plantarumy encontraron que el
12,7% de los sobrenadantes de cultivos tratadosn@tmmicina C inhibieron el desarrollo de
otras cepas. Dentro de este grupo, dos cepas foepates de producir placas de lisis sobre
una cepa indicadora.

Por otro lado, la incorporacion del ADN viral alngena bacteriano puede generar
ciertos cambios en las propiedades de las cepasdadoras (como resistencia a antibiéticos
u otras condiciones ambientales), lo cual se cogoog conversion lisogénica (Rodriguez
Gonzales y col., 2010). Teniendo en cuenta quesdgénia esta ampliamente distribuida en
cepas del génertactobacillusy que a dicho género se le han asociado propiedade
probidticas, algunos autores sostienen una relasndre la lisogenia y la funcionalidad de
lactobacilos probiéticos. De esta manera, la lis@eodria influir sobre la probioticidad de
determinadas cepas ya sea mejorandola o contéardedd. Si esto ocurriera, las propiedades

probidticas de las bacterias serian bastante ilestg justificaria un continuo monitoreo a lo
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largo de su uso como aditivo (Capra y Mercanti,2Z20Por otro lado, un estudio reciente
(Lepage y col., 2008) reporté elevadas concentnasiode bacteriofagos asociados a la
mucosa intestinal. La presencia de fagos en el emtigastrointestinal podria afectar el
funcionamiento de los lactobacilos probidticos|as mismos resultan infectivos de estas
cepas (Capra y Mercanti, 2012).

La pseudolisogenia (estado estable entre fagosspeldadores) es un fendmeno a
través del cual fagos virulentos se propagan pezntamente a través de células que son
sensibles a ellos. Aunque hay produccion espontdeeauevos viriones, el cultivo suele
crecer normalmente debido a la existencia de lakensibles a los fagos presentes y con
capacidad suficiente para llevar a cabo la fernoéniasin que se produzca un retraso

apreciable en la produccion de acido (Weinbaud4pR0

5. Mecanismos de fagorresistencia

Como se mencion6é anteriormente, algunas especigsrisgaas son extensamente
usadas en procesos fermentativos. Como consecuimbis elevados volumenes de células
cultivados diariamente, la gran mayoria de las strtas fermentativas, sufren, con distinta
frecuencia, problemas de contaminacién con fagabrig y col., 2010). Como consecuencia
de la exposicién continua de las células bactesiamdas particulas fagicas, las cepas
adquirieron mecanismos de defensa naturales feefidgos que aseguren su supervivencia
(Quiberoni y col., 2011).

Es comun encontrar varios mecanismos de defen$a misma cepa (Labrie y col.,
2010). Estos mecanismos estan muy estudiadas laetis y St. thermophilusn el caso de
Lactococcus pueden estar codificados tanto en el cromosommaocen plasmidos. Sin
embargo, debido a que, en general, las cep&8s. deermophilupresentan escasos plasmidos,
estos mecanismos se encuentran codificados aanorelbsomico (Quiberoni y col., 2011).

Los mecanismos naturales de fagorresistencia adadea continuacion.

5.1. Bloqueo de la adsorcién

En sistemas sensibles, las particulas fagicassselah eficientemente (generalmente
> 90%) a la superficie celular. Sin embargo, alguo@pas que son resistentes, evidencian
reducidas tasas de adsorcion. Esta disminucioa addorcion fagica puede ser debida a tres
mecanismos. Uno de ellos ocurre a través del btogedos receptores fagicos. En este caso,
para limitar la propagacion del fago, la bacteti@ge adaptar la estructura o conformacion

tridimensional de los receptores de su superfielelar. Sin embargo, los fagos pueden
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evolucionar a fines de reconocer estos nuevos t@esp(Figura 17A) (Labrie y col., 2010).
En algunos casos, puede existir una reduccién @ledtaausencia de los receptores fagicos
(Quiberoni y col., 2011).

Otro mecanismo implica la produccion de polimerggagelulares como EPS que
podrian interferir en la interaccion fago y supmeficelular ya sea enmascarando al receptor o
bien uniéndose a él (Labrie y col., 2010; Quibesonol., 2011). Sin embargo, los fagos han
evolucionado para reconocer especificamente a pstéseros extracelulares y en algunos
casos, degradarlos. Las enzimas encargadas dedleao esta tarea son hidrolasas y liasas,
las cuales pueden estar unidas a particulas fagidaign como enzimas solubles libres
provenientes de las células lisadas (Figura 178pi(e y col., 2010).

Un tercer mecanismo, que fue evidenciadoEercoli, involucra la produccion de
inhibidores competitivos. Ciertas moléculas presennaturalmente en los ambientes
bacterianos pueden unirse a los receptores fagimsgdejandolos disponibles para las
particulas fagicas (Labrie y col., 2010).

(A) (B)

Proteina que . .
O O Receptores @D .\ oscara al 0 Broteina A 8 8 EPS & Hidrolasa o liasa

fagicos de polisacarido:

receptor

Figura 17. Estrategias utilizadas por las bacterias para impe@dsorcion fagicadA) Bloqueo de los
receptores fagicos. La bacteria puede adquiristestia a través de la modificacién de sus receptor
fagicos (), sin embargo los fagos pueden evolucionar parangeer 1os nuevos receptorey. (La
bacteria también puede producir proteinas que eyueesn a los receptore3 y 4). B) Produccion de
exopolisacaridos (EPS) que impide la union a losptores 1). Sin embargo, las enzimas hidrolasas y
liasas pueden degradar a los EPS permitiendo émwaceptor-fago?) (Labrie y col., 2010).
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5.2. Inhibicién de la inyeccion del ADN fagico

Hasta el momento se identificaron y estudiaron posistemas presentando este
mecanismo de fagorresistencia. Aqui el fago serbdsobre la superficie celular, pero luego
la etapa de inyeccion del ADN fagico no se cong@taberoni y col., 2011).

En esta etapa, generalmente, participa un conjdetgroteinas denominado Sie
(Sistema de exclusion de la superinfeccion) qugu#a la entrada del ADN fagico dentro de
la célula. Estas proteinas pueden estar anclad@asmembrana celular o bien asociadas a
componentes de la membrana (Figura 18) (Labrid.y2@10).

Estos sistemas fueron estudiados principalmentke. dactis. El sistema Siggo fue
identificado en el genoma del profago Tuc20Q@cfococcus Este sistema le confiere
resistencia a la cepa debido a la inhibicion dé&rdasferencia del ADN fagico al interior
celular. Recientemente, se han encontrado sistdmaste tipo est. thermophilusEn este
caso, el genoma del profago TP-j34 codifica unaplipteina que bloquea la inyeccion de
ADN fagico (Labrie y col., 2010).

Membrana externa

Peptidoglicano

Membrana interna

Figura 18. Inhibicién de la inyeccién del ADN fagico haciaieferior de la célulaA) Infeccién fagica
normal. La capa de peptidoglicano es degradada proteina asociada a la membrana interna participa
en el pasaje del ADN fagico hacia el interior caluB) La proteina Imm codificada en el genoma del
fago T4 evita la entrada del ADN al citoplasr@a.La proteina Sp (fago T4) bloquea la degradacgin d
peptidoglicano y retiene al ADN fagico entre ésta ynembrana celular externa (Labrie y col., 2010).

5.3. Restriccion/Modificacion (R/M)
Estos sistemas constituyen el primer mecanismoefiensa intracelular contra los
fagos. Luego de producirse la adsorcion fagicaigyaccion del ADN, el acido nucleico viral

es reconocido por la célula como extrafio y es degli@ (Figura 19). En ello participan dos
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sistemas enziméticos complementarios: una endasaclde restriccion, que hidroliza el
ADN foraneo, y una metilasa que modifica el ADNutat en determinadas secuencias
especificas, de modo que resulte inmune a la sdrainediada por su propia enzima de
restriccion (Quiberoni y col., 2011). La metilaciée realiza sobre una adenina o citosina
localizada dentro de la secuencia de reconocimigrgor transferencia de un grupo metilo
desde la S-adenosil-L-metionina. El clivaje tomdm§ar dentro o cerca del sitio de
reconocimiento o bien ocurrira al azar. Este meraaino depende de la especie ni de la
morfologia, sélo necesita que la secuencia de oetmiento del sistema R/M esté presente
en el ADN fagico y que esta secuencia no hayamiddificada por metilacién (Josephsen y
Neve, 2004). La ventaja de estos sistemas es galkzén la infeccion antes de que la célula
se muera o dafie por accién de fagos (Sturino ynkEmmer, 2004). Sin embargo, no
resultan muy eficientes aunque si lo son en comldinacon otros (Josephsen y Neve, 2004).

Basandose en la estructura enzimética, secueneiascdnocimiento en el ADN y
sitios de clivaje, se pueden conformar cuatro gsugmsistemas R/M: |, 11, lll y IV. Hasta el
momento, solo los sistemas I, Il y 11l fueron enttados en BAL (Quiberoni y col., 2011).

Estos sistemas pueden estar codificados tanto aamulos I(actococcuys como en
cromosomasS§t. thermophilus En Lactobacillus estos sistemas fueron evidenciados.len
helveticus Lb. delbrueckiiy Lb. plantarum y generalmente aparecen asociados con otros
mecanismos de fagorresistencia (Quiberoni y cOL12

La eficiencia de un sistema R/M es directament@gnmonal al nimero de sitios de
reconocimiento en el ADN del fago. Sin embargo, fagos han desarrollado diversos
mecanismos a través de los cuales pueden escalgarestriccion. Uno de ellos es la
disminucién o ausencia de secuencias presented ganema viral reconocidas por las
enzimas de restriccion bacteriana, debido a mutasien su genoma. Por otro lado, algunos
fagos han vencido los sistemas R/M a través dddaisicion de genes de la familia metilasa
en su genoma, lo cual le permitiria metilar su @réyDN (Figura 19) (Guttman y col., 2005;
Labrie y col., 2010). En estos casos, si el ADNdags metilado, puede dar origen a una
progenie de fagos modificados que ya no resultasfringida por este sistema R/M en
subsiguientes rondas de infeccion (Quiberoni y,c2011). Por lo tanto, estos fagos
modificados podrian infectar a bacterias que pteselos mismos sistemas R/M, pero no a
aquellas con un mecanismo R/M diferente, debidoeasgrian clivados por las enzimas de

restriccion (Labrie y col., 2010).
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Figura 19. Mecanismo de Restriccion/Modificacion (R/MY) Infeccion fagica normaB) La particula
fagica infecta a una cepa resistente que contistenms del tipo R/M. El genoma fagico es clivado e
sitios especificos por enzimas de restriccl@nEl genoma fagico contiene hidroximetilcitosina8),
por lo tanto puede ser metilado y vencer al sistefivi(Labrie y col., 2010).

5.4. Sistemas CRISPRs

Es el mecanismo de fagorresistencia mas recientenamienciado en procariotas.
Hasta la fecha, fue evidenciado®n thermophiludLb. acidophilusLb. brevis Lb. casejLb.
crispatus Lb. delbrueckii Lb. fermentumLb. helveticusLb. rhamnosusy Lb. salivarius
(Garneau y Moineau, 2011), aunque ha sido estudiadiztalle ei®t. thermophilus

Las secuencias CRISPR (Clustered Regularly Inteesp®alindromic Repeats) son
repeticiones palindromicas cortas regularmente ueisfas formando una matriz. Estas
secuencias de ADN forman un loci (posiciones figentro del cromosoma) que otorga
inmunidad a la bacteria frente a acidos nucleicdasaos, incluyendo genoma fagico vy
plasmidos. Estos loci estan compuestos por se@gedei21 a 48 bp que se repiten formando
una matriz y entre las cuales aparecen secuengigbhes denominadas espaciadores, cuya
longitud oscila entre 26 y 72 bp. Ademas, adyaceatestas estructuras, aparecen los genes
cas(genes asociados a CRISPR) (Labrie y col., 2Q1dy.genesas codifican un amplio y
heterogéneo grupo de proteinas que contienen dmenfoncionales tipicos de nucleasas,
helicasas, polimerasas y proteinas asociadas rupl@otidos. Los CRISPR en combinacion
con las proteinagas constituyen los sistemas CRISERs y, si bien son comunmente
localizados en cromosomas, en algunos casos, sertamtrado en pladsmidos (Horvath y
Barrangou, 2010).

Cuando una cepa fago sensible es enfrentada a fagdsntos, se producira el
desarrollo de mutantes espontaneos fagorresistebtgso consecuencia de la interaccion

cepal/fago, los mutantes incorporan a su cromosamsdcuencias espaciadoras provenientes
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del material genético del fago, en el extremo 5’utkelocus CRISPR, lo cual le otorga

resistencia a dicho fago. En algunos casos, losamteg pueden adquirir diversos

espaciadores del mismo genoma fagjcabrie y col., 2010). Se ha demostrado que las
proteinascas juegan un rol importante en el reconocimiento AEIN extrafio y su

incorporacion al genoma bacteriano (Figura 20) yetr y Barrangou, 2010).

(©) (E)

(A)

| P ]
I | !

Proto-
[Jnj/espaciador

Genescas

Nuevo espaiador

|:| Secuencizrepetitiva [ Secuencia spaciadora

Figura 20. Sistema CRISPRA) El ADN fagico ingresa al interior celular y camia su ciclo litico.

B) Una pequefa porcion de células infectadas sotw&va la infeccion. El loci CRISPR de las
células resistentes adquirird una nueva secuegpd#itiva (duplicada del loci CRISPR) y un nuevo
espaciador (proveniente del genoma fagidd). La secuencia nucleotidica adquirida sera la
responsable de la fagorresistencia, de tal manerauig fago que posea en su genoma una secuencia
idéntica a la del proto-espaciador sera incapainfietar a la célulaD) Sin embargo, estos
mutantes podran ser infectados por fagos que neaposl mismo proto-espaciad&) Los fagos

que hayan adquirido mutaciones en su proto-espacipddran eludir al sistema CRISPR y
completar exitosamente su ciclo litico (Labrie ¥,,c2010).

El mecanismo molecular a través del cual se incarpestas secuencias al genoma
bacteriano, es desconocido. La Unica caracteristiceomun es la presencia, en el genoma
fagico, de una secuencia nucleotidica corta coadar(denominada PAM) cercana a la
secuencia nucleotidica que incorporara la bactesi@ecuencia y la ubicacion del PAM varia
entre los sistemas CRISRFas(Labrie y col., 2010).

En cuanto al mecanismo de accion, se planteansdisdripétesis. Una de ellas sugiere
que este sistema actla como un mecanismo bacteteanterferencia a la replicacion del
genoma viral. Por otro lado, el analisis de algyrateinagasdemostré que algunas de ellas

clivan el ARNm de CRISPR, generando ARNs més peapigiie posteriormente se dirigiran
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al material genético del fago (por apareamientdaees) y lo degradaran (Labrie y col.,
2010).

Sin embargo, ciertos fagos pueden escapar de ldnade los sistemas CRISPR a
través de mutaciones (o0 deleciones) en las se@aseimgorporadas por la bacteria o en las
secuencias PAM (Figura 20) (Labrie y col., 2010).

La continua incorporacién de secuencias espaciadola respuesta de fagos frente a

este evento, ilustra la co-evolucion dinamica eéstes y las bacterias (Labrie y col., 2010).

5.5. Infeccion abortiva (Abi)

Este mecanismo esta caracterizado por un normairgesio de las primeras etapas de
la infeccion seguida por una interrupcion del cidemultiplicacion fagica. En este caso se
produce la liberacion de pequefias cantidades tieydas fagicas o bien, directamente, no se
libera la nueva progenie (Quiberoni y col., 2011).

Estos sistemas incluyen mecanismos que interfiemendiversas etapas de la
multiplicacion fagica. Pueden afectar la replicacidel genoma fagico, la transcripcion,
traduccidon a proteinas, inhibir la produccion des lproteinas de la capside, el
empaquetamiento del ADN fagico, o provocar la sismatura de la célula infectada (Labrie
y col., 2010). Asi, se los puede clasificar ten@ad cuenta su habilidad para actuar temprana
(antes o durante la replicacion del ADN) o biendi@mente (luego de la replicacion)
(Josephsen y Neve, 2004).

La manifestacion fenotipica de este mecanismo skersia por una reduccion de la
eficiencia de plaqueo (EOP, Efficieny of plaquingdmpleta ausencia de placas de lisis 0
reduccion de su tamafo y disminucion del burst §leeephsen y Neve, 2004; Quiberoni y
col., 2011).

Este sistema estd muy difundido émctococcus Hasta el momento, se han
encontrado y caracterizado 23 sistemas Abi, losesusi bien evidenciaron un modo de
accion particular, comparten caracteristicas entcorgnSt. themophiluy Lactobacillusse
ha reportado un solo sistema Abi (Garneau y Moin2@ll; Quiberoni y col., 2011). La cepa
Lb. plantarumNGRI0101, aislada de ensilados, posee dos plasmpddL (6.8 kb) y pLKS
(2 kb) y el dltimo codifica un mecanismo de fageistencia posiblemente asociado a la
infeccidén abortiva que podria afectar la replicaaiél ADN fagico (Eguchi y col., 2000).

Las cepas que presentan este mecanismo de reisigtagica son ampliamente usadas
a nivel industrial. Como consecuencia de ello,faggs han sufrido mutaciones para poder

sobrepasar esta barrera de resistencia. Sin embestg mecanismo sigue siendo el mas
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eficiente entre los mecanismos de fagorresistgndieberia ser utilizado en combinacién con
los demas para mejorar la resistencia fagica decudts/os iniciadores (Quiberoni y col.,
2011).

6. Bacteriofagos deLactobacillus plantarum

Se han aislados fagos dé. plantarumde matrices muy diversas como suero de
queseria, ensilados de maiz, kimchi, cultivo imicrade carne y efluentes. Estos fagos, sus
cepas sensibles y fuentes de aislamiento se detalléa Tabla 2.

Entre los fagos déb. plantarum los resaltados en letrzegrita en la Tabla 2 se
encuentran estudiados con mayor detalle en cuanswsacaracteristicas fenotipicas y
genotipicas. Con respecto a estudios moleculaessa a fecha, se han secuenciado cuatro
fagos deLb. plantarum LP65 (Chibani-Chennoufi y col., 2004), JL-1 (Lwcegl., 2005) y gle
(Kodaira y col., 1997) y Shal (Yoon y col., 2011).

Ademas, se han aislado otros fagos que, hasta elemnto, fueron estudiados en
menor medida. Entre ellos, el fago LP45 aislademglados en una granja en ltalia, el fago
LP76 aislado de una bebida tradicional de Ecuadmaise de maiz fermentado y dos fagos
(LP43 y LP78) cuyo origen es desconocido. Adicioraite, un total de 15 fagos,
denominados CC1 a CC15, fueron aislados de caféefendo (Chibani-Chennoufi y col.,
2004).

Existen reportes de problemas asociados a fagosbdeplantarum durante la
elaboracion de alimentos vegetales fermentadosaribeirla fermentacion de pepinos, la
infeccion fagica provocada por el fago JL-1 sobtecwdtivo iniciador comerciallb.
plantarum MUA45, afectd de manera negativa el proceso deefgiacion, permitiendo el
desarrollo de microorganismos alterantes o pat@ébo y col., 2003a). Por otro lado, se
aislaron fagos déb. plantarumdurante la elaboracion comercial de chucrut a&rdins
tiempos de fermentacion (Yoon y col., 2002; Lu ¥.,c8003b). En los dias iniciales de
fermentacion, se aislaron fagos deuconostocmientras que los fagos deéh. plantarum
fueron aislados posteriormente (desde 7 a 60 diaferdhentacion). La mayoria de estos
fagos fueron capaces de lisar entre 5 y 6 ceplgupas de ellas fueron sensibles a dos o mas
fagos (Lu y col., 2003Db).

Con respecto a la industria carnica, se llevaroal® ensayos a nivel de laboratorio a
fines de conocer los efectos de la presencia desfdgrante los procesos fermentativos. Para
ello, durante la elaboracién de embutidos secasilggd como cultivo iniciador a la cepa.

plantarum ATCC 8014. Cuando dicha cepa fue infectada cofagb B2, se observaron
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demoras en la produccion de acidez (Nes y SorhE84). Por otro lado, a nivel industrial y
durante la elaboracion de salamines, se observdugge de 2 semanas de fermentacion se
produjo la decoloracién del producto. Este prolaléne vinculado a la presencia de fagos, en
particular del fago LP65. Este fago, ademas dectafealb. plantarum puede infectar a
cepas deCarnobacteriumsp. asociadas con la fermentacién cérnica (ChiGaennoufi y
col., 2004). Este comportamiento resulta extraflmddea que no se han reportado, hasta el
momento, fagos que infecten a diversos génerodifeeentes especies dentro del mismo
género. Sin embargo, otros autores evidenciarom esmportamiento entre especies de
Lactobacillus en particulaiLb. plantarumy Lb. pentosusDiversos fagos (PY1 a PY10, 22-
D10 y 14-C8), pertenecientes a las famiNgoviridaey Siphoviridae aislados de chucrut y
de ensilados fueron capaces de infectar ambasiesg@oi y col., 2003; Lu y col., 2003b;
Villion y Moineau, 2009). Por otro lado, Zhang yl.c2010) reportaron homologias entre
profagos deLb. caseiy el profago Lp3, de.b. plantarum(cepa WCSF1). A través de la
comparacion de los genomas fagicos se sugirié agéalgjos podrian haber evolucionado a
través de intercambio de modulos funcionales, gemdisiduales o segmentos de genes a
través de eventos de recombinacion. Asi, un fagoagiginalmente infectaba a una especie
podria haber adquirido la capacidad para infedtais @species presentes en el mismo nicho
ecoldgico. Sin embargo, otra teoria supone la poisale similares receptores fagicos sobre

la superficie celular de ambas especies (Lu y 20D3b; Capra y Mercanti, 2012).
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Tabla 2. Fagos de.b. plantarumaislados de diversas matrices.

Fago Cepa C.'CI.O de_, Origen Referencia
sensible multiplicacién
PB P219 Virulento Aguas residuales
PH P219 Virulento Aguas residuales
Sakurai y col., 1969
219 P219 Virulento Aguas residuales
786 P219 Virulento Aguas residuales
fri A Virulento Cultivo iniciador para carne Trevoregl., 1983
B2 ATCC 8014 Virulento Efluentes anaerobios Nes y,d$88
LP-1  ATCC 8014 Virulento Ensilado de maiz
Casoy col., 1995
LP-2  ATCC 8014 Temperado Suero de queseria
gle Gle Temperado Planta de ferrpentamon €N Kodaira y col., 1997
Japon
SC921 LA0280 Virulento Kimchi Yoon y col., 2001
. : . Yoony col., 2001,
Y1 LA280 Virulento Kimchi 2002
JL-1 MU45 Virulento Fermentacion de pepino Luy col.028
7-C4 7-C4 Virulento Chucrut
9-B4 9-B4 Virulento Chucrut
14-A4 14-A4 Virulento Chucrut
14-E10  14-E10 Virulento Chucrut
Luy col., 2003b
22-A2 22-A2 Virulento Chucrut
22-E2 22-E2 Virulento Chucrut
60-E4 60-E4 Virulento Chucrut
60-E8 60-E8 Virulento Chucrut
LP65 Desconocido Virulento Fermentacién de carne Chibani-Chennoufi y
col., 2004
FAGK1 ATCC 8014 Virulento Kefir _
De Antoni y col., 2010
FAGK2 ATCC 8014 Virulento Kefir
Shal - Temperado Kimchi Yoony col., 2011
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MATERIALES Y METODOS

1. Cepas

En este trabajo fue utilizada la cepl. plantarumATCC 8014 proveniente de la
coleccion ATCC (American Type Culture CollectionaMassa, Virginia, USA) como cepa
hospedadora.

Para llevar a cabo los estudios de determinacidregjgectro de huéspedes fueron

utilizadas 15 cepas adicionales. Las mismas séatetn la Tabla 3.

Tabla 3. Cepas déb. plantarumutilizadas en la determinacion del espectro dspeces.

Cepa Origen Referencia
29
33
87 NSLAB (aisladas de Bude-Ugarte y col., 2006
89 gueso cremoso)
91
PLN -
WCSF1 Saliva humana Kleerebezem y col., 2003
LMG9211 Coleccion INLAIN -
3G-112 Coleccion INLAIN -
036 Coleccion INLAIN -
SMQ-1112 -
SMQ-1113 -
SMQ-1114 U[g’\‘f;?té i
SMQ-1115 -
SMQ-1116 -

% NSLAB: Non Starter Lactic Acid Bacteria
% INLAIN: Instituto de Lactologia Industrial
% Félix d'Hérelle Reference Center for Bacterialiges, Université Laval, Québec City, Canada

1.1. Conservacion y reactivacion de las cepas

Las cepas bacterianas fueron conservadas por eomgeto a -20°C y -80°C
utilizando caldo MRS (Biokar, Beauvais, Franciaplementado con glicerol (15% v/v),
como crioprotector. Para ello, las cepas fueroardedadas previamente durante 16-18 hs en

caldo MRS a 37°C. Posteriormente, estos cultivesofu adicionados al 20% a la solucion
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crioprotectora, repartidos en alicuotas de 1 mdr@viales estériles, y finalmente congelados
a-20ya-80°C.

Las cepas conservadas por congelamiento fuerortivedaes en caldo MRS e
incubadas a 37°C durante 16-18 hs. Para su pastesaoen los diferentes ensayos, las cepas
reactivadas fueron reinoculadas en el mismo medicutivo e incubadas en similares

condiciones.

2. Bacteriofagos

En el desarrollo de este trabajo fueron utilizados fagos liticos de la coleccién
ATCC, identificados como ATCC 8014-B1 (B1) y ATCO18!-B2 (B2) y dos fagos aislados
previamente de granulos de kefir en colaboracianetayrupo dirigido por la Dra. Graciela
De Antoni (Centro de Investigacion y Desarrollo@motecnologia de Alimentos - CIDCA,
Universidad Nacional de La Plata - UNLP), denomoga&AGK1 y FAGK2 (De Antoni y
col., 2010). Como se mencion6 anteriormente (Sactjpla cepdb. plantarumATCC 8014

fue utilizada como cepa hospedadora de los cuadyast

3. Metodologia general empleada para el estudio de fag de Lactobacillus
plantarum

3.1. Conservacion de los fagos

Los fagos fueron conservados en heladera (4°C) aowsiock filtrado de alto titulo.
También se dispuso de una reserva almacenada@ y20280°C de las suspensiones fagicas
(en caldo MRS) adicionadas de glicerol (15% v/v).

3.2. Propagacion de los fagos

Los fagos utilizados fueron propagados sobre sa sepsibld_b. plantarumATCC
8014 empleando caldo MRS suplementado con £aClmM (MRS-Ca) (Neviani y col.,
1992). Un cultivo obtenido por incubacién durangelB hs de la cepa fue inoculado en caldo
MRS-Ca fresco y adicionado del fago correspondientéferentes dosis infectivas (m.o.i.,
multiplicity of infection = concentracion de parlas virales/concentracion de células
bacterianas), variables entre®) 10° aproximadamente. Asimismo, se inoculé un tubo con
el cultivo sin infectar (control), para monitoredrcrecimiento normal de la cepa. Los tubos
fueron homogeneizados (en forma suave y periogi@aaminados durante la incubacion a
37°C por aproximadamente 5 hs. El m.o.i. elegidodquél para el cual la lisis completa se

manifestd en forma mas tardia, garantizando unainm@éypropagacion de las particulas
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fagicas. El lisado resultante fue prefiltrado (pef MILLIPORE AP25) y filtrado
(membranas MILLIPORE, didmetro de poro Oi48), a fin de eliminar los restos celulares.
Estas suspensiones fagicas se titularon a fin déiremr una alta concentracién (>®10
UFP/ml) de particulas infectivas y luego se almaoem a 4°C (stock utilizado en todas las

experiencias), -20°C y -80°C.

3.3. Titulacién de fagos

La concentracion de particulas fagicas (titulosenée en los lisados obtenidos luego
de las propagaciones, asi como en todas las emp@sedonde se cuantifiquen los viriones,
se determind por el método de la doble capa agiig@vensson y Christiansson, 1991). De
acuerdo a ésta, en cajas de Petri divididas etosugrestériles, se depositaron 2,5 ml de agar
MRS con CaGl10 mM y glicina 100 mM (MRS-Ca-Gli) en cada cuadea(Lillehaug, 1997)
y se dej6é solidificar. Por otro lado, se preparaddaciones decimales de las suspensiones
fagicas a testear, en caldo MRS. Se colocaron lOfle dichas diluciones en tubos de
hemolisis conteniendo Ca(50 mM) y 100ul de la suspension celular de la cepa sensible
(50 pl de un cultivo desarrollado por 16-18 hsididuen 5 ml de caldo MRS fresco).
Finalmente se agregd 1 ml de MRS soft agar (cal&&Mdicionado de agar bacterioldgico al
0,6% m/v) e inmediatamente se volcod el contenidoladetubos de hemdlisis en cada
cuadrante de las placas con MRS agarizado, comdspulo a las distintas diluciones
efectuadas. Se dejo solidificar y se incubo enaaierofilia a 34°C durante 16-18 hs.

Luego de la incubacion se realizé el recuento siglacas de lisis y la determinacién
del titulo correspondiente (UFP/mI: unidades forarad de placa por ml), calculado de la

siguiente manera:

Titulo (UFP/mI) = n° de placas de lisisgf10

Donde §;: factor de dilucion

4. Caracterizacion de bacteriofagos

4.1. Caracterizacion molecular

Estos estudios incluyeron a los fagos de colecBibly B2 y se llevaron a cabo en el
Département de Biochimie et de Microbiologie, Faxudles Sciences et de Génie, Université
Laval (Québec City, Canada) bajo la direccion delf.PSylvain Moineau y en el marco de

una beca otorgada por la American Society for Miiogy (ASM).
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4.1.1. Extraccion del ADN fagico

La extraccion del ADN fagico se realizd utilizanda Lambda DNA Maxi Kit
(Qiagen) basado en la precipitacion de las padscihgicas con polietilenglicol (PEG)
seguida de una cromatografia de intercambio ionico.

Para llevar a cabo la extraccion del ADN fagicoimeeularon 500 ml de caldo MRS
con la cepa sensible (1%) incubandose a 37°C haktanzar una D.@om de

aproximadamente 0,1. Luego el cultivo fue adiciandd CaCJ(10 mM) y del fago B1 o B2,

tal que la concentracion final del mismo sea apnexiamente de 20UFP/ml. Una vez
observada la lisis completa del cultivo, se camgéf a 10000y durante 10 min a 4°C, se
recogi6 el sobrenadante y se verificd que la canaeidn fagica sea de al menos UFP/ml.

Al sobrenadante obtenido con anterioridad se leliaf@an 800 pl de buffer L1 (300
mM NaCl, 100 mM Tris-HCI pH 7,5, 10 mM EDTA, 0,2 ing BSA; 20 mg/ml RNAsa A; 6
mg/ml DNAsa ) y 5 ml de MgS©O1M, y se incub6 a 37°C por 30 min. Luego de la
incubacion fueron agregados 100 ml de buffer L2ZM3NaCl; 30% PEG 6000) a baja
temperatura permaneciendo en hielo durante 60 aontinuacion se centrifugo a 10060
durante 10 min a 4°C, descartandose el sobrenadérgellet obtenido fue resuspendido en 9
ml de buffer L3 (100 mM NaCl, 100 mM Tris-HCI pH57,25 mM EDTA) y adicionado de
900 pl de proteinasa K (10 mg/ml) e incubado a 6p&€ 30 min. Posteriormente fueron
agregados 9 ml de buffer L4 (4% SDS) e incubadd¥C 7durante 20 min. Luego del
tratamiento térmico, 9 ml de buffer L5 (3 M acetdt® potasio, pH 5,5) fueron afiadidos e
inmediatamente agitados en forma suave y centdibga 1500@ por 30 min a 4°C. El
sobrenadante fue removido rapidamente y centrifugaetvamente a 150@dpor 10 min a
4°C.

Posteriormente se realizo la calibracion de laroola Qiagen-tip 500 utilizando 10 ml
de buffer QBT (750 mM NacCl, 50 mM MOPS, pH 7,0,%%tanol, 0,15% Triton X-100). El
sobrenadante obtenido con anterioridad fue incagmsobre la columna, dejando que fluya
por gravedad y quedando el ADN retenido en la esesimego fue realizado un lavado
utilizando 30 ml de buffer QC (1M NaCl, 50 mM MOP$SH 7,0, 15% etanol) y
posteriormente el ADN se eluy6 de la columna comlLBe buffer QF (1,25 M NaCl, 50 mM
Tris-HCI, pH 8,5, 15% etanol) a baja temperatueaun tubo limpio. Finalmente el ADN fue
precipitado con 10 ml de isopropanol y centrifugadtb000g por 30 min a 4°C. Se adicion6
igual volumen de etanol 70%, dejando reposar ad¢eatyra ambiente por 5 min. El pellet fue
disuelto en 500 ul de Tris-HCI, pH 8,0 y conservad@0°C.
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4.1.2. Perfiles de restriccion

El ADN fagico fue digerido con las enzimas de iestdon Mlul, Hindlll, EcaRV y
Sal durante 3 hs, las cuales se usaron siguiendadasaciones del fabricante. La separacion
de los fragmentos de restriccion se llevé a cabdiange electroforesis en gel de agarosa

(0,8% p/v), de acuerdo a lo descripto por SambgoRBkissell (2001).

4.1.3. Secuenciamiento del genoma fagico

Los genomas fagicos fueron secuenciados usandest@ms 454 GS FLX Titanium
pyro sequencing (Roche Life sciences) de la platadopara analisis gendmico de la
Université Laval (Québec City, Canada).

Las secuencias fueron editadas usando el softwareioEdB

(http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/bioedit.htinlLos ORFs (Open Reading Frames) fueron

identificados mediante los programas ORF Finder
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gorf/gorf.htrl y GeneMark

(http://exon.biology.gatech.edu/genemark prok gms.pf). Un ORF fue considerado

valido si el mismo fue precedido por la secuen@aSthine-Dalgarno parab. plantarum
(AGAAAGGAGGTGATC) (Bringel y col., 1997). Las furmnes para cada ORF fueron
atribuidas usando el programa Blast2dudtp//blast2go.bioinfo.cipf.es/start_blast2gg

BLASTp (NCBI, http://blast.ncbi.nIm.nih.gov/Blast.ggiEstos resultados fueron reforzados

con la busqueda de dominios conservados de pretkinaionales usando la base de datos de
NCBI (National Center for Biotechnology Informatjon
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb)gly EMBL interproscan sequence

search littp://www.ebi.ac.uk/Tools/InterProScanLos ARNt fueron identificados mediante

el servidor tRNAscan-SEhttp://lowelab.ucsc.edu/tRNAscan-F¥ confirmados usando el

programa ARAGORN (Laslett y Canback, 2004). La deswia de utilizacion del codon
(Codon usage) fue determinada usando el programat&odon disponible en la pagina web
del DNA Research Instituténitp://www.kazusa.or.jp/codon/La utilizacion del codon para

bacterias dd.b. plantarumfue obtenida de la base de datos de Kazusa del RéRearch
Institute.

El peso molecular te6rico (MM) asi como tambiérpehto isoeléctrico (pl) de las
proteinas fueron calculados usando la herramiergP&am disponible en el sitio web

EXPASYy (ttp://ca.expasy.org/tools/pi_tool.himl
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4.1.4. Purificacion de los fagos

Los fagos Bl y B2 fueron purificados por ultracéagracion mediante dos gradientes
consecutivos de CsCl (Guglielmotti y col., 2009r&ello, se inoculo6 1 litro de caldo MRS
con la cepa sensibleéh. plantarumATCC 8014 (1%), incubandose a 37°C hasta alcamnzar

D.Ose0nm de aproximadamente 0,1. Luego el cultivo fue adiado de CaG(10 mM) y 300
ul del fago B1 o B2 (concentracién final de fagesldf - 10> UFP/ml). El cultivo lisado fue

centrifugado a 800Q durante 15 min a 4°C. El sobrenadante recupemael@dicionado de
NaCl (0,5 M) y polietilenglicol (PEG 8000) en unancentracion final de 10%. Debido a que
no fue posible obtener suspensiones fagicas detitilo para el fago Bl siguiendo esta
metodologia, se realiz6 una pequefia modificacidma Wez que el cultivo fue lisado, fue
adicionado de NaCl 0,5 M permaneciendo durant@a#¥fC, luego fue centrifugado (8060
15 min, 4°C) y finalmente fue agregado el PEG (10%)

Para ambos fagos, una vez que el PEG se disolmfletamente, el sobrenadante fue
incubado a 4°C durante toda la noche, con agiteséne. Luego de remover el sobrenadante
con una centrifugacion a 80@0por 15 min a 4°C, el pellet fue resuspendido canl&le
buffer P 1X (20 mM Tris-HCI pH 7,4, 100 mM NacCl, ®tM MgSQ,).

El gradiente discontinuo de cloruro de cesio fuepprado con las siguientes
soluciones utilizando buffer P 1X como diluyente:

Solucién A: 4,2 g de CsCl en un volumen de 8 mhgittad = 1,35)

Solucién B: 6,2 g de CsCl en un volumen de 8 mh¢itad = 1,53)

Solucién C: 8,2 g de CsCl en un volumen de 8 migakad = 1,65)

Para preparar el gradiente de CsCl, 1,5 ml dellecism A fueron pipeteados en un
tubo de centrifugacion (14 x 89 mm), por encimaedt& solucion fueron depositados muy
cuidadosamente 2 ml de la solucion B y finalmenferd! de la solucion C para completar el
gradiente. La solucion conteniendo los fagos fupodiégada muy lentamente sobre la
superficie del gradiente. Posteriormente, los tubmsteniendo el gradiente de CsCl y la
suspension de fagos fueron centrifugados utilizamd@otor Beckman (SW41) a 210083
(35000 rpm) durante 3 hs a 20°C. Luego de la dagacion, fue verificada la presencia de
una banda azul, y la misma fue extraida usandgeuimga de 10 cc. Las muestras obtenidas
fueron dializadas (membrana de dialisis Spectra/MdvVCO = 6-8000 Da) contra buffer P
1X con agitacion suave a 4°C, realizando cambidsbdéer cada 30 min. Luego de 4
lavados, las muestras fueron incubadas en bufter&hte toda la noche a 4°C con agitacion

suave.
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Luego de esta primera etapa (purificacion por gradi discontinuo), se continu6 con
la purificacion por gradiente continuo de CsCl. &Patlo se pesaron 8 g de CsCl, se
disolvieron en 5 ml de buffer P y se incorporarotulaos de centrifuga (16 x 67 mm). La
suspension de fagos obtenidas en la etapa anfpridficacion discontinua) fue agregada
sobre la superficie del gradiente. La centrifugadiBeckman, rotor NVT65) fue llevada a
cabo a 342319 (60000 rpm) durante 18 hs a 20°C. Tal como seribgs@ anteriormente,
fue verificada la presencia de una banda azul,ngitana fue extraida usando una jeringa de
10 cc. La muestra conteniendo las particulas fagioa dializada (membrana de dialisis
Spectra/Por; MWCO = 6-8000 Da) contra buffer P (&X4°C con agitacion suave, realizando
cambios del buffer cada 30 min. Luego de 4 lavatissmuestras fueron incubadas a 4°C
durante toda la noche.

Posteriormente a la purificacion discontinua asma@otambién a la etapa de
purificacién continua, se realizaron recuentos agigulas fagicas mediante el método de la

doble capa agarizada (Seccién 3.3).

4.1.5. Identificacion de proteinas estructurales

Las proteinas estructurales de las particulas dagiurificadas fueron identificadas
mediante electroforesis en geles de poliacrilanciola dodecilsulfato sédico (SDS-PAGE).
Para ello, los fagos purificados t@QFP/ml) fueron mezclados con el buffer de cargg (4
Tris-HCI 0,25 M pH 6,8, glicerol 40% v/v, SDS 8%wmnp-mercaptoetanol 20% v/v, azul de
bromofenol 0,1% m/v), sometidos a un tratamientoigo a 95°C durante 5 min y un
proceso de sonicacion (Ultrasonic Sonifier W-350 aisrupter, Branson Sonic Power Co.).
Luego, las proteinas fueron separadas por migraeidngeles con 10% y 12% de
poliacrilamida. Las bandas de proteinas fueronctedas usando azul de Coomassie como
colorante, cortadas del gel y conservadas en 10fedgua bidestilada para su posterior
analisis. La identificacion de las proteinas selizéamediante Cromatografia Liquida
acoplada a Espectrometria de Masa en tandem (LGAB|Sén el Centre Protéomique de
'Est du Québec (Québec City, Québec, Canada).paaiculas fagicas completas fueron
enviadas también para deteccion de proteinas quensgentren en bajos niveles. Los
resultados fueron analizados mediante el softwaedf@d Proteome (Guglielmotti y col.,
2009).
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4.2. Microscopia electrénica

Las micrografias de los fagos de coleccion (Bl y &2 realizaron en la Unidad de
Microscopia del Département de Biologie Medicalaclité de Médicine, Université Laval
(Québec City, Canada).

Para realizar las observaciones microscopicas,| ke lla solucion de tincién (2%
acido fosfotungstico, pH 7,0) fueron colocados ea caja de petri estéril. Una grilla de cobre
con recubrimiento de carbono (malla Formvar 200;dPkternational) se coloco boca abajo
sobre la solucion de tincién. Luego de 30 s, 1@eila suspensién de fagos {LIFP/mI)
fueron mezclados durante 90 s con la solucion deidth contenida en la grilla.
Posteriormente las grillas fueron depositadas sobrgapel secante durante 5 min. Las
observaciones se realizaron en el microscopio réldcb de transmision JEOL 1230
(Philips, Eindhoven, The Netherlands) operado &\80

4.3. Viabilidad durante conservacion

Se realiz6 un seguimiento de la viabilidad de lespsnsiones fagicas a lo largo de su
conservacion a 4°C, -20°C y -80°C durante 42 meResa las dos ultimas temperaturas, el
caldo MRS de las suspensiones fagicas fue adiociodadylicerol al 15% v/v (concentraciéon
final).

A intervalos de tiempo preestablecidos se tomaflimuaas y los titulos fagicos se
determinaron por el método de la doble capa aghaizaos resultados se expresaron como

porcentajes de las concentraciones virales ingialee graficaron en funcion del tiempo.

4.4. Viabilidad a distintos valores de pH

Para realizar este ensayo, distintas porciones alldo cMRS se ajustaron (en
esterilidad) a valores de pH comprendidos entrel2.yAlicuotas de una suspension fagica
stock se adicionaron a los caldos con distintos(pbhcentracién final aproximada: %10
UFP/ml) y se dejaron en contacto por 30 min a 3ECparalelo se incub6 un control donde
el pH original del caldo no fue modificado (pH &®,2). Cumplido el tiempo estipulado, se
procedio a titular las particulas fagicas viables gd método de la doble capa agarizada. Los

resultados se expresaron como porcentajes dedosmms fagicos iniciales.

4.5. Viabilidad a distintas temperaturas
Las particulas fagicas diluidas en caldo MRS hasta concentracion final de

aproximadamente 2QJFP/ml fueron distribuidas en tubos Eppendorf evalumen final de
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1 ml. Los tubos fueron incubados a distintas teatpeas (0°C, 14°C, 37°C y 50°C) durante
30 min y la concentracién de los fagos luego dghmiento fue evaluada por el método de la
doble capa agarizada. Los resultados se expresanoo porcentajes de los recuentos fagicos

iniciales.

5. Interaccién de Lactobacillus plantarumcon sus fagos especificos

5.1. Influencia de los cationes divalentes Gay Mg?* en el ciclo litico de los
fagos

5.1.1. Lisis en medio liquido

Para estudiar la influencia de los catione$*GaMg?* sobre la lisis celular, se
inocularon 50 pul de un cultivo de 16-18 hs de lgacgensiblel(pb. plantarumATCC 8014) en
5 ml de caldo MRS, con y sin CaGL0 mM) 6 MgC} (10 mM), y se agreg6 0,1 ml de un
filtrado de alto titulo del fago (m.o.i. = 0,5). égo de una agitacién suave, los tubos fueron
incubados a 37°C. Para monitorear el desarrollanabrdel cultivo, paralelamente, se
incubaron tubos control de la cepa bacteriananéatiar.

El ensayo consistié en el seguimiento, en formaaljsdel desarrollo del cultivo
infectado por un periodo de tiempo tal que permnitdouen crecimiento de la cepa en el tubo
control, detectando la ocurrencia o no de lisis dglivo, en presencia o ausencia de los
cationes ensayados. Los tubos en los que no sevobkss, se repicaron por dos dias
sucesivos, partiendo de los tubos correspondietigéglia anterior y continuando con el

monitoreo visual.

5.1.2. Formacion de placas de lisis en medio sélido

Para analizar el efecto del calcio y el magnesitagormacion de placas de lisis, se
realizaron recuentos de particulas fagicas en Mig8zado (adicionado de glicina 100 mM),
tal cual y con el agregado de Ca(l0 mM) o MgC} (10 mM).

En la comparacion se analizé la morfologia de lasgs de lisis (diametro, definicién,
bordes, forma) asi como también el recuento deicpdas fagicas (titulo) obtenido. La

eficiencia de plaqueo, con relacion a los recuepttenidos en presencia de calcio, fue

calculada de acuerdo a la siguiente formula:

EOP = Titulo fagico en el medio en estudio [UFP/mI
Titulo fagico en medio MRS-Ca (10 mMHRImI]
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5.2. Determinacion del espectro de hospedadores

Con el objeto de conocer el espectro de cepashéenipara los fagos B1, B2, FAGK1
y FAGK2, se emplearon las cepas que se indicanaeifabla 3 y se aplicaron dos
metodologias: test de turbidez y spot test (Svengsohristiansson, 1991).

Para llevar a cabo el test de turbidez, alicucta®0d pl de cada filtrado fagico fueron
agregadas a tubos conteniendo 5 ml de caldo MR$-@dicionados de 50 ul de cultivo
desarrollado de la cepa a ensayar (m.o.i. = Ol2%. cepa se considera sensible si el cultivo
lisa como maximo en el tercer repique de sensdillidie lo contrario se considera resistente
al fago en cuestiéon. Debido a que se parte de usyension de fagos de alto titulo, si la lisis
se produce en el segundo o tercer repique podriadieador de algin grado de resistencia al
fago por parte de la cepa.

Para los ensayos en medio agarizado (spot tesyneuadrante de Cajas de Petri
estériles conteniendo una base de agar MRS-CaeGligeegd una mezcla de 0,1 ml de la
suspension celular de interés (50 ul de un culliesarrollado por 16-18 hs diluido en 5 ml
de caldo MRS fresco), Calh0 mM y 1 ml de MRS soft agar. Luego, las placasiejaron
secar durante 30 minutos (en gabinete de flujorlamorizontal CASIBA) y se agreg6 una
gota (20ul) de la suspension fagica en estudio. Una vezlagigotas fueron absorbidas, las
placas se incubaron en microaerofilia a 34°C derét8-18 hs. Una cepa se considera
sensible al fago ensayado si, en el sitio dondeegmsitd la gota, aparece una zona de

inhibicion (zona de lisis).

5.3. Ciclos de multiplicacién fagica (Burst size)

Se preparo un cultivo de la celpa. plantarumATCC 8014, por incubacion a 37°C en
caldo MRS, hasta una turbidez adecuada da&= 0,5). Las células fueron cosechadas por
centrifugacion y el pellet se resuspendié en cMM&S-Ca (1/5 del volumen inicial). Luego, 1
ml de la suspensién bacteriana conteniendo £LHCIMM se infectd con el fago (m.o.i. de 0,5
para fagos B1 y B2 y de 0,6 para fagos FAGK1 y FREKse incub6 por 5 min (fagos B1 y
B2) o 30 min (fagos FAGK1 y FAGK?2) a 37°C en baeartostatizado. De este modo se
logra una adsorcion superior al 90% de las pagscidgicas sobre los receptores bacterianos.
A continuacion, la mezcla fue centrifugada por b mil200@. El pellet se resuspendié muy
cuidadosamente en 1 ml de caldo MRS-Ca. Posterrdanel pellet (1 ml) fue transferido a
un tubo conteniendo 9 ml de caldo MRS-Ca. A paiér esta suspension se efectuaron
diluciones decimales en caldo MRS-Ca. Estas dihescse hacen para evitar la readsorcion

de las particulas fagicas liberadas, que pudiemresia manera iniciar nuevos ciclos de
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multiplicacion simultaneos, induciendo a error ardéterminacion del burst size. Los tubos
fueron incubados a 37°C en bafio de agua termasliatiy a intervalos regulares de tiempo,
se extrajeron alicuotas (10 que fueron inmediatamente tituladas sobre laacmnsible,
para conocer el numero de particulas fagicas l{@asw y col., 1988).

Los parametros periodos de latencia, burst timerstisize, fueron calculados a partir

de las curvas de crecimiento obtenidas.

5.4. Caracterizacion de la adsorcion

La cepa bacteriana en estudio fue desarrolladaldo 81RS a 37°C hasta alcanzar la
fase exponencial temprana (Dsésm = 0,5), cosechandose luego las células por
centrifugacion (10 min, 450@). Luego de descartar el sobrenadante, el pellssespendid
en caldo fresco, en la mitad del volumen origir@hda cultivo se infectd con el fago
correspondiente (m.o.i. = 0,04 - 0,05) en tubosedadprf y se incubaron a 37°C en bafio de
agua termostatizado. A tiempos predeterminadosts@ron los tubos y se centrifugaron
(120009, 5 min, 5°C) con el objeto de separar los fago®$. Inmediatamente, se extrajeron
alicuotas de los sobrenadantes y se titularon dalrepa sensible (método de la doble capa
agarizada) para conocer la concentraciéon de fages|

Dependiendo del tipo de factor estudiado para teniaar el proceso de adsorcion, se
realizaron gréaficas de fagos libres en los sobramag o de porcentajes de fagos adsorbidos,
en funcién del tiempo. En el segundo caso, losgmiages de fagos adsorbidos se calcularon

del siguiente modo:

%Ads =_(Ti — Tf) x 100
Ti

Donde Ti: titulo inicial de fagos (UFP/ml) pues@scontacto con la cepa
Tf: titulo de fagos (UFP/mI) libres en el sobréaate (no adsorbidos)

Para los estudios de adsorcion se conformarons28nsas fago/cepa, los cuales se

detallan en la Tabla 4.
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Tabla 4. Sistemas fago/cepa utilizados para llevar a cabodtgles de adsorcic

Fago Cepa

Bl
B2

Lb. plantarumATCC 8014

FAGK1
FAGK2
Bl
Lb. plantarumWCSF1

B2
Bl

Lb. plantarumLMG9211
B2
Bl

Lb. plantarumPLN

B2
Bl

Lb. plantarumSMQ-1112
B2
Bl

Lb. plantarumSMQ-1113
B2
Bl

Lb. plantarumSMQ-1114
B2
Bl

Lb. plantarumSMQ-1115
B2
Bl

Lb. plantarumSMQ-1116
B2

Para todos los sistemas ensayados se utilizé mldemplantarumATCC 8014 para
titular las particulas fagicas no adsorbidas. L8uémcia de factores ambientales vy
fisiol6gicos sobre la adsorciéon (que se detallaminuacion) solo se llevo a cabo para los
cuatro fagos (B1, B2, FAGK1, FAGK2) con la caga plantarumATCC 8014.
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5.4.1. Adsorcion del fago B1 sobrd_actobacillus plantarumWCSF1 y LMG9211

Debido a que los valores de adsorcion obtenidoa fwe sistemasb. plantarum
WCSF1/B1 y Lb. plantarumLMG9211/PbB1 con la técnica descripta anteriormente fueron
bajos, los ensayos fueron modificados como se itbesarcontinuacion.

Como consecuencia de que los experimentos se @éxtengbor tiempos prolongados,
el cultivo de la cepa sensible con un valor de RBd¢xde 0,5 fue centrifugado y resuspendido
en buffer TMG (Tris-HCI 10 mM, pH 7,4, MgSQ0 mM vy gelatina 0,1% m/v) con el objeto
de evitar que prosiga su desarrollo y asi la pragiag del fago. Las suspensiones celulares
en buffer TMG adicionadas de CaCl0 mM), fueron infectadas con el fago B1 (m.o.i. =
0,04 - 0,05) e incubadas a 37°C durante 5 hs. énakos de tiempo preestablecidos, los
tubos fueron centrifugados y la concentracion déqaas fagicas en el sobrenadamente fue
determinada mediante el método de la doble capazada. Los resultados se expresaron
como porcentaje de particulas fagicas (en rela@dnos recuentos iniciales) en el

sobrenadante en funcion del tiempo.

5.4.2. Influencia del calcio

Se procedié como en un ensayo de adsorcion tipéro,en este caso se utilizaron dos
alicuotas de las células en suspension, a una deiddes se le adiciond calcio (10 mM) y a la
otra, no. Se realizaron recuentos de particulasdaa 5, 15, 30 y 45 min. Las cinéticas de
adsorcion se obtuvieron graficando el porcentagam (@lacion a los recuentos iniciales) de
fagos presentes en el sobrenadante (fagos no attsjrien funciéon del tiempo, para ambas

condiciones (con y sin &3.

5.4.3. Influencia de la temperatura

Para estudiar la dependencia de la adsorcion caamaeratura de incubacion, se
utilizé la técnica de adsorcion ya descripta, agnelg CaCl (10 mM) al medio, y respetando
las demas condiciones de reaccién (Quiberoni, 199 )establecié un tiempo de adsorcién
de 30 min, realizando el estudio a las temperatea®°C, 10°C, 20°C, 30°C, 37°C, 42°C y
50°C. Cumplido el plazo de las incubaciones, seqtli® a centrifugar los tubos Eppendorf y
se opero tal como se indicara antes.

Los resultados fueron expresados como porcentgpadieulas fagicas adsorbidas en
30 min, para las distintas temperaturas ensayadas.

Con el objetivo de conocer si la viabilidad de ép& era afectada por la temperatura,

alicuotas (1 ml) de la suspension celular preparadbzando una dilucién decimal de un
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cultivo overnight, fueron incubadas a 37°C y 50@ante 30 min. Luego del ensayo, se
realizaron recuentos celulares (en MRS agarizad®) gompararon con los valores obtenidos

inicialmente.

5.4.4. Influencia del pH

El efecto de este parametro sobre la adsorciérstselié empleando caldo MRS a
diferentes valores de pH, ajustado post esteribmacon soluciones concentradas de NaOH o
HCI. Se utilizé la técnica de adsorcion ya desaripigregando Ca£(10 mM) al medio y
respetando las demas condiciones de reaccion.idgier@h aquellos valores de pH para los
cuales no se produjo una importante pérdida deilidatd, considerando los resultados
obtenidos en los ensayos de viabilidad fagica @inths pH (a 37°C) (Seccion 4.4). Los
valores de pH estudiados fueron 5, 6, 7, 8, 9 yL&8. suspensiones celulares infectadas se
incubaron 30 min a 37°C y luego se procedié a ifagar los tubos Eppendorf, operandose
como se indicara en 5.4.

Los resultados fueron expresados como porcentagdsgercion a 30 min, para los
distintos pH ensayados.

Se monitored la viabilidad de la cepa en caldo MRStado a distintos valores de pH.
Para ello, se preparé la suspension celular tabcsgnindicara previamente para los ensayos
de adsorcion, pero la resuspension se realizo ldo 84RS-Ca a pH 5, 8, 9 y 10, asi como
también en caldo MRS sin ajuste de pH, a modo dea@oLas suspensiones se incubaron a
37°C, en bafo termostatizado, durante 30 min. Cudmpese tiempo, se realizaron
inmediatamente recuentos celulares en agar MRSuguen incubados a 37°C por 48 hs.

5.4.5. Influencia de un tratamiento térmico sobre las céllas

Se analizé el efecto de un tratamiento térmicocagb a las ceélulas bacterianas
sensibles, sobre la adsorcién de los fagos a septares. Para ello se utilizd un cultivo
obtenido tal como se explicara en el punto 5.4uel, luego de ser resuspendido en la mitad
de su volumen en caldo MRS, fue sometido a un tatg@ento (100°C, 2 min), a fin de
producir la muerte de todas las células. La pérdeaiabilidad de los cultivos fue controlada
inoculando (6%) la suspension celular tratada &toddRS, incubando por 48-72 hs a 37°C
y monitoreando la presencia o no de turbidez, a@ebidlesarrollo de las células bacterianas.
En medio agarizado, la viabilidad se evalu6 pariash del cultivo tratado en placas de agar
MRS, las cuales se incubaron por 48-72 hs a 3790ego se observaron para detectar

eventuales colonias desarrolladas.
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Posteriormente al tratamiento térmico, se procatlagregado de Ca£{(10 mM) a la
suspension celular.

El ensayo de adsorcidon se realizé tanto sobreasthnhtadas como sin tratamiento
(control en MRS-Ca), siguiendo los pasos de unarmpcia tipo y realizando recuentos
fagicos a 5, 15, 30 y 45 min.

Los resultados se expresaron como porcentajegyde fe adsorbidos, con relacion al
namero inicial de fagos puestos en contacto cortdadas, y se graficaron en funcion del

tiempo.

5.4.6. Influencia del estado fisiolégico celular

En una primera etapa, fue determinada la minimaeadracion de cloranfenicol
(Elea, Buenos Aires, Argentina) necesaria parabinia sintesis de proteinas diub.
plantarumATCC 8014. Para ello, el cultivo en fase exponande crecimiento (D.@sonm=
0,5) fue centrifugado y resuspendido (1%1@x1¢ UFC/mI) en caldo MRS con 20 pg/ml o
100 pg/ml de cloranfenicol (diluido en agua dedstlastéril), luego distribuido en tubos
Eppendorf (Iml) que se incubaron a 37°C durante m2@ Un cultivo con el mismo
tratamiento pero sin el agrego del antibiotico dsado como cultivo control. A intervalos de
tiempo regulares, se realizaron recuentos celujasesmidio la D.Qeonm

La concentracion de cloranfenicol elegida paraallea cabo los experimentos de
adsorcion fue la minima concentracién que prodajores estables en la densidad 6ptica asi
como también en los recuentos celulares durarnienaebo de incubacion.

Adicionalmente, se evaluo si el efecto de inhilmaitel antibidtico se mantenia luego
de su remocion. Para ello, cultivos con el misnatatniento que el descripto anteriormente
fueron incubados a 37°C hasta lograr la inhibiai@la sintesis de proteinas (la cual fue
lograda luego de 75 min de tratamiento). Posterote las células fueron centrifugadas,
lavadas y resuspendidas en caldo MRS-Ca vy finabnieicubadas a 37°C. A determinados
intervalos de tiempo, se midi6 la densidad OpiZ&®(ssonn) -

Sobre la base de los resultados obtenidos con ttaksensayos previos, el
experimento de adsorcion se llevo a cabo sobrepa tospedadoiab. plantarumATCC
8014 tratada con una concentracion de cloranfedie@0 pg/ml. El antibiético fue removido
luego de que la inhibicién en la sintesis de pnaiefue lograda (75 min). Posteriormente, las
células fueron infectadas con el fago correspomeién.o.i = 0,04 - 0,05) e incubadas a 37°C

durante 30 min. La concentracion de particulacésgiue determinada como se indicara en el
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punto 5.4. Un cultivo celular con similar tratami@ipero sin el agregado del antibiético fue
utilizado como cultivo control.
Los resultados fueron expresados como porcentaja @esorcion a los 30 min y

comparados con los valores obtenidos para el outtwtrol.

5.5. Evidencia de sistemas de Restriccion/Modificacion ne Lactobacillus
plantarum

Para las cepas que resultaron sensibles al atagioe,fse determiné la eficiencia de
plaqueo, definida como la relacién entre el titdd fago en estudio sobre la correspondiente
cepa sensible y el obtenido sohte plantarumATCC 8014.

Para los sistemas que presentaron valores de ElDEides, se estudio la presencia de
mecanismos de fagorresistencia del tipo Restriéiddificacion (R/M) de acuerdo a lo
descripto por Binetti y col. (2007b) con las siguiés modificaciones: la suspension fagica
fue titulada sobre la cepa hospedadbta plantarumATCC 8014) y sobre la cepa restrictiva
correspondienteLp. plantarumWCSF1 o LMG9211), siendo luego calculado el valer
EOP (primer pasaje). Se tomaron dos placas deplisienientes de la titulacion sobre la cepa
restrictiva y se resuspendieron en dos tubos com & caldo MRS-Ca. Estas suspensiones
fueron conservadas a 4°C durante 24 hs para petaniifusion de las particulas fagicas al
medio liquido. Luego se inoculdé con 200 pl de uhivau overnight de la cepa restricitiva
para lograr la propagacion de las particulas f&gffayo modificado, denominado “m”). Los
tubos fueron incubados a 37°C hasta lisis compleltaultivo. El lisado obtenido fue filtrado
y titulado sobre ambas cepas (hospedadora y testjia fines de determinar el valor de EOP
correspondiente a esta etapa (segundo pasaje)relSanpia de sistemas R/M, dicho valor
debe resultar cercano a la unidad. Para probaevarsibilidad de la modificacion, se
levantaron dos placas de lisis a partir del reausnbre la cepa restrictiva, procediendo del
mismo modo que para la etapa anterior, exceptdaygsaspension fagica se inoculé con la
cepa hospedadoiab. plantarumATCC 8014 (tercer pasaje). De esta manera, el fgo
propagaria normalmente sobre la cepa hospedaderajepdo la modificacion (fago
denominado “m-d”). El filtrado obtenido, al serutddo sobre ambas cepas, deberia
evidenciar una reduccion en el valor de EOP, rasdti similar al obtenido en el primer
pasaje, confirmandose de este modo la presencian@manismos R/M en las cepas

restrictivas.
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5.6. Estudio sobre paredes celulares

5.6.1. Preparacion de las paredes celulares

La obtencion de paredes celulares se realizé dgdma Quiberoni y col. (2000).

A partir de un cultivo incubado durante 16-18 hslde plantarumATCC 8014,
fueron inoculados (2%) 500 ml de caldo MRS e indaisaa 37°C hasta alcanzar una
D.Oseonm= 0,5 - 0,8. Las células fueron recolectadas patrifugacion a 5009 durante 10
min. Luego de separar el sobrenadante, se realizédos lavados del pellet en 1/10 del
volumen inicial con buffer fosfato gkiPQOy, KH.PO,, 10 mM, pH 6,8), centrifugando luego
de cada lavado 15 min a 5000 Se resuspendieron las células en buffer fostattO(del
volumen inicial) y 25 ml de la suspension celulserbn colocados en tubos FALCON (de 50
ml de capacidad), agregando 10 g de perlas deowdteriles (diametro 0,10 - 0,15 mm) a
4°C. Esta proporcion células/perlas de vidrio asegun suficiente espacio de cabeza (1/3)
para que la rotura fuera eficaz (Ranhand, 1974te@ai, 1992). Se realiz6 el recuento
bacteriano de esta suspension (recuento inicialpgy observacion directa al microscopio
optico. Este recuento asi como los siguientespfuegalizados por una microtécnica (que se
detalla hacia el final de esta metodologia), delidme un recuento tradicional en superficie
o en profundidad hubiera consumido volimenes dédagtiemasiado importantes.

La disrupcion celular fue realizada por agitacioecéanica en Vortex durante 3,5 hs,
enfriando alternadamente en bafio de hielo cadee@0Lsa efectividad de la rotura de las
células bacterianas fue seguida por microscopi@adgtconfirmada por micro recuento en
placa (recuento final).

Las perlas de vidrio fueron separadas del sobretadaor sedimentacion (reposo
durante 2 hs a 0 - 4°C). Luego de este tiempoagezd el sobrenadante y las perlas fueron
lavadas 4 veces con buffer fosfato, dejando sedanénhs luego de cada lavado, antes de
separar el sobrenadante. Se juntaron todos lo®rsmieintes obtenidos en un Unico tubo
FALCON.

Las células enteras y demas detritus celulareoriuseparados de las paredes por
centrifugacion a 3500, durante 15 min y la efectividad de la centrifugaan la separacion
de células enteras y detritus de las paredes fu@roada mediante un recuento celular en el
sobrenadante. El pellet obtenido fue descartadbsplerenadante, conteniendo las paredes
celulares, fue centrifugado a 120§@urante 15 min (4°C), con el objetivo de recoletds
paredes crudas.

Sobre las paredes crudas se aplico un tratamieatmético con el fin de eliminar los

restos del contenido citoplasmatico y, de esta mambtener las paredes limpias. Para ello,
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se resuspendieron las paredes en buffer Tris-HCh(®!, pH 7,5), y se trataron con DNAsa
(0,10 mg/ml) y RNAsa (0,15 mg/ml) (ambas soluciosesprepararon en agua bidestilada
estéril), incubando 30 min en bafio de agua a 3#F@ellet obtenido (12009, 15 min, 4°C)

fue lavado 8 veces con buffer fosfato (10 mM, p8),6centrifugado a 12009 (2 min, 5°C),
descartando el sobrenadante luego de cada lavadubjéfivo fue eliminar los restos de
citoplasma y enzimas contenidos en las preparaxideeparedes. Una vez finalizado este
tratamiento se obtuvieron las paredes celulareaspque, luego de ser concentradas por
centrifugacion a 12009 durante 15 min (4°C), se almacenaron a -20°C (€aib y col.,
2000).

5.6.2. Microtécnica de recuento bacteriano en placa

Se empleé agua de peptona (0,1%) para realizadilasiones decimales de la
muestra. En una caja de Petri dividida en cuagesjispuso una base de agar MRS. Sobre
cada cuadrante, se volc6é una mezcla de 100 pldikion de la muestra y 1 ml de soft agar
MRS. Se incubd a 37°C por 48 hs y se realizaromdosentos de las UFC/mI considerando

para el célculo, el factor de dilucion correspontie

5.6.3. Calibracion de las paredes celulares

Se realizo para conocer la cantidad de paredetaedua utilizar en los ensayos que
siguen, de modo que se cumpla con la condicion dderber al menos el 90% de las
particulas fagicas, cuando se trabaja con una noac®n aproximada de 1QUFP/ml
(Valyasevi y col., 1990; Callegari, 1992).

Para ello, se resuspendid el pellet de paredetasstupuras en 1 ml de buffer Tris-
HCI (50 mM, pH 7,5) con adicion de Ca(ara lograr una concentracion final de 10 mM
(Tris-HCI-Ca) y se realizaron diluciones decimadesadas. Se infectd cada dilucion con una
suspension fagica, de modo que la concentracidal fesultara de aproximadamente® 10
UFP/ml, y se incubaron en bafio termostatizado & 36+ 30 min, junto con un control de
fago en Tris-HCI-Ca. Cumplido el tiempo de incubacise centrifugaron los Eppendorf a
120009 por 15 min (4°C) y se titularon los fagos libreegentes en el sobrenadante. Para
cada diluciéon ensayada, se calculd el porcentajgddercidon teniendo en cuenta el titulo de
fagos iniciales agregados (control de fagos).
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5.6.4. Tratamientos selectivos sobre paredes celulares

Conocida la dilucién de trabajo adoptada en fundéna calibracion realizada, se
resuspendio el stock almacenado a -20°C en bufseHCI (50 mM, pH 7,5), y se tomo la
cantidad adecuada, repartiéndose alicuotas (volim@al) en cinco tubos Eppendorf, en los
cuales se realizaron los siguientes tratamientos:

» Mutanolisina (50 U/ml en agua bidestilada estéril): 30 min &G7Transcurrido
ese tiempo se inactivlo la enzima colocando lossubd 00°C durante 3 min y enfriando
rapidamente en bafio de hielo.

» Proteinasa K(0,1 mg/ml en agua bidestilada estéril): 30 mirY &3 sumergiendo
luego en bafio de hielo para detener la reaccién.

» SDS(1 %): 30 min a 37°C, sumergiendo luego en bafibie® para detener la
reaccion.

> Acido tricloroacético (TCA, 5%): 15 min a 90°C, sumergiendo en bafioigih
para detener la reaccion.

» Control de adsorcion se realizo sobre paredes celulares resuspeneiidbaaffer
Tris-HCI (50 mM, pH 7,5). Este control se hizo cehobjetivo de asegurar que no se
produjera pérdida de material durante los lava&stasa de adsorcion debe ser igual o
mayor al 90%.

Luego de completarse los tratamientos individudéessparedes tratadas y las paredes
control fueron lavadas 5 veces con buffer fosfatb oM, pH 6,8), centrifugando a 12090
durante 10 min y descartando el sobrenadante ldeg@ada lavado. Finalizados los lavados,
los pellets de las paredes fueron resuspendido$risfHCI, en los volumenes iniciales

correspondientes, y se congelaron a -20°C panasselas luego en los ensayos de adsorcion.

5.6.5. Ensayos de adsorcion

Las paredes tratadas y el control de paredesatar e utilizaron sin ser diluidas ya
gue solo en esta condicion se obtuvo una adsomne&yor al 90%. Las paredes resuspendidas
en Tris-HCI fueron retiradas del freezer (-20°@) les adicioné Cagl10 mM) y 0,1 ml de
una dilucién del fago, para que la concentraciéelenedio de reaccién sea dé UFP/m.
Se incub6 30 min a 37°C en bafio de agua, y luegstegiempo se centrifugé 5 min a 12000
g. El sobrenadante fue titulado por el método ddolale capa agarizada, y el porcentaje de

fagos adsorbidos fue calculado de la siguiente raane
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% Ads = (Ti — Tf) x 100
Ti

Donde Ti: titulo inicial de fagos (UFP/ml) puestem contacto con las paredes
celulares de la cepa sensible.
Tf: titulo de fagos (UFP/mI) libres ehsobrenadante (no adsorbidos sobre las

paredes celulares).

5.6.6. Reversibilidad de la adsorcion fagica sobre paredelulares purificadas

Luego de titular las particulas fagicas (UFP/miaeentes en el control (paredes
puras) del ensayo de adsorcion (Seccion 5.6.5)eseartd el sobrenadante, el cual contenia
los fagos no adsorbidos. El pellet libre del sohdamte, que contenia las paredes con las
particulas fagicas adsorbidas, se resuspendiénendé buffer Tris-HCI (50 mM, pH=7,5) y
se incubd a 37°C. A distintos intervalos de tienggotitularon las UFP/ml libres. De esta
manera, se obtuvo una primera aproximacion delogdsdreversibilidad de la union fago-
receptor de pared (Valyasevi y col., 1990; Called£92).

Los resultados fueron expresados como Log UFP/omedi en el sobrenadante a
diferentes tiempos.

5.6.7. Ensayo de neutralizacion fagica con monosacaridos

Se ensayaron los siguientes monosacaridos, quetualabénte se encuentran
formando parte de receptores fagicos en bactedicticds: D(+)-glucosa, D(+)-galactosa,
D(+)-manosa, L(+)-ramnosa, D(-)-ribosa, D(+)-glumména y N-acetilglucosamina.

Alicuotas de 0,9 ml de la solucidén del monosacaaidestear, usando como diluyente
Tris-HCI (50 mM, pH 7,5) y con el agregado de Ga@b mM) (Valyasevi y col., 1990),
fueron adicionadas de 0,1 ml de la suspensiénd&gioncentracion final P0UFP/mI). La
concentraciéon de monosacdéridos utilizada fue dend®0 Luego de 30 min de incubacién a
37°C, se titularon las particulas fagicas libres pwedio del método de la doble capa
agarizada. El porcentaje de inhibicion fue calcoladnsiderando el numero de UFP/mI
adicionado a tiempo cero (Ti), y el nimero de UHPlbres luego de los 30 min de
incubacion (Tf):

% Inhibicion = (Ti — Tf) x 10(
Ti
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5.6.8. Ensayos de competencia y desorcion con monosacasdm la adsorcion de
los fagos sobrd.actobacillus plantarumATCC 8014

Los ensayos de competencia consisten en contagapdrticulas fagicas con las
células bacterianas que se encuentran resusperdides solucion de los monosacaridos. La
competencia se produciria entre las moléculas deosazarido (libres en la solucién) y
aguéllas presentes en el receptor, en caso delgquen@sacarido testeado sea idéntico o
similar a los constituyentes del receptor. Los fagmdrian entonces, la posibilidad de unirse
tanto a los monosacaridos libres, como de ads@setsre la superficie celular de la bacteria
y ser luego removidos mediante una centrifugacidal. situacion se evidenciaria por un
aumento de los fagos titulados en el sobrenadanfeoryende, disminuciones en los
porcentajes de adsorcion calculados.

Los ensayos de desorcion constan de una primepa €@ adsorcion de los fagos
sobre las células bacterianas, en donde se lognida de la mayor parte de las particulas.
En una segunda etapa, se adiciona una solucidnatelsacarido y se contindia la incubacion.
Los fagos del sobrenadante se titulan a dos tiemestos recuentos corresponden a fagos no
adsorbidos y a los que pudieran haber sido deswimdr accion del monosacarido probado,
ya que en ensayos anteriores se comprob6 que érrgss de la experiencia no existe una
tendencia hacia la desorcion espontanea.

Los recuentos alcanzados en los dos tipos de enssgocomparan contra los
obtenidos para la adsorcion de fagos sobre ladasélacterianas sin el agregado de
monosacaridos (control).

Los ensayos de competencia entre los azUcaresrgdegtores, por parte de los fagos,
se llevaron a cabo como se describe a continuaEiboultivo bacteriano desarrollado en
caldo MRS a 37°C (D.@&onm = 0,5) fue centrifugado (10 min, 4508) y el pellet
resuspendido con Tris-HCI en el mismo volumen,izaatlo luego un lavado de las células
en iguales condiciones. Finalmente el pellet fususpendido en Y del volumen inicial
utilizando Tris-HCI como diluyente. La suspensid@iutar conteniendo Ca£(10 mM) fue
adicionada de D-galactosa, de D-ribosa o fructasandentracion final de 250 mM),
infectada con el fago (m.o.i. = 0,04 - 0,05) e baa a 37°C. A intervalos de tiempo
preestablecidos (5 y 180 min) se cuantificaron pasticulas fagicas presentes en el
sobrenadante mediante el método de la doble capazada. Se determind el valor de
adsorcion teniendo en cuenta el recuento iniciapaeiculas fagicas y los resultados se

compararon con los obtenidos por el cultivo consol agregado de azucares).
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Para los ensayos de desorcién, la suspension rcélelgpreparada de igual manera
gue para los ensayos de competencia, s6lo quellet e resuspendido en la mitad del
volumen inicial usando Tris-HCI como diluyente. Ladsorciones se llevaron a cabo en un
volumen final de 600 pul y con una m.o.i de 0,@05. Cumplidos los 30 min de incubacién
a 37°C, los tubos Eppendorf se homogeneizaron c@vidad e inmediatamente se
alicuotaron en otros 3 nuevos tubos Eppendorf ecomalumen de 200 ul cada uno. Uno de
los tubos se centrifugd (130@) 5 min, 4°C) y su sobrenadante se titulo pararastéos
valores de adsorcion control a 30 min. A los oftdsbos Eppendorf, se les adicionaron 200
ul de una solucion (en Tris-HCI) de D-galactosaDdebosa (500 mM), y se incubaron a
37°C. Uno de los tubos se retir6 a los 5 min y @orenadante se titulé6 inmediatamente,
mientras que el restante se retird a los 60 motgaliéndose de igual modo. Por comparacion
con los valores de adsorcién a 30 min, se obtufgrnmacion del efecto que presentan cada
uno de los dos hidratos de carbono en la desodgdaos fagos adsorbidos sobre la superficie

celular, a ambos tiempos.

5.6.9. Ensayos con lectinas

Con el objetivo de identificar azlcares involucme@n los receptores fagicos ide.
plantarum ATCC 8014, fueron utilizadas lectinas éeachis hypogaegespecifica de-
galactosa, N-acetil-D-galactosamina)Wisteria floribuanda(N-acetilu-D-galactosamina)
asi como también concanavalina A (Con&))-glucosa). Las mismas fueron disueltas hasta
una concentracion final de 1 mg/ml en Tris-HCI &0, pH 6,91) y esterilizadas por
filtracion.

La puesta a punto de la técnica fue realizada téage PL-1 y su cepa sensililé.
caseiATCC 27092 teniendo en cuenta los resultados gsede Ishibashi y col. (1982).

La cepa bacteriana en estudio fue desarrolladaalelo RS a 37°C hasta alcanzar
una D.Osgo nm= 0,5, luego las células fueron cosechadas pdrifteyacion (4500g, 5 min) y
resuspendidas en ¥ del volumen inicial. En tubgseBgorf conteniendo la suspension de
células con CaGl(10 mM), fue adicionada la lectina correspondieites tubos fueron
incubados a 37°C durante 15 min. Cumplido el tiem@oncubacion, el fago en estudio fue
agregado tal que la concentracién final del mismerd de 19 UFP/mI, siendo los tubos
incubados nuevamente durante 15 min. Luego dendabacién, las muestras fueron
centrifugadas a 1200 durante 5 min y los fagos no adsorbidos fueromiifigados
mediante el método de la doble capa agarizada.ddirat (sin agregado de lectinas) fue

utilizado a fines de determinar el nimero de fagisorbidos a la célula bacteriana.
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RESULTADOS

1. Caracterizacion de bacteriofagos

1.1. Caracterizacién molecular

1.1.1. Perfiles de restriccion

Los perfiles de restriccién obtenidos con las eazifecdRV, Hindlll, Miul y Sal
mostraron diferencias entre los fagos B1 y B2, icow@indo que se trata de fagos diferentes
(Figura 21).

Figura 21. Electroforesis en gel de agarosa
(0,8% ml/v) de los fragmentos de ADN de
los fagos B1 (1, 3,5y 7)yB2(2,4,6Yy8)
generados con EcaRV (calles 1 y 2),
Hindlll (calles 3y 4)Mlul (calles 5y 6) y
Sal (calles 7 y 8). Calles M, Marcador de
Peso Molecular (1 kb DNA ladder).

1.1.2. Secuenciamiento del genoma fagico

A través del secuenciamiento de los genomas diagms Bl y B2, se determiné el
peso molecular de los mismos asi como también stemiolo de GC. El tamafio del genoma
del fago B1 fue de 38,0 kb mientras que el del fB@acorrespondié a 80,6 kb. El contenido
de GC fue de 47,6% y 36,9%, respectivamente.

Por otro lado, a través del andlisis de las secagrse observd que el fago Bl
presenta un mecanismo de empaquetamiento del ADRNgeo del tipopac mientras que
para el fago B2 es del timmsy el extremo cohesivo presenta un tamaiio de 11 bp.

El andlisis bioinformético (ORF Finder y GeneMaddl genoma del fago B1 reveld
la presencia de 60 ORFs, los cuales estuvierontades en la misma direccion. Los codones
de inicio correspondieron a ATG (90%), GTG (5%) YTA(5%). Por comparacion de las
secuencias aminoacidicas deducidas con las alnda®ea la base de datos (GenBank), 23

ORFs (38%) mostraron homologia con genes previamearacterizados. En la mayoria de
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los casos, las homologias se correspondieron aws faue infectan a bacterias lacticas, en
particular aLb. plantarum(fago JL-1). Adicionalmente, 9 ORFs mostraron hlmgia con
genes cuya funcion, hasta el momento, es descaocid

Con respecto al fago B2, se detectaron 127 OREg;uales se agruparon en clusters
orientados en distintas direcciones. Para este faga@odones de inicio fueron ATG (86%),
TTG (5%), GTG (5%), ATT (2%) y ATA (2%). Un totaled36 (28%) ORFs mostraron
homologias con secuencias almacenadas en basesode al las cuales, previamente, se les
habia asignado una funcidn proteica determinada.oBo lado, 30 ORFs evidenciaron
similitudes con genes cuya funcién, hasta el momees desconocida. Las similitudes
correspondieron, principalmente, a bacterias Grasitigas y sus fagos.

Adicionalmente, para el fago B2 se identificaroARNt, los cuales codifican para los
aminoacidos Asparagina (Asn), Leucina (Leu), Metian(Met), Glicina (Gly) y Arginina
(Arg). Entre los codones asociados a cada ARNglapuque fueron encontrados asociados a
los ARNt del fago B2AAC para AsnCTA para LeuATG para MetGGA para Gly AGA
y AGG para Arg) no siempre correspondieron a los mdigzados por dicho fago (Tabla 5).
Esta situacion puede observarse, por ejemplo, paraminoacido Leu, para el cual la
frecuencia de utilizacién del codén asociado al ARBITA) fue de 21,09% mientras que el
coddén mas utilizado (42,45%) relacionado al mismmaacido, fue TTA. Con respecto a los
aminoacidos Asn y Gly, la diferencia no fue tan cada. En estos casos, los codones
asociados a los ARNt del fago B2, fueron levememtaos utilizados que otros que codifican
para los mismos aminoacidos. Por el contrario, paraminoacido Arg, los codones mas
utilizados correspondieron a aquellos asociadossaARNt del fago B2 (AGA y AGG)
(Tabla 5).

Debido a que hasta el momento no se han secuerm@pads sensibles al fago B2, no
fue posible comparar la frecuencia de utilizaciércddones por parte de dicho fago con la de
alguna cepa sensible a él. Es por ello que sezanaii las secuencias de las cepaslie
plantarumpresentes en la base de datos de Kazusa del DNéaR#d Institute. En general,
los codones codificados en el genoma fagico cooredipntes a los diversos ARNt del fago
B2 evidenciaron una mayor frecuencia de utilizag@oén parte del fago B2 en comparacion a
los valores obtenidos para las 4 cepas (Tablashy &tuacién se puede observar claramente
para el codon AGA (aminoacido Arg), el cual es osgubr el fago, a una frecuencia de
20,68% mientras que los valores obtenidos para degas bacterianas estuvieron
comprendidos entre 0-1,7%. Sin embargo, el coddém G&@ninoacido Gly) evidencié un

comportamiento diferente, siendo més utilizadolasicepas que por el fago B2.
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Tabla 5. Frecuencia de utilizacion de codones para cepab.deantarumy el fago B2.

Frecuencia de utilizacién del codén (%)

Aminoacido Anticodon  Codon Cepas
Lb. plantarum Lb. plantarum Lb. plantarumsubsp. Lb. plantarumsubsp. Fago B2
WCSF1 argentoratensis plantarum

Asn GTT AAC 17,3 17,5 13,1 12,8 19,26
AAT 30,1 26,6 21,0 19,9 25,94

Leu TAG CTA 12,6 11,5 7,9 9,7 21,09
TTA 37,4 33,4 21,0 31,7 42,45
TTG 25,2 25,3 21,0 25,2 40,96
CTT 11,0 8,9 52 52 13,56

CTC 6,4 8,7 13,1 7,1 5,34
CTG 9,9 12,3 2,6 10,0 21,85

Met CAT ATG 27,2 26,1 23,6 28,3 38,37

Gly TCC GGA 11,2 10,0 10,5 13,1 8,5
GGT 27,1 26,4 63,0 29,1 12,38

GGC 15,0 17,3 18,4 21,0 5,3

GGG 11,9 12,3 10,5 14,2 6,8

Arg TCT AGA 4,4 1,7 0 0,3 20,68

CCT AGG 1,7 0,8 0 0 11,33

CGT 12,1 11,7 23,6 12,1 8,74

CGC 7,0 8,8 2,6 10,2 4,05

CGA 7,2 7,1 0,0 6,8 6,64

CGG 10,9 12,9 23,6 16,3 7,08

Los codones indicados @egrita son aquellos codificados por los ARNts en el geanded fago B2.
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Andlisis del genoma del fago B1

El fago B1 presentd elevada homologia con el fagh, ho so6lo en el ordenamiento
de los genes sino también en el tamafio y punttéisoieo de algunas proteinas estructurales
con la misma funcion. Los ORFs deducidos en el gendel fago B1 asi como también sus
funciones proteicas putativas se detallan en ldaT&ab

Genes involucrados en el empaquetamiento del ARYic¢o

Los ORFs 1 y 2 presentaron similitudes con la sigtad menor y mayor de la
terminasa de los fagos gle y JLEb (plantarun), respectivamente. Esto sugiere que ambos
genes participarian en el empaquetamiento del ABfjicé. En los fagos con cola, la
subunidad menor es responsable de la unién del jENsubunidad mayor interviene en el
clivaje del ADN fagico, el cual dependera del tg@empaquetamiento (Lu y col., 2005). En
general, la subunidad mayor de la terminasa priaveazima endonucleasa y la ATPasa para
el empaquetamiento (Durmaz y col., 2008). Los gepescodifican para las terminasas estan
localizados dentro o cerca de los genes estrueturdlu y col., 2005), lo cual puede
evidenciarse para el fago B1.

Por otro lado, el ORF59 evidencié homologia coandodeoxirribonucleasa del fago
AT3 (Lb. case). Por la ubicacion en el genoma de fago Bl, pogdeicipar en el
empaqguetamiento del ADN. Sin embargo, esta proteinal genoma del fago JL-1 estaria
vinculada a la etapa de sintesis y replicaciorA@ (Lu y col., 2005).

Genes involucrados en la replicacion del ADN

El gen ORF24 mostré homologia con una endonuckglstago JL-1. Cercano a este
gen se encuentra el ORF26 cuyo producto proteigwad® muestra similitud con la helicasa
(NTP-binding) del mismo fago. Adicionalmente, lanéidn de helicasa fue atribuida al
ORF37 considerando las homologias encontradas|dORE467 del fago JL-1. Estos genes
participarian en la sintesis de ADN fagico.

Por otro lado, la secuencia del ORF27 evidencidlitides con la ADN primasa del
fago JL-1. Ademas, por homologia con el genomafalgh JL-1 asi como también por la
similitues en el tamafo de la proteina y puntolé&ueco, se puede asignar la funcion de
replicasa al ORF34 (Lu y col., 2005). Ambas praeiserian necesarias para la replicacion
del ADN féagico.

El ORF31 del genoma del fago B1 evidencio homalagin la enzima endonucleasa
del fago Lmrl Kactobacillug. Adicionalmente, por comparacién con las secuwenci
almacenadas en la base de datos de GenBank (Cediskimains), el ORF31 resulto similar

a una HNH endonucleasa (Endonucleasa homing) (@v&09x1d). Por la posicién en el

94



Resultados

genoma del fago B1, esta proteina estaria vincutadas genes que participan en la
replicacién del ADN fagico. Sin embargo, para gilofdmrl esta relacionada con la etapa de
empaqguetamiento del ADN fagico (Durmaz y col., 2008

El ORF35 exhibio elevada similitud con la prote@igaunion del ADN del fago JL-1.
Si bien en el genoma del fago JL-1 este gen ppatiE en el empaquetamiento del ADN, por
su posicion en el genoma del fago B1 participarnidaereplicacion del ADN (Lu y col.,
2005).

Genes involucrados en la lisis del hospedador

Los ORFs 21 y 22 compartieron similitudes condasuencias de holina y lisina de
los fagos AT3 I(b. case) y JL-1 (Lb. plantarun), respectivamente. Por lo tanto, estos genes
participarian en la lisis de la cepa hospedadora.

Otros genes con funciones putativas

Los genes que se encuentran localizados entrd@xgae codifican para proteinas de
la capside y de la cola, participan en la formaaénas conexiones que permitiran la uniéon
de ambas estructuras (cabeza y cola) asi comoéarabiel empaguetamiento del ADN (Lu y
col., 2005). En dicha region del genoma del fago &@10RF8 exhibe homologia con una
proteina relacionada al empaquetamiento de ADNfédl JL-1) y el ORF10 con la proteina
de union de la capside con la cola (fago JL-1).|Bdanto, estos genes participarian en el
ensamblaje de las particulas fagicas.

El ORF15 fue el gen de mayor tamafio encontrado parfago Bl. Este gen
codificaria para la proteina que determina el tam@é la cola del fago ya que presento
elevada homologia con el ORF1133 del fago JL-1, cpdifica para dicha proteina. De
manera similar, el ORF1133 evidencié el mayor taonafire todos los genes del fago JL-1
(Lu y col., 2005).

A través del andlisis realizado al genoma del fBdo se deduce que su material
genético podria organizarse en modulos: replicad@ADN, regulacion de la transcripcion,
empaquetamiento del ADN, morfogénesis de la cabem&in de la cabeza y la cola,
morfogénesis de la cola y lisis celular. El moddéoreplicacion de ADN involucra genes que
codifican para dos proteinas helicasa, una pringasaa replicasa asi como también para
endonucleasas y proteinas de union al ADN. Entas egenes, se encontaron algunos ORFs
para los cuales no se evidencié homologia con ipaeade la base de datos. El médulo de
empaguetamiento contiene ORFs que codifican parsulaunidades de la enzima terminasa y
una endodeoxirribonucleasa. EI moédulo de morfogéries la cabeza incluye los ORFs que

codifican para proteinas menores de la cabezaofgipa portal), una proteina scaffold (que
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contribuye con el ensamblaje de las particulacésyi proteinas mayores y menores de la
cabeza. El médulo de unién de cabeza y cola inalunge proteina de empaquetamiento de
ADN, y genes que codifican para una proteina dérude la cola y la cabeza. Entre ellos se
encuentran ORFs que evidenciaron homologia consgielefago JL-1 pero para los cuales

no fue posible asignar una funcién especifica. &tlmo de morfogénesis de la cola incluye

proteinas estructurales mayores y menores de da &sil como la proteina determinante de la
longitud de la cola. Finalmente, los genes dedisitolina constituyen el médulo de lisis. Al

igual que en el fago JL-1, los genes que particgrael empaquetamiento del genoma dentro
de la cabeza son inmediatamente seguidos por n®dsinicturales. Ademas, los genes de la
cabeza se encuentran ubicados préximos uno del ptpreceden a los genes de la cola.

Luego son seguidos por genes relacionados adacksilar (Lu y col., 2005).

Andlisis del genoma del fago B2

En la Tabla 7 se presentan los ORFs deducidosgbayanoma del fago B2 con sus
respectivas funciones proteicas.

Genes involucrados en el empaquetamiento del ADN

Los ORFs 17 y 21 evidenciaron homologias condasisidades menor y mayor de la
terminasa d@acillus Estos genes se encuentran separados por unaeexkeNt y por otros
genes para los cuales no fue posible asignar faneigteica.

El ORF16 mostro secuencias en comun con el g8 gi®96 deBacillus subitilis
subsp.natto y fue identificada como una HNH endonucleasa (GehBE-value 9,89x1Y).
De acuerdo a la posicién en el genoma, esta emgariiparia en el empaquetamiento del
ADN, debido su cercania a las terminasas.

Genes involucrados en la lisis celular

La funcion de lisina fue atribuida al ORF40, pamniologia con el fago gle.H.
plantarum). Adicionalmente, la funcién de lisina fue asigaad ORF57 (GenBank, E-value
2,15x10°%), el cual ademéas evidencié similitudes con el ORFHel fago LP65 L.
plantarum. Sin embargo, no fue posible asignar la funciérhdlina a los ORFs designados
para el fago B2.

Genes involucrados en la replicacion del ADN

Los ORFs 45 y 47 comparten homologia con la sulaghidie la ADN polimerasa
del fago SPBc2 Racillus). De manera similar, el ORF70 evidencié similitsideon la
secuencia proteica de la ADN polimerasa del faggvHOactococcupy el ORF73 codificaria

para proteinas que participarian en la replicacion.
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La presencia de genes que codifican para la ADINnpoasa en el genoma fagico
sugiere que el fago codifica para esta enzima gar Ide reprogramar la enzima de la cepa
hospedadora. De manera similar, la presencia decagima fue confirmada para el fago 949
de Lactococcugero en este caso, evidencié dos subunidadesgelws que las codifican se
encuentran ubicados en forma separada en el geidgima (Samson y Moineau, 2010).

El ORF86 codificaria para la ADN helicasa mientjas el ORF87 lo haria para una
ADN primasa. Por otro lado el ORF88 evidencié hag@ con la exonucleasa del fago
SPBc2 Bacillug). Adicionalmente, los ORFs 71 y 99 codificariamgpana proteina de union
de ATP/GTP. Otros genes cumplirian el rol de transp nucleétidos (ORF69) o
modificarlos (ORF65, ORF83 y ORF114). Esto sugiepge dichos genes estarian
relacionados a la sintesis y replicacion del ADN.

Otros genes con funciones putativas

Los ORFs 25 y 29 codificarian la produccion de giras estructurales de la cola, por
homologia con fagos de enterobacteriasgtobacillus

Por otro lado, el ORF26 codificaria para una pnatejue interviene en la conexion
entre la cabeza y cola (GenBanK, E-value 210 en el empaquetamiento de ADN (por
homologia con la base de datos de InterPproscaty.shgiere que dicho gen interviene en el
ensamblaje de las particulas fagicas.

Los ORFs 39 y 105 evidenciaron homologias corepimat vinculadas a profagos. De
manera similar el ORF43 codificaria para enzimddige recombinasa/integrasa, las cuales
también se encuentran relacionadas a la presemgeothgos.

Muchos de los ORFs del fago B2 evidenciaron hogial@on genes del fago LP65
(Lb. plantarum). Sin embargo, una elevada cantidad también pi@ssimilitudes con
diversos genes codificados por cepafdeillusy Lactobacillus EI genoma del fago B2, al
igual que el del fago B1, podria organizarse enuto® empaquetamiento del ADN, genes
estructurales, modulo de lisis y, finalmente, lesap relacionados a la replicacién del ADN.
Sin embargo, esta division en modulos no fue tamactomo en el caso del fago Bl.
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Tabla 6. Open Reading Frames (ORFs) deducidos para el getinfegolLb. plantarumB1 y sus respectivas funciones putativas.

ORF pc?stiir(t) n posstiotirc)) n (ii;)ea (’;:lg' a)p pl¢ Putative RBS and start codoft Predicted functior® Best matches (extend; %a.a identity) E-value® (iiaz)?‘ a?c?s?(? nnhb
1 242 553 103 11,37 6,32 ATAAAGGAG ATAACGQaATG Terminase small subunit ORF172attobacillusphage gle) (43/96; 45% ) 2x¥0 172 NP_695171
2 550 1845 431 48,86 8,16 AACATCGGGTTTCCCgaATG Terminase large subunit ORF44M¢tobacillusphage phiJL-1) (293/431; 68%) 48 440 YP_223885
3 1861 3402 513 58,36 4,81 ATAACGGAGGAGTTAaaa?ATG Minor capsid protein/Portal protein ORF5Q&¢tobacillusphage phiJL-1) (284/506; 57%) 5% 506 YP_223886
4 3320 4132 270 30,55 8,76 GAAAGG CGGATTGAttatcaATG Capsid protein ORF273 gctobacillusphage phiJL-1;(121/270; 45%) 1xX10 273 YP_223887
5 4232 4762 176 19,13 4,70 ATTGAGGAGG AGAAAccatcATG Scaffold protein ORF184 @ctobacillusphage phiJL-1) (70/161, 44%) 4x40 184 YP_223888
6 4780 5640 286 30,90 4,80 QGAGGAACTTAAACaATG Major capsid protein ORF2864ctobacillusphage phiJL-1) (198/286; 70%) 5x6 286 YP_223889
7 5688 5915 75 7,24 4,38 @MWAG ACCGCTAGCATG Minor capsid protein ORF64lh gctobacillusphage phiJL-1) (33/49; 68%) 5x3b 64 YP_223890
8 5943 6314 123 14,09 4,98  ATAATTAACGTACCCgtatgdsTG DNA Packaging ORF113 éctobacillusphage phiJL-1) (69/113, 62%) 2x%0 113 YP_223891
9 6311 6589 92 10,21 9,45 GBGTTCAGGTTCTTATG ORF94 [Lactobacillusphage phiJL-1) (49/93; 53%) 3xib 94 YP_223892
10 6546 6959 137 15,14 9,28 BEGTGCCGTTATCaATG Head to tail joining ORF128 actobacillusphage phiJL-1) (77/121;64%) 8x10 125 YP_223893
11 7035 7388 117 13,18 8,03 QCTAGGGGGTGTCAcaah TG ORF117 (actobacillusphage phiJL-1) (64/117; 55%) 7% 117 YP_223894
12 7407 8033 208 22,72 4,30 AATGAGGAG TGTAaaaaa#®TG Major tail protein ORF199Lactobacillusphage phiJL-1) (131/195; 68%) 2x%0 199 ZP_03964227
13 8064 8468 134 15,15 4,95 AAAAAGGA CGGTACCaacaaATG ORF139 [actobacillusphage phiJL-1) (71/142; 50%) 8x1o 139 YP_223896
14 8546 8785 79 8,66 9,85 @G CCGAGGCCGTCATG ORF140 (actobacillusphage phiJL-1) (23/79; 29%) 4,6x10 140 YP_223897
15 8789 12043 1084 110,91 9,57 TCBGGAGGT TAACgGaATG Tape measure protein ORF113&¢tobacillusphage phiJL-1) (97/172; 57%) 4x30 1133 YP_223898
16 12347 12877 176 19,05 8,99 ATTACCGAGCTGGCCgATG Minor tail protein ORF441l(actobacillusphage phiJL-1) (47/101; 47%) sxto 441 YP_223899
17 12892 15390 832 90,73 5,00 ATATAGATAGGAGTGATG Structural protein ORF738& éctobacillusphage phiJL-1) (70/455; 60%) 0 738 YP_223900
18 15371 17479 702 75,72 5,40 GB.CAGGAGGAGTTAaacah TG Minor tail protein ORF749l(actobacillusphage phiJL-1) (66/189; 35%) 1xio 749 YP_223901
19 17491 17862 123 13,98 5,38 AGTTAGGAGG CCGAACCATG (Lactobacillus pentosuliP-10) (54/126; 43%) 2x18 127 CCB83969
20 17855 17956 33 3,75 9,21 BTTCGAGGTGAT TtttgATG
21 18031 18363 110 12,28 6,72 AAAAAG AATTAAAGGagATG Holin ORF17 (actobacillusphage phiAT3) (40/104; 39%) 1xtd 129 YP_025044
22 18363 19604 413 45,52 9,58 GAACGAGGTACAAtaATG Endolysin ORF398Lactobacillusphage phiJL-1) (16/393; 81%) 0 398 YP_223905
23 20279 20395 38 3,91 6,71 ATAACGGCGTTAGTTatGTG
24 20346 20810 154 17,62 5,17 BCATGTGGCTCGCtactgzTG Endonuclease ORF1344ctobacillusphage phiJL-1) (46/129; 36%) 4x30 134 YP_223908
25 20813 21559 248 28,18 4,58 AGTGAGGAGGACTAAacATG ORF246 [Lactobacillusphage phiJL-1) (118/233; 51%) 550 246 YP_223909
26 21950 22609 219 23,58 5,67 GBGGAGAGATAAGCATG Helicase (NTP-binding) ORF2244ctobacillusphage phiJL-1) (169/218; 78%) 6x¥0 224 YP_223910

27 22616 24556 646 72,66 5,12 AAAGGGGAAATAAAGCcacATG DNA Primase ORF637Lactobacillusphage phiJL-1) (285/634; 45%) 418 637 YP_223911
28 24664 24921 85 9,45 5,75 BAGGGAGGTAATTaaATG

29 24921 25337 138 15,68 5,10 ATTGAGGAGGAAAT GtaATG

30 25340 25639 99 11,30 7,84 AAACGGGAGGATTATtaaalATG

81 25600 26091 163 1857 1027 ~ ACTAAGGGGGTGAAAACATG Endonuclease Lactobacillusphage Lrm1 (47/165; 28%) 7x10% 180 YP_ 002117719
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32 25959 26450 163 19,16 5,17 GCGGGCACGTCATCHATT

33 26488 26685 65 9,53 6,23 ATAGGAGGT AATTatATG

34 26687 27151 154 17,76 5,12 AAAAAGG GGAATTATtaacATG Replicase ORF153 éctobacillusphage phiJL-1) (74/156; 47%) o 153 YP_223913
35 27167 27487 106 11,79 4,55 AGTAAAGGGGTAAAACGATG DNA binding ORF97 l(actobacillusphage phiJL-1) (45/94; 48%) axid 97 YP_223877
36 27471 27677 68 8,09 9,58 GARGGACTTGAACQATG

37 27725 29155 476 53,32 9,08 GTACGGAGGGATTGCaATG Helicase ORF467 actobacillusphage phiJL-1) (291/446; 66%) 0 467 YP_223915
38 29199 29471 90 10,16 4,77 ATCAAGCAAGGGAGGIaATT

39 29458 29832 124 13,8 4,38 AGAAA AGGGGTATTTtgATG

40 29834 30253 139 15,99 5,35 GRAAGGA TTGATTAacATG

41 30225 30659 144 16,42 5,31 AAACTAAAAGTCACGATG

42 30659 31102 147 16,21 9 AAAAAGG GGTAATTGaatdhTG

43 31095 32072 325 36,87 5,29 ATTATGGAGGTTGT Gaaad\TG Structural protein

44 32073 32468 131 14,30 4,46 AAATCGGAGGT TAT TtaaATG

45 32601 32840 79 9,06 6,02 GAAAGGA CGAGGGAaaATG

46 32827 33183 118 13,68 9,25 ATCATGGAGGACGACaATG (Lactobacillus plantarundDM1) (70/109; 64%) 1x1ff 110 YP_003062076
47 33197 33376 59 6,50 5,30 AATAATGTTAGGCTCQQtATT

48 33518 33706 62 7,55 5,18 AGGAAAGTGGTAAT AaaaATG

49 33703 33831 42 4,74 8,5 GATATGAGGTGATC gaATG

50 33857 34030 57 6,21 12,05 AACAAAGGGGTCTTAtattATG

51 34030 34275 81 9,3 5,58 AAAAAGG GGGCCAAGtaATG ORF77 Lactobacillusphage phiJL-1) (22/75; 30%) 1x10 77 YP_223874
52 34341 34634 97 11,51 9,45 AGAA CGTCATGGGTCGATG

53 34621 34920 99 11,13 9,77 PAAGG CGGCGAGAHATG

54 34917 35108 63 7,19 4,44 ATAAAGG GGATAAAAGIATG

55 35077 35238 53 6,12 6,04 GAAAAGGGGTTTTTaaATG

56 35251 35685 144 16,77 5 AATTAGGAGGGTTTTacATG

57 35678 36124 148 17,10 6,07 ACGGAGGTTGAAATCaATG

58 36117 36512 131 14,93 9,81 ATCGAGGTGAAGCTACATG

59 36514 37032 172 19,13 10,03 TACBGAGGTG TTAtgacATG Endodeoxyribonuclease ORF@Jactobacillusphage phiAT3) (56/163; 35%) 1x1o 222 YP_025078
60 37025 37441 138 15,66 9,07 GRAAGG TGATAATAATG

a: Nimero de aminoécidos de la proteina.

b: Tamafio de la proteina (kDa).

¢: Punto isoeléctrico de la proteina (pl).

d: RBS: Ribosome Binding Site; Nucleétidos en negsitn idénticos a la secuencia del RBS.
Nucleétidos en letra minUscula son aquellossguencuentran entre el RBS y el codén de inicio.

Codon de inicio (Start codon): Nucle6tidos &tnd mayuscula, negrita y azul.

e: Funcion putativa.

f: Proteina que evidencié mayor homologia con lawsamcia dada.
g: Se consideraron aquellas proteinas cuyo E-vakiéferior a 0,047.
h, i: Numero de aminoacidok)(y Nimero de acceso (en GenBarikpe la proteina que evidencié mayor homologia.
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Tabla 7. Open Reading Frames (ORFs) deducidos para el getinfeegoLb. plantarumB2 y sus respectivas funciones putativas.

Start Stop Size MM Size GenBank

ORF  posititon  position  (Aa)® (kDa)°  pl° Putative RBS and start codoft Predicted functiorf Best matches (extend; %a.a identity) E-Value®  (Aa)" accesion N°

1 295 179 38 4,41 9,3 ATTGGAAAAGTGAT GacATG

2 590 300 96 10,98 5,17 ATATAGGAGAGTGT AataATG

3 707 609 32 3,64 4,81 AGCTTGGGCTTTATtgATG

4 1178 825 117 13,73 4,77  AAAAAG TGAGGAAT AagaATG

5 1429 1196 7 8,64 4,37 ACGTTTTAGGTGA ACateATG

6 1663 1439 74 8,33 4,76 CARGGAGGAAAATATG

7 1921 1673 82 9,36 7,81 GTGGGAGATGAT AttaaATG

8 2142 1918 74 8,20 3,79 AAATAGGAGGATAT AtaATG

9 2352 2158 64 7,21 4,45 AATTAGGAGGAAAT AtaaaddTG

10 2538 2371 55 6,09 9,30  AATAAAGAGGTGA CAataATG

11 2707 2552 51 5,97 8,10 @NA CGAGGTGAT AataATG

Fatty acid/phospholipid synthesis protein PI&tostridium

12 3401 2769 210 25,11 5,21 PAAGGAGG AATAAaattATG Fatty acid/phospholipid synthesis protein ljungdahlii DSM 13528) (29/154; 19%) axfo 337  YP 003779451

13 3715 3542 57 6,54 10,30 ATPOGTTGTGTTAactATG

14 3824 4033 69 7,76 4,78  ATAAAGGAGG AATATataATG

EUBREC_3432Eubacterium rectalATCC 33656)

15 4262 4393 43 4,80 3,93 AAAAGGGAGGACTTAQCATG C.D.: transcription factor (15/43; 35%) 2x18 209 YP_002939292

16 4320 4802 160 18,56 9,25 ACAAGAAAGATGAT TATG C.D.: HNH endonuclease (9,81x30 pls32 p096Bacillus subtilissubspnatto) (54/122; 44%) 8x 18 135 YP 004243694

17 4815 5321 168 18,71 5,08 TBAGGGGGTGAACaATG Terminase small subunit Bécillus subtilissubsp. Natto) (61/166; 37%) 3x%0 163 YP_004243693

18 5476 5988 170 19,71 4,94  AAAAGGTAGGTAAAGtcaadATG gp089 (actococcuphage 949) (33/114; 29%) 8x¥o 171  YP_004306249
ARNt 6246 6317 tRNA-Asn

19 6513 6283 76 8,81 5,85 ATCTAGTACTGAATCCcgCATG
ARNt 6925 6997 tRNA-Leu
ARNt 6999 7072 tRNA-Met

20 7143 7403 86 10,23 5,25 @A GAGAGGAAAACIATG ORF 78 [actobacillusphage LP65) (81/86; 95%) 1x10 109 YP_164713
ARNt 7742 7814 tRNA-Gly

21 7937 9646 569 65,00 5,46 TARCGAGGTGAT AtgTTG Terminase large subunit Bécillus cereusAH1273) (247/550; 45%) 8x16° 562 ZP 04177803

(Bacillus subtilissubsp. subtilis str. NCIB 3610) (164/422;
22 9830 11137 435 47,95 4,79 ACAGAAGATACGGTTATG Portal protein 39%) 3x10% 459 ZP_03598334
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23 11133 12236 367 40,58 4,34 GTTAGGAGGT AAT GacaATT Major capsid protein/protease B4cillus subtilissubsp. natto) (93/201; 46%) 5x¥0 313  YP_004243688
24 12240 13526 428 45,85 5,29 GATGGAGGT CTAAttaATG Major capsid protein Racillus subtilissubsp. natto) (158/420; 38%) 25F0 382  YP 004243687
25 13657 14115 152 15,85 4,52 GATAGGAGG GAAT Actal TG Tall protein (Enterobacteria phage SPC35) (374905) 5x10"° 162 YP_004306621
26 14153 14440 95 10,67 4,50 ACATAGGAGGTG TGAtagATG C.D.: DNA packaging
C.D.: Head-Tail Connector (4,0xEp
27 14453 14881 142 15,94 5,35 TAGTGAGGTGA GAaaATG Head-tail adaptor Lactobacillus buchnemNRRL B-30929) (23/87; 26%) 1,5xf0 120 YP_004398834
28 14832 15323 163 18,44 6,23  AAACGGCGGTTCATCtgGTG Head-tail joining protein L@actobacillusphage Sal2) (31/126; 25%) 7,6K10 130 YP 535185
29 15447 15704 85 9,68 4,78 GTAGAATAAAATAGTG Tail protein {actobacillusphage phiAT3) (23/83; 28%) 5x%0 123 YP_025035
30 15723 16334 203 2150 4,74 AAGAAAGAGGTAAT TactAATG Major tail protein Bacillus amyloliquefacienBSM7) (57/164; 35%) 1x1% 191  YP_003919449
31 16442 16861 139 15,60 4,40 AAAAATAAAATATTTagATG LAR_1055 (actobacillus reuterdCM 1112) (31/95; 33%) 1x18 132 YP_001842051
32 16740 17039 99 11,34 4,37 AGAATCAAGCAAGACCHATG
33 17115 22778 1887 199,48 10,07 GTAAGGAGG GTTTTaaATG Tail tape measure protein Lactobacillus reuterCF48-3A) (214/492; 44%) ox16° 1500 ZP 03973555
34 22802 24613 603 66,08 6,04 ATACGAGGGGTAATCccctdGTG Structural protein L(actobacillusphage Shal) (321/596; 54%) 110 590 ADWO01308
(Lactobacillus plantarunsubspplantarumST-IIl)
35 24669 27053 794 88,01 4,65 GAAGGAGGT AAT GgaATG Structural protein (358/807; 45%) 0 804 YP_003924980
(Lactobacillus plantarunsubspplantarumST-IIl)
36 27065 30406 1113 118,75 4,85 GABGGAGGT TATCaaATG Tail fiber (418/580; 73%) 0 848  YP_003924979
37 30403 30624 73 8,03 4,66 CTBGGATAAAATCaaATG (Lactobacillusphage Shal) (61/71; 86%) 3xr0 84 ADWO01311
38 30639 31061 140 16,14 4,67 AAATAGGAGGAAAT TaaacATG ORF 96 [actobacillusphage LP65) (46/123; 37%) 5x10 125 YP_164731
39 31078 32277 399 41,82 4,63 AGAAAGGA ATGATTTggfT TG Prophage Lp2 Lactobacillusphage Shal) (115/179; 64%) 30 204 ADW01313
40 32351 33742 463 50,72 9,39 ARAAGGAG ACAAAAagATG Lysin (Lactobacillusphage phigle) (192/466; 42%) 15800 442  YP 003084340
41 33760 34098 112 12,86 530 ATAAGGGAGGTTCACcaATG phiglep16 [(actobacillusphage phigle) (26/92; 28%) 4x%0 118  YP 003084354
LPST_C1664I(actobacillus plantarunsubspplantarum
42 34085 34693 202 21,08 4,35 AGGGGAGAAATAAACATG ST-II) (53/95; 56%) 3x18° 176  YP_003924974
(Bacillus thuringiensiserovarkurstakistr. T03a001)
43 34751 35725 324 3826 7,71 GGAATGGTGAGAT AcaATG Recombinase/integrase (121/321; 38%) 2x16P 322 ZP 04118237
44 35741 35989 82 9,58 8,97 AATAAGGAGTGTTTTaaatATG
45 38528 36027 833 95,05 7,90 ATTAGTCAGATGAAGaiATA DNA polymerase Il alpha subunit Bécillus phage SPBc2) (279/833; 34%) 7580 1305 NP_046685
46 39400 38645 251 30,05 9,77 GRCAGGAAATGGTCQATT
47 40897 39467 476 54,87 568 ATAGAGGAGGAAAAAATG DNA polymerase Il alpha subunit Bécillus phage SPBc2) (171/472; 37%) 3¥%0 1305 NP_046685
48 41354 41025 109 12,49 4,43  AGCTAGGAGGACTATaATG
49 41671 41354 105 11,72 8 BBAG AAAAACAGCaATG
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50 41984 41658 108 12,54 7,92 AGAAAGGA AAACATAATG
51 41914 42117 67 7,86 5,45 AGTACGATGTTCAAGaATG
ARNt 42308 42237 RNAt-Arg
ARNt 42595 42522 RNAt-Arg
52 42959 42699 86 9,86 4,55 AGAGGAGAAGTAAAAaadATG
53 43264 42965 99 11,73 7,76 ATTGGAGGACAT AttATG ORF148 [Lactobacillusphage LP65) (39/95; 42%) 2x10 93 YP_164783
54 43897 43340 185 21,36 9,15 ATTAAGAACATTACCATG ORF145 [actobacillusphage LP65) (76/121; 63%) 6x10 157 YP_164780
55 44582 44277 101 11,69 4,98 TGATTGGAGCAGTGAataATG ORF21 [actobacillusphage LP65) (32/86; 38%) 2x10 95 YP_164656
56 44845 44582 87 10,13 506 ATAGGCTAGTTAAT GCIATG
57 45726 45028 232 24,30 5,18 AGAAAG AGGTTTAT TttaaATG C.D.: Lysin (2,15x16) ORF121 Lactobacillusphage LP65) (92/204; 46%) 1x%0 193 YP_164756
58 46337 45804 177 20,74 8,76 AGGGAGAAATTAAATCATG (Gemella haemolysanSTCC 10379) (28/127; 22%) 3x10 176 ZP_04776677
59 46680 46330 116 13,86 6,12 GTCTGGAGGT TGCAHATG
60 46931 46671 86 9,65 583 AGCGAGGAAAACGGCcoGTG Growth inhibitor @Anaerococcus lactolyticUbTCC 51172) (36/92; 39%) 2x16 116 ZP_03915327
61 47023 46868 51 6,26 9,51 ATAAATATGTTGGTAaATG
62 47458 47126 110 12,81 6,29 GAGATTTTGAAAT AacATG
63 47855 47460 131 1594 7,80 BAGAGAGGT AAATaatATG ORF32 [actobacillusphage LP65) (81/124; 66%) 1x30 130 YP_164667
64 48306 47977 109 12,46 4,19 GRAGGGAGGGTATTcteATG
65 48770 48306 154 17,13 4,40  AAGACGGAGGTAAAAtaATG Nucleoside deoxyribosyltransferase Oefhococcus oemSU-1) (68/152; 45%) 7x18 154 YP_810473
66 49087 48770 105 11,98 7,74 AGATGGAGAGTGCTAaaATG Glutaredoxin [actobacillus plantarunWCFSI) (31/86; 37%) 1x1% 76 NP_784455
67 49217 49065 50 6,05 4,16 ATATGGAATACGGTAQCATG
68 49575 49234 113 13,18 4,07 GBAAAGTGATTGTAATG ORF127 [Lactobacillusphage LP65) (41/64; 65%) 3xi0 74 YP_164762
69 50369 49665 234 26,5 9,43 CAGTCAGTTAGTCggGTG Nicotinamide mononucleotide transporter Pediococcus acidilactici_4) (149/216; 69%) 4x16* 248 ZP_06196053
70 51724 50492 410 46,20 5,67 TABGAGGGAGAACILttaATG DNA polymerase L(actococcuphage P087) (107/338; 32%) 250 414 YP_002875721
(Bacillus subtilissubspsubtilis str. NCIB 3610) (134/352;
71 52780 51737 347 39,17 5,89 AGGAGTGAGAGTAT AaadATG ATP/GTP binding protein 39%) 6x10°® 344 ZP_03598279
72 53149 52808 113 1291 4722 AAGGAGATTAT AaadATG
Bacteriophage related proteid&cillus subtilissubspnatto)
73 54148 53165 327 36,01 4,80 AACTAGGAGGAATTTQteATG C.D.Replication protein (2,21x1 (99/336; 30%) 8x1®’ 322 BAJ77024
BsubsN3_22549%acillus subtilissubspsubtilisstr. NCIB
74 54555 54220 111 13,06 4,42 CABGAATGTGAATIATG 3610) (27/92; 30%) 7,3x10 344 ZP_03598300
LRU_02117 [actobacillus ruminisSSPM0211) (68/143;
75 55051 54527 174 20,35 9,20 AAATTAAAAATA CadATG 48%) 1x10°® 151 ZP_08564332
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76 55516 55325 63 7,16 4,74 ATAAATATAAG GAAGIATG
77 55706 55509 65 7,41 7,96  ATTAGTGAGGGAAAAtaATG
78 56125 55706 139 16,22 8,44 AATAAGGAGG ATAT AataaATG
79 57158 57439 93 10,76 507  ATAAAG AATATTTCAagATG
80 57420 57722 100 12,09 8,76 AARTTGGGGTAAT GtaaaaATG
81 57701 57985 94 10,74 4,45 AGAAAGG TGATATTGaagdTG

Sca_0483%taphylococcus carnosssbspcarnosus
82 57966 58499 177 20,50 6,31 BSTGGAGTTGAGCgaaATG TM300) (32/67; 48%) 1x18 158 YP_002633582
83 58517 59224 235 27,24 484 AATTAGGAGGAAAAAtaTTG Deoxyguanosine kinase Lgctobacillus caseATCC 334) (88/230; 39%) 7x18 242 YP_806433
84 59221 59421 66 7,09 7,92 AGAAGCGAGGAATTTtagaATG
85 59491 59961 156 18,17 9,12 AAACAGGAGGT TAAAaccaATG (Bacillus subtilissubspnatto) (49/162; 31%) 3x1t? 162 BAJ77035
86 59954 61543 529 60,29 494 AGTGGAGATGAT TtacTTG DNA helicase Bacillus subtilissubspnatto) (186/517; 36%) 2x1% 530 BAJ77036
87 61745 62590 281 32,05 8,59 CABACTGTGGTTCaATG DNA primase [actococcuphage 949) (49/162; 31%) 2x40 330 ADM73619
88 62587 64332 581 65,56 525 ACAAGGAAGGTAATGICTTG Single-stranded-DNA-specific exonuclease Bagillus phage SPBc2) (127/427; 30%) 6520 576 NP_046684
89 64406 64726 106 12,40 6,11 AAATAGGAGGT ATGAttgATG
90 64717 64896 59 6,91 8,77 ACAGCATTGGTTAACaattghTG
91 64909 65292 127 1437 6,56 CARGGAGG AAAAAQCOATG ORF14 [actobacillusphage LP65) (53/118; 45%) 2x0 120 YP_164649
92 65255 65623 122 13,64 8,79 AACATGGATATAATAttaATG
93 65616 65816 66 7,65 9,07 TCBGGAG TCATTCagtcadTG
94 65822 66268 148 17,83 6,73 AGAGGGGTGATTAACATG
95 66283 66765 160 18,20 6,31 AAATTGGAGGTATAAtATG
96 66875 67180 101 11,67 8,50 AGTAAGGAG CGAAT AaadATG
97 67198 67479 93 11,03 4,43 AAAAAGGAG AAGAT AatcaATG
98 67529 67873 114 13,47 4,8 BAA TGACGAAAGAaCtAATG ORF13 [actobacillusphage LP65) (33/106; 31%) 730 124 YP_164648
99 67870 68175 101 11,72 526 GGAATGGAGAGAGCATA DNA binding protein ORF97L@actobacillusphage phiJL-1) (66/97; 69%) 3xid 97 YP 223877
100 68172 68573 133 1556 4,43 AAAGAGGAGGATAAGaagcATG ORF5 (actobacillusphage LP65) (26/71; 37%) 0,1 182 YP_164640
101 68896 69588 230 26,35 6,67 GBGAAGAGGAGTTTaaahTG ORF34 Lactobacillusphage LP65) (90/244; 37%) 1xi0 229 YP_164669
102 69578 70021 147 16,90 590 AGAAAGG TGACAACGATG ORF142 [actobacillusphage phiJL-1) (52/149; 35%) 1x10 142 YP_223880
103 70100 70513 137 1567 3,91 AGAAAG AAGGACAGTac®ATG
104 70480 70689 69 7,74 4,71  AACTGGTACAACATCttagdATG
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105 70682 71113 143 1631 4,43 AAAACGGAGGTGGCAacqATG Prophage Ip1 protein 30 Ldctobacillus plantarunWCFS1) (54/150; 36%) 1x18 115 NP_784418
106 71110 71301 63 756 525 ATTGGAGGCGGACaATG

107 71546 71743 65 759 455 BAAGGAG ATTTAAIATG

108 71911 72354 147 16,62 4,93 TBEGGTAGTGACGaATG ORF9 [actobacillusphage LP65) (60/142; 43%) 2x30 144 YP_164644
109 72347 72523 58 6,86 533 BTAGGAAGACCAGHQCATG

110 72510 72953 147 17,40 565 AGGAAGGCAGTGGTAAtATG ORF93 [actobacillusphage phiJL-1) (54/91: 59%) a3 93 YP_223879
111 72964 73206 80 945 4,69 GTTAGGGGGAATAAL ATG ORF73 [actobacillusphage phigle) (16/50; 32%) 2x10 73 NP_695175
112 73215 73394 59 716 9,79 GAATAGAGGTGTTAATG

113 73561 73971 136 1579 555 RAGGAAGGTTGACaATG

114 73964 74617 217 2498 498 AGTAAGAAGGGAAAAAATG Thymidine kinase (Enterobacteria phage RB69) (56/29%) 1x10? 193 NP_861801
115 74614 74793 59 6,85 9,30 AGAAAG CGGGGTTAAltgaagiTG

116 74839 74732 35 401 999 TIBGAACTTTATC HatttATG

117 75647 75480 55 6,47 8,24 ARAG CCTATATACQIATG

118 76038 76283 81 918 6,25 AGGAAGGGTGTAAAGagIATG

119 76295 76459 54 6,46 6,15 ATAGGGGGTATAACGATG

120 76474 76608 a4 504 7,88 BACGGAGGGAAAAACATG

121 77015 77182 55 6,46 3,90 AGAAAAGGGGTTTTCaadATG

122 77272 77520 82 922 347 @AAGGA AGTTATCatiATG

123 77549 77731 60 700 930 PAAGG GGGTGTTGaATG ORF40 Staphylococcushage 2638A) (33/56; 59%) oxid 93 YP_239845
124 77757 78140 127 14,47 10,59 AGAATAGAGGCTTATtaasATG ORF165 [actobacillusphage LP65) (85/122: 70%) 5x%%0 135 YP_164800
125 78452 78724 90 1047 3,80 GRAAGGGGCTGACAMtATG

126 78736 79155 139 1565 10,10 AATTAGGGGTGTATAaaATG

127 79214 79630 138 1581 4,29 AAATAAGGGTTGCAAttasGTG gp24 Brochothrixphage A9) (37/125 ; 30%) 2xf0 198 YP 004301357

a: Numero de aminoécidos de la proteina.
b: Tamafio de la proteina (kDa).
c

Punto isoeléctrico de la proteina (pl).
d: RBS: Ribosome Binding Site; Nucle6tidos en negsibn idénticos a la secuencia del RBS.
Nucledtidos en letra mindscula son aquellossguencuentran entre el RBS y el codén de inicio.

Codon de inicio (Start codon): Nucleétidos et mayuscula, negrita y azul.

e: Funcion putativa.

f: Proteina que evidencié mayor homologia con laisamcia dada.

g: Se consideraron aquellas proteinas cuyo E-vakéferior a 0,1.

h, i: Nimero de aminoacidok)(y Nimero de acceso (en GenBarikpe la proteina que evidencié mayor homologia.
C.D.: Conserved Domains.
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1.1.3. Identificacion de proteinas estructurales

Para el fago B1 se evidenciaron 5 bandas en SD8IPAGE (Figura 22). La banda
A, de peso molecular estimado en 80 kDa, fue adacslos ORFs 18 y 27 cuyos pesos
moleculares fueron 75,7 y 72,6 kDa, respectivamdfit©RF18 corresponde a una proteina
menor de la cola ya que evidencié homologia cddR#¥749 del fago JL-1. Lu y col. (2005)
reportaron que esta proteina del fago JL-1, adel@&sumplir funciones como proteina de la
cola, participaria en la especificidad del hospeda@ que evidencié homologia con anti-
receptores de diversos fagos de bacterias lactiedstminando de esta manera el rango de
hospedadores. Por otro lado, para el ORF27 fusadigla funcion de primasa, como se
menciono anteriromente.

En la banda B, se identificé el ORF3, cuyo pesoeawdbr (58,3 kDa) fue semejante
al estimado (60 kDa) y cuya funcion correspondena proteina menor de la capside (por
homologia con el fago JL-1). Adicionalmente, a €3RF se le asigno la funcion de proteina
portal debido a la homologia evidenciada con geleefagos de la familia Sfill y por su
ubicacién a continuacion de los genes que codifgana las subunidades de la terminasa.
Ademas, el tamafio (58,4 kDa) y el punto isoelézt(#;8) de la proteina derivada del ORF3
son similares a los de proteinas portales de feajasionados (entre ellos JL-1 y gle). Las
proteinas portales conforman el punto de inicioadie el empaquetamiento de ADN vy
ademas determinan la cantidad de ADN que sera emafaaip (Lu y col., 2005).

En la banda C (40 kDa) se identificaron dos OREsy 23, cuyos pesos moleculares
fueron, 45,5 y 36,8 kDa, respectivamente. Como saciond anteriormente, el ORF22
exhibié homologia con endolisinas. Sin embargoa ghrORF43 no fue posible atribuir una
funcidén putativa mediante analisis bioinformaticqpgr ello fue designada como proteina
estructural.

Por otro lado, los ORFs 4 (31 kDa) y 6 (30 kDa) gvidenciaron homologia con
proteinas de la capside del fago JL-1, fueron iflesmdos en la banda D (30 kDa).

Finalmente, en la banda E (25 kDa), se identificatos ORFs (12 y 16), cuyos pesos
moleculares fueron, respectivamente, 22,7 y 18ya duncidon correspondio a proteinas de la
cola (por homologia con el fago JL-1).

Cuando se realiz6 el analisis protedmico de laiqda fagica completa, se
evidenciaron 4 proteinas adicionales (ORF7, ORPRF17 y ORF21). Los ORFs 7, 17 y 21
correspondieron a la proteina menor de la cappideeina determinante del tamafio de la
cola y holina, respectivamente. Debido a que hastanomento no se ha encontrado

homologia en la base de datos para el ORF17, taipeoderivada de este gen fue designada
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como estructural. Por lo tanto, para el fago Bxdnadentificadas 13 proteinas estructurales

en total.
(B)
A
) Banda  peso molecular (kDa)
M SDS- ORF Funcion putativa
250
. PAGE Calculado
150
75,7 18 Proteina de la cola
100 80
80 A A 72,6 27 ADN primasa
60 5 B 60 58.3 3 Protelna,de la capside/
proteina portal
50 w— 20 455 22 Endolisina
40— C C 36,8 43 Proteina estructural
D 30,9 6 Proteina de la capside
D 30,5 4 Proteina de la cipside
e,
22,7 12 Proteina de la cola
E 25 19 16 Proteina de la cola

Figura 22. Andlisis de proteinas estructurales del fagoA1Migracion de las proteinas del fago B1
en un gel SDS-PAGE 12% seguido por la tincion concatorante azul de CoomassiB)
Identificacidén y caracterizacidon de las proteirgtsueturales del fago B1 analizadas po-MS/MS.

Con respecto al fago B2, se observaron 11 bandat g#l SDS-PAGE (Figura 23).
Las bandas A (ORF33), C (ORF35), J (ORF30) y K (@®FRueron asociadas con proteinas
que evidenciaron un peso molecular similar al esdionen el gel. La funcién de la proteina
determinante del tamafio de la cola fue asignadaR#33 (por homologia colob. reuter)
mientras que al ORF30 fue asociada una proteita c@a. Por homologia con el fago Sal2
(Lactobacillug, la funcidon de proteina de unidén entre cabezaly fue asignada al ORF28
(identificado en la banda K). Adicionalmente, elE3R (21,5 kDa) también fue asociado a la
banda |, aunque ésta presentd un peso molecularsu(28 kDa).

Debido a que los ORFs asociados a las bandas C (ORF35 y ORF34,
respectivamente) no evidenciaron homologia cosdasencias presentes en la base de datos,
fueron designados como proteinas estructuralesotfmiado, en la banda B (130 kDa) fue
identificado el ORF36 (118,6 kDa), el cual estadaciado a fibras de la cola, mientras que el
ORF22 (47,9 kDa), que presenté homologia con uoteipra portal, fue asociado a la banda
E (55 kDa).

El ORF24 (45,8 kDa), que codificaria para proteinasyores de la capside, fue
identificado en la banda F, cuyo peso molecularefstanado en 45 kDa. Sin embargo, este
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ORF también fue asociado a bandas de menor pessutani (G y H). Posiblemente esta
proteina sufri6 un procesamiento postraducciongiddeque al analizar la secuencia del
ORF24 en ambas bandas, se observo la ausenciatdghe N-terminal. De esta manera, el
peso molecular de la proteina truncada es de 32ykEapor ello que aparece asociada a las
bandas G y H, de 35 y 30 kDa, respectivamente. féstameno es comun entre proteinas
mayores de la capside, las cuales a menudo restlit@das por una proteasa (Garneau y
col., 2008). Por otro lado, el ORF23 (40,8 kDa)e dque asociado a la banda G, mostro
homologia con la proteina mayor de la capsideBdeillus y con una peptidasa U35
(GenBank, E-value 3,8x1¥). Esta peptidasa podria se la responsable delielidel ORF24.

De manera similar, Garneau y col. (2008) sugierenlg peptidasa asociada a una proteina de
la capside participaria en el clivaje evidenciadoapuna proteina de la cola del fago 1706
(Lactococcugs Adicionalemente, se encontraron dos bandas se pwlecular estimado en
170 y 150 kDa que correspondieron a proteinas pecétas. En total, para el fago B2
fueron identificadas 9 proteinas estructurales.

(B)
(A) Peso molecular (kDa)
Banda - ORF  Funcion putativa
M PS ADGSE Calculado P
250 de— A
150 — % A 200 1994 33 Proteina de la cola
100 B * 170 Proteina no espeifica
80 -C * 150 Proteina no espeifica
- D B 130 118,7 36 Fibra de la cola
60 C 90 88 35 Proteina estructural
E D 75 66 34 Proteina estructural
S0 — E 55 47,9 22 Proteina portal
= F 45 45,8 24  Proteina de la capside
40 - 45,8 24 Proteina de la capside
-G G 35 Proteina de la capside
40,5 23
20 - H /proteasa
b H 30 45,8 24  Proteina de la capside
— | 28 21,5 30 Proteina de la cola
25 - J 20 21,5 30 Proteina de la cola
K 17 18.4 28 Proteina de union
15 K ’ capside-cola
— —

Figura 23. Analisis de proteinas estructurales del fagoMB2Migracion de las proteinas del fago B2
en un gel SDS-PAGE 12% seguido por la tincién céncaorante azul de Coomassie. B)
Identificacion y caracterizacion de las proteirstsueturales del fa¢ B2 analizadas por L-MS/MS.
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1.2. Microscopia electronica

Ambos fagos presentaron capsides icosaédricas ag @dtriadas y no contractiles
(Figura 24). Las dimensiones de las capsides gsledlas de los fagos se detallan en la Tabla
8. Ambos fagos pertenecen a la famiighoviridae segun la clasificacion de Ackermann

(2009). En particular, para el fago B1 se obseavdrésencia de fibras en la base de la cola.

Figura 24. Micrografias electronicas de los fagos B\) ¢ B2 B) de Lb. plantarum
Las barras corresponden a 3Q ¢ 100 nm B).

Tabla 8. Dimensiones de los fagos B1 y B2. Los valoreslaomedia de
tres determinaciones + SD.

Fago Cépside (nm) Cola
Longitud (nm) Diametro (nm)
Bl 54+3 157+10 8+1
B2 7412 240+3 1041

1.3. Viabilidad durante la conservacion

De los cuatro fagos estudiados (B1, B2, FAGK1 y RR% el fago Bl evidencié
mayores reducciones en la viabilidad a temperatieasongelamiento mientras que para el
fago B2 los recuentos de particulas fagicas peromemoe practicamente inalterados en las
mismas condiciones. A 4°C se observaron importgréedidas de viabilidad para los 4 fagos

estudiados.
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Especificamente, a 4°C, el fago B1 presentd pésdigaviabilidad del 50% luego del
primer mes de almacenamiento. Luego, la caida €mrdouentos ocurri6 de manera mas
paulatina hasta el séptimo mes, permaneciendoegiadl 40% de las particulas fagicas
iniciales. A los 9 meses, menos del 8% de partcidigicas fueron capaces de infectar a su
cepa sensible. Cuando el fago fue conservado puagetamiento, los recuentos cayeron un
20% luego de los 6 meses y luego del séptimo meun (-80°C) y 55% (-20°C). A partir
de aqui la viabilidad a -80°C permanecié practicameanalterada hasta los 42 meses
mientras que a -20°C se observo una mayor caidesemecuentos fagicos (reducciones del
60% con respecto a los valores iniciales) (Figia)2
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Figura 25. Viabilidad de los fagos B1A), B2 B), FAGK1 (C) y FAGK2 (D) durante el
almacenamiento a 4°@)(en caldo MRS, -20°Ca{ y -80°C (A) en caldo MRS adicionado de
glicerol 15% v/v.
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La viabilidad del fago B2 permanecio practicameantdterada durante los 42 meses
de almacenamiento a -80°C y -20°C. Sin embargdCasé°observé una pérdida de viabilidad
del 10% a los 6 meses y luego un importante descenmsl nimero de particulas fagicas
infectivas hasta los 13 meses. A los 31 meses m@acahamiento, los porcentajes de
viabilidad cayeron por debajo del 1% (Figura 25B).

Los recuentos de las particulas fagicas del fagB KKApermanecieron practicamente
sin variacion durante los primeros 22 meses dealyena -20°C y -80°C. Luego se observaron
pequefias reducciones en la viabilidad de dicho #apnzando valores de aproximadamente
el 80% a ambas temperaturas al finalizar los expgrios (Figura 25C). Con respecto a 4°C,
se observéd una importante pérdida de infectividachrite los primeros 9 meses de estudio
(80%) pero luego el numero de particulas fagickeciivas (18%) se mantuvo practicamente
estable hasta culminar el ensayo (42 meses).

La viabilidad a -20°C y -80°C del fago FAKG2 dismy® de manera paulatina
durante los 42 meses de estudio, alcanzando pajesmtel 80% (-20°C) y 70% (-80°C). A
los 13 meses, soélo el 20% de las particulas fagnzaguvieron su capacidad infectiva a 4°C;
luego, la viabilidad disminuyé de manera no tamprxiada hasta los 25 meses, alcanzando

después de este periodo valores inferiores al Fi§ara 25D).

1.4. Viabilidad a distintos valores de pH

Los cuatro fagos estudiados (B1, B2, FAGK1 y FAGK®)straron alta viabilidad
dentro un amplio rango de pH, exhibiendo elevadmsigntos alun cuando se ensayaron
condiciones extremas de pH. Los mayores valoremfdetividad para los 4 fagos fueron
observados en el rango entre 5 y 11. Si bien @ By en este rango, siempre evidencio la
menor viabilidad, la misma fue alta ya que el 80% lds particulas fagicas iniciales
mantuvieron la capacidad de infectar a su cepaldemgego del ensayo (Figura 26).

A pH 4, se observé menor resistencia fagica, oétetise valores de viabilidad del
76% para los fagos B1 y FAGK2, 65% para el fagoyB53% para el fago FAGK1.

La menor infectividad fagica a pH 3 fue exhibida pas fagos B1 y B2 (< 3%)
mientras que para los fagos FAGK1 y FAGK2 fueroriepinlos valores de 16 y 10%
respectivamente.

Las suspensiones virales fueron inactivadas coamlatte luego de 30 min a pH 2

(datos no mostrados).
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Figura 26. Efecto del pH sobre
_ I la viabilidad (luego de 30 min en
caldo MRS adicionado de 10
mM de CaC)) de los fagos Bl
(m), B2 (m), FAGKl (m),

_“_llll | FAGK2 (=) a 37°C. Los valores

son la media de tres
3 ! ° ® ToH 8 ° oo determinacione £ SD.
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1.5. Viabilidad a distintas temperaturas
La infectividad de las supensiones fagicas fue emadé aiun a 50°C. Mas del 90% de

las particulas fagicas iniciales permanecieronlegluego de 30 min de tratamiento en caldo

MRS (Figura 27).
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2. Interaccion de Lactobacillus plantarumcon sus fagos especificos

2.1. Influencia de los cationes divalentes Gay Mg** en el ciclo litico de los
fagos

2.1.1. Lisis en medio liquido

Los 4 fagos (B1l, B2, FAGK1 y FAGK2) lisaron a syaesensibld_b. plantarum
ATCC 8014 de manera simultanea, no pudiendo saraddas diferencias en los tiempos de
lisis de los diferentes fagos en cada una de ladiciones ensayadas.

Si bien la lisis del cultivo en caldo MRS en ausemte iones Cd y Mg®* se produjo
para los 4 fagos, el proceso de lisis ocurrié demdomas veloz en presencia de alguno de los

cationes. Comparando los dos cationes utilizadaslisis ocurri6 mas rapidamente en
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presencia de iones calcio. Para poder observasisadel cultivo en ausencia de iones, fue
necesario llevar a cabo un segundo repique miegtrasen presencia de alguno de ellos, la

lisis se evidenci6 en el primer repique.

2.1.2. Formacion de placas de lisis en medio soélido

En la Figura 28 se muestran las placas de lisenatds en las tres condiciones para el
fago B1. Para los fagos restantes (B2, FAGK1 y FRAK@ morfologia de las placas de lisis
obtenidas fue similar.

En presencia de calcio, las placas de lisis mastralevada nitidez (Figura 28A). Sin
embargo, cuando se ensayaron los ione$’ Mg evidenciaron placas de lisis muy difusas y
mas pequefias que en presencia de ion&s(Eigura 28B). Ademas, se observé disminucion
en los recuentos obtenidos en estas condicioneresprcto a los alcanzados en presencia de
calcio. Las caidas en los titulos fueron de 0,4dfBAGK2), 0,5 (FAGK1), 0,6 (fago B2) o
0,7 (fago B1) 6rdenes logaritmicos.

En ausencia de cationes, las placas de lisis fuektremadamente difusas o en
algunos casos, imposibles de detectar. Las mismagssalizaron como un puntillado, no
siendo posible la determinacion del niumero exaetgatticulas fagicas. Solo fue posible
estimar el orden en el cual se encontraban, olnigog® disminuciones en los recuentos de
aproximadamente 5 6rdenes logaritmicos con respelts obtenidos en presencia de calcio
(Figura 28C).

Figura 28. Placas de lisis del fago Bl obtenidas soble plantarum ATCC 8014 en
presencia de calcid\], magnesioB) y en ausenica de cation&3) (
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2.2. Determinacion del espectro de hospedadores

Como puede observarse en la Tabla 9, de las 16 espadiadas, el fago B2 demostrd
ser infectivo de 10 de ellas. Las cepas ATCC 80X23¢ fueron sensibles a los 4 fagos
estudiados.

Los resultados obtenidos con el spot test fueronptetamente coincidentes con los
del test de turbidez. Aldn las cepas LMG922 y WC8&4 resultaron sensibles al fago B1

luego del 4° repique, fueron capaces de evideroiaas de lisis celular en medio sélido.

Tabla 9. Rango de huéspedes de fagos especificab daantarum

Sensibilidad frente a los fagos

Cepa

Bl B2 FAGK1 FAGK2
ATCC 8014 + + + +
3G-112 - + - -
036 + + + +
LMG9211 +(4°) - - -
PLN - + - -
WCSF1 + (4°) - - )
29 - + - -
33 - + - -
87 - + - -
89 - +(2°) - -
91 - + - -
SMQ-1112 - + ND ND
SMQ-1113 - - ND ND
SMQ-1114 - - ND ND
SMQ-1115 - - ND ND
SMQ-1116 - - ND ND

+ sensible; — resistente; segln test de turbiderfique, si la lisis no se produjo en primer ge) y spot test.

2.3. Ciclos de multiplicacion fagica (Burst size)

Los pardmetros de multiplicacién fagica fueron glados a partir de las curvas de
crecimiento en un paso (Figura 29).

Los fagos de coleccion (Bl y B2) presentaron elnmigiempo de burst (90 min)
mientras que para los fagos FAGK1 y FAGK2 el migomede 80 min. El tiempo de latencia
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estuvo comprendido entre 20 y 40 min para los édagos fagos B2, FAGK1 y FAGK2
presentaron valores de burst size bajos (10,8UR%centro de infeccién) mientras que para
el fago B1 el mismo fue de 133 UFP/centro de intect€Tabla 10).

140
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Wp-— R Figura 29. Curvas de crecimiento en
20+ S { | un paso para los fagos B#),( B2
o | (m), FAGKL (A) y FAGK2 (1) sobre

‘ ‘ " | la cepa hospedadoréd. plantarum
ATCC 8014. Los valores son la
media de tres determinaciones * SD.

Burst size (UFP/centro infectivo)
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Tabla 1C. Parametros de multiplicacion de fagosLde plantarum Los valores son la media de
tres determinaciones + SD.

. . . Burst size
Cepa Fago Periodo d_e latencia Tiempo _de burst (UFP/centro de
hospedadora (min) (min) . i
infeccion)
Bl 20+3 90+4 13349
B2 40+4 90+2 39+3
Lb. plantarum
ATCC 8014 FAGK1 30+2 80+3 12+2
FAGK2 30+3 80+2 10,8+1

2.4. Caracterizacion de la adsorcion

Las cinéticas de adsorcion de los fagos Bl y B2estds cepas deb. plantarum
ATCC 8014, WCSF1, LMG9211 y PLN se muestran engara 30.

A los 15 min de incubacién se obtuvieron valoresd&orcién superiores al 90% para
los fagos B1 y B2 sobieb. plantarumATCC 8014. EI mismo comportamiento fue observado
para el sistema PLN/B2 ya que fueron alcanzadawr@dees de 93% (15 min) y 99% (45
min). Sin embargo, el fago B1 no fue capaz de &dsse sobre la cepa resistehta
plantarumPLN. En estas condiciones se evidenciaron valdeeadsorcion de 5% a los 45
min. Por lo tanto, el mecanismo de fagorresisteimsalucrado para este sistema (PLN/B1),

estaria vinculado al bloqueo de la adsorcion fagica
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La adsorcion del fago B1 sobre sus cepas sensiblesplantarum WCSF1 y
LMG9211 fue baja. Para el primer sistema, se obtowi adsorciones de 20% (15 min) y
62,8% (45 min) mientras que para el segundo sistaradsorcion fue nula aun luego de los
45 min de incubacion. El fago B2 se adsorbié endajveles sobre la cepa resistenie,
plantarumWCSF1 (29,9% a los 45 min) mientras que sobrepelchb. plantarumLMG9211
(resistente a dicho fago), la adsorcion fue ele88a3% a los 45 min). En estos casos, los
mecanismos de fagorresistencia actuarian en laa etapadsorcion (sistema WCSF1/B2)

mientras que para el sistema LMG9211/B2, lo hariare etapa posterior.

Figura 30. Cinéticas de adsorcion en
caldo MRS-Ca de los fagos B3-( )y
B2 (----) sobre cepas delb.
01 ‘ ‘ ‘ ‘ plantarum ATCC 8014 ¢), WCSF1
0 10 20 30 40 50 | (m), LMG9211 (A) y PLN (). Los
Tiempo (min) valores son la media de tres
determinaciones * SD.

UFP en el sobrenadante

Con respecto a las cepas SMQ-1112, SMQ-1113, SM@;1SMQ-1115 y SMQ-

1116, se puede observar que, en general, lasdasadsorcion de los fagos B1 y B2 fueron
bajas (Tabla 11). Los fagos B1 y B2 que no fuerpaces de lisar a las cepas SMQ-1113,
SMQ-1114, SMQ-1115 y SMQ-1116, evidenciaron bagaas de adsorcion sobre ellas por lo
que el mecanismo de fagorresistencia estaria oelado al bloqueo de la adsorcion. Sin
embargo, la cepa SMQ-1112 que resulto resistenteagal B1, evidencié una adsorcion

superior al 90%. En este caso el mecanismo der&gistencia involucrado actuaria en una
etapa posterior a la adsorcion fagica. El fago &haz de lisar a la cepa SMQ-1112, se

adsorbi6 sobre la superficie celular en bajos puages (14%).
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Cepa ®B1 ®B2

ATCC 8014 99,6+4,8 90,8+3,0

SMQ-1112 94,7+3,7 14,1+2,8

SMQ-1113 1,1+0,7 14,445,9

SMQ-1114 11,7+3,0 5,242,3
Tabla 11. Tasas de adsorcion (37°C, 15 i + +
min) de los fagos B1 y B2 sobre cepas dPSMQ 1115 4,3+1,6 9,5%2,5
Lb. plantarum Los valores son la media SMQ-1116 10,416,4 13,7+3,6

de tres determinaciones * SD.

2.4.1. Adsorcion del fago B1 sobred_actobacillus plantarumWCSF1 y LMG9211

Estos sistemas se comportaron de un modo muy ylartiga que si bien el fago B1 es
capaz de producir placas de lisis sobre ambas ,capague con una eficiencia de plaqueo
reducida con respecto lb. plantarumATCC 8014 (EOP comprendidos entre 1,5%10
4,0x10%, la lisis celular en medio liquido se evidenciado del 4° repique y la adsorcién a
los 45 min de incubacién resulta baja.

En razon de los resultados obtenidos, se decidi@idla cabo una experiencia de
adsorcion por un periodo de tiempo prolongado [5hs ambos sistemas. Como medio de
suspension se utilizoé buffer TMG adicionado de G400 mM) para evitar la multiplicacion
de las células bacterianas lo cual podria pertaiteventual propagacion de las particulas
fagicas durante el experimento.

En estas condiciones, el fago B1 se adsorbi6 efieae sobre la cepd. plantarum
ATCC 8014, alcanzandose valores de 99% a los 60 dweinincubacién. En iguales
condiciones, 6% y 50% de las particulas fagicasiald@s fueron adsorbidas sobid.
plantarumWCSF1 y LMG9211 respectivamente. A las 3 hs, leoamdn aumenté a 87%
(sobreLb. plantarumWCSF1) y 92% I(b. plantarumLMG9211), obteniéndose finalmente
adsorciones de 98% a las 5 hs para ambos sistémasa(31).
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> de Lb. plantarum ATCC 8014 ¢)
0,01 WCSF1 @) y LMG9211 (A). Los
0 1 2 3 4 5 6| valores son la media de tres
Tiempo (min) determinaciones + SD.
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2.4.2. Influencia del calcio

Como se observa en la Figura 32A, en general elocab tuvo una influencia sobre la
adsorcion de los fagos B1, B2, FAGK1 y FAGK2. Luelgp15 min de incubacién, mas del
99% de las particulas fagicas fueron adsorbidasedalcepd.b. plantarumATCC 8014 en
caldo MRS con y sin CaglLos maximos valores de adsorciéon fueron obterédas 45 min
de incubacion (> 99,6%).

2.4.3. Influencia de la temperatura

El efecto de la temperatura sobre la adsorciorcédgge muestra en la Figura 32B. Mas
del 82% de las particulas fagicas fueron adsosHigego de 30 min en todas las condiciones
estudiadas, excepto a 50°C. A esta temperatutadas de adsorcion solo alcanzaron valores
de 38% (fagos B1, B2 y FAGK2) y 25 % para el fagd@sK1.

Los maximos valores de adsorcion (> 99%) fueronraldgs en un rango de
temperatura de entre 30 y 42°C para los cuatrcsfagtudiados.

Por debajo de 30°C, la adsorcion fue levementdadacA 10°C y 20°C, entre el 92,7
y 95,1% de las particulas fagicas iniciales fueadsorbidas luego de 30 min. A 0°C se
obtuvieron menores tasas de adsorcion, 82% (fagoyB/lores cercanos a 90% para los
fagos B2, FAGK1 y FAGK2.

La viabilidad de la cepdb. plantarum ATCC 8014 no fue influenciada cuando
suspensiones celulares fueron tratadas dentrandango de temperatura de entre 0°C y

50°C durante 30 min (datos no mostrados).

2.4.4. Influencia del pH

La Figura 32C muestra que los mayores valores deradn sobre.b. plantarum
ATCC 8014 fueron obtenidos en un rango de pH de75 @bteniéndose valores de 99,9%
para los 4 fagos (B1, B2, FAGK1 y FAGK?2). A pH 8slvalores estuvieron comprendidos
entre 86,6% (fago FAGK1) y 94,1% (fago B2).

Cuando se trabajo en condiciones de pH de 9 yel6bservé una importante caida en
las tasas de adsorcion. A pH 9, la adsorcion vamibe 23% (fago B1l) y 45% (fago B2)
mientras que a pH 10 solamente alrededor del 28go%fB2 y FAGK1) y 5% (fagos B1 y
FAGK?2) de las particulas fagicas fueron adsorbidego de 30 min.

La viabilidad de la cepab. plantarumATCC 8014 no fue afectada a diferentes
valores de pH (5-10) y los recuentos celulares astuwieron sin variacion luego de los 30

min en las diferentes condiciones (datos no mossiad
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2.4.5. Influencia de un tratamiento térmico sobre la céluh bacteriana

Se observaron diferencias en las tasas de adsancéto este proceso determiné
en células a las cuales se les aplico un tratami@rmico que ocasiond lpérdida de
viabilidad de las mismas, en comparacion a losnidhds sobre células sin tratar (viables)
(Figura 32D). A los 5 min, se obtuvieron tasas di&oecion mayores al 95% (células viables)
mientras que cuando se trabajo con células mudakasasas oscilaron entre 70% y 80%. A
los 45 min de incubacion, las particulas fagicasodmdas (sobre células no viables)
aumentaron a valores comprendidos entre 76 y 91&tmtras que mas del 99% fueron
adsorbidas sobre células viables. De los cuatrosfagstudiados, la adsorcion del fago
FAGK1 fue la més afectada por el tratamiento téonaislicado sobre las células obteniéndose

valores de adsorcion de 76 % a los 45 min.

2.4.6. Influencia del estado fisiolégico celular

La concentracion de cloranfenicol utilizada en estperimento fue 20 pg/ml. En
estas condiciones, la inhibicidon de la sintesisgira se mantuvo luego de que el antibiotico
fuera removido. Por lo tanto, la adsorcion fuedlda a cabo en ausencia del antibiético.

Cuando las células fueron tratadas con cloranfemoose observo influencia en los
valores de adsorcion con respecto a los obtenmo® £élulas no tratadas. Luego de 30 min
de incubacion, entre el 90 y 99% de las partictlgias iniciales fueron adsorbidos sobre

células tratadas y no tratadas (Figura 33).
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2.5. Evidencia de sistemas Restriccibn/Modificacion en Lactobacillus
plantarum

Para los sistemas (cepa sensible/fago) WCSF1/B1G3M1/B1 y PLN/B2 fue
calculada la eficiencia de plaqueo (Tabla 12). texsientos del fago B2 sobre la cdfa
plantarum PLN fueron similares a los obtenidos sobre la ddmpaplantarumATCC 8014
(EOP = 1). Sin embargo, los sistemas WCSF1/B1 y BRIA3/B1 evidenciaron EOP
reducidos (1,5x10y 4,0x10° respectivamente), por lo tanto, para ellos seimwad con el
estudio de determinacion de la presencia de meunasifR/M. Cuando los fagos fueron
propagados sobre la correspondiente cepa resdrigposteriormente titulados, se obtuvieron
valores de EOP cercanos a la unidad (Tabla 12jo dtsjeriria que los fagos se modificaron
al ser propagados sobre la correspondiente cepdctiea (Lb. plantarum WCSF1 y
LMG9211) evidenciando la presencia de mecanismofagierresistencia del tipo R/M en
ambas cepas.

Para probar la reversibilidad de la modificaci@s, flagos potencialmente modificados
(BIWm y B1Lm) fueron propagados sobre la cepa hiembara b. plantarumATCC 8014)

y titulados. Los valores de EOP, luego de estejpasa redujeron a valores cercanos a los
obtenidos luego del primer pasaje (Tabla 12). Esteportamiento evidencia que los fagos se
propagarian normalmente sobre la cepa hospedamwtiendo la modificacion.

En la Figura 34 se presentan las placas de lisehmas en los diferentes casos sobre
las cepadb. plantarumATCC 8014 y WCSF1. La morfologia de las placa$isie sobrelb.
plantarumLMG9211 fue similar a la obtenida soltb. plantarumWCSFL1. En las Figuras
34A 'y 34C se observa la reduccion en los recuentasdo los fagos (B1 y B1IWm-d) fueron
titulados sobre la cepa restrictilzd. plantarumWCSF1 (A-2 y C-2) en comparacion a los
obtenidos sobre la cepa hospedaddraplantarumATCC 8014 (A-1 y C-1). Sin embargo,
en la Figura 34B se puede observar que los titldbfago modificado (B1Wm) sobre la cepa
hospedadora y la restrictiva fueron similares. @nttes casos, las placas de lisis obtenidas
sobre la cepa restrictiva fueron mas grandes y de®s que las obtenidas sohrb.
plantarumATCC 8014.
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Tabla 12.Evidencia de mecanismos de fagorresistencia deRip en cepas deb. plantarum

Cepa restrictiva / Estadio del
Fago UFP/ml EOP?
Cepa hospedadora* ensayo
WCSF1 1,5x16¢
B1 1° 1,5x10?
ATCC 8014* 9,5x10
WCSF1 2,8x10
B1wWn? 2° 1
ATCC 8014* 2,8x10
WCSF1 1,2x10
B1Wm-df 3° 1,2x10?
ATCC 8014* 1,0x10
LMG9211 4,0x10
B1 1° 4,0x10°
ATCC8014* 9,5x10
LMG9211 1,0x10
) 2° 1
ATCC8014* BilLm 1,0x10
LMG9211 1,3x107
3° 1,3x10°
ATCC8014* B1Lm-c® 1,0x10°
PLN 2,3x10
B2 1° 1
ATCC8014* 2,3x10

a: Eficiencia de plaqueo.
b: Fago modificado (m) obtenido por propagacionfagt litico sobre la cepa restrictiva.
c: Fago desmodificado (m-d) obtenido por propagadi fago modificado sobre la cepa hospedadora.
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Figura 34. Placas de lisis de los fagos BY){ B1Wm B) y BIWm-d C) sobre cepas de
Lb. plantarumATCC 8014 (1) o WCSF1 (2).
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2.6. Estudios sobre paredes celulares

La eficiencia de ruptura celular fue monitoreada pmruento bacteriano en placa
(microtécnica), y se midié como la disminucion en doncentracion de células viables
(enteras) luego de la etapa de disrupcion mecaoteniéndose reducciones de 5 ordenes
logaritmicos par&b. plantarumATCC 8014.

Los recuentos celulares del sobrenadante obtemédmIde la centrifugacion realizada
para separar células enteras y detritus de pacetidares fueron menores a 10 UFC/ml. Esto
confirma la eficiencia de la centrifugacion pargrir el mencionado objetivo.

Al realizar los ensayos para estudiar la adsorsa@bre paredes celulares, en primer
lugar se observé que en ningun caso fue necesaviabilidad celular para la ocurrencia de
esta etapa, ya que las adsorciones siempre fuepanigres a 90% sobre paredes control (sin
tratamiento). Sin embargo, estos valores de adsos® obtuvieron Unicamente cuando las
paredes celulares se utilizaron sin dilucién pogl® las mismas se utilizaron en dichas

condiciones en todos los ensayos.

2.6.1. Ensayos de adsorcion sobre paredes tratadas quimigaenzimaticamente

En cuanto a los tratamientos quimicos y enzimati@ws general se observaron
disminuciones significativas en los porcentajesadsorcion para las paredes tratadas con
mutanolisina y TCA, mientras que para tratamiertos proteinasa K y SDS los valores
fueron muy similares a los obtenidos para las maredntrol (Tabla 13).

La proteinasa K hidroliza uniones peptidicas $BES (1%) remueve y desnaturaliza
las proteinas de la pared celular, sin afectaGahPa las moléculas ligadas covalentemente a
él. Las tasas de adsorcion para todos los fagg® Ide la aplicacion de estos tratamientos
disminuyeron entre 0,5% y 7% (proteinasa K) yei2% y 6 % (SDS) con respecto a los
obtenidos para las paredes control. De los cudtgss estudiados, los fagos FAGKL y
FAGK2 demostraron mayores diferencias en los valdeeadsorcion entre células tratadas y
no tratadas.

La mutanolisina es una enzima que hidroliza el BGadpared celular. Su aplicacion
sobre las paredes produjo importantes disminucienelas adsorciones, obteniéndose para
todos los sistemas tasas de adsorcion inferio8%a El tratamiento con TCA (5%) actla
sobre componentes de naturaleza hidrocarbonadayviemdo una fraccion soluble de los
polisacéaridos, mientras que, en la pared, permanana fraccion insoluble y los acidos

teicoicos (Callegari, 1992). Frente a este tratatnjelos sistemas mostraron las menores
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tasas de adsorcion (inferiores al 15%). Las disoiimes observadas indicarian la existencia
de componentes de origen hidrocarbonado en loptges fagicos.

Tabla 13. Adsorcion (caldo MRS-Ca, 30 min a 37°C) de faguss paredes celulares de
Lb. plantarumATCC 8014 tratadas quimica y enzimaticamente.Jabsres son la media
de tres determinaciones * SD.

Adsorcion fagica (%)

Tratamiento Fagos
Bl B2 FAGK1 FAGK2
Control 98+0,5 95+1,0 97+1,2 98,8+1,4
Proteinasa K 0.10mg/ml
_ 97+0,4 94,5+0,9 93+0,8 91,9+2,8
(30 min, 37°C)
SDS 1% (30 min, 37°C) 97+0,6 94,8+1,1 96,7+0,9 93,4+1,9
Mutanolisina 50 U/ml
_ 38+0,5 14+0,5 0 23+1,0
(30 min, 37°C)
TCA 5% (15 min, 100°C) 15+0,8 2,810,4 1,7+0,3 0

2.6.2. Reversibilidad de la adsorcion fagica sobre paredelulares purificadas

A los 30 min se obtuvieron tasas de adsorcién negyal 95% para los cuatro
sistemas estudiados. Luego de ese tiempo, los nesuese mantuvieron practicamente
invariables. Esto indica que no existe una tendercila desorcidon espontanea de las
particulas fagicas desde los receptores situadtssegraredes, durante el tiempo evaluado en

el ensayo (Figura 35).

OBl
B2
EIFAGK1
CIFAGK2

Log UFP/ml en el sobrenadante

75 120 165 210

Adsorciér
(30 min)

Tiempo (min)

Figura 35. Irreversibilidad de la adsorcion fagica a paredetulares puras déb.
plantarum ATCC 8014 (fagos libres en el sobrenadante luegdadadsorcion, 30 min a
37°C en caldo MRS-Ca). Las barras identificadas ccofoontrol” representan las
concentraciones de fagos iniciales puestas enatortan las paredes celulares. Los valores
son la media de tres determinaciones + SD.
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2.6.3. Identificacion de receptores fagicos erlLactobacillus plantarum ATCC
8014

Para la identificacion de los azUcares que compdoenmeceptores fagicos drb.
plantarumATCC 8014 se llevaron a cabo tres metodologias:

»  Ensayos de neutralizacion de fagos con monosasarido

»  Ensayos de desorcidon y competencia con monosasarido

»  Ensayos con lectinas

Los resultados obtenidos mediante la neutralizadénfagos con monsosacaridos
fueron muy variables y no reproducibles para niogde los cuatro fagos estudiados (datos
no mostrados), por lo que esta técnica no arrdgdrimacion acerca de los monosacaridos que
podrian ejercer un efecto neutralizante de lasquéas fagicas.

En los ensayos de competencia y desorcion se d@bsgma pequeia influencia de los
azucares en la adsorcion fagica. Sin embargo, egésible identificar el o los azlcares
intervenientes ya que la adsorcion fue disminuidgpeesencia de los tres mososacéridos
(galactosa, ribosa o fructosa), no encontrandaatifdgas en el comportamiento entre ellos
(datos no mostrados).

Cuando se ensayaron las lectinas especificas p-dmlactosa, N-aceti-D-
galactosamina w-D-glucosa, no fue posible obtener resultados itepet ni concluyentes.
Para el sistemhbb. caselATCC 27092¢k PL-1, que fue utilizado como control para la paest
a punto de la técnica, se observo una reduccida &msa de adsorcion en presencia ConA
(55%) y de la lectina aislada disteria floribunda(77%) en comparacion a los obtenidos
por el control (82%). Sin embargo, cuando la lectieArachis hypogaedue ensayada, las
particulas fagicas se adsorbieron en niveles giesilal control (84%). Estos resultados
concuerdan con los reportados previamente pordshiky col. (1982), para dicho sistema de

Lb. casei Por lo tanto, la puesta a punto de la técnicafueecta.
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DISCUSION

El tamafio del genoma del fago B1 (38 kb) fue sing@lale otros fagos especificos de
Lb. plantarumy pertenecientes a la famil&iphoviridae JL-1 (36,7 kb) (Lu y col., 2005),
Shal (41,7 kb) (Yoon y col., 2011) gle (42 kb) (Kiod y col., 1997), LP2 (47 kb) (Caso y
col., 1995). El tamafio del material genético dgbf&82 (80,6 kb) fue mayor y compatible
con el del fago LP1Lp. plantarum (80 kb) (Caso y col., 1995). Nes y col. (1988)araron
un menor tamano del genoma para el fago B2 (73®&ty) la diferencia puede deberse a que
en ese estudio fue estimado a través de la sumateilos fragmentos generados por enzimas
de restriccion. Por otro lado, el genoma del faG@®Z&L (b. plantarunm) presenté un tamafo
intermedio (66,5 kb) (Yoon y col., 2001) mientragedos fagos de la familislyoviridag fri
y LP65 evidenciaron tamafos de genoma superio@® Y1131 kb, respectivamente). La
estructura morfoldgica mas compleja que poseepdasculas fagicas pertenecientes a esta
familia de fagos Nlyoviridae podria ser la razén de la diferencia en el tamaéosus
genomas (Trevors y col., 1983; Chibani-Chennouwly, 2004).

El contenido de GC del fago B2 (36,9%) fue infeabdel fago B1 (47,6%) y resultd
similar al reportado por Nes y col. (1988). De nmransimilar, el fago LP65 mostré un
contenido de GC de 37% (Chibani-Chennoufi y @004). Otros fagos deb. plantarum
evidenciaron valores intermedios de 39% (fagos JLSIC921), 40,6% (Shal) (Yoon y col.,
2011) y 43% (gle) (Kodaira y col., 1997; Yoon y.caD01; Lu y col., 2005).

Teniendo en cuenta el tipo de empaquetamientondétrial genético, los fagos se
pueden clasificar ecoso pac. De acuerdo al secuenciamiento de los genomasoi@l fago
B1 evidencio un mecanismo de empaquetamiento édsudel tipo pac. Otros fagos déb.
plantarumque evidenciaron este mecanismo de empaquetansenttéos fagos fri, JL-1 y
LP65 (Trevors y col., 1983; Chibani-Chennoufi y.c@004; Lu y col., 2005). Sin embargo,
el fago B2 fue clasificado conumsal igual que el fago SC921 (Yoon y col., 2001).

Para el fago B1 se identificaron 60 ORFs mientras para el fago B2 fueron
encontrados 127 ORFs, posiblemente debido al graafio gendmico de este ultimo. Los
fagos JL-1 y gle, cuyos genomas son similaresraearta al del fago B1, evidenciaron 52 y
62 ORFs, respectivamente (Kodaira y col., 1997ylaol., 2005). En tanto que para el fago
LP65, cuyo genoma esta integrado por 131 kb, fuétentificados 165 ORFs (Chibani-
Chennoufi y col., 2004).

La presencia de ARNt en los genomas fagicos esmecien la historia de evolucion
fagica, pero parece ser comun principalmente eorgaa grandes, como es el caso del fago
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B2 donde se identificaron 6 ARNt. Si bien es dift@terminar su origen, se podria pensar
gue su adquisicion es necesaria para la adaptagbfiago (Samson y Moineau, 2010).
Teniendo en cuenta las frecuencias de utilizac®ércatones, tanto por parte del fago B2
como por parte de cepas de. plantarum podria hipotetizarse que la presencia de ARNt en
el genoma del fago B2 se debe a que la sintegisadieinas fagicas involucra codones pocos
comunes (0 que son menos utilizados por las cepas)r lo tanto, los fagos necesitan
transportar sus propios ARNt correspondientes pardrolar la expresion de sus proteinas
(Samson y Moineau, 2010).

De los fagos déb. plantarumsecuenciados al presente, el Unico que eviderRitA
fue el fago LP65. Para dicho fago se encontraroARKt aunque no se realizé un andlisis
detallado sobre este aspecto (por ejemplo, frecaiel®t uso de codones asociados a dichos
ARNLt) (Chibani-Chennouefi y col., 2004). Analizandtvos fagos de bacterias lacticas, para
el fago 949 I(. lactis) que contiene 6 ARNt no se observé diferenciaaefrdcuencia de
utilizacion de los diferentes codones asociadosada CARNt. Ademas, la frecuencia de
utilizacién de codones por parte del fago y deepadospedadora fue similar. Sin embargo,
para este fago, al analizar la frecuencia de uscodenes para cada ORF en particular, se
observé que el fago evidencid valores superiorea pertos ORFs en comparacion a los
encontrados para la cepa, los cuales codificaidea proteinas esenciales del fago (Samson y
Moineau, 2010).

De acuerdo al mecanismo de empaquetamiento del gjRNordenamiento de los
genes, el fago Bl fue clasificado dentro del gr&idl al igual que los fagos deb.
plantarum(JL-1, gle y LP65) yb. delbrueckii(LL-H, mv4). En tanto, el fago B2 formaria
parte del grupo Sfi21, de manera similar a los $aiyd (Lb. case), adh(Lb. gasseliy Lc-Nu
(Lb. rhamnosus(Villion y Moineau, 2009).

Como se mencion6 anteriormente, el fago B1 evidehomologia con el fago JL-1.
Este dltimo resultd similar al fago gle, adlb.(gassedi y al fago temperado Sfi21S{
thermophilu¥ (Villion y Moineau, 2009). EL genoma del fago EBktaria organizado en
modulos de manera similar a lo evidenciado coagb fJL-1 (Lu y col., 2005). Por otro lado,
el genoma del fago LP65 fue dividido en tres reggralgunos genes de la region 1 (ORF5-
ORF76) evidenciaron homologia con genes de cepasbd@lantarumy sus fagos que
previamente habian sido secuenciados, y otrocjmatian en la replicacion del ADN (RecA,
ADN polimerasa, ADN primasa, ADN helicasa y enddeasas de recombinacién), luego se
encuentra una region de ARNt seguida de la regi¢@RF88-ORF199) que codifica para
proteinas estructurales (proteinas mayores dddayate la capside) y otras relacionadas a la
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lisis celular. En particular, se identificaron wewrigenes que codifican para proteinas de la
cola, lo cual puede deberse a su elevada complejidimalmente, se ubica la region 3
(ORF120-ORF165) para la cual no se encontré horeleg la base de datos, excepto por
dos HNH endonucleasas asociadas a intrones. Egterésultd semejante a los fagos K
(Staphylococcus aureuy SPO1 Bacillus subtiliy, evidenciando la misma organizacion de
sus genes. En particular, 32 de sus ORFs compmartibbmologia con ambos fagos,
principalmente aquellos relacionados a genes égteles (terminasa, proteinas portal, mayor
y menor de la capside y cola) (Chibani-Chennoufoly, 2004).

Las enzimas HNH endonucleasas pueden participa mplicacion, recombinacion,
reparacion o empaquetamiento del ADN fagico (Sanysbtoineau, 2010). Para el fago B1,
esta proteina esta relacionada a aquellas queierien en la replicacion del ADN mientras
que participaria en el empaquetamiento del ADNatp B2.

Para el fago B1 no se encontraron genes vinculadaslisogenia, y lo mismo fue
observado para el fago JL-1 (Lu y col., 2005). Bntaste, para el fago B2, se evidenciaron
proteinas relacionadas a profagos y a la enzinmmeioasa/integrasa, al igual que para los
fagos LP65 (Chibani-Chennoufi y col., 2004) y Sli#bon y col., 2011). Adicionalmente,
para el fago gle, 4 genes fueron relacionados a@orversion de la lisogenia teniendo en
cuenta su localizacion y por alineamiento con osasuencias de profagos (Villion y
Moineau, 2009). En particular, el fago LP65 (vini® puede infectar a cepas lisdbgenas
comoLb. plantarumWCSF1, por lo que se podria suponer que estedagafia los sistemas
de exclusién de la superinfeccion (Chibani-Cheninpabl., 2004).

El tamafio de las proteinas estructurales de lossf&] y B2 estuvo comprendido
dentro de los valores reportados para otros fagab.dplantarum incluyendo los que forman
parte de la familiaMyoviridae(Kakikawa y col., 1996; Yoon y col., 2001; Chib&fhennoufi
y col., 2004). En particular, para el fago JL-1, andlisis detallado de sus proteinas
estructurales evidencio tres bandas (34, 45 y &) kElacionadas a proteinas de la cabeza y
tres bandas (28, 50 y 76 kDa) a las proteinas dmlta (Lu y col., 2003a, 2005). En un
estudio previo realizado al fago B2, 4 de las Sdbarproteicas reportadas (37; 32,5; 26; 25y
21 kDa) en el gel SDS-PAGE, podrian correspondeesta Tesis, a las bandas G (35 kDa),
H (30 kDa), | (28 kDa) y J (20 kDa) (Nes y col. 889.

Al igual que algunas proteinas del fago B2, lagginas de la capside del fago gle
evidenciaron modificaciones postraduccionales. EEptateinas presentaron ausencia de la
metionina del extremo N-terminal, lo cual concuecda la regla que determina que esta

metionina es generalmente procesada cuando el dmgaminoacido es alanina. Estas
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proteinas presentaron residuos de aminoacidossagida pl estuvo comprendido entre 4,70
y 4,85 (Kakikawa y col., 1996). El mismo comportanid fue observado para determinadas
proteinas del fago JL-1 (Lu y col., 2005). Adem&$ clivaje, algunas proteinas pueden
forman multimeros, lo cual puede observarse comatenen las proteinas mayores de la
capside (Samson y Moineau, 2010).

Los fagos B1 y B2 pertenecen a la famiighoviridae(Ackermann, 2009) al igual
que la mayoria de los fagos que infectdrbaplantarum LP1 y LP2 (Caso y col. 1995), gle
(Kakikawa y col., 1996), SC921 (Yoon y col.,, 2001)-1 (Lu y col., 2003a), FAGK1,
FAGK2 (De Antoni y col., 2010) y Shal (Yoon y cd@Q11). Para estos fagos, el diametro de
la capside fue similar al de los fagos B1 y B2 {827 nm). Sin embargo, la longitud de la
cola de los fagos SC921, LP1, LP2, gle y Shaldpersr y estuvo comprendida entre 260
y 288 nm. Nes y col. (1988) reportaron una colatimente larga para el fago B2 (500 nm)
asi como también un diametro de capside superioobakrvado en las micrografias
electrénicas obtenidas durante esta Tesis. Sin rgmbéas dimensiones de las particulas
fagicas obtenidas a partir de mediciones realizadbee las micrografias electronicas pueden
variar dependiendo de la metodologia utilizada @&nolbtencion de dichas micrografias
(Quiberoni y col., 2010). En contraste, los fagd36hk y fri pertenecieron a la familia
Myoviridae (Trevors y col., 1983; Chibani-Chennoufi y col.02). El fago fri evidencioé un
diametro de capside mayor (90 nm) y una longitudadeola de dimensiones intermedias
(190 nm) en comparacion a los observados paragmsfde la famili&iphoviridag(Trevors
y col., 1983). Por otro lado, hasta el momentop 361 fago deLb. plantarum(fago Y1,
aislado de chucrut) fue clasificado dentro de Iailia Podoviridae (Yoon y col., 2001,
2002). Las micrografias electronicas revelaronrésgncia de fibras en la cola del fago B1.
Lo mismo fue observado para el fago gle (Kakikaweoly, 1996). Sin embargo, no fue
posible distinguirlas para el fago B2, aunque eusaciamiento de su genoma revelo la
presencia de un gen que codificaria para fibrda dela, pero probablemente no se expresa.
Si bien no fue posible observar la placa basabsridgos B1 y B2, su presencia se evidencio
para los fagos gle, SC921 y JL-1 (Kodaira y c®971 Yoon y col., 2001; Lu y col., 2003a).

Para disefiar estrategias que contribuyan a conttata infecciones fagicas, es
importante conocer la resistencia/sensibilidad de fagos en diferentes condiciones
ambientales. Para ello, en primer lugar, se llavaacabo estudios de viabilidad fagica a
temperaturas de refrigeracion y congelamiento.fages de_b. plantarumestudiados en esta
Tesis mostraron elevada viabilidad a temperatueasahservacion (4°C, -20°C y -80°C)

dentro de los 42 meses de estudio. En general pacmtraron diferencias en la viabilidad
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cuando los fagos fueron almacenados a -20°C 0% -89 4°C, la viabilidad de los cuatro
fagos se redujo considerablemente en comparacida abtenida a temperaturas de
congelamiento. Para fagos tb. helveticus, Lb. delbrueckiib. caseiy Lb. paracaseiel
comportamiento durante la conservacion fue varial@dpendiendo del sistema estudiado
(Quiberoni, 1997; Guglielmotti, 2003; Capra, 200rcanti y col., 2012). En general estos
fagos evidenciaron menor resistencia en comparagita obtenida para los fagos db.
plantarum

Continuando con los estudios de viabilidad fagseaevalud la resistencia de los fagos
en suspensiones ajustadas a diferentes valordd.dayttman y col. (2005) indicaron que los
fagos generalmente presentan estabilidad en um @@agH de entre 5 y 8, aunque muchos
toleran valores por debajo de 3 6 4. Los cuatrdage Lb. plantarumexhibieron alta
infectividad aun a pH 4 y 11. La viabilidad fagice altamente afectada solo a valores de pH
muy acidos (pH 2 y 3). El mismo comportamiento @leservado para ciertos fagos lde
delbrueckij Lb. caseiy Lb. paracase{Auad y col., 1997; Quiberoni y col., 2004; Capra
col., 2006a, 2006b). Una menor resistencia fue rghda para algunos fagos .
thermophilusLb. debrueckiiLb. caseiy Lb. paracaseiEn estos casos, la mayor infectividad
fue lograda en el rango de pH de 5 a 7. Sin embagodebajo de pH 5, la viabilidad de
estos fagos cayd drasticamente hasta volverse migiatras que por encima de pH 7, su
infectividad cayo levemente, siendo en algunos<asuilar al valor maximo. Sin embargo,
para estos sistemas, cuando los ensayos se llexaraimo a 25°C, el rango de pH, en el cual
se observaron los mayores valores de viabilidalnfas amplio (Binetti, 2001; Quiberoni y
col., 2004; Capra y col., 2006b). Al igual que fagos delLb. plantarumestudiados en esta
Tesis, el fago fril(b. plantarun) fue afectado por condiciones acidas. A pH 7 g 80% de
las particulas fagicas iniciales permanecieroncinfas. A valores de pH inferiores a 6 la
viabilidad del fago fue elevada aunque fue dismemayp de modo paulatino hasta anularse a
pH 2 (Trevors y col., 1983).

La infectividad de los fagos no se vio afectadalpdemperatura (entre 0°C y 50°C).
En contraste, el fago fri alcanzé pérdidas de ligdd del 25% luego de 60 min de
tratamiento a 45°C (Trevors y col., 1983).

La viabilidad de la cepdb. plantarum ATCC 8014 no fue afectada por la
temperatura (0°C-50°C) ni por el pH (5-10). La ckpspedadora del fago ftip. plantarum
A, mostré capacidad para desarrollar en un rangpHiele 5 a 8. En este caso, a valores
inferiores a 5, la capacidad de crecimiento fuengisyendo hasta hacerse nula a pH 3

(Trevors y col., 1983). Con respecto a la influande la temperatura, Corsetti y Gobetti
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(2003) reportaron la capacidad de cepashleplantarumde crecer en un amplio rango de

temperaturas (aun a 10-15°C). Esto podria coirstina ventaja cuando se disefian nuevas
estrategias de control fagico en los procesos fetiatieos que involucran lab. plantarumya

que se podria emplear un rango de temperaturacraletl ciclo de infeccion sea retardado o
disminuya su efectividad pero sin alterar el creento de la cepa.

Continuando con la caracterizacién de los fagod lleplantarum se procedié a
estudiar diversos aspectos de la interaccion déatuss con sus cepas especificas. En primer
lugar se estudié la influencia de iones divalet®#" y Mg®") en la propagacion de los fagos
en medio liquido y en la formacién de placas de &8 medio agarizado. Una estrategia para
controlar las infecciones fagicas es el uso de osehhibidores de fagos (Phage Inhibitory
Media, PIMs), los cuales contienen agentes queaaffiesfatos y citratos) capaces de
secuestrar cationes divalentes. Si el ciclo litieain fago necesita de la presencia de cationes
para poder completarse, el uso de PIMs podriarehataroliferacion fagica (Whitehead y
col., 1993). Sin embargo, para los fagoslLébe plantarum la lisis celular ocurri6 aun en
ausencia de cationes, si bien en presencia deitmsas fue mas rapida. Por lo tanto, el uso
de PIMs no seria una estrategia valida para camtltas infecciones por parte de estos fagos.
De manera similar, la propagacion del fago JL-Iresaepas déb. plantarumevidencio el
mismo comportamiento (Lu y col., 2003a). Con repactras especies de bacterias lacticas,
la influencia de cationes sobre la lisis celulae fdependiente del sistema estudiado,
observandose variaciones en el comportamiento @@ gistemas pertenecientes a la misma
especie bacteriana (Cluzel y col., 1987; Séchaadly 1989; Alatossava y Klaenhammer,
1991; Quiberoni y Reinheimer, 1998; Binetti y cd002; Capra y col., 2006a, 2006b;
Quiberoni y col., 2004; Stiefel, 2000; Suarez y.,c2008a, 2008b; Wang y col., 2010).

La formacién de placas de lisis sobre las cepdddplantarumse vio afectada por la
ausencia de iones calcio, modificAndose la morfaldg las mismas y los valores de EOP en
estas condiciones. De manera similar, sélo en peces€ee este cation se obtuvieron placas de
lisis claras para sistemas 8& thermophilusLb. helveticusLb. delbrueckii Lb. caseiy Lb.
paracasei(Séchaud y col., 1989; Quiberoni y Reinheimer,81®&iefel, 2000; Binetti y col.,
2002; Quiberoni y col., 2004; Capra y col., 2008206b; Wang y col., 2010). Por otro lado,
los iones calcio no tuvieron influencia en el tamde las placas de lisis de 4 sistemad.de
lactis (Suéarez y col., 2008a) y del fago hv sohte helveticusATCC 15807 (Quiberoni y
Reinheimer, 1998). La temperatura de incubacioRQ30 37°C) afectd la turbidez de las
placas de lisis, el diametro y los valores de E@FR gliversos sistemas té. plantarum

previamente reportados en la bibliografia. En abgurasos, la formacion de placas de lisis se
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vio favorecida a 30°C. Por ejemplo, para el fag@-BPsobrelb. plantarumATCC 10241 se
obtuvieron placas de lisis de menor tamafio y men@euentos fagicos a 37°C mientras que
el efecto de la temperatura resultd6 mas drastica phafago fri sobrd.b. plantarumHER
1325 ya que no hubo produccién de placas de lidiste temperatura. Por el contrario, para
otros sistemas, la titulacion fue mas eficient& €3 tal es el caso de los fagos LP1-Ay LP1-
B sobrelLb. plantarumATCC 14917. Por otro lado, estos dos fagos enssyadbrelb.
plantarumATCC 8014 produjeron iguales recuentos (UFP/najrdbas temperaturas, aunque
a 37°C, las placas de lisis fueron mas pequefiaso(§ecol., 1995). Yoon y col. (2001)
reportaron que la formacion de placas de lisidatgd SC921 sobreb. plantarumLA0280 se
vio favorecida con el aumento de la concentraciérCdC} (0-25 mM); sin embargo, por
encima de 25 mM, el EOP decrecio. Ademas, parasestama la morfologia de las placas de
lisis no se maodificé con la temperatura (30°C aC37°

En esta Tesis y al igual que la mayoria de losdadmlLb. plantarum el fago de
coleccién Bl y los fagos aislados de granulos die, keostraron una limitada capacidad de
infeccidn. El fago JL-1 no lisé ninguna de las 2pas dd.actobacillusensayadas (Lu y col.,
2003a) mientras que de 17 cepas, el fago fri lisdla una de ellad b. plantarumHER
1325), el fago LP2 a 2 y los fagos LP1-A y B remuah infectivos de 7 de las 17 cepas
estudiadas (Caso y col., 1995). Sin embargo, enTestis, el fago B2 lisé al 62% de las cepas
ensayadas. Un comportamiento similar fue obserymda el fago SC921, el cual resulto
infectivo de la mitad de las cepas estudiadas (Yoool., 2001). El hecho de que el fago B2
infecte a una gran cantidad de cepas podria expdicaor sus adhesinas (elementos de
reconocimiento del receptor), las cuales son efipgxi de un fago. Las adhesinas
frecuentemente son muy complejas y versatiles,cespde reconocer receptores bastantes
diferentes en bacterias distintas. Las regiones apifican para adhesinas son las mas
variables dentro de los genomas fagicos (Kuttesly 2005).

Las experiencias de crecimiento en un paso sSe amppara conocer ciertos
parametros que rigen las interacciones fago/cepburst size representa una medida de la
eficiencia en la produccion de fagos. El fago Bddemcié un valor de burst size
considerablemente mayor al de los demas mientrasoguperiodos de latencia y los valores
de burst time fueron similares para los cuatro $ad elevado burst size y bajo periodo de
latencia encontrados para este fago, podrian sezsaltado de una liberacion rapida de
particulas fagicas y por lo tanto ser el princigeponsable en los problemas derivados de
infecciones fagicas. Nes y col. (1988) reportarovalor de burst size menor para el fago B2

(12-14 UFP/centro de infeccion) y un periodo derlata mayor (75 min) pero este estudio
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fue realizado a 30°C. Esta diferencia en los valdeburst size podria explicarse de acuerdo
a lo reportado por Guttman y col. (2005). Esto®m@st sugieren que los pardmetros periodo
de latencia y burst size son caracteristicos de ¢ago bajo determinadas condiciones
particulares, siendo afectados por el huésped aohplel medio y la temperatura. De manera
similar, el fago JL-1 demostré un valor de burgesbajo (22 UFP/centro de infeccién a
30°C) (Lu y col., 2003a). Sin embargo, para el fagéue reportado un valor de burst size
elevado a 30°C (200 UFP/centro de infeccion) y eriguo de latencia de 75 min, también
superior a los obtenidos para nuestros sistemavd@ig y col., 1983). Los valores de burst
size para otras especies de bacterias lacticamnfueariables, evidenciandose valores
extremandamente altos en sistemasStethermophilug276-370 UFP/centro de infeccion)
(Tremblay y Moineau, 1999; Guglielmotti y col., 200

Cuando se llevaron a cabo curvas en un paso ptagcefri sobrelb. plantarumHER
1325, a 30°C y 37°C, se observaron diferenciasl eoneportamiento. A 30°C, el proceso
evolucion6 correctamente mientras que a 37°C, bo hiberacion de particulas fagicas luego
de 240 min de incubacion, aun cuando las susperssioieron tratadas con cloroformo para
lograr la rotura de la pared celular. Esto indecagie no se produjo el ensamble de las
particulas fagicas dentro de la célula y por ellagoco es posible la formacion de placas de
lisis a esta temperatura, como se explico antednten En contraste, el desarrollo intracelular
del fago LP1-A sobréb. plantarum14917 no fue afectado por la temperatura aunglee si
produccion de placas de lisis (Caso y col., 1995).

El ciclo vegetativo de multiplicacion fagica comzencon la adsorcién del fago a la
pared celular de la bacteria susceptible, el cgalre evento altamente especifico (Neve,
1996). La velocidad y eficiencia de la adsorcioedmn variar para un determinado sistema
fago/huésped dependiendo de factores externos yeskdo fisiologico de la cepa
hospedadora (Guttman y col., 2005).

Los fagos B1 y B2 se adsorbieron eficientementecgtos periodos de tiempo sobre
su cepa sensibleb. plantarumATCC 8014. Sin embargo, para lograr elevadas tdsas
adsorcion del fago B1 sobre las cepas sensibbesplantarum WCSF1 y LM9211 se
requirieron tiempos prolongados. Esto podria sesecuencia de una reduccion, con respecto
a la cepa hospedadotsh. plantarum ATCC 8014, en el numero de sitios receptores
disponibles, por modificaciones quimicas que intpligrian la interaccién fago/cepa o por
un acceso restringido a los receptores debido admpentos estéricos. Un comportamiento

similar fue informado parb. paracase{Capra y col., 2006b).
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Por otro lado, los resultados obtenidos al estudiadsorcion de los fagos B1 y B2
sobre diversas cepas resistentes a dichos fagagrirsan que los mecanismos de
fagorresistencia involucrados estarian relacionadddoqueo en la adsorcién 0 a una etapa
posterior, dependiendo del sistema estudiado.

Para las cepas WCSF1 y LMG9211 se evidencié laepoés de mecanismos de
fagorresistencia del tipo R/M debido a las variae® observadas en los valores de EOP. A
través del secuenciamiento del genoma, en la basdatbs de GenBank, se reportaron
sistemas R/M del tipo | para la cepa WCSF1 (EMBLcéssion Number AL935263;
Kleerebezem y col., 2003). Los mismos resultadansentraron para la cep. plantarum
ST-IlIl (GenBank Accession Number CP002222; Wangl, 2011), mientras que para la
cepa JDML1 I(b. plantarun), se evidenciaron sistemas del tipo Il (GenBanécéssion
Number CP001617; Zhang y col., 2009).

El fago fri, que no produjo placas de lisis a 38dbrelLb. plantarum HER 1325 y
cuyo desarrollo intracelular no evolucioné a ditdraperatura, se adsorbio eficientemente en
esas condiciones. Por lo tanto y de acuerdo aekdtados expuestos con anterioridad para
este sistema, la interrupcion de su ciclo liticardda luego de la adsorcion y antes del
ensamble de los viriones (Caso y col., 1995).

Entre los factores que pueden influenciar el proabs adsorcion fagica, podemos
mencionar la presencia de cationes divalentes. 8 @so, los iones calcio no fueron
indispensables para llevar a cabo la adsorcionodefdgos dd.b. plantarum ElI mismo
comportamiento fue observado para fagos de otgeecies de BAL (Watanabe y Takesue,
1972; Séchaud y col., 1989; Quiberoni y Reinheirh®88; Binetti y col., 2002; Quiberoni y
col., 2004; Capra y col., 2006b; Suéarez y col.,800Nang y col., 2010). Sin embargo, el
calcio fue necesario para la adsorcion del fagpézado Cb1/342 sobtéh. delbrueckiiCbl
(Trucco y col., 2011) y del fago MLC-A sobtd. paracaseiA (Capra y col., 2006a). De
acuerdo a lo reportado por Séchaud y col. (1989présencia de €ao M¢™ estabiliza el
ADN féagico en el interior de la cdpside, increnaelattasa de adsorcidon y regula la eficiencia
de la penetracion del ADN viral al interior de Bdulas bacterianas. Para el fago JU-A. (
plantarurm) también se demostro la independencia de los icaks para llevar a cabo el
proceso de adsorcion (Lu y col., 2003a).

El pH del medio también puede afectar la adsort@ica. En este caso los cuatro
fagos adsorbieron eficientemente sobre célulasbdglantarumATCC 8014 en el rango de
pH de 5 a 8, aunque las condiciones 6ptimas estuwvieomprendidas entre valores de pH

desde 5 a 7. Al igual que para los fagod_beplantarum la maxima adsorcion de fagos de
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otras bacterias lacticas se produjo en valoresanercal pH de la leche (Watanabe y Takesue,
1972; Quiberoni y Reinheimer, 199Bjnetti y col., 2002; Quiberoni y col., 2004; Capra
col., 2006a, 2006b; Mller-Merbach y col., 2007a&z y col., 2008a; Trucco y col., 2011).
Para los fagos deb. plantarum las tasas de adsorcién disminuyeron a valorepHie
superiores a 8. Sin embargo, la viabilidad de &o$ y de la cepa en estas condiciones no
fue afectada. Por lo tanto, los pH basicos afemtagl proceso de adsorcion en si,
probablemente a través de modificaciones a nivéh deiperficie celular que dificultarian la
interaccion cepal/fago. Lamentablemente, en la indusactea no se trabaja en estas
condiciones de pH, por lo que la adsorcién fagataréa favorecida desde este punto de vista
aungue, debido a la pérdida de viabilidad fagigaHaacidos, podria disminuir cuando el
mismo cae por debajo de 5.

La adsorcion fagica sélo fue afectada a tempeasitde 50°C, aunque las maximas
tasas de adsorcion se lograron entre 30°C y 42fCgdneral, la adsorcion de fagos de
bacterias lacticas fue maxima a la temperaturangptie desarrollo de cada especie. Para
algunos sistemas la adsorcion disminuy6 a tempesaioferiores a 30°C mientras que para
otros sistemas, el proceso de adsorcion fue indipee de la temperatura de incubacion
(Watanabe y Takesue, 1972; Quiberoni y Reinheid®938; Binetti y col., 2002; Quiberoni y
col., 2004; Capra y col., 2006a, 2006b; Muller-Meatb y col., 2007; Suérez y col., 2008a;
Trucco y col., 2011). Watanabe y col. (1993) denaost que, si bien la disminucion inicial
en el numero de particulas fagicas libres (adsorcéversible) no fue afectada por una
reduccion en la temperatura de reaccion, la fordmade complejos irreversibles célula/fago
fue inhibida a bajas temperaturas. Los fagos LP14A1-B, LP2 y fri deLb. plantarum
mostraron iguales tasas de adsorcion a 30°C y aidhgue la propagacion fagica a estas dos
temperaturas fue diferente, dependiendo del siséstogiado (Caso y col., 1995).

El estado fisiologico celular puede cambiar la emi@acion de moléculas de la
superficie celular y asi la eficiencia de la infiéocfagica (Kutter y Goldman, 2008). En esta
Tesis, la tasa de adsorcién fagica sobre célulagbdeplantarum ATCC 8014 tratadas
térmicamente (no viables) fue mas baja en comparacon los valores obtenidos sobre
células viables. Un comportamiento similar fue régo para fagos deb. casei(Capra y
col., 2006a, 2006b),. lactis (Suarez y col., 2008a) yb. delbrueckii(Trucco y col., 2011).
Sin embargo, para otras especies de BAL, el esisidgico celular no tuvo influencia en la
adsorcion fagica (Watanabe y col., 1993; QuibeydReinheimer, 1998; Stiefel, 2000; Binetti
y col., 2002; Quiberoni y col., 2004). La disminutien los valores de adsorcion obtenidos

sobre células tratadas térmicamente podria eskaciowada a la desorganizacion de los
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receptores fagicos provocada por elevadas tempasagio al estado fisioldgico celular en si
mismo. Teniendo en cuenta estas hipétesis, sei@dauthfluencia de agentes inhibidores de
la sintesis proteica sobre la adsorcion fagica.ettisiamente después del tratamiento con
antibioticos (cloranfenicol), las células db. plantarumATCC 8014, no proliferantes pero
que aun mantenian el contenido original de ATP (Habol., 1955; Watanabe y col., 1991),
fueron capaces de adsorber particulas fagicas.ldPtanto, la reduccién en la tasa de
adsorcion al trabajar con células tratadas térmecéense debe a la naturaleza termosensible
del receptor fagico y no a la disminuciéon del coitte energético celular. Si bien no se
esperaria que la unidon de fagos a la superficielazebea un proceso dependiente de la
energia, varios autores estudiaron este punto iebtdm resultados diferentes. La adsorcion
del fago fd E. col) no fue un proceso dependiente de la energia ouaadestudiaron
diversos agentes inhibidores (Yamamoto y col., 1980r otro lado, el fago PL-1 se adsorbio
sobre células deb. caseique habian sido destruidas por exposicién a l&WifWatanabe y
col., 1993). Sin embargo, la adsorcién del fago PRI3almonella typhimuriunbS88 fue
drasticamente disminuida cuando se utilizaron casms inhibidores (NajN NaF y
arsenato) que disminuyeron la concentracion inmtemede ATP (Daugelavicius y col.,
1997).

Como se menciond anteriormente, la adsorcién esvento altamente especifico y
depende de la presencia de sitios de union espeifiobre la pared celular bacteriana,
denominados receptores. Para que se produzca umecteo union fago/receptor, es
indispensable que la estructura de los receptagisds se mantenga integra y que conserve
una determinada conformacién espacial (Neve, 1996).

Los estudios sobre receptores fagicos se pueddizareaobre células enteras o
paredes celulares purificadas. Estos estudiosuoxanh tratamientos quimicos y enzimaticos
que podrian afectar o destruir, de una maneratsglecomponentes de la superficie celular.
Cuando se utilizan células bacterianas enterasepoedrrir una posterior liberacion de
sustancias intracelulares que podrian contaminadnterferir con los experimentos de
adsorcion fagica. Por esta razon, se utilizarorges celulares purificadas para llevar a cabo
estudios de receptores fagicod én plantarumATCC 8014.

Un procedimiento simple para lograr la ruptura de télulas bacterianas es la
agitacion de suspensiones celulares mediante uexycen presencia de perlas de vidrio
(Quiberoni y col., 2000). Esta metodologia fueizdilla en la presente Tesis para obtener
paredes celulares dd. plantarumATCC 8014. La efectividad del proceso de disrupsé

monitored mediante observacion en microscopio optirecuentos celulares.
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Con el objetivo de identificar los componentes @@dred celular involucrados en la
adsorcion fagica, se realizaron ensayos de adsoutiizando paredes celulares purificadas
tratadas quimica y enzimaticamente. La aplicaci@restos tratamientos demostré que los
receptores fagicos deb. plantarumcontienen carbohidratos en su composicion. Losnwss
resultados fueron obtenidos para otras especiéaaterias lacticas (Quiberoni y col., 2000;
Binetti y col., 2002; Quiberoni y col., 2004; Capraol., 2009). Por su parte, Valyasevi y col.
(1991) y Arendt y col. (1993) reportaron receptdi@gicos de origen proteico &n lactis
subsp.lactis. Ademas, las proteinas de la capa S-layer deasiegpas déb. helveticus
fueron esenciales para la adsorcidon del fago CNRZM&ntura y col., 1999).

Douglas y Wolin (1971) utilizaron mutantes fagoisemtes para identificar la
naturaleza de los receptores fagicos de las ddpgslantarumATCC 8014 y ATCC 10241.
Los polisacéaridos de la pared celular de la cep&€@B014, y especificamente la galactosa,
fueron esenciales para la infecciéon del fago Ba.e®nbargo, la adsorcién del fago B2 sobre
Lb. plantarum ATCC 1024 estuvo determinada por los acidos teiiy, mas
especificamente, por los sustituyentes de glucosa.

Varios monosacaridos pueden ser testeados en mgueas de inactivacion fagica
con el objetivo de identificar los azucares esjpaudfque formarian parte de los receptores
fagicos. Yokokura (1977) reporté que los efectos imctivacion fagica por parte de
monosacaridos fueron dependientes de la tempenratigda concentracion de cada sustancia
(concentraciones menores a 200 mM no produjeroibigidn enLb. casej. La inhibicion
por monosacaridos fue claramente demostrada pgos @eSt. thermophilugQuiberoni y
col., 2000; Binetti y col., 2002). Para esta espéeicteriana, el fago CYM fue inactivado por
glucosamina y ramnosa mientras que la glucosaminboga interfirieron la adsorcion del
fago OBJ (Quiberoni y col., 2000). Binetti y co2002) reportaron un efecto inhibidor en
presencia de ramnosa Yy ribosa para el fago 0214.fagos 021-5, 031 y 031-D, todos
infectivos de la cep&t. thermophilusST 12-5, fueron igualmente inhibidos por glucosami
y N-acetilglucosamina indicando que todos los fagasnocerian el mismo receptor (Binetti
y col., 2002). Pard.b. casej la D-galactosamina inactivd completamente al fdgb,
incrementando la inactivacion fagica en presen@alLdamnosa (Yokokura, 1977). Sin
embargo, para los fagos té. plantarumestudiados en esta Tesis asi como también para
otros sistemas deb. casei(Capra y col., 2009)l.b. helveticus(Quiberoni y Reinheimer,
1998) yLb. delbrueckii(Quiberoni y col., 2004) no se observaron efecmsntibicion por
parte de monosacaridos o bien los resultados aoteriueron muy variables. Para explicar

este fenOmeno pueden postularse varias hipotesss: monosacéridos usados en los

137



Discusiéon

experimentos de inhibicion no estarian involucraglvga adsorcion fagica, una combinacion
de monosacéaridos podria actuar como receptoresofagy/o la conformacién de los
monosacaridos en las paredes celulares es difeadatée los monosacaridos usados en los
experimentos. En consecuencia, como no fue posiiner resultados concluyentes para los
fagos delb. plantarumcon los experimentos de inactivacion fagica comasacéridos, se
llevaron a cabo ensayos complementarios de conmgpatendesorcion. Sin embargo, con
estos estudios tampoco fue posible obtener condesi en cuanto a los azucares
constituyentes de los receptores fagicos.

Las lectinas son un grupo variado de proteinagegmnocen y se unen de una manera
altamente especifica a carbohidratos. Por lo taitas podrian unirse a los monosacaridos
ubicados en la superficie celular bloqueando da estnera la adsorcion fagica, siempre y
cuando los azucares reconocidos por las lectinas semejantes a los que componen los
receptores fagicos (Valyasevi y col., 1994; Herman@ruz y col., 2005). En consecuencia, Si
los receptores fagicos tienen naturaleza hidroceti®, las lectinas cuyos azlcares de unién
son conocidos podrian ser utilizadas para ideatifde manera selectiva los carbohidratos
presentes en la superficie celular (Ishibashi vy.,cdl982). Desafortunadamente, la
disponibilidad comercial de lectinas es escasaug ¢gn general, las mismas son aisladas y
purificadas en los mismos laboratorios donde s a cabo los estudios correspondientes.
No fue posible obtener resultados concluyentes mhatificar receptores fagicos eib.
plantarumATCC 8014 al ensayar diversas lectinas. Rdracasei(lshibasi y col., 1982) se
reportaron tasas de adsorcion del fago PL-1 shbrecaseiATCC 27092 disminuidas en
presencia de ConA (60%) con respecto a los vataremidos por el control (92%), mientras
que en presencia de las lectinas Alachis hypogaeay Wisteria floribundano hubo
diferencias en los valores de adsorcion fagica.

Como se menciono anteriormente, el ciclo litico ismma con la adsorcién de un fago
a la superficie de una bacteria sensible. Normatimesste proceso consta de dos etapas, la
primera, reversible, y la segunda irreversibleaRas fagos dé&b. plantarumno se observo
una tendencia hacia la desorcion espontanea, lor@uela irreversibilidad en la adsorcion.
Los mismos resultados fueron reportados parkactis subsp.cremoris (Valyasevi y col.,
1990), St. thermophilus(Quiberoni y col., 2000; Binetti y col., 2002).b. delbrueckii
(Quiberoni y col., 2004) Itb. casei(Capra y col., 2009). En contraste, la adsorcidnwestas
paredes celulares de lactis subsp.lactis fue un proceso reversible el cual no fue afectado

por la temperatura cuando se trabajé en un rangéG@ea 30°C (Monteville y col., 1994).
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1. Problematica de las infecciones fagicas en la indus lactea

Como se menciond anteriormente, las infeccionegdagconstituyen un problema
constante en la industria lactea fermentativa (8nisy Kutter, 2005). Este problema se
agravo debido al aumento en el volumen de lecheepama en las plantas lacteas, lo que
ocasiona una presion considerable sobre los sistdmananipulacion de cultivos iniciadores
y dificulta la correcta limpieza de la planta (Hgaldarnett, 2003).

Las consideraciones econdmicas relacionadas afexiones fagicas incentivaron el
desarrollo de medidas adecuadas para disminumcstencia en los ambientes industriales.
En primer lugar, se debe conocer la extension rdll@ma, identificar la ecologia de fagos en
los ambientes industriales, evaluar su concentmagidistribucion en tiempo y espacio
(Brussow y Kutter, 2005). Una vez identificado yazerizado el problema, se deben disefiar
y seleccionar las estrategias de control que pamabtener productos fermentados de buena
calidad (Heap y Harnett, 2003). Las estrategiagagds dependeran de cada industria en
particular, de su volumen de produccion y de léedad de productos elaborados (Moineau y
Lévesque, 2005).

Sin embargo, a pesar de las mejoras continuas tes aspectos, las infecciones
fagicas contindan siendo un problema significapaea la industria lactea fermentativa (Heap
y Harnett, 2003). Debido a la presencia constaatéagos en los ambientes industriales, las
estrategias implementadas, tanto en los ambiertedatboracion como en los laboratorios,
tienden a lograr su control y no su erradicaciéroifidau y Lévesque, 2005). Como
consecuencia de que los fagos no pueden ser etloineompletamente de los ambientes
industriales, se aconseja realizar, de maneradeaiddeterminaciones de la carga fagica en
las diversas éareas a fines de conocer cuan efeciea las medidas implementadas
(Rodriguez Gonzalez y col., 2010).

Para determinar la concentracion de fagos en |dsestes se pueden aplicar diversas
técnicas. La eleccion de la metodologia a utildgpendera de la sensibilidad buscada y del
equipamiento del que disponga el laboratorio (Maing/ Lévesque, 2005; Garneau y
Moineau, 2011). Una de ellas se basa en la obsérvee placas de lisis en medio agarizado,
usando una cepa pura como hospedadora. Para fevdaecisualizacién de las placas de
lisis, se pueden agregar cationes divalentesnglicimodificar la temperatura de incubacion.

Por otro lado, también se puede realizar un teactieidad de la cepa en leche en presencia o
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ausencia de la muestra sospechosa de contener ageste caso, se observa la variacion de
pH y se comparan los valores obtenidos en ambaac&ines (Moineau y Lévesque, 2005).
Los ensayos descriptos permiten detectar parti¢atpasas activas y diferenciar la inhibicion
causada por fagos de aquélla provocada por otergexgyinhibidores como antibioticos. Sin
embargo, estos estudios requieren de tiemposwvata¢inte prolongados (Quiberoni y col.,
2011). Por ello, una alternativa es el uso deah@entas moleculares, las cuales permiten
obtener resultados en cortos periodos de tiemps. dnsayos basados en la reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR, Polymerase Chainti®®ason utiles en la deteccion de
fagos en leche, suero de queseria y fermentosateguOtras metodologias alin mas rapidas y
sensibles son el uso de PCR basada en fluorescgndea PCR en tiempo real (qPCR)
(Garneau y Moineau, 2011). La gPCR fue recienteenertiizada en ensayos para la
deteccion de fagos deb. delbrueckiiy St. thermophiluseen muestras lacteas, obteniendo
amplificaciones dentro de los 30 min. Sin embacgmo estas técnicas detectan ADN fagico,
no discriminan entre particulas fagicas activae nctivas (Quiberoni y col., 2011).

2. Estrategias para disminuir la incidencia de infecmnes fagicas

2.1. Disefo de la planta

A fin de minimizar los incidentes debidos a inferms fagicas, las diversas areas
(recepcion de la leche, preparacion del fermemtmjyxcion y procesamiento de suero) de la
planta, deberian estar fisicamente separadas. Hitupsr se aconseja que los tanques
conteniendo suero estén ubicados lo mas lejosIpaigblas areas de preparacion de fermento
y produccion, y estén sometidos a presion negdtvaire (Rodriguez Gonzalez y col., 2010).
De esta manera, el disefio de la planta apuntagiatar el contacto entre materia prima y
desechos (suero o agua) (Heap y Harnett, 2003;edaig Lévesque, 2005).

En particular, el area de recepcion de la matetragresulta riesgosa debido a que
los fagos presentes en la leche, asi como tamb&mpdrticulas fagicas contenidas en los
bioaerosoles generados durante el vaciamientoadtade los tanques, podrian dispersarse
por toda la planta (Heap y Harnett, 2003).

Por otro lado, para controlar las infecciones fagjiaino de los aspectos a tener en
cuenta es que los cultivos iniciadores no estémaotinados con particulas fagicas (Lyne,
2011). Para ello, la preparacion del fermento detmerse asépticamente y el acceso a la sala
de preparacion deberia contar con un sistema d@ecambio de ropa y calzado para el
personal (Heap y Harnett, 2003; Moineau y Léves@@)5). La leche empleada en la

preparacion puede ser sometida al tratamiento ¢ér@5°C, 30 min) en el mismo tanque
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donde se va a propagar el cultivo o bien puedetiemado un sistema de pasteurizacién de
alta temperatura, corto periodo de tiempo (HTSTGhHiemperature Short Time) (95°C, 60
seqg). En el primer caso, se utiliza vapor paraisimlas particulas fagicas que pudieran estar
presentes en el espacio de cabeza del tanque. Bosarasos, para evitar que la leche se
contamine con fagos una vez enfriada, se utilim estéril para mantener la sobrepresion en
los tanques donde se propagara el fermento. Luewgm,vez que el cultivo iniciador fue
propagado, es incorporado al tanque a través dastema de inoculacion aséptico (Lyne,
2011). Sin embargo, para disminuir los problemasvaeéos de la multiplicacion fagica
durante las etapas de propagaciéon del fermentaltaesonveniente el uso de cultivos de
inoculacion directa (Rodriguez Gonzalez y col.,®01

El acceso al area de produccion deberia disponemurdesistema de lavado
desinfectante de manos y pies asi como tambiégulpas de secado. Los desagles deberian
ser limpiados periédicamente con sanitizantes (Heblarnett, 2003; Moineau y Lévesque,
2005).

2.2. Equipamiento de la planta

Los equipos utilizados deberian ser construidosceno inoxidable con pulido de alto
grado y ser sometidos a una eficiente limpiezanjtigacion antes de su uso. En particular,
los tanques de fermentacion deben ser cerradesiligatdos usando calor o sanitizantes, con
presion positiva de aire filtrado en el espaciacdeeza e inspeccionados periddicamente por

roturas (Heap y Harnett., 2003).

2.3. Higiene de la planta

Los fagos pueden diseminarse por la planta a trdeediversas fuentes, entre las
cuales la mas importante es el aire (Garneau y &40in2011). Las particulas fagicas han
sido detectadas en una concentracion deURP/ml en el aire de ambientes industriales
lacteos (Heap y Harnett., 2003; Moineau y Léves@085). Por lo tanto, se debe limitar la
produccion de bioaerosoles asi como también dignsaucarga microbiana mediante el uso
de sistemas spray con adecuados desinfectanteaddoy Lévesque, 2005). Otra estrategia
para evitar este problema involucra el empleo d@dlde aire de presion positiva desde la
sala donde se prepara el fermento hasta dondeabearel envasado del producto, para
disminuir la carga microbiana en cada una de laasarAdicionalmente, el aire debe ser
filtrado para retener particulas de polvo, a laslesipodrian estar asociados los fagos. La

entrada de aire a estos filtros deberia estardalaje los silos de leche y suero, para que su
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carga microbiana inicial no sea tan elevada. Porlato, la eficiencia de los filtros se debe
controlar periédicamente (Heap y Harnett, 2003;rdal y Lévesque, 2005).

Otra estrategia para controlar la
diseminacion de fagos a través del aire es la
aplicacion de radiacion ultravioleta. Algunos
estudios demostraron que esta metodologia resulto

W

efectiva en la inactivacion de bacterias y virus

(Simonet y Gantzer, 2006; Altic y col., 2007). En

el mercado, estan disponibles ciertos equipos que
utilizan radiacion ultravioleta de onda corta o

germicida (UvV-C: 200 - 280 nm)

(www.morphairstore.com www.koveritalia.com

www.lamparas-ultravioleta.com (Figura 36).

Figura 36. Equipos que emplean

radiacion ultravioleta, disponibles en gl Estos equipos resultan efectivos en la eliminacion
mercado.

de microorganismos en diversos ambientes

(industrias, hospitales). Sin embargo, no pued#éizarse en presencia de personas debido a
los dafios provocados por la radiacion UV-C sobsalad humana.

Para incrementar la eficiencia de inactivacionpsede anexar un catalizador. En este
caso, la tecnologia recibe el nombre de fotoc@&aliemplea, en general, longitudes de onda
superiores (UV-A: 320 - 400 nm), lo que permite gueeda ser aplicada en presencia de
personas. Entre los catalizadores, el ;&9 el mas comunmente utilizado debido a su bajo
costo, a su abundancia natural y a que no pregeapiedades toxicas (Fujishima y col.,
2000).

El proceso de fotocatalisis se basa en la generat@despecies altamente oxidantes,
como los radicale®OH generados, como consecuencia de la absorcidaddecion UV por
parte del semiconductor (TH¥D Esta metodologia es considerada como una dit@ana
tecnoldgica interesante para la eliminacion deairtantes presentes tanto en agua como en
aire (Zacarias y col., 2010). En particular, es womente utilizada en la destruccion de
hongos, bacterias y esporos (Kuhn y col., 2003yRall., 2005; Pal y col., 2007; Zacarias y
col., 2010). Sin embargo, las investigaciones iddsra la eficiencia de esta metodologia en
la inactivacion de particulas fagicas apuntan ppadmente a fagos especificos He coli
(Sjogren y Sierka., 1994; Koziumi y Taya, 2002; Chcacol., 2005), siendo escasa la
informacion referida a fagos de bacterias lact{&kita y col., 2000; Kashige y col., 2001).

Teniendo en cuenta ésto, resultaria interesanttuaaval comportamiento de fagos de
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bacterias lacticas frente a tratamientos fotodatadi que podrian aplicarse, en combinacién
con otras estrategias, para disminuir la cargaaghiana en los ambientes industriales.

Adicionalmente, un régimen adecuado de limpiezaegindeccion de equipos Yy
utensilios usados durante la elaboracion es fundi@inpara el mantenimiento de niveles
bajos de bacteriofagos. El acido peracético (0,15%)demostrado ser el biocida mas
efectivo, produciendo inactivacién de las partisuiagicas rapidamente. Por otro lado, el
hipoclorito de sodio demostré asimismo una altatefielad sobre gran variedad de fagos. Sin
embargo, el etanol y el isopropanol usados clagotenpara la limpieza de superficies y
utensilios de laboratorio, son menos efectivos &mnactivacion de las particulas virales
(Sturino y Klaenhammer, 2004; Garneau y Moinea®120

Los equipos deben ser limpiados y desinfectadosdmudinaliza un proceso de
produccion. De esta manera se eliminan los bioftuns pudieran haberse formado sobre su
superficie. Un aspecto a tener en cuenta es queéeberia usarse el mismo equipo (por
ejemplo centrifugas) para el procesamiento de tanmgprima y del suero a fines de evitar la
contaminacion cruzada (Moineau y Lévesque, 2005).

En las industrias, existe un programa de limpieaasitu” (Clean in Place, CIP), que
emplea diversas soluciones, y es utilizado paraenan la higiene de los equipos y tuberias
(Figura 37). Sin embargo, los sistemas de cafigrias equipos deberian incluirse en un
circuito CIP separado de los utilizados para ladimle almacenamiento y circulacion de
cultivos. Adicionalmente, las valvulas de los egsipleben ser faciles de desarmar y limpiar.
De igual manera, los drenajes del piso deben desarke en las diversas areas de la planta
(Heap y Harnett, 2003; Moineau y Lévesque, 2005).

= 10
. - Impwlsidn y relormo del
o - L5 e 1 — Si5lEmE CIP
= : [+ rr i = rr E Agus fria
| Lﬂq— | LFF?— | 6 — AQua callanta
sdlinglei=min = e e e Aguz de enjuagadc
2 3 r‘; | | Iy T-T " AL ._It Ié;_e:ergen:e .';f.'c.::l;;m
= et el = atargante dcid
o [ 9 Leche de enjuagado
o r =
8 —

Figura 37.Disefio general de una estacion CIP de limpieza.

1. Tanque de agua fri& Tanque de agua calientg; Tanque de agua de enjuagado;
Tanque de detergente alcalin®; Tanque de detergente &cidé; Tanque de leche de
enjuagado?: Intercambiador de calor de placas de calentaoii8nBombas de impulsion del
sistema CIP9: Lineas de impulsion del sistema C1B; Linea de retornos del sistema CIP.
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Las soluciones utilizadas en los sistemas de linap{@P poseen valores extremos de
pH y teniendo en cuenta que los fagos son sensiblestas condiciones, se eliminaria la
posibilidad de distribucion de fagos a través de sstema de limpieza. Sin embargo, si los
pasos recomendados durante el proceso no se cyrgddéagos podrian distribuirse entre los
equipos (Atamer y col., 2011).

El suero de queseria debe ser removido en tubedaadas y sometido a una
termizacion o pasteurizacion para eliminar laslaélbacterianas y asi evitar la propagacion
de los fagos. De igual manera, cuando se empldémosuque requieren etapas previas de
propagacion, los excedentes de cultivos deberias@aetidos a un tratamiento, y no ser
eliminados directamente al efluente ya que contiame elevada carga microbiana, sustrato
para la proliferacion fagica (Heap y Harnett, 2003)

Adicionalmente, el suministro de agua utilizadoapdilucion de los ingredientes
agregados en tina como el cuajo, debe ser monitorea cuanto a su carga viral (Heap y
Harnett, 2003).

2.4. Tratamiento de la leche

La leche cruda es la principal fuente de fagosiggeesan a las plantas lacteas. En
general, las particulas fagicas se encuentran arcomcentracion comprendida entré $0
10" UFP/ml (Moineau y Lévesque, 2005). Por ello esdrtgnte que cuando la leche es
recibida en la planta, sea rapidamente almacenadaefeigeracion para disminuir las
posibilidades de propagacion fagica. Antes de sy Il leche debe ser sometida a un
tratamiento térmico que, dependiendo del tipo dmlyeto a elaborar, se aplica a fin de
disminuir la carga microbiana (patogenos y altesht Estos tratamientos térmicos,
indirectamente, disminuyen ademas la cara viraafHeHarnett, 2003).

Sin embargo, la mayoria de los bacteriofagos essisk tratamiento de pasteurizacion
e, incluso, algunos evidenciaron una elevada eggigt térmica tolerando tratamientos a
95°C durante 5 min. Esta termorresistencia sengcementada en presencia de leche o suero
lo cual puede deberse a que las proteinas de It lglercen un efecto protectivo de las
particulas fagicas. Es por ello que aun cuandoesakce un tratamiento térmico sobre la
materia prima, una determinada carga viral redisér dicho tratamiento (Sturino y
Klaenhammer, 2004; Atamer y col., 2009; Atamer ly, @)10; Atamer y col., 2011).

Por otro lado, se han encontrado altos nivelesadesf (18 UFP/ml) con elevada
resistencia térmica en suero de queseria y mantagealmuera y crema. Esto puede resultar

problematico si el suero de queseria o de manteegasrincorporado a la materia prima para
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aumentar el rendimiento en la industria quesetaiddea la recontaminacion. Para disminuir
los problemas asociados a ésto, se recomiendaaeah tratamiento térmico del suero antes
de su reciclado (Atamer y Hinrichs 2010; Atamepl,2011; Garneau y Moineau, 2011).
Como consecuencia de que, en general, los tratemsiéermicos aplicados a la leche
y al suero no son completamente eficaces en laimamn fagica, los fagos resistentes
pueden diseminarse por toda la planta a travésiaderdosoles (Sturino y Klaenhammer,
2004). Por lo tanto, es esencial aplicar una skrimedidas que, implementadas en conjunto,

puedan conducir a un control mas efectivo de Igeda

2.5. Medios inhibidores de fagos

Se han disefiado medios de cultivo conteniendo sbigecomponentes que, con
eficiencia variable, estan destinados a logranhebicion o retardo de la propagacion fagica
(Garneau y Moineau, 2011).

Por ejemplo, teniendo en cuenta que algunos faggsiaren calcio para su
multiplicacion, una estrategia disponible es el wa& PIM durante la propagacion del
fermento. Estos medios de cultivo, ademas de miseg(solidos lacteos, extracto de levadura
y peptonas) estan constituidos por agentes quslantao fosfatos o citratos, capaces de ligar
cationes divalentes, en particular calcio. De ssdaera, el calcio seria ligado por los agentes
quelantes y no quedaria disponible para los fagamnte su ciclo de multiplicacion (Sturino y
Klaenhammer, 2004).

Sin embargo, los fagos que no puedan multiplicdtsante la etapa de propagacion
del fermento debido a los PIM, si podrian hacenltirea en donde el proceso de fermentacion
sera llevado a cabo usando leche como sustrat (jHearnett, 2003).

Si bien en determinadas situaciones estos med&srfutilizados con éxito, en la
mayoria de los casos y como consecuencia de la@oolfagica, las particulas virales no
requieren calcio para su propagacion. Por lo tadia estrategia puede aplicarse con éxito en
ciertos casos puntuales. Ademas, se ha observadia quesencia de sales de fosfatos puede

inhibir el desarrollo de algunas cepad.detococcugLyne, 2011).

2.6. Selecciéon de cepas

Como se mencioné anteriormente, los fermentos alatir(de suero o de leche)
presentan mayor resistencia fagica en comparaciomosa fermentos seleccionados
comerciales, debido a su elevada complejidad mi@naby a la constante presion de

seleccion que genera mayor autoproteccion fremegas liticos. Sin embargo, el uso de
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fermentos seleccionados lleva a la obtencion ddyatos con calidad constante, por lo que
su uso estd muy difundido a nivel industrial. ESarsentos pueden estar compuestos por
una (monocepa) o varias cepas (multicepa) (Carmyraidl., 2010). Cuando el fermento esta
compuesto por una Unica cepa, la aparicion de gm lfico conducira a la inhibicidon de su
capacidad acidificante. Por esta razén, se recataiehuso de fermentos multicepa, ya que si
una de las cepas es infectada, las demas puedi&muenrton su actividad tecnoldgica. Entre
los fermentos comerciales, se recomienda el uderdeentos de inoculacion directa (Direct
Vat Innoculation, DVI) para evitar etapas de pr@guadn del cultivo que podrian favorecer
las infecciones fagicas (Moineau y Lévesque, 2005).

Otra estrategia disponible para disminuir la frewie de infecciones fagica es la
implementacion de programas de rotacion de cult{(@aneau y Moineau, 2011). En este
caso, es importante conocer el rango de hospedaderéas cepas que formaran parte del
sistema de rotacién, para elegir aquéllas que mEsepatrones de sensibilidad fagica
diferentes (Moineau y Lévesque, 2005; Rodriguezz@lez y col., 2010). Adicionalmente y
como se menciond anteriormente, las cepas utikzadadeberian ser hospedadoras de fagos
que pudieran liberarse espontaneamente (liségdibegp y Harnett, 2003; Moineau y
Lévesque, 2005). En general, se seleccionan gralgo® a 4 cepas con propiedades
tecnoldgicas adecuadas y con sensibilidad a difesdipos de fagos, y se las utiliza durante 4
o 5 dias seguidos. Transcurrido este tiempo, seple@an por otro grupo de cepas, de tal
manera de mantener la concentracion de fagos embiente por debajo de los niveles
criticos y asi llevar a cabo una elaboracion satisfia. Sin embargo, no resulta tan sencillo
contar con cepas que posean caracteristicas tgoradd adecuadas y que no estén
relacionadas en cuanto a su sensibilidad fagicaotPm lado, el uso de gran cantidad de cepas
genéticamente distintas puede favorecer la aparicd@ una poblacidon fagica mas
heterogénea, pudiendo aumentar el nimero de mo&xio de recombinaciones genéticas
dentro del pool de fagos de la planta (Moineau918&ineau y Lévesque, 2005).

Esta estrategia de rotacién de cultivos no se aaplicar para cepas probidticas ya
que las propiedades fueron demostradas cientifictempara una cepa en particular,
resultando muy dificil reemplazarla por otra cepaithilares caracteristicas.

Adicionalmente, se puede realizar la rotacién dedigias, por ejemplo intercalar
producciones que involucran el uso de cepas masofibn aquellas de cepas termofilas
(Moineau y Lévesque, 2005). Sin embargo, es imperaesaltar que no es conveniente
combinar tecnologias que utilicen fermentos sebte@dos con aquellas que empleen

fermentos naturales, debido a que ésto incremankasi riesgos de sufrir infecciones por
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parte de los fagos (virulentos y temperados) nanmaate presentes en estos cultivos naturales
(Suérez y col., 2002; Reinheimer, 2005).

2.7. Obtencion de cepas con resistencia fagica mejorada

2.7.1. Mutantes espontaneos fagorresistentes

Cuando una cepa muestra sensibilidad a fagos, psedeeemplazada usando
mutantes fagorresistentes de la cepa originale®ipargo, para resultar Gtil a nivel industrial,
la cepa mutante deberia mantener los mismos aisibtecnologicos que la cepa sensible
(Lyne, 2011).

Los mutantes espontaneos fagorresistentes se ebtikrego de la exposicion
prolongada de una determinada cepa fago sensfagoa liticos. Como consecuencia de ello
sobrevivira so6lo una pequefa fraccion de la poblracelular, la cual resultara resistente a
dicho fago. En general, esta resistencia derivargeinterferencia en la adsorcion, debida
posiblemente a una mutacién espontanea en los geresodifican para la formacién de los
receptores fagicos ubicados en la superficie dedadas sensibles (Moineau y Lévesque,
2005).

El potencial de los mecanismos de fagorresistgmeisentes en los mutantes debe ser
sometido a una cuidadosa evaluacion, ya que ncs ttmo mecanismos seran capaces de
frenar los ataques fagicos a escala industrial. dénkas herramientas para evaluar el nivel de
fagorresistencia es la determinacion de la efitéede plaqueo (EOP = cociente entre el titulo
fagico obtenido sobre el mutante fagorresistentd titulo fagico obtenido sobre la cepa
madre fago sensible). Los mutantes con elevadarkgistencia evidenciaran valores de EOP
comprendidos entre POy 10’ mientras que una fagorresistenica moderada comédspa a
valores entre 10y 10* Los sistemas con fagorresistencia débil se @taci con valores de
EOP entre 18y 10*. Sélo los mutantes que presentan moderada y el€egorresistencia
se pueden utilizar a nivel industrial debido a tpgemutantes con fagorresistencia débil no
serian seguros para frenar las infecciones fagi@ma. manera de evaluar la fagorresistencia
es a través de la actividad de los mutantes e lédia cepa con resistencia fagica mejorada
podra desarrollar en leche y otorgar una adecuada cle acidificacion aun en presencia de
una concentracién inicial de fagos de® 10FP/ml. Se debe considerar, ademas, que los
mecanismos de fagorresistencia pueden estar icfleys por la temperatura, y algunos de
ellos son menos efectivos a altas temperaturas{€)3Es por esto que el tipo de proceso

fermentativo que se lleve a cabo también debeesedd en cuenta cuando se estudia la
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eficacia global de un determinado mecanismo derfagigtencia (Moineau y Lévesque,
2005).

Esta estrategia es simple y no posee restricci@g@mentarias para su uso industrial
debido a que las variantes aisladas son derivagmntneos de las cepas fago sensibles y no
estan involucradas herramientas genéticas en sanabh (Reinheimer, 2005). Sin embargo,
existen ciertas desventajas como una elevada m@vedel fenotipo fagorresistencia,
resistencia limitada a fagos relacionados, reducd® la velocidad de crecimiento, menor
capacidad acidificante y/o proteolitica (Sturin&Klgenhammer, 2004; Moineau y Lévesque,
2005). De manera adicional, en algunos casos, ldantes pueden ser atacados por fagos
diferentes a los utilizados durante su aislamiemtincluso estos fagos pueden ser mas
infectivos (Lyne, 2011). Aun asi, esta metodologgulto util para el aislamiento de variantes
de diversas especies de BAL, cuyas aptitudes tégicals fueron excelentes y, en algunos
casos, se utilizaron exitosamente en condiciondsisinales (Quiberoni y col., 1998a;
Reinheimer, 2005).

2.7.2. Transconjugantes

Una gran variedad de mecanismos de defensa natwaléas bacterias frente a los
atagues fagicos, se encuentran codificados en pldsntonjugativos, o sea capaces de
mediar su propia transferencia (Reinheimer, 200&)conjugacion puede ser utilizada para
transferir genes que codifiguen mecanismos de fagigtencia a cepas con buenas
caracteristicas tecnolégicas (Moineau y LévesqQ852Rodriguez Gonzalez y col., 2010).
Ademas, esta herramienta puede utilizarse para inammecanismos complementarios de
defensa fagica en una unica cepa (Reinheimer, 2005)

Estos mecanismos naturales de fagorresistenciastiin efectivos contra varios
grupos de fagos (Moineau y Lévesque, 2005). Encpéat, ha sido aplicado con éxito en
sistemas delactococcusdebido a la gran disponibilidad de mecanismos abdsrrde
fagorresistencia codificados en plasmidos en esgtacte bacteriana. Paga thermophilusla
situacion es diferente debido a que pocas cepasenen plasmidos que codifican para
mecanismos de fagorresistencia (Briissow y Kut@i5p

Sin embargo, esta metodologia presenta algunosniea@entes debido a que ciertas
cepas son refractarias a la adquisicion de ADN nfewd Ademas, puede existir
incompatibilidad de plasmidos con lo que la intro@dan de nuevos plasmidos puede generar
pérdida de otros ya existentes, que codifiquen pampiedades fundamentales como

actividad acidificante y proteolitica. Por otro ¢adse debe controlar la estabilidad de los
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nuevos plasmidos, ya que es posible que se piesdanel uso continuado de la cepa
(Reinheimer, 2005).

2.7.3. Cepas modificadas genéticamente

Se ha desarrollado una extensa variedad de meanienfagorresistencia mediante
el uso de ingenieria genética, cuyo objetivo ha d& proteccion tanto contra fagos ya
existentes como emergentes (Sturino y Klaenham2®®4; Reinheimer, 2005; Quiberoni y
col., 2011). Entre ellos, se pueden mencioRar. (Phage-encoded resistancestrategia
“ARN antisentido” (antisense RNA)y Sistema “suicida”.

Estas técnicas son altamente efectivas, aunquegpatener un espectro de resistencia
mucho mas acotado que los sistemas de defensaleat(ivloineau, 1999; Josephsen y Neve,
2004; Sturino y Klaenhammer, 2004).

Si bien estos sistemas de defensa han sido prolesdek laboratorio, es muy poco
probable que puedan ser utilizadas para aplicagiordustriales debido a las restricciones

reglamentarias ligadas a ellos (Moineau, 1999b€nini y col., 2011).

2.7.4. Cepas insensibles a fagos: cepas salvajes

Existen ciertas cepas que resisten los constanéegies de todo tipo de fagos,
manteniendo la resistencia por periodos de tiemglomgados. Esta resistencia puede ser una
caracteristica innata de la cepa, la cual puedeepate manera natural los mecanismos de
defensa necesarios para comportarse resistente fielos ataques fagicos. Si estas cepas,
ademas de exhibir una fago resistencia prolongpdssentan caracteristicas tecnoldgicas
adecuadas, serian candidatos ideales para seaddt a nivel industrial en los procesos

fermentativos (Guglielmotti, 2003).

149



MATERIALES Y METODO




Materiales y Métodos

MATERIALES Y METODOS

En los experimentos que se describen a continuaaartilizo la cepdab. plantarum
ATCC 8014 como cepa hospedadora y los bacteriof@jgosB2, FAGK1 y FAGK2. La
metodologia basica aplicada en todos los estuditssdescripta en el punto 3 del capitulo 1.

Ademas, para los ensayos de inactivacion fototiatalise utilizaron cepas y fagos

pertenecientes a diferentes especies bacteriaoasnismos se detallan a continuacion.

1. Cepas

En este capitulo se utilizaron dos cepa$tdhermophilusuna cepa perteneciente a
la especid.. lactis, dos del.b. helveticusguatro cepas deb. delbrueckii una deLb. caseiy
una delb. paracasei Las cepas, asi también como su origen y temparaiptima de

desarrollo, se detallan en la Tabla 14.

Tabla 14. Cepas de diversas especies de bacterias lactilizedas en los
ensayos de inactivacion fotocatalitica.

Temperatura Optima de

Microorganismo Cepa desarrollo
Lactococcus lactis Cl2 30°C
ST13.2
Streptococcus thermophilus 43°C
JB-15
ATCC 15807
Lactobacillus helveticus 43°C
CNRZ 892
\Y
Ibs
Lactobacillus delbrueckii 43°C
342
204
Lactobacillus casei ATCC 27139 37°C
Lactobacillus paracasei A 37°C
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1.1. Conservacion y reactivacion de las cepas

Las cepas bacterianas fueron conservadas por comgeto a -20°C y -80°C
utilizando caldo Elliker (lactococos y estreptoc®)coo caldo MRS (lactobacilos)
suplementados con glicerol (15% v/v), como criogetdr. Para ello, las cepas fueron
desarrolladas previamente durante 16-18 hs en eliomge cultivo adecuado y a su
temperatura Optima de desarrollo. Estos cultivesdin adicionados al 20% a la solucién
crioprotectora, repartidos en alicuotas de 1 ndraviales estériles, y luego congelados a -20
y a -80°C.

Para su reactivacion, las cepas congeladas fuaomuladas al 2% en el medio de
cultivo adecuado e incubadas a su correspondientperatura de desarrollo durante 16-18
hs. Para su posterior uso en los diferentes enskagosepas fueron reinoculadas en el mismo

medio de cultivo e incubadas a la temperatura spordiente durante 16-18 hs.

2. Bacteriofagos
Los fagos utilizados en los ensayos de inactivatidocalitica junto con sus cepas

hospedadoras se detallan a continuacion en la Tabla

3. Metodologia general empleada para el estudio de fag de bacterias lacticas

3.1. Conservacion de los fagos

Los fagos fueron conservados en heladera (4°C) aomsiock filtrado de alto titulo.
También se dispuso de una reserva almacenada@ y20280°C de las suspensiones fagicas
(en caldo MRS o Elliker segun corresponda) adiclasale glicerol (15% v/v).

3.2. Propagacion de los fagos

Se emple6 igual metodologia que la descripta eifcaj@tulo 1), empleando el medio
de cultivo correspondiente y realizando las incidras a la temperatura 6ptima de desarrollo
de cada especie.

Las dosis infectivas (m.o.i.) utilizadas para llevaa cabo la propagacion de las
particulas fagicas fueron 0,4 pdra. helvetivus0,7 paraLb. delbrueckiimientras que para
Lb. casejLb. paracasei St. thermophiluy L. lactisla m.o.i. utilizada fue 0,5.
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Tabla 15. Fagos utilizados en los ensayos de inactivacitoté&palitica.

. . Cepa . Clasificacion .
Microorganismo Fago hospedadora Origen del fago del fago Referencia
Suero de queso . . Suarez y col.,
L actococcus CHD clz Danbo (Argentina) Siphoviridae 2008a
lactis Suero de queso . - Suérez y col.,
QF9 Cli2 Fynbo (Argentina) Siphoviridae 2008a
ALQ13.2 ST13.2 Planta quesera Siphoviridae wae;gggy col.,
Streptococcus S 5
thermophilus uero de queso i i
P oBJ JB-15 Cuartirolo Siphoviridae wae;ggby col.,
(Argentina)
15827 ATCC 15807 ATCC Myoviridae :
Lactobacillus - g3 51 cNRZ 892 CNRZ Myoviridae i
helveticus
0241 CNRZ 892 CNRz Myoviridae -
BYM \% Yogur (Argentina) Siphoviridae waezr(c))(r)lgy col.,
. . - Quiberoni y col.,
Ib Ib Yogur (Argentina) Siphoviridae
Lactobacillus : : gur (Arg ) P 2003
delbrueckii . . - Suarez y col.,
342 342 Yogur (ltalia)  Siphoviridae 2008b
Suero natural . . Suarez y col.,
204 204 (Provolone; Italia) Siphoviridae 2008b
Lactobacillus J1  ATCC 27139 ATCC Siphoviridae -
casei
Lactobacillus Producto lacteo Capray col
Aracase MLC-A A probiotico Siphoviridae gooéa "
b (Argentina)

3.3. Titulacién de fagos

La concentracion de particulas fagicas fue detexdarpor el método de la doble capa

agarizada (Svensson y Christiansson, 1991) sigaiendl metodologia que la descripta en

3.3 (capitulol) y utilizando como medio de cultMRS (lactobacilos) o M17 (lactococos y

estrepotococos).

Las suspensiones celulares de las diferentes espadiadas se prepararon como se

detalla a continuacion. Para las cepaslaedelbrueckii St. thermophiluy L. lactis se partio

de un cultivo en leche descremada reconstituidaR(LBche descremada en polvo, al 10%
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m/v), se tomé 1 ml de este cultivo y se lo transfa 5 ml de caldo MRS (lactobacilos) o
Elliker (estreptococos y lactococos). Por su paig, ml de un cultivo overnight en caldo
MRS de las cepas deb. helveticusueron afadidos a 5 ml del mismo medio de culévo
incubados a 43°C hasta una Rdghm de 0,4 aproximadamente. Con respecto a las cepas d
Lb. casely Lb. paracaseise agregaron 0,3 ml del cultivo a 5 ml de cald®Svi

En los tubos de hemdlisis conteniendo 100 ul ddillecion fagica a testear y CacCl
(50 mM), se adicionaron 100 ul de la suspensionlae(preparada de acuerdo al detalle del
parrafo anterior) para todas las especies bacésri@studiadas, con excepcionLddactis, en
cuyo caso se adicionaron 50 ul de dicha suspension.

Las cajas de Petri fueron incubadas a la temperafptima de desarrollo de la cepa a
excepcion dd.b. caseilLb. paracasely St. thermophilusuyas incubaciones se realizaron a

34°C (lactobacilos) y 37°C (estreptococos).

4. Resistencia térmica y quimica de los bacteriofagos

4.1. Cinéticas de inactivacion térmica

Se llevaron a cabo estudios de inactivacion térmcéos fagos, en cuatro medios de
suspension diferentes: caldo MRS, buffer TMG, LDRgdio comercial reconstituido EM (a
base de leche en polvo descremada, suero en jealvacto de levadura, sales bufferizantes y
aminoacidos; 6% m/v) adicionado de glucosa (1% nifegdio EM-glucosa, utilizado a nivel
industrial para la propagaciéon de bacterias pratzs}. Las temperaturas elegidas para los
ensayos correspondieron a las utilizadas normaéramnta industria para el tratamiento de la
leche cruda en distintos procesos (63°C, 72°C ¢€)9Q%s controles fueron mantenidos a
temperatura ambiente (25°C).

Las suspensiones fagicas en estudio se inoculanowgada uno de los medios
seleccionados (caldo MRS, buffer TMG, LDR, medio-§Mcosa), de tal manera de obtener
una concentracion inicial de aproximadament® UBP/ml, distribuyéndose luego en tubos
Eppendorf (alicuotas de 1 ml) los cuales fueronterados a las temperaturas preestablecidas
en bafos de agua termostatizados. A intervaloged®o predeterminados (2, 5, 15, 30 y 45
min), los tubos fueron retirados del bafio e inntadi@nte refrigerados (bafio de hielo), para
luego determinar la concentracion de particulagcééginfectivas. Estos resultados fueron
graficados en funcion del tiempo, para constridrdarvas de inactivacion térmica a cada una
de las temperaturas ensayadas, en los cuatro namlgsspension. A partir de dichas curvas
de supervivencia se determing, para cada condieldigmpo necesario para inactivar el 99%

de las particulas fagicas inicialesd)T
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4.2. Cinéticas de inactivacion quimica

Los biocidas fueron elegidos entre aquellos utliiza frecuentemente para
desinfeccion del material de laboratorio y/o eqoianto industrial: alcohol etilico (10, 50,
75 y 100% v/v), alcohol isopropilico (10, 50 y 1008%), hipoclorito de sodio (desde 200
hasta 800 ppm de cloro activo), y acido peracéf@d5% v/v). Todos los ensayos se
realizaron a temperatura ambiente (25°C), con ex@eplel acido peracético, que se ensayod a
40°C (Schroder, 1984).

Ambos alcoholes y el acido peracetico fueron ddsién agua destilada estéril hasta
la concentracién deseada, mientras que las suspessile hipoclorito de sodio se realizaron
en buffer fosfato (KHPO,, KH,POy, 0,1 M, pH= 7). El pH resultante de la soluci@atido
peracético fue 2,3 mientras que el de las solusioegtantes fue cercano a la neutralidad. Las
particulas fagicas, ensayadas a una concentrauidialide 16 UFP/m| aproximadamente,
fueron incubadas en cada uno de los biocidas &efmaperaturas fijadas. A intervalos de
tiempo preseleccionados, se tomaron alicuotas slailaciones (10Qul), titulandolas de
inmediato, para determinar la concentracion deebatagos viables. Los resultados fueron
graficados en funcion del tiempo, para constrigrdarvas de inactivacion quimica. El tiempo
necesario para inactivar el 99% de las particldggcés iniciales (d) fue determinado a
partir de dichas curvas.

5. Inactivacion fotoquimica y fotocatalitica de bacteiofagos

El objetivo de estos estudios fue la evaluacionlaleficiencia de tratamientos
fotocataliticos (usando T¥Ocomo catalizador) en la inactivacion fagica. La adetogia
empleada simula las condiciones de bioaerosoldsemiendo las particulas fagicas.

Con el objetivo de comparar la eficiencia de laodatalisis, los estudios fueron
realizados para fagos de diversas especies deribadicticas (Tabla 15). Para los cuatro
fagos delLb. plantarum(B1, B2, FAGK1 y FAGK2), ademas de los estudiosraetivacion
fotocatalitica, también se llevaron a cabo estud@mactivacion fotoquimica.

A continuacion se detallaran, en primer lugar ldadelogia empleada en los ensayos
de inactivacion fotoquimica/fotocatalitica y luegbmodelo matematico empleado para el

célculo de la eficiencia de inactivacion fotocadizdi.

5.1. Ensayos de inactivacion fotoquimica/fotocatalitica
El reactor de laboratorio utilizado en este estdid@disefiado por el grupo de trabajo

dirigido por el Dr. Orlando Alfano (Instituto de Berollo Tecnoldgico para la Industria
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Quimica - INTEC, UNL-CONICET, Santa Fe, Argentindgl mismo cuenta con dos

compartimentos separados: una fuente de emisidracamara de irradiacion. El sistema de
emision esta formado por una estructura metakcaydl aloja 7 lamparas UV de 8 W con un
maximo de emisién en 350 nm y esta provisto deamelpde control que posee un interruptor
general como asi también interruptores individuglasa cada lampara UV. Su funcion es
generar la radiacion UV necesaria para activaagllieador (TiQ). Por otro lado, la camara

de irradiacion es una caja metalica, abierta enasa superior, en la cual se ubicaron las
suspensiones fagicas a irradiar. Este compartimemtencuentra cerrado por un vidrio de
borosilicato ubicado en la cara superior de la camel cual permite mantener la esterilidad

en el interior del mismo y preservar la humedaeérivd generada (Figura 38).

Figura 38. Fotorreactor utilizado en los ensayos de inacikivaefotoquimica/fotocatalitica.

Para llevar a cabo la inactivacion fotocatalititas suspensiones fagicas fueron

depositadas en soportes (2 x 5 x 0,3 cm) con reunigmto de TiQ. Los mismos se
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obtuvieron recubriendo placas de vidrio de borogith con una suspension de nanoparticulas
de TiG, preparada por la técnica de sol-gel por el grupgidio por el Dr. Alfano (Zacarias y
col., 2010).

Sobre las suspensiones fagicas depositadas, seaamiocubremuestras. Para ello,
laminas rectangulares de bronce de 50 um de espesuthirieron a los bordes laterales de
las mismas placas de vidrio de borosilicato utilema para los soportes (Figura 39). Esto se
realizO con el objetivo de obtener una separaci@producible entre los pares
soporte/cubremuestra (aproximadamente 85 um), iéeflose asi el volumen de reaccion.
Se selecciond el borosilicato como material de geesas debido a que es un material
transparente a las radiaciones UV-A, lo cual esspahsable para que la radiacién atraviese
el cubremuestra y alcance a las particulas fagicas.

El uso de los cubremuestras tiene como objetivergeruna delgada pelicula (85 pum)
de las suspensiones fagicas, lo cual podria sinlaactivacion en gotas de un bioaerosol
dentro de un fotorreactor destinado a la desinbecdel aire, ya que cada gota del bioaerosol
gue queda retenida en las paredes del reactorrfseeespesor delgado, similar al espesor

generado entre el soporte y el cubremuestra.

Figura 39. Placas conteniendo las suspensiones fagicazadtis
en los ensayos de inactivacion fotoquimica/fotditata.

Previo al tratamiento de inactivacion, las susperes fagicas fueron diluidas en agua
destilada estéril hasta una concentracién aproxinded1® UFP/ml. Luego se colocaron 20
ul de la dilucién en el soporte recubierto conathlizador y se cubrié con un cubremuestra.
Ambas placas se sujetaron con pinzas en sus exdr@ar@a lograr un espesor uniforme
(Figura 39). Se testearon dos fagos por cada soptiizado.

Posteriormente, las placas se colocaron en elréatctor y se irradiaron durante un
maximo de 3 hs, determinandose a intervalos deptiepneestablecidos la concentracién de
fagos mediante el método de la doble capa agarizadaresultados fueron graficados en

funcion del tiempo.
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Para evitar la evaporacion de las muestras, se@aneambiente saturado de vapor de
agua en el interior de la cdmara de irradiacion fdtgdrreactor. Esto se logré colocando
pequefios recipientes con agua estéril en el pista d#&mara de irradiacion, los cuales
también sirvieron de apoyo para las placas.

La temperatura y la humedad relativa dentro dedmaca de irradiacion fueron
controladas y mantenidas a 40°C y 89,5%, respectute, durante todo el experimento.

Los estudios de inactivacion fotoquimica fuerondlos a cabo de la misma manera
que los ensayos de inactivacion fotocataliticag sple las placas de vidrio de borosilicato

usadas como placas soporte no estuvieron recubmtael catalizador (Ti£).

5.2. Medida del flujo de energia radiante neta

Para evaluar la eficiencia de inactivacion fotdéita de los bacteriofagos es
necesario determinar el flujo de radiacion netadente sobre las placas cubiertas con el
catalizador (TiQ). Para llevar a cabo estas mediciones, se utilizdadiometro (IL 1700
Research Radiometer from International Light), mtov de sensor (SEDO05 #316), filtro
(WBS320 #16789) y difusor optico (W #7698).

5.3. Determinacion de la velocidad de absorcion superii de fotones (SRPA)
La velocidad de generacion de los radicales liereda superficie de la pelicula de
TiO,, agentes oxidantes capaces de producir la inaddivale los fagos, es proporcional a la
velocidad de absorcion superficial de fotones (SRPA& SRPA puede ser obtenida
considerando:
() El flujo de radiacion neta recibido por las placasubiertas por el
catalizador.
(i) La fraccion de energia absorbida por el film dalcador.
De un balance local de energia radiante en el démTiG, (en términos de flujos
locales netos de radiacion), la SRPA puede serrdigteda para cada punto del film de

acuerdo a la siguiente férmula:

e*(X) =y ;0 ()~ (X) =0 s (x) | (@)

Donde: g, ,,(x) flujo local de energia radiante incidente
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O o (x) flujo local de energia radiante transmitida a ésade la superficie

catalitica.

(o (g() flujo local de energia radiante reflejada porupesficie de TiQ.

Considerando que el flujo de energia radiante matiente es uniforme sobre la
superficie irradiada, los valores promedios deflig®s de energia radiante neta pueden ser
utilizados para obtener la velocidad de absorciénfatones, de acuerdo a la siguiente

formula:

<efa5>A" :<qf,in>/_\" _<qf,tr>/_\" _<qf,rf >A" :<qf,in>l,_\" a.| (2

Dondea; es la fraccion de energia absorbida por el fiénTD;:

a, = <qf,in>Am _<qf,tr>/_\" _<qf,rf>Am 3)

<qf Jin >A"

Para evaluam;, se necesitan los siguientes parametros opticos:

(i) Transmitancia espectral difusaglTy Reflectancia espectral difusag{Rle las
placas de borosilicato sin recubrimiento

(i) Transmitancia espectral difusa;f)Ty Reflectancia espectral difusasfRde la
placa de borosilicato con el film de TiO

Los valores de R y T fueron obtenidos utilizandaeapectroradiometro (Optronic OL
serie 750) acoplado a un accesorio de esfera adega (OL 740-70), trabajando en un rango
de longitud de onda de entre 310 y 390 nm.

6. Aislamiento de mutantes espontaneos fagorresistestea partir de cepas de
Lactobacillus plantarum

Con el objetivo de aislar mutantes espontaneosteeses a fagos a partir de cepas
fago sensibles, se utilizaron las cephs plantarumATCC 8014 yLb. plantarumPLN y los
dos fagos de coleccion, B1 y B2. Pata plantarumATCC 8014, el aislamiento de los
mutantes fagorresistentes se llevo a cabo utilizaratla fago de manera individual o una
combinacion de ambos (cOctel de fagos). Para la Bé&pl solo se ensayo el fago B2.
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6.1. Metodologias utilizadas en el aislamiento de los rantes fagorresistentes
6.1.1. Medio agarizado (MA)

Esta metodologia fue utilizada solamente para laengidn de variantes
fagorresistentes a partir de la cepa sensiblglantarumATCC 8014.

Volumenes de 0,3 ml de la suspension celular depa sensible (50 ul de un cultivo
desarrollado por 16-18 hs en 5 ml de caldo MRScéredueron adicionados de los fagos
especificos, a diferentes dosis infectivas (m=05,0x10°- 5,0x10°) y de 3 ml de MRS soft
agar. Cuando se utilizaron cocteles de fagos pdraisgtamiento de las variantes
fagorresistentes, los fagos fueron agregados emesies tal que la m.o.i. esté comprendida
entre los valores anteriormente descriptos (m=.5,0x10° - 5,0x10°). Estas mezclas,
suavemente homogeneizadas, se volcaron sobredeafetri conteniendo agar MRS-Ca-Gili.
Luego de una incubacion en microaerofilia a 37°Gnie 16-18 hs, se examino el desarrollo
del cultivo infectado. Se seleccionaron las cagadPdtri que mostraron lisis completa del
cultivo luego de este periodo de incubacion (16h$8 descartdndose las restantes. Se
continuod la incubacion de las placas selecciong@aa permitir el desarrollo de colonias
resistentes a partir del cultivo lisado. Se aislatas colonias obtenidas, que fueron
consideradas como probables variantes fago re@st@Reinheimer y col., 1993).

Los clones aislados fueron purificados y separa@okas particulas fagicas presentes

mediante tres estriados sucesivos (agar MRS).

6.1.2. Cultivos secundarios (CS)

Un cultivo de la cepa sensible incubado por 16-48fie inoculado al 1% en caldo
MRS-Ca e infectado con una suspension fagica aet#itlo, a diversas dosis infectivas
(m.o.i. = 2 - 2,0x18). Como se describié en la técnica anterior, lg@sadel coctel fueron
agregados en volumenes tal que la m.o.i. esté @ndpla entre los valores anteriormente
descriptos (m.o.i. = 2 - 2,0x Durante la incubacién a 37°C, se monitoredvtaleion de
los cultivos infectados, comparandolos con un cbntte las cepas sin infectar. Se
seleccionaron aquellos cultivos que lisaron corapteinte en el transcurso del dia, y que
evidenciaron desarrollo posterior (cultivo secui@atuego de 24-72 hs adicionales a 37°C.
Seguidamente, esos cultivos se estriaron en ptecagar MRS, se incubaron (48 hs, 37°C) y
se aislaron clones a partir de las colonias obésn{@allegari, 1992; Carminati y col., 1993).
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7. Caracterizacién del fenotipo fagorresistencia
Para llevar a cabo estos ensayos en los mutantenmidds utilizando cocteles de

fagos, cada mutante fue testeado con cada fagseparado.

7.1. Confirmacién de la fagorresistencia

Se aplico el test de turbidez (Svensson y Chrissiam, 1991) con el objetivo de
confirmar el fenotipo fagorresistencia de los ckraslados. Para ello, cada mutante
presuntivo fue inoculado en un tubo conteniendd Bercaldo MRS-Ca y la correspondiente
dosis de fago (m.o.i. = 1, aproximadamente). Ebfatilizado en cada caso fue aquel capaz
de infectar a la cepa sensible de la cual se abtuvilos mutantes correspondientes. Los
mutantes inoculados en caldo MRS-Ca fueron incubad87°C, controlando el aumento de
la turbidez (por desarrollo del cultivo). Estostimals fueron comparados con tubos control,
los cuales se inocularon sélo con el mutante (gregado de fago). Aquellos tubos que no
presentaron lisis (disminucién de turbidez) luege ld incubacion, fueron repicados
nuevamente en tubos conteniendo 5 ml de caldo MREQ total, se realizaron tres repiques
sucesivos (en caldo MRS-Ca) de cada uno de losntegtdagorresistentes presuntivos
aislados. Aquellos capaces de resistir los tregjuep, fueron retenidos como verdaderos
mutantes resistentes a fagos (Reinheimer y cd@3)19

Los mutantes fagorresistentes confirmados fuerongelados en caldo MRS
adicionado de glicerol (15% v/v) a -20°C y -80°C.

7.2. Eficiencia en la recuperacion de mutantes fagorresientes
La eficiencia de cada metodologia fue calculadia deguiente manera:
Eficiencia = (N° de mutantes fagorresistentes coaftlos / N° de mutantes

fagorresistentes presuntivos) x 100

7.3. Estabilidad de la fagorresistencia

Una vez confirmada la fagorresistencia de los megamislados, se procedid a
estudiar si esta propiedad se mantenia bajo pré&siica, es decir, con el agregado de nuevas
dosis de fago en cada repique sucesivo realizagl@fettuaron siete repiques sucesivos de
los mutantes en caldo MRS-Ca, siendo infectadosada uno de ellos con una nueva dosis
del fago utilizado para su aislamiento (m.o.i. apmado de 1), asegurando la fuerte y
continua presion fagica. Estos repiques se incabar@®7°C, registrandose el niumero del

repique en el cual el mutante resulto lisado péagd (Carminati y col., 1993).
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7.4. Nivel de fagorresistenica (EOP, Efficiency of Plagug)

Una suspension del fago IOFP/mI, aproximadamente) en caldo MRS, fue titulada
(técnica de la doble capa agarizada) en paralél@ sm cultivo de la cepa sensible respectiva
y sobre un cultivo del mutante fagorresistentediatlo, utilizando agar MRS-Ca-Gli y MRS
soft-agar. La relacion entre el titulo fagico olidencon el mutante resistente y el logrado con

la cepa sensible se defini6 como EOP (Séchaud. y1889).

7.5. Lisogenia

7.5.1. Liberacion espontanea de particulas fagicas

Para investigar la posibilidad de resistencia celed lisogenia en las variantes
fagorresistentes aisladas, se desarroll6 un culévtos mismos en caldo MRS durante 16-18
hs (37°C), se someti6é a centrifugacion (5 min, D0§)0y se tituld el sobrenadante sobre la
cepa sensible correspondiente en agar MRS-Ca-@ldiante la técnica de la doble capa
agarizada anteriormente descripta. La eventuatadi@n espontanea de particulas fagicas

produce placas de lisis visibles (Cluzel y col870

7.5.2. Induccion de profagos con mitomicina C

Un cultivo obtenido por incubacion durante 16-18 des la cepa en estudio fue
inoculado (1%) en caldo MRS-Ca fresco e incuba@d & hasta alcanzar una Dsgdsm de
0,2 aproximadamente. Luego, diferentes concentrasiale mitomicina C (0,4, 0,6 y 0,8
png/ml) fueron adicionadas a los cultivos que sabacon a 30°C (para limitar la velocidad de
desarrollo bacteriano). A tiempos preestablecideanidio la D.Qsonmy S€ la compard con

la del cultivo control (sin agregado de mitomic@g(Mercanti y col., 2011).

7.6. Tasas de adsorcion fagica

Se determind el nivel de adsorcién de los respextifiagos sobre cada mutante
espontaneo fagorresistente y sobre la cepa selsivitgol).

Los ensayos de adsorcion fueron llevados a cabacderdo a lo descripto en 5.4
(capitulo 1). Los resultados fueron expresados c@woi@entaje de adsorcion y fueron

comparados con aquellos obtenidos utilizando la sepsible (control).
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8. Caracterizacion de los mutantes fagorresistentes

8.1. Morfologia

Se observé la morfologia de las colonias de losanmes espontaneos fagorresistentes
desarrolladas por estriado en agar MRS (37°C, A8cbmparandolas con la morfologia de
las cepas sensibles.

La morfologia celular fue determinada a traves loeovacion directa al microscopio
optico a partir de preparados en gota fresca, mworernsion, contraste de fases y aumento de
1000x.

8.2. Espectro de hospedadores de los mutantes fagorrdsistes

La resistencia de los mutantes respecto a los fdgjoss (B1 o B2) se estudio
mediante el test de turbidez. Con esa finalidatfivos en caldo MRS-Ca de los mutantes se
pusieron en contacto con dosis de los fagos Bl o032 utilizaron como control tubos
conteniendo cultivos de los mutantes sin agregaeldado. Se realizaron tres repiques

sucesivos (en caldo MRS-Ca) de cada mutante fagisteate con los fagos testeados.

8.3. Estudios genéticos

8.3.1. Extraccion del ADN total bacteriano

Un cultivo de las células desarrollado durante 884 en 5 ml de caldo MRS fue
centrifugado a 6009 durante 15 min. El pellet obtenido fue resuspemgithvado dos veces
con 1 ml de buffer de lisis (6,7% sacarosa, 50 mid, T mM EDTA, pH 8,0) con el objetivo
de eliminar los restos de medio de cultivo acide gudieren inhibir la lisozima que se
agregara posteriormente. El pellet finalmente emuspendido en 0,5 ml de buffer de lisis
adicionado de 30 mg/ml de lisozima y 10 U de muiaima e incubado en hielo durante 1 h.
Posteriormente se adicionaron 62,5 ul de SDS 1@¥otginasa K a una concentracion final
de 1mg/ml y se realizé una incubacion durante 30 an65°C. Luego, se agregd RNAsa (50
png/ml) incubandose durante 30 min a 65°C. Finalm&rgron agregados 10% v/v de Acetato
de sodio (AcNa) 3M y se realizaron 3 extracciorms t volumen de fenol-cloroformo (1:1),
centrifugando durante 10 min entre cada extracpam recuperar el sobrenadante. El ADN
se precipité con 2,5 ml de etanol absoluto (-207&¢ centrifugé (13009, 10 min, 4°C). El
precipitado se lavé 3 veces con etanol 70% (v/mjrdfagando a 1200 durante 5 min a 4°C
entre cada lavado. Finalmente el ADN se seco, sespendid en 50 pl de buffer TE (Tris-
HCI 10 mM, EDTA 1 mM, pH 8,0) y se conservé a -2({Bhetti y col., 2008).
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El ADN fue cuantificado por electroforesis en geliesagarosa (0,8% m/v) en buffer
TBE 1X (89 mM Tris-borato, 89 mM &acido bdrico, 2 mBDTA, pH 8,0), en presencia del
colorante GelRed (Biotium, Inc., Hayward, CA) y posterior visualdan en

transiluminador (UV).

8.3.2. RAPD-PCR (Randomly Amplified Polymorphic DNA - Polymerase Chain
Reaction)

El grado de similitud (homologia genética) entre lgacenadre, sensible a fagos, y los
derivados fagorresistentes, se determindé medidrteddisis de sus perfiles RAPD. Para ello,
se partié del ADN total bacteriano extraido y siéizaron los oligonucle6tidos iniciadores
(primers):

M13 (5’- GAGGGTGGCGGTTCT -3’; Huey y Hall, 1989; Stedd col., 1994)
1254(5’- CCGCAGCCAA -3’; Akopyanz y col., 1992)

BO6 (5- TGCTCTGCCC -3’; Binetti y col., 2007b)

B10(5'- CTGCTGGGAC -3’; Binetti y col., 2007b)

El ensayo de PCR se realizé en un volumen tot&lodel, conteniendo 5 ul de buffer
de PCR 10X (200 mM Tris-HCI de pH 8,4, 500 mM K@hvitrogen, Brasil), 1,51 de
MgCl, 50 mM (Invitrogen, Brasil), 200 uM de cada dNTES P de DNATaq polimerasa
(Invitrogen, Brasil), el correspondiente primer,sga M13 (2,M), 1254 (0,8uM), B06 (0,5
uM) o B10 (0,5uM) y 1,0 ul de ADN bacteriano previamente diluido1Q00). Los programas
de amplificacion utilizados dependieron del priraepleado:

»  Primer M13: ciclo inicial de 3 min a 94°C seguido de 40 csctie 1 min a 94°C
(desnaturalizacion), 45°C durante 20 seg (hibrim@dcy 72°C durante 2 min (extension).

»  Primer 1254: 4 ciclos iniciales de 5 min a 94°C, 5 min a 36°6 min a 72°C
seguidos de 30 ciclos de 1 min a 94°C (desnataabrn), 1 min a 36°C (hibridacion) y 2
min a 72°C (extension).

»  Primers B06 y B10:ciclo inicial de 5 min a 94°C seguido de 40 cidiesl min
a 94°C (desnaturalizacion), 2 min a 36°C (hibridakly 2 min a 72°C (extension).

Todos los programas finalizaron con un ciclo aC78turante 7 min (primers M13 y
1254) o 10 min (primers B06 y B10) (elongacion findos productos de amplificacion
fueron separados mediante electroforesis en gelemgdrosa (1,3% m/v) en presencia del
colorante GelRed' (Biotium, Inc., Hayward, CA). Como marcador de qesolecular de
ADN se utiliz6 1 kb Plus DNA Ladder (GE Healthcdride Sciences, Bucks, UK). Los

perfiles de amplificacién fueron fotografiados enttansiluminador UV mediante un sistema
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digital (Kodak Electrophoresis Documentation andisis System 290; EDAS 290, Celbio,
Milan, Italia) provisto con el gabinete de captdeaimagenes (EDAS 290),guardadas como

archivos TIFF. Posteriormente, las imagenes fuemmalizadas utilizando el software para

analisis de perfiles de BioNumer{(’\:As(Versién 6,0; Applied Maths BVBA, Saint-Martens-
Latem, Bélgica). El célculo de similitudes de losrfiles se baso en el coeficientede
Pearson, y las cepas fueron agrupadas usando ellanéPGMA (Unweighted Pair Group
Method with Arithmetic Averages) (Vauterin y Vauter1992).

8.4. Caracterizacion tecnolégica

8.4.1. Seleccion de un medio de cultivo para desarrollo déos mutantes
fagorresistentes

En primer lugar, fue evaluada la capacidad de lotantes asi como también de la
cepa sensible de desarrollar en leche. Para allodpas fueron inoculadas (3%) en LDR e
incubadas a 37°C, midiendo el pH a las 24 hs.

Para las cepas que desarrollaron en estas corglicisa intentd realizar una cinética
de acidificacion, partiendo de un cultivo en caMBS de 16-18 hs, realizando dos repiques
consecutivos en LDR adicionado de hidrolizado dseitea (0,25% m/v) (LDR-HC) y
posteriormente un repique en LDR. Como no fue pesibtener un desarrollo adecuado de

los mutantes en estas condiciones, se utilizé dlov@mercial reconstituido EM-glucosa.

8.4.2. Desarrollo de los mutantes fagorresistentes en medi de base lactea

A partir de un cultivo en caldo MRS incubado a 3di€ante 16-18 hs de cada uno de
los mutantes y de la cepa sensible, se inocula2éf) (100 ml del medio EM-glucosa,
repartiendo alicuotas de 10 ml en tubos de ensagotubos asi repartidos fueron incubados
a 37°C en bafo termostatizado. A intervalos depeepreestablecidos (entre 0 y 24 hs), se
retiraron los tubos y se determinaron los valoepld, graficando su evolucién en funcién
del tiempo.

A las 24 hs de incubacion se determino, ademéaagitiez desarrollada, a través de
titulacion con una solucion de NaOH 0,1 N hastaratar un pH de 8,4. Los resultados se

expresaron en grados Dornic (°D), calculado deglaiente manera:

Acidez (°D) = [ MyaonX fyaon X 1001/ V,,

uestra|
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Donde: WaOH: volumen (en ml) de NaOH 0,1 N consumido en laditidn
fuaon factor de normalizacion del NaOH.

\% - volumen (en ml) de muestra titulada (cultivo enR)D

muestra

8.4.3. Empleo de mutantes fagorresistentes en minielaborgn de leche
fermentada

Considerando el comportamiento obtenido durantealacterizacion del fenotipo
fagorresistencia y la capacidad de desarrollat emedio EM-glucosa, se seleccion6 una cepa
mutante fagorresistente (MC4) para llevar a callosesstudios. Ademas, se incluyé en la
experiencia, la cepa fago sensibke plantarumATCC 8014.

Alicuotas del medio de cultivo EM-glucosa fuerorodaladas (2%) con la cepa
sensible y con la variante MC4. Ambos cultivos @uedivididos en dos alicuotas, infectando
una de ellas con los dos fagos Bl y B2 simultanatan@oncentracion final de la mezcla
fagica: 16 UFP/ml) mientras que la otra se utiliz6 como cainfeultivo sin infectar). Todos
los cultivos (sensible y resistente, infectado yimfectado) fueron repartidos en tubos de
ensayo e incubados a 37°C en bafio termostatizaoitevalos preestablecidos se determiné
pH, recuento en superficie de células viables erSMigarizado y recuento fagico por el
método de la doble capa agarizada (Svensson yti@hsson, 1991). La elaboracion se
continué hasta que los cultivos sin infectar aleaoz valores de pH cercanos a 4,4.
Alcanzado este punto, las muestras se retirarobafi termostatizado y fueron almacenadas
en bodega refrigerada a 13 £ 1°C.

Con los datos obtenidos se graficaron las curvasirdgica de acidificacion (pH vs
tiempo) y evolucion de los recuentos celulares (lWiHG/s tiempo) y fagicos (UFP/ml vs

tiempo).

Viabilidad celular y fagica durante el almacenamitmrefrigerado
Simulando las condiciones del producto en gondmagalizo el seguimiento, por un
periodo de 21 dias (a intervalos de 7 dias), detandose pH, recuento celular y de

particulas fagicas infectivas en las muestras.
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1. Resistencia térmica y quimica de los bacteriofagos

1.1. Cinéticas de inactivacion térmica

Cuando se estudio la resistencia térmica, los @ul@gos en general, mostraron
similar comportamiento frente a los tratamientd@3aC y 72°C en los diferentes medios de
suspension (MRS, buffer TMG, leche y medio EM-ghao

Con respecto al tratamiento a 63°C, una fuertstestia fue exhibida ¢§> 45 min)
(Tabla 16), observandose reducciones en los rexsidagicos de entre 0,3 y 1,2 6rdenes
logaritmicos, dependiendo del fago y del mediou$pension estudiado (Figura 40).

Cuando las suspensiones fagicas fueron calentad2%¥a se observaron importantes
reducciones en el niumero de particulas fagicadedapérdidas de entre 4 y 5,5 6rdenes
logaritmicos). Sin embargo, este tratamiento no guéiciente para lograr la completa
inactivacion de los fagos dentro de los 45 min @e¢amiento. En estas condiciones se
obtuvieron valores deg§ comprendidos entre 5,6 y 11,7 min, dependienddfatg y del
medio de suspensién utilizados.

En general, el medio de suspensiéon no afecto Isteasia térmica de los fagos. Sin
embargo, el fago FAGK2 mostro diferencias en supmtamiento a 72°C en los cuatro
medios ensayados (Figura 40). Teniendo en cuestaalores de &b, en MRS y TMG, una
menor resistencia térmica fue observada para tlodofagos con excepciéon del fago B1, el
cual evidencié mayor resistencia en MRS.

Un tratamiento a 90°C por 5 min fue suficiente gagaar recuentos menores a 10
UFP/ml en todos los medios de suspension y parauaso fagos estudiados (datos no

mostrados).

Tabla 1€. Resistencia térmica ¢J) de los fagos B1, B2, FAGK1 y FAGK2 en diferemesdios de
suspension. Los valores son la media de tres diei@cinnes + SD.

MRS LDR EM-glucosa T™MG
Fago
63°C 72°C 63°C 72°C 63°C 72°C 63°C 72°C
Bl >45 10,0+0,6  >45 7,2+0,3 >45 8,6+0,6 >45 5,8+0,2
B2 >45 6,0+0,4 >45 11,6+0,5 >45 10,5%0,3 >45 6,5+0,3
FAGK1 >45 7,5+0,4 >45 11,7+0,6 >45 11,7+0,5 >45 6,9+0,4
FAGK2 >45 5,6%0,3 >45 9,7+0,3 >45 8,2+0.4 >45 6,6+0,4

Tgeo: Tiempo (min) para lograr la inactivacion del 98% particulas fagicas.
MRS: Man Rogosa Sharp; LDR: leche descremada rétigda; buffer TMG: buffer Tris-Magnesio-Gelatina.
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Figura 40. Cinéticas de inactivacion térmica de los fagodA8)l B2 B), FAGK1 (C) y FAGK2

(D) a63°C () y72°C (-----) en MRS); LDR (m), EM-glucosa &) y TMG (). Los valores son
la media de tres determinaciones + SD.

1.2. Cinéticas de inactivacion quimica

El &cido peracetico en una concentracion de 0,1l biocida mas efectivo ya que
causo la mas rapida inactivacién fagica. Ninguntoddagos fue detectado luego de 5 min de
tratamiento, obteniéndose valores dg hferiores a 5 min (datos no mostrados). Con
respecto al tratamiento con alcoholes (etanol pragmmnol), se observd un comportamiento
similar para los cuatro fagos estudiados. Entreadoths concentraciones de alcohol
ensayadas, el etanol al 100% produjo la mayor iwedn fagica (Figura 41) aunque no fue
posible lograr la completa inactivacién de los fagadin después de 45 min de tratamiento
(pérdidas de 3 a 4 6rdenes logaritmicos). Los galde Ty obtenidos en estas condiciones
estuvieron comprendidos entre 3,7 y 7,4 min (Tabla. El etanol ensayado en una
concentracion de 10%, no tuvo efecto en la viaddithgica ($9> 45 min). Sin embargo, una
concentraciéon de 50% de dicho alcohol fue mas igecjue 75%. Los valores deygl
obtenidos en estas condiciones estuvieron commtendintre 8,3 y 14,8 min y entre 29,0 y
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44,6 min (con excepcion del fago FAGK2 para el @lalalor de o fue mayor a 45 min)
respectivamente.

Todos los fagos fueron escasamente afectados psomiopanol. Para todas las
concentraciones ensayadas se obtuvieron valore3qoglenayores a 45 min (datos no

mostrados).

Cuando el hipoclorito de sodio fue ensayado a emaentracion de 200 ppm, fueron

obtenidas pérdidas de viabilidad de 2 érdenes ilimgiaos y valores deg§ mayores a 45 min.

Por otro lado, 400 ppm de este biocida produjerérdigas de viabilidad de 3 érdenes
logaritmicos para los fagos B2, FAGK1 y FAGK2, ntias que para el fago B1 la misma fue
de 4 6rdenes logaritmicos (Figura 41). Los valde3yg estuvieron comprendidos entre 2,5y
4,3 min (Tabla 17). Finalmente, 800 ppm de hipatode sodio produjeron recuentos

fagicos menores a 10 UFP/ml dentro de los 15 mia phfago B2 y dentro de los 30 min de

tratamiento para los fagos B1, FAGK1 y FAGK2.

Tabla 17. Resistencia (&) de los fagos B1l, B2, FAGK1 y FAGK2 a etanol eduiprito de
sodio. Los valores son la media de tres deternonasi+ SD.

Etanol (% v/v)

Hipoclorito de sodio (ppm)

Fago
10 50 75 100 200 400 800
B1 >45 8,3+0,2 29,0+0,5  3,7+0,2 >45 2,5+0,2  1,840,1
B2 >45 14,8+0,2 44,6+£0,4 7,4+0,3 >45 4,3+0,2 1,8+0,1
FAGK1 >45 11,4+0,5 41,6+0,9 5,0+0,3 >45 2,6+0,3 1,9+0,1
FAGK2 >45 14,7+0,7 >45 7,3+£0,2 >45 4,2+0,5 1,6x0,2

Teo: Tiempo (min) para lograr la inactivacion del 98#particulas fagicas.
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Figura 41. Cinéticas de inactivacion quimica de los fagos(BLy B2 (m), FAGKL (m) ¥
FAGK?2 (m) frente a diferentes concentraciones de etan@b(®) 50%, m; 75%, A; 100%, )

(A y B) y de hipoclorito de sodio (200 ppen400 ppm.a; 800 ppm, A) (C y D). Los valores
son la media de tres determinaciones + SD.

2. Inactivacion fotoquimica y fotocatalitica
2.1. Inactivacion fotoquimica de fagos dé.actobacillus plantarum
En la Figura 42 se muestran los resultados dealgivacion fotoquimica de fagos de
Lb. plantarum Si bien durante los ensayos no se logro la wacithn completa de las
particulas fagicas, se observaron pérdidas delidathicomprendidas entre 2,3 (fagos B2,

FAGK1 y FAGK2) y 3,2 (fago B1) 6rdenes logaritmicos
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Log UFP/mI

Figura 42 Cinéticas de
inactivacion fotoquimica de los

3.2 ‘ ‘ ‘ ‘ ; ; fagos Bl ¢), B2 (m), FAGK1 (A)
0O 3 60 90 120 150 180 210 y FAGK2 () de Lb. plantarum.
Tiempo (min) Los valores son la media de tres

determinaciones + SD.

2.2. Ensayos de inactivacion fotocatalitica de fagos decterias lacticas

Los fagos BYM §t. thermophilus B1 y B2 (b. plantarum fueron los mas sensibles
a la fotocatalisis ya que se obtuvieron recuentodaiectables (< 10 UFP/mI) a los 45 (fago
BYM) y 60 min (fagos B1 y B2) de tratamiento. Usngportamiento similar fue evidenciado
para los fagos J-1Lb. casel y QF9 (. lactis), para los cuales se obtuvieron recuentos no
detectables luego de 120 min de tratamiento. Coatnante, los fagos mas resistentes fueron
15807-B1 [b. helveticus e Ib; (Lb. delbrueckii ya que a los 180 min s6lo se obtuvieron
reducciones de aproximadamente 1,2 érdenes logewiren los titulos fagicos. De manera
similar, el fago MLC-A [b. case) evidencio resistencia al tratamiento ya que smismas
condiciones, se observo una caida de los recudet@s4 ordenes logaritmicos (Figuras 43 y
44).

Los resultados experimentales muestran una depeiadareal entre el logaritmo de
la concentracion de particulas fagicas (Log UFPynel) tiempo de tratamiento, para los fagos
de Lb. plantarum(B1, B2, FAGK1 y FAGK2),Lb. helveticugf ATCC 15807-B1, 832-Bl1 y
0241),Lb. delbrueckii(204 y 342) Lb. casei(J-1),Lb. paracase(MLC-A), St. thermophilus
(OBJ) yL. lactis (CHD y QF9). Para ellos, la velocidad inicial idactivacion fagica puede
ser obtenida a través de la pendiente del grafagp WFP/ml en funcion del tiempo (Figuras
43 y 44). Debido a que los fagos BYMb( delbruecki, Ibs (Lb. delbruecki y ALQ 13.2
(St. thermophilusno evidenciaron una dependencia lineal, fuerariuéos de los estudios

gue siguen a continuacion.
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Log UFP/mI

7,21

4 ‘ FAGK2 _

0 30 60 90 120 150 180 210

Tiempo (min)

(m), Lb. paracasei(e) y Lb. casei

B
Figura 43. Cinéticas de inactivacion _ D § \!\.
fotocatalitica de fagos deLb. £ 4 1 S ‘ :
plantarum (¢) (A), Lb. helveticus & _ "1 ~ m 15807-B1
e ! A B m832-B1
(A) (B). Los valores son lamediade = '~ m0241
tres determinaciones+SD. gl > . MLC-A

AJ-1

0 30 60 90 120 150 180 210

Tiempo (min)

Log UFP/mI

8

,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,, A
,,,,,,, S~
T 53 -

s
¢BYM ~—~ """ 77
b3 &
€204
342 -

90 120 150 180 210

Tiempo (min)

Figura 44 Cinéticas de
inactivacion fotocatalitica de fagos
de Lb. delbrueckii (¢) (A), St.
thermophilus(m) y L. lactis (A)
(B). Los valores son la media de 16+ ACHD  ~—--------=---—------—]
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En la Tabla 18 se muestran los resultados obtemds cada fago: la concentracion

inicial de particulas fégic{al‘s‘FU\t:O(PFU/mL)J, la velocidad volumétrica inicial de

: o dPFU
inactivacion v

(PFU /mLs)} y el coeficiente de correlacion de la regresidedi
t=0

(r).

Tabla 1&. Velocidades volumétricas iniciales de inactivadidtocatalitica para fagos de bacterias

lacticas.
Fago UFP_ (UFP/mL) - dUFP (UFP/mLs) ()
t=0

B1 1,6x10 9,21x1d 0,9970
B2 1,6x10 1,84x10 0,9698
FAGK1 2,0x10 4,55x10 0,9901
FAGK2 1,0x10 1,49x1d 0,9930
15807-B1 3,5x10 0,918x16 0,9342
832-B1 4,5x10 5,033x16 0,9549
0241 2,5x16 3,521x16 0,9874
204 2,1x16 1,113x16 0,9512
342 1,7x16 0,742x18 0,9409
MLC-A 6,3x10° 3,073x16 0,9627
J-1 4,5x16 9,855x18 0,9621
OBJ 1,5x16 1,570x16 0,9968
CHD 5,5x10 4,923x16 0,9877
QF9 9,5x16 1,433x16 0,9969

2.3. Medida del flujo de energia radiante neta

Para medir el flujo de energia radiante neta, as@edel radiometro se coloco
orientado hacia el sistema emisor, en 12 posicialiiesentes, dentro del area donde se
colocaron las placas cubiertas con el catalizagigu(a 45).

La respuesta de irradiacion en el pico (PIR) deéioraetro a una longitud de onda de
350 nm fue de 9,29x10A cn” W™,
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El valor medio del flujo de energia radiante neftidente fue<q”n>A =1,78x10° W

cm? con una variacién estandar de 4%. Si realizamasnaersién de “watts” a fotones por

segundo, a una longitud de onda de 350 nm, el whlemido es<q”n>p1 = 3,136x106° foton

stcm?

Figura 45. Medicién del flujo de
energia radiante incidente en diferentes
posiciones de la cAmara de irradiacion
(Grin x 100 W cmi?): (1) 1,70, (2) 1,77,
(3) 1,67, (4) 1,85, (5) 1,86, (6) 1,84, (7)
1,82, (8) 1,86, (9) 1,81, (10) 1,68, (11)
1,81, (12) 1,70.

2.4. Determinacion de la velocidad de absorcion superie de fotones (SRPA)
En la Figura 46 se muestran los valores de traasgid y reflectancia obtenidos para

las placas de borosilicato recubiertas o no caatllizador (TiQ).

1
—.Oo-oooooo
08 oBet FrE Ll
.0 ,.-I‘.'..
.0 ,.'-'.
06- O .-l

T,R (dimensionless)

Figura 4€. Valores experimentales
de transmitanciam) y reflectancia

(e) de placas de borosilicato
cubiertas ¥, @) 0o no (d, o) con el Longitud de onda (nm)
film de TiO..
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Para evaluar la fraccion de energia absorbida Ipfiimredel catalizador, se pueden
utilizar el método de radiacion neta o de trazadoralyos, originalmente derivado para
multiples capas paralelas (Siegel y Howell, 20@?). esta técnica se tienen en cuenta los
valores de multiple reflexion, absorcion y transarnide la radiacion en las capas.

Las expresiones matematicas para calcular la fraa# energia incidente transmitida

(Ty), reflejada R) y absorbidad;), se muestran a continuacion (Siegel y Howell, 2200

® 1-R/R
TZ
ng = Rf +71 RgR ng (5)
Ry
afg = 1_ng - ng (6)

Dondef, g y fg representan las propiedades 6pticas del filmjoside borosilicato y
vidrio de borosilicato con el film de TiQrespectivamente.
Considerando la distribucién de emision espectealag lamparas utilizadas en este
trabajo, las propiedades opticas se determinar@h giso de emision maximo a 350 nm.
De la Figura 46, los valores experimentales destratancia y reflectancia para una
longitud de onda de 350 nm son:
Tig.350= 0,710
Ty350= 0,871
Rig.350= 0,179
Rg.350= 0,036
Utilizando las ecuaciones 4 a 6 y los datos expartales obtenidos, los valores para
el film de TiO, pueden ser calculados a la misma longitud de oobtgniéndose los

siguientes resultados:

Tf 350 = 0810 Rf 350 = 0155 a; 350 = O, 0352

2.5. Evaluacioén de la eficiencia de inactivacion fotocatitica
Se pueden definir dos eficiencias de inactivacaiodatalitica:

0] eficiencia de inactivacion fotocatalitica apareitgy)
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(i) eficiencia de inactivacion fotocatalitica absorhiga,d
La eficiencia de inactivacion fotocatalitica apaegy.p,) es definida como la relacion

entre la velocidad de inactivacion fotocatalitioeial y la velocidad de energia radiante que

recibe la placa de borosilicato recubierta coralzador:
S

(_ dUFPj
dt ), @)

<qf ,in>/_\" Arr

,7app =

La velocidad de inactivacion fotocatalitica inicjalede ser calculada de la pendiente
de las curvas de inactivacion mostradas en lagr&sg43 y 44 y en la Tabla 18 (tercera
columna) multiplicadas por el volumen de la muestiam, = 0,020 cni). Por otro lado, la
velocidad de energia radiante es obtenida multiptio el valor medio del flujo de energia
neto, evaluado anteriormente, por el area irradieda muestrad;, = 0,785 cm).

En un proceso de inactivacion fotocatalitica esartgmte evaluar no soélo la velocidad
de energia de irradiacion que llega a la placa ®imbién la velocidad de energia radiante
absorbida por el film de catalizador. De esta nmearsr obtiene una representacion mas
cercana al fendbmeno de inactivacion fotocatalitieaeficiencia de inactivacion fotocatalitica
absorbida f.,9 puede ser definida como la relacion entre la cidbd de inactivacion

fotocatalitica inicial y la energia radiante absiab

(_dUFPj
dt

,7abs = <

t=0
(8)
qf'in>'°m Arr af

El denominador en la ecuacién 8 puede ser obtatetfiujo de energia radiante neta
que llega a las placas con catalizador, el aradiada de la muestra y la fraccién de energia
absorbida por el film de catalizador.

En la Tabla 19 se resumen los resultados obtemids cada fago: velocidad inicial

L { dUFP
de inactivacion| -

V, (UFP/S)}, eficiencia de inactivacién fotocatalitica apaeent
t=0

[qup(UFP/s.V\) Yy Napp (UFP/fotdn)] y eficiencia de inactivacion fotocatalicia adsida [17aps

(UFP/fotén)]. Es interesante notar que la eficiencia de imaciton fotocatalitica del proceso,
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considerando todos los fagos estudiados, difierenés de dos ordenes de magnitud. Por

ejemplo, la mayor eficiencia de inactivacion fuesetvada para los cuatro fagos lde
plantarum (77.s = 1,050 x10* UFP/foton - 3,437 x1¢ UFP/foton) y para el fago J-LK.

case) (Nas= 2,273x10 UFP/foton). Contrariamente, la menor eficiencia ébbservada para
los fagos 342 y 204Lp. delbruecki (7as = 0,171 x10? UFP/foton y 0,257 x1&
UFP/foton) asi como también para el fago 15807-Bi helveticul (/ans =0,212x10"

UFP/foton). Adiciolnamente, los resultados muestrae fagos que comparten la misma cepa
hospedadora y similares caracteristicas morfol8gi8a2-B1 y 0241, CHD y QF9, FAGK1 y

FAGK?2) evidenciaron un comportamiento distinto feem la inactivacion fotocatalitica, lo

cual puede deberse a una diferente estabilidadsdeimponentes proteicos.

Tabla 19. Eficiencias de inactivacion fotocatalitica pargda de bacterias lacticas.

Bacteriofago _gPFU v, (UFP/s) Megp Mapp Mas
dt | (UFP/s.W)  (UFP/foton) (UFP/foton)
B1 1,842x 10° 1,318x 1¢° 7,482x 10" 2,125x 10™
B2 3,680x 10° 2,633x 10 1,494x 10% 4,244% 10™
FAGK1 0,910x 10° 6,512x 10° 3,696x 10™ 1,050% 10™
FAGK2 0,298x 10° 2,132x 10° 1,210% 10* 3,437x 10%
15807-B1 0,184x 10° 0,132x 10° 0,745x 10™ 0,212x 10™
832-B1 1,006x 107 0,720x 10° 4,086x 10™ 1,161x 10"
0241 0,704x 107 0,504x 10° 2,858x 10" 0,812x 10"
204 0,223x 107 0,159x 10° 0,904x 10* 0,257x 10"
342 0,148x 1¢7 0,106x 10° 0,603x 10™ 0,171x 10%
MLC-A 0,615% 107 0,440x 10° 2,495x 10™ 0,709x 10™
J-1 1,971x 107 1,410x 10° 8,001x 10™ 2,273x 10"
OBJ 0,314x 1¢° 0,225x 10° 1,275x 10" 0,362x 10"
CHD 0,985x 107 0,705x 10° 3,996x 10™ 1,135x 10*
QF9 0,287x 10° 0,205x 10° 1,163x 10* 0,330x 10"

_dUFP

|

dt

V, } - velocidad inicial de inactivacion.
t=0

ﬂfpp Y Napp: €ficiencia de inactivacion fotocatalitica aparente.

Naps €ficiencia de inactivacién fotocatalicia absoebid
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3. Aislamiento de mutantes espontaneos fagorresistestea partir de cepas de
Lactobacillus plantarum

En general, el método en MA fue mas eficiente guenétodo de CS para el
aislamiento de mutantes espontaneos fagorresistente

Con la metodologia de CS, y a partir de. plantarumATCC 8014, fue posible
obtener 46 mutantes presuntivos usando el fag@®utilizando el fago B2 y 37 cuando se
emplearon cocteles de los dos fagos. Mientras quela técnica en MA, se aislaron 18
mutantes usando el fago B1 y 20 usando los dos feigultaneamente aunque no fue posible
aislar variantes fagorresistentes usando el fago B® total, con las dos técnicas, se
obtuvieron 151 mutantes presuntivos a particlleplantarumATCC 8014 (Tabla 20).

Cuando fue utilizada la cefab. plantarumPLN, fue posible el aislamiento de 12

mutantes presu ntivos.

4. Caracterizacién del fenotipo fagorresistencia

4.1. Confirmacion de la fagorresistencia y eficiencia erda recuperacion de
mutantes

Todos los mutantes presuntivos aislados fueron sdoseal test de turbidez para
confirmar su fagorresistencia. Aquellos clonesadist cuyo fenotipo fagorresistencia se
mantuvo en el tiempo, fueron considerados verdaderdantes espontaneos fagorresistentes.
Por el contrario, aquellos que perdieron el fermtig lo largo de las experiencias
confirmatorias, se consideraron falsos mutantesrfagistentes y se descartaron.

Si bien en algunos casos no fue posible el aislamide mutantes fagorresistentes
mediante la técnica en MA, con esta metodologiatservd una mayor recuperacion de
mutantes fagorresistentes confirmados (Tabla 20).

De un total de 151 mutantes presuntivos obtenidparér deLb. plantarumATCC
8014, solo 74 (49%) fueron confirmados como taltedre ellos, 47 (63%) fueron aislados
utilizando el fago B1 (44 mutantes) o el fago B2r({@tantes) y 27 (37%) utilizando cocteles
de fagos. Entre los 27 mutantes obtenidos bajagurete ambos fagos, sélo 6 (obtenidos a
partir de la metodologia de CS) mostraron resisggdeacambos fagos. El mutante restante
obtenido con la misma técnica fue resistente sbfagn B2 mientras que los 20 mutantes
obtenidos con la metodologia en MA fueron resistesbdlo al fago B1.

De los 12 mutantes presuntivos obtenidos kcbhnplantarumPLN, 7 (58%) fueron

confirmados como tales.

177



Resultados

Tabla 2C. Mutantes espontaneos fagorresistentes obtenidagiade cepas fago sensiblesLdle
plantarum mediante cultivos secundarios (CS) y en medioiza@o (MA).

N° de mutantes fagorresistentes relczzﬂgeern;;% g%e
sgrfsri)gle :?3(?(;) Presuntivos Confirmados conm?r;[gg:)ess(%)
CS MA CS MA CS MA
Bl 46 18 30 14 65 77
ATCC 8014 B2 30 - 3 - 10 -
B1+B2 37 20 7 20° 18 100
PLN B2 12 - 7 - 58 -

a: 1 de ellos fue solamente resistente al fagolB2&olamente resistentes al fago B1.

4.2. Estabilidad de la fagorresistencia

La estabilidad de los mutantes aislados a partitkdeplantarumATCC 8014 fue
variable. Las variantes obtenidas bajo presiorodalbs fagos mostraron elevada estabilidad
ya que al menos el 62% de ellos sobrevivid al séptiepique (Tabla 21). Entre ellos, tres
variantes resistentes a ambos fagos fueron cagaaesistir hasta el séptimo repique.

Se observaron menores niveles de estabilidad fdgdaresistencia para los mutantes
aislados usando el fago B1, ya que sélo el 40%lds feie estable hasta el séptimo repique,
mostrando de todas maneras una elevada resisteté¢enotipo.

Considerando las variantes aisladas bajo presibrfage B2, la estabilidad fue
considerablemente mas baja ya que la totalidadllde perdieron el fenotipo al cuarto
repique. Igual comportamiento fue observado padbgolos mutantes aislados dé.

plantarumPLN.

Tabla 21. Estabilidad del fenotipo fagorresistencia en lagantes aislados a partir de cepas de
Lb. plantarum(% de mutantes que resistieron sucesivos repiquesesencia de fagos, sin perder
el fenotipo)

Numero de repiques

Cepa Fago
1 2 3 4 5 6 7
Bl 100 100 95 81 65 54 40
B2 100 100 33 0
ATCC 8014
Bl 100 96 88 85 81 66 62
B1+B2
B2 85 85 71 71 71 71 71
PLN B2 100 100 100 0
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4.3. Nivel de fagorresistencia (EOP, Efficiency of Plagag)

Cuando los fagos Bl y B2, en altas concentraciofuespn ensayados sobre los
mutantes previamente aislados, fueron demostradessds niveles de resistencia (Tabla 22).
De los 44 mutantes deb. plantarumATCC 8014 aislados bajo presion del fago B1, 18
presentaron valores de EOP de entré®1® 10’ (nivel de fagorresistencia alto) y 19
mostraron valores de EOP <{f(qniveles de fagorresistenica extremadamente ait@)tras
que 7 variantes evidenciaron niveles intermediofaderresistencia. De manera similar, las
variantes aisladas de la misma cepa, pero bajoopreel fago B2, y la mayoria de los
mutantes obtenidos utilizando cocteles de faga®fuextremadamente resistentes (EOP <10
1% a ambos fagos. El mismo comportamiento fue eshilor la mayoria de las variantes
obtenidas déb. plantarumPLN, cuyos valores de EOP fueron 210

Tabla 22. Nivel de resistencia fagica (EOP) de los mutafatigsrresistentes deb. plantarum.

EOP (N° de mutantes dentro de cada rango)

Cepa Fago
10103 10*-10° 107-10% <10%°
Bl 0 7 18 19
B2 0 0 0 3
ATCC 8014
Bl 0 0 8 19
B1+B2
B2 0 1 0 6
PLN B2 0 1 0 6

4.4. Lisogenia

4.4.1. Liberacion espontanea de particulas fagicas

La presencia de fagos libres en los sobrenadanotesidétectada para 5 mutantes
obtenidos a partir déb. plantarumATCC 8014 bajo presion del fago B1l, un mutante
obtenido usando cécteles de fagos y uno aisladuota geLb. plantarumPLN. Sin embargo,

este fendmeno no fue repetitivo.

4.4.2. Induccién de profagos con mitomicina C
Como consencuencia de los resultados obtenidosl eaxperimento anterior, se
estudio la presencia de profagos inducibles coamidina C erlLb. plantarumATCC 8014 y

en una de sus variantes fagorresistentes (obteajdgoresion de ambos fagos y para la cual
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en algunos experimentos se observo liberacién espea de particulas virales). Luego de 6
hs de incubacion se observd una disminucion eretesidad éptica de ambos cultivos en
presencia de 0,6 y 0,8 pg/ml de mitomicina C (Fgdir). Estos resultados son compatibles

con la presencia de profagos inducibles por mitorai€ en ambas cepas.

D.0.560nm

Figura 47. Induccion de profagos de
Lb. plantarumATCC 8014 (_ ) y su
variante fagorresistente (-----)
(obtenida bajo presion del céctel de
fagos), usando O}, 0,4 @), 0,6 (A) 0
0,8 () pg/ml de mitomicina C.

0 3 6 9 12 15 18 2]
Tiempo (hs)

Los cultivos lisados (provenientes del tubo con 9gdml de mitomicina C), fueron
filtrados y los fagos fueron ensayados en cuargo aapacidad para infectar cepasLte
plantarum Las cepas ensayadas fueron: ATCC 8014, WCSF1, BMG9211, el mutante
fagorresistente utilizado en la experiencia de ¢odin y una variante fagorresistente obtenida
bajo presion del fago B1. Sin embargo, los fagogptrados presuntivamente liberados no
fueron capaces de infectar ninguna de las 6 cepsaya&das. Estos resultados no serian
indicativos de la ausencia de fagos temperadogugaen la mayoria de los casos es dificil
encontrar una cepa indicadora. Para confirmar ésqurcia de fagos, podria realizarse la
extraccion de ADN fagico o bien observaciones arascopio electronico (Mercanti y col.,
2011).

4.5. Tasas de adsorcion fagica

La mayoria de los mutantes (86%)Llde plantarumATCC 8014 obtenidos usando el
fago B1 fueron completamente o parcialmente inaapde unir particulas fagicas, ya que se
evidenciaron tasas de adsorcion comprendidas @+8686 (66% de las variantes) o 31-70%
(20% de las variantes). Similar comportamientodukibido para los mutantes aislados bajo
presion del fago B2, ya que la mayoria de ello8q @& los mutantes) presentaron bajas tasas
de adsorcion (entre 0 y 30%). Por su parte, 48%sl@ariantes obtenidas bajo presion del
coctel fagico exhibieron tasas de adsorcion b&906), mientras que los mutantes restantes

unieron altas concentraciones de fagos (31-10@ %ddorcion) (Figura 48).
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Considerando las variantes de. plantarumPLN, 86% de ellas presentaron tasas de

adsorcion medias (31-70%).

% de Mutantes

Figura 48. Distribucion porcentual
de las tasas de adsorcion (% de
particulas fagicas adsorbidas a 37°C
- 30 min) exhibidas por los mutantes
espontaneos fagorresistentes aislados
8014/B1 8014/B2 8014/(B1+B2) PLN/B2 a partir de cepas ddd. p|antarum

5. Caracterizaciéon de los mutantes fagorresistentes

Para llevar a cabo los siguientes estudios, seccef@ron 10 mutantes
fagorresistentes (todos aislados a partir Ldbe plantarum ATCC 8014) en base a los
resultados obtenidos en la caracterizacion dersutif® fagorresitencia (estabilidad y niveles
de resistencia altos y baja o nula adsorcion fagiga las 10 variantes fagorresistentes, 4 de
ellas fueron aisladas bajo presiéon del fago BlsyBaestantes utilizando cécteles de fagos
(Tabla 23).

Tabla 23. Mutantes fagorresistentes de. plantarumATCC 8014
seleccionados para llevar a cabo la caracterizacion

Fago/s usado/s para su

Mutante aislamiento

M1
M2
M3
M4
MC1
MC2
MC3
MC4
MC5
MC6

Bl

B1+B2
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5.1. Morfologia

Las colonias de los mutantes fagorresistentesLide plantarum ATCC 8014
presentaron aspecto similar al de su cepa madragizd manera, la morfologia celular
observada al microscopio 6ptico fue coincidentelaate la cepa sensible (Figura 49).

Las colonias obtenidas en agar MRS fueron cremumadordes regulares y de color
beige. Al microscopio 6ptico, se revelaron comalbaaectos, pequefios, en cadenas cortas o

de a dos.

Figura 49. Morfologia celular de la cepa fago-sensibie plantarumATCC 8014 A) y de
su mutante fagorresistente MC4, obtenido bajo @nede cécteles de fagdB)( Fotografias
obtenidas por observacién en microscopio Opticoaeraste de fases (1000x).

5.2. Espectro de hospedadores de los mutantes fagorrdeistes
Los mutantes obtenidos a partir lde. plantarumATCC 8014 bajo presion del fago

B1no presentaron resistencia cruzada respecto aBaddabla 24).

Tabla 24. Espectro de hospedadores de mutantes fagorrasisten
delLb. plantarumATCC 8014, obtenidos bajo presion del fago B1.

Mutante Fago B2
M1 +
M2 +
M3 +
M4 +(3°)
+ sensible.
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5.3. Estudios genéticos

5.3.1. RAPD-PCR (Randomly Amplified Polymorphic DNA - Polymerase Chain
Reaction)

El dendrograma obtenido con los 4 primers usad6$,(B10, 1254 y M13) mostro
elevada homologia (mayor al 88%) entre la cepailderish. plantarumATCC 8014 y sus
mutantes fagorresistentes (Figura 50). Estos eskdt demuestran que no se produjeron
cambios genéticos significativos durante la obtamae las variantes fagorresistentes, a la

vez que descartan la posibilidad de contaminacidoemnte el proceso de aislamiento.
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Figura 50. Dendrograma obtenido por comparacion (BioNumé&Yids 3.0, Applied MathsBVBA, Bélgica) y reagrupamierfJPGMA: Unweighted Pair
Group Method with ArithmeticAverages) de los pesilRAPD-PCR déb. plantarumATCC 8014y sus mutantes fagorresistentes, usando los prig@gs
B10, 1254 y M13

Coeficiente de similitud (%
0w E

B06 B10 1254 M13

05, J l 11 | Lb. plantarun M1
%. ) | | | 1 | Lb. plantarumm2
| l ) )” | ' Lb. plantarumMC3
9. I | ) l” | Lb. plantarumATCC 8014
l | )m, 1 l Lb. plantarumM3
= l | ) ]”l | ' Lb. plantarun MC1
88. ‘ ) lil) ' l Lb. plantarumMC6
{ ' 1)) | | Lb. plantarumMC4
o1, ] l ) )” I l Lb. plantarunMC5
07. ‘ l I ) n” ' ' Lb. plantarumvi4
l l | ) B” ' l Lb. plantarumMC2
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5.4. Caracterizacion tecnolégica

5.4.1. Seleccion de un medio de cultivo para desarrollo déos mutantes
fagorresistentes

Los mutantes fagorresistentes alcanzaron valorgsideferiores a 4,55 a las 24 hs de
incubacion en LDR (Tabla 25). En las mismas coodies, la cepa fago sensiblé.
plantarumATCC 8014 evidencié un valor de pH de 4,20.

Cuando los mutantes asi como también la cepa $erisdron inoculados en LDR-
HC, sélo fueron capaces de coagular el medio devaukn el primer repique. Luego de un
segundo repique en LDR-HC, partiendo del primerelanismo medio, no fueron capaces de
coagularlo. Este comportamiento podria deberseeacgqando es realizado el primer repique,
las cepas tendrian la capacidad de coagular elomddR-HC debido a los nutrientes
provenientes del caldo MRS, los cuales le permitirllevar a cabo una acidificacion
adecuada. Sin embargo, cuando es realizado el degepique no dispondrian de dichos
nutrientes. Por lo tanto el uso de LDR-HC como metk crecimiento para llevar a cabo

estudios posteriores, fue descartado.

Tabla 2E. Valores de pH obtenidos por desarrollo de mutafsigsrresistentes deb. plantarum
(24 horas a 37°C) en LDR.

Mutante M1 M2 M3 M4 MC1 MC2 MC3 MC4 MC5 MC6

pH 4,16 4,20 4,15 4,18 455 4,06 4,15 4,42 4,37 4,41

5.4.2. Desarrollo de los mutantes fagorresistentes en medi de base lactea

En lugar de LDR, fue utilizado el medio EM-glucosé,cual fue empleado para el
estudio de la resistencia térmica de fagos y qudilesado en la industria lactea fermentativa
para la propagacion de bacterias probidticas.

Las cinéticas de acidificacion de los mutantesleneglio EM-glucosa se muestran en
la Figura 51. Como puede observarse todos los nast@mesentaron similar comportamiento,
alcanzando valores de pH cercanos a 4,5 a lag@utantes obtenidos bajo presion del fago
B1) o 6 hs (mutantes obtenidos bajo presiéon dddssfagos) de incubacion.

A las 24 hs, los valores de pH estuvieron compaoslentre 3,54 y 3,84 mientras que
la acidez oscil6 entre 97°D y 131°D (Tabla 26).08svalores fueron semejantes a los
alcanzados por la cepa fago sensifileplantarumATCC 8014 (pH 3,5 y acidez 131,2°D).
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Figura 51. Cinéticas de acidificacion en el medio EM-gluc(®&C) de los mutantes
fagorresistentes deb. plantarumobtenidos bajo presién del fago B)(o del céctel
fagicc (B1+B2) (B).

Tabla 2€. Actividad acidificante de los mutantes fagorresigts dd.b. plantarum luego de 24 hs a
37°C en el medio EM-glucosa.

Mutante M1 M2 M3 M4 MC1 MC2 MC3 MC4 MC5 MC6

Acidez

(°D) 1144 132,3 121,8 130,2 128,1 122,8 131,2 120,7 ,010697,6
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5.4.3. Empleo de mutantes fagorresistentes en una minielatacién de leche
fermentada

La variante fagorresistente MC4, obtenida bajoipredel coctel fagico (B1+B2), fue
seleccionada para llevar a cabo este estudio. Agleseancluy6 en el experimento a la cepa
sensibleLb. plantarumATCC 8014.

Se investigo la capacidad del mutante MC4 paratieta infeccion fagica durante la
elaboracion de leche fermentada. En la Figura S8wsestran la evolucion del pH, recuentos
celulares vy titulos fagicos durante el procesolaleogacion.

Lb. plantarumATCC 8014 y su variante MC4 fueron capaces deecren el medio
EM-glucosa hasta alcanzar recuentos deJUFIC/ml y producir descensos del pH a valores de
4,5 alas 7,5 hs de incubacién (Figura 52A). Sibango, en presencia del coctel de fagos, los
recuentos celulares fueron reducidos drasticampata la cepa sensibleb. plantarum
ATCC 8014, siendo detectados recuentos ddUFL/ml y valores de pH de 6,1 a las 7,5 hs
de incubacién (Figura 52A). Los titulos del coatiel fagos se incrementaron durante el
mismo periodo de tiempo alcanzando valores deUEP/ml (Figura 52B). En contraste, un
continuo crecimiento bacteriano fue exhibido por Variante fagorresistente MC4 en
presencia del coctel de fagos, observandose remueeiulares de 20UFC/ml y titulos
fagicos de 1DUFP/ml a las 7,5 hs de incubacién.

Viabilidad celular y fagica durante el almacenamitmrefrigerado

La viabilidad de la cepa resistente MC4 fue maxigmin 18 UFC/ml hasta el final
del periodo de almacenamiento refrigerado (21 d{@s) respecto a los valores de pH de la
leche fermentada, se evidencio una disminucién @alor de 3,9 durante los primeros 7 dias
de almacenamiento. Luego de este periodo el pHas¢urp constante. Para la cepa sensible
en presencia del céctel de fagos, los recuentataces fueron de 2QJFC/mI mientras que el
pH descendi6 a 4,6 luego de los 7 dias para posternte mantenerse en ese valor (Figura
52C). Las particulas fagicas componentes del cdokion incapaces de propagarse en

presencia de la variante fagorresistente durardgerelcenamiento refrigerado (Figura 52D).
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Figura 52. Evolucion de los recuentoselulares

(— ) y valores de pH (-----) durarage |

fermentacion del medio EM-glucosA)(y posterior almacenamiento refrigerado del préaluc
(C) usandd_b. plantarumATCC 8014 (— ) o su mutante fagorresistente M€4), infectado
(®) 0 no @) con un coéctel fagos (B1+ B2). Titulos de los a@d+B2 durante la fermentacion
(B) y el posterior almacenamiento refrigera®) del medio EM-glucosa usandlb. plantarum
ATCC 8014 () o su mutante fagorresistente MC4 ).
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DISCUSION

Una de las estrategias disponibles para mantementzentracion de particulas fagicas
por debajo de los niveles criticos es la aplicadéitratamientos térmicos y quimicos. Si bien
estos estudios han sido realizados para fagos rdes etspecies bacterianas obteniendo
diversidad en los resultados, la informacion reffera fagos de.b. plantarumes escasa.
Como consecuencia de ello, se estudié el compatdamide los fagos B1l, B2, FAGK1 y
FAGK2 frente a tratamientos térmicos, en diferenteslios de suspension, asi como también
frente a tratamientos con diversos biocidas.

Los fagos delb. plantarum estudiados en esta Tesis, mostraron una elevada
resistencia a 63°C y 72°C, no siendo posible lativacion completa de las particulas fagicas
en estas condiciones dentro de los 45 min de tratém Esto sugiere que los tratamientos de
pasteurizacion LTLTLow Temperature Long timé€63°C por 30 min) y HTST (72°C por 15
seg) que se aplican sobre la materia prima utidized la elaboracion de quesos no son
suficientes para lograr la inactivacion de lasipalas fagicas que pudieran estar presentes en
la leche. Como consecuencia, elevadas concentescia fagos permanecerian en la leche,
generando problemas durante el proceso de fernm@mtgc ausencia de caracteristicas
deseables en el producto final. En general, lososfage otras especies bacterianas
tradicionalmente utilizadas en la industria lacteastraron el mismo comportamiento
(Quiberoni y col., 1999; Binetti y Reinheimer, 20@uarez y Reinheimer, 2002; Quiberoni y
col.,, 2003; Capra y col., 2004; Buzrul y col., 2p@tamer y col., 2011; Mercanti y col.,
2012). En contraste, dos fagos temperados (cornzagmmlata) dd_b. delbrueckiifueron
sensibles a tratamientos térmicos de 63°C y 72bge¢ht y col., 2010).

Analizando el comportamiento de otros fagos.deplantarum se puede observar que
los fagos estudiados en esta Tesis mostraron megistencia a la temperatura. El fago JL-1
fue rapidamente inactivado a temperaturas por enam 70°C, obteniéndose tiempos de
reduccion decimal (D) de 2,7 min y 0,2 min (a 7§°@0°C, respectivamente) (Lu y col.,
2003a). En tanto, para el fago fri se obtuvo la meta inactivacion de las particulas fagicas
luego de 10 min a 60°C o0 5 min a 70°C (Trevors ly, d®83). También fue observada una
mayor resistencia térmica de los fagos B1l, B2, FAGKFAGK2 en comparacion a los
resultados reportados para fagos de otras bactadtsas mesofilas combb. caseiy Lb.
paracasei Los fagos de estas especies bacterianas fueaotiverdos a 72°C dentro de los 15

min de tratamiento (Capra y col., 2004).
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La completa inactivacion de los fagos estudiadossta Tesis fue lograda solamente
luego de aplicar calentamientos a 90°C duranterb 8in embargo, este tratamiento térmico
podria ser aplicado a la materia prima destinaldaetdaboracion de leches fermentadas pero
no a la leche utilizada para la produccion de gsiedebido a que en estas condiciones se
produciria la desnaturalizacién de las proteindssdero, lo cual dificultaria el proceso de
elaboracion. Resultados similares fueron repogadwa fagos de otras especies bacterianas
(Quiberoni y col., 1999; Binetti y Reinheimer, 20@uarez y Reinhimer, 2002; Quiberoni y
col., 2003; Capra y col., 2004; Buzrul y col., 208Fercanti y col., 2012). Sin embargo, el
fago Iy (Lb. delbrueckii (Quiberoni y col., 2003) y algunos fagos dactococcus
evidenciaron elevada termorresistencia, toleramsioalgunos casos, tratamien@s97°C
durante 5 min (Buzrul y col., 2007; Atamer y c@009).

Los protocolos utilizados para la deteccion de $ago muestras lacteas incluyen un
tratamiento térmico de la muestra a 90°C duranteitbpara lograr la inactivacion fagica y
asi poder diferenciar si la inhibicion de la/s ¢eps debida a la presencia de fagos o de otros
agentes inhibidores. Teniendo en cuenta la eleteadwrresistencia evidenciada por algunos
fagos, estos protocolos podrian no ser siempoaafs para distinguir entre fagos con alta
termorresistencia y agentes inhibidores de nazaaleimica (Atamer y col., 2009).

Si bien el medio de suspension, en general, ndéafacresistencia térmica de los
fagos delb. plantarumestudiados en esta Tesis, se observo un levenieate de la
termorresistencia en presencia de LDR o EM-glugasa los fagos B2, FAGK1 y FAGK2.
Por lo tanto, el medio de suspension usado endiastria podria tener un efecto protector
sobre los fagosle Lb. plantarumEl mismo comportamiento en LDR fue evidenciadmpa
fagos de lactococos (Daoust y col., 1965; Fabyzowl., 1999; Suarez y Reinheimer, 2002;
Miuller-Merbach y col., 2005),b. delbrueckiiQuiberoni y col., 2003; Ebrecht y col., 2010) y
Leuconosto¢Atamer y col., 2011). Algunos autores sugieren sgréa la materia grasa de la
leche la que otorgaria el efecto protector (Frabyztol. 1999). Si bien, otros componentes de
la leche como fosfato, proteinas del suero (Dagustl., 1965) y caseina (Atamer y col.,
2010) podrian ejercer un efecto protectivo de &o$ durante la aplicacion de tratamientos
térmicos.

Durante la elaboracién de quesos y con el objatv@umentar la concentracién de
sélidos, suelen incorporarse a la leche algunddues de elaboraciones anteriores, como por
ejemplo, concentrado de proteinas 0 materia grasgprgviamente fueron separados de los
sueros. Sin embargo, el empleo de estos concestmtbiia recontaminar la materia prima

con particulas fagicas ya que se observd un ineremae la termorresistencia fagica al
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aumentar la proporcion de proteinas de suero yriaajeasa en los concentrados (Atamer y
col., 2010).

Durante su calentamiento, la leche puede sufruirelg modificaciones que podrian
incrementar la estabilidad de las particulas f&gieatre ellas el aumento de su capacidad
buffer. Con tratamientos por debajo de 100°C derdft minutos, la capacidad buffer de la
leche a pH 5, se incrementa. Esto podria actuaooama barrera protectiva de los fagos
durante el proceso de fermentacion ya que difidalel descenso rapido del pH y por lo tanto
la pérdida de viabilidad fagica (Salatn y col., 20@&n contraste, durante el calentamiento de
la leche se produce la insolubilizacién del fosfdéeo calcio lo cual podria incrementar la
sensibilidad de los fagos (Salaiin y col., 2005)o fpsiede deberse a que los catione$ Ca
producen cambios conformacionales en las proteisiagcturales de los fagos, las cuales son
esenciales para la formacion de procapsides est@blest y col., 2010) asi como también
cambios en la proteina de unién del receptor fagdicante la adsorcion (Sciara y col., 2010).

Con respecto al tratamiento con agentes quimicosucmente utilizados como
biocidas en ambientes industriales y laboratosespbservé que el acido peracético fue el
mas eficiente. Este biocida logré la completa iwacién de los fagos deb. plantarumen
corto tiempo, siendo también efectivo para fagosottas especies de bacterias lacticas
(Quiberoni y col., 1999; Binetti y Reinheimer, 20@uarez y Reinheimer, 2002; Quiberoni y
col., 2003; Capra y col., 2004; Ebrecht y col.,@0dercanti y col., 2012).

Con respecto a los tratamientos con alcoholestagloeno fue muy efectivo en la
inactivacion de fagos ya que aun luego de 45 micodéacto, se encontraron altos recuentos
de particulas fagicas. En contraste, Trevors y (t983) reportaron una elevada sensibilidad
del fago fri a soluciones de etanol al 25%. De masémilar a los resultados obtenidos en
esta Tesis, una elevada resistencia al etanol lisereada para fagos de otras bacterias
lacticas comd.b. casely Lb. paracase{Capra y col., 2004; Mercanti y col., 2012) miastr
gue los fagos dst. thermophilugBinetti y Reinheimer, 2000),b. delbrueckii(Quiberoni y
col., 2003; Ebrecht y col., 201Q)b. helveticugQuiberoni y col., 1999) . lactis (Suarez y
Reinheimer, 2002; Buzrul y col., 2007) fueron massibles a este agente quimico.

El etanol podria ser usado conjuntamente con oiwoida (debido a su escasa
efectividad) en la sanitizacion de unidades deflugminares y superficies en el laboratorio.
Para los fagos deb. plantarumestudiados en la presente Tesis, si bien el etdridl0% fue
el mas eficaz, una concentracion de 50% resultoafetsiva que 75%. Estos resultados son

extrafios y no ha sido reportado aiin un comportamsmilar.
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El isopropanol no resultd efectivo en la inactigacide particulas fagicas deb.
plantarum El mismo comportamiento fue observado para falgostras especies bacterianas
(Quiberoni y col., 1999; Binetti y Reinheimer, 20@uarez y Reinheimer, 2002; Quiberoni y
col., 2003; Capra y col., 2004; Ebrecht y col., @0Buzrul y col. (2007) reportaron que el
isopropanol (50% y 75%) inactivO completamenteipalds fagicas de lactococos, pero, su
efectividad fue menor que la del etanol.

Los cuatro fagos deb. plantarumevidenciaron mayor resistencia al tratamiento con
hipoclorito de sodio que la reportada para los $adgt. thermophilugBinetti y Reinheimer,
2000) Lb. helveticugQuiberoni y col., 1999) y. lactis (Suarez y Reinheimer, 2002). Una
exposicion a 800 ppm de este compuesto durante iatyfago B2) y 30 min (fago B1,
FAGK1 y FAGK2) produjo la completa inactivacion das suspensiones fagicas; sin
embargo, esta concentracion es mayor a la pern@tida industria de alimentos (200 ppm) y
podria ademas dafiar el material metalico de logpesguPor lo tanto, el uso de este biocida
en concentraciones que aseguren la inactivaciéoafa@g es posible en ambientes industriales
pero si en laboratorios. Similar comportamiento regortado para fagos dé. caseiy Lb.
paracasei(Capra y col., 2004; Mercanti y col., 2012). Pompsrte, concentraciones de 100 a
300 ppm produjeron recuentos no detectables payasfaeSt. thermophilugBinetti y
Reinheimer, 2000)l.b. helveticugQuiberoni y col., 1999)... lactis (Suarez y Reinheimer,
2002) yLb. delbrueckii(Ebrecth y col., 2010). El fago dlLb. delbrueckii exhibié una
resistencia extremadamente alta a este agente oaguiry@a que fueron necesarias
concentraciones de 1200 ppm aplicadas durante A5ara inactivar las particulas fagicas
(Quiberoni y col., 2003).

En base a los resultados obtenidos en esta Tegfargea la posibilidad de aplicacion
de procesos fotocataliticos con Fi€omo una estrategia alternativa para la inactivadie
bacteriofagos. La efectividad de esta metodologika énactivacion fue dependiente del fago,
obteniéndose la mayor eficiencia de inactivacioragdas cuatro fagos deb. plantarum
mientras que la menor eficiencia fue observada lparéagos 342 y 204 deb. delbrueckij
los cuales poseen cabeza prolata. En particulamatdivacion completa de los fagos lde
plantarumse logré cuando se aplicaron tratamientos fottitates ya que en presencia de
radiacion UV solamente se logré una eliminaciorcipade las particulas fagicas.

Existe escasa informacién sobre estudios aplicasttb metodologia (luz UV con o
sin catalizador) para lograr la eliminacion de igaths fagicas. Estos estudios estan
orientados principalmente al fago MS£. oli) utilizado como modelo viral. Para este fago

y utilizando longitudes de onda de 300 a 400 nioge una inactivacion del 90%, la cual
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fue incrementada al 99% cuando se agregoé sulfatosfe Este incrementd en la inactivacion
puede ser debido a la reaccion del fenton, la mwa@kmenta la produccién de radicales
hidroxilos que producirian la degradacion de ldipala fagica (Sjogren y Sierka, 1994).

Con respecto a fagos de bacterias lacticas, Kakiteol. (2000) reportaron la
efectividad de la radiacion UV (300 - 400 nm) eegencia del catalizador Ti(para la
inactivacion del fago PL-1Lp. case). Luego del proceso de inactivacién, se observé la
presencia de particulas fagicas fantasmas (sirrialagenético). Sin embargo, a diferencia de
la metodologia aplicada en esta Tesis, aquel estsglillevdo a cabo en medio liquido.
Posteriormente, Kashige y col. (2001) estudiaran pasibles causas de la inactivacion,
encontrando que, en primer lugar, se produce un dafia estructura proteica de la capside
seguido por la fragmentacion del material genétit@arno es causado por especies oxidantes
(02 y ‘OH) generadas en el film de Ti@or accién de la luz UV y cuya presencia fue
confirmada por analisis quimicos. Por otro ladajriéa informacién disponible en cuanto a
la inactivacion con radiacion UV de fagos de. plantarum muestra que la cantidad de
energia (UV 254 nm) requerida para inactivar el @@tas particulas fagicas del fago fri fue
de 1020 erg/mf(Trevors y col., 1983).

El Unico estudio que informa la fotocatalisis deusicontenidos en bioaerosoles (al
igual que en esta Tesis) es el de Bonazza (2007 gsEe trabajo, el virus de la Poliedrosis
Nuclear Multiple deAnticarsia GemmatalifAgMNPV) fue irradiado en presencia o ausencia
del catalizador (TiQ) durante 2 hs. Durante el tratamiento fotoquimjeo ausencia del
catalizador) se logré una reduccion de los recseidigicos de 2 6rdenes logaritmicos, la cual
fue superior a 4 6rdenes logaritimicos en preseeiaatalizador. Ademas, se reportd una
cinética de primer orden tanto durante la inactérméotoquimica como fotocatalitica.

Con respecto al aislamiento de mutantes espontdagosesistentes, este es el unico
trabajo que reporta el aislamiento de variantesrfagistentes de bacterias lacticas utilizando
cocteles de fagos. De las metodologias utilizadasbservo que el MA fue mas efectivo que
la metodologia de CS. Sin embargo, gatrathermophilusLb. delbrueckiiy Lb. helveticuse
obtuvieron resultados opuestos (Binetti, 2001; @uagbtti y col., 2006; Quiberoni y col.,
1998b).

La obtencion de mutantes confirmados fue menoseefie cuando se utilizé el fago
B2, ya que las variantes presuntivas obtenidasrtiean rapidamente el fenotipo
fagorresistencia. De manera similar, cuando seaitiin cocteles de fagos, la mayoria de los

mutantes resultaron sensibles al fago B2.
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La estabilidad de la fagorresistencia no estuvdotmemente distribuida entre los
mutantes aislados deb. plantarumATCC 8014. Los mutantes obtenidos bajo presion del
fago B2, ya sea de manera individual o utilizandcteles de fagos, fueron menos estables en
presencia de dicho fago. La dificultad en la ohtamcde mutantes fagorresistentes
confirmados y estables utilizando el fago B2 podesar relacionada a una elevada
proporcion de variantes resistentes al fago Blgmoblacion celular deb. plantarumATCC
8014. Como consecuencia de ello, la probabilidadad&ar mutantes mas estables con
respecto a este fago, estaria incrementada. Andbzal comportamiento de mutantes
obtenidos a partir de otras bacterias |lacticasydamntes fagorresistentes de. helveticus
aisladas utilizando el fago hv mostraron baja d#&fald ya que soélo el 15% de ellos
evidencio resistencia hasta el séptimo repique b@€ani y col., 1998b). Binetti y col.
(2007a) reportaron diversidad en los porcentajesnd&antes estables d&. themophilus
obteniéndose valores de entre el 0% y 100% depmhalidel sistema estudiado. De manera
similar, paraLb. delbrueckiise encontraron comportamientos diferentes en cuanibs
porcentajes de estabilidad, que oscilaron entre i@@9% (Guglielmotti y col., 2006).

En general, las variantes obtenidas a partilLble plantarumATCC 8014 y PLN
mostraron elevados niveles de fagorresistencigual ique los mutantes de otras especies de
bacterias lacticas (Quiberoni y col., 1998b; Guglwti y col., 2006; Binetti y col., 2007a).
Moineau y Lévesque (2005) sugieren que las vasarie elevada (EOP entre®19 107) y
mediana (EOP entre 20/ 10%) fagorresistencia son excelentes candidatos pamasados en
elaboraciones lacteas ya que los sistemas con hajeles de fagorresistencia (EOP entre
102y 10%) podrian no ser seguros durante los procesos fate®s.

Luego de estudiar la estabilidad del fenotipo feggistencia de las variantes aisladas
y el nivel de fagorresistencia (EOP), se procedi@studiar los mecanismos (extra o
intracelulares) involucrados en la resistenciad@gbe detecto liberacion espontanea de fagos
en los sobrenadantes de algunos de los mutantesidiargo, el fendmeno no fue repetitivo.
Cuando uno de estos mutantes y la cepa matitep(antarumATCC 8014) fueron tratados
con mitomicina C se observo la liberacion de profagaunque los lisados obtenidos no
fueron capaces de infectar las cepaklaleplantarumensayadas. Un comportamiento similar
fue observado en mutantes fagorresistenedt.ddaemophilugBinetti, 2001). Por el contrario,
la ausencia de mecanismos de fagorresistenciaobgadisogenia fueron informados para
mutantes fagorresistentes dé. delbrueckiiy Lb. helveticus(Quiberoni y col., 1998b;
Guglielmotti y col., 2006).
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Caso y col. (1995) estudiaron la induccién de celgds. plantarumcon mitomicina
C, aungue al igual que los resultados obtenidossem Tesis, resulto dificil encontrar cepas
indicadoras para los profagos potencialmente ldmyaEn el caso de los fagos temperados
liberados por las cepas lisogends plantarumCECT 3833 y ATCC 14917, y que fueron
propagados sobileb. plantarumC3.8, se obtuvieron titulos que variaron entreUBP/ml y
10° UFP/ml. Sin embargo, estos titulos decayeron mijdafente y no se observd la
presencia de particulas fagicas luego de pocosadiés.

Por otro lado, si bien la ceph. plantarumWCSF1 no es inducible por mitomicina C,
a través del secuenciamiento de su genoma, seseavallo la presencia de cuatro profagos.
Los profagos Lpl y Lp2 evidenciaron una longitud4fekb y se encontraron similitudes
entre sus genes. Ambos profagos albergan ARNt septaron similitudes con fagos de la
familia Siphoviridaey, en particular, del tippac Los profagos R-Lp3 y RLp4, presentaron
truncamiento en los médulos de lisogenia y repiimacde ADN vy, en particular, el profago
R-Lp3 evidencio similitudes con fagos de la fam8ighoviridae del tipocos(Ventura y col.,
2003; Chibani-Chennoufi y col., 2004).

La mayoria de las variantes Hb. plantarumATCC 8014 obtenidas usando el fago
Bl o el fago B2 fueron parcial o completamente pacas de adsorber particulas fagicas
indicando la presencia de bloqueo de la adsor@émanecanismo de resistencia fagica. Por
el contrario, el 52% de los mutantes obtenidos lpagsion de ambos fagos mostraron
elevadas tasas de adsorcion (31 - 100%). Con tespelos mutantes obtenidos chb.
plantarum PLN, la mayoria de ellos presentaron tasas der@dsointermedias. La
interferencia en la adsorcibn como mecanismo derfagistencia fue evidenciada pafa
helveticus(Neviani y col., 1992; Quiberoni y col., 1998oineau y Lévesque (2005)
reportaron la posibilidad de produccion de algwrsiasncia sobre la superficie bacteriana que
podria conducir a la disminucion en la eficienceld adsorcion. Par&t. thermophilusy
algunos sistemas deb. delbrueckiise encontraron elevadas tasas de adsorcion, lo cua
indicaria la interferencia en la inyeccidon del AD& presencia de mecanismos de resistencia
intracelulares (R/M o Abi) o una combinacion deogl(Binetti, 2001; Guglielmotti y col.,
2006).

Las variantes fagorresistentes aisladas en esia fpessentaron elevada homologia
genética (> 88%) con su cepa madre, plantarumATCC 8014, de acuerdo a los perfiles
RAPD-PCR obtenidos.

Las variantes no fueron capaces de desarrollar@R aunque en el medio EM-

glucosa alcanzaron bajos valores de pH (< 3,8)sa2k hs, demostrando adecuadas
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propiedades tecnoldgicas en un medio de cultivizaio a nivel industrial. El mutante MC4,
obtenido empleando cécteles de fagos, fue capadedarrollar en el medio EM-glucosa
durante la minielaboracion de leche fermentadaresepcia de ambos fagos (B1 y B2). Esta
variante alcanzo un pH de 4,5 y elevados recuerghdares a las 7,5 hs, mientras que los
titulos fagicos permanecieron sin variacion ya ¢pe particulas fagicas no tuvieron la
posibilidad de propagarse. En cambio, en la leenadntada elaborada con la cepa sensible
Lb. plantarum ATCC 8014, se evidenciaron valores de pH superiobegos recuentos
celulares y elevados titulos de particulas fagibesacuerdo a lo reportado por Moineau y
Lévesque (2005), una forma de evaluar la efectividen el empleo de variantes
fagorresistentes a nivel industrial es por su ddpdcpara fermentar la leche en presencia de
fagos. Por lo tanto, la variante estudiada en Bss$#s seria un buen candidato para ser usado
en la elaboracion de productos fermentados. Drehiante se sumaria al elenco de variantes
fagorresistentes derivadas de otras especies deribadacticas, que han sido exitosamente
empleadas como herramienta para enfrentar los edaffgicos ocurridos durante las
elaboraciones de productos lacteos fermentadog (Kicol., 1983; Quiberoni y col., 1998a,
1998b; Sturino y Klaenhammer, 2004).
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CONCLUSIONES

El presente trabajo de Tesis demostréo que, en @enes fagos dd.b. plantarum
estudiados no evidenciaron diferencias en su cdmp@nto cuando fueron caracterizados
desde un punto de vista fenotipico.

Sin embargo, a través de estudios molecularesdaiblp diferenciar los fagos B1 y
B2 en cuanto al tamafio del genoma, cantidad y tand#i proteinas estructurales y
mecanismo de empaquetamiento del ADN. Estos reldthueron acordes a los reportados
para otros fagos deb. plantarum

Los fago B1 y B2 forman parte de la famil@iphoviridae con dimensiones
morfologicas acordes a la familia fagica y a laeespbacteriana.

Con respecto a la interaccion demostrada con quescgensibles, se observo que el
fago B2 resulto infectivo para un elevado numercejes y los valores de burst size variaron
de acuerdo al sistema estudiado. Por otro ladlisisaen medio liquido y la formacion de
placas de lisis se vieron favorecidas en preseleianes calcio.

Algunos sistemas deb. plantarumrequirieron elevados tiempos para alcanzar tasas
de adsorcién altas y, en concordancia, la lisislaepara estos sistemas ocurrié tardiamente,
evidenciando la posible presencia de mecanismofagi@resistencia, relacionados a un
bloqueo en la adsorcion. Adicionalmente, para agumrepas, se evidenciaron otros
mecanismos de fagorresistencia, como la preseeastemas del tipo R/M.

Los factores ambientales y fisiologicos presentasmtasa influencia sobre la
adsorcion fagica a células ddé. plantarum ATCC 8014. Esta etapa del ciclo vital fue
afectada por pocos factores: tratamiento térmicoladeepa hospedadora, incubacion a
temperaturas de 50°C y elevados valores de pH.f@résaadamente, estas condiciones no
son comunmente aplicadas durante la manufactupratdieictos lacteos fermentados, lo cual
limita el desarrollo de posibles estrategias pamaithuir la propagacion fagica.

Los receptores fagicos evidenciaron naturalezab&tbonada, aunque no fue posible,
con la aplicacion de diversas metodologias ideatiflos monosacaridos involucrados en la
etapa de adsorcion. Por otro lado, el proceso deradn resultd ser irreversible para todos
los sistemas estudiados.

Con respecto al estudio de diversas estrategiapagian aplicarse para disminuir,
de manera directa o indirecta, el riesgo de inteees fagica se observo que los fagos fueron

resistentes a los procesos de pasteurizacion dpsica la leche durante la elaboracién de
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productos lacteos fermentados. Solo un tratami@roico de 5 min a 90°C produciria la
inactivacion completa de las particulas fagicas. doanto al tratamiento con agentes
quimicos, el acido peracético resultd ser el bmcidas efectivo ya que produjo la
inactivacion viral dentro de los 5 min de exposici&ste biocida podria ser utilizado para la
limpieza de equipos y ademas presenta la ventagiclencia a bajas concentraciones y su
descomposicion en residuos no toxicos (oxigenddodcético o sus sales). Por otro lado, el
hipoclorito de sodio resultoé efectivo pero a cori@iones que se encuentran por encima de
las permitidas en industrias alimenticias, porue gu uso se limitaria solo a los laboratorios.

El empleo de fotocatalisis, utilizando THi@omo catalizador, en general resultd
efectivo no sélo en la inactivacion de fagod.tie plantarumsino de aquellos pertenecientes
a otras especies de bacterias lacticas. Por lo, tamtaplicacion podria disminuir la carga viral
contenida en bioaerosoles en los ambientes indlestriSin embargo, resultaria indispensable
llevar a cabo estudios relacionados al mecanismimalgivacion fagica para poder disefiar
equipos y/o adaptar los ya existentes y asi pdidemados en las plantas industriales.

Por otro lado, fue posible obtener mutantes fag@tentes mediante metodologias
naturales, por lo que no existirian restriccioreggamentarias para su uso. En particular, uno
de los mutantes, aislado usando cécteles de f&jos B2) fue capaz de resistir la presencia
de ambos fagos en alto titulo durante la elabonagiposterior almacenamiento refrigerado

de leche fermentada.
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