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RESUMEN

Las enfermedades transmitidas por los alimentos (ETAs) constituyen un
importante problema de salud a nivel mundial. Las mismas son provocadas por el
consumo de agua o alimentos contaminados con microorganismos o pardsitos, o bien
por las sustancias toxicas que éstos producen. Durante la dltima década se realizd un
notorio esfuerzo a nivel mundial para el desarrollo de biopreservadores alimentarios,
aun asi, la emergencia de bacterias patogenas causantes de ETAs evidencia la necesidad
urgente de investigar nuevas fuentes de agentes bioactivos para enfrentar y controlar
este problema.

Numerosos estudios involucran a cepas de Escherichia coli patégenas como
responsables de ETAs. Especificamente, en nuestra regién resulta especialmente
importante controlar la diseminacion de cepas de Escherichia coli shigatoxigénicas
(STEC), ya que Argentina tiene la mayor tasa mundial de Sindrome Urémico
Hemolitico debido a la diseminacién de cepas STEC O157:H7 y no-O157, un patégeno
emergente que infecta a los humanos a través de la ingestién de carne u otros alimentos
contaminados. Varios factores de patogenicidad, ademds de las toxinas, como la
intimina presente en STEC y cepas enteropatégenas (EPEC), son considerados
necesarios en el proceso de infeccién, convirtiendo a estos patégenos en peligrosos con
respecto a la inocuidad alimentaria.

Por otro lado, los conservantes alimentarios, en las concentraciones autorizadas,
en general no matan a los microorganismos, sino que solamente evitan su proliferacion,
limitando su utilidad a materias primas de muy buena calidad. Lo antes mencionado,
sumado al incremento en el nimero de antibidticos a los cuales son resistentes las
bacterias, generan la necesidad de nuevos enfoques tanto para garantizar la calidad
como para extender la vida qtil de los alimentos.

Los bacteriofagos son los enemigos naturales de las bacterias y presentan una
alta especificidad para sus células hospedadoras. La naturaleza es una fuente inagotable
de fagos que evolucionan constantemente por lo que pueden adaptarse in situ para
reinfectar bacterias resistentes. Ademads, son ficiles de aislar y son consumidos
cotidianamente ya que estdn presentes en los alimentos y el agua por lo que representan
una alternativa ecoldgica. Otra de las caracteristicas que presentan los bacteriofagos es
que se auto-amplifican asi como se auto-limitan puesto que en presencia de su bacteria

hospedadora se replicardn y posteriormente infectardn otras cepas en crecimiento
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mostrando un comportamiento de auto-amplificacion, por otro lado, en ausencia de
células hospedadoras los fagos no se replicardn mostrando una auto-limitacién. A pesar
de lo antes mencionado, solo recientemente se estdn realizando un mayor nimero de
investigaciones respecto de su utilidad como agentes de biocontrol para ser empleados
en inocuidad alimentaria.

En funcién de lo anteriormente descripto, este trabajo tuvo como objetivo
principal desarrollar una metodologia novedosa y econdmica para el biocontrol de cepas
patogenas de Escherichia coli mediante bacteriofagos para ser utilizados como aditivos
en lacteos y cérnicos o en su proceso de produccion.

En primera instancia se realizd el aislamiento de bacteriofagos de E. coli desde
materia fecal humana, posteriormente se analizé la morfologia mediante microscopia
electrénica, se evalud tanto la ausencia de genes de patogenicidad utilizando la técnica
de PCR como su estabilidad durante el almacenamiento. En el presente trabajo se
aislaron seis bacteriofagos que presentaron un cardcter litico solo frente a cepas
patégenas de E. coli. Entre ellos, se seleccionaron 3 fagos, a saber DT1, DTS5 (para
STEC no-O157 ARG4827, no hospedadora de DT1) y DT6, para evaluar la actividad
litica en cepas patdgenas de E. coli frente a distintas condiciones de temperatura, pH y
concentracion de cloruro de sodio. Respecto de las microscopias electrénicas, los fagos
forman parte de la familia Myoviridae, presentando tamafios de cabeza y cola similares.
Este dato fue corroborado en un trabajo de tesina, mediante estudios de secuenciacion
(Migliore, 2011). Los ensayos moleculares de PCR permitieron descartar la presencia
de los genes de patogenicidad frecuentemente asociados a cepas de E. coli
diarreogénicas como stx/, stx2, eaeA, LTI y STI en los seis bacteriofagos evaluados. En
cuanto a la estabilidad durante el almacenamiento a 4°C, los seis fagos presentaron una
leve disminucioén en el titulo fagico durante el primer mes asi como durante el segundo
mes, obteniéndose la menor viabilidad para el fago DT1 y siendo ésta del 55% respecto
de la inicial, es decir, una reduccién en la viabilidad a lo sumo de 0,26 log UFP al
segundo mes de almacenamiento. Al evaluar la actividad litica en distintas condiciones
fisicoquimicas se determind que, tanto frente a concentraciones crecientes de cloruro de
sodio como valores bajos de pH y de temperatura, la actividad litica fue menor para
todos los sistemas evaluados, siendo éstos mds afectados por el pH bajo, luego por las
bajas temperaturas y en menor medida por la mayor concentracién de cloruro de sodio

ensayada.
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Con respecto a la interaccion de los fagos con sus cepas sensibles, se investigo el
rango de hospedador para cada fago asi como el tiempo y nimero de eclosién para los
fagos DT1 y DT6. También se determin la eficiencia de plaqueo (EOP) para los fagos
DTI1, DTS5 y DT6 y, adicionalmente, se estudi6 la naturaleza de los receptores fagicos
presentes en cepas patdgenas de E. coli. Los rangos de hospedador més amplios se
obtuvieron para los fagos DT3, DT4 y DT6. Estos fueron capaces de lisar 16, 15y 16
cepas del cepario evaluado, respectivamente. Por otro lado, los fagos DT1, DT2 y DTS5
lisaron solo 6, 7 y 7 de las 104 cepas evaluadas, respectivamente, mostrando un rango
estrecho de hospedador. Cabe destacar que las cepas no patdégenas de E. coli asi como
las cepas no-E. coli no se vieron afectadas por los fagos evaluados. Los bacteriofagos
DT1 y DT6 presentaron el mismo tiempo de eclosion, siendo éste de 33 minutos, por
otro lado, los niimeros de eclosién fueron de 76 para DT1 y 59 para DT6. Cuando se
determiné la EOP, el fago DT1 mostr6 valores cercanos y superiores al 20%, mientras
que el DTS presenté los menores valores. Contrariamente, el fago DT6 mostrd los
mayores valores de EOP, obteniéndose valores de hasta 97,6%, sin embargo, para este
fago también se obtuvo uno de los menores valores observados, siendo del 10,7% en el
sistema con la cepa enteropatégena. Los estudios realizados para identificar los
receptores fagicos para DT1, DTS y DT6 evidenciaron la naturaleza hidrocarbonada de
éstos en todas las cepas patdgenas de E. coli evaluadas puesto que solo se observéd una
disminucién significativa en la adsorcion luego del tratamiento con peryodato.

Posteriormente se realizaron ensayos de challenge in vitro a distintas
temperaturas frente a la cepa DHSa y a las cepas patégenas EPEC920, STEC no-O157
ARG4827 y STEC464 O157:H7. Se evaluaron fagos individuales asi como formando
parte de un cdctel, ademads se compard la eficacia de los tratamientos y se determiné la
evolucion del recuento fagico a través de los ensayos. Respecto del biocontrol ejercido
por los fagos, éstos fueron mds eficaces a la mayor temperatura evaluada (37°C),
obteniéndose valores de biocontrol de hasta 6,38 log UFC, sin embargo, a la menor
temperatura (4°C) en la mayoria de los casos se obtuvieron valores de reduccién
significativos de hasta 3,79 log UFC. La accién litica de los fagos frente a la cepa DH5a
fue similar respecto de las patégenas, presentando reducciones logaritmicas del mismo
orden de magnitud con la excepcion del mayor tiempo de muestreo (24 h) donde DH5a
fue mas afectada. Al comparar los tratamientos a 37°C, el céctel de fagos resulto ser el
mds efectivo para reducir el nimero de células viables, solo en dos casos un fago

individual fue significativamente mds efectivo que el céctel, ademds nunca se obtuvo la
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menor reduccion de células viables en un sistema tratado con la mezcla fagica. Por otro
lado, los tratamientos con los fagos individuales presentaron una eficacia variable
independientemente del sistema evaluado. La evolucién de los titulos fagicos vari6 a lo
sumo en 1 log UFP/ml, en la mayoria de los casos aumentando levemente y
permaneciendo siempre en un nimero elevado.

Luego se realizaron ensayos de biocontrol con fagos sobre la matriz alimenticia.
Se evaluaron tanto fagos individuales como cdcteles sobre productos carnicos
contaminados artificialmente con DHS5a y cepas patdgenas, a saber EPEC920, STEC
no-0157 ARG4827 y STEC464 O157:H7. Ademds, se evaludé el porcentaje de
recuperacion bacteriana desde la matriz alimentaria. En general se observaron
reducciones, si bien significativas, relativamente bajas cuando se utilizaron fagos
individuales en los ensayos de biocontrol a ambas temperaturas evaluadas (5 y 24°C).
Por otro lado, cuando se emplearon cocteles en los ensayos las reducciones
significativas observadas fueron mayores. A modo de ejemplo, empleando una MOI del
mismo orden de magnitud, la cepa STEC464 O157:H7 sufrié una reduccién similar a
las 3 h de incubacién utilizando un fago individual o el céctel, mientras que a las 6 h el
coctel produjo una reduccién 1,6 log UFC mayor que el fago individual a 24°C
evidenciando la utilidad del cdctel para prevenir un posterior recrecimiento bacteriano.
Ademds, durante los experimentos la recuperacion bacteriana desde la matriz
alimentaria oscil6 entre el 61,4% y el 85,4%.

Durante los ensayos en cdrnicos, en algunos casos se observé un recrecimiento
bacteriano al mayor tiempo de muestreo (24 h), por lo que se planted el aislamiento de
mutantes insensibles a bacteriofagos (BIMs) desde los experimentos en carnes asi como
por la metodologia de cultivo secundario. Una vez aislados, los BIMs fueron
confirmados por el test de sensibilidad en medio liquido y se determind la frecuencia de
aislamiento para cada BIM confirmado. Ademads, se seleccionaron 9 BIMs confirmados,
5 obtenidos a partir del cultivo secundario y 4 a partir de los ensayos en carnes, y se
evaluo la estabilidad y reversion. De los 16 BIMs aislados por la metodologia de cultivo
secundario se confirmaron como BIMs verdaderos el 75,0%, mientras que de los 30
BIMs aislados desde carnes se evaluaron 14 y solo se confirmaron como verdaderos el
28,5%. Ademds de presentar frecuencias de aislamiento bajas, oscilando entre 3,7x107
y 1,8x10°%, los BIMs presentaron una estabilidad variable y solo uno fue capaz de

revertir el fenotipo de resistencia.
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Otra matriz alimentaria utilizada para los ensayos de biocontrol fueron los
lacteos. En los ensayos realizados durante un proceso de fermentacion lactica, en el
67% de los casos el tratamiento fagico elimind completamente la cepa bacteriana
inoculada, ademads, cuando se utiliz6 el cdctel, este elimind el patégeno en un menor
tiempo respecto de los fagos individuales. Por otro lado, en ensayos realizados durante
un proceso de cuajado, si bien se inactivd rdpida y completamente el 50% de las cepas
evaluadas, no se observd la eficacia obtenida durante la fermentacién para la cepa
patégena STEC O157:H7 usando el céctel a una MOI similar, sin embargo, éste pudo
eliminar la cepa DHS5a. Respecto de la estabilidad fagica, éstos presentaron un alto nivel
de estabilidad en este tipo de matrices considerando los bajos valores de pH alcanzados.
Por otro lado, tanto los cultivos iniciadores, a saber Streprococcus thermophilus, como
la evolucion general de los pardmetros del proceso de fermentacion lactica como del
proceso de cuajado, no se vieron afectados por la adicién exdgena de bacteriofagos.

Finalmente, se evalud la eficacia del tratamiento con cdcteles fagicos sobre
superficies solidas, especificamente sobre cubreobjetos de vidrio (CV) y acero
inoxidable (Al), emulando superficies inanimadas potencialmente contaminadas que se
pueden encontrar tanto en un ambiente industrial como en el hogar. En los ensayos
realizados en CV se obtuvo una eliminacién completa de los patégenos EPEC920 y
STEC464 O157:H7 tanto a 5 como a 37°C, observiandose un recrecimiento de ~1,5 log
UFC para esta dltima cepa a alto indculo bacteriano. Contrariamente, la cepa STEC no-
0157 ARG4827, si bien se vio reducida en su nimero inicialmente, no se logré eliminar
a 5°C y present6 un recrecimiento posterior a 37°C. Cuando se evaluaron los resultados
obtenidos en la matriz Al, se determiné que el céctel fue capaz de eliminar
completamente todas las cepas evaluadas a 5°C y a STEC no-O157 ARG4827 a 37°C,
mientras que STEC464 O157:H7 y EPEC920 presentaron un recrecimiento posterior a
alto, y a bajo y alto in6culo bacteriano, respectivamente.

Cabe destacar que se ha logrado una gran especificidad de accién sobre cepas
patégenas de E. coli y que estudios posteriores permitirdn desarrollar cocteles fagicos
con mayores eficiencias de reduccion bacteriana. Los mejores resultados se obtuvieron
en los ensayos de biocontrol sobre superficies s6lidas, a saber cubreobjetos de vidrio y
acero inoxidable, y durante los procesos de fermentacidn lactica y cuajado. También se

observaron reducciones bacterianas significativas en la matriz carnica.
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Los resultados obtenidos en este trabajo de Tesis sugieren, en primera instancia,
que los bacteriofagos aislados en nuestro laboratorio son ttiles para el biocontrol de

cepas patdgenas de E. coli en alimentos.
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SUMMARY

Foodborne diseases are a major health threat worldwide. These diseases are
caused by consumption of water or food contaminated with microorganisms or
parasites, or by toxic substances that they produce. During the last decade a significant
effort was made worldwide to develop food biopreservatives, even so, emergence of
bacterial pathogens causing foodborne diseases shows the need to investigate new
sources of bioactive agents to address and control this problem.

Several studies involve pathogenic Escherichia coli strains as responsible for
foodborne diseases. Specifically, in our region is particularly important to control the
spread of Shigatoxigenic Escherichia coli (STEC) strains since Argentina has the
world's highest rate of hemolytic uremic syndrome due to dissemination of O157:H7
and non-O157 STEC strains, an emerging pathogen that infects humans through
ingestion of contaminated meat or other foods. Several pathogenicity factors, besides
toxins, such as intimin present in enteropathogenic (EPEC) and STEC strains, are
considered necessary in the infection process, making these pathogens dangerous
regarding food safety.

Moreover, food preservatives at authorized concentrations generally do not kill
microorganisms, rather, only prevent proliferation, limiting their effectiveness to high
quality products. The foregoing linked to the increasing incidence of antibiotic resistant
bacteria drives the need for new approaches to extend shelf life and for ensure food
quality.

Bacteriophages are natural enemies of bacteria and exhibit a high specificity for
their host cells. Nature is an endless source of phages constantly evolving and able to
adapt in situ and reinfect resistant bacteria. In addition, phages are readily isolated and
are routinely consumed in our foods and water, thus representing a more ecological
alternative. Another feature presented by bacteriophages is self-amplification and self-
limitation. In the presence of their host bacteria phage will replicate and subsequently
infect other growing cells showing a self- amplification behavior, on the other hand, in
absence of host cells, phage will not replicate showing a self-limited behavior. Despite
mentioned above, only recently a greater number of research are carried out regarding

their utility as biocontrol agents for use in food safety.
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Considering the above described, the main objective of this work was to develop
a novel and economic methodology for controlling pathogenic Escherichia coli using
bacteriophages as additives in meat and dairy or in the production process.

In the first place, E. coli bacteriophages were isolated from human stool
samples, subsequently, morphology was analyzed by electron microscopy and presence
of pathogenicity genes by PCR as their stability during storage was assessed. In the
present work, six bacteriophages were isolated, all showing a lytic character only
against pathogenic E. coli. Among phages isolated, three phages were selected, namely
DT1, DTS5 (for non-O157 STEC ARG4827, resistant to DT1) and DT6, to evaluate lytic
activity on pathogenic E. coli against different temperatures, pH and sodium chloride
concentrations. In the present work six bacteriophages were isolated showing lytic
activity only against pathogenic E. coli strains. In addition, from electron microscopy,
we were able to obtain clear pictures only from two phages, corresponding to DT1 and
DT6. Both, DT1 and DT6, belong to the Myoviridae family, showing heads and tails of
similar sizes. Molecular PCR assays allowed us to exclude the presence of stx I, stx2,
eaeA, STI and LTI pathogenicity genes on all bacteriophages evaluated. Regarding
stability on storage at 4°C, all six phages showed a slight decrease in phage titer during
the first and second month, DT1 reached the lower viability value being the 55% of the
initial value, i.e. a reduction on phage viability of 0.26 log PFU at most after two
months of storage. When lytic activity was evaluated against different physicochemical
conditions we found that increasing concentrations of sodium chloride as well as low
pH and temperature yielded lower lytic activity for all systems tested. Phage activity
was more affected by low pH values, then by low temperatures and, to a lesser extent,
by the higher sodium chloride concentration assayed.

To characterize the interaction between phages and their sensitive strains, the
host range for each phage and the burst size and time for phage DT1 and DT6 were
studied. Also, efficiency of plating (EOP) for phage DT1, DT5 and DT6 was
determined and, additionally, nature of phage receptors present on pathogenic E. coli
strains was studied. Phage DT3, DT4 and DT6 showed the broader host ranges, lysing
16, 15 and 16 strains from the collection evaluated, respectively. Moreover, phage DT,
DT2 and DTS5 lysed only 6, 7 and 7 from 104 strains tested, respectively, showing
narrower host ranges. It should be noted that, non-pathogenic E. coli as well as non-E.
coli strains were not affected by the phages tested. DT1 and DT6 showed the same burst

time, namely 33 min, on the other hand, burst size was 76 and 59 for DT1 and DT®6,
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respectively. In addition, DT1 showed EOP values of ca. 20%, while DTS presented the
lower values observed. Conversely, DT6 showed the highest EOP, yielding values up to
97.6%, however, one of the lowest values observed, 10.7% in the enteropathogenic
strain system, was also obtained for DT6. Studies carried out to evaluate phage
receptors for DT1, DTS5 and DT6 demonstrated their hydrocarbon nature in all
pathogenic E. coli strains evaluated since a significant decrease only with periodate
treatment was observed.

Subsequently in vitro challenge tests at different temperatures against DH5a and
pathogenic EPEC920, non-O157 STEC ARG4827 and O157:H7 STEC464 strains were
performed. Individual phages and cocktails were evaluated, in addition, efficacy among
treatments was compared and phage count evolution through trials determined. In
general, phages were more effective at the highest temperature tested, yielding
biocontrol values up to 6.38 log CFU, however, significant reductions at the lower
temperature evaluated were observed, namely up to 3.79 log CFU. Lytic activity of
phages against DH50 was similar compared to pathogenic strains, showing log
reductions of equal magnitude orders excepting the greater sampling time where DH5a
was the most affected one. Comparing treatments at 37°C, phage cocktail was the most
effective reducing viable cells numbers, furthermore, single phages were significantly
more effective than phage cocktail only twice, besides, the lowest viable cells reduction
was never obtained on a system treated with the phage mixture. On the other hand,
individual phage treatments showed variable effectiveness regardless of the system
evaluated. Evolution of phage titers through experiments varied at most in 1 log
PFU/ml, slightly increasing in most cases and always remaining in large numbers.

Next, phage biocontrol trials were performed on food matrices. Individual
phages as well as cocktail were evaluated on artificially contaminated meat products,
namely DHS5a and EPEC920, non-O157 STEC ARG4827 and O157:H7 STEC464
pathogenic strains. Also, bacterial recovery from food was evaluated. Although
significant reductions were observed, a relatively low biocontrol effect was achieved
using individual phages at both temperatures tested. On the other hand, using phage
cocktails resulted in greater significant reductions. E.g., STEC464 O157:H7 strain
experienced a similar reduction at 3 h using an individual phage or the phage cocktail at
similar MOIs, while at 6 h the cocktail produced a 1.6 log CFU reduction greater than

individual phages at 24°C, demonstrating the utility of phage cocktails to prevent
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bacterial regrowth. In addition, bacterial recovery from the food matrix during
experiments ranged from 61.4% to 85.4%.

During meat assays, a bacterial regrowth was observed at the longer sampling
time, thus bacteriophage insensitive mutants (BIMs) were isolated from meats
experiments as well as by the secondary culture method. Once isolated, BIMs were
confirmed by the liquid culture sensitivity test, in addition, isolation frequency was
determined for each confirmed BIM. Furthermore, nine (9) confirmed BIMs were
selected, five (5) obtained from the secondary culture method and four (4) from meat
trials, and evaluated for stability and reversion. Out of sixteen (16) BIMs isolated by the
secondary culture method, 75.0% were confirmed as true BIM, while from thirty (30)
BIMs isolated from meat, fourteen (14) were evaluated and only 28.5% confirmed as
true BIM. Besides presenting low isolation frequencies, ranging from 3.7x107 to
1.8x10%, BIMs presented variable stability and only one (1) reverted to phage
sensitivity.

Another food matrix used for biocontrol assays was dairy. On assays performed
during a fermentation process, phage treatment completely eliminated inoculated
bacterial strain in the 67% of cases. Also, when phage cocktail was used, pathogen was
eliminated in a shorter period of time regarding each individual phage. On tests
conducted during curdling, although 50% of tested strains were rapidly and completely
inactivated, a lower efficacy than obtained on ferments was observed in pathogenic
O157:H7 STEC strain by using phage cocktail at similar MOI values, however, DH5a
was completely eliminated. Regarding phage stability, all showed high stability in this
type of matrices despite the low pH values reached. Moreover, starter cultures, namely
Streptococcus thermophilus, as general parameters evolution of manufacturing process,
either fermentation or curdling, were not affected by exogenous bacteriophage addition.

Finally, efficacy of phage cocktail treatments on hard surfaces was evaluated,
specifically, on glass coverslips (GC) and stainless steel chips (SSC), emulating
potentially contaminated inanimate surfaces found on industrial and home
environments. GC trials resulted on complete removal of EPEC920 and O157:H7
STEC464 pathogens at 5 and 37°C, although O157:H7 STEC464 showed a subsequent
regrowth of ~ 1.5 log CFU at high bacterial inoculum. Conversely, although an initial
reduction was observed, phage cocktail failed eliminating non-O157 STEC ARG4827
strain at 5°C and showed a subsequent bacterial regrowth at 37°C. Results on SSC

matrix showed that cocktail was able to completely eliminate all strains tested at 5°C

10



Resumen

and non-O157 STEC ARG4827 at 37°C, while O157:H7 STEC464 at high bacterial
inoculum and EPEC920 at low and high bacterial inoculum showed subsequent
bacterial regrowth.

It is noteworthy that high specificity of action has been achieved on pathogenic
E. coli and subsequent studies will allow us to develop phage cocktails with higher
efficiencies. The best biocontrol results were obtained in assays performed on hard
surfaces, namely glass coverslips and stainless steel chips, and during the fermentation
and curdling processes. In addition, significant bacterial reductions were observed on
biocontrol assays in meat.

Results obtained in this work suggest, at first instance, that bacteriophages

isolated in our laboratory are useful for biocontrol pathogenic E. coli in foods.
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INTRODUCCION

1. Enfermedades transmitidas por alimentos (ETAs)

Las enfermedades transmitidas por los alimentos (ETA) constituyen un
importante problema de salud a nivel mundial. Estas enfermedades se producen por el
consumo de agua o alimentos contaminados con microorganismos, parasitos o por las
sustancias toxicas que ellos producen. Para prevenirlas, existen controles en todos los
paises que garantizan los mejores niveles de seguridad, higiene y calidad a lo largo de la
cadena alimenticia. En la dltima década se ha observado un gran incremento de
intoxicaciones e infecciones vehiculizadas por alimentos en muchos paises
desarrollados y en desarrollo. Este fendmeno puede ser atribuido a varios factores tales
como el incremento del comercio internacional de alimentos y de ingredientes
alimenticios, turismo internacional, cambios climaticos, cambios de habitos alimenticios
con una mayor proporcion de consumo de alimentos listos para consumir y servicios
masivos de catering. Todo esto sumado a las histéricas condiciones de escasa sanidad
en zonas carenciadas de paises en desarrollo, tales como carencia de agua potable, de
cloacas, de condiciones de vivienda dignas y de educacidn para la salud. En sintesis, el
incremento de la desigualdad social contribuye al aumento de las ETAs. Un brote de
ETA se da cuando dos o mds personas sufren una enfermedad con caracteristicas
similares después de ingerir un mismo alimento y los andlisis epidemioldgicos y de
laboratorio confirman al alimento como el origen de la enfermedad.

En el periodo 1995-1999 en América Latina y el Caribe se produjeron 4234
brotes infecciosos y los principales alimentos identificados como causantes de
toxiinfecciones fueron pescados, agua, carnes rojas y productos lacteos. En Argentina se
detectaron 9586, 11703 y 6583 casos de ETAs en 2008, 2009 y 2010, respectivamente
(AGC, 2011). Segtin la OMS los siete principales patégenos que pueden encontrarse en
los alimentos son: Staphylococcus aureus, Salmonella spp, Clostridium perfringens,
Escherichia coli, Shigella spp., Listeria monocytogenes y Campylobacter spp.
Actualmente, las ETAs de origen zoondtico, enfermedades infecciosas causadas por
microorganismos como Escherichia coli, Campylobacter jejuni y Salmonella spp.
asociados a animales, se estdn volviendo un problema en aumento que estd
probablemente asociado con la préictica bioindustrial actual de produccién en masa de

productos de origen animal (Heyndrickx y col., 2001). Ademds, la manufactura de
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quesos con leche cruda, los productos con lenta o escasa acidificacién, las condiciones
de higiene inadecuadas en frigorificos y tambos, conducen a la contaminacién con
patogenos bacterianos de productos lacteos y cdrnicos.

Las cepas de Escherichia coli productoras de toxina Shiga (STEC),
especialmente las O157:H7, son patégenos humanos emergentes que pueden causar
diarrea asi como manifestaciones clinicas mdas severas incluyendo Pdrpura
Trombocitopénica Trombética (PTT), Enterocolitis Hemorragica (ECH) y Sindrome
Urémico Hemolitico (SUH) (Griffin y col., 2002; Su y Brandt, 1995). Otros serogrupos
no-0157 (026, 0103, O111, 0128 y O145) productores de toxina Shiga, aislados de
alimentos, también han sido identificados como productores de patologias humanas y
responsables de la incidencia de SUH (Bettelheim, 2006; Blanco y col., 2003; WHO,
1998). Aquellas STEC que causan ECH y SUH se denominan Escherichia coli
enterohemorragica (EHEC) (Nataro y Kaper, 1998; Levine y col., 1987). El principal
reservorio de STEC es el ganado vacuno y otros rumiantes, los cuales poseen STEC en
su flora intestinal asintomdticamente (Kobayashi y col., 2001). Las personas se infectan
con estas cepas primariamente a través de la ingestion de carne contaminada u otros
productos alimenticios o por transmisién fecal-oral de humanos o animales infectados
(Su y Brandt, 1995).

Otra de las bacterias asociada a brotes de ETA es Campylobacter. La infeccion
por Campylobacter constituye una zoonosis de distribucién mundial y es la bacteria mas
frecuentemente identificada como causante de gastroenteritis en el mundo, sin embargo,
en nuestro pais Campylobacter nunca se ha aislado como responsables de brotes de
ETA. Varias especies de Campylobacter se encuentran como comensales en el tracto
gastrointestinal de animales salvajes y domésticos. Los principales reservorios los
constituyen el ganado bovino, ovino y porcino, roedores, todas las aves de corral, perros
y gatos. El espectro de reservorios varia con la especie, siendo C. jejuni la especie con
el reservorio mas amplio, mientras que C. coli es mas frecuentemente aislado en
porcinos. La adquisicién primaria del microorganismo por los animales ocurre
generalmente temprano en la vida del animal y en la mayoria de los casos la
colonizacién conduce a un estado de portador de por vida. En los paises industrializados
Campylobacter se transmite principalmente a través de alimentos de origen animal,
siendo el consumo de carne de ave de corral mal cocida el responsable del 50-70% de
las infecciones esporadicas (Blaser, 2000), mientras que en los paises menos

desarrollados predominan la transmisiéon por alimentos y aguas contaminadas con
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excretas asi como el contacto directo con personas o animales enfermos (Franco y
Williams, 1999). El sintoma mads caracteristico de una campylobacteriosis es la diarrea,
que puede ser o no sanguinolenta, y puede estar acompafiada de fiebre, vomitos y
dolores abdominales y de cabeza. La campylobacteriosis en la mayoria de los casos se
auto limita, sin embargo, en algunas ocasiones puede derivar en una alteraciéon del
sistema nervioso denominada Sindrome de Guillain-Barré pudiendo dejar dafios
neuroldgicos severos en algunos casos.

Salmonella spp. ocupa un rol importante entre las bacterias que causan ETA, ya
que es el agente etioldgico de la Salmonelosis. Bajo el término Salmonelosis se incluye
a las fiebres tifoidea, paratifoidea y no-tifoidea. Las dos primeras formas de
salmonelosis estdn producidas por S. Typhi y S. Paratyphi, cuyo principal reservorio es
el hombre. La fiebre no-tifoidea es la presentacién mas frecuente de salmonelosis en
todo el mundo, se trata de una enfermedad zoondtica y sus principales agentes
etiologicos son S. Enteritidis y S. Typhimurium, entre otros serotipos, siendo su
principal reservorio aves, reptiles y mamiferos. Las vias por las cuales este patégeno
puede transmitirse a los seres humanos son alimentos como huevos o alimentos
derivados del huevo consumidos crudos, leche y sus derivados, agua, carne y productos
carnicos. Los sintomas tipicos la una salmonelosis incluyen fiebre, diarrea
sanguinolenta o mucosa y cdlicos abdominales. Ademads, la infeccién por Salmonella
puede derivar, en muy pocas ocasiones, en el Sindrome de Reiter, pudiendo generar

secuelas permanentes.

1.1. ETAs asociadas a productos carnicos

Las ETAs asociadas a productos carnicos han sido ampliamente documentadas
en todo el mundo (CDC, 2013a; CDC, 2013b; Rangel y col., 2005; Armstrong y col.,
1996). Los productos de origen cdrnico poseen una gran variedad de bacterias inocuas y
benéficas para el humano, sin embargo, estos productos se pueden contaminar con
bacterias patogenas.

Las bacterias de STEC se documentaron por primera vez como un patdégeno
asociado a brotes en 1982 (Riley y col., 1983) y desde entonces se ha convertido en un
patégeno transmitido por alimentos en todas partes en todo el mundo. Los rumiantes,
especialmente el ganado bovino, son la fuente primaria de cepas STEC O157 y no-

0157 (Bolton, 2011; Bosilevac y Koohmaraie, 2011; Pennington, 2010), y la carne
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vacuna se considera una fuente importante de infecciones humanas por éstas (Caprioli y
col., 2005; CDC, 1997). En Europa, la prevalencia de STEC no-O157 y O157 en carne
fresca oscila entre 0,3-2,3% y 0,1-0,7%, respectivamente (Anénimo, 2011). Ademas, la
carne contaminada, especialmente la de origen bovino, se identificé como la fuente de
infecciéon humana en 16 de 40 brotes de STEC en estados miembros de la Unién
Europea entre 2007 y 2009 (Ennis y col., 2012). En Argentina, en estudios realizados en
nifios con SUH se identific6 al serotipo O157:H7 como el mds prevalente (Rivas y col.,
2006), aunque otros autores encontraron este serotipo con menor prevalencia (Lopez y
col., 1998). Sin embargo, como las cepas de STEC no-O157 son mds prevalentes en
animales y como contaminantes en alimentos cdrnicos, los humanos estan
probablemente mds expuestos a estas cepas (Beutin y col., 2004; Blanco y col., 2004).
Por otro lado, si bien en varios paises O157:H7 es el serotipo principalmente asociado
con la mayoria de los casos de enfermedad y brotes de ETA, mas de 400 serotipos de
STEC se han descripto y mas de 150 implicados en enfermedades humanas
(WHO/CSR/APH/98.8, 1998). Por lo antes mencionado, las cepas de STEC representan
una amenaza a nivel mundial como agentes responsables de ETAs en productos
carnicos.

Por otro lado, Campylobacter es la causa mds comin de ETAs en paises
industrializados asociada a carne mal cocida de aves de corral. Muchas especies del
género son capaces de causar ETAs en seres humanos, destacandose Campylobacter
Jjejuni y Campylobacter coli (Franco y Williams, 1999) que poseen una dosis infectiva
baja, a saber 400 a 500 células (Moore y col., 2005). Estudios epidemioldgicos
demostraron la contaminacion por Campylobacter jejuni en plantas de procesamiento de
pollos, tanto en carcasas como en pollos enteros asi como en partes y en sus 6rganos,
ademds, también se detectd contaminacién en equipamiento y en las manos de los
trabajadores (Quinones-Ramirez y col., 2000; Shih, 2000; Ono y Yamamoto, 1999). Se
han descripto brotes involucrando a Campylobacter jejuni en alimentos como pollo y
pavo (Murphy y col., 1995), en algunos casos debido a carne mal cocida (Evans y col.,
1998) y en otros a contaminacién cruzada (Roels y col., 1998; Brown y col., 1988).

Salmonella spp. es responsable de la enfermedad conocida como salmonelosis,
es una ETA de origen bacteriano y de distribucion mundial. En los paises de
Latinoamérica los rangos de prevalencia varfan entre 200 y 500 casos cada 100.000
(Miller y col., 1995). El principal agente etiolégico de esta enfermedad es Salmonella

enterica. Su clasificaciéon taxonémica es muy compleja, actualmente se reconocen dos
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especies: Salmonella enterica y Salmonella bongori. Estos microorganismos estan
ampliamente distribuidos en la naturaleza y se los encuentra como comensales y
patégenos en el tracto gastrointestinal de mamiferos domésticos y salvajes, reptiles,
aves e insectos (WHO, 2008). Los alimentos perecederos y los que requieren
manipulacién son los que con mayor frecuencia estin involucrados en brotes de ETA
debido a este patdgeno, y entre ellos los productos y subproductos carnicos (Alcazér
Montafiez y col., 2006), leche cruda, huevos, productos que contienen huevo y
vegetales, entre otros (Gast y col., 1998). Epidemioldgicamente, las infecciones por
Salmonella pueden causar pequefios brotes en la poblacién en general, sin embargo el
60-80% de los casos son esporddicos; a veces se producen grandes brotes en hospitales,
jardines maternales, geridtricos y restaurantes (WHO, 2008). Se han registrado brotes
por Salmonella en paises de todo el mundo debido a productos carnicos como carne de
cerdo, carne picada y embutidos (Mossong y col., 2006; ICMSF, 1996), carne de pollo
(Berghold y col., 2004), salame (Luzzi y col., 2007; Emberland y col., 2006) y
salchichas curadas (Nygard y col., 2007). En Argentina, entre 1993 y 2002 ocurrieron
152 brotes de ETA que afectaron a 3.309 personas, el 33% de los brotes de ETA
causados por Salmonella se produjeron por consumo de agua contaminada y el 27% fue
debido al consumo de carnes rojas (SIRVETA, 2004).

Listeria monocytogenes es el microorganismo patdgeno responsable de la
listeriosis, ETA de baja frecuencia pero de caricter grave. Este es un microorganismo
ubicuo de amplia distribucién en la naturaleza y es un frecuente contaminante de
alimentos (Jianshun y col., 2009; Byelashov y col., 2009). Si bien muchos alimentos
pueden servir de vehiculo para este patégeno, Listeria monocytogenes es
frecuentemente aislado de alimentos tales como cortes de carnes listos para el consumo
(ready-to-eat, RTE) (fiambres y embutidos). Ademads, su capacidad para tolerar amplios
rangos de pH, temperatura y concentracion de sales constituye una propiedad que
facilita la colonizacion de una gran variedad de alimentos como carnes, leche, vegetales,
pescados y sus respectivos derivados (Privat y col., 2010a; Privat y col., 2010b). Este
patogeno tiene la capacidad de infectar y reproducirse en el citoplasma de diversos tipos
de células lo que le permite atravesar las barreras intestinal, meningea y placentaria
(Jianshun y col., 2009). Esta bacteria es la tnica especie del género Listeria que produce
infeccidn en humanos y ha sido la causa del aumento de ETAs, especialmente en nifos,
ancianos y pacientes inmunocomprometidos. La listeriosis humana puede presentarse

como epidemias o en forma de casos esporddicos de baja frecuencia, sin embargo, su
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tasa de mortalidad es alta, hasta un 30% de los casos, y es responsable de
aproximadamente la tercera parte de las muertes atribuidas a patdgenos de origen
alimentario (Liu y col., 2008). Tanto en Estados Unidos como en Europa durante los
ultimos diez afios han ocurrido brotes de ETA involucrando a Listeria cuyo origen han
sido en su mayoria alimentos carnicos y lacteos. Ademads, los alimentos RTE de origen
cérnico han sido implicados en la mayoria de los brotes mds importantes de listeriosis
en los tltimos 30 afios (Gottlieb y col., 2006; Graves y col., 2005; Olsen y col., 2005;
Schlech, 2000; Ryser, 1999; Schwartz y col., 1988). En Argentina, se han documentado
numerosos abortos naturales por Listeria, sin embargo, no se han documentado brotes
alimentarios o en los que se haya identificado el alimento en las tltimas 3 décadas. Por
otro lado, debe considerarse que la enfermedad no es de notificacion obligatoria en
nuestro pais, y, en casos de abortos o gastroenteritis, no suelen realizarse las

determinaciones necesarias para observar la presencia de este patégeno (FAO, 2007).

1.2. ETAs asociadas a productos lacteos

Ademads de los patdgenos mencionados con anterioridad en productos carnicos
tales como STEC, Salmonella spp. y Listeria monocytogenes, los cuales también
producen brotes de ETAs por consumo de lacteos, el patégeno que produce mayor
preocupacion en estos productos y sus derivados es Staphylococcus aureus.
Adicionalmente, Enterobacter sakazakii es de gran preocupacion especialmente en
férmulas en polvo para lactantes, implicado en brotes y causando alta mortalidad y
secuelas en los nifios.

Se han descripto brotes asociados a STEC en todo el mundo por consumo de
leche cruda (Marler, 2010; Minnesota Department of Health, 2010; Food Poison
Journal, 2009; Buglino y col., 2008; Strachan y col., 2006; Mclntyre y col., 2002;
Bockemiihl y col., 1990) asi como por consumo de quesos (Rothschild, 2010; CDC,
2010; INVS, 2007; MAPAQ, 2004; Curnow, 1999) y otros productos lacteos (De
Schrijver y col., 2008; CDC, 2008; Becker, 2005; CDC, 2000; CDSC, 1998). La
mayoria de estos brotes fueron atribuidos al serotipo O157:H7, sin embargo, debido a
métodos analiticos y a una vigilancia epidemioldgica inadecuados, las infecciones por
STEC no-O157 pueden ser poco detectadas y por lo tanto, poco reportadas en todo el
mundo (Hanna y col., 2010). En Argentina se confirmaron 20 y 35 aislamientos de

STEC 0157 y STEC no-O157 desde alimentos, respectivamente, entre 2010 y 2012.
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Especificamente, en un estudio realizado en nuestro pais por Rubeglio y Tesone (2007)
se determindé que STEC O157:H7 tuvo una prevalencia del 3,77% en 53 productos
lacteos analizados. Por otro lado, hay escasa informacién y datos epidemiolégicos sobre
brotes reportados de STEC en productos lacteos.

Respecto de Salmonella, en el afio 2000 se registraron 21 milliones de casos que
tuvieron como agente etiolégico a Salmonella typhi y 5 milliones a Salmonella
paratyphi a nivel mundial. Ademads, se registraron 93.757.000 casos/afio y 155.000
muertes por casos que involucraron a Salmonella no-typhi en todo el mundo (Shakoor y
col., 2012). Especificamente en licteos, se registraron brotes por consumo de leche
maternizada que afecté a veintinueve y dieciocho bebes en 2008 y 2011 en Espafia,
respectivamente, mientras que otro brote en 2007 afectdé a veintinueve personas por
consumo de leche cruda y queso fresco en Pennsylvania, Estados Unidos (MMWR,
2007). En Argentina, a partir de 1969 y hasta 1972, hubo un gran predominio de
aislamientos de Salmonella Typhimurium generando cuadros clinicos graves y con una
tasa de mortalidad que alcanzé el 14% de 246 nifos estudiados. A partir de 1986, se
produce un notable incremento de Salmonella Enteritidis en la Argentina asi como en
otros paises, produciendo 23 brotes en nuestro pais entre 1986 y 1988 (Eiguer y col.,
1990; Rodriguez y col., 1990) y manteniéndose como la serovariedad mds prevalente a
la actualidad. Si bien se han reportado casos de lacteos contaminados, especialmente
leche en polvo para nifios, por Salmonella, los brotes de salmonelosis registrados en
nuestro pais involucrando productos lacteos son escasos. Uno de estos brotes estuvo
asociado a queso de cerdo afectando a diecisiete personas en dos localidades Argentinas
(Boletin Epidemiolégico Periddico, 2006).

Listeria monocytogenes es el agente etiologico de la listeriosis, una zoonosis
poco frecuente pero muy grave con baja morbilidad pero muy alta mortalidad (30%)
(Perroni, 2008), siendo atn mayor, hasta un 70%, en individuos que pertenecen a
grupos de riesgo. Los lacteos fueron citados frecuentemente como causa de listeriosis, la
leche en polvo y el yogur no representan un riesgo, mientras que el queso es un
producto susceptible de contaminacién. Ademads, la manteca y la crema, poseen bajo
riesgo aunque se han producido brotes por su consumo. Se han registrado brotes de
listeriosis a nivel mundial involucrando productos ldcteos como manteca y queso fresco
de tipo hispano en Finlandia y Estados Unidos, respectivamente (FDA/FSIS, 2001). En
los Estados Unidos hubo 6 brotes de listeriosis por consumo de productos lacteos

contaminados entre 1998 y 2008 afectando a 53 personas de las cuales 48 debieron ser
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hospitalizadas y 5 de ellas murieron (Cartwright y col., 2013). Un brote importante se
registré en Santiago de Chile en 2008, registrindose 119 casos de enfermedad por
consumo de quesos de pasta blanda contaminados (Ministerio de Salud, 2009). Si bien
en Argentina esta bacteria es poco frecuente se han aislado varios serotipos desde
alimentos (Callejo y col., 2008). En el sistema de vigilancia de ETA en Argentina entre
el afno 2010 y 2012 se investigaron 26 brotes, resultando solo un brote nosocomial
producido por Listeria monocytogenes serotipo 4b. Por otro lado, no se han registrado o
denunciado brotes por este microorganismo vehiculizados por lacteos.

Staphylococcus aureus es uno de los principales responsable de brotes de ETAs
asociado a productos lacteos en todo el mundo (EFSA y ECDC, 2011; Nufiez y col.,,
2009; De Buyser y col., 2001; Tirado y Schmidt, 2000). En Latinoamérica,
especificamente en Uruguay, de acuerdo a datos obtenidos por el Sistema de
Informacién Regional para la Vigilancia Epidemioldgica de ETAs, en 9 de 12 brote de
intoxicacion estafilocdccica registrados durante el periodo 1993-2001 se identificaron
lacteos como alimento responsable. Otro pais de América Latina, a saber Paraguay,
sufrié en 2007 uno de los brotes mds importantes de nuestra regiéon donde un brote
epidémico asociado al consumo de leche ultrapasteurizada afecté a 400 personas, de las
cuales 60 requirieron hospitalizacion. Este es el primer brote de ETA denunciado en
Paraguay en el cual se pudo aislar, caracterizar y subtipificar el agente etiologico en la
planta de elaboracion, en el alimento y en las personas afectadas debido a que se aislé S.
aureus de 5 pacientes, 3 operarios y 3 muestras de leche (Weiler y col., 2011). En
Argentina, Staphylococcus aureus tiene una elevada prevalencia en los ambientes
lacteos (Calvinho y Tirante, 2005), es el responsable de la mayoria de las infecciones de
la glandula mamaria bovina (mastitis) y debido a la gran produccién y consumo de
lacteos en nuestro pais es probablemente uno de los principales patdgenos implicados
en brotes de ETA vehiculizados por productos lacteos. Sin embargo, hay escasa
informacion sobre el envenenamiento alimenticio por estafilococo en Argentina ya que
la mayoria de los brotes pequefios de intoxicacion alimentaria no se denuncian dado que
no requieren atencion médica (Lépez y col., 2008). Aislados de S. aureus asociados con
intoxicacién alimentaria en distintas provincias Argentinas han sido caracterizados
recientemente por métodos fenotipicos y genotipicos aunque la fuente de alimento de
las que se aislaron los microorganismos no fue mencionada (Manfredi y col., 2010).

Otra bacteria preocupante en lacteos es Enterobacter sakazakii. Si bien

Enterobacter sakazakii ha sido detectado en diferentes tipos de alimentos, solo las
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férmulas infantiles en polvo se han visto asociada a brotes. Se han informado casos de
infecciones por Enterobacter sakazakii derivadas de férmulas infantiles contaminadas
solo en algunos paises desarrollados (Block y col., 2002; CDC, 2002; Van Acker y col.,
2001) y probablemente estos casos no son reportados en todos los paises. La incidencia
general causada por Enterobacter sakazakii parece ser baja y en los pocos brotes
investigados se observaron tasas de mortalidad entre el 20% y el 50%. Brotes recientes
ocurrieron en 2004 produciendo la muerte de un recién nacido en Nueva Zelanda y otro
en Francia donde hubo nueve casos de infeccion, cuatro enfermos y dos fallecidos

(Drudy y col., 2006).

1.3. Rutas de contaminacion

En las secciones previas se detallaron los alimentos involucrados en ETAs, en la
presente se detallaran las vias de contaminacién de los alimentos por los distintos
patogenos.

Las cepas de STEC son transferidas desde las heces del ganado y del tracto
gastrointestinal a las carcasas durante el proceso de faena. El ganado vacuno es un
reservorio de E. coli y la contaminacion fecal puede ocurrir durante el ordefie asi como
después de la pasteurizacion. La transmision persona a persona, por la ruta fecal-oral, es
también muy importante especialmente en comunidades cerradas como guarderias,
hogares de ancianos y escuelas. Menos de 10 UFC de E. coli O157:H7 pueden ser
suficientes para causar la enfermedad en humanos. Las carnes picadas son uno de los
productos de mayor riesgo. Esto se debe a que durante el picado, la bacteria pasa de la
superficie de la carne al interior del producto donde es mads dificil que alcance la
temperatura necesaria para eliminarla durante la coccién. Pero no solamente se puede
encontrar en las carnes sino también en el agua, la leche sin pasteurizar y las verduras,
que pueden contaminarse por contacto con las heces de estos animales por riego con
aguas servidas (Rivas y col., 2006).

La via de infeccién humana mas frecuente por Campylobacter es el consumo de
carne obtenida de animales infectados. La leche no pasteurizada también constituye un
vehiculo frecuente de infeccién asi como el agua no clorada. Algunos aspectos de la
transmisién del microorganismo ain se desconocen, se sabe que varias especies de
Campylobacter se encuentran como comensales en el tracto gastrointestinal de animales

salvajes y domésticos. La via de infeccion humana mads frecuente es el consumo de

20



Introduccién

carne obtenida de animales infectados asi como la leche no pasteurizada. Los animales y
sus productos derivados han sido identificados de forma precisa como fuentes de
infeccion humana en brotes de Campylobacteriosis (Franco y Williams, 1999). Los
brotes de Campylobacter ocurren frecuentemente en instalaciones publicas como
escuelas, geridtricos y hospitales (Layton, y col., 1997; Stuart y col., 1997; Brown y
col., 1988) y se debe principalmente a una escasa limpieza y a contaminacién cruzada
durante la preparacion del alimento. Las rutas mds importantes de transmision por
Campylobacter a aves de corral comerciales no estan claras. Sin embargo, un nimero de
estudios epidemioldgicos han sugerido que una desinfeccién inadecuada donde se
ubican los pollo, la proximidad de otros animales, la temporada y fallas en la
bioseguridad son factores de riesgo importantes (Bouwknegt y col., 2004).

Patégenos como Salmonella spp. fueron encontrados, a baja pero atn
preocupante frecuencia (5,9%: 5 de 85 muestras de leche cruda), en productos lacteos
elaborados con leche cruda (Addis y col., 2011). Las aves de corral y sus productos,
sobre todo los huevos, son los vehiculos de transmisién mds importantes de Salmonella
seguido de carnes de vaca y cerdo y de productos lacteos. Las heces de las aves
infectadas pueden ser la fuente de infeccién de huevos para consumo humano.
Salmonella puede penetrar a los huevos a través de fracturas en la ciscara o por los
microporos, en particular cuando los huevos pierden frescura. El hombre adquiere la
infeccidon por Salmonella después de la ingestion de alimentos (vegetales, pescados,
carnes, leche, huevos, alimentos manufacturados) o aguas contaminadas. Esta dltima via
de transmision es caracteristica de S. Typhi (Miller y Pegues, 2000; Graeber y col.,
1995). La infeccién puede también transmitirse de persona a persona o por via fecal-
oral. Otras fuentes de infeccion pueden ser los productos manufacturados a partir de
leche sin pasteurizar, la misma leche sin tratamiento térmico, las frutas y hortalizas
frescas mal lavadas o contaminadas a partir de la intervencién humana. La superficie de
estos vegetales puede estar contaminada con Salmonella debido a la utilizacién de agua
contaminada para riego o a malas pricticas agricolas, como por ejemplo la utilizacién
de efluentes domiciliarios o heces animales como abono. Adicionalmente, la
transmision puede variar para cada serotipo y la importancia de las distintas fuentes de
infeccién varia para cada uno de ellos (Velilla y col., 2004).

Listeria monocytogenes es una bacteria ambiental resistente a diferentes agentes
fisicos, quimicos y biolégicos (Tasara y Stephan, 2006; Pearson y Marth, 1990).

Aunque la pasteurizacién sea un tratamiento seguro, existe el riesgo de una
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recontamination posterior especialmente en productos ldcteos. Adicionalmente, el
mayor peligro como fuente de contagio de Listeria monocytogenes para el hombre son
los alimentos listos para el consumo (RTE), especialmente los que se conservan
refrigerados por periodos prolongados (Doyle y col., 2001). En resumen, las rutas de
contaminacion pueden deberse al contacto directo con fuentes de contaminacién del
ambiente de la granja y a la excrecion por la ubre de un animal infectado hacia la leche,
que es directamente consumida por productores, empleados de las granjas y sus
familias, o a través de queso elaborados con esta leche. Ademads, la entrada de leche
cruda contaminada con L. monocytogenes en las plantas de procesamiento que puede
llevar a la persistencia de este patdgeno, con la contaminacién subsiguiente de los
productos lacteos procesados (Perroni, 2008). Adicionalmente, L. monocytogenes puede
ingresar a las plantas de procesamiento por medio de la tierra en zapatos y vestimenta
de obreros asi como en el equipo de transporte de alimentos crudos, posteriormente
estas cepas son capaces de adherirse a varios tipos de superficies como acero
inoxidable, vidrio y caucho, constituyendo otra potencial fuente de contaminacién de
los productos lacteos (Marzocca y col., 2004).

Los humanos son el depdsito natural de S. aureus. Esta bacteria se encuentra en
la mucosa nasal y oral, ademds del pelo, heridas y ampollas. La contaminacién de
alimentos se da por fallas en la higiene personal y manipulaciéon inadecuada de los
alimentos. La intoxicacion alimentaria estafilocdcica se debe a enterotoxinas
termoestables preformadas en el alimento (Le Loir y col., 2003), y la mastitis bovina
causada por S. aureus, la fuente de contaminacién mas importante de la leche con este
patégeno (Katsuda y col., 2005). Sin embargo, la contaminacion post-pasteurizacién por
los manipuladores de alimentos también se ha informado (Waldvogel, 2001).

Respecto de Enterobacter sakazakii, existen dos rutas por las que este patdgeno
puede contaminar la férmula infantil en polvo: i) a través de una contaminacion
intrinseca, ya sea por ingredientes contaminados agregados después del proceso de
secado o a partir del ambiente de produccién después del secado y antes del envasado o
ii) a través de una contaminacién externa durante la reconstituciéon y manipulacién de la
féormula. Ambas rutas de contaminacién mencionadas proponen una contaminacion
posterior al procesamiento industrial de la féormula debido a que Enterobacter sakazakii
no es capaz de sobrevivir a las temperaturas de pasteurizacion (Nazarowec-White y
Farber, 1997). Segtn la informacién disponible, en el 50-80% de los casos la férmula

infantil en polvo es tanto la fuente como el vehiculo de la enfermedad inducida por
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Enterobacter sakazakii y en 20-50% de los casos la férmula es el vehiculo pero la

fuente de origen es la falta de higiene durante la reconstitucién y manipulacion.

2. Escherichia coli

Escherichia coli es habitante normal del tracto intestinal de los humanos y otros
animales de sangre caliente. Son bacilos cortos Gram negativos, aerobios facultativos,
movil por flagelos peritricos, no forma esporas, es capaz de fermentar glucosa y lactosa,
con una temperatura optima de crecimiento de 37°C, con un rango amplio que se
extiende desde temperaturas de refrigeracion hasta los 45°C. Es una bacteria que
presenta una gran variabilidad genética, existen variedades no patégenas que habitan el
intestino de mamiferos, y variantes patogénicas capaces de producir enfermedades
entéricas o distintos tipos de infecciones extra intestinales en humanos y animales.
Normalmente cumple una funcién importante en el cuerpo, suprimiendo el crecimiento
de especies dafiinas de bacterias asi como también sintetizando cantidades apreciables
de vitaminas B y K.

Los aislamientos se diferencian en base a la estructura antigénica de su
constituciéon polisacdrida y proteica, identificando los 3 antigenos de superficie
principales que permiten el serotipado: antigeno O (somaticos), H (flagelos) y K
(capsula), K); hasta el presente se identificaron 174 antigenos O, 56 H y 80 K.
Adicionalmente se clasifican en 6 virotipos, descriptos en la siguiente seccién 2.1.,
seglin su mecanismo de accion: E. coli enteropatogeno, E. coli enteroinvasivo, E. coli
enterotoxigénico, E. coli enteroagregativo, E. coli de adherencia difusa y E. coli
productor de toxina Shiga. Estas ltimas resultan las mas preocupantes en Argentina y
reciben esta denominacion porque la toxina que producen es practicamente idéntica a la

de Shigella dysenteriae tipo 1.

2.1. Virotipos de E. coli

E. coli enteropatégena (EPEC): se definen como aquellas capaces de producir
diarrea y de generar una histopatologia en el epitelio intestinal denominada lesion de
adhesion y borrado o lesiéon de A/E (attachment and effacing) e incapaces de producir
toxinas Shiga (verocitotoxinas). Las cepas de EPEC tipicas que causan infecciones en

humanos poseen un pldsmido de virulencia denominado EAF (del inglés: EPEC
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adhesion factor) que les permite producir un pili y adherirse a las células epiteliales en
un patrén caracteristico denominado adherencia localizada (Nataro y Kaper, 1998). Los
principales serogrupos relacionados con enfermedad son: 055, 086, O111, O119,
0125, 0126, 0127, 0128 y O142.

E. coli enterotoxigénica (ETEC): las infecciones por ETEC tienen lugar a través
de dos factores de virulencia: fimbrias adhesivas y enterotoxinas (termoldbil y
termoestable). La colonizacién del epitelio intestinal del huésped es esencial para la
patogénesis. Esta adherencia estd mediada por estructuras proteinicas superficiales de la
bacteria, conocidas como factores de colonizacién (Nataro y Kaper, 1998). Los
serogrupos de ETEC mads frecuentes son: 06, O8, O15, 020, 025, 027, 063, 078,
085, 0115, 0128, 0148, 0159 y 0167.

E. coli enteroagregativa (EAEC): se definen como aquellas que no secretan
enterotoxinas termoldbiles ni termoestables y adhieren a células HEp-2 mediante la
fimbria de adherencia agregativa I (AAF/I) en un patrén agregativo, reconocido por su
auto aglutinacién en forma de “ladrillos apilados”. Esta definicién abarca tanto cepas
patogénicas como no patogénicas, las patogénicas presentan una toxina termoestable
similar a la de ETEC. Los serogrupos de EAEC mas frecuentes son: 08, O15, O78 y
089.

E. coli de adherencia difusa (DAEC): se identifican por una caracteristica forma
de adherencia difuso-adherente a las lineas celulares HEp-2 que no forman
microcolonias similares a EPEC. Estas bacterias cubren la superficie celular
uniformemente. Las DAEC generalmente no generan toxinas termoestables o
termoldbiles o niveles elevados de toxinas Shiga, no poseen pldsmidos del factor de
adherencia de ECEP ni invaden células epiteliales. Ademas, el 75% de los aislamientos
de DAEC presentan adhesinas miembros de la familia Dr., siendo la méas frecuente la
adhesina F1845 (Nataro y Kaper, 1998).

E. coli enteroinvasiva (EIEC): este grupo, junto con miembros del género
Shigella es responsable de una enfermedad denominada disenteria bacilar o shigellosis
que se caracteriza por fiebre, dolores abdominales y diarrea. Estas bacterias
desencadenan la enfermedad a través de la invasién de las células epiteliales del
intestino grueso, se multiplican dentro de las células y diseminan célula-a-célula a
través de la capa epitelial del colon sin abandonar el medio intracelular. EIEC comparte
varias propiedades bioquimicas, genéticas y patogénicas con Shigella spp., haciéndolas

practicamente indistinguibles entre si, ambas son lisina decarboxilasa y lactosa
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negativas asi como no mdviles (Nataro y Kaper, 1998). Los serogrupos de EIEC mads
frecuentemente relacionados con la enfermedad son: 028, 029, 0112, 0124, 0136,
0143, 0144, 0152, 0164, y O167.

E. coli enterohemorrigica (EHEC): es un subgrupo dentro de las denominadas E.
coli productoras de toxina Shiga (STEC). Las STEC son cepas productoras de estas
toxinas que llevan el nombre toxina “Shiga” porque fueron originalmente halladas en
cepas de Shigella dysenteriae. Las EHEC, ademds de producir esta toxina, poseen la
capacidad de producir la lesion de adhesion y borrado. Esta bacteria se asocia a brotes
de colitis hemorragica y es considerado el principal agente causal del SUH (Nataro y
Kaper, 1998). Existen numerosos serogrupos descriptos de EHEC, a saber 026, 0103,
Ol111, O113, O121 y O145 entre otros, siendo O157:H7 el principal serotipo asociado a
brotes de colitis hemorragica y SUH (Masana y col., 2010, Karmali y col., 2010).

2.2. Receptores celulares de fagos de E. coli

La naturaleza del receptor bacteriano varia en las diferentes bacterias e incluye
proteinas sobre la superficie externa de la bacteria. Los receptores de caricter proteico
comunmente utilizados por los fagos son las porinas y proteinas de transporte y del pili,
por otro lado, los fagos también utilizan receptores de naturaleza hidrocarbonada como
componenetes del lipopolisacarido (LPS). Estos receptores estin en la bacteria para
otros propésitos y los fagos han evolucionado de manera que son capaces de utilizarlos
para llevar a cabo la infeccion.

Especificamente, los fagos relacionados a T4 utilizan multiples receptores,
uniéndose eficientemente a componenetes del LPS en algunas cepas de E. coli y a
proteinas de membrana externa como OmpA, OmpC y OmpF en otras. Otros fagos de
E. coli como lambda (A) reconocen al receptor de maltosa LamB ubicado en la
membrana externa del hospedador, mientras que algunos utilizan proteinas como FhuA,
una proteina pequefia de membrana externa involucrada en el transporte de alta afinidad

de sideroforos férricos a través de la membrana externa (Kutter y col., 2005).

2.3. E. coli responsables de ETAs

Escherichia coli ha sido asociado consistentemente con ETAs en la

mayoria de los paises del mundo (Lutful Kabir, 2010). De los virotipos mencionados

25



Introduccién

anteriormente la mayoria son responsables de brotes de ETAs, sin embargo, los més
frecuentes son EPEC y STEC.

Comparando entre serogrupos O157 y no-O157, en Europa las infecciones por
cepas STEC no-O157 son mds frecuentes, mientras que en Gran Bretafia STEC O157
aparece asociado a casos esporddicos y brotes, fundamentalmente por productos
céarnicos. En Alemania, cepas del serogrupo O157 son la causa mds frecuente de casos
esporadicos y brotes. En EE.UU., las infecciones por E. coli O157:H7 contindan siendo
un problema importante de salud. El CDC estim6é que STEC O157:H7 causa 73.000
casos de enfermedad anuales, mientras que STEC no-O157 causa al menos 37.000
enfermos por afio (Mead y Griffin, 1998). Ademas, E. coli O157:H7 representa la
segunda causa de las hospitalizaciones por ETA. Respecto de Argentina, STEC O157 y
no-O157 estdn asociados a casos esporddicos y brotes, sin embargo, O157 es el
serogrupo prevalente responsable de la mayoria de los casos de ETA, seguido de O145;
el resto de las STEC no-O157 son responsables de un nimero inferior con respecto a las
dos primeras (Rivas y col., 2006).

Ademds de los brotes vehiculizados por liacteos y carnicos, otras vias de
transmision de cepas de E. coli responsables de ETAs implican alimentos de origen
vegetal como papas, lechuga, brotes de soja y alfalfa, jugos de manzana no
pasteurizados, y agua (Rivas y col.,, 2006), algunos de éstos vehiculizados por
superficies inertes debido a mala higiene y una posterior contaminacion cruzada.

Brotes importantes registrados a nivel mundial implicaron a cepas de los
serogrupos O157 en Estados Unidos (Wendel y col., 2009; CDC, 2006) y 0104 en
Alemania vehiculizados por vegetales (Rissland y col., 2013), 0145 y 026 en Bélgica
implicando helados fabricados con leche pasteurizada (Buvens y col., 2011), 022, O80
y 0145 en Alemania y 026 en Austria a través de leche cruda (RKI, 2008; Allerberger
y col., 2003; Bockemiihl y col., 1990) asi como se registraron brotes implicando los
serogrupos O119 y 0103 en Francia y O110 en Alemania por consumo de quesos
manufacturados con leche cruda (Bockemiihl y Karch, 1996; Decludt, 1995; Casenave y
col., 1993).

3. Bacteriofagos

Los bacteriofagos o fagos son virus que infectan especificamente células del

reino procariota. Cada fago posee un genoma con el cual puede dirigir la produccién de
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mds fagos en una célula sensible. Los fagos poseen dcido nucleico (ADN o ARN)
cubierto de una capside proteica o lipoproteica. Las células diana de cada fago son un
grupo especifico de bacterias, que puede ser un subgrupo de una especie o varias
especies relacionadas.

Los fagos, como los virus, son parasitos, y si bien llevan toda la informacién
para dirigir su propia reproduccién en un hospedador adecuado, no poseen maquinaria
para generar energia ni ribosomas para sintetizar sus proteinas. Ademads, su alto grado
de especificidad y su habilidad de reproducirse rdpidamente en hospedadores
apropiados contribuyen al mantenimiento de un balance dindmico entre la amplia
variedad de especies bacterianas de cualquier ecosistema natural. Cuando no estd
presente un hospedador apropiado, muchos fagos pueden mantener su habilidad de
infectar por décadas a menos de sufrir dafios por agentes externos.

Respecto del tamafio de sus genomas, algunos fagos poseen solo unos miles de
bases, mientras que el fago G, el mds grande secuenciado a la actualidad, posee 480.000
pares de bases. Por otro lado, mds del 95% de los fagos descriptos a la actualidad
pertenecen a los Caudovirales (fagos con cola). Sus viriones son, en masa, mitad de
ADN doble hebra y mitad proteina, poseen cabezas icosaédricas ensambladas por
muchas copias de una o dos proteinas especificas. Las cabezas estdn constituidas
generalmente de pentimeros de proteinas y el resto de cada lado compuesto de
hexdmeros de la misma proteina o una similar. Las tres familias principales estan
definidas por sus morfologias de cola distintivas: el 60% de los fagos caracterizados son
Siphoviridae, con colas largas, flexibles y no contrictiles; 25% son Myoviridae con
colas contrictiles, un tubo central y una vaina; y un 15% son Podoviridae con colas

cortas, anchas y no contrictiles (Guttman y col., 2005).

3.1. Estructura de fagos de E. coli

En las Figura 1 se detallan las estructuras bdsicas que componen un
bacteriofago. La cabeza (o Cdpside) estd compuesta de una o mds proteinas o
lipoproteinas en disposicion icosaédrica. Su funcién principal es la de resguardar el
material genético del fago. El cuello (o collar) posee una estructura que puede ser rigida
o flexible y une la capside a la cola, un tubo proteico hueco de longitud variable a través
del cual el 4cido nucleico pasa durante la inyeccién en la célula diana. En los fagos més

complejos como T4, la cola se rodea de un tubo externo contrictil denominado vaina.
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Al extremo de la cola se encuentra la placa basal, una estructura compleja adicional que
puede o no estar presente y que junto a las fibras de la cola tienen por funcién el anclaje
del fago a la célula hospedadora, ademds, puede presentar una o més fibras unidas a ella

llamadas espiculas para contribuir a la unién (Ackermann, 2009).

Caboza
Cualla
Vara
Cola
Fibrns e~ e il
la Caola
Faca Basal I.-s.F.u:LI.'lr.

Figura 1. Estructuras bdsicas de los bacteriofagos de E. coli.

Actualmente estdn descriptas trece familias de fagos que se clasifican de acuerdo
a la naturaleza de su genoma y a sus caracteristicas morfologicas. En la Figura 2 se

muestran todos los morfotipos y caracteristicas basicas de las diferentes familias de

fagos.
Morfotipo Forma Acido Familia Particularidades
nucleico [/ ™ C [fj :1 I
Ala A3 Fagos con ADMdc, L Myoviridae Cola contractil - Bt . |
cola a1 H B1 c:cf ( “] 1 i |
BlaB3 Siphoviridae Cola larga, no s Fz |
contractil s ‘ |
Clac3 Podoviridae Cola corta o~ - (Q:J_ '} |
D1 Fagos ADN sc, C Microviridae Capsomeros r\ [ 1 o ] ! | i
poliédricos sobresalientes e - :1’) ﬁ’/ﬁw i | |
03 ADNdc, C, S Corticoviridae — Capside compleja, A If B2 c2 D | |
lipidos ; | ‘ | |
D4 ADN dc, L Tectiviridae Vesicula lipidica, b . | T
pseudocola P - L | F4
El ARN sc, L Leviviridae ;..;\\_l 1
E2 ARM dc, L, Cystoviridae Cubierta lipidica l‘;\‘x—_‘; |
Seg. e - r |
F1 Fagos ADN sc, C inoviridoe a- filamentos Al B & . l ,/\-.I
filamentosos largos ' ™ | |
F2 b- bastones cartos ar—" H G;‘J
F3 ADN dc, L Lipothrixviridae Cubierta lipidica
F4 ADN dc, L Rudiviridae Similar al virus del
mosaico del tabaco
G1 Fagos ADN dc, C,5 Plasmaviridge  Cubierta lipidica,
pleomarficos sin capside
2 ADNdc, C, 5 Fuselloviridae  Cubierta lipidica,
sin capside, en
forma de liman
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Figura 2. Morfotipos y caracteristicas basicas de las diferentes familias de fagos. Sc:
simple cadena, dc: doble cadena, C: circular, S: superhelicoidal, L: lineal, seg.:

segmentado (Ackermann, 2001).
3.2. Organizacion molecular de genomas fagicos

Respecto de la organizacion molecular de fagos liticos como los del grupo T, el
ejemplo mds estudiado es el fago T4, un virus con ADN bicatenario y lineal que mide
169 kb y puede codificar hasta 289 clases de proteinas. Los genes bdsicos necesarios

para la propagacién de un fago litico se muestran en la Figura 3.

Cépside
Iy
#Raplicaﬁdfn Cola e N T _

Figura 3. Representacion esquematica de la organizacién

génica de un fago litico.

Por otra parte, fagos lisogénicos como lambda (L) presentan genes codificando
enzimas de recombinacién junto a sistemas de represion y antiterminacién de su

expresion génica para su integracion o no al cromosoma bacteriano (Figura 4).
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Figura 4. Representacion esquemadtica de la organizacion génica de un fago

lisogénico (fago lambda, A).
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3.2.1. Secuencia temporal de expresion fagica

Los fagos liticos presentan patrones de expresion temporal pudiéndose
diferenciar y agrupar genes en:

Genes tempranos: son aquellos que participan en el comienzo de la expresion
fagica.

Genes tempranos demorados: estan involucrados en la degradacion del ADN
bacteriano y en suministrar presursores para la replicaciéon del ADN. Ademas presentan
funciones reguladoras.

Genes intermedios: otras enzimas para la replicacion y recombinacién del ADN.
También presentan funciones reguladoras.

Genes tardios: son los genes involucrados en el ensamblado del virién, a saber
genes de la cola y la cabeza entre otros, asi como los responsables de producir la lisis
bacteriana.

El uso de estos controles sucesivos ya sea por antiterminadores, activadores y/o
factores sigma, en los que cada serie de genes contiene un regulador necesario para la
expresion de la siguiente bateria de genes, crea una cascada en la que en un momento
determinado se conectan o descanectan grupos de genes. Distintos fagos tienen distintos
medios para crear la cascada llevando a una expresion regulada de los genes fagicos.

Adicionalmente, en fagos lisogénicos previo a la expresion de este patron
temporal de genes debe establecerse el ciclo litico mediante la competencia entre
antiterminadores y represores que intervienen en la regulacion del ciclo litico/lisogénico

(ver seccién 3.6).

3.2.2. Factores de patogenicidad

Los factores de virulencia codificados por bacteriofagos mejor caracterizados
son toxinas extracelulares expresadas en bacterias como E. coli y Shigella spp., entre
otras. Ademas, los bacteriofagos también codifican genes responsables de la unién al
hospedador, invasion celular y supervivencia intracelular (Tabla 1) (Boyd, 2005).

En cepas EHEC y STEC, las toxinas Shiga (Stx1 y Stx2) y la enterohemolisina
(Hly) estan codificadas por diversos fagos del tipo lambda, encontrindose hasta siete

tipos diferentes de fagos codificantes de stx2 (Wagner y col., 1999) y las proteinas Bor
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y Lom, responsables de la resistencia al suero y de la adhesion celular, respectivamente,

un factor de colonizacién intestinal y resistencia a telurito (Boyd, 2005).

Tabla 1. Factores de patogenicidad codificados por fagos especificos de E. coli.

Hospedador Fago Factor de virulencia Funcién
Proteina de membrana externa Union al
E. coli
N (lom) hospedador
Proteina de membrana externa
E. coli
(bor)
Proteina de membrana externa Supervivencia
E. coli O157:H7 A-like
(eib) intracelular
Superoxido dismutasa
E. coli Sp4, Sp10
(sodC)
Shiga toxinas
E. coli H-19B
(stxl y stx2)
Toxina extracelular
Enterohemolisina
E. coli OFC3208
(hly)

3.2.3. Resultados previos del grupo de trabajo

En estudios previos de nuestro grupo de investigacién (Migliore, 2011), en
donde se determiné la pertenencia de los fagos obtenidos a la familia T4, se utiliz6 un
protocolo de PCR, buscando amplificar el gen codificante de una proteina de la cépside
presente en todos los fagos T4, el gen gp23. Todos los productos de PCR de los
bacteriofagos analizados en este punto, corrieron como una banda comparable al peso
molecular del producto del gen gp23. La posterior secuenciacion del fragmento
amplificado por PCR arroj6 un tamafio de 824 pb con una homologia del 98% frente al
fragmento interno de 788 pb correspondiente al gen gp23 del bacteriofago CEV1, el
cual est4 relacionado filogenéticamente con los T4 (95% de homologia) (Figura 5).

Por esto, la secuenciacion parcial del fago LM4, demostré que, basados en la
morfologia y en la secuencia de un fragmento de ADN amplificado por PCR

correspondiente al gen gp23, el fago LM4 estd estrechamente relacionado con el
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bacteriofago CEV1 (N° de acceso GenBank AY331985), el cual pertenece a la familia
filogenética de los fagos tipo-T4 (Raya y col., 2006).

LM4 31 ATCTGGAACAACAG-A-NATTTAAAGCTTTCACCGGCCCAACGAGCACCNCNNNTATCAA 88

N R RN
CEV1 26 ATCTGGAACAACAGAAGAATTTAAAGCTTTCACCGGCCCAACGAGCACCACGGATATCAA 85

LM4 89 TCGGGTCCTGGAAGTCAAATACACCAGCTTTAGAACCAGGAGTCAGGGTCATACCAGATT 148

Frrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrerr e e e et e e e e re
CEV1 86  TCGGGTCCTGGAAGTCAAATACACCAGCTTTAGAACCCGGAGTCAGGGTCATACCGGATT 145

LM4 149 TACCGACCTGTGCTGAGTAGTTAATCCAATCAACAACTTCACGGTTGATTTCTAGCATAA 208

FErr rrrrrrrrrrr e rere et e et e e e e e e e
CEV1 146 TACCAACCTGTGCTGAGTAGTTAATCCAACCAACAACTTCACGGTTGATTTCTAGCATAA 205

LM4 209 TTTCTGTAGCCAGAATACCGCTCAGTTCAGCATCAGCATCCATACCGTGTACTGCACGGA 268

FErrrrrrrrrrrrrrrrrerrrr e e e
CEV1 206 TTTCTGTAGCCAGAATACCGCTCAGTTCAGCATCAGCATCCATACCGTIGTACTGCACGGA 265

LM4 269 GGTCTTGIGCTAATTCGATAGAGTAAGCAGCTTITCAGCTGGCGAGATTTAGCTTCGATAA 328

Frrrrrrrrrrrrrrrrrrerrrr ettt rr e
CEV1 266 GGTCTTGIGCTAATTCGATAGAGTAAGCAGCTTITCAGCTGGCGAGATTTAGCTTCGATAA 325

LM4 329 CTTIGTTTATCGATACGGAAGCCCATTTCATTICCATGGGTTATCGGTAGAACCGTTGAAAC 388

FErrrrrrrrrrr e e e et e b e e e e e e e e e e
CEV1 326 CTITGTTTATCGATACGGAAGCCCATTTCATTCCATGGGTTATCGGTAGAACCGTTGAAAC 385

LM4 389 CTTCCIGGAGTTCAGCGATAGAAGTAGCCATACCTTCAGCGATTTCTACCAGTIGCACCAG 448

Frrrrrrrrrrrrrrrrrrerrrr ettt e et e
CEV1 386 CTTCCIGGAGTTCAGCGATAGAAGTAGCCATACCTTCAGCGATTTCTACCAGTIGCACCAG 445

LM4 449 CTTCCATTITGITTCTTAACTTICTGCATCTAATTTAGCTGCATCAGTTGCACCAGAATCAA 508

Frrrrrrrrrrrrrrrrrrerrrr ettt rr e
CEV1 446 CTTCCATTITGITTCTTAACTTICTGCATCTAATTITAGCTGCATCAGTTGCACCAGAATCAA 505

LM4 509 GTGTTACGACAGCAGAAGCTTGCAGATATACAGTACCAGTTICTTGGAAGAAGTGAGTAT 568

FErrrrrrrrrr e e e e e e e e e e e e e e e
CEV1 506 GIGTTACGACAGCAGAAGCTTGCAGATATACAGTACCAGTITTCTTGGAAGAAGTGAGTAT 565

LM4 569 AGATATCACCTACAACAGTAGTAGTGTCAGCAGCCAGAGCTGGGAATTTCTTAGCAGCAC 628

FErrrrrrrrrr e e e e e e e e e e e e e e e
CEV1 566 AGATATCACCTACAACAGTAGTAGTGTCAGCAGCCAGAGCTGGGAATTTCTTAGCAGCAC 625

LM4 629 CCTGACCAGAGAACATCGCGTCTGGGGCATACATCGGATGGAAAGCTTCTTTAGCGCCAG 688

Frrrrrrrrerrrerrrrrr et e e e e e e e e e e e
CEV1 626 CCTGACCAGAGAACATCGCGTCCGGGGCATACATCGGATGGAAAGCTTCTTTAGCGCCAG 685

LM4 689 CAGCGATAGGGTCTITTACCATATACTGCACGGAGAGCAAATACCTGACCGGTCGGGCTIGT 748
Frrrrrrrrrrrrrrrrrrerrrr et rr e

CEV1 686 CAGCGATAGGGTCTITTACCATATACTGCACGGAGAGCAAATACCTGACCGGTCGGGCTGT 745

LM4 749 TCATAGGCTGAACACCACAAATATCAAAAGCGATCAGATTAGGA 792

FEErrrrrrrrrrrrrrerr et e rerrrrr i
CEV1 746 TCATAGGCTGAACACCACAAATATCAAAAGCAATCAGAT-AGGA 788

Figura 5. Secuencia nucleotidica del gen gp23 del bacteriofago LM4 alineada con la

del bacteriofago CEV 1.
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3.3. Ciclos de vida de los bacteriofagos

La estrategia de los bacteriofagos para multiplicarse en la bacteria hospedadora
puede darse a través de dos ciclos, el ciclo litico y el lisogénico (Figura 6).

Durante un ciclo litico, el fago se adsorbe, inyecta su ADN y se replica en el
interior de la bacteria hospedadora. Finalmente, el fago produce la lisis del hospedador
y se libera la progenie fagica.

Durante un ciclo lisogénico, el fago se adsorbe, inyecta su ADN pero no se replica
activamente en el interior del hospedador sino que se integra al cromosoma bacteriano
replicandose con cada ciclo celular, por lo que no se produce liberacién de progenie

fagica y el hospedador permanece viable.
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Figura 6. Esquema representativo de los ciclos litico y lisogénico.

3.4. Ciclo de vida litico

El ciclo litico de los bacteriofagos en bacterias Gram negativas estd compuesto
de las siguientes etapas (Guttman y col., 2005):

Adsorcion: Es el proceso en el cual se unen las fibras de la cola del fago a
moléculas de receptor primario para disparar rearreglos en los componentes de la placa
basal, posteriormente otra proteina de la cola se une irreversiblemente a un receptor

secundario. Los diferentes fagos se unen a distintos receptores, generalmente una
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proteina de membrana externa como receptor primario seguido de un residuo de heptosa
del nucleo interno del lipopolisacarido.

Inyeccion del ADN: Después de la union irreversible del fago a la célula diana se
inyecta el ADN fégico a través de la cola hacia adentro de la célula hospedadora. Una
dentro de la célula, muchos ADN fégicos se circularizan, para evitar ser sustrato de
exonucleasas, por medio de extremos cohesivos o tienen sus extremos lineales
protegidos.

Replicacion: Es el proceso en donde se sintetiza nuevo ADN fégico. Para esto se
produce una detencién de la sintesis de acidos nucleicos y proteinas del hospedador asi
como comienza a degradarse su genoma. Por los eventos mencionados, el fago toma el
control de la maquinaria metabdlica del hospedador, sintetizando sus dcidos nucleicos y
proteinas.

Ensamblado de los viriones: Una vez sintetizados todos los bloques que
componen el fago, a saber ADN, proteinas de la cabeza (icosaédricas) y de la cola asi
como fibras y las proteinas que componen la placa basal, se ensamblan las proteinas
estructurales y el ADN sintetizado de novo se empaca en forma condensada en las
cabezas mediante un proceso que presenta tanto regulacion tanto en cis como en trans.
Finalmente, la cola se une a la cabeza para dar lugar al virion fagico completo.

Lisis: Es el paso final del ciclo litico y es un evento rapido cuya sincronizacién
estd altamente controlado. En este proceso intervienen enzimas llamadas endolisinas,
una enzima capaz de romper las moléculas de peptidoglicano bacteriano, y holinas cuya
funcién es ensamblar poros en la membrana plasmadtica para el pasaje de los endolisinas.
El resultado final de la accién de estas enzimas es la liberacién de particulas fagicas
maduras que tienen la capacidad de infectar nuevas células hospedadoras para comenzar
un nuevo ciclo de lisis. El nimero de particulas fagicas liberadas por cada bacteria
infectada constituye el nimero de eclosién, mientras que el tiempo que demora en

emerger un virion de novo es el tiempo de eclosion.

3.5. Ciclo de vida lisogénico

En el ciclo lisogénico de los bacteriofagos la adsorcion e inyeccion del ADN

transcurren de la misma manera que en el ciclo litico. A continuaciéon se dan las

siguientes etapas:
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Integracion del ADN fdgico al cromosoma bacteriano de forma reversible: A la
penetracion del DNA le sigue la expresion de los genes tempranos, entre ellos los que
codifican el represor del ciclo litico y la integrasa. Estos dos genes son necesarios para
impedir la producciéon de nuevos viriones y para que el DNA fégico se incorpore al
cromosoma de la célula hospedadora mediante un mecanismo de recombinacién sitio -
especifica. En este estado de latencia, que se denomina profago, va a permanecer hasta
que alguna sefial medioambiental dispare la expresion de los genes liticos. El profago se
transmite de forma pasiva a las células de la progenie conjuntamente con el genoma del
hospedador y les confiere resistencia a la infeccién por parte del mismo fago o de fagos
relacionados. Esta propiedad se denomina inmunidad a la superinfeccion y estd basada
en la capacidad del represor del ciclo litico, responsable del mantenimiento del estado

de profago, de actuar en trans sobre los genomas fagicos entrantes en la célula.

3.6. Regulacion ciclo litico/lisogénico

El mecanismo por el cual se toma la decision molecular entre el ciclo litico o el
lisogénico ha sido descripto con detalle en el fago A (Little, 2006) (Figura 7). El proceso
de lisogenia estd gobernado por una proteina represora, a saber CI. Este represor se une
a un conjunto de promotores en el estado lisogénico y reprime la expresion de todos los
genes con excepcion de su propio gen. Ademas, el represor CI compite con otra proteina
llamada Cro la que promueve el ciclo litico. La transicioén hacia la lisogenia en el fago A
también es promovida por otras dos proteinas, CII y CIII, las que se unen a promotores
criticos y estimulan la transcripcion del gen c/ y otros. La estabilidad de CII estd
determinada por factores que miden el nivel energético de la célula. Una célula con
suficiente energia posee poco AMPc, una con poca energia tiene una alta concentracion
de AMPc. Una alta concentracién de AMPc promueve la estabilizaciéon de CII y por lo
tanto la lisogenia. Por esto, cuando un fago entra a una nueva célula censa si hay
suficiente energia para producir un nimero elevado de fagos, de otra manera su mejor
estrategia serd entrar en el estado de profago para sobrevivir. La Figura 7 muestra los
genes asi como los promotores esenciales involucrados en el ciclo litico y lisogénico del

fago lambda (A).
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Pl{M 1::.l--‘._l..

Figura 7. Esquema de la organizaciéon de los genes y
promotores involucrados en los ciclos litico y lisogénico del
fago lambda (A). Imagen obtenida del libro “Bacteriophages,
biology and applications” (Guttman y col., 2005).

4. Utilizacion de fagos como herramienta de biocontrol de E. coli

En Occidente existe escasa experiencia y desarrollo sobre el uso de
bacteriofagos para la prevencion y el tratamiento de enfermedades infecciosas. Los
bacteriofagos pueden ser considerados como los enemigos naturales de las bacterias, y
por lo tanto son candidatos l6gicos para ser evaluados como agentes de control de
patégenos bacterianos como las cepas nocivas de Escherichia coli en productos
alimenticios. El potencial terapéutico de los bacteriofagos ha sido explorado desde que
éstos fueron descubiertos por Félix d Herelle. Los primeros ensayos de terapia fagica
fueron con frecuencia exitosos, usualmente seguidos de una recuperacién rdpida y
completa de infecciones bacterianas, potencialmente fatales, luego de la administracion
del bacteriofago. Subsecuentes resultados inconsistentes, debido principalmente al
pobre entendimiento de la biologia bésica de los bacteriofagos, la falta de control de
calidad y la ausencia de estudios apropiadamente controlados llevaron a la pérdida de
credibilidad en el uso de bacteriofagos como agentes terapéuticos. Esto, junto con el
descubrimiento de los antibi6ticos, llevé a una pérdida de interés en la terapia fagica en
Occidente (una tendencia revertida en los dtltimos afos), aunque fue usada
rutinariamente en la Unién Soviética (Petty y col., 2007).

Respecto de su potencial aplicacion en el biocontrol de patégenos contaminantes
de alimentos, deberia considerarse que éstos son las unidades autorreplicantes mads
abundantes en nuestro medio ambiente y estdn presentes en nimeros significativos en el
agua y alimentos (Sulakvelidze y Barrow, 2005). En carnes frescas y otros productos
cdrnicos se pueden detectar, en algunos casos, mds de 10® bacteriofagos viables por

gramo (Kennedy y Bitton, 1987), por lo que es un hecho que son consumidos
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cotidianamente con nuestros alimentos en una gran cantidad. Ademds, la cavidad oral
humana (Hitch y col., 2004; Bachrach y col., 2003) y la materia fecal (Breitbart y col.,
2003) contienen bacteriofagos, los cuales son especialmente abundantes en el aparato
gastrointestinal (Breitbart y col, 2003; Furuse, 1987). Asimismo, la especificidad de
bacteriofagos virulentos por el antigeno O de las cepas de Escherichia coli puede ser
una caracteristica favorable para el control de éstas en el medio ambiente y permite
aplicar o mezclar el bacteriofago directamente sobre o dentro de un producto lacteo o
carnico sin comprometer la calidad de éste, la salud o la viabilidad de la flora normal
intestinal.

El potencial de los bacteriofagos para el control de patégenos contaminantes de
alimentos se ve reflejado en estudios recientes involucrando a distintos patégenos como
Campylobacter jejuni (Atterbury y col., 2003), Escherichia coli O157:H7 (O’Flynn y
col., 2004) y Listeria monocytogenes (Leverentz y col., 2003; Dykes y Moorhead,
2002), entre otros.

El uso de bacteriofagos como método preventivo podria controlar las cepas
STEC en los productos lacteos y carnicos y proveeria una mayor seguridad en la
practica de produccion. El desarrollo y aplicaciéon de esta tecnologia permitiria
desarrollar una industria alimenticia regional con productos mds seguros, lo que

brindaria una garantia adicional de inocuidad al consumidor.

4.1. Ventajas y desventajas del uso de fagos

Los fagos son entidades naturales inagotables, su aislamiento es facil y menos
costoso que el desarrollo de nuevos medicamentos como los antibidticos. Por otra parte,
mientras que estos ultimos pueden volerse ineficaces debido a la resistencia bacteriana,
los fagos no lo hacen, ya que evolucionan constantemente y se puede adaptar in situ
para reinfectar bacterias resistentes. Ademds, pueden utilizarse como cdcteles para
minimizar la resistencia. Si bien el uso de fagos para mejorar la inocuidad de los
alimentos es una alternativa prometedora y amigable con el medio ambiente, tiene

ventajas y desventajas.
- Ventajas

a) Son altamente especificos: debido a las interacciones receptor-ligando, los fagos

poseen una alta especificidad de hospedador afectando solamente bacterias diana. Por
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otro lado, no cruzan barreras de especie o género. Esto es especialmente importante para
alimentos de consumo humano, debido a que es poco probable que los fagos alteren el
equilibrio normal de la microflora del tracto gastrointestinal. Bruttin y Briissow (2005)
administraron fagos T4 de Escherichia coli oralmente a voluntarios y no observaron
efectos adversos, concluyendo que los fagos empleados en el estudio son seguros para

el consumo humano.

b) Los fagos se autoperpetiian: en presencia de un hospedador susceptible, los fagos se
replicardn e infectardn otras células en crecimiento activo, mostrando una respuesta de
autoamplificacion.

¢) Son autolimitados: en ausencia de un hospedador susceptible no se replicardn, como
necesitan un huésped para hacerlo solo persistirdn mientras que un huésped sensible este
presente.

d) No afectan células eucariotas: no hay evidencia que estos virus representen una
amenaza a c€lulas eucariotas (Barrow y Soothill, 1997).

e) No afectan la calidad del alimento: estdn presentes y son consumidos rutinariamente
con nuestros alimentos y el agua, ademds es mds probable que los fagos contribuyan a
equilibrar el crecimiento de microorganismos deteriorantes. Sin embargo, la
informacion respecto de cambios indeseados en las propiedades organolépticas es
escasa, y no hay reportes de cambios negativos producidos por la adicién de fagos a
alimetos (Greer, 1986).

f) Los fagos son entidades naturales, ubicuas y abundantes: son los enemigos naturales
de las bacterias asi como las entidades mds abundantes en el planeta (aprox. 10?2 fagos),
distribuidos entre todos los ambientes tales como suelo, agua, alimentos, etc. (Rohwer y
Edwards, 2002).

g) Son féciles de aislar y propagar: se pueden aislar ficilmente de los alimentos o el
agua y se propagan en su huésped, generalmente produciendo titulos relativamente altos

(10° UFP/ml) a muy bajo costo.
- Desventajas

a) Aceptacion del consumidor: el obsticulo principal a superar para la utilizacién de
fagos para mejorar la inocuidad de los alimentos puede ser la aceptacion por parte de los
consumidores, no obstante, al proporcionarles informacidon correcta, esta nueva

tecnologia seria eventualmente aceptada.

38



Introduccién

b) Mutaciones: en general, las mutaciones espontdneas son deletereas para las bacterias,
sin embargo en algunos casos pueden generar ventajas transitorias mientras que el fago
este presente.

- Mutacidn a fago temperado: una conversion lisogénica puede ocurrir donde se
inserta el ADN fagico en el cromosoma bacteriano, en este caso las células ya no son
sensibles al ataque por fagos. Por otra parte, esto puede dar lugar a la expresion de los
genes del fago generando caracteristicas indeseables.

- Mutacién a mutante insensible a bacteriofago (BIM): la pérdida de sensibilidad
producida por una mutacién bacteriana puede resultar en una seleccion debido a la
infeccidn fagica y eliminacion de las bacterias sensibles llevando a un recrecimiento del
clon insensible.
¢) Entendimiento limitado de las interacciones fago-bacteria: los fagos y bacterias co-
evolucionaron por lo que deben coexistir, si un fago mata todas las células huéspedes
susceptibles, ya no podria replicarse. En consecuencia, estos requieren un umbral
bacteriano para poder hacerlo, a saber aproximadamente de 10° a 10° UFC/ml, y matar
efectivamente las células blanco (Wiggins y Alexander, 1985). Actualmente, los
mecanismos subyacentes que regular este equilibrio son desconocidos, y su plena
comprension permitiria obtener mejores fagos para el biocontrol de patégenos.

d) Transduccion: si bien los fagos utilizados para este propdsito deben ser estrictamente
liticos, la transduccién es un tema que debe abordarse, ya que lo que realmente puede
ocurrir en los alimentos o después de su consumo no se conoce por completo.

e) Rango de hospedador limitado: un tnico fago no es capaz de matar todas las cepas
patégenas que pueden estar potencialmente presentes en los alimentos, sin embargo, el
uso de una mezcla de diferentes fagos, o cdctel fagico, puede ampliar la gama de
hospedadores y por lo tanto mejorar el potencial del tratamiento (Barrow y Soothill,
1997).

f) Difusion limitada en alimentos sélidos: los fagos no son facilmente difusibles en
alimentos sélidos tales como carne debido a la intrincada red de proteinas y fibras. Sin
embargo, varios estudios realizados en estas matrices estin de acuerdo en que este
inconveniente puede evitarse mediante la adicién de una mayor cantidad de fagos, a

saber al menos 108 UFP/ml.
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4.2. Biocontrol en alimentos carnicos

Actualmente se aplican varias estrategias para preservar alimentos perecederos
asi como para extender su vida ttil. Sin embargo, los procesos fisicos y los compuestos
quimicos (conservantes) utilizados para este proposito pueden alterar las propiedades
organolépticas de la carne. A la actualidad no hay reportes de su utilizacién industrial
para mejorar la inocuidad alimentaria, aun cuando esta tecnologia “nueva, ecoldgica y
especifica” puede ser mas econdmica que las tradicionales, dado que los fagos pueden
ser aislados facilmente del ambiente y son entidades autorreplicantes. Por otro lado, su
inclusién en un producto carnico puede ser vista como un enfoque menos agresivo.

Un gran ndmero de estudios se han realizado para evaluar el biocontrol de
patégenos bacterianos sobre superficies de productos cdrnicos utilizando fagos
especificos de cepas de E. coli (Abuladze y col.,, 2008; O’Flynn y col., 2004),
Campylobacter jejuni y Salmonella entérica (Bigwood y col., 2008) y Listeria
monocytogenes (Guenther y col., 2009; Holck y Berg, 2009; Dykes y Moorehead,
2002). Si bien la mayoria de los estudios presentan resultados alentadores respecto de la
utilizacién de esta tecnologia, todavia se necesitan mas datos empiricos y una mejor

comprension de las interacciones fago-huésped que tienen lugar en la matriz carnica.

4.3. Biocontrol en alimentos lacteos

De la misma manera que en la industria cédrnica, en las lacteas se utilizan
métodos de conservacion fisicos y quimicos con los mismos efectos indeseables. Por
esto, los bacteriofagos constituirian un método de biocontrol tanto mas ecolégico como
menos invasivo.

Los estudios realizados hasta la fecha para evaluar el biocontrol en productos
lacteos utilizando fagos especificos han hecho hincapié especialmente en bacterias
patégenas como Staphylococcus aureus (Bueno y col., 2012; Obeso y col., 2010; Garcia
y col., 2007). Ademads, también se han llevado a cabo ensayos en cepas de E. coli
(Moradpour y col., 2009), Enterobacter sakazakii (Zuber y col., 2008; Kim y col.,
2007), Salmonella enteritidis (Modi y col., 2001), Salmonella Typhimurium (Guenther
y col., 2012) y Listeria monocytogenes (Carlton y col., 2005). Por otro lado, a pesar del

nimero creciente de investigaciones con esta tecnologia, es necesario encontrar las
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condiciones 6ptimas de biocontrol para cada sistema alimento/fago/bacteria particular

para asegurar la inocuidad alimentaria.

5. Fagorresistencia

Las cepas poseen o adquieren mecanismos de resistencia naturales frente a fagos
para asegurar su supervivencia. Estos mecanismos estin muy estudiados y pueden estar
codificados tanto en plasmidos como en el cromosoma, sin embargo, la mayoria se
encuentra codificado a nivel cromosémico.

Los mecanismos naturales de fagorresistencia pueden ser por bloqueo de
adsorcion, donde puede existir una reduccién o completa ausencia de los receptores
fagicos (Quiberoni y col., 2011), enmascarar al receptor o por produccién de inhibidores
competitivos (Labrie y col., 2010). Otros mecanismos naturales son la inhibicién de la
inyecciéon del ADN figico donde el fago es capaz de adsorberse sobre la superficie
celular pero luego la etapa de inyecciéon del ADN no se concreta; el sistema de
restriccion/modificacién (R/M) donde, luego de producirse la adsorcién e inyeccion del
ADN, el ADN viral es reconocido intracelularmente y es degradado por sistemas
enzimdticos; y por ultimos la infeccién abortiva, mecanismo caracterizado por un
normal desempefio de las primeras etapas de la infeccién seguida por una interrupcién
del ciclo de multiplicaciéon fagica. Todos estos mecanismos son de codificacion
cromosomal o plasmidial, por lo que producen proteinas que intervienen en el proceso
de resistencia.

Las estrategias que se planteardn a continuacién para disminuir la incidencia de
fagorresistencia estdn dirigidas especificamente a aquellas que no estdn codificadas a
nivel cromosomal o por plasmidos, sino a las adquiridas por eventos de mutaciones

puntuales que confirieron a la bacteria una resistencia o insensibilidad temporaria.

5.1. Estrategias para disminuir la incidencia de fagorresistencia

La experiencia internacional demuestra que la combinacién de bacteriofagos en
un cdctel aumenta la eficiencia de biocontrol de cepas de STEC en alimentos, pudiendo
ser éste utilizado en diversas formulaciones y formas de aplicacién (soluciones, geles,
spray) tanto sobre los alimentos en si, como sobre las diferentes maquinarias y

herramientas que se usan en el procesamiento de los alimentos (Holck y Berg, 2009;

41



Introduccién

Abuladze y col., 2008; O’Flynn y col., 2004). El empleo de distintos bacteriofagos en
un cdctel contribuirfa a disminuir la resistencia o aparicién de mutantes insensibles a
bacteriofagos (BIM). El razonamiento detrds de esta metodologia es la siguiente: fagos
diferentes en un dado céctel (fago', fago?,..., fago™) se unen a receptores distintos (R',
R2,..., RN) en la misma especie bacteriana; las mutaciones que generan BIMs para el
fago!R! no deberian afectar la sensibilidad bacteriana para el fago>R? 3-R3...N-RN
mientras que los BIMs del fago®®? todavia deberian ser sensibles al fago!R! 3R3..NRN -y,
asi sucesivamente. Esto estrategia permitiria evitar la aparicion de clones insensibles a

los fagos y su posterior desarrollo.

6. Situacion actual del biocontrol mediante fagos

Actualmente la tendencia a nivel mundial es el desarrollo de cocteles fagicos
comerciales para ser empleados en inocuidad alimentaria contra los patégenos mads
importantes responsables de ETAs. Por otro lado, se estd avanzando en los problemas y
desventajas que representa la utilizacién de virus bacterianos asi como sobre la

regulacion para su implementacién como aditivos alimentarios.

6.1. Productos fagicos comerciales

Actualmente existen cécteles fagicos aprobados por la FDA (Food and Drug
Administration) para ser utilizados como aditivos en comestibles para el biocontrol de
patogenos. Por ejemplo, el coctel LISTEX P100 desarrollado por la compaiiia EBI Food
Safety (www.ebifoodsafety.com), compuesto de seis bacteriofagos purificados
individualmente, es efectivo contra Listeria monocytogenes en productos listos para el
consumo y es el primer producto a base de bacteriofagos que recibi6 el estado de GRAS
(Generally Recognised as Safe) por la FDA (USA). Los estudios de toxicidad oral de
LISTEX P100 realizados en ratas revelaron que no se produjeron cambios histolégicos
anormales, morbilidad o mortalidad, por lo que los autores concluyeron que no se
encontraron indicios de riesgos potenciales asociados al uso de P100 como aditivo en
productos comestibles (Carlton y col., 2005). Asimismo, en otro estudio en voluntarios,
tampoco se reportaron efectos adversos relacionados a la aplicacién de bacteriofagos
especificos de Escherichia coli, demostrando ser seguros para su administracion oral en

humanos (Bruttin y Brussow, 2005). Otro ejemplo lo constituye el producto a base de
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bacteriofagos denominado EcoShield™ desarrollado por Intralytix, una empresa
biotecnoldgica norteamericana, que consiste en un spray anti-Escherichia coli O157:H7
altamente especifico para esta cepa. Intralytix, Inc. también recibi6 la aprobacién de la
FDA para la utilizacién de una preparacion a base de bacteriofagos, a saber ListShield
(seis bacteriofagos de origen natural aislados del ambiente), como aditivo alimentario
para el biocontrol de Listeria monocytogenes que puede ser utilizado en alimentos listos
para el consumo (RTE).

Actualmente varias compafifas de Estados Unidos estin involucradas en el
desarrollo de coécteles fagicos, por ejemplo, Exponential Biotherapies
(www.expobio.com); Gangagen (www.gangagen.com); Intralytix y Omnilytics
(www.phage.com). Ademas, seis compaiiias estan desarrollando esta tecnologia en otros
paises tales como Phage Biotech (Israel) (www.phage-biotech.com); Hexal Genentech
(Alemania) (www.hexal-gentech.com); Novolytics (Reino Unido)
(www.novolytics.co.uk); Biophage (Canada) (www.biophagepharma.net); Biopharm
Pharmaceuticals (Georgia) (www.biopharmservices.com); y EBI Food Safety

(Holanda).

6.2. Problemas y desventajas a superar

El uso de fagos para garantizar la inocuidad alimentaria es una tecnologia
desarrollada durante los ultimos afios, y su aplicacion ha sido demorada por dos razones
principales. Por un lado, ademds de mas ensayos de biocontrol y de viabilidad fagica en
alimentos diferentes, es necesario ensayar condiciones de procesamiento de alimentos
mas realistas. Por otro lado, todavia hay una falta de un marco regulatorio en la mayoria
de los paises, impidiendo asi la aplicacion de esta tecnologia.

Ademas de la necesidad de tener un mayor volumen de datos empiricos sobre la
interaccion fago-huésped involucrando cada matriz alimenticia, la aceptacién del
consumidor representa el mayor obstidculo debido al concepto de la poblacién sobre

“virus comestibles”.
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Objetivos

OBJETIVOS GENERALES

» Desarrollar una metodologia novedosa y econdémica de biocontrol para prevenir la
contaminacidn y lograr un mayor control sobre la diseminacién de cepas de Escherichia

coli patégenas en productos lacteos y carnicos sin comprometer la calidad de éstos.

OBJETIVOS PARTICULARES

» Establecer las condiciones, para bacteriofagos, de aislamiento, amplificacion y lisis

in vitro sobre cepas de Escherichia coli portadoras de genes de virulencia.

» Optimizar las condiciones (multiplicidad éptima de infeccidn, concentracién
bacteriana, temperatura, tiempo y pH) para el biocontrol de Escherichia coli
Shigatoxigénica (STEC) y enteropatégena (EPEC) en cultivo y en productos cdrnicos y

lacteos.

» Evaluar la eficiencia de biocontrol de STEC y EPEC de un céctel de fagos respecto
de cada bacteriofago individual en cultivo, en productos cdrnicos, en productos lacteos y

sobre superficies s6lidas de procesamiento de alimentos.
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Materiales y Métodos

MATERIALES Y METODOS

1. Cepas y aislados bacterianos

1.1. Cepario

Para los ensayos realizados en este estudio se utilizaron las cepas DH5a, ATCC

(25923, 27853, 29212, 25922, 35401, 43985), cepas aisladas desde alimentos y

aislados bacterianos desde muestras clinicas que se detallan en la Tabla 2.

Tabla 2. Cepas de alimentos, ATCC y aislados bacterianos.

coli 20 (no patégena)

. coli 22 (no patogena)

. coli 201 (no patdgena)

. coli 421 (no pat6gena)

N° Cepa Bacteria/Caracteristica Origen*
. coli 1 (no patogena)
. coli 12 (no patdgena)
coli 15 (no patégena)
coli 16 (no patégena) Coprocultivo/l

Staphylococcus aureus (259)

Pseudomona aeruginosa (397) (PAE)

Secrecion de herida/1

. coli uropatégena (13) (fimH+)

_coli (AG100)

Coleccion Bacteriologia

Enterococcus faecalis (ATCC 29212)

ATCC

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11 Enterococcus faecium (63605) (Van R) Coprocultivo/1
12 E. coli uropatégena (4) (fimH+, csgA+, papC+)

13 E. coli uropatégena (8) (csgA+)

14 E. coli uropatdgena (7) (csgA+) Urocultivo/1
15 E. coli uropatégena (18) (fimH+, csgA+)

16 E. coli uropatdgena (19) (fimH+, csgA+, papC+)

17 E. coli (0157) Coprocultivo/1
18 E. coli (EPEC 920)

19 Proteus C (17.1)

20 Proteus B (11.1) .

2] Proteus C (1.2) Urocultivo/1
22 Proteus C (2.2)

23 Acinetobacter baumanni (63037) Aspirado traqueal/1
24 E. coli (ATCC 43895) (stxl, stx2, hlyA 'y eaeA+) ATCC

25 klebsiella pneumonine (63718) Liquido pleural/l
26 Staphylococcus aureus (ATCC 25923) ATCC
27 E. coli (O157) Coprocultivo/1
28 E. coli (ATCC 25922) ATCC

29 E. coli uropatégena (3) (fimH+, csgA+) Urocultivo/l
30 E

31 E

32
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33 Estreptococcus (Grupo 6) .

34 Estreptococcus (Grupo C) (952-1) Exudado faringeo/1
35 Alcaligenes faecalis (898-2) Liquido de coleccién/1
36 Pseudomona areuginosa (ATCC 27853) ATCC

37 Edwardsiella tarda Secrecion de herida/1
38 E. coli (ATCC 35401) (LTI y ST1+) ATCC

39 Aeromonas hydrophila .

40 Shigella flexneri Coprocultivo/1
41 Salmonella Thyphy Hemocultivo/1
42 Salmonella enteritidis Coprocultivo/l
43 Shigella sonnei

44 Pseudomona aeruginosa Secrecion de herida/1
45 E. coli (42423)

46 E. coli (EPEC)

47 E. coli (0O157)

48 Enterococcus faecium (Van R)

49 E. coli (PN1A)

?:? g EZZ gﬁéi; Coprocultivo/1
52 E. coli (PN4A)

53 E. coli (PN5A)

54 E. coli (PN6P)

55 E. coli (PN7P)

56 E. coli (PN8P)

57 E. coli (EPEC) Coprocultivo/2
58 E. coli (EPEC) Coprocultivo/1
59 E. coli (ARG 20) (serogrupo ONT) (stx1/2+) Alimentos/3

60 E. coli (ARG 4829) (Balagué y col., 2006)
61 E. coli (O157) Coprocultivo/1
62 E. coli (ARG 5012)

63 E. COll. (ARG 4824) (serogrupo ONT) Alimentos/3

64 E. coli (ARG 177) (serogrupo O8) (Balagué y col., 2006)
65 E. coli (ARG 20-R)(serogrupo ONT) (stx1/2+) s

66 E. coli (ARG 4627) (serogrupo O18)

g:g g EZZ 221112%920 R) Coprocultivo/1
69 E. coli (ARG 4908) Alimentos/3

70 E. coli (O157) Coprocultivo/1
71 E. coli (ARG 4924)

72 E. coli (ARG 5266) (serogrupo O79) )

73 | E. coli (ARG 5468) (serogrupo O44) ® ala’;ﬂén;‘;to"ly 3200 6
74 E. coli (ARG 4823) (serogrupo O57) s

75 E. coli (ARG 4827) (serogrupo O18)

76 E. coli (EPEC 201) (eae +)

77 E. coli (EPEC 421) (eae +) .

78 | E. coli (EPEC 583) (cae +) Coprocultivo/l
79 E. coli (STEC O157:H7,; 464) (eae +, stx2 +)

80 Cepa 020 (MR) Urocultivo/1
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81 Citrobacter freudii (79) Urocultivo/1
82 E. coli (ARG 4824-R) (serogrupo ONT) Alimentos/3
83 E. coli (ARG 5212) (Balagué y col., 2006)
84 Cepa 175 (R.S.) Coprocultivo/1
85 E. coli (ARG 5437) Alimentos/3
86 Cepa 187 Urocultivo/1
87 Cepa 204 Coprocultivo/1
88 Cepa 190 Urocultivo/1
89 Cepa 66068 Liquido abdominal/1
90 Cepa 660104 Urocultivo/1
% g EZZ ggg; Coprocultivo/1
93 E. coli (312) Urocultivo/1
94 E. coli (330)

3155 g EZZ 8;%; Coprocultivo/1
97 E. coli (359)

98 E. coli inactive (300)

99 E. coli (364) Urocultivo/1
100 E. coli (361)

101 E. coli (391)

102 E. coli (392) Coprocultivo/1
103 E. coli (393)

104 E. coli 0104:H4 (EHEC) Alimentos/4

* Origen: 1: Bacteriologia, Hospital Centenario de Rosario, Santa Fe, Argentina. 2:
Hospital de nifios Victor J. Vilela, Rosario, Santa Fe, Argentina. 3: Instituto del
Alimento, Rosario, Santa Fe, Argentina. 4: INEI-ANLIS “Dr. Carlos G. Malbran”,
Buenos Aires, Argentina. ONT: serogrupo no tipificable. Entre paréntesis se indica la
denominacién y/o caracteristicas de las cepas o nimero de aislamiento. El nimero de

cepario se citard a través de la tesis en letra cursiva subrayada.

2. Bacteriofagos

2.1. Aislamiento de bacteriofagos

La cepa DHS5a se utiliz6 como receptora para aislar bacteriofagos desde
cincuenta (50) coprocultivos, materia fecal de composicidon diarreica, de pacientes
tratados en el Hospital Centenario de Rosario, de acuerdo a experiencia previa del
laboratorio de Bacteriologia. Brevemente, la cepa receptora se hizo desarrollar hasta una

DOsponm = 1 en caldo Hershey (8 g/L. Bacto caldo nutritivo, 5 g/l Bacto peptona, 5 g/l
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NaCl y 1 g/l glucosa) suplementado con 5 mM de MgSOs4 (caldo Hershey-Mg). Se
agregd una porcion de materia fecal (5 g) y se incubd entre 12 y 16 horas a 37°C, luego
se agreg6 0,5 ml de cloroformo, se homogeneiz6 en vortex y se centrifugd a 15000 x g
durante 10 minutos. El sobrenadante se esterilizé por filtracién con un filtro de 0,45 um
(Gamafil S.A., Buenos Aires, Argentina) (Kudva y col.,, 1999). Para detectar la
presencia de bacteriofagos (placas de lisis) se utilizé la técnica de la doble capa de agar
(Jamalludeen y col., 2007). La misma consiste en mezclar alicuotas (10 ul y 100 ul) de
los filtrados con 100 ul de la cepa receptora (DOgoonm = 1), agregar 3 ml de soft agar
(Hershey-Mg y 0,7% agar, p/v) a 45°C, mezclar y finalmente colocar sobre placas de
Petri con agar Hershey-Mg (1,4% agar, p/v), incubando 18 h a 37°C.

2.2, Purificacion de bacteriofagos

Para purificar los fagos, placas de lisis bien definidas y de morfologias diferentes
en el soft agar, se tomaron y se colocaron en 5 ml de caldo Hershey-Mg. Los tubos se
mantuvieron a 4°C por 2 h, luego fueron inoculados con 100 pl de un cultivo de la cepa
receptora (DOgoonm = 1) y finalmente incubados a 37°C con agitacion intermitente hasta
la lisis completa del cultivo. Luego, se agregd cloroformo (0,1 ml) a cada tubo y se
centrifugéd a 4000 x g por 10 min. Los fagos presentes en los sobrenadantes se
enumeraron a través de la técnica de la doble capa de agar, enfrentando 100 pl de
diluciones decimales de los lisados con 100 ul de la cepa receptora, y colocando las
mezclas sobre placas de Petri con agar Hershey-Mg (1,4% agar, p/v) e incubando 18 h a
37°C (Jamalludeen y col., 2007). Estos pasos se repitieron tres veces o hasta obtener una

unica morfologia de placa de lisis.

2.3. Produccion de stock de bacteriofagos

Una vez obtenida una morfologia homogénea de placas de lisis, se utiliz la
técnica de doble capa de agar con una cantidad de bacteriofagos tal que, luego de
incubar 18 h a 37°C, se observen placas de lisis confluyentes. Luego se agregaron 5 ml
de caldo Hershey-Mg sobre la placa y la misma se incubé 2 h a 4°C, agitando
intermitentemente; posteriormente se recogié el liquido sobrenadante y se agregd
nuevamente 1 ml de caldo Hershey-Mg, dejando reposar 15 min a temperatura
ambiente. Se recogid el liquido y se unié al sobrenadante anterior, se agregd una

alicuota de 0,1 ml de cloroformo, se homogeneizé y centrifugdé a 4000 x g durante 10
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min. Finalmente, el sobrenadante obtenido se esterilizd por filtracién (membrana de

0,45 um de poro) y el stock de fagos se almacené a 4°C (Jamalludeen y col., 2007).

2.3.1. Obtencion de stocks concentrados de fagos mediante precipitacion con

PEG8000 y centrifugacion en Centricon

Para preparar suspensiones fagicas concentradas se procedié de la siguiente
manera: en tubos Falcon (15 ml) conteniendo los stocks de fagos obtenidos
previamente, se agregaron 0,1 ml de PEG8000 por min, hasta una concentracion final de
10 % p/v. Cuando se alcanzé esta concentraciéon de PEG8000 en la solucién, ésta se
dej6é madurar toda la noche a 4°C. Posteriormente, las soluciones se centrifugaron 20
min a 14500 x g, descartando cuidadosamente el sobrenadante y resuspendiendo el
pellet en buffer SM (0,05M Tris, 0,1M NaCl, 0,008M MgSOs4, 0,01 % w/v gelatina,
pH=7.,5), en un volumen 10 veces menor al inicial. Para lograr una mayor concentracion
de fagos en las suspensiones, se agregaron 4 ml del stock precipitado con PEG8000 en
tubos centricones (volumen de muestra: 4 ml; molecular weight cut off, MWCO, 10
kDa) (Sigma-Aldrich S.A., Buenos Aires, Argentina), centrifugando a 3000 x g hasta

obtener el volumen concentrado en 50 pl.

2.4. Titulacion de bacteriofagos

Los stocks fagicos concentrados se titularon (unidades formadoras de placas por
mililitro; UFP ml!) por la técnica de doble capa de agar, mezclando alicuotas de 100 ul
de diluciones decimales de las suspensiones figicas a ensayar, en caldo Hershey-Mg,
con 100 pl de la cepa receptora DH5a (DOeoonm = 1) en tubos de hemdlisis. A estas
mezclas se agregaron 3 ml de soft agar (0,7% agar, p/v) a 45°C, y luego de
homogeneizar se coloco el contenido de los tubos de hemdlisis sobre placas con agar
Hershey-Mg (1,4% agar, p/v), se dej6 solidificar y se incub6 18 h a 37°C.

Luego de la incubacién se realizd el recuento de placas de lisis y se calcul6 el
titulo correspondiente (UFP/ml: unidades formadoras de placas por ml) de la siguiente
manera:

Titulo (UFP/ml) = N° de placas de lisis x fa x 10

Donde fa: factor de dilucion
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2.5. Almacenamiento de bacteriofagos — estabilidad de los fagos

Los stocks de bacteriofagos se conservaron a 4°C. Para evaluar la estabilidad de
los bacteriofagos a la temperatura de almacenamiento, se realizaron titulos de un mismo
stock de los distintos bacteriofagos almacenados a 4°C a través de un periodo de 2
meses. A intervalos de tiempo preestablecidos se tomaron alicuotas y se determinaron
los titulos fagicos por el método de doble capa de agar. Los resultados se expresaron

como porcentajes respecto de las concentraciones de fagos iniciales.

3. Caracterizacion de bacteriofagos

3.1. Determinacion de presencia de genes de patogenicidad por PCR

Para la extracciéon del ADN de los bacteriofagos se utilizé el Kit “High Pure
PCR Template Preparation Kit” (Roche, Buenos Aires, Argentina). Previamente a la
extraccion del ADN se realiz6 un paso de enriquecimiento previo en donde 1 ml de la
suspension de fagos se adicioné con PEG8000 al 10% y se incubd 24h a 4°C, luego se
centrifugé a 16000 x g durante 1 h a 4°C. Luego, el pellet se resuspendi6 en 200 ul de
Buffer de unién (Binding Buffer: 6 M guanidina-HCI; 10 mM urea; 10 mM Tris-HCI,;
20% Triton X-100 v/v; pH 4,4; 25°C), adicionando luego 40 pl de proteinasa K a una
concentracion final de 0,2 mg/ml e incubando 10 min a 70°C. La suspension fagica
obtenida se hizo circular a través de una columna con resina de unién (Roche),
centrifugando 1 min a 8000 x g. A continuacién se descart el liquido en el tubo
colector y se agregaron 500 pl de Buffer IRB (Inhibitor Renoval Buffer: 5 M guanidina-
HCI; 20 mM Tris-HCI; 20 ml etanol 98% p/v; pH 6,6; 25°C) para la eliminacion de
inhibidores, se centrifugdé 1 min a 8000 x g, descartando nuevamente el liquido del tubo
colector. Finalmente se lavo dos veces con el Buffer de lavado (Wash Buffer: 20 mM
NaCl; 2 mM Tris-HCI; 80 ml etanol 98% p/v; pH 7,5; 25°C), se centrifugd 1 min a 8000
x g y se descart6 el liquido del tubo colector. En un nuevo tubo colector se eluy6 con
200 pl de Buffer de elucion (Elution Buffer: 10 mM Tris-HCI; pH 8.5; 25°C), se
centrifugé 1 min a 8000 x g para obtener en el tubo colector el ADN purificado. La
extracciéon de ADN se confirmé en un gel de agarosa al 0,9 %.

En los bacteriofagos aislados se determiné la presencia o ausencia de los

siguientes factores de patogenicidad: stx/, toxina Shiga 1; stx2, toxina Shiga 2; eaeA,

50



Materiales y Métodos

attaching-and effacing; LTI, toxina termolabil y ST, toxina termoestable. La secuencia

nucleotidica de cada uno de los primers utilizados se detalla en la Tabla 3.

Tabla 3. Secuencia de los primers utilizados para evaluar la presencia de factores de

patogenicidad.
. Tamafio esperado del
Gen Primer? pro duc?o (pb)
pd: 5°- ACGTTACAGCGTGTTGCRGGGATC-3’
sl S TTGCCACAGACTGCGTCAGTRAGG-3’ 121
2 pd: 5°- TGTGGCTGGGTTCGTTTATACGGC-3’ 102
pr: 5’- TCCGTTGTCATGGAAACCGTTGTC-3’
caeA pd: 5°- TGAGCGGCTGGCATGATGCATAC-3’ 241
pr: 5°- TCGATCCCCATCGTCACCAGAGG-3’
LT] pd: 5>-TGGATTCATCATGCACCACAAGG-3’ 360
pr: 5’-CCATTTCTCTTTTGCCTGCCATC-3’
STI pd: 5-TTTCCCCTCTTTTAGTCAGTCAACTG-3’ 160

pr: 5’-GGCAGGACTACAACAAAGTTCACAG-3’

4 pd, primer directo; pr, primer reverso. Stx/ y stx2: genes codificantes de la toxina
Shiga 1y 2; eaeA: gen codificante de la intimina; LT/ y STI: genes codificantes de las

toxinas termoldbil y termoestable.

Como controles positivos se utilizaron las cepas E. coli ATCC43895 (stx1, stx2
y eaeA) y E. coli ATCC35401 (LTI y STI), en tanto que como control negativo se
incluyé la cepa E. coli HB101. Las mezclas de las reacciones de amplificacion
contenian: buffer (csp 25 pl) (16 mM (NH4)>SO4; 67 mM Tris-HCI, pH 8,8 y 0,01 % de
Tween 20); 3 mM MgCl,; 0,1 mM de cada ANTP; 5 ul de ADN; 0,1 pmol/ul de cada
uno de los primers y 2,5 U de Taq polimerasa. El programa de amplificacién empleado
fue el siguiente: 5 ciclos de 30 segundos a 95°C seguido de 1 minuto a 72°C y luego 20
ciclos de 30 segundos a 95°C, 30 segundos a 63°C, luego 30 segundos a 72°C, y
finalmente 5 minutos a 72°C para lograr la elongacién completa de los productos. Los
segmentos de amplificacion se separaron por electroforesis en geles de agarosa al 3 %
con buffer TBE (89 mM Tris-Borato, 2 mM EDTA, pH 8), a 100 V durante 3 h (Pass y
col., 2000). Los geles se tifieron con bromuro de etidio (0.5 pg/ml) (Sigma, St. Louis,
Missouri, USA) y los productos de PCR fueron visualizados por exposicién del gel a luz

ultravioleta (Sambrook y Russel, 2001).
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3.2. Microscopia electronica

Las micrografias electrénicas de los viriones fueron obtenidas segin Bolondi y
col. (1995). Suspensiones fagicas concentradas con PEG8000 al 10% (24 h a 4°C), se
centrifugaron (1 h, 16.000 x g, 5°C) y fueron tefiidas con 4cido fosfotingstico (2 % w/v)
(Biopack, Buenos Aires, Argentina). Las micrografias electrénicas fueron tomadas con
un microscopio JEOL 1200 EX II (INTA Castelar, Buenos Aires, Argentina)
funcionando a 85 kV. Se registraron morfologias y dimensiones de los fagos (didmetro

de la cabeza; longitud y didmetro de la cola).

3.3. Influencia de pardmetros fisicoquimicos sobre la actividad litica

Para determinar las condiciones fisicoquimicas en las que se produce una
infeccidn 6ptima de las bacterias por parte de los bacteriofagos, se estudi6 la influencia
de diversos factores ambientales durante la lisis de cepas sensibles de E. coli. Las
variables a evaluar fueron NaCl (0,3 %; 2 % y 4 % p/v), pH 4,5; 5,7y 7.5) y
temperatura (4°C; 37°C; 50°C).

Condiciones generales y controles realizados en los ensayos para evaluar la

influencia del NaCl, pH y temperatura sobre la actividad litica.

Las cepas utilizadas se hicieron desarrollar hasta una DOgponm = 1,0 en caldo
Hershey-Mg durante 18 h a 37°C. Las mismas fueron inoculadas con una dilucién
decimal del stock de fagos (~10° UFP/ml). Las determinaciones se llevaron a cabo por
triplicado. Para comprobar la ausencia de contaminacion se incubaron placas controles
conteniendo solo bacterias (libres de bacteriofagos), solo bacteriofagos (libres de células

procariotas) y solo caldo Hershey-Mg (libre de fagos y bacterias).

3.3.1. Influencia del NaCl

Para evaluar la influencia del NaCl se colocaron 100 pl de agua estéril, 100 pl de
solucién de NaCl al 6 % p/vy 100 pl de solucién de NaCl al 12 % p/v en distintos tubos
de ensayo de manera tal de obtener concentraciones finales de NaCl de 0,3 % (control),
2 % y 4 %, respectivamente. Luego se agregaron a cada tubo, 100 ul de la cepa
bacteriana receptora sensible (DOgoonm = 1) y 100 pl de la suspensién del fago a evaluar.
La mezcla se incubd durante 40 min a 37°C (un ciclo litico), se agregaron luego 3 ml de
soft-Hershey-Mg a 45°C, se agité suavemente y se plaqued segun la técnica de doble

capa de agar. Las placas se incubaron a 37°C durante 24 h. Los resultados se expresaron
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como porcentajes de fagos remanentes respecto de las condiciones estindar del medio

de cultivo (0,3%).

3.3.2. Influencia del pH

Para realizar este ensayo se colocaron 100 pl de solucién de HC1 0,1 N, 100 pl
de solucién de HC1 0,025 N y 100 pl de buffer SM en distintos tubos de ensayo para
obtener los siguientes valores finales de pH: 4,5; 5,7 y 7,5 (control), respectivamente.
Luego, a cada tubo, se agregaron 100 pl de la cepa bacteriana receptora sensible
(DO60onm = 1,0) y 100 pl de la suspension del fago a evaluar. La mezcla se incubé 40
min a 37°C, se agregaron luego 3 ml de soft-Hershey-Mg a 45°C, se agit6 suavemente y
se plaqued segtin la técnica de doble capa de agar. Las placas se incubaron 24 h a 37°C.
Los resultados se expresaron como porcentajes de fagos remanentes respecto del pH 7,5

(control).

3.3.3. Influencia de la temperatura

Se prepararon mezclas contendiendo 100 pl de la cepa bacteriana receptora
sensible (DOgoonm = 1) y 100 pl de la suspension del fago a evaluar, y las mismas se
incubaron, separadamente, a 4°C, 37°C (control) y 50°C. Luego de 40 min de
incubacién se agregaron 3 ml de soft-Hershey-Mg a 45°C, se agitaron suavemente las
mezclas y se plaquearon segun la técnica de doble capa de agar. Las placas se incubaron
24 h a 37°C. Los resultados se expresaron como porcentajes de fagos remanentes

respecto de la temperatura 6ptima de crecimiento para E. coli (37°C).

4. Interaccion de Escherichia coli con bacteriofagos

4.1. Rango de hospedadores

Para determinar el rango de hospedadores de los bacteriofagos empleados en
este estudio se utilizaron dos metodologias diferentes. La técnica de “Spot test” y la de
doble capa de agar entera. La primera - Spot test - se utiliz6 para realizar una
buisqueda/evaluacion rdpida de las cepas sensibles a cada uno de los fagos, mientras que
la segunda técnica empleada - doble capa de agar entera - se realizd6 como técnica
confirmatoria de sensibilidad al fago. En la seccién 1.1 (cepario; Tabla 2) se detallan las
cepas y aislados bacterianos que se evaluaron para determinar el rango de hospedador.

A continuacion se describe cada una de las metodologias mencionadas.
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4.1.1. Técnica de Spot test

El método de “Spot test” consiste en preparar una placa de Petri con una capa de
agar-Hershey-Mg (1,5 % p/v). Una vez solidificada esta capa se adiciond por encima de
ésta una capa de soft-Hershey-Mg (3 ml; 0,7 % p/v) conteniendo 100 pl de la cepa a
ensayar (DOgoonm = 1,0), mezcla previamente preparada en un tubo de hemolisis. Sobre
la capa de soft-agar solidificada se sembraron, por duplicado, alicuotas de 10 pl de cada
bacteriofago conteniendo 108 UFP/ml, formando un Spot sobre el soft-agar y siguiendo
una disposicion de hilera (Figura 8). Las placas se secaron en flujo laminar hasta la
absorcion total del liquido y se incubaron 24 h a 37°C (Goodridge y col., 2003). Pasado
el tiempo de incubacién se observd la presencia de zonas de lisis en el césped
bacteriano, considerandose como “lisis positiva” a las zonas de agar translicido en el
lugar de donde se coloco la gota del fago, y “lisis negativa” cuando la zona donde se

coloco la gota tiene igual densidad bacteriana que el césped que lo rodea.

Fago1 Fago2
O O OO0

Césped cepa a ensayar

O O OO
Fago3 Fago4

Figura 8. Representacidon de la disposicion de siembra de
bacteriofagos en el ensayo de Spot test.

4.1.2. Técnica de doble capa en placa entera

Los resultados positivos (lisis positiva) obtenidos a través de la técnica de Spot
test fueron confirmados enfrentando la cepa bacteriana sensible con cada uno de los
fagos individuales, separadamente, mediante la técnica de doble capa de agar descripta a
continuacion. Se prepararon placas de Petri conteniendo una capa de agar-Hershey-Mg
(1,5 % p/v). Por otro lado, se mezclaron 100 pl de diluciones decimales de la suspension
fagica a evaluar con 100 pl de la cepa receptora (DH5a; DOgoonm = 1,0). La mezcla se
incub6 10 min a 37°C y se adicioné de 3 ml de soft-Hershey-Mg a 45°C, luego se
plaqued y una vez solidificada se incub6 a 37°C por 24 h. El resultado del ensayo se
considera positivo cuando se observa, en alguna de las diluciones sembradas, la

aparicion de placas de lisis. Las cepas evaluadas que dieron “lisis positiva” para el
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ensayo de Spot test y de doble capa en placa entera se consideraron sensibles y se

incluyeron en el rango de hospedador de cada fago evaluado.

4.2. Criterios de seleccion de fagos para estudios posteriores

En primera instancia se seleccionaron aquellos fagos que formaron placas de
lisis claras y definidas, exhibiendo también reproducibilidad en las determinaciones
previas. Otro criterio de seleccién fue el espectro de hospedador propio cada fago
aislado, de acuerdo a lo cual se seleccioné un bacteriofago que presentd rango de
hospedador estrecho (fago DT1), y otro cuyo espectro fue més amplio (fago DT6).
Adicionalmente y en los ensayos que involucran a la cepa STEC no-O157 (ARG4827)
(75), el fago DT1 se reemplazé por el fago DTS5 debido a que esta cepa no presentd
sensibilidad al primero (DT1).

4.3. Determinacion del tiempo y niimero de eclosion

El tiempo y el nimero de eclosién para los fagos en estudio se determinaron
utilizando DH5a como cepa receptora. Para esto la cepa receptora DHS5a se hizo
desarrollar a 37°C en caldo Hershey-Mg hasta una turbidez adecuada (DOgoonm = 0,5).
Las células fueron cosechadas por centrifugacién y el pellet se resuspendié en caldo
Hershey-Mg (5 ml; 1/5 del volumen inicial). Luego, 1 ml de la suspension bacteriana se
infect6 con el fago correspondiente (Multiplicity of Infection = MOI de 0,1 para ambos
fagos) y se incubd 10 min a 37°C en bafio termostatizado para permitir la adsorcién de
las particulas fagicas. A continuacidn, la mezcla fue centrifugada 5 min a 10000 x g. El
pellet, libre de fagos no adsorbidos, se resuspendié muy cuidadosamente en 1 ml de
caldo Hershey-Mg. Posteriormente, el pellet (1 ml) fue transferido a un tubo
conteniendo 9 ml de caldo Hershey-Mg. A partir de esta suspension se efectuaron
diluciones decimales en caldo Hershey-Mg. Estas diluciones se hacen para evitar la
readsorcién de las particulas fagicas liberadas, que pudieran de esta manera iniciar
nuevos ciclos de multiplicacién simultdneos, induciendo a error en la determinacién del
nimero de eclosion. Los tubos fueron incubados a 37°C en bafio de agua
termostatizado, y a intervalos regulares de tiempo, se extrajeron alicuotas (100 pl) que
fueron inmediatamente tituladas sobre la cepa sensible, para conocer el nimero de
particulas fagicas libres. El pardmetro tiempo de eclosion fue calculado a partir de las

curvas de crecimiento obtenidas, mientras que para el cdlculo del ndmero de eclosion
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(numero de fagos producidos por bacteria infectada) se utiliz6 la ecuaciéon de Wang

(2006).

b (UFP/UFC) =F (UFP) / (T - U) (UFC)

Donde b = ndmero de eclosién
F = ndmero de fagos después de un ciclo de replicacién
T - U = ntimero de fagos adsorbidos (determinado experimentalmente

como el nimero de UFC infectadas)

4.4. Eficiencia de plaqueo

Para analizar la formacién de placas de lisis sobre las distintas cepas de E. coli
utilizadas posteriormente en los ensayos de biocontrol en alimentos [EPEC920 (/8),
STEC464 O157:H7 (79) y STEC no-O157 ARG4827 (75)], se realizaron recuentos de
particulas fagicas (titulo) por la técnica de doble capa de agar descripta anteriormente
(Jamalludeen y col., 2007). La eficiencia de plaqueo (EOP, Efficiency of Plaquing), con
relacién a los recuentos obtenidos con una cepa de referencia (DH5a), fue calculada de

acuerdo a la siguiente férmula:

EOP = Titulo fagico cepa en estudio (UFP/ml) x 100

Titulo fagico cepa referencia (UFP/ml)

4.5. Estudio de la naturaleza de los receptores fagicos

4.5.1. Ensayos de adsorcion fdgica

Se evalu6 la adsorcién de los fagos DT1 y DT6 sobre las cepas de E. coli
EPEC920 (I8) y STEC464 O157:H7 (79) y de los fagos DTS5 y DT6 sobre la cepa
STEC no-O157 ARG4827 (75). Los ensayos se realizaron enfrentando una cepa
bacteriana y un fago a la vez. Las bacterias se hicieron desarrollar toda la noche en
caldo tripteina soya (CTS) (Britania, Buenos Aires, Argentina) a 37°C. Las células se
centrifugaron 5 min a 10000 x g y el pellet se resuspendié en caldo CTS fresco,
ajustando la DOgoonm a 1. Cada cultivo bacteriano (500 pl), infectado con 100 ul del
fago correspondiente (MOI = 0,001 — 0,003) se incubd 5 min a 37°C. Luego de la
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interaccion fago/bacteria, la mezcla se centrifugé S min a 10.000 x g y se determind el
titulo de fagos libres en el sobrenadante por la técnica de doble capa de agar
(Jamalludeen y col., 2007), utilizando la cepa receptora de referencia (DHS5a) en todas
las titulaciones. Para establecer el titulo de fagos iniciales en cada ensayo, se reemplazé

el cultivo bacteriano con CTS y se procedi6 segin lo descripto.

4.5.2. Efecto del peryodato sobre la adsorcion fdgica

Para evaluar el efecto del peryodato de sodio sobre los receptores fagicos y
consecuentemente sobre la adsorcidn, se procedi6 de la siguiente manera. Alicuotas de 1
ml de cada cultivo bacteriano (DOsoonm = 1) se centrifugaron 5 min a 10.000 x g, el
pellet bacteriano se resuspendi6 en 1 ml de acetato de sodio (50 mM; pH 5,2) o acetato
de sodio conteniendo 1 mM de NalOs. Las células se incubaron 2 h (protegidas de la
luz), luego fueron lavadas con 1 ml de CTS, centrifugadas 5 min a 10000 x g y

resuspendidas en CTS.

4.5.3. Efecto de la proteinasa K sobre la adsorcion fdgica

Del mismo modo, se evalud el efecto de la proteinasa K sobre la adsorcion
fagica, para esto 1 ml de cada cultivo bacteriano (DOsoonm = 1) fue tratado con
proteinasa K (0,2 mg/ml; Promega, Madison, USA) durante 3 h a 37°C. Pasado el
tiempo de incubacién las células fueron lavadas con 1 ml de CTS, centrifugadas 5 min a

10000 x g y resuspendidas en CTS.

Para evaluar la influencia de la matriz (buffer acetato de sodio y buffer
proteinasa K) en la adsorcidn fagica se realizaron controles. Para esto, las cepas fueron
resuspendidas en medio CTS (control sin tratamiento), buffer acetato de sodio de sodio
(50 mM; pH 5,2) (buffer sin peryodato) y buffer proteinasa K (control sin proteinasa K),
y posteriormente se enfrentaron, por separado, a cada fago evaluado. Los ensayos de
adsorcion después de los tratamientos con peryodato y proteinasa K se realizaron como
se ha descripto anteriormente (Materiales y Métodos, seccién 4.4.1). Cada ensayo se
realiz6 por triplicado. Los porcentajes de fagos adsorbidos se calcularon del siguiente

modo:
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% Ads = (Ti - Tf) x 100
Ti

Donde Ti: titulo inicial de fagos (UFP/ml) puestos en contacto con la cepa

Tf: titulo de fagos (UFP/ml) libres en el sobrenadante

5. In Vitro Challenge tests
Como se explic con anterioridad en la seccién 4.2, los fagos seleccionados para

estos ensayos fueron DT1, DTS y DT6.

5.1. Challenge con fagos individuales

Para estudiar la lisis celular en medio liquido se inocularon 50 pl de un cultivo
de 16-18 h de la cepa sensible a ensayar, a saber DH5a, EPEC920 (/8), STEC no-O157
ARG4827 (75) y STEC464 O157:H7 (79), en 5 ml de caldo Hershey-Mg fresco,
incubando a 37°C. Cuando se alcanz6 una DOsoonm = 0,1 se agregd 0,1 ml del fago a
ensayar (DT1, DT5 6 DT6, segtin corresponda), se mezclé suavemente y los cultivos se
incubaron a 4 y 37°C. Para la cepa STEC no-O157 ARG4827 se utilizé el fago DTS en
lugar de DT1 debido a que no es sensible a este dltimo. A tiempos preestablecidos (2, 6
y 24 h) se tomaron alicuotas de 100 pl, se hicieron diluciones decimales y se plaquearon
en agar Hershey-Mg para el recuento de células viables. Para monitorear el desarrollo
normal del cultivo y evaluar la reduccién de células viables a cada punto de muestreo se
incubaron tubos control de cada cepa sin infectar (cultivos sin fagos) asi como tubos
control sin células (conteniendo solo fagos) para descartar contaminacién. El muestreo
se realizé por duplicado en dos experimentos independientes. Adicionalmente se
realizaron conteos de fagos libres y totales en una cepa no patégena (DH5a) y en una

patégena (STEC464 O157:H7) para evaluar la evolucion a cada tiempo de muestreo.

5.2. Challenge con cocteles

Se llevaron a cabo ensayos para estudiar el efecto combinado de los
bacteriofagos sobre la lisis celular en medio liquido. Para esto se realizé una mezcla de
los fagos (cdctel) en proporciones iguales. Se evalud el coctel DT1 + DT6 sobre las
cepas DHS5a, EPEC920 (/8) y STEC464 O157:H7 (79) y el céctel DTS + DT6 sobre la
cepa STEC no-O157 ARG4827 (75). Se utilizé la misma metodologia (condiciones de
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cultivo, volimenes, temperaturas, tiempos de muestreo y controles) que en los ensayos

con fagos individuales descripta anteriormente (ver seccion 5.1).

6. Biocontrol de Escherichia coli sobre productos carnicos

6.1. Muestras de alimentos — Almacenamiento

Las muestras de carne bovina fueron adquiridas en un comercio minorista, se
cortaron en porciones de no mds de 25 g utilizando instrumentos estériles, se colocaron
en bolsas de pléstico estériles individuales (whirl-pak bag) y luego se almacenaron a -

20°C hasta su uso.

6.2. Biocontrol con fagos individuales

Se corté carne asépticamente en trozos de 1 cm?, los cuales se colocaron en
placas de Petri y, previo a la inoculacion con fagos y bacterias, fueron ajustados al pH
deseado (pH 7,5) por lavados con buffer SM. Posteriormente, las muestras de carne (1
cm?) se colocaron equidistantes en una nueva placa de Petri y se atemperaron a 5 y
24°C, representando temperaturas de refrigeracion y ambiente, respectivamente. Las
cepas bacterianas a ensayar [DH5a, EPEC920 (/8), STEC no-O157 ARG4827 (75) y
STEC464 O157:H7 (79)] se hicieron desarrollar, 18 h a 37°C, en caldo Hershey-Mg. A
continuaciéon se inoculd la superficie de la carne con 10 pl de la dilucién decimal
adecuada (~10° UFC/ml) de la suspension bacteriana y, permitiendo su unién a
temperatura ambiente (10 min). Pasado este tiempo se adicionaron 10 pl y 100 pl de
cada bacteriofago evaluado, por separado, para obtener valores de MOI bajo y alto,
respectivamente. En paralelo se evaluaron controles conteniendo el mismo volumen de
buffer SM en lugar de la suspension fagica. Finalizada la etapa de inoculacidn, tanto los
controles como los tratamientos se reincubaron a la temperatura correspondiente. A
tiempos predeterminados de muestreo (3, 6 y 24 h) se transfirieron las piezas de carne a
una bolsa estéril, se afiadieron 5 ml de buffer SM y trataron en un stomacher (Seward,
Londres, UK) durante 2 min. La porcidn liquida fue transferida a un tubo estéril y
centrifugada 5 min a 10000 x g, eliminando el sobrenadante y se resuspendiendo las
células en 1 ml de buffer SM (Bigwood y col., 2008). Por ultimo, 100 pl de las
diluciones decimales apropiadas fueron plaqueadas en agar-Hershey-Mg para el
recuento de células viables. Se prepararon las muestras y se realizaron todos los conteos

por triplicado. Adicionalmente, se realizaron controles sin inocular (sin fago y bacteria)
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para evaluar la presencia de bacteriofagos y patégenos contaminantes. El recuento de
unidades formadoras de placas por ml (UFP/ml) fue realizado por la técnica de doble

capa de agar (Jamalludeen y col., 2007) (Tomat y col., 2013a).

6.3. Biocontrol con cocteles

Para evaluar la eficacia de biocontrol de los bacteriofagos combinados en una
matriz alimenticia sobre cepas de E. coli, se llevaron a cabo ensayos con una mezcla de
los fagos (cdctel) en proporciones iguales. El céctel de bacteriofagos se ensayé al mayor
valor de MOI sobre las cepas de E. coli previamente evaluadas con fagos individuales
[DHS50, EPEC920 (18), STEC no-O157 ARG4827 (75) y STEC464 O157:H7 (79)]
utilizando la metodologia descripta anteriormente (ver seccion 6.2). Ademds, se
realizaron conteos de particulas fagicas al inicio y al final de los experimentos (Tomat y

col., 2013a).

6.4. Porcentaje de recuperacion bacteriana desde productos cdrnicos

Para evaluar el nimero de bacterias que se recuperan desde la muestra de carne
procesada en los experimentos de biocontrol con fagos se realizdé el cédlculo del
porcentaje de recuperacion celular. Para realizar estos cdlculos se llevaron a cabo
experimentos adicionales, en las mismas condiciones de biocontrol con fagos
individuales (ver seccidn 6.2), pero sin el agregado de bacteriofagos y a tiempo cero,
incubando solamente 10 min a 37°C para que se produzca la unién de la bacteria a la
matriz alimenticia. En estos ensayos también se estd considerando el factor de pérdida
celular durante la centrifugacion. Todos los valores informados en los resultados estan

corregidos por este factor de recuperacion.

7. Aislamiento de mutantes insensibles a bacteriofagos (BIMs)

7.1. Metodologias utilizadas en el aislamiento de BIMs

7.1.1. Cultivo secundario (medio liquido)

Los mutantes insensibles a bacteriofagos (BIMs) fueron aislados por el método

de cultivo secundario (Guglielmotti y col., 2007) con algunas modificaciones. Cultivos

de cepas sensibles de E. coli [EPEC920 (I/8) y STEC no-O157 ARG4827 (75)], en

60



Materiales y Métodos

caldo Hershey-Mg con una DOgoonm = 0,2-0,3, fueron infectados con diversas
suspensiones fagicas para obtener distintos valores de MOI (multiplicidad de infeccion,
MOI = 1 y 10). Las mezclas fueron incubadas a 37°C durante 24 h hasta observar
visualmente lisis completa. Se utiliz6 como control de desarrollo un cultivo no infectado
de cada cepa de E. coli. Los cultivos que exhibieron lisis completa y tardia fueron los
mejores candidatos para aislar BIMs. Después de observar lisis completa, se prolongo la
incubacién durante 48 h adicionales a 37°C para el desarrollo del cultivo secundario.
Cada tubo con crecimiento secundario se plaque6 en placas de agar-Hershey-Mg para el

aislamiento de colonias.

7.1.2. Ensayos en muestras cdrnicas (medio agarizado)

El aislamiento de BIMs desde carne se realizé en la condiciones descriptas en
los ensayos de biocontrol en carne (ver seccién 6.2), pero modificando los tiempos de
incubacién de las muestras inoculadas con bacterias [DHSa, EPEC920 (/8) y STEC no-
0157 ARG4827 (75) y STEC464 O157:H7 (79)] y fagos. Las incubaciones se
prolongaron hasta 48 h para permitir el desarrollo de las variantes fagorresistentes y

facilitar su deteccidn y aislamiento.

En ambos ensayos (7.1.1 y 7.1.2), luego de la incubacién de las placas, colonias
diferentes fueron seleccionadas al azar y cultivadas en caldo Hershey-Mg durante la
noche a 37°C. Dichos aislamientos fueron purificados por tres estriados consecutivos en
placas de agar-Hershey-Mg. Las colonias aisladas fueron consideradas como BIMs

presuntivos.

8. Caracterizacion del fenotipo BIM

8.1. Confirmacion de BIMs

Los BIMs presuntivos fueron confirmados por el test de sensibilidad en medio
liquido (Guglielmotti y col., 2007). Brevemente, un cultivo en fase de crecimiento
exponencial (DOgoonm = 0,2-0,3) de cada BIM presuntivo se infecté con las
suspensiones fagicas a MOI = 1. El fago utilizado en cada caso fue aquel capaz de

infectar a la cepa sensible de la cual se obtuvieron los mutantes correspondientes.
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Cultivos no infectados de cada cepa de E. coli se utilizaron como control de desarrollo.
Los cultivos se incubaron en caldo Hershey-Mg a 37°C hasta evidenciar turbidez de las
cepas control y se almacenaron a 4°C. Los cultivos infectados que no presentaron lisis
en este primer intento se sometieron a un segundo subcultivo. El segundo subcultivo
consistio en transferir 2-3% del volumen total final del primer cultivo a otro tubo de
ensayo con 1 ml de caldo Hershey-Mg fresco. En caso de no observarse lisis bacteriana
evidente, el cultivo resultante se almacen6 a 4°C y fue sometido a un tercer subcultivo
en las mismas condiciones. Los BIMs presuntivos que pasaron esta barrera se
consideran BIMs confirmados. Los mutantes fagorresistentes confirmados fueron
almacenados a -20°C en caldo Hershey-Mg adicionado con glicerol (20 % v/v). El test
de sensibilidad en medio liquido de las cepas madre (sensibles) se llevé a cabo en un

experimento paralelo para garantizar la actividad litica de las suspensiones fagicas.
8.2. Eficiencia en la recuperacion de BIMs
La eficiencia en la recuperaciéon de BIMs confirmados fue calculada de la

siguiente manera:

Eficiencia = (N° de BIMs confirmados) x 100

N° de BIMs presuntivos

8.3. Determinacion de la frecuencia de aislamiento de BIMs

Una vez realizada la confirmacién de los BIMs se evalué la frecuencia de
aislamiento (solo BIMs confirmados) mezclando el volumen apropiado (I ml) de un
cultivo overnight de cada cepa de E. coli [DHSa, EPEC920 (/8), STEC no-O157
ARG4827 (75) y STEC464 O157:H7 (79)] y de las suspensiones fagicas para obtener
una MOI de 100. La mezcla bacteria—fago fue suplementada con MgSO4 (5 mM) y
luego se plaqued por la técnica de doble capa de agar y se incubd toda la noche a 37°C.
La frecuencia de aislamiento de BIMs se estimé como el nimero de BIMs-
confirmados/recuento bacteriano inicial. Todos los experimentos se realizaron por

duplicado.

8.4. Estabilidad de BIMs
Después de confirmar el fenotipo de BIM, se procedié a estudiar si esta

propiedad se mantenia bajo presion del fago correspondiente. Para los BIMs

62



Materiales y Métodos

confirmados se ensayo la estabilidad de la resistencia fagica mediante siete subcultivos
secuenciales (2-3 % v/v), en caldo Hershey-Mg (1 ml), con agregados independientes de
nuevas e iguales dosis de bacteriofagos (MOI =1) en cada subcultivo. La pérdida de la
resistencia al bacteriofago se determiné por la comparacién de lisis del cultivo respecto
del control sin bacteriofago adicionado (Guglielmotti y col., 2007). Se registré el

nimero de subcultivo en el cual el mutante result lisado por el fago.

8.5. Reversion de BIMs

Se estudid la capacidad de los BIMs confirmados para revertir espontdneamente
al fenotipo sensible. Para esto, cada uno de ellos fue propagado a través de 50
generaciones, sin el agregado del bacteriofago al que resulté insensible, en caldo
Hershey-Mg a 37°C. Cada BIM propagado fue examinado por ensayo en placa (técnica
de doble capa de agar) para evaluar reversion a sensibilidad fagica por formacion de

placas de lisis al ser enfrentado al fago correspondiente (O'Flynn y col., 2004).

9. Biocontrol de Escherichia coli en productos lacteos

9.1. Muestras de alimentos — Almacenamiento
Para realizar los experimentos en muestras de origen lacteo se utiliz leche en
polvo descremada que fue almacenada a temperatura ambiente. Las muestras se

prepararon reconstituyéndola y esterilizindola inmediatamente antes de ser utilizadas.

9.2. Biocontrol de Escherichia coli durante un proceso de fermentacion ldctica

Se llevaron a cabo ensayos de biocontrol a 37°C en alicuotas paralelas (200 ml)
de leche descremada reconstituida (LDR, 10 % p/v) estéril adicionada con CaCl, (0,28
g/l). Todas las alicuotas se inocularon (1% v/v) con cultivos over night, en leche, de
Streptococcus thermophilus 10-C, ya sea solo (ensayo control) o junto con cultivos over
night, crecidos en caldo Hershey-Mg a 37°C, de las cepas de E. coli ensayadas
(concentracién final aprox. 10° UFC/ml; ensayos experimentales). Una alicuota de 100
ml de cada lote infectado con E. coli se inoculé con el fago o céctel de fagos
correspondiente (107-10% UFP/ml) con el fin de evaluar su potencial como agente de
biocontrol. Las combinaciones ensayadas fueron: DT1/DHSa, DT1/EPEC920 (I8),
DT6/STEC no-O157:H7 (ARG4827, 75), DT1/STEC464 O157:H7 (79), DTS/TEC464
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O157:H7 (79) y coctel/STEC464 O157:H7 (79). La acidificacion procedié durante 24 h
a 37°C en baio termostatizado. Durante el proceso de fermentacion se determinaron: la
evolucién del pH con un peachimetro modelo SA 720 (Orion, Beverly, Massachussets,
USA), los recuentos de células bacterianas, realizados en agar Elliker (37°C, 48 h) para
Streptococcus thermophilus 10-C o agar Hershey-Mg (37°C, 18 h) para E. coli, y

finalmente los titulos fagicos por la técnica de doble capa de agar (Tomat y col., 2013b).

9.3. Biocontrol de Escherichia coli durante un proceso de cuajado

Se llevaron a cabo experimentos durante el proceso de cuajado a escala de
laboratorio con el objetivo de evaluar el comportamiento de las cepas y fagos de E. coli
durante la formacion del gel y etapas de deshidratacion, propias de una elaboracion
lactocasearia. Para este propdsito, se reconstituyd (10 % p/v) asépticamente leche en
polvo descremada comercial (recuento total de bacterias < 100.000 UFC/g) en agua
destilada estéril, dado que la coagulacion de leche no podria llevarse a cabo utilizando
leche esterilizada. Para cada sistema cepa/fago estudiado (cdéctel/DHSa, DT1/EPEC920
(18), DT6/STEC no-O157:H7 ARG4827 (75), DTI1/STEC464 O157:H7 (79),
DT6/STEC464 O157:H7 (79) y coctel/STEC464 O157:H7 (79), alicuotas de 250 ml de
LDR adicionada con CaCl; (0,28 g/l) (LDR-Ca), fueron inoculadas con un cultivo over
night, desarrollado en caldo Hershey-Mg a 37°C, de la cepa de E. coli correspondiente,
a una concentracién final de 10> 10* UFC/ml. Dichas alicuotas fueron divididas en dos
nuevas porciones equivalentes de 125 ml, una de ellas fue inoculada con el fago o cdctel
de fagos correspondiente (10’-108 UFP/ml) (r = 0 min) y la restante se utiliz6 como
control sin bacteriofagos. Luego de 1 h a 37°C, tiempo necesario para que se inicie el
proceso de infeccidn fégica en la matriz lactea adn liquida, se agregé MAXIREN™ 150
(100 % quimosina, fuerza del cuajo 150.000 IMCU/ml, Gist-brocades, France) (0,042
g/l) para lograr la coagulacion de la leche, e inmediatamente cada muestra fue dividida
en cuatro tubos Falcon de 50 ml. Al ¢ = 120 min, el codgulo obtenido se cortd
verticalmente a lo largo de toda la longitud del tubo mediante el uso de un cuchillo
esterilizado a la llama adaptado al didmetro de los tubos, haciendo dos cortes
perpendiculares y dos paralelos en forma de una cruz, y manteniendo las muestras en
incubacién a 37°C. Al ¢t = 150 min, las cuajadas fueron centrifugadas 10 min a 1000 x g,
a temperatura ambiente, inmediatamente después fueron separadas del suero y las dos
muestras (suero y cuajada) se mantuvieron a 4 ° C hasta el = 240 min. Se determinaron

los titulos fagicos a los tiempos de muestreo ¢ = 0 y 240 min (en suero), y se realizaron
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recuentos bacterianos en todas las muestras a t = 0, 60, 120 (codgulo inmediatamente
antes de cortar), 180 y 240 min. El suero y la cuajada se analizaron como muestras
independientes a partir de £ = 180 min. Para procesar las muestras sélidas (después de la

coagulacidn), las mismas se diluyeron en citrato de sodio 2% (p/v).

10. Descontaminacion de superficies s6lidas con cdcteles fagicos

10.1. Ensayos de descontaminacion sobre cubreobjetos (glass coverslip) y
sobre acero inoxidable (stainless steel chips)

Se utilizaron cubreobjetos de vidrio (CV) (18 mm x 18 mm) y fichas de acero
inoxidable (AI) (25 mm x 15 mm) para representar dos materiales diferentes
involucrados en el procesamiento de alimentos. Las matrices se limpiaron con etanol al
70 % (v/v), posteriormente se autoclavaron, se colocaron en placas de Petri y se
utilizaron inmediatamente o se almacenaron a temperatura ambiente hasta su uso. Cada
cultivo bacteriano, EPEC920 (/8), STEC no-O157 (ARG4827, 75), y STEC464
O157:H7 (79), se inocul6 (10 ul) por separado, a dos concentraciones distintas, sobre
las superficies sélidas evaluadas, a saber aproximadamente 10* y 10® UFC/ml para CV
y aproximadamente 10° y 107 UFC/ml para Al, y se dejé secar durante 30 min a
temperatura ambiente en flujo laminar (Gabinete de Bioseguridad Telstar Bio II A,
Teslar, Inc., Buenos Aires, Argentina). Luego, se aplicaron alicuotas de 100 pl del
coctel de fagos (DT1 + DT6 para EPEC920 y STEC464 O157:H7; DTS + DT6 para
STEC no-O157 ARG4827) (aproximadamente 10° UFP/ml) o de caldo Hershey-Mg
(control) en la parte superior de las superficies s6lidas (CV y Al) inoculadas con la cepa
correspondiente de E. coli evaluada. Se realizaron controles de secado en donde se
inocul6 10 pl de cultivos bacterianos sobre las superficies CV y Al sin adicién de fagos
6 caldo Hershey-Mg para evaluar el porcentaje de recuperacion celular. A continuacion
los CV y las Al se incubaron en el interior de las placas de Petri a 5 y 37°C durante 1, 3
y 24 h. Para las muestras ensayadas a 37°C por el periodo de tiempo mds prolongado
(24 h), las placas de Petri se incubaron en un bafio termostatizado para evitar la
evaporacion completa del céctel fagico o del caldo Hershey-Mg. Los tratamientos y los
controles de CV y Al se colocaron en tubos de 50 ml de centrifuga conteniendo 1 ml de
buffer fosfato salino (PBS) (pH 7,2), estos se homogeneizaron con vortex durante 2
min, se realizaron diluciones decimales en PBS, las cuales se sembraron en agar

Hershey-Mg y se incubaron 24 h a 37°C. Luego de la incubacién, se enumeraron las
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células viables (UFC/ml). La reduccién en el nimero de células viables se calculd
restando el nimero de UFC/ml obtenido en las superficies tratadas (10 ul cepa
bacteriana + 100 pl céctel fagico) del nimero de UFC/ml obtenido en superficies
control (10 pl cepa bacteriana + 100 pl caldo Hershey-Mg). Se llevaron a cabo dos
experimentos independientes y se ensayaron muestras por duplicado en cada tiempo de

muestreo.

11. Analisis estadistico

Todos los andlisis desarrollados fueron por comparacién de medias de las
variables analizadas, realizando un ensayo de andlisis de varianza de un solo factor (one
way ANOVA) con un nivel de significacion del 5% (p < 0,05). Cuando se analizaron
mads de dos tratamientos (two-way ANOVA), y se observaron diferencias significativas,
se utiliz6 el método de Scheffé para realizar comparaciones multiples entre tratamientos

con un nivel de significacién del 5% (p < 0,05).
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RESULTADOS

1. Bacteriofagos

1.1. Aislamiento de bacteriofagos

Se obtuvo un total de 6 bacteriofagos aislados desde materia fecal humana de
composicion diarreica utilizando la cepa DH5a como cepa receptora. Los fagos aislados
se sometieron a un proceso de purificacion hasta obtener una morfologia homogénea de
placas de lisis. Posteriormente se obtuvieron stocks concentrados de cada uno mediante
precipitacion con PEG8000 y se almacenaron a 4°C. Los stocks de bacteriofagos puros

se detallan en la Tabla 4.

Tabla 4. Bacteriofagos aislados

Nombre del stock fagico Origen del fago* — Referencia
DT1 Coprocultivo - HCR - Tomat y col., 2013
DT2
DT3 Coprocultivo - HCR
DT4
DTS5

DT6 Coprocultivo - HCR - Tomat y col., 2013

* HCR: Hospital Centenario de Rosario, Rosario, Santa Fe, Argentina.

1.2. Almacenamiento de bacteriofagos — estabilidad de los fagos
Los seis (6) bacteriofagos estudiados presentaron una estabilidad moderada a la
temperatura de refrigeracion debido a que se observaron leves disminuciones de

viabilidad en los recuentos hasta los 2 meses de evaluacién (Figura 9).
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Figura 9. Viabilidad de los fagos a tiempo inicial (), a un (1) mes (M) y a

los dos (2) meses ([]) en caldo Hershey-Mg durante el almacenamiento a

4°C. Los valores informados son la media de tres determinaciones con sus

correspondientes barras de error.

Especificamente, después del primer mes de almacenamiento a 4°C, para los

fagos DT1, DT2 y DTS se observaron valores similares de viabilidad remanente. Los

porcentajes de particulas fagicas viables estuvieron comprendidos entre el 63% y 66%,

a saber 65%, 66% y 63%, respectivamente. Por otro lado, los fagos DT3, DT4 y DT6

presentaron valores de viabilidad levemente mas elevados y comprendidos entre el 78%

y 89% (87%, 89% y 78%, respectivamente). Al segundo mes de almacenamiento a 4°C

los descensos de viabilidad de las particulas fagicas fueron menores respecto del

primero para todos los stocks fagicos evaluados, manteniendo su capacidad infectiva el

55% (DT1), 62% (DT2) y 57% (DT5), mientras que los fagos DT3, DT4 y DT6

mostraron disminuciones similares a los tres primeros aunque valores de viabilidad

comprendidos entre el 72% y 83%, a saber 83%, 81% y 72%, respectivamente.
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2. Caracterizacion de bacteriofagos

2.1. Determinacion de presencia de genes de patogenicidad por PCR

Para todos los fagos en estudio, se analiz6 la presencia de bandas con el tamafio
esperado para los productos de amplificacion de cada uno de los factores de
patogenicidad. Todos los fagos estudiados resultaron negativos para la amplificacion de
los genes stx1, stx2, eaeA, LTI y ST (Figura 10). Las lineas 5, 6 y 11 corresponden a la
siembra de los controles positivos, ATCC43895 (stx1, stx2, eaeA), ATCC35401 (LTI y
STI) y ATCC43895 (stxl, stx2, eaeA), respectivamente, donde se observan las bandas
correspondientes al producto de cada gen amplificado. La linea 9 corresponde al control
negativo E. coli HB101, mientras que las lineas 1, 2, 3, 4, 7 y 8 demuestran la ausencia
de amplificacion para todos los factores de patogenicidad evaluados en los fagos DT,

DT2, DT3, DT4, DTS y DT6, respectivamente.

Figura 10. Electroforesis en gel de agarosa (3%) de los productos de amplificacion para
la busqueda de stx1, stx2, eaeA, LT1 y STI. Linea 1: fago DT1; linea 2: fago DT2; linea
3: fago DT3; linea 4: fago DT4; linea 5: E. coli ATCC43895 (control positivo); linea 6:
E. coli ATCC35401 (control positivo); linea 7: fago DTS5; linea 8: fago DT6; linea 9: E.
coli HB101 (control negativo); linea 11: E. coli ATCC43895 (control positivo); PM:

marcador de peso molecular de 1 kb.

2.2. Microscopia electronica
Se obtuvieron micrografias electronicas de los seis (6) stocks fagicos estudiados,
sin embargo, solo se pudo obtener imagenes claras de dos de ellos, correspondientes a

los fagos DT1 y DT6.
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Las micrografias electrénicas permitieron inferir que los bacteriofagos
estudiados pertenecen, taxondmicamente, al tipo T-pares de la familia Myoviridae de
acuerdo al International Committee on Taxonomy of Viruses (2009). Los fagos DT1 y
DT6 presentan cabezas icosaédricas y colas contractiles caracteristicas de este tipo de
viriones (Figura 11). Las dimensiones de los bacteriofagos DT1 (Figura 11A) y DT6
(Figura 11B) se detallan en la Tabla 5.
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Figura 11: Micrografias electronicas de los bacteriofagos DT1 (A) y DT6 (B) tefiidos

negativamente con 4cido fosfotingstico (2%). Las barras representan 100 nm.

Tabla 5. Dimensiones de los bacteriofagos DT1 y DT6. Los valores informados son

la media de diez (10) determinaciones + desviacidn estandar.

. L. Cola
Bacteriofago Capside (nm) Longitud (nm) Diametro (nm) Total (nm)
DT1 89,3+22 127,8 £2,3 20,8+ 1,0 217,1 £43
DTé6 82,1+£1,5 125,7 £2,0 17,721 207,8 £ 3,1
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2.3. Influencia de parametros fisicoquimicos sobre la actividad litica

2.3.1. Influencia del NaCl

Los fagos evaluados mostraron valores similares de actividad litica en los
sistemas fago/cepa estudiados en el rango de 0,3% a 4% de NaCl. En la Figura 12 se
detalla el porcentaje de particulas fagicas viables remanentes luego de cada tratamiento
respecto de las condiciones estandar del medio de cultivo (0,3%). A concentraciones de
2% de NaCl, el fago DT1 [DTS5 para STEC no-O157 ARG4827 (75)] presenté un
recuento fagico promedio del 85,9% mostrando un valor superior en el sistema
DTI1/EPEC920 (/8) del 93,0%, mientras que con el fago DT6 se obtuvieron valores de
87,3% (DH5a), 78,5% (EPEC920), 96,6% (STEC no-O157 ARG4827) y 86,5%
(STEC464 O157:H7, 79).

Cuando la concentracién de NaCl fue 4%, ambos fagos exhibieron un recuento
cercano o superior al 50% en la mayoria de los casos. Especificamente, el porcentaje
obtenido para los sistemas DT1/DHS5a, DT1/EPEC920, DTS5/STEC no-O157 ARG4827
y DT1/STEC464 O157:H7 fueron 50,6%, 58,8%, 56,5% y 61,6%, respectivamente.
Para el fago DT6, si bien se obtuvo el mayor porcentaje de recuento figico, a saber
72,0% para STEC464 O157:H7, también se observd el menor, siendo de 42,4% para la
cepa DH50, mientras que para las cepas EPEC920 y STEC no-O157 ARG4827 se

obtuvieron valores de 60,8% y 55,2%, respectivamente.
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Figura 12. Actividad litica a distintas concentraciones de NaCl, 0,3% (H)
(control), 2% (M) y 4% (), para los sistemas fago/cepa evaluados. Los
valores que se informan son la media de tres determinaciones con sus

correspondientes barras de error.

2.3.2. Influencia del pH

La Figura 13 muestra que la actividad litica de los fagos evaluados fue menor
tanto a pH 5,7 como 4,5, respecto de condiciones control (pH 7,5). El tinico caso en que
se observo una actividad elevada, obteniéndose un recuento del 95,0%, fue en el sistema

DTS5/STEC no-O157 ARG4827.

A pH 5,7 y para el fago DT1, se observaron porcentajes de recuentos del 22,3%
(DH50a), 52,1% (EPEC920) y 29,5% (STEC464 O157:H7). Los valores obtenidos para
el fago DT6 fueron 32,9%, 65,8%, 42,6% y 61,2% para las cepas DHS5a, EPEC920,
STEC no-O157 ARG4827 y STEC464 O157:H7, respectivamente.

A pH 4,5 los porcentajes obtenidos para los fagos evaluados fueron menores al

10% y oscilaron entre el 3,0% y 8,8%. A saber para cada uno de los sistemas
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individuales: DT1/DH5a = 7,4%, DTI1/EPEC920 = 5,2%, DTS/STEC no-O157
ARG4827 = 7,1% y DTI/STEC464 O157:H7 = 5,9%. DT6/DHS5a = 6,3%,
DT6/EPEC920 = 8,8%, DT6/STEC no-O157 ARG4827 = 3,0% y DT6/STEC464
O157:H7 =7,1%.

.||ﬁﬂﬁ||ﬁ

\
) 0«6\0 o 0‘6

|_|
|_|

Recuento de particulas fagicas (%)

Stock fagico/cepa

Figura 13. Actividad litica a distintos pH, 7,5 (H) (control), 5,7 (™) y 4,5
(0J), para los sistemas fago/cepa evaluados. Los valores que se muestran son

la media de tres determinaciones con sus correspondientes barras de error.

2.3.3. Influencia de la temperatura

Los fagos evaluados mostraron una actividad litica muy reducida cuando se
trabajé a 4°C mientras que a 50°C la reduccién fue moderada para todos los sistemas
evaluados, siempre en comparacion a lo observado a 37°C (condiciones control).

Especificamente, a 4°C y para el fago DTI se observaron porcentajes de
actividad de 20,2%, 14,8% y 16,2% para las cepas DH5a, EPEC920 (18) y STEC464
O157:H7 (79), respectivamente. Para el fago DTS5 fue de 11,8% (STEC no-O157
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ARG4827, 75) mientras que los sistemas DT6/DHS5a, DT6/EPEC920, DT6/STEC no-
O157 ARG4827 y DT6/STEC464 O157:H7 presentaron porcentajes de 15,1%, 15,2%,
5,0% y 17,3%, respectivamente.

A 50°C, se observé un 95,7% (DT1/DH5a), 87,3% (DTI/EPEC920), 70,8%
(DTS/STEC no-O157 ARG4827) y 82,9% (DT1/STEC464 O157:H7) de actividad
litica. El sistema fago/cepa DT6/DHS5a present6 el mayor porcentaje de actividad de
todos los sistemas evaluados, a saber 96,5%, mientras que la actividad para el resto fue
de 93,1%, 88,0% y 78,9% para los sistemas DT6/EPEC920, DT6/STEC no-O157
ARG4827 y DT6/STEC464 O157:H7, respectivamente (Figura 14).
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Figura 14. Actividad litica a distintas temperaturas, 37°C (H) (control), 4°C
(W) y 50°C (0O), para los sistemas fago/cepa evaluados. Los valores que se
muestran son la media de tres determinaciones con sus correspondientes

barras de error.
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3. Interaccion de Escherichia coli con bacteriofagos

3.1. Rango de hospedadores: spot test - doble capa

Para establecer el rango de hospedador de los fagos, se determind su cardcter
litico sobre las cepas bacterianas que se detallaron en la Tabla 2 (Materiales y Métodos,
seccion 1.1), mediante las técnicas de Spot test y doble capa de agar.

Los rangos de hospedador mas amplios se obtuvieron para los fagos DT3, DT4 y
DT®6, los cuales presentaron un efecto litico en 16, 15 y 16 cepas, respectivamente, de
distintos serogrupos de E. coli (O8, O18 y O157), mientras que los fagos DT1, DT2 y
DTS5 presentaron un rango de hospedador mds estrecho, mostrando una actividad litica
frente a 6, 7y 7 cepas, respectivamente, de E. coli de los serogrupos O18 y O157.

Las cepas no patdgenas de E. coli y las cepas bacterianas no-E. coli fueron
resistentes a la accion litica de todos los fagos evaluados. En la Tabla 6 se detallan las
cepas bacterianas que resultaron sensibles a uno o més de los stocks de bacteriofagos

evaluados.

Tabla 6. Rango de hospedadores de los stocks de fagos evaluados.

. . ] Numero total de cepas
Stock fagico Cepas de E. coli sensibles (nimero de cepario)
sensibles

. 2 EPEC (18, 77); 1 STEC O157:H7 (79); 1 STEC )
no-0157 (59); 2 UDEC (101, 102)

DT2 4 STEC O157:H7 (27, 47, 70, 79); 1 STEC no- .
0157 (75); 2 UDEC (101, 102)

2 EPEC (18, 77); 6 STEC O157:H7 (27, 47, 61, 68,
DT3 70, 79); 4 STEC no-0O157 (59, 64, 66, 75); 3 UDEC 16
(49, 101, 102); 1 UPEC (100)

2 EPEC (18, 77); 6 STEC O157:H7 (27, 47, 61, 68,
DT4 70, 79); 4 STEC no-0O157 (39, 64, 66, 75); 2 UDEC 15
(101, 102); 1 UPEC (100)

DTS 4 STEC O157:H7 (27, 47, 70, 79); 1 STEC no- .
0157 (75); 2 UDEC (101, 102)

4 EPEC (18, 46, 58, 77); 6 STEC O157:H7 (27, 47,
DT6 61, 68, 70, 79); 3 STEC no-O157 (59, 66, 75); 2 16
UDEC (101, 102); 1 UPEC (100)
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EPEC: E. coli enteropatogénica; STEC O157:H7: E. coli O157:H7 shigatoxigénica,
STEC no-O157: E. coli no-O157 shigatoxigénica, UDEC: E. coli diarreogénica no-
caracterizada, UPEC: E. coli uropatogénica. El nimero que precede la descripcion del

virotipo indica el nimero de cepas que resultaron sensibles en cada caso.

3.2. Determinacion del tiempo y niimero de eclosion

Las curvas de crecimiento en un solo paso para los fagos DT1 y DT6 se
observan en la Figura 15. A partir de la misma, se estimaron los pardmetros de
multiplicacion fagica.

Ambos fagos presentaron valores de nimero de eclosion (b ecuacion de Wang;
Materiales y Métodos, seccion 4.2) medianamente bajos. El fago DT1 present6 un valor
de b =5,42 x 10%/7,10 x 10 = 76, mientras que para el fago DT6 el mismo fue de 59 (b
= 4,92 x 10%/8,40 x 10°). A partir de las curvas de crecimiento de los bacteriofagos se
determinaron los tiempos de eclosiéon de ambos fagos y se encontré que tanto el fago

DT1 como el DT6 presentaron un valor aproximado de 33 min.

Log (UFP/m)

0 10 20 30 40 50 60

Tiempo (min)

Figura 15. Curva de crecimiento en un paso para los fagos DT1 (e) y
DT6 (A) sobre la cepa de E. coli DH5a a 37°C. Los valores informados

son la media de tres determinaciones + desviacion estandar.
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3.3. Eficiencia de plaqueo (EOP)

Los titulos fagicos fueron determinados en la cepa DHS5a para setear el 100% de
eficiencia de plaqueo para cada uno de los bacteriofagos evaluados.

Cuando los fagos se ensayaron sobre las demads cepas, se obtuvieron titulos
fagicos inferiores a los observados sobre la cepa de referencia (Tabla 7).
Especificamente, los sistemas DT1/EPEC920, DT1/STEC464 O157:H7 y DT5/STEC
no-0157 ARG4827 presentaron los menores valores de EOP, siendo éstos de 24,3%;
21,0% y 5,7%, respectivamente. El fago DT6 evidencié valores de EOP similares a la
cepa de referencia, a saber 97,6% para la cepa STEC464 O157:H7 y 79,7% para la cepa
STEC no-O157 ARG4827, con la excepcion de la cepa EPEC920 la cual mostré una
EOP del 10,7%.

Tabla 7. Eficiencia de plaqueo de los bacteriofagos en cepas patégenas de E. coli.

Bacteriofago Cepa * EOP (%)
DT1 EPEC920 (18) 243 +3,1
STEC464 O157:H7 (79) 21,0+5,8
DT5 STEC no-O157 ARG4827 (75) 5,7+3,8
EPEC920 (18) 10,7 +6,8
DT6 STEC464 O157:H7 (79) 97,6 11,2
STEC no-O157 ARG4827 (75) 79,7 16,5

* Los valores porcentuales estdn referidos a la cepa de referencia E. coli DH5a. Los

valores que se informan son la media de tres determinaciones + desviacion estdndar.

3.4. Estudio de la naturaleza de los receptores fdagicos

3.4.1. Ensayos de adsorcion fdagica - efecto del peryodato y de la proteinasa K

sobre la adsorcion fdagica

La adsorcion de ambos fagos sobre la cepa E. coli EPEC920 fue influenciada
por la accién del peryodato mientras que el tratamiento con proteinasa K no redujo la
capacidad de adsorcidn de los dos fagos evaluados sobre las células bacterianas.

Se analizaron controles sin tratamiento, donde se evalué la adsorcion de cada
fago por separado sobre las bacterias en CTS, y se descart6 la influencia de la matriz
sobre la adsorcion fagica al comparar con los controles correspondientes, a saber Buffer

sin peryodato y Control sin proteinasa K.
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Especificamente, cuando se trataron células de E. coli EPEC920 con peryodato
de sodio (1 mM), se encontré el 86,2% y el 49% de los fagos DT1 y DT6 remanentes en
el sobrenadante (fagos no adsorbidos), respectivamente. Por el contrario, cuando se
realiz6 el tratamiento con proteinasa K no se observaron diferencias significativas en el
porcentaje de fagos libres en el sobrenadante, a saber 15,5% para DT1 y 13,0% para
DT®6, respecto de los controles, 8,9% y 7,3%, respectivamente (Figura 16).

9
@ 100 - 1
c
3 1
S 80-
o
ey
o
» 60 -
)
o
o 40
o
2
w20 -
o
o
©
- 9
e\\0\°®\k\\e\\0\°® N
e ool e (e fott en (g
wgo‘i’\“ \%“?e 6’6\0 o\e \Q‘L goi’\“ 2° o¢ 6’6\0 Qe \Q‘?«
K A\
°°|° \‘5\ e“é eﬂ 5\“ Ql° \‘5\ e(“ ‘5\‘\ =a
ADP OV (K& 9F o\ *\00'(\?\'0
(‘5\ oY Go(\\‘?‘o\ \ °v o ?‘o\e\

Tratamiento

Figura 16. Efecto de distintos tratamientos sobre la adsorcién (CTS, 37°C, 5 min)

de los fagos DT1 () y DT6 (M) sobre E. coli EPEC920 (18).

Para la adsorcién del fago DT6 sobre células de E. coli STEC no-O157
ARG4827, tratadas tanto con peryodato como con proteinasa K, se obtuvieron
resultados similares a los detallados para E. coli EPEC920, observandose 50,6% vy
11,2% de fagos no adsorbidos, respectivamente. Por otro lado, el fago DT5 presentd

valores de adsorcién que no fueron significativamente diferentes al control en el caso
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del tratamiento con la proteinasa K mientras que la adsorcién fue nula después del

tratamiento con peryodato (1 mM) (Figura 17).
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Figura 17. Efecto de distintos tratamientos sobre la adsorcién (CTS, 37°C, 5 min)

de los fagos DTS (M) y DT6 (M) sobre E. coli STEC no-O157 ARG4827 (75).

Respecto de la adsorcion de DT1 y DT6 sobre la cepa E. coli STEC464
O157:H7, se observaron tasas de adsorcién que presentaron diferencias significativas
respecto del control (buffer sin peryodato), cuando las células fueron tratada con
peryodato. El fago DT1 presentd una tasa de adsorcién del 20,7%, comparado con el
92,2% para el control. De manera similar, el fago DT6 present6 valores de adsorcién del
16,7%, mostrando diferencias significativas con el control el cual alcanzé tasas de
adsorcion del 96,7%.

Los porcentajes de adsorcion de ambos fagos luego de tratar las células de E.

coli STEC464 O157:H7 con proteinasa K no mostraron diferencias significativas
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respecto del control sin el agregado de proteinasa K, observandose valores de adsorcion

del 93,1% y 86,7% para DT1 y DT6, respectivamente (Figura 18).
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Figura 18. Efecto de distintos tratamientos sobre la adsorcion (CTS, 37°C, 5 min)

de los fagos DT1 (M) y DT6 (H) sobre E. coli STEC464 O157:H7 (79).

En la Tabla 8 se detallan los porcentajes de adsorcion para los distintos

tratamientos aplicados a los sistemas cepa/fago evaluados.
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Tabla 8. Tasas de adsorcién (CTS, 37°C, 5 min) de los fagos DT1 y DT6 sobre
células de E. coli tratadas quimicamente. Los valores son la media de tres

determinaciones * desviacion estandar.

Adsorcioén fagica (%) sobre cepas de E. coli

Tratamiento EPEC920 (18) STEC n0-0157 (75) STEC O157:H7 (79)
DTI DT6 DT5 DT6 DTI DT6

Control sin g1 0,04 953477 91,6457 982+7.4 89,5476  91,8+8,8

tratamiento

Buffer g63i35 025665 934486 824x101 922438 96750

sin peryodato

Peryodlo 138470 510853 00855 494180 207423 167290

(1 mM)

Control 91,1+7,1 92,7453 92,4489 893+11,5 952+10,9  93,349.5

sin Prot. K

Proteinasa K g/ 557 870646 862443 888472 931460  867+113

(0,2 mg/ml)

4. In Vitro Challenge tests

4.1. Challenge con fagos individuales y con coctel de fagos

Tanto con fagos individuales como con el céctel, a saber DT1 + DT6 para E. coli
EPEC920 (18) y STEC464 O157:H7 (79) y DTS5 + DT6 para E. coli STEC no-O157
ARG4827 (75), se obtuvieron reducciones significativas de células viables, respecto de
los controles sin fagos, para todas las cepas evaluadas (Tabla 9). Cuando se ensay¢ la
cepa E. coli DH5a se obtuvieron reducciones desde 2,04 a 5,55 log, siendo el coctel el
tratamiento con el que se obtuvo mayor reduccién a 2 y 24 h (5,55 y 2,29 log,
respectivamente), mientras que el DT1 fue més efectivo a tiempos intermedios (5,21 log
a6h).

Para E. coli EPEC920, los fagos individuales fueron méas efectivos en reducir la
poblacién bacteriana que la mezcla de ellos, obteniéndose las mayores reducciones para
DT6 a 2 (5,51 log) y 6 h (5,23 log), mientras que a 24 h, la mayor reduccién se obtuvo
con DT1, a saber 1,50 log.

La cepa E. coli STEC no-O157 ARG4827 fue la més sensible a la accidn litica,
tanto de los fagos individuales como formando parte de un cdctel. Se obtuvieron valores
maximos de reduccién de hasta 6,38 log, sin embargo, a las 24 h de incubacién también

fue una de las menos afectadas (0,55 log).
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Al evaluar los valores de biocontrol para E. coli STEC464 O157:H7, se
alcanzaron reducciones intermedias de 3,88 log (2 h) con DT6, elevadas hasta 5,23 log

(6 h) y bajas de 1,99 log (24 h), las dos tltimas con el coctel.

Tabla 9. Reduccion logaritmica en el niimero de células viables de E. coli después del
tratamiento fagico in vitro a 37°C, con los fagos DT1 (DTS5 para ARG4827) y DT6, ya

sea individualmente o como cdctel.

' Condiciones del Reduccién logaritmica® de células viables de E. coli®
Cepa sensible ensayo después del tiempo de incubacioén (h)
de E. coli
Fagos MOI 2 6 24
DT1  4,6x10° 3,37+0,40 5,21+0,67 2,04+0,28
DH5a DT6  4,2x10° 3,85+0,55 4,36+0,66 2,09+0,43
Coéctel  4,4x10? 5,55+0,29 4,43+0,54 2,29+0,23
DT1  8,6x10' 3,33+0,16 4,73+0,27 1,50+0,24
EPEC920 DT6  7,8x10' 5,51+0,42 5,23+0,25 1,16+0,22
Coctel  8,2x10' 3,98+0,34 5,00+0,23 1,38+0,31
STEC no- DT5  2.9x10° 4,54+0,30 5,1940,38 0,55+0,16
0157 DT6  2,6x10° 6,34+0,47 5,14+0,82 1,09+0,20
(ARG4827) Céctel  3,0x10? 6,38+0,43 5,53+0,31 1,72+0,43
STEC464 DT1 1,4x10° 3,3240,15 4,37+0,31 NS
TE
0157-H7 DT6  1,3x10? 3,88+0,39 3,78+0,17 0,53+0,39
‘ Céctel  1,4x10 3,63+0,32 5,23+0,45 1,99+0,40

MOI: multiplicidad de infeccidén; NS: no significativo: valores medios de muestras
tratadas y controles no significativamente diferentes a p = 0,05. * Reduccién logaritmica
en células viables de E. coli respecto del control libre de fagos. * Valor medio de tres

determinaciones * desviacion estandar.

En la Figura 19 se muestran las curvas de muerte de las cepas de E. coli
evaluadas frente a los distintos tratamientos de biocontrol. Se puede observar una accién
litica efectiva de los fagos a tiempos cortos de muestreo (2 y 6 h), por otra parte, a las
24 h de incubacién se observé un recrecimiento de las células en todos los sistemas
evaluados. Esto llevo a obtener, para todos los casos, los menores valores de reduccion

bacteriana en los tiempos largos de muestreo (Tabla 9). Sin embargo, el céctel fue el
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tratamiento que mostré mayor actividad litica a las 24 h en todos los sistemas,
mostrando diferencias significativas con los demds tratamientos solamente en las cepas
E. coli STEC no-O157 ARG4827 (Figura 19C) y E. coli STEC464 O157:H7 (Figura
19D).

Recuento de células viables (log UFC/ml)

0 5 10 15 20 25 0 5 10 15 20 25
Tiempo (h) Tiempo (h)

Recuento de células viables (log UFC/ml)

0 5 10 15 20 25 0 5 10 15 20 25
Tiempo (h) Tiempo (h)

Figura 19. Evolucién del recuento de células viables de E. coli (UFC/ml) en ausencia
(0) y presencia del fago DT1 (DTS5 para ARG4827) (e), DT6 (A) y el céctel (m)
durante los challenge test. E. coli DHS5a (A), E. coli EPEC 920 (I8) (B), E. coli STEC
no-0157 ARG4827 (75) (C), E. coli STEC464 O157:H7 (79) (D). Se informan valores

medios de dos determinaciones (por duplicado) + desviacion estandar.

La diferencia de eficacia en los distintos tratamientos, DT1 (DTS para
ARG4827), DT6 y coctel, se ve reflejada en la Tabla 10. En la parte superior de cada
sistema se muestran los tratamientos que provocaron la menor reduccién de células

viables. En muchos de los sistemas se observo que el céctel produjo la mayor reduccion
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de células viables diferencidndose significativamente de los tratamientos con los fagos
individuales, sin embargo, hubo algunas excepciones.

Especificamente, en los sistemas fago/E. coli EPEC920, a tiempos cortos de
incubacién (2 y 6 h) se observé una mayor eficiencia del fago DT6 diferencidndose
significativamente del cdctel solo a las 2 h de incubacién. Si bien a 24 h con DT1 se
obtuvo una mayor reduccion de células viables, esta diferencia no fue significativa. En
los sistemas con la cepa E. coli DH5a el tratamiento mds eficaz a las 6 h fue DT,
presentando diferencias significativas con DT6 y el céctel. Para la cepa E. coli
STEC464 O157:H7 se obtuvo el menor recuento de células viables con DT6 a las 2 h de
incubacién, sin embargo, no mostré diferencias significativas con el céctel. Ademads,
para los sistemas fago/ E. coli DHS5a a las 24 h y fago/ E. coli STEC no-O157
ARG4827 a 6 h de incubacion, el cdctel no presentd diferencias significativas respecto
de los otros dos, es decir, los tres tratamientos fueron igualmente eficaces, mientras que
en el sistema fago/ E. coli STEC no-O157 ARG4827 a 2 h de incubacidn, el cdctel fue
tan eficaz como el tratamiento con DT6, diferencidndose significativamente solo de

DTS.

Tabla 10. Comparacién mdltiple entre tratamientos.

Cepa Tiempo de Incubacién (h)
de E. coli 2 6 24
Control O Control ¢ Control ¢
DT1 ° DT6 A DT1 °
DH5a DT6 A Coctel  m DT6
Coctel ] DT1 . Céctel ]
Control 0 Control ¢ Control ¢
DT1 ° DT1 . DT6
EPEC920 Coctel ] Céctel ] Céctel ]
DT6 A DT6 A DT1
Control 0 Control ¢ Control ¢
ST&CSI;O' DTS5 . DT6 A DTS5 .
(ARG4827) DT6 A DT5 . DT6 A
Coctel ] Céctel ] Céctel ]
Control 0 Control ¢ Control ¢
STEC464 DT1 ° DT6 A DTI °
O157:H7 Céctel [ ] DT1 ° DT6 A
DT6 A Céctel ] Céctel ]

Los tratamientos fagicos estdn ordenados de acuerdo al promedio de recuentos de

células viables en forma decreciente desde arriba hacia abajo. Los simbolos alineados
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en una misma columna indican que los valores medios entre tratamientos fagicos no son

significativamente diferentes a un nivel de significacién del 5%.

Se realizaron ensayos de biocontrol in vitro (challenge test) a temperaturas de
refrigeracion (4°C) para todos los sistemas evaluados anteriormente a 37°C. Si bien en
la mayoria de los casos se obtuvieron reducciones significativas, éstas fueron pequeias.
Se observé una reduccion en promedio para todas las cepas evaluadas cercana a 1,1 log
(2 h), 2,8 log (6 h) y 1,5 log (24 h). Adicionalmente, se obtuvieron reducciones de hasta
3,79 log utilizando la mezcla de ambos fagos (coctel) y valores de reduccion

comparables a ambas temperaturas a las 24 h de incubacién (Tabla 11).

Tabla 11. Reduccion logaritmica en el nimero de células viables de E. coli después
del tratamiento fagico in vitro (challenge test) a 4°C, con los fagos DT1 (DTS5 para

ARG4827) y DT6, ya sea individualmente o como cdctel.

. Condiciones del Reduccién logaritmica® de células viables de E.
Cepa sensible ensayo coli* después del tiempo de incubacién (h)
de E. coli
Fagos MOI 2 6 24
DT1 1,1x10? 1,34+0,20 3,2740,51 1,62+0,37
DH5a DT6 1,2x10 1,09+0,32 3,45+0,49 2,08+0,32
Céctel  1,1x10? 1,27+0,22 3,41+0,45 2,12+0,41
DT1 4,5x10" 1,08+0,21 3,01+0,19 1,45+0,34
EPEC920 DT6  5,2x10' NS 1,89+0,37 1,76+0,36
Céctel  4,8x10 1,05+0,27 3,79+0,54 1,64+0,32
STEC no- DTS5  3,1x10° NS 1,61+0,35 1,68+0,26
0157 DT6 1,6x10? 1,17+0,36 3,52+0,49 2,29+0,24
(ARG4827) Céctel  2,3x107 1,24+0,34 3,49+0,43 1,85+0,38
STEC464 DT1 1,0x10° 1,57+0,24 1,97+0,41 1,27+0,28
TE
0157-H7 DT6 1,1x10? 1,20+0,31 2,29+0,28 NS
‘ Céctel  1,0x10? 1,34+0,25 2,13+0,41 NS

MOI: multiplicidad de infeccion; NS: no significativo = valores medios de muestras
tratadas y controles no significativamente diferentes a p = 0,05. * Reduccién logaritmica
en células viables de E. coli respecto del control libre de fagos. ® Valor medio de tres

determinaciones * desviacion estandar.
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La evolucién de los recuentos fagicos de particulas libres, asi como totales,
presentaron diferencias significativas y mostraron comportamiento similar. El recuento
de bacteriofagos en los ensayos con DH5a se mantuvo pricticamente constante (dentro
del mismo orden de magnitud) a ambas temperaturas. Se observé el mismo
comportamiento para la evolucion en el recuento de ambos fagos para E. coli STEC464
O157:H7 a 4°C, mientras que a 37°C el recuento de particulas fagicas fue un orden de
magnitud mayor, obteniéndose los valores mds elevados a las 24 h de incubacién

(Figura 20).
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Figura 20. Evolucién del recuento fagico (UFP/ml) con E. coli DH5a a 4°C (A) y
37°C (B) y E. coli STEC464 O157:H7 (79) a 4°C (C) y 37°C (D). (DT1: e = fago
total; o = fago libre y DT6: A = fago total; A = fago libre). Se informan valores

medios de dos determinaciones (por duplicado) + desviacion estdndar.

En la Tabla 12 se detallan los valores de recuento de particulas fagicas para cada

sistema evaluado a 4 y 37°C.
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Tabla 12. Evolucién del titulo fagico en los experimentos in vitro.

Cepa de Tiempo Stock fdgico”
Epcoh. T (°C) (h)p DT1 (UFP/ml) DT6 (UFP/ml)
) Libre Total Libre Total
2 7,0x107 1,4x10° 43x10° 5,2x10°
4 6 1,1x10® 3,3x10° 2,0x10® 4,4x108
DHS 24 2.8x10% 4,8x10% 2.8x10% 3,9x108
¢ 2 3.2x10° 7.2x10° 3,3x10° 6,3x10°
37 6 1,3x10° 6,1x10¢ 1,1x10® 5,4x10°
24 3,0x10° 9,3x10° 4,5x10° 8,6x10°
2 2.9x108 4,4x10° 9,7x107 3,7x10°
STEC 4 6 3,1x10° 4,1x10% 1,3x10® 1,9x10°
164 24 1,5x108 3,5x10° 1,8x10® 5,2x10°
O157:HT 2 1,4x10° 2,8x10° 7,5x10% 1,4x10°
: 37 6 2,5x10° 3,5x10° 9,8x10° 2,1x10°
24 5,4x10° 1,3x10" 3,5x10° 6,9x10°

*Titulo inicial (0 h) de los stocks (DT1=2,1x10% UFP/ml y DT6= 1,6x10% UFP/ml para
E. coli DH5a; DT1=6,7x10® UFP/ml y DT6= 4,0x10% UFP/ml para E. coli STEC464
O157:H7).

5. Biocontrol de Escherichia coli sobre productos carnicos

5.1. Biocontrol con fagos individuales

El fago con rango de hospedador estrecho (DT1) fue ensayado en las cepas E.
coli DH5a, E. coli EPEC920 (I8) y E. coli STEC464 O157:H7 (79). Se utiliz6 el fago
DTS5 en reemplazo de DT1 para la cepa E. coli STEC no-O157 ARG4827 (75) debido a
que ésta no es sensible a DT1. Por otro lado, el fago con rango de hospedador mas
amplio (DT6) fue ensayado en las cuatro cepas antes mencionadas.

Se observé una disminucién significativa en el recuento de células viables en la
mayoria de las cepas ensayadas en comparacion con el control libre de fago para ambos
fagos analizados en cada caso, sin embargo, las reducciones obtenidas fueron bajas. La
Tabla 13 muestra la reduccién logaritmica obtenida en cada sistema fago/cepa evaluado.
Cuando se evalud el biocontrol de E. coli DH5a con DTI1, a 5°C se observé una
reduccién significativa y mayor que a 24°C, ademas, el tratamiento a MOI alta resultd
mds eficaz obteniéndose reducciones de hasta 1,03 log a las 3 h de incubacién. Por otro
lado, cuando esta misma cepa se traté con DT6, el tratamiento més efectivo se obtuvo a

24°C utilizando una MOI alta, sin embargo, el biocontrol a 5°C a baja MOI fue més
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prolongado en el tiempo (hasta las 24 h). La eficiencia de biocontrol para el sistema
DT1/ E. coli EPEC920 result6 ser contrastante de acuerdo a la temperatura de
incubacién, observdndose mayores valores de reduccion a 5°C pero una actividad litica
mds rdpida y prolongada en el tiempo (24 h) a 24°C. El fago DT6 fue mads efectivo
cuando se trat6 la cepa E. coli EPEC920 a valores altos de MOI a 5°C. No se obtuvieron
reducciones significativas cuando se traté la cepa E. coli STEC no-O157 ARG4827 con
el fago DTS5 con la excepcién de una reduccién de 0,52 log obtenida a las 6 h de
incubacion, a MOI alta, a 5°C. Para el sistema DT6/ E. coli STEC no-O157 ARG4827
se observaron reducciones significativas similares y bajas a ambos valores de MOI
empleados a 5 y 24°C, a esta ultima temperatura (24°C) solo a las 3 h de incubacidn.
Finalmente, los sistemas DT1/ E. coli STEC464 O157:H7 y DT6/ E. coli STEC464
O157:H7 mostraron los mayores valores de reduccion cuando se empled el tratamiento
a MOI alta a 24°C obteniéndose valores de hasta 1,73 log de reduccion.

Las mayores reducciones de células viables obtenidas por la exposicién a los
fagos a las temperaturas evaluadas para cada caso se obtuvieron con los siguientes
fagos: DT1 para E. coli DH5a a 5°C y DT6 a 24°C; DT1 para la cepa E. coli EPEC920 a
5 y 24°C; DT6 para E. coli STEC no-O157:H7 ARG4827 a 5 y 24°C y DT6 para
STEC464 O157:H7 a 5°C y DT1 a 24°C. Adicionalmente cuando se compararon los
resultados obtenidos entre las diferentes MOI, se observaron diferencias significativas a

ambas temperaturas para la mayoria de las combinaciones fago/bacteria (Tabla 13).

Tabla 13. Reduccién logaritmica de células viables de E. coli después del tratamiento
fagico en productos carnicos contaminados.

Stock fagico/cepa Condiciones del Reduccién logaritmica® en células viables
sensible de E. coli ensayo de E. coli* después del tiempo de
(niimero de cepario) incubacion (h)
T (°C) MOI 3 6 24
5 4,8x10° **1,03+0,16  *0,90+0,21 *0,87%0,20
4,8x10? NS NS *0,48+0,05
DT1/DH5a
24 5,3x10" *0,77+0,22 *0,50+0,11 NS
24 5,3 NS NS NS
5 2,3x10° *0,57+0,14 NC NC
5 2,3x10? NS NS *0,7620,21
DT6/DH5a
24 1,9x10° *0,60+0,16  **1,50+0,22 NS
24 1,9x10? NS *(0,88+0,24 NS
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5 4,4x10° NS k() 80+0,14 NS
DT1/EPEC920 5 4,4x10' NS #3%() 49+0,09 NS
(18) 24 4,8x10? #%(), 30+0,05 NS NS
24 4,8x10' NS NS #%() 460,08
5 5,2x10° #k(,6740,12  *%0,59+0,11  *0,4620,15
DT6/EPEC920 5 5,2x10" NS *(,30+0,08 NS
(18) 24 6,5x10° #().32+0,09 NS NS
24 6,5x10° NS NS NS
5 9,4X10* NS *(0,52+0,14 NS
DT5/STEC no-0157
35 9.4X10° NS NS NS
(ARG4827)
24 1,6X10* NS NS NS
(75
24 1,6X10° NS NS NS
5 2,4x10* #0,33+0,09  *0,47+0,12  *0,56+0,17
DT6/STEC no-0157
5 2.4x10° NS *0,37+0,09  *0,50%0,16
(ARG4827)
75) 24 4,0x10? #(),43+0.13 NS NS
_ 24 4,0x10" *#(0,35+0.11 NS NS
5 2,5x10° NS #0,63£0,20  *0,80+0,21
DT1/STEC464
35 2.5 x10* NS NS NS
O157:H7
79 24 50x10°  *#¥1,73+0,22  *0,98+0,19  *¥1,0120,17
_ 24 5,0 x10* #(0,75£0,23  *0,78+0,21 NS
5 2,3x10° #(0,59+0,16  **0,86+0,15  *0,38+0,10
DT6/STEC464
5 2,3x10% *0,38+0,09  *0,62+0,18 NS
0O157:H7
79 24 5,8x10° k() 7740,14 k] 15+0,12 NS
T 24 5,8x10° NS k() 74+0,13 NS

MOI: multiplicidad de infecciéon (UFP/UFC); NS: no significativo = valor medio de los
tratamientos y controles no significativamente diferentes (*significativo a p=0,05; ** a
p=0,01; *** a p=0,001). NC: no se obtuvo un conteo valido. * Reduccién logaritmica de
células viables de E. coli respecto del control libre de fagos. ® Valor medio de tres

determinaciones * desviacion estandar.

5.2. Biocontrol con cécteles

Se confecciono el céctel utilizando proporciones iguales de cada fago que lo
compone. Para las cepas E. coli DHS5a, E. coli EPEC920 (18) y E. coli STEC464
O157:H7 (79) el céctel estd compuesto por los fagos DT1 y DT6 mientras que para la
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cepa E. coli STEC no-O157 ARG4827 (75) esta compuesto por DTS y DT6. El céctel
de fagos redujo con éxito el nimero de células viables de E. coli DHS5a sélo a 5°C,
mientras que para E. coli STEC464 O157:H7 las reducciones tuvieron lugar sélo a
24°C. Especificamente, en el sistema coctel/DHS0 se observé una disminucién
significativa en el recuento de células viables respecto del control libre de fagos para
todos los tiempos de muestreo a 5°C, siendo el valor de 2,23 log la mayor reduccién
obtenida (24 h), mientras que a 24°C solo se obtuvo una reduccién significativa a las 3 h
de incubacién (0,66 log; p=0,05). El céctel también fue activo contra E. coli STEC464
O157:H7 solamente a 24°C, obteniéndose reducciones de hasta 2,58 log a las 6 h de
incubacién, ademds, el cdctel fue capaz de lograr un efecto de biocontrol efectivo
prolongado en el tiempo (2,20 log a 24 h). No se observaron reducciones significativas
por accion del coctel en las cepas E. coli EPEC920 y E. coli STEC no-O157 ARG4827
con excepcion de las reducciones de 0,93 log y 1,00 log obtenidas a 24°C para E. coli

EPEC920 y E. coli STEC no-O157 ARG4827, respectivamente (Tabla 14).

Tabla 14. Reduccidn logaritmica en el nimero de células viables de E. coli después

del tratamiento fagico de productos cdrnicos contaminados.

Stock Condiciones del ensayo Reduccién logaritmica® en células viables
fagico/cepa de E. coli* después del tiempo de
sensible de E. incubacioén (h)
coli T (°C) MOI 3 6 24
5 2,25x10* *0,91£0.19  **2,162£0.20 *%2,23+0.21
Céctel/DHSa
24 1,75x10* *0,66+0.15 NS NS
5 1,7X10° NS NS NS
Coctel/EPEC920
24 1,1X10° NS NS *0,93+0.24
Céctel/STEC 5 2,6X10° NS NS NS
n0-0157 24 4,5X10° NS #1,0020.26 NS
Coctel/STEC464 5 1,56x10° NS NS NS
O157:H7 24 3,33x10° *%1,43+0.24  *#2,58+0.21 *%2,20+0.22

MOI: multiplicidad de infeccién; NS: no significativa: valores medios de muestras
control y tratadas no significativamente diferentes (*significativo a p=0,05;

**significativo a p=0,01; ***significativo a p=0,001). * Reduccién Log en células
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viables de E. coli respecto del control libre de fagos ® Promedio de tres determinaciones

+ desviacion estandar.

La Figura 21 muestra la evolucién del nimero de células viables para cada cepa
evaluada frente al cdctel asi como el recuento de particulas fagicas al principio y al final

de cada experimento.
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Figura 21. Evolucién del recuento de células viables (UFC/ml) en ausencia
(simbolo vacio) y presencia (simbolo lleno) de un céctel de fagos a 5°C (circulo) y
24°C (tridangulo) para la cepa E. coli DH5a (A), E. coli EPEC920 (18) (B), E. coli
STEC no-O157 ARG4827 (75) (C) y E. coli STEC464 O157:H7 (79) (D).
Recuento de particulas fagicas (UFP/ml) a 5°C (m) y 24°C (0).

5.3. Porcentaje de recuperacion bacteriana desde productos cdrnicos
En los ensayos de biocontrol sobre productos cérnicos se puede observar una
disminucién inicial en el nimero de células viables, incluyendo en los controles. Esto

estd probablemente asociado al estrés térmico que sufren las células bacterianas y a una
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baja recuperacion desde la carne debida a la adhesion bacteriana. Por esto, se realizaron
experimentos para determinar el porcentaje de células que quedan retenidas en la matriz

y asi evaluar la recuperacion bacteriana desde el alimento (Tabla 15).

Tabla 15. Porcentaje de recuperaciéon bacteriana desde alimentos carnicos

contaminados.
Cepade E. coli Recuento Recuento bacteriano % Recuperacion**
bacteriano inicial* recuperado™

DH5a 4 3
1,36x10 8,35x10 61,4+5,3
EPBC920 2,12x10* 1.81x10* 85.4+15.5

STEC no-0O157 4 4
(ARG4827) 3,80x10 2,38x10 62,616,6

STEC464 4 4
0157-H7 2,55x10 1,94x10 76,0£13,4

* Valores medios de dos determinaciones (UFC/ml). ** Porcentaje de recuperacion +

desviacion estandar.

6. Aislamiento de mutantes insensibles a bacteriofagos (BIMs)

6.1. Aislamiento de BIMs

En algunas de las experiencias realizadas en carne, al mayor tiempo Yy
temperatura de incubacién, se observé un aumento en el ndimero de células viables
sugiriendo una potencial seleccién de variantes fagorresistentes bajo estas condiciones
de ensayo. Empleando dos metodologias diferentes, se investigd la presencia de BIMs,

que naturalmente forman parte de la poblacién celular bacteriana.

6.1.1. Cultivo secundario (medio liquido) vs. ensayos en cdrnicos (medio

agarizado)

Se aislaron 16 BIMs presuntivos con la metodologia de cultivo secundario y 30
desde los ensayos en carne (Tabla 16). Como se describird a continuacion, la técnica de
cultivo secundario fue mas eficiente para la obtencién de mutantes fagorresistentes que

el método de aislamiento desde ensayos en carnicos.
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7. Caracterizacion del fenotipo BIM

7.1. Confirmacion de la fagorresistencia y eficiencia en la recuperacion de
BIMs

Todos los BIMs presuntivos fueron sometidos al test de sensibilidad en medio
liquido para confirmar la fagorresistencia. Respecto del método de cultivo secundario,
de ocho BIMs presuntivos, seis (75%) se confirmaron como BIMs verdaderos para las
cepas E. coli EPEC920 (18) y E. coli STEC no-O157 ARG4827 (75). De los BIMs
confirmados para E. coli EPEC920, tres (3) de cuatro (4) fueron resistentes a DT1
(75%) y DT6 (75%), mientras que los confirmados para E. coli STEC no-O157
ARG4827, cuatro (4, el 100%) presentaron resistencia a DTS5 y dos (2, el 50%) a DT6.

De los BIMs presuntivos aislados desde carne, solo 2 (33,3%) resultaron ser
fagorresistentes al fago DT1 de los seis (6) BIMs presuntivos derivados de E. coli
DH50. Ademas, de ocho (8) BIMs potenciales fueron confirmandos dos (25%) en total,
uno resistente a DT1 (12,5%) y otro a DT6 (12,5%), como BIMs verdaderos para la
cepa E. coli STEC464 O157:H7 (79) (Tabla 16), mientras que para el resto de los BIMs
presuntos evaluados ninguno resulté ser un mutante fagorresistente verdadero.

En la Tabla 16 se detalla la eficiencia de recuperacion total de BIMs para

aquellas combinaciones cepas/fagos donde se obtuvieron BIMs confirmados.

7.2. Determinacion de la frecuencia de aislamiento de BIMs
Las frecuencias de aislamiento de los BIMs se calcularon como el ndmero de
BIMs-confirmados/titulo bacteriano original, obteniéndose frecuencias bajas, en el

rango de 3,7x107 y 1,8x10®, para todos los BIMs evaluados (Tabla 16).
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Tabla 16. Confirmacién de la fagorresistencia y frecuencia de aislamiento de BIMs
recuperados por la metodologia de cultivo secundario y desde ensayos en carne, para las
capas E. coli DH5a, E. coli EPEC920 (I8), E. coli STEC no-O157 (75) y E. coli
STEC464 O157:H7 (79).

Fuente de BIMs BIMs
presuntivos  confirmados Frecuencia BIM (media + SD)**
BIMs
ensayados (% total)*
EPEC/DT1=8,7x107 + 3,9x108
Cultivo 8 EPEC 6(75.0) EPEC/DT6=6,5x10"7 + 4,8x108

secundario g STEC no- 6 (75.0) STEC no-0157/DT5=6,2x107 + 5.4x10°
0157 : STEC no-0157/DT6=3,7x107 + 5,0x10°

DH50/DT1=9,0x107 + 2,5x108
DH50/DT6=4,3x107 + 3,7x108

8 STEC 2 (25.0) STEC O157:H7/DT1=1,8x10" + 1,5x107
O157:H7 ’ STEC O157:H7/DT6=1,3x10" + 9,4x107

6 DH5a 2(33,3)

Carne

* Porcentaje de BIMs confirmados totales (provenientes de ambos fagos). ** La
frecuencia se calculé de ensayos independientes de la fuente de BIMs. Media + SD

(desviacién estdndar) fueron calculadas de experimentos duplicados.

7.3. Estabilidad de BIMs

Se evalué la estabilidad de los BIMs confirmados. Para esto se seleccionaron
cinco (5) obtenidos a partir del cultivo secundario y otros cuatro (4) a partir de los
ensayos en carne (Tabla 17).

Dos (2) mutantes aislados a partir del cultivo secundario de la cepa E. coli
EPEC920, obtenidos por exposicion a DT1, mantuvieron el fenotipo hasta el cuarto y
quinto subcultivo. Los mutantes aislados de E. coli STEC no-O157 ARG4827
mantuvieron el fenotipo resistente hasta el segundo y tercer subcultivo con DTS5 y el
sexto subcultivo con DT6.

Ambos BIMs provenientes de ensayos en carne con E. coli DHSa y resistentes a
DT1 mantuvieron el fenotipo resistente hasta el quinto subcultivo. El mutante aislado de
la cepa E. coli STEC464 O157:H7 por exposicién a DT6 mantuvo la resistencia hasta el

tercer subcultivo, mientras que el fagorresistente a DT1, hasta el séptimo subcultivo.
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Tabla 17. Estabilidad del fenotipo fagorresistencia en mutantes aislados a partir de

cultivo secundario y de ensayos en carne.

Numero de repiques

Cepade E. coli Fago

1 2 3 4 5 6 7
EPEC920 DT1 2R 2R 2R IR 1S 28
STEC no-O157 DTS5 2R IR 1S 25
(ARG4827) DT6 R R R R R S
DH5a DT1 2R 2R 2R 2R 25
STEC464 DT1 R R R R R R R
0157:H7 DT6 R R R S

R: BIM resistente, S: BIM sensible (en cada caso al fago correspondiente).

7.4. Reversion del fenotipo fagorresistencia en BIMs

La reversion del fenotipo fagorresistencia fue evaluada en los nueve (9) BIMs
anteriormente seleccionados para el estudio de estabilidad. Cada BIM fue evaluado por
susceptibilidad al fago después de ser propagado a través de 50 generaciones. Se
encontré que solo un BIM proveniente de la exposicion de la cepa E. coli STEC464
O157:H7 al fago DT6, y que pudo formar un césped en una placa, fue susceptible a DT6
mientras que el resto de los BIMs evaluados para ambos fagos resultaron ser resistentes,

no mostrando reversion ni sensibilidad al fago correspondiente.

8. Biocontrol de Escherichia coli sobre productos lacteos

8.1. Biocontrol de Escherichia coli durante un proceso de fermentacion ldctica

Los fagos DT1 y DT6, ya sea individualmente o mezclados en un céctel, fueron
evaluados por su eficacia para inhibir el crecimiento de E. coli durante la fermentacién
de la leche. El fago DT1 se ensayé en las cepas E. coli DHSa, E. coli EPEC920 (18) y
E. coli STEC464 O157:H7 (79), mientras que fago DT6 en las dos cepas STEC [E. coli
O157:H7 464 y E. coli no-O157 ARG4827 (75)]. Se llevé a cabo un ensayo adicional
utilizando un coctel de fagos (DT1 + DT6) contra la cepa E. coli STEC464 O157:H7.

En todos los ensayos el crecimiento de Streptococcus thermophilus 10-C y el
descenso de pH fueron similares, independientemente de la presencia de las cepas y
fagos de E. coli ensayados. Strep. thermophilus 10-C alcanzé 10° UFC/ml después de 4
h y mantuvo este nivel durante todo el experimento (24 h). Los valores de pH

evolucionaron en consecuencia, cayendo hasta 4,5 a las 8 h y a 4,0 al final del proceso
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de fermentacion (24 h). En la Figura 22 se observa el desarrollo de Strep. thermophilus
10-C, asi como la evolucién del pH, durante la fermentacion lactica y el biocontrol de E.
coli STEC464 O157:H7 con el céctel fagico. Este mismo comportamiento se verificé en

los demas sistemas (datos no mostrados).
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Figura 22. Evolucidén de Streptococcus thermophilus con E. coli
STEC464 O157:H7 (79) en ausencia (o) y presencia (e) del cdctel de
fagos, y evolucién del pH con E. coli STEC464 O157:H7 (79) en
ausencia (A) y presencia (A ) del coctel fagico. Los valores son la media

de tres determinaciones *+ desviacion estandar.

Excluyendo el titulo del céctel de fagos (DT1 + DT6), que mostré una ligera
pero constante reduccién (1,6 log UFP/ml después de 24 h) (Figura 23 D), los titulos
fagicos se mantuvieron constantes (Figuras 23 A, C, E) o aumentado ligeramente (0,5
log UFP/ml) (Figuras 23 B, F) a lo largo de las primeras 8 h, con una disminucion
posterior entre 8 y 24 h (1-2 log UFP/ml).

Respecto a las cepas de E. coli, el fago DT1 y el coctel de fagos inactivaron
rdpida (<1 h) y completamente a DH50. (MOI = 2,3x10°) y STEC464 O157:H7 (MOI =
2,2x10%), respectivamente (Figuras 23 A, D). La cepa E. coli STEC464 O157:H7 fue

completamente inactivada tanto por el fago DT1 como por DT6 a las 8 h (Figura 23 E,
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F). Por otro lado, E. coli EPEC920 no se detecté a 1 h (<10 UFC/ml) de incubacién
después de la infeccion con el fago DT1 a una MOI de 2,4x10* pero mostré un
recrecimiento posterior, aunque siempre menor que el control sin fago, obteniéndose
una reduccién de 1,1 log UFC/ml después de 24 h (Figura 23 B). Para E. coli STEC no-
0157 ARG4827 (MOI = 3,5x10%), se obtuvieron reducciones inferiores a 1 log para
todos los tiempos de muestreo (Figura 23 C). Por lo tanto, las cepas E. coli EPEC920 y
E. coli STEC no-O157 ARG4827 no fueron eliminadas completamente por los fagos
DT1 y DT6, respectivamente.

En los controles sin fagos, todas las cepas de E. coli alcanzaron 4-6 log UFC/ml
después de 5-6 horas de incubacién (Figura 23). Independientemente de la presencia de
fagos, se observd una disminucidon en la viabilidad de las cepas de E. coli como
resultado del bajo pH alcanzado durante la acidificacién, resultando DHS5a (1,5 log
UFC/ml a las 24 h) y STEC464 O157:H7 (2,3 log UFC/ml a las 24 h) las cepas mads
afectadas. Los fagos DT1 y DT6 fueron mds eficaces formando parte de un céctel que
individualmente, debido a que la inactivacién total del patégeno E. coli STEC464
O157:H7 se logr6 después de 1 h de incubacion en el primer caso (cOctel), mientras que

necesitd al menos 8 h para los fagos individuales.
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Figura 23. Evolucidn del titulo de bacteriofagos (e) y de células viables de E. coli en

ausencia (A) y presencia (A) de bacteriofagos durante la produccién de leche
fermentada. Sistemas DT1/DH5a (A), DT1/EPEC920 (18) (B), DT6/STEC no-O157
ARG4827 (75) (C), coctel/STEC464 O157:H7 (79) (D), DT1/STEC464 O157:H7
(79) (E) y DT6/STEC464 O157:H7 (79) (F). Los valores son la media de tres

determinaciones * desviacion estandar.
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8.2. Biocontrol de Escherichia coli durante un proceso de cuajado
(produccion de queso)

Los fagos DT1 y DT6 también fueron evaluados como herramientas de
biocontrol de E. coli durante el proceso de cuajado. El fago DT1 se ensay6 en las cepas
E. coli EPEC920 (I8) y E. coli STEC464 O157:H7 (79), mientras que el fago DT6 en
las dos cepas STEC [E. coli O157:H7 464 y E. coli no-O157 ARG4827 (75)].
Adicionalmente se evalu6 el efecto del céctel (DT1 + DT6) sobre las cepas E. coli
DHS5a y E. coli STEC464 O157:H7.

El recuento de particulas fagicas se mantuvo constante (Figura 24 B, C, D, E, F)
o disminuy¢ ligeramente (Figura 24 A) luego de 24 h de incubacion.

Respecto del biocontrol sobre E. coli, la cepa DHS5a fue rdpida (<1 h) y
totalmente inactivada (<10 UFC/ml) por el cictel (DT1+DT6) a una MOI de 9,1x10°
tanto en suero como en cuajada (Figura 24 A). Para la cepa E. coli EPEC920 se observé
un aumento en el nimero de células viables aunque siempre menor al control sin fago,
obteniéndose la mayor reduccién en suero, a saber, 1,29 logalas3hy 1,38 logalas4 h
de incubacién (Figura 24 B). La cepa E. coli STEC no-O157:H7 ARG4827 presentd
valores de reduccién muy bajos al ser tratada con el fago DT6 (MOI = 5,4x10') ya que
solo se obtuvo una reduccién significativa de 0,95 log para el dltimo tiempo de
muestreo (t = 4 h) en la cuajada, mientras que en el suero la reduccion fue de 0,54 log
(Figura 24 C). En los ensayos con la cepa E. coli STEC464 O157:H7 se observd una
inactivacion bacteriana total al ser tratada con el fago DT1 (MOI = 2,2x10°) (Figura 24
E) y DT6 (MOI = 1,7x10°) (Figura 24 F) en suero y cuajada, mientras que al ser tratada
con el coctel (MOI = 1,6x10%) se obtuvo, en suero, una reduccién significativa de 1,84
log a1 h, 2,39 log a 3 h (siendo la mayor reduccion observada para este sistema) y de
1,83 a las 4 h de incubacién. Ademas, solo se obtuvo una reduccién significativa de

0,85 log para este sistema en cuajada a las 3 h de incubacién (Figura 24 D).

99



Resultados

N W A O O N ©

-
| 4
| 4
[ 3
-

de particulas fagicas (log UFP/ml)

Recuento de células viables (log UFC/ml) y Recuento de células viables (log UFC/ml) y
de particulas fagicas (log UFP/ml)

Recuento de células viables (log UFC/ml) y
de particulas fagicas (log UFP/ml)

o = N W & a0 O N
L L L L L L L

100 150 200 25

Tiempo (min)

o 4

100 150

Tiempo (min)

200

250

100 150 200 25(

Tiempo (min)

0 50

o ¢

100 150
Tiempo (min)

200

250

- ¢

100 150 200 25(

Tiempo (min)

o - N w > (3] (=] ~ (=]
L L L L L L

o

50

100 150
Tiempo (min)

200

250

Figura 24. Recuento de bacteriofagos (®) y de E. coli en ausencia de bacteriofagos en
suero (A) y en cuajada (O0) y en presencia de bacteriofagos en suero (A) y en cuajada
(m) durante la produccién de quesos. Sistemas coctel/DHS5a (A), DT1/EPEC920 (18)
(B), DT6/STEC no-O157 ARG4827 (75) (C), coctel/STEC464 O157:H7 (79) (D),
DT1/STEC464 O157:H7 (79) (E) y DT6/STEC464 O157:H7 (79) (F). Los valores

son la media de tres determinaciones + desviacion estandar.
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9. Descontaminacion de superficies solidas con cocteles fagicos

Cécteles de fagos fueron evaluados por su eficacia para inhibir el crecimiento de
E. coli en distintas superficies s6lidas a 5 y 37°C. El céctel DT1 + DT6 se ensay6 en las
cepas EPEC920 (18) y STEC464 O157:H7 (79), mientras que el céctel DTS5 + DT6 en
la STEC no-O157 ARG4827 (75).

9.1. Ensayos de descontaminacion sobre cubreobjetos (glass coverslip)

Cuando se utilizaron cubreobjetos de vidrio como superficie sélida para los
experimentos de biocontrol el céctel de fagos inactivé rdpida y completamente tanto a la
cepa E. coli EPEC920 (Figura 25 A, B) como a E. coli STEC464 O157:H7 (Figura 25
E, F) a las temperaturas evaluadas (5 y 37°C) a ambas MOIs, a saber 1,8x10* y 1,8x10°
(EPEC920) y 1,2x10° y 1,2x107 (STEC464 O157:H7). Sin embargo, a las 24 h se
observé un recrecimiento cuando se empled el menor valor de MOI a 5°C. La cepa E.
coli STEC no-O157 ARG4827 fue significativamente reducida en su nimero por el
coctel (DTS + DT6) a las primeras horas del ensayo (Figura 25 C, D) tanto a 5 como a
37°C. Estas reducciones se obtuvieron empleando MOIs de 2,2x10* y 2,2x10°, y si bien
en ningun caso se logré la eliminacion de E. coli STEC no-O157 ARG4827, a 5°C el
nimero de células viables se mantuvo constante hasta las 24 h mientras que a 37°C
aument6 hasta alcanzar un valor del orden de 10° UFC/ml aunque siempre menor que el
control sin fagos.

Los controles a 5°C mostraron valores ligeramente menores al indculo
bacteriano inicial mientras que a 37°C se evidencidé un aumento de varios ordenes de
magnitud en las UFC/ml a las 24 h de incubacion (Figura 25). Los controles de secado
no se diferenciaron significativamente del indculo inicial, recuperdndose

aproximadamente un 90% de células viables.
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Figura 25. Evolucién del recuento de células viables (UFC/ml) en ausencia del céctel
de bacteriofagos a bajo (©) y alto in6culo bacteriano (A) y en presencia del céctel de
bacteriofagos a bajo (e) y alto inéculo bacteriano (A) durante el biocontrol sobre
superficies sélidas (cubreobjetos de vidrio). Sistemas c6ctel/EPEC920 (18) a 5°C (A),
c6ctel/EPEC920 (18) a 37°C (B), c6ctel/STEC no-O157 ARG4827 (75) a 5°C (C),
c6ctel/STEC no-O157 ARG4827 (75) a 37°C (D), coctel/STEC464 O157:H7 (79) a
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5°C (E), céctel/STEC464 O157:H7 (79) a 37°C (F). Los valores son la media de dos

determinaciones independientes por duplicado + desviacidn estdndar.

9.2. Ensayos de descontaminacion sobre acero inoxidable (stainless steel
chips)
Al utilizar fichas de acero inoxidable como superficie s6lida para el biocontrol de cepas
de E. coli, el céctel de fagos inactivo rdpida (<3 h) y completamente a EPEC920 (Figura
26 A, B) asi como a STEC464 O157:H7 (Figura 26 E, F) a 5 y 37°C tanto a baja como
alta MOI. Ademds, se obtuvo una inactivaciéon completa de E. coli STEC no-O157
ARG4827 a 1 h (MOI = 1,7x10°) y 3 h (MOI = 1,7x10%) de incubacién solo cuando se
realizaron los ensayos a 37°C (Figura 26 D). En el caso de E. coli STEC464 O157:H7,
si bien no se pudieron detectar células viables a las 3 h de incubacién, se observé un
recrecimiento de la poblacién bacteriana cuando se utilizé6 MOI baja (9,3x10%) a 37°C,
alcanzando un recuento de 5,8x10° UFC/ml a las 24 h. Adicionalmente, también se
observé un recrecimiento para E. coli EPEC920 a 37°C a ambos valores de MOI
empleados, a saber 1,8x103 y 1,8x10°, a las 24 h alcanzando el orden de 10° UFC/ml.
En los ensayos a 5°C con E. coli STEC no-O157 ARG4827 se logré eliminar
completamente el patégeno a la tercera hora de incubacién utilizando MOI elevada,
mientras que al emplear una MOI baja esto se logrd solo a las 24 h de incubacién
(Figura 26 C).

Los controles de crecimiento y de secado se comportaron de manera similar a

ambas temperaturas en las superficies sdlidas evaluadas.
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Figura 26. Evolucién del recuento de células viables (UFC/ml) en ausencia del coctel
de bacteriofagos a bajo (©) y alto indculo bacteriano (A) y en presencia del céctel de
bacteriofagos a bajo (e) y alto inéculo bacteriano (A) durante el biocontrol sobre
superficies solidas (fichas de acero inoxidable). Sistemas c6ctel/EPEC920 (/8) a 5°C
(A), c6ctel/EPEC920 (18) a 37°C (B), coctel/STEC no-O157 ARG4827 (75) a 5°C
(C), coctel/STEC no-O157 ARG4827 (75) a 37°C (D), coctel/STEC464 O157:H7
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(79) a 5°C (E), coctel/STEC464 O157:H7 (79) a 37°C (F). Los valores son la media

de dos determinaciones independientes por duplicado + desviacidén estdndar.
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DISCUSION

Con el fin de desarrollar cocteles fagicos comerciales es necesario evaluar, entre
otras cosas, la estabilidad de cada bacteriofago aislado en condiciones normales de
almacenamiento. Para esto, en primera instancia, se llevaron a cabo estudios de
viabilidad fagica a temperatura de refrigeracion (4°C). Los seis bacteriofagos estudiados
presentaron una estabilidad moderada a la temperatura de refrigeracion dentro de los 2
meses de evaluacion. En general se obtuvieron diferencias significativas pequefias entre
los distintos tiempos de muestreo por lo que se observaron leves disminuciones de
viabilidad fagica. Si bien el estudio se realiz6 por un periodo de tiempo corto, los
resultados obtenidos concuerdan con los encontrados previamente por otros autores ya
sea en caldo (Skurnik y col., 2007) o inoculados sobre el alimento (Guenther y col.,,
2009). Adicionalmente se encontraron resultados de estabilidad similares a 4°C para
fagos de otras especies bacterianas (Merabishvili y col., 2009).

Los bacteriofagos se caracterizaron mediante PCR y microscopia electrénica,
ademds se evalud la actividad litica en distintas condiciones. Algunos fagos pueden
poseer en su secuencia factores de patogenicidad confiriendo propiedades patogénicas a
las bacterias que éstos infectan o lisogenizan. Entre ellos se encuentran genes
involucrados en adhesidn bacteriana, colonizacidn, invasién y esparcimiento en tejidos
humanos, resistencia y produccién de toxinas (Wagner y Waldor, 2002). Los primeros
factores de virulencia codificados por genomas de bacteriofagos que se encontraron
fueron toxinas bacterianas como la toxina de la difteria codificada por Corynebacterium
diphtheriae (Freeman, 1951), la toxina botulinica codificada por Clostridium botulinum
(Sakaguchi y col., 2005), la toxina del célera codificada por Vibrio cholerae (Waldor y
Mekalanos, 1996) y la toxina Shiga codificada por varios fagos de Escherichia coli
enterohemorragica (Garcia-Aljaro y col., 2006). Para la mayoria de las toxinas antes
mencionadas, la adquisicién del gen correspondiente después de la integracién del
genoma fégico al cromosoma del hospedador es condicion suficiente para que una cepa
no-patogénica se transforme en una patogénica. Por lo antes mencionado es necesario
garantizar la inocuidad de los bacteriofagos antes de ser utilizados como herramientas
de biocontrol en alimentos. Cuando se investigd la presencia de factores de
patogenicidad, a saber genes stx1, stx2, eaeA, LTI y STI, todos los fagos estudiados
resultaron negativos. Sin embargo, son necesarios andlisis de secuencia y

bioinforméticos més detallados para asegurar que los fagos estudiados estdn libres de
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otros factores de patogenicidad dafiinos y, en consecuencia, son completamente seguros
para su utilizacién como herramientas de biocontrol de patdgenos en alimentos. Los
fagos de la serie T-pares que infectan Escherichia coli son representantes de la familia
Mpyoviridae. Cuando estos bacteriofagos son observados por microscopia electronica
presentan una capside icosaédrica con cola contrictil, un collar proteico (cuello) y una
placa basal con fibras largas. De acuerdo a las micrografias electrénicas, los fagos DT1
y DT6 tienen cabezas icosaédricas y colas contréctiles y pueden ser clasificados como
fagos T-pares de la familia Myoviridae de acuerdo al International Comittee on
Taxonomy of Viruses (2009). Los fagos evaluados presentaron valores promedio
estandar para las longitudes y didmetros de la cabeza y cola asi como para la longitud
total de los viriones (Ackermann, 2009). Por otro lado, aunque no fue posible observar
la placa basal y las fibras en éstas, se pudo observar una diferencia en el ancho de la
region adyacente a la cabeza (collar), a diferencia de lo que se observaria en fagos de la
familia Siphoviridae, reforzando la clasificacion dentro de la familia Myoviridae.
Estudios previos de nuestro grupo de investigacion (Migliore, 2011), donde se realizé
secuenciacion parcial del fago LM4, aislado de materia fecal de composicion diarreica,
demostraron que, basados en la morfologia y en la secuencia de un fragmento de ADN
amplificado por PCR correspondiente al gen gp23, el fago LM4 estd estrechamente
relacionado con el bacteriofago CEV1 (N° de acceso GenBank AY331985), el cual
pertenece a la familia filogenética de los fagos tipo-T4 (Raya y col., 2006).

Continuando con la caracterizacion de los fagos, se llevaron a cabo estudios de
la actividad litica en distintas condiciones. Se evalué la influencia del cloruro de sodio
(NaCl) sobre la actividad litica de los fagos. Estudios previos en bacteriofagos de E. coli
encontraron que presentan una gran resistencia en distintas condiciones, sin embargo,
no hay muchos estudios sobre la influencia del NaCl en la actividad litica de éstos.
Coffey y col. (2011) encontraron que concentraciones de NaCl en el rango del 1 al
2,5%, no afectaron significativamente el nimero de fagos de E. coli O157:H7. Por el
contrario, cuando se evalud la influencia del NaCl sobre la actividad litica en el presente
estudio, se observaron reducciones significativas a la mayor concentracion de NaCl
(4%). Estas reducciones fueron pequefias dado que se observo un 42,4% respecto del
control como el menor recuento fagico registrado. Por lo antes mencionado, si bien el
NaCl tuvo un efecto significativo sobre la actividad litica de los bacteriofagos, a niveles
précticos este efecto es pequeiio respecto del nimero de fagos que permanecen viables.

Una caracteristica importante es la actividad litica que presentan los fagos de E. coli
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frente a distintos valores de pH. La importancia radica en la utilizacidn de éstos para el
biocontrol de patégenos en alimentos dcidos tales como fermentos lacticos. Jamalludeen
y col. (2007) indicaron en un estudio que el titulo de nueve (9) fagos de E. coli
permaneci6 inalterado en el rango de pH de 5 a 9. Adicionalmente, otros dos fagos de E.
coli O157:H7 presentaron un alto nivel de estabilidad entre valores de 4 a 10 de pH
(Coffey y col., 2011). Cuando se evalué la resistencia de fagos de E. coli a valores de
pH menores a 3 no se encontraron particulas fagicas viables (Dini y Urraza, 2010). Por
esto, los fagos seleccionados para este fin, descontaminacién de alimentos dcidos, deben
ser resistentes y soportar bajos valores de pH para poder mantener su viabilidad en el
alimento y alcanzar su célula blanco a una concentracién adecuada. En este trabajo
hemos evaluado la actividad litica a los valores de pH de 7,5, 5,7 y 4,5. Los fagos
evaluados mostraron la mayor actividad litica a pH = 7,5, mientras que a medida que el
pH disminuye, disminuye la actividad litica. El fago DTS5 fue el tnico que mostrd
resistencia a pH mds &4cidos, no obteniéndose diferencias significativas a pH 5,7
respecto del control, sin embargo, a pH 4,5 se observo una caida del 92,9% en su
actividad. Los resultados obtenidos para el fago DTS a pH 4,5 fueron similares al de los
demads sistemas evaluados, los cuales mostraron una reduccién de su actividad litica en
el rango del 91,2 al 97%. Los resultados obtenidos concuerdan con lo observado por
otros autores (Dini y de Urraza, 2010; Jamalludeen y col. 2007), donde se evidencio alta
resistencia de los fagos hasta pH 5, mientras que a valores cercanos e inferiores a este
pH producen diferentes sensibilidades especificas de cada bacteriofago evaluado,
afectando asf su actividad litica. Respecto del efecto de la temperatura sobre la actividad
litica, autores como Coffey y col. (2011) encontraron que fagos de E. coli O157:H7
permanecen viables después de la exposicion a un rango amplio de temperaturas, a
saber entre -22 y 60°C. Otros autores concuerdan que se observa una mayor actividad
litica a la mayor temperatura evaluada (Viazis y col., 2010; O’Flynn y col., 2004;
Kudva y col., 1999). En general, se observa una mayor actividad litica a medida que la
temperatura se aproxima a la temperatura Optima de crecimiento para la bacteria
hospedadora. Adicionalmente, Coffey y col. (2011), Viazis y col. (2010) y Kudva y col.
(1999) observaron una reduccién de células viables a bajas temperaturas por accién de
los fagos, esto es probable que se deba al mecanismo de lisis desde afuera (lysis from
without, LFW) en donde el bacteriofago lisa la bacteria hospedadora sin replicarse. En
los experimentos realizados en esta Tesis pudimos observar una actividad litica

significativamente reducida a las temperaturas evaluadas respecto de las condiciones
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control. Los valores de actividad a la mayor temperatura testeada variaron entre el 70,8
y 96,5%. Esta reduccidn de actividad litica puede deberse en parte a la desorganizacion
y/o desnaturalizacion parcial de los receptores fagicos en la superficie bacteriana por
efecto de la elevada temperatura, por lo tanto, la incapacidad de los fagos para
adsorberse a éstas. Ademds, las temperaturas elevadas pueden alterar la funcién y
estructura de los bacteriofagos (Coffey y col., 2011). Cuando se evalud la actividad
litica a 4°C, los valores oscilaron entre el 5,0 y 20,2%. Si bien a bajas temperaturas se
observa ausencia de metabolismo bacteriano, Kudva y col. (1999) hipotetizaron que
éstas temperatura pueden favorecer la adsorcion fagica, promoviendo el mecanismo de
LFW, ademas, la actividad litica observada es menor debido a la ausencia de
multiplicacion fagica, fortaleciendo la idea de que LFW es el mecanismo predominante
a esta temperatura donde hay ausencia de replicacion fagica. Cuando se analizaron los
tres pardmetros comparativamente, a saber NaCl, pH y temperatura, a pesar de que se
observaron valores no significativamente diferentes en algunos casos en la condicién
extrema respecto de condiciones control, ningin sistema bacteriofago/cepa presentd
caracteristicas de resistencia y actividad litica significativamente superiores
conjuntamente para los tres pardmetros evaluados.

Los bacteriofagos a utilizar como herramienta de biocontrol o descontaminacién
en alimentos o superficies s6lidas deben ser inocuos para cepas de E. coli no patdgenas
asi como para otras cepas no-E. coli y enterobacterias. Esta alta especificidad permite
utilizar los bacteriofagos como método preventivo en inocuidad alimentaria sin alterar
la calidad (Jay, 1996) y la viabilidad de la microbiota normal del alimento (Kudva y
col., 1999) y la del consumidor (Chibani-Chennoufi y col., 2004). Se ensayé mediante
la técnica de spot test y se confirmé por la técnica de doble capa el rango de hospedador
de los bacteriofagos sobre las bacterias detalladas en la Tabla 2. Los rangos mads
amplios se obtuvieron para los fagos DT3, DT4 y DT6, infectando y lisando un total de
47 cepas de E. coli. Por otro lado, los fagos que presentaron un rango estrecho, DT,
DT2 y DTS5, infectaron y lisaron 20 cepas de E. coli. En total, los bacteriofagos
evaluados fueron activos liticamente contra 18 cepas patégenas de E. coli diferentes
pertenecientes a tres o mas serogrupos distintos. Por lo antes expuesto, la utilizacién de
estos bacteriofagos combinados permitiria garantizar un tratamiento eficaz contra esta
amplia gama de patégenos pertenecientes a serogrupos diferentes. Si bien los fagos
capaces de infectar E. coli y otros géneros pueden ser utiles para eliminar varios

patégenos al mismo tiempo, se debe considerar que los fagos con baja especificad
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pueden ser infectivos para bacterias benéficas o comensales a la hora de ser
introducidos en un alimento. La existencia de fagos capaces de infectar distintos
géneros se ha reportado anteriormente (Jensen y col., 1998), sin embargo, ninguno de
los fagos evaluados en esta Tesis fue capaz de lisar cepas de E. coli no patégenas asi
como cepas no-E. coli y otras enterobacterias.

Continuando con la caracterizacion de la interaccidn entre fagos y bacterias se
analizaron los tiempos asi como los nimeros de eclosion. Se seleccioné un bacteriofago
de cada grupo, uno de rango de hospedador estrecho y otro de rango amplio, a saber
DT1 y DT®6, respectivamente. El nimero de placas de lisis generalmente permanece
constante por un tiempo caracteristico, el tiempo de eclosion, luego aumenta
rapidamente alcanzando varias veces su valor inicial a medida que cada célula lisa y
libera los fagos completos. La relacion entre el nimero de placas obtenidas antes y
después de la lisis se llama nimero de eclosiéon. Ademds, se sabe que estos dos
pardmetros son independientes, es decir, el tiempo de eclosién no tiene efecto sobre el
ndmero de eclosiéon (Ellis y Delbriick, 1939). Los resultados obtenidos para tiempo y
nimero de eclosién para los fagos evaluados en esta Tesis fueron similares. Ambos
fagos presentaron un tiempo de eclosién aproximado de 33 min y un ndmero de
eclosion de 76 y 59 unidades formadoras de placas por célula para los fagos DT1 y
DT®6, respectivamente. Normalmente, el nimero de eclosion del fago T4 individual es
aproximadamente de 130 fagos luego de 60 min de incubacién a 37°C (Camara y de
Almeida, 1991). Sin embargo, estos dos pardmetros son caracteristicos de cada fago
bajo condiciones particulares y son afectados por el hospedador utilizado, el medio de
cultivo empleado y la temperatura a la cual se lleva a cabo el ensayo (Guttman y col.,
2005). El trabajo realizado por Goodridge y col. (2003) pone de manifiesto la
variabilidad de estos pardmetros para fagos de E. coli, donde encontraron valores
variables para dos fagos de E. coli, obteniendo tiempos de eclosion de 40 y 52 min
correspondientes a numeros de eclosion de 38 y 177, respectivamente.

Para evaluar la eficiencia de los sistemas fago/cepa, se determinaron las
eficiencias de plaqueo (EOP) para cada uno respecto los resultados obtenidos con la
cepa de referencia DH5a. Los bacteriofagos DT1 y DTS presentaron valores de EOP
significativamente menores a la cepa de referencia, mientras que el fago DT6 solo
mostré baja EOP frente a la cepa enteropatégena. Debido a caracteristicas y/o factores
del hospedador tales como el enmascaramiento por antigenos O del lipopolisacédrido

(LPS) que afecta la unién asi como la inyeccién del ADN fégico y la presencia de
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endonucleasas de restriccion, la eficiencia de plaqueo (EOP), es decir, el titulo del fago
en una linea celular bacteriana dada en comparacién con el titulo maximo observado
(para nuestro caso en la cepa de referencia) puede variar considerablemente (Kutter,
2009). La cepa de referencia DHS5a utilizada en nuestros experimentos posee un LPS
truncado, haciendo més accesible la unién por parte de bacteriofagos, siendo asi més
permisiva al momento de la adsorciéon del fago e inyecciéon del ADN figico en
comparacioén con las cepas STEC y EPEC evaluadas en los demds sistemas. Por esto, la
EOP reducida observada para los fagos, en especial para DTS5, pueden deberse a algunas
de estas caracteristicas bacterianas anteriormente mencionadas.

Posteriormente estudiamos la naturaleza de los receptores fagicos presentes en la
superficie celular bacteriana. Los estudios se realizaron sobre células enteras tratadas
quimica y enzimdticamente. Las células sometidas a tratamientos quimicos podrian
verse afectadas en su integridad celular, causando una posterior liberacién de sustancias
intracelulares que podrian contaminar o interferir en los experimentos de adsorcién. Por
esta razon, se realizaron numerosos lavados post-tratamiento previamente a los ensayos
de adsorcién. Los antigenos O pueden participar tanto en el reconocimiento de
adhesinas fagicas o interferir con el acceso a un receptor ubicado mds internamente,
reduciendo o bloqueando la adsorcion fagica y la EOP (Kutter y col., 2005).
Anteriormente postulamos que el LPS podria interferir en la unién/adsorcién de los
fagos y por lo tanto reducir la EOP, sin embargo, evaluando los resultados de adsorcion
podemos concluir que otros factores podrian estar involucrados en la disminucién de la
EOP observada debido a que en células tratadas con peryodato, el cual degrada
carbohidratos conteniendo motivos 1,2-diol en su estructura, se observd una
disminucién significativa en la adsorcién fagica por lo que el LPS estaria participando
en el reconocimiento y adsorcién de los fagos. En conclusion, la aplicacién de estos
tratamientos demostré que los receptores fagicos de E. coli poseen carbohidratos en su
composicion. Resultados similares fueron obtenidos por otros autores para E. coli
O157:H7 (Tanji y col.,, 2004) y otras especies bacterianas (Kiljunen y col., 2011;
Sorensen y col., 2011). Por otro lado, también se han encontrado receptores fagicos en
E. coli de naturaleza proteica, éstas son de membrana externa, generalmente porinas
como OmpC (Yu y col., 2000), proteinas de transporte involucradas en el transporte de
alta afinidad de sustratos como la vitamina Bz, o proteinas constituyentes del pili

(Rakhuba y col., 2010).
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Realizamos ensayos de challenge in vitro para evaluar la eficacia de los
bacteriofagos tanto de manera individual como formando parte de un céctel para reducir
la poblacién bacteriana inoculada en caldo. Cuando se llevaron a cabo ensayos a 37°C,
se observaron reducciones significativas de células viables en todos los sistemas
evaluados, alcanzdndose valores de biocontrol de hasta 6,38 log UFC comparables a las
alcanzadas por otros autores donde se obtuvieron reducciones de 6,0 log para la cepa E.
coli O157:H7 a 37°C utilizando una MOI de 100 (O’Flynn y col., 2004). Resultados
comparables de biocontrol se obtuvieron para cepas de Enterobacter sakasakii (Kim y
col., 2007) asi como para cepas de Staphylococcus aureus (Garcia y col., 2007). Para
todos los sistemas se observé una mayor eficacia y actividad litica a tiempos cortos de
muestreo, mientras que en tiempos largos se observd un recrecimiento bacteriano,
obteniéndose reducciones a lo sumo de 2,29 log. Esto puede deberse a que el
crecimiento bacteriano que se observa a 37°C puede promover la variabilidad fenotipica
en la expresion del antigeno O pudiendo favorecer la supervivencia y crecimiento
secundario de células bacterias resistentes a la infeccion por fagos (Dodds y col., 1987).
O’Flynn y col. (2004) observaron un desarrollo bacteriano posterior en ensayos a 37°C
utilizando una MOI similar a la empleada en nuestros experimentos, pasando de no
detectar la bacteria (< 1 UFC) después de la primer hora de incubacién a un recuento
superior a 3 log UFC después de 4 h de incubacién. En challenge in vitro con fagos
especificos de E. coli O157, Kudva y col. (1999), si bien obtuvieron un biocontrol
significativo a tiempos cortos de muestreo, observaron un recrecimiento de hasta
aproximadamente 8 log UFC a las 24 h de incubacién empleando una MOI = 1x10* con
y sin aireacion. En otras enterobacterias se observé un comportamiento similar de
crecimiento secundario a 37°C cuando se enfrentaron células de Enterobacter sakasakii
(DOsoonm ~ 0,5) a diferentes concentraciones de bacteriofagos, sin embargo, el
recrecimiento bacteriano se observo a tiempos de muestreo menores (Kim y col., 2007).
Cuando se evalu6 la diferencia en la eficacia de los distintos tratamientos, comparando
entre cada fago individual y con el céctel de fagos, se observé una eficacia igual, al
segundo tratamiento mds eficaz, o mayor para el coctel en el 83,33 % de los casos (10
de los 12 sistemas evaluados - 4 cepas x 3 tiempos de muestreo), diferencidndose
significativamente en el 33,33 % de los sistemas respecto del segundo tratamiento mas
eficaz. Otros autores encontraron resultados similares (Kudva y col., 1999; O’Flynn y
col., 2004), obteniendo mayores reducciones y tratamientos mas eficaces utilizando

mezclas conteniendo tres bacteriofagos respecto de los fagos individuales. Un factor
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importante en la actividad litica de los bacteriofagos es la temperatura a la cual se lleva
a cabo el challenge. A 4°C, los valores de reduccién obtenidos si bien fueron
significativos en la mayoria de los sistemas, fueron en promedio inferiores al comparar
con las reducciones obtenidas a 37°C, alcanzdndose reducciones de a lo sumo 3,79 log
UFC con el céctel. En comparacion a autores que realizaron ensayos en condiciones
equivalentes y con cocteles de tres bacteriofagos, reducciones de este orden de
magnitud no se pudieron alcanzar a 12°C (O’Flynn y col., 2004) mientras que se
lograron reducciones similares, a saber 4,5 log UFC, a 4°C (Kudva y col., 1999) para
cepas de E. coli O157:H7. Adicionalmente, estos autores observaron una completa
eliminacidn del patégeno cuando un cultivo se infectaba con este coctel de tres fagos,
indicando que el efecto combinado de los fagos fue mas que aditivo. Por otro lado, para
evidenciar replicacion por parte de los fagos durante los experimentos de challenge se
siguid la evolucion de los recuentos fagicos a 4 y 37°C, tanto de particulas libres como
totales, a través de los tiempos de muestreo para cada fago individual en una cepa no
patégena y en otra patégena. Al evaluar si se dio replicacion debemos tener en cuenta el
descenso inicial en el titulo de fagos libres provocado por el arrastre de fagos adsorbidos
durante la centrifugacion, por lo que se evalu6 entre los tiempos de muestreo 2a 6 h, 6 a
24 h'y 2 a 24 h. Por otro lado, en la determinacién del titulo total el factor
centrifugacion no estd presente, siendo este recuento, en la mayoria de los casos, igual o
mayor al titulo inicial. Por lo antes mencionado, en la mayoria de los casos se
observaron diferencias significativas entre estos recuentos fagicos. En la cepa DH5a,
una cepa de un tiempo de generacion largo, es decir de crecimiento lento, respecto de
las patégenas, no se observé una replicacion activa por parte de los fagos a ninguna de
las temperaturas evaluadas, sin embargo, a 37°C se observo una tendencia creciente en
el titulo de fagos totales. Para la cepa patdgena, en concordancia con los resultados
obtenidos para DH5a a 4°C, tampoco se observo replicacion posiblemente debido a la
ausencia de metabolismo bacteriano, mientras que a 37°C se obtuvieron titulos con una
tendencia creciente para los dos fagos evaluados, mostrando ambos una replicacién que
generd un titulo de a lo sumo un orden de magnitud mayor respecto del inicial. Algunos
autores encontraron resultados similares a 37°C para bacteriofagos tipo CEV1 de E.
coli, observando una disminucién inicial y posteriormente obteniendo un aumento de
casi 2 6rdenes de magnitud utilizando una MOI baja (Raya y col., 2006). Por otro lado,
Kudva y col. (1999) encontraron que a 4°C y utilizando una MOI de 10° el titulo fagico

se mantuvo constante mientras que a 37°C aumento 10 veces, sugiriendo que los
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bacteriofagos solo se replicaron a la temperatura permisiva para el crecimiento
bacteriano. Adicionalmente, Chibani-Chennoufi y col. (2004) obtuvieron altos niveles
de replicacién para fagos de E. coli a 37°C, registrindose aumentos en el titulo fagico
del orden de 4 log UFP/ml utilizando un valor de MOI de 0,1, permitiendo asi mds de
un ciclo de replicacion.

Posterior a los ensayos de biocontrol in vitro en caldo realizamos las
determinaciones sobre la matriz alimentaria, mds especificamente sobre alimentos
carnicos y lacteos. En esta seccidon de la discusion trataremos el biocontrol sobre
alimentos cdrnicos tanto con fagos individuales como formando parte de un cdctel.
Cuando se evaluaron los resultados obtenidos con fagos individuales, tanto DT1 como
DT6, produjeron valores de reduccién significativas en la mayoria de los sistemas,
aproximadamente en el 50 % de las condiciones evaluadas, observandose reducciones
que oscilaron entre 0,3 y 1,73 log UFC. Resultados similares se han obtenido
empleando fagos individuales tanto a 5 como a 24°C en carnes crudas y cocidas para
Salmonella 'y Campylobacter (Bigwood y col., 2008) asi como para Listeria
monocytogenes en alimentos cérnicos listos para el consumo (Guenther y col., 2009).
Por otro lado, el fago DTS5 no produjo reducciones significativas en su bacteria
hospedadora, esto puede deberse al bajo inoculo bacteriano respecto de la concentracion
fagica utilizada en este sistema. Los requisitos de un umbral de densidad de células
hospedadoras bacterianas relativamente alto pueden limitar el impacto de los fagos en
las bacterias, constituyendo un impedimento en el biocontrol por fagos (Greer, 2005).
Por otro lado, en situaciones reales es poco probable encontrar un nivel de
contaminacion muy alto en alimentos por E. coli O157:H7. De hecho, muchos brotes
causados por E. coli O157:H7 han sido provocados por menos de 20 E. coli O157:H7
UFC/g de alimento, a menudo por menos de 1 UFC/g de alimento (Meng y col., 2001).
Por lo tanto, si bien en algunos casos se observaron reducciones relativamente bajas, los
bacteriofagos DT1 y DT6 tienen el potencial para eliminar este tipo de patégenos
presentes en bajo nimero. En nuestros ensayos se encontré que el nivel de biocontrol
para todos los fagos analizados fue dependiente de la dosis, siendo la concentracién més
alta la mas eficaz, como también fue encontrado por Leverentz y col. (2001). Teniendo
en cuenta que el biocontrol en una matriz alimenticia estd gobernado por pardmetros
mads complejos respecto a un medio de cultivo dado, hay varios factores que influyen en
la inactivacién en alimentos. El mds relevante en nuestros experimentos es la capacidad

de la matriz alimentaria para absorber liquido de la suspension fagica, siendo éste un
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parametro decisivo que limita fisicamente la distribucién de particulas fagicas con el fin
de alcanzar a todas las bacterias diana. Por lo tanto, la eficacia disminuida de estos
tratamientos puede ser debido parcialmente a la difusién limitada, lo que impide el
contacto entre las bacterias y los fagos. Por otra parte, las bacterias diana pueden estar
embebidas dentro de la compleja matriz del alimento conformada por la red de
proteinas, asi como otras moléculas presentes en carnes, que pueden proteger las células
bacterianas del alcance de los fagos (Sulakvelidze, 2013). Por estos motivos, un mayor
efecto de biocontrol puede lograrse mediante la modificacién de la aplicacion del fago,
por ejemplo, mediante el uso de volimenes de liquido mds grandes para evitar la
absorcion total de liquido. Por lo antes mencionado varios autores (Sulakvelidze y
Barrow, 2005; Sulakvelidze y Kutter, 2005; Tanji y col., 2004) han propuesto que la
utilizaciéon de mezclas de fagos conteniendo varios fagos liticos diferentes para la
misma especie bacteriana reduciria la probabilidad de seleccionar mutantes resistentes a
los cécteles. Una posible explicacion para este fendmeno es que si fagos diferentes se
unen a distintos receptores en las bacterias, las mutaciones en un receptor fagico no
alterard la susceptibilidad del mutante a otro fago que se une a un receptor diferente en
la membrana celular bacteriana (Tanji y col., 2004). Cuando analizamos los resultados
obtenidos con los cécteles fagicos a un valor de MOI alto, éste fue capaz de producir
una reducciéon mayor de células viables de STEC464 O157:H7 respecto de los fagos
individuales, alcanzdndose valores de biocontrol de 2,58 log UFC. Esto indica que los
fagos pueden ser de valor préctico si se desarrollan cocteles conteniendo muchos fagos
diferentes, por un lado para reducir la apariciéon de mutantes resistentes y por otro lado
para expandir el rango de hospedador del coéctel. Ademads, el uso de altas
concentraciones de fagos, es decir MOI elevadas, también contribuyé a lograr un
tratamiento efectivo en concordancia con otros autores que han informado que la
utilizacién de concentraciones mayores de fagos generalmente resulta en una mayor
inactivacion (Guenther y col., 2009). Ademads, la cepa DH5a se vio significativamente
reducida solo a 5°C, esta reduccion puede haber sido ocasionada por el mecanismo de
lisis desde afuera (lysis from without, LFW) dado que ésta cepa posee un
lipopolisacarido (LPS) maés corto, siendo mds permisiva y susceptible a este mecanismo.
Por otro lado, para STEC464 O157:H7 a 5°C este mecanismo no se observo asi como
tampoco se obtuvieron reducciones significativas, pudiéndose deberse en este caso a la
ausencia de crecimiento bacteriano necesario para la replicacion del fago. Para los

demads sistemas evaluados no se observaron reducciones significativas cuando se utilizé
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el coctel con la excepcion de algunos casos puntuales. Por ejemplo, a 24°C, el nimero
de células de DH5a no se vio afectado y después de 24 h de incubacién se observd un
recrecimiento bacteriano. Esta recuperacion en el nimero de células puede deberse a
varios factores anteriormente mencionados, por ejemplo, células que escapan al
tratamiento por difusién limitada de los fagos y generando asi una subsiguiente
multiplicacién bacteriana. Otros autores (Abuladze y col., 2008) encontraron resultados
comparables a los obtenidos en esta tesis, obteniendo reducciones de hasta 1,27 log
UFC en carnes rojas utilizando un coctel compuesto de tres bacteriofagos a valores
moderados de MOI, a saber ~5x10*. Adicionalmente, O’Flynn y col. (2004) lograron
reducir por debajo de los niveles de deteccién 10> UFC en siete de nueve muestras de
carne con un coctel de tres fagos especificos para E. coli O157:H7, sin embargo, en
estos experimentos se utilizé una MOI entre uno o dos drdenes de magnitud mayor, a
saber 10°%, que los empleados en el presente trabajo. Los porcentajes de recuperacion
bacteriana desde la matriz cdrnica obtenidos oscilaron entre el 61,4 y el 85,4 %, siendo
similares a los obtenidos para cepas de Salmonella (88,3 %) y Campylobacter (55,4 %)
por otros autores (Bigwood y col., 2008). En algunos sistemas puede observarse una
disminucién inicial en el nimero de células viables, incluyendo los controles sin el
agregado de bacteriofagos. Esto estd probablemente asociado al estrés térmico que
sufren las células bacterianas ademds de una recuperacion variable desde la carne
debido a la adhesion bacteriana.

En los ensayos de biocontrol en productos cérnicos encontramos un aumento en
el nimero de células viables después de 24 h a 24°C, sugiriendo una potencial seleccién
de variantes fagorresistentes bajo estas condiciones de ensayo. Otros autores también
han informado un crecimiento bacteriano posterior durante ensayos in vitro (O'Flynn y
col., 2004). Actualmente, la aparicion de BIMs durante experimentos realizados en
productos lacteos y carnicos es probablemente el impedimento mds importante para el
desarrollo de protocolos exitosos de biocontrol en alimentos mediante la utilizacién de
fagos. Esta aparicion de BIMs que podria poner en peligro la eficacia de un tratamiento
con fagos para asegurar la inocuidad de los alimentos, a menudo se asocia con
mutaciones puntuales en los genes que codifican moléculas receptoras en la superficie
celular bacteriana que comiinmente revierten rapidamente a sensibilidad al fago (Garcia
y col., 2007). Los factores que contribuyen a la resistencia contra un fago litico incluyen
la alteraciéon en la longitud del lipopolisacdrido (LPS), en la regulaciéon de su

produccion, y la pérdida completa de los receptores. Sin embargo, éstas alteraciones le
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proporcionan a la bacteria solo una ventaja temporal en la presencia del fago pero
podrian ser también perjudiciales. Kudva y col. (1999) proponen que las bajas
temperaturas y la ausencia de crecimiento bacteriano favorecen la adsorcion del fago y
la infeccién. Por el contrario, temperaturas mds altas, el crecimiento celular, y el
potencial para la variabilidad fenotipica en la expresion del antigeno O favoreciendo la
supervivencia de las células resistentes a los fagos. Por esto, nos propusimos analizar la
existencia de mutantes insensibles a bacteriofagos (BIMs) espontdneos, presentes de
manera natural en la poblacién bacteriana con el fin de evaluar tanto las frecuencias de
aparicion como la estabilidad en cada uno de los sistemas evaluados. Con respecto al
aislamiento de BIMs, de las dos metodologias utilizadas, el método de cultivo
secundario fue mads eficiente que el de aislamiento en carne para la obtencién de
mutantes fagorresistentes debido a que en el primero se observé una mayor
recuperacion de BIMs confirmados. Ademads, la obtencion de mutantes confirmados fue
mds eficiente cuando se utiliz6 el fago DTS5, ya que el 100 % de las variantes
presuntivas obtenidas presentaron el fenotipo de resistencia, mientras que para los fagos
DT1 y DT6 solo se obtuvo un 55 y 40 % de BIMs confirmados, respectivamente.
Posterior a la confirmacion se determiné la frecuencia de aislamiento de BIMs para
cada sistema cepa/fago. Como se inform¢ anteriormente para otros sistemas (O'Flynn y
col., 2004), todos los BIMs de E. coli O157:H7 presentaron una frecuencia de aparicién
baja frente a fagos pertenecientes a la familia Myoviridae. Estos autores encontraron
que las frecuencias de aislamiento oscilaron entre 1,1x10° y 1,9x106, sin embargo, para
BIMs provenientes del enfrentamiento con un fago de la familia Siphoviridae, la
frecuencia observada fue superior, a saber 3,3x10*. Las variantes fagorresistentes
aisladas en esta Tesis presentaron frecuencias de aislamientos bajas, en el rango de
3,7x107 y 1,8x10, comparables e incluso inferiores a las obtenidas para la familia
Mpyoviridae por O’Flynn y col. (2004). La estabilidad de la fagorresistencia present6 una
amplia variabilidad, y sin bien deberia evaluarse un mayor nimero de mutantes, la
estabilidad de los BIMs estaria asociada a cada sistema y condicién en particular
dependiendo del tipo de alteracion sufrida por la bacteria para ser insensible al ataque de
cada fago especifico. El razonamiento detras de esta hipdtesis es que la alteracién de un
receptor fagico esencial para la supervivencia de una bacteria generard BIMs inestables
para un determinado fago que lo utilice, mientras que la alteracion de un receptor fagico
no esencial producird BIMs mads estables para otro fago que se una a éste, en ambos

casos, dependiendo y siempre teniendo en cuenta las necesidades y limitaciones
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metabdlicas de cada bacteria en una condicién determinada. En nuestros ensayos los
BIMs obtenidos bajo la presion selectiva de los fagos DT1 y DT6 mostraron una
estabilidad moderada oscilando entre el tercer y séptimo subcultivo, presentando DT1
los mayores niveles de estabilidad, contrariamente, los mutantes aislados utilizando el
fago DTS presentaron los menores niveles de estabilidad. Ademads, no se encontrd una
diferencia en la estabilidad entre los BIMs provenientes de carnes y de cultivo
secundario. Por otro lado, al analizar la reversion del fenotipo fagorresistencia
encontramos que después de ser propagado a través de 50 generaciones, solo un BIMs
proveniente de la exposicion a DT6 fue susceptible a este fago, es decir, revirti6 el
fenotipo, mientras que los demas BIMs analizados, resistentes a DT1 o DT6, no
mostraron reversion al fenotipo de sensibilidad. En resumen, todos los BIMs
presentaron una baja frecuencia de aparicion (Garcia y col., 2007) y una estabilidad
variable (O'Flynn y col., 2004) en concordancia con los resultados obtenidos por otros
autores para sistemas S. aureus/fago y E. coli O157:H7/fago, respectivamente. Estos
hallazgos sugieren que los BIMs de E. coli no deben impedir el uso de fagos como
herramientas de control bioldgico, principalmente debido a la baja frecuencia de
aparicion observada para todos los fagos evaluados. En nuestros ensayos el céctel de
fagos redujo la aparicién de BIMs presuntos, sin embargo, se necesitan mas estudios
para evaluar las condiciones 6ptimas que permitan la reduccién de apariciéon de BIMs
tales como las mencionadas anteriormente, a saber, la adiciéon de mas fagos diferentes
en la mezcla de un cdctel.

Respecto de la problematica de la contaminacidn de productos lacteos por cepas
patogenas de E. coli, los bovinos son un reservorio de E. coli y la contaminacién fecal
pueden ocurrir durante el ordefie (Fremaux y col.,, 2008) asi como después de la
pasteurizacion. Sin embargo, los informes relacionados con el control biolégico de E.
coli en leche utilizando fagos son muy escasos. Los cultivos iniciadores lacticos se
componen de bacterias del acido lactico (BAL) pertenecientes a géneros tales como
Streptococcus, Lactobacillus, Lactococcus y Leuconostoc y proporcionan una funcién
de proteccion por si mismos a través del proceso de fermentacién. Sin embargo, la
contaminacion de la materia prima después del proceso de pasteurizacion puede
conducir a la reduccidn en la eficiencia de estas BAL, modificando la calidad y el sabor
de los productos finales y causando pérdidas econémicas para los productores asi como
intoxicacién en los consumidores. Por otra parte, algunos productos ldcteos se elaboran

con leche cruda, otra de las principales preocupaciones en materia de inocuidad
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alimentaria. Tanto en la industria carnica como en las lacteas utilizan métodos fisicos y
quimicos para la conservacién con los mismos efectos indeseables. Debido a la alta
sensibilidad al calor de estos patégenos, los tratamientos térmicos son los mds
ampliamente aplicados con el fin de inactivarlos cuando estdn presentes en leche cruda.
Sin embargo, el problema no puede ser resuelto si se producen contaminaciones post-
pasteurizacidn ya que se demostrd la supervivencia de E. coli O157:H7 después de 28
dias en leche a 5°C (Wang y col., 1997) y después de 21 dias en suero de queso a 4, 10
o 15°C (Marek y col., 2004). Las consecuencias podrian ser aun peor si tenemos en
cuenta que las temperaturas de pasteurizacion no fueron validadas para toxina Shiga
libre (Rasooly y Do, 2010), la cual requiere 5 minutos a 100°C para su inactivacion. Por
lo tanto, la posible persistencia de la toxina resistente al calor refuerza la necesidad de
un método para controlar el patégeno durante el crecimiento temprano con el fin de
bloquear su produccién. Estudios epidemioldgicos llevaron al aislamiento de E. coli
O157:H7 de los tubos de conduccion de la leche y equipos de envasado en plantas de
productos lacteos, indicando una pasteurizacién inadecuada o una contaminacién post-
pasteurizacién. Como consecuencia, muchos estudios han hecho hincapié en el disefio y
la aplicaciéon de varias estrategias complementarias para reducir la incidencia de
enfermedades transmitidas por alimentos relacionadas con los productos lacteos (Viazis
y Diez-Gonzilez, 2011).

Por lo antes dicho, luego de estudiar el efecto de los fagos sobre cepas patégenas
de E. coli sobre productos carnicos asi como de evaluar la potencial nocividad de BIMs,
nos propusimos realizar ensayos de biocontrol sobre productos lacteos, en primera
instancia durante un proceso de fermentacién lactica y luego durante un proceso de
cuajado. Los fagos DT1 y DT6, ya sea solos o mezclados en un coctel, fueron evaluados
por su eficacia para inhibir el crecimiento de E. coli durante la fermentacién de leche. El
crecimiento de Streptococcus thermophilus 10-C fue similar en todos los experimentos,
asi como el descenso del pH, independientemente de la presencia de las cepas de E. coli
y de los fagos ensayados. Otros autores encontraron que en presencia de fagos liticos
contra S. aureus tanto los cultivos iniciadores como el pH no se vieron afectados y
evolucionaron a su tasa normal durante experimentos de cuajada 4cida (Garcia y col.,
2007). Los fagos se vieron reducidos en su nimero a través de los experimentos, el pH
bajo y el 4cido lactico acumulado podrian estar relacionados con la inactivacion parcial
de los fagos observada al final del proceso de fermentacién. Garcia y col. (2007)

observaron un aumento en el titulo fagico en el periodo donde se observé la reduccién
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bacteriana, sin embargo, al finalizar los experimentos de cuajada dcida observaron una
disminucién en la viabilidad fagica similar a las obtenidas en el presente estudio. En
cuanto a las cepas de E. coli, algunas fueron eliminadas completamente mientras que
otras presentaron un recrecimiento posterior, hecho observado por otros autores para
Enterobacter sakazakii (Kim y col., 2007) en leche y L. monocytogenes (Guenther y
col., 2009) en leche chocolatada. Por ejemplo, Kim y col. (2007) encontraron que la
concentracién de fago entre 107 y 10° UFP/ml (MOI = 10° a 107) fue capaz de inhibir
significativamente el crecimiento de Enterobacter sakazakii en férmula reconstituida
para lactantes, aunque de una manera dependiente de la concentracién ya que las
concentraciones de fagos mas bajas resultaron en un recrecimiento de Enterobacter
sakazakii. Los fagos ensayados en este estudio mostraron actividad bacteriostdtica
seguida del recrecimiento bacteriano mencionado, sin embargo en los ensayos en
cuestion se utilizaron fagos individuales. Por otro lado, otros autores encontraron una
actividad bacteriolitica (Zuber y col., 2008), en donde un cdctel de cinco fagos a una
MOI de 10° eliminaron completamente a Enterobacter sakazakii. Adicionalmente,
Moradpour y col. (2009) evaluaron un bacteriofago modificado genéticamente a una
MOI de 100 para reducir E. coli O157:H7 en leche (1x107 UFC/ml) y, si bien después
de 120 min obtuvieron una reduccién muy significativa (6 log UFC), no se observo la
eliminacién completa del patégeno. Por otro lado e independientemente de la presencia
de fagos, se observd una disminucion en la viabilidad de las cepas de E. coli como
resultado del bajo pH alcanzado durante la acidificacidn, resultando las cepas DH5a y
STEC O157:H7 las mas afectadas. Aunque la acidez es conocida por afectar el
crecimiento y la supervivencia de las cepas EPEC y STEC, los valores de pH
alcanzados durante la fermentacion de leche no son suficientes para garantizar su
inactivacion (Farrokh y col., 2012). Por otra parte, se ha sugerido que la adaptacion
dcida a un pH no letal podria aumentar la supervivencia de E. coli O157:H7 (Jordan y
col., 1999). El efecto antagonista de los acidos orgénicos, peréxido de hidrégeno y
bacteriocinas producidas por cepas iniciadoras en lacteos también puede contribuir a la
inhibicion de E. coli (Akpinar y col., 2011). Sin embargo, el efecto inhibidor del pH
bajo se observé sélo después de que ocurrié una multiplicacion considerable de E. coli,
cuando el riesgo de la acumulacién de la toxina Shiga es alta. Por consiguiente, y
teniendo en cuenta nuestros resultados, el uso de los fagos DTl y DT6, ya sea
individualmente o como un cdctel, podria ser una herramienta valiosa para el control del

crecimiento temprano de E. coli, especialmente de STEC O157:H7, limitando la
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produccion y acumulacion de toxinas. Vale la pena sefialar que los fagos DT1 y DT6
fueron mas eficaces como un céctel que individualmente ya que la inactivacion total del
agente patégeno STEC O157:H7 se logré después de 1 h de incubacién en el primer
caso mientras que se necesité al menos 8 h para los fagos individuales. O'Flynn y col.
(2004) también reportaron tiempos de inactivacién mds cortos cuando se utiliza un
coctel de fagos durante ensayos in vitro. Por otro lado, los agentes patégenos EPEC920
y STEC no-O157 ARG4827 no fueron eliminados por los fagos DT1 y DT®6,
respectivamente. La infeccion fagica exitosa y la muerte del hospedador depende en
gran medida de la MOI (Cairns y col., 2009). La MOI utilizada para la cepa STEC no-
O157:H7 y EPEC920 puede no ser lo suficientemente alta para conseguir un control
biolégico completo, aunque la reduccién del recuento de células viables de esas cepas
reduciria la posibilidad de la produccién de toxinas. Otros autores coinciden en gran
medida en la utilizacion de MOIs elevadas para obtener mayores reducciones
bacterianas en matrices alimenticias (por ejemplo, MOI = 10°, O'Flynn y col., 2004;
6x107 UFP/cm?, Carlton y col., 2005), mientras que los tratamientos con valores
menores de MOI eventualmente conducen al recrecimiento bacteriano. Teniendo en
cuenta lo anterior y evaluando los resultados alentadores obtenidos con las cepas DHS5a
y STEC O157:H7, los fagos pueden ser concentrados atin mds, hasta aproximadamente
102 UFP/ml utilizando PEG8000 y gradientes de CsCl, para ensayar si MOIs mds
elevados permiten una inactivacién total de STEC no-O157 y EPEC.

A continuacién se evaluaron los fagos DT1 y DT6, ya sea solos o mezclados en
un coctel, por su eficacia para inhibir el crecimiento de E. coli durante un proceso de
cuajado enzimatico. En la mayoria de los ensayos el titulo fagico se mantuvo constante
con la excepcion del sistema céctel/DHSa en el cual se observd una leve disminucion
luego de 24 h de incubacién. En los ensayos realizados por Garcia y col. (2007)
observaron una viabilidad fagica similar a las obtenidas en nuestros ensayos durante un
proceso de cuajado enzimatico, donde el titulo figico permanecid estable a través de
todo el experimento.

Respecto de las cepas de E. coli, algunas fueron eliminadas completamente
mientras que otras permanecieron a niveles detectables, sin embargo, ninguna presentd
un recrecimiento posterior al final del experimento. Las cepas EPEC920 y STEC no-
0157 se comportaron de manera similar a los experimentos en fermentos, siendo estos
los sistemas que mostraron la menor reducciéon frente a los fagos DTI1 y DT6,

respectivamente. La MOI empleada en la cepa STEC no-O157 fue de 5,4x10!, por lo
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que esto podria explicar la baja reduccién en el niimero de células viables observada, sin
embargo, para la cepa EPEC920 se utilizé una MOI de aproximadamente de 3x10%, lo
suficientemente alta como para alcanzar reducciones elevadas aunque siempre mostro,
por un lado un crecimiento activo en cuajada con un minimo efecto bacteriolitico al
final del experimento, y por otro lado un efecto a lo sumo bacteriostitico en suero
después de 2 h de incubacién. Por otro lado, en ausencia de fagos y a diferencia de los
experimentos en fermentos, no se observo una disminucién en la viabilidad de las cepas
de E. coli. Esto puede deberse en parte a que, a diferencia de los fermentos, en el
cuajado enzimdtico se da una disminucién minima, hasta ~ 6,5, en el valor del pH, ya
que se sabe que el pH bajo tiene una influencia directa sobre la inactivacion parcial de
cepas de E. coli (Farrokh y col., 2012).

Vale la pena sefialar que, al contrario que en los ensayos en leche fermentada,
los fagos DT1 y DT6 fueron mas eficaces individualmente que formando parte de un
coctel ya que la inactivacion total del agente patégeno STEC O157:H7 se logrd después
de 1 h de incubacién con los fagos individuales mientras que se detectaron células
viables hasta 4 h de incubacién para los fagos combinados. Contrariamente y a pesar de
que se utilizé una MOI menor en comparacion con la utilizada para STEC O157:H7, la
cepa DH5a fue rdpida y completamente inactivada tanto en suero como en cuajada por
el coctel fagico. En estudios que emplearon cocteles de fagos liticos como herramientas
de biocontrol de S. aureus durante la produccién enzimatica de cuajada obtuvieron
reducciones de células viables comparables a las obtenidas en este estudio (Garcia y
col., 2007). Los estudios de biocontrol durante estos procesos de elaboracién se han
focalizado sobre patégenos distintos a E. coli. Respecto de Salmonella, Modi y col.
(2001) ensayaron la actividad del fago SJ2 durante la produccion y el almacenamiento
de queso Cheddar. Ellos concluyeron que la adicién del fago SJ2 a la leche utilizada
para la producciéon de queso eliminé completamente y redujo significativamente el
nimero de Salmonella Enteritidis en queso hecho de leche pasteurizada y cruda sin
pasteurizar, respectivamente. Sin embargo, el ndmero relativamente elevado de
Salmonella Enteritidis en la leche inoculada artificialmente (4 log UFC/ml) puede no
ser encontrado bajo condiciones normales de producciéon de quesos comerciales.
Listeria monocytogenes es una bacteria ambiental resistente a tratamientos fisicos,
quimicos y a agentes bioldgicos (Pearson y Marth, 1990; Tasara y Stephan, 2006).
Aunque la pasteurizacion sea un tratamiento seguro, existe el riesgo de recontaminacion

por parte de este patégeno especialmente en productos lacteos tales como el queso

122



Discusion

blando. La aplicacion del fago de L. monocytogenes P100 en un modelo de superficie
del queso artificial y durante un proceso de produccién de queso comercial, tanto dosis
repetidas de fagos a alta concentracién como una sola dosis utilizando un volumen maés
grande para optimizar la distribucién del fago en la superficie del queso, inactivo
completamente a L. monocytogenes, sin observarse un recrecimiento posterior (Carlton
y col., 2005). Por otro lado, un fago relacionado a P100, a saber A511, se evalud por
Guenther y col. (2009) para el biocontrol en queso mozzarella contaminado
artificialmente con L. monocytogenes y las reducciones obtenidas oscilaron entre 2,3 -
5,0 log UFC después de 6 dias a 6°C. Ademds, un experimento prolongado de més de
13 dias a 6°C en queso mozzarella dio lugar a la erradicacién completa del patdégeno.

En los ensayos de biocontrol en alimentos anteriormente citados cabe destacar
que independientemente del patégeno que este siendo evaluado todos los autores
emplearon un valor de MOI elevado para eliminar u obtener reducciones bacterianas
significativas, a saber Guenther y col. (2009) utilizé6 una MOI de 3x10°, Modi y col.
(2001) una de 10*, mientras que Carlton y col. (2005) emplearon el valor mds elevado,
siendo este de 3x109.

Finalmente evaluamos la descontaminacién de superficies s6lidas empleando
cocteles de bacteriofagos. En la industria carnica asi como en el hogar de los
consumidores se emplean maquinarias y utensilios como picadoras de carne, tablas de
picar y cuchillos. Estos son una potencial via de contaminacién de otros alimentos,
hecho también conocido como contaminacién cruzada, debido a una mala higiene o a la
manipulacidn simultdnea de una superficie sélida con alimentos de origenes diferentes.

La contaminacion de los equipos de procesamiento de alimentos, superficies e
instalaciones por bacterias patégenas tales como E. coli, Salmonella spp. y L.
monocytogenes puede ser un problema grave (Abuladze y col., 2008). Algunas bacterias
se adhieren a las superficies como su forma predominante de supervivencia en la
naturaleza (Lindsay y Von Holy, 1999) y pueden sobrevivir en las manos, esponjas,
pafios, utensilios y monedas por horas o dias después del contacto inicial (Scott y
Bloomfield, 2008). La descontaminacién representa un gran desafio debido al aumento
de la resistencia de muchas bacterias potencialmente patégenas a los desinfectantes
tradicionales tales como el dcido hipocloroso y el cloruro de benzalconio (Davidson y
Harrison, 2002). Ademds, muchos desinfectantes quimicos pueden ser corrosivos y
téxicos, por lo tanto, inaceptable para su uso en alimentos o en superficies que entran en

contacto directo con los alimentos, por esto, los fagos pueden considerarse como una
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potencial alternativa o complemento a los desinfectantes quimicos para el biocontrol en
superficies de procesamiento de alimentos. Por otro lado, la aparicién de cepas
resistentes a antibidticos de patégenos transmitidos por los alimentos ha generado un
mayor interés en el desarrollo de tratamientos bactericidas alternativos, por ejemplo, los
bacteriofagos (Merrill y col., 1996). Como resultado de los antes dicho, son necesarios
nuevos y novedosos enfoques para contribuir a la prevencion de enfermedades causadas
por bacterias patdgenas, ya sea previniendo la ingestion de alimentos contaminados por
E. coli O157:H7 y por otro lado asistiendo en la descontaminacién de superficies de
procesamiento de alimentos y equipos que potencialmente pueden contaminar un
alimento. El interés por los bacteriofagos es impulsado por la demanda de métodos no
antibidticos y naturales que puedan cumplir con los estdndares de alimentos orgdnicos
para reducir los patégenos en los alimentos (OMRI, 2010). Una de sus ventajas es la
especificidad, que permite su uso como biocidas para inactivar bacterias patogenas en
situaciones que se basan en la presencia de la flora natural para lograr, por ejemplo, la
fermentacién deseada de los productos cdrnicos (Ammor y col., 2004). Idealmente,
estos nuevos enfoques deberian ser eficaces, seguros y econdémicos. Los bacteriofagos
liticos cumplen estos tres requisitos por lo que podrian constituir una nueva herramienta
en la lucha contra la resistencia bacteriana.

El objetivo de estos ensayos fue determinar el efecto del cdctel de fagos en la
viabilidad de «cepas de E. coli patégenas sobre superficies inanimadas
experimentalmente contaminadas en materiales cominmente encontrados en plantas de
procesado de alimentos asi como en el hogar. Tanto en los cubreobjetos de vidrio como
sobre las fichas de acero inoxidable los cocteles de fagos resultaron ser muy eficaces a
ambas temperaturas para el biocontrol de las cepas patdgenas de E. coli evaluadas. Las
reducciones obtenidas en cubreobjetos de vidrio alcanzaron valores de hasta 5 log UFC,
lograndose, en la mayoria de los casos, la eliminacién completa del patégeno. Sin
embargo, en algunos casos no se obtuvo la eliminacién completa y en otros casos, en
donde no se pudo detectar el patégeno en los primeros tiempos de muestreo, se observéd
un recrecimiento posterior. En los ensayos realizados a 5°C y cuando el patégeno no se
pudo eliminar, a saber STEC no-O157, no se observé un recrecimiento, mientras que en
los ensayos donde no se pudo detectar en los tiempos de muestreo anteriores, el
recrecimiento observado fue minimo y de aproximadamente 1 log UFC. Por otro lado,
en un unico caso se observd un recrecimiento hasta alcanzar los 6 log UFC a 37°C,

aunque este recrecimiento siempre fue significativamente menor al control sin fago. Un
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estudio reciente realizado por Abuladze y col. (2008) informaron que altos niveles (10'°
UFP/ml) de una mezcla de tres bacteriofagos liticos inactivaron el 99,99% de una
mezcla de tres E. coli O157:H7. Ademds, la reduccién permaneci6 significativa, siendo
aproximadamente del 98 y del 94%, con la mezcla de fagos diluida 10 y 100 veces (10°
UFP/ml y 108 UFP/ml), respectivamente, sobre cubreobjetos de vidrio impregnados con
materia orgdnica seca. De los datos aportados por estos autores se puede ver la relacion
directa que hay entre la concentracion de fagos y la reduccién en el nimero de células
viables de los patégenos evaluados.

Respecto del biocontrol sobre acero inoxidable, todas las cepas de E. coli
evaluadas fueron eliminadas completamente a 5°C y no presentaron un recrecimiento
posterior. A 37°C, se observé una disminucion progresiva en el nimero de bacterias, no
pudiéndose detectar ninguna célula viable a las 3 h de incubacién, sin embargo, las
cepas EPEC920 y STEC O157:H7 (464) presentaron un recrecimiento posterior. La
cepa EPEC920 desarroll6 hasta un orden de magnitud de 3 log UFC, aunque la
reduccion en el nimero de células viables respecto del control fue mayor a 5 log UFC,
es decir, se obtuvo un buen nivel de biocontrol. Por otro lado, la cepa shigatoxigénica
creci6 hasta aproximadamente 6 log UFC solo cuando se inocul6 el acero inoxidable a
alta concentracion bacteriana, posiblemente debido a la MOI baja utilizada, sin
embargo, y a pesar del recrecimiento, aun se diferencid significativamente del control.
Viazis y col. (2010) obtuvieron resultados similares a los obtenidos en este estudio,
observando reducciones que oscilaron entre 0,52 y 2,05 log UFC a 4°C y entre 1,90 y
5,25 log UFC a 37°C. Otros investigadores han informado que los bacteriofagos fueron
capaces de inactivar eficazmente patogenos bacterianos cuando se encuentran unidos a
superficies duras que se encuentran en entornos de procesamiento de alimentos, pero
s6lo a valores de MOI de 1x10° (Abuladze y col., 2008; Hibma y col., 1997) o
superiores (1x10%) (Sharma y col., 2005). Otros autores obtuvieron niveles de biocontrol
moderados utilizando altos valores de MOI, por ejemplo, un estudio realizado por
Sharma y col. (2005) traté de determinar la eficacia del bacteriofago litico KH1 contra
dos cepas de E. coli unidas a fichas de acero inoxidable. Poblaciones iniciales de células
unidas de 2,6 log UFC/ficha de ambas cepas se redujeron en 1,2 log UFC/ficha durante
el tratamiento con el fago KHI1 a 7,7 log UFP/ml durante 4 dias a 4°C utilizando una
MOI de aproximadamente 1x10°. Respecto de otros patégenos, en un estudio realizado
por Roy y col. (1993), se utilizaron fagos para la desinfeccion de superficies de acero

inoxidable y de polipropileno contaminadas con dos cepas de L. monocytogenes a
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temperatura ambiente. Ellos encontraron que la mezcla de fagos, a una MOI de
aproximadamente 1x10% fue capaz de reducir los niveles de bacterias por 3,7 y 3,5 log
UFC después de una hora en acero inoxidable y polipropileno, respectivamente. Otros
autores encontraron que utilizando como herramienta de biocontrol el fago P100, las
reducciones en el nimero de células viables de L. monocytogenes en acero inoxidable
oscilaron entre 3,5 y 5,4 log UFC después de 24 h de incubacién (Soni y Nanapanenni,
2010). En nuestro estudio, y a valores de MOI y condiciones de temperatura similares a
las citadas previamente, obtuvimos una inactivacién de aproximadamente 6 log UFC/ml
de E. coli después de una hora de tratamiento. Por otro lado y considerando condiciones
un poco mas realistas, los niveles de E. coli utilizados en nuestro estudio fueron 50 a
5.000 veces mads alta que los encontrados en alimentos o superficies contaminadas
naturalmente, por lo tanto, y considerando todo lo antes mencionado, los bacteriofagos
podrian ser ttiles para descontaminar superficies duras de procesamiento de alimentos.
Cabe destacar que la mayoria de las investigaciones realizadas hasta la fecha
tanto en productos alimenticios, carnicos y lacteos, como en superficies solidas, estan
enfocadas especificamente al biocontrol de cepas pertenecientes al serogrupo O157:H7.
Patégenos transmitidos por alimentos como EPEC y STEC no-O157 también se
encuentran, ademds del alimento, en los ambientes donde éstos se procesan (Kaspar y
col., 2010; FDA, 2012). Los fagos utilizados en el presente estudio son liticos para
cepas de E. coli pertenecientes a diferentes serogrupos (0157 y no-O157) y virotipos
(STEC y EPEC), por lo tanto tienen una mayor cobertura sobre el rango de patégenos
que se pueden encontrar en productos cdrnicos y lacteos y sobre las superficies de

procesamiento de alimentos.
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CONCLUSIONES

Se aislaron bacteriofagos liticos para cepas de E. coli, posteriormente
analizamos su morfologia asi como la presencia de genes potencialmente nocivos. Por
otro lado, caracterizamos sus actividades liticas in vitro tanto en caldo como en distintas
matrices alimenticias para evaluar su uso como agentes de biocontrol de STEC y EPEC.
Evaluamos y caracterizamos los mutantes fagorresistentes llamados BIMs.
Adicionalmente, se evalué la eficacia de tratamiento con fagos sobre superficies s6lidas
emulando superficies potencialmente contaminadas que se pueden encontrar en un
ambiente industrial.

En el presente trabajo de Tesis se lograron aislar seis bacteriofagos desde
materia fecal humana de composicién diarreica que presentaron un caricter litico solo
frente a cepas patdgenas de E. coli.

A través de estudios moleculares fue posible determinar la ausencia de los genes
de patogenicidad stx1, stx2, eaeA, LTI y STI en los seis bacteriofagos.

Segin las microscopias electrénicas, los fago DT1 y DT6 forman parte de la
familia Myoiviridae con dimensiones morfoldgicas acordes a la familia fagica y a la
especie bacteriana.

Con respecto a la influencia de pardmetros fisicoquimicos, en general los fagos
evaluados mostraron una actividad litica alta con excepcion de los extremos evaluados,
a saber tanto pH como temperaturas bajas. Por otro lado, se observé una gran
estabilidad en el titulo de fagos durante el almacenamiento refrigerado a 4°C.

Cuando se evalud la interaccién con sus cepas sensibles, se observo que los
fagos DT1, DT2 y DTS5 resultaron infectivos para un ntumero reducido de cepas
mientras que los fagos DT3, DT4 y DT6 resultaron infectivos para un elevado nimero
de cepas patdgenas E. coli.

Los ensayos posteriores se realizaron sobre el fago DT1 y DT6 por ser, entre los
fagos Myoviridae seleccionados, los que presentaron los rangos de hospedador mads
contrastantes. Ademads, en algunos casos el fago DT1 se reemplazé por DTS5 debido a la
resistencia a DT1 por parte de la cepa STEC no-O157:H7 ARG4827.

Continuando con la interaccién fago-cepa, los fagos DT1 y DT6 presentaron
tiempos y nimeros de eclosion similares. Adicionalmente, las eficiencias de plaqueo

(EOP) variaron de acuerdo al sistema evaluado.
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En los ensayos de adsorcion, la utilizaciéon de peryodato y proteinasa K
permitieron evidenciar la naturaleza hidrocarbonada de los receptores fagicos utilizados
por los fagos DT1, DTS y DT6.

Los ensayos de challenge in vitro permitieron evidenciar una alta eficiencia litica
de los fagos evaluados frente a sus cepas sensibles. Especificamente, pudimos observar
una mayor actividad litica a la mayor temperatura evaluada, sin embargo, en la mayoria
de los casos obtuvimos valores de reduccidn significativos a la menor temperatura. Por
otro lado, en la mayoria de los tratamientos a 37°C, el céctel de bacteriofagos fue el mas
efectivo para reducir la poblacién bacteriana. Ademads, si bien la evolucién del recuento
fagico durante los experimentos varié a lo sumo en 1 log UFP/ml, los fagos
permanecieron en un nimero elevado.

Cuando se evalu6 el potencial de los bacteriofagos para ser utilizados como
agentes de biocontrol en productos carnicos, encontramos que los cécteles produjeron
las mayores reducciones de células viables y concluimos que al utilizar tanto una mayor
concentracion como una mayor variabilidad de fagos contribuyen a un mayor nivel de
biocontrol en esta matriz alimenticia.

También fuimos capaces de aislar BIMs, o mutantes insensibles a bacteriofagos,
utilizando dos metodologias diferentes. Al evaluar la frecuencia de aparicién para cada
sistema estudiado y la estabilidad y reversién de cada BIM aislado concluimos que,
principalmente debido a su baja frecuencia y estabilidad, los mutantes fagorresistentes
no representan un obstdculo para la utilizacién de fagos como una herramienta de
biocontrol en productos carnicos.

Con respecto al potencial de los fagos como estrategia de biocontrol en
productos lacteos, se observd que fueron eficaces para reducir significativamente
poblaciones de cepas patogenas de E. coli y que presentaron un alto nivel de estabilidad
en este tipo de productos considerando los valores de pH alcanzados. Por otro lado,
tanto los cultivos iniciadores, a saber Streptococcus thermophilus, como la evolucién
general de los pardmetros normales del proceso de manufactura del fermento lacteo
como del proceso de cuajado, no se vieron afectados por la adicién exdgena de
bacteriofagos. Ademads, y a nuestro conocimiento, en este trabajo se propuso por
primera vez el uso de fagos como agentes de biocontrol de STEC y EPEC durante un
proceso de fermentacion.

Finalmente analizamos la actividad litica de los fagos sobre superficies sdlidas, y

en lineas generales, presentaron un alto nivel de eliminacién de los patdgenos
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evaluados, sin embargo, de los experimentos se pudo evidenciar para algunos casos que
es necesario aplicar una mayor concentracion de fagos en los cdcteles evaluados con el
fin de evitar posteriores recrecimientos bacterianos. Por lo tanto, su aplicacién podria
disminuir la carga bacteriana contenida en superficies de maquinarias o utensilios tanto
en ambientes industriales como en el hogar. Por lo antes dicho, resultaria indispensable
llevar a cabo estudios relacionados a las distintas condiciones ambientales para poder
disefar estrategias para su utilizacion en plantas industriales.

En resumen, en este trabajo de Tesis se plante6 un método de aislamiento de
fagos, luego se caracterizaron para posteriormente optimizar el protocolo sobre distintos
sistemas, es decir suministro y nimero de fagos, temperatura y densidad bacteriana,
para ser utilizados como agentes de biocontrol de E. coli patdégenas tanto en matrices

alimenticias como sobre superficies inanimadas.
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