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RESUMEN

La leche es un alimento ampliamente usado debido a su aporte nutricional y
versatilidad para la elaboracion de diversos productos. Los productos fermentados,
como el yogurt, se basan en la adicion de bacterias acido lacticas (BAL) que
acidifican el medio. Las BAL usualmente empleadas son Streptococcus thermophilus
y Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus. Sin embargo, pueden sufrir el ataque
de bacteriéfagos, los cuales causan una lenta acidificacion o incluso inhiben la
actividad fermentadora de las BAL. Ensayos microbiologicos y moleculares se han
desarrollado para la identificacion de bacteriofagos.

En el presente trabajo, se emplearon ensayos microbiolégicos (doble capa) y
moleculares (PCR) para la identificacion de fago en muestras lacteas, usando S.
thermophilus y Lb. delbrueckii como bacterias huésped. Se presentd baja incidencia
de fagos para ambas bacterias, siendo Lb. deldrueckii la cepa mas sensible a la
infeccion. La leche cruda resultdé ser la principal fuente de ingreso al proceso de
fermentacion, con titulos maximos de 10° UFP/mL. No se logré la amplificacion del
ADN virico obtenido, sugiriendo que los oligos no corresponden a las especies
analizadas durante el ensayo de especificidad. El fago control (ATCC 8014 — B2)
logré identificarse con la metodologia desarrollada, demostrando la eficiencia y
sensibilidad de los ensayos de PCR.

Las perspectivas a trabajos futuros se orientan a la secuenciacion y analisis del ADN
virico obtenido para su posterior clasificacion. Al analizar las distintas muestras
lacteas positivas a fagos, seria posible identificar las especies viricas presentes en
la planta de procesamiento.



1. ANTECEDENTES

1.1 La leche.
La leche es uno de los alimentos méas antiguos utilizados por el hombre y constituye
una parte importante de la dieta habitual, debido a su contenido alto de proteinas,
vitaminas y minerales. La industria lactea es una industria global que juega un
papel muy importante en el sector agricola de paises industrializados como
aquellos en vias de desarrollo. En 2016 de acuerdo a la FAO se estim6 una
produccion mundial de leche de 817 millones de toneladas. Sin embargo, las
tendencias hasta 2025 sugieren que la produccion de productos lacteos aumentara
en unrango 6 - 20 % (OECD/FAOQ, 2016). De acuerdo a la Federacién Internacional
de Productos Lacteos (IDF, 2018), la produccién global de leche (vaca y bufala) ha
incrementado 2.2 % por afio en los dltimos 7 afnos (2010 - 2017) alcanzando un
nivel de 849 millones de toneladas de leche producida en 2017. Los paises
desarrollados aportan dos tercios de la produccién mundial y los paises en vias de
desarrollo solo un tercio. La produccion global de leche se realiza principalmente
por cinco especies: vaca, bufala, cabra, oveja y camella. Sin embargo, la
produccién de leche de vaca representa un 83.1 % de la producciéon mundial. Un
litro de leche proporciona el 100 % de calcio que requiere un humano adulto, 67 %
del fésforo, 66 % de la vitamina B12, 49 % de la proteinas, 30 % de la vitamina A,
19 % de la vitamina C y 3 % del hierro (Spreer, 2017). Biol6gicamente, la leche es
un liquido secretado por las glandulas mamarias de las hembras de los mamiferos,
tras el nacimiento de la cria y cuya misidon es satisfacer los requerimiento
nutricionales del recién nacido. Sin embargo, partiendo desde un punto de vista
legal, la leche se considera un producto integro, no alterado ni adulterado y sin
calostro, proveniente del ordefio higiénico, regular, completo e ininterrumpido de
las hembras mamiferas domeésticas sanas y bien alimentadas (Gil, 2017). A lo largo
de los afos, diversos productos derivados de la leche han sido producidos y esta
lista aumenta cada dia. Antes de la industrializacion de la leche, solamente se
elaboraban productos que conservaban los componentes insolubles de la leche

(caseinas y grasa) como la nata, mantequilla y quesos. Actualmente, las



posibilidades se han multiplicado y en el mercado pueden encontrarse desde
leches condensadas, evaporadas, productos obtenidos del suero como el
requeson, hasta otros productos obtenidos a partir de la fermentacion de la leche
(Spreer, 2017). En la actualidad, la elaboracion de productos a base de leche
ocupa el tercer lugar dentro del producto interno bruto de la industria alimentaria
(SE, 2018).

1.2 Leches fermentadas: yogurt.
Las leches fermentadas se definen como productos elaborados a partir de leche de
diferentes especies de animales, homogeneizada o no, tratada térmicamente y
fermentada por microorganismos especificos. Las leches fermentadas reciben mas
de 400 nombres genéricos que difieren de acuerdo al tipo de leche utilizada (vaca,
cabra, oveja y bufala) y de las especies microbianas utilizadas para su elaboracion
(Rodriguez y Martinez, 2014). La clasificacion de las leches fermentadas toma en
cuenta no sélo los microorganismos que dominan la microbiota, sino también los
productos metabdlicos producidos. Tipo | constituidos por leches fermentadas en las
que la fermentacién es dirigida sélo por bacterias acido lacticas. Tipo IlI: la
fermentacion es dirigida por bacterias &cido lacticas y levaduras. Tipo Ill: son
aquellas cuya microbiota.esta formada por bacterias acido lacticas mesdfilas y por el
hongo Geotricum candidum (Fox y col., 2017). El yogurt pertenece al tipo |. Debido a
la composicion compleja de la leche, en ésta pueden desarrollar diversos
microorganismos, bacterias deterioradoras, patdgenos y algunos otras propias de la
leche como las bacterias acido lacticas o BAL (Ly-Chatain y col., 2011). Estas
Ultimas, son bacterias de importancia industrial ya que son empleadas en una amplia
variedad de productos fermentados a partir de leche. La actividad acidificante es la
funcidn tecnologica mas importante de las BAL. Esta capacidad ademas de las
actividades proteoliticas y enzimaticas, guia la seleccion de cepas para dar forma a
los cultivos iniciadores que muestran un comportamiento diferente de acuerdo con el
producto deseado (Quiberoni y col.,, 2003). El yogurt es un producto lacteo
fermentado que resulta del desarrollo de dos bacterias acido lacticas termofilas,

tradicionalmente: Streptococcus thermophilus y toda especie de Lactobacillus,
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comunmente Lactobacillus delbrueckii (FAO/WHO, 2011). S. thermophilus
proporciona la acidez caracteristica al producto y su temperatura 6ptima se
encuentraentre 42 - 50 °C, mientras que L. bulgaricus se encarga de otorgar el aroma
caracteristico del yogurt y su temperatura 6ptima se encuentra entre 37 - 42 °C (FAO,
2014). Ambas BAL son inoculadas en proporcién 1:1, su proporcién después de la
fermentacion depende de las condiciones de produccion. Durante la fermentacion,
las BAL realizan tres conversiones bioquimicas principales en los componentes de
la leche: glicélisis (conversion de carbohidratos en acido lactico u otros metabolitos),
protedlisis (hidrélisis de caseinas en péptidos y aminoacidos) y lipdlisis (desglose de
la grasa de la leche en acidos grasos libres). Ambos microorganismos crecen de
manera sinérgica. Ambas BAL pueden crecer a pH bajos pero S. thermophilus crece
mejor al inicio de la fermentacion cuando el pH-es alto. Conforme avanza la
fermentacion, el pH disminuye hasta valores inferiores de 5.5, la acidez y las
sustancias producidas por S. thermophilus crean las condiciones Optimas para el
desarrollo de L. bulgaricus. El bacilo libera amino&cidos de la caseina lo que estimula
el crecimiento de S. thermophilus lo que favorece la produccién de acidos grasos y
acetaldehido. La actividad de las proteinasas de Streptococcus thermophilus es
mucho mas débil que la de L. bulgaricus, pero las peptidasas de Streptococcus
thermophilus pueden hidrolizar los productos intermedios de la protedlisis de caseina
de L. bulgaricus. Los oligopéptidos resultantes son transportados a las células y
luego las degrada en oligopéptidos mas pequefios y aminodcidos. Los aminoacidos
libres son usados para la sintesis de proteinas. L. bulgaricus es capaz de fermentar
fructosa, galactosa, glucosa y lactosa, mientras que S. thermophilus puede fermentar
glucosa, fructosa, lactosa y sacarosa. Ambas BAL usan la lactosa como fuente de
energia y la convierten en acido lactico, esto conlleva a la disminucion del pH.
Ademas del acido lactico se producen los compuestos relacionados al aroma, entre
los mas importantes se encuentran metabolitos como: acetaldehido, diacetilo y
acetoina. También se obtienen &cidos volatiles como: acético, butirico, caproico,
férmico, isovalérico y propionico (Chen y col., 2017; Rul, 2017). Otras bacterias
empleadas en la fermentacién de productos lacteos son del género Lactococcus y

Leuconostoc, utilizar diferentes BAL generard caracteristicas sensoriales diferentes,
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cambiando el sabor y aroma del producto final. Se ha reportado que estos ultimos
géneros de BAL se utilizan como cultivos adjuntos para incrementar la calidad del
sabor y el sabor de mantequilla del yogurt. Las cepas mas utilizadas son Lactococcus
diacetylactis y Leuconostoc citrovorum debido a su alta capacidad para metabolizar
el citrato. Sin embargo, en muchos paises la denominacién “yogurt” sélo puede ser
aplicada a productos elaborados especificamente con Streptococcus thermophilus y

Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus (Cheny col., 2017).

1.3 Problemas durante la elaboracion de yogurt.
Durante la elaboracion de yogurt o productos lacteos fermentados, existen diversos
factores que pueden afectar la actividad de los cultivos iniciadores. Estos factores
van desde variaciones en la composicion de la leche a condiciones del proceso, y
por lo tanto afectan los procesos de produccion. Anudado a esto, un rango de
inhibidores pueden estar presentes en la leche como: antibidticos, aglutininas,
oxigeno disuelto, acidos grasos libres, bacterias inhibidoras, sanitizantes residuales,
bacteriocinas y bacteriéfagos. Por ello, poseer procesos de control de calidad y
buenas préacticas de manufactura ayudan a minimizar la influencia de estos factores
en la industria de procesamiento de lacteos. Sin embargo, todavia pueden surgir
problemas de los residuos de antibitticos, bacteriocinas y bacteriéfagos (Fox y col.,
2017). Uno de los problemas méas comunes en el sector de productos lacteos
fermentados es el ataque de bacteriéfagos sobre las BAL, debido a que pueden
arruinan lotes enteros produciendo grandes pérdidas econémicas. Se ha reportado
gue la contaminacién por bacteriéfagos puede ser resultado del ambiente, la leche y
maquinaria, principalmente (Quiberoni y col., 2003). Aunque en la leche cruda se
encuentran en minima cantidad, estos pueden proliferar rapidamente en presencia
de BAL o cultivos iniciadores. Siendo los causantes mas frecuentes de inhibicion en
el crecimiento de las bacterias lacticas. La presencia de bacteridfagos esta asociada
con todos los ambientes relacionados con la elaboracion de productos lacteos. Su
presencia da lugar a aumentos en los tiempos de los procesos, deterioro en la calidad

de los productos y, en casos mas graves, la ausencia total de actividad de las BAL



imposibilitando la formacién de acido lactico y la elaboracion de los productos
fermentados (Quiberoni y col., 2003).

1.4 Bacteriofagos.
Los bacteriofagos, también conocido como fagos, son virus que destruyen a las
bacterias al inducir la sintesis de estructuras especializadas capaces de transferir el
material genético viral a otras células. Son particulas relativamente simples; poseen
un tamafo pequefo que varia de 20 a 1,000 nm, siendo de menor longitud a una
bacteria. Estan compuestos por una cubierta proteica, denominada capside, que
rodea el material genético generalmente del tamafio de un plasmido (20 - 30 Kb).
Contienen un unico tipo de acido nucleico ya sea ADN o ARN, pero no ambos. El
acido nucleico de un fago puede ser monocatenario-0 bicatenario, por lo tanto hay
fagos con ADN o ARN bicatenario y ADN o ARN monocatenario. Ademas,
dependiendo del tipo de fago la cadena de &cido nucleico puede ser lineal o circular.
Por su simpleza los fagos poseen pocas 0 ninguna enzima metabdlica propia, por lo
gue no pueden sintetizar proteinas .o generar ATP. Debido a ello, para multiplicarse
deben emplear la maquinaria metabdlica de una célula que pueda actuar como
hospedadora (Del Castillo y Mestres, 2004; Tortora y col., 2017). La morfologia
general de los fagos consiste en una cabeza, o capside, en forma de prisma
hexagonal bipiramidal gue posee una cubierta proteica y dentro de la cual se localiza
la informacién genética. Ademas, un cuello y una cola que son empleados para la
inyeccion del- material genético al interior de la célula huésped. Al final de la cola, una
placa base y las espiculas de la cola las cuales identifican los receptores situados en
la pared celular de la bacteria y permiten la adhesién a esta (Fox y col., 2017). Los
métodos tradicionales de extraccion de ADN virico incluyen etapas de precipitacion,
centrifugacion, y el uso de reactivos y solventes peligrosos, ademas de ser tardados.
Recientemente se han disefiado paquetes comerciales para la extraccion de ADN
virico con el uso de columnas de silica como es el caso de marcas como Qiagen y
Norgen, sin el uso de solventes peligrosos y que son mas rapidos. Por lo que seria
interesante comparar de manera especifica estos dos métodos aplicados a una

empresa en particular.



1.5 Clasificacion de bacteridfagos y especies comunes para S. thermophilus y
Lactobacillus.

La clasificacion de los virus ha sido descrita en base a diversos factores como la
infeccion del huésped, la morfologia, el tipo de genoma y las proteinas auxiliares que
posee como las colas o envolturas. Actualmente, la clasificacion mas empleada
divide a los bacteriofagos por morfologia y caracteristicas de los acidos nucleicos,
cuyo genoma puede ser ADN o ARN. La mayoria de los fagos poseen ADN de doble
cadena o “dsADN”, mientras que un pequefio grupo cuenta con ARN de doble o
simple cadena “dsARN y ssARN, respectivamente” o ADN de simple cadena
“ssADN”. Considerando la morfologia, los fagos se dividen en varios grupos; fagos
icosaedros, fagos con o sin cola, fagos filamentosos 0 helicoidales y fagos con
envolturas lipidicas. Los bacteridfagos sin cola incluyen dsADN cubierto por una
envoltura de lipoproteina, dentro de una capside y generalmente representado por
particulas similares a virus en forma de gota. Aquellos que son helicoidales o
filamentosos, incluyen fagos que son largoes, rigidos o flexibles de longitud variable,
generalmente tiene dsADN, se caracterizan por la combinacién de una envoltura de
lipoproteina y una forma de bastén, aunque algunos puede ser barras rigidas rectas
sin envolturas. Los fagos con capside icosaedrica generalmente tienen ssARN,
aunque también pueden contener dsADN y ssADN, empaquetado en pequefias
capsides formadas por la capa externa de proteinas con una bicapa lipidica interna
y se parecen a enterovirus. Los fagos con cola se representan el 96 % de los fagos
conocidos y poseen colas contractiles que consisten en una vaina y un tubo central,
colas largas y no contractiles y colas cortas (Kurtboke, 2012).
Bradley en 1967 estableci6 una clasificacion de bacteriofagos basada en su
morfologia y los tipos de acidos nucleicos. Se ha reportado que en productos lacteos
se encuentran bacteriéfagos de orden Caudovirales, es decir, bacteriéfagos con cola.
Dentro de éste orden, se encuentran tres familias diferentes: Myoviridae,
Siphoviridae y Podoviridae. Los bacteriofagos de la familia Myoviridae se
caracterizan por tener una cola larga contractil, en esta familia se encuentran los
fagos de cola mas grandes y mas evolucionados. La familia Siphoviridae se

caracteriza por tener una cabeza isométrica y una cola larga en forma de tubo simple
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no contractil. Por ultimo, la familia Podoviridae consiste en fagos de cola corta y no
contractil. Los fagos son virus especificos debido a esto, dependiendo del tipo de
bacterias que se encuentren en el medio, bacteriéfagos de distintas familias tenderan
a atacar. Los bacteriéfagos de la familia Myoviridae atacan a Lb. helviticus y bacterias
del género Leuconostoc. Mientras que los fagos que atacan a Streptococcus
thermophilus, Lb. delbrueckii subsp. lactis y Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus son
pertenecientes a la familia Myoviridae o Siphoviridae (Fox y col., 2017). Como se
menciond anteriormente, los fagos pueden llegar hacer un gran problema en la
elaboracién de productos lacteos fermentados. Estos pueden lisar las células
iniciadoras previniendo la produccion de acido, a este tipo de fagos se les conoce
como “fago perturbador’. Entre los reportes de ataque de fagos sobre cepas
utilizadas en fermentaciones lacticas, se encuentran las bacterias del género
Lactococci y Leuconostoc; S. thermophilus, Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus, Lb.
delbrueckii subsp. lactis y Lb. helveticus (Zago y col., 2006; Ly-Chatain y col., 2011,
Marco y col., 2012).

Los principales fagos presentes en productos lacteos son del orden de Caudovirales
(fagos con cola), de las familias Myoviridae, Podoviridae y Siphoviridae, Figura 1
(Cota, 2016).

Figura 1. Principales fagos presentes en productos lacteos. A: Myoviridae, colas
largas contractiles; B: Podoviridae, colas cortas, no-contractiles; C: Siphoviridae:
colas largas no-contractiles (Cota, 2016).

1.6 Mecanismos de infeccion.
Los virus poseen dos fases con su ciclo de vida: fuera y dentro de la célula que
infectan. Las particulas virales pueden sobrevivir fuera por un largo periodo en

condiciones severas donde son conocidos como “virones”. Fuera de la célula, los



virus no son capaces de multiplicarse ya que carecen de la maquinaria para replicar
si propio material genético y producir las proteinas necesarias para el proceso. Los
mecanismos de infeccién de un bacteriéfago pueden ser de dos tipos, dependiendo
de la relacion con la bacteria huésped: litico y lisogénico. Sin embargo, en ambos
casos el inicio del ciclo permanece constante (Salmond y Fineran, 2015). Todo
comienza con el acercamiento del bacteriéfago a los receptores especificos en la
superficie de la pared celular de la célula huésped. Este proceso es altamente
especifico para cada cepa, debido a que los receptores, que estan formados por
sustancias proteicas e hidrocarbonadas, también son especificos de cada cepa
bacteriana. La pared celular de las bacterias Gram positivas es una mezcla compleja
de diferentes biopolimeros: peptidoglicano, polisacaridos, acidos teicoicos, Yy
proteinas. Siendo el peptidoglicano el principal componente, es una cadena de dos
glicanos unidos mediante puentes intercatenarios a una cadena corta de péptidos.
Existen numerables variaciones entre especies y cepas, constituyendo los
determinantes especificos para la interaccion con los bacteriéfagos (Chapot-Chartier,
2014). En general, los receptores virales son moléculas normales de la célula
huésped de superficie involucradas en funciones celulares de rutina, pero ya que una
porcion de un complejo molecular en la superficie viral (tipicamente espigas) tiene
una forma complementaria a |la forma de la parte soluble externa del receptor, el virus
es capaz de unirse al receptor y unirse a la superficie de la célula huésped. Después
de la unién mediada por el receptor a su huésped, el virus debe encontrar una
manera de ingresar a la célula. Tanto los virus envueltos como los no envueltos usan
proteinas presentes en sus superficies para unirse y entrar a la célula huésped
empleando el mecanismo de endocitosis (Kurtbdke, 2012). Seguido a esto, en el ciclo
litico, el bacteriofago redirige el metabolismo de la bacteria huésped para que
sintetice proteinas y ADN virico. Dando una produccion entre 2 - 300 nuevas
particulas virales viables (bacteriéfagos) dentro de la célula, esta produccion
depende de la susceptibilidad de los iniciadores en la etapa de desarrollo al ataque
de los fagos. En adicion, se da la produccién de una enzima denominada “virolisina”
gue destruye la pared celular, por lo que la bacteria se lisa conforme el peptidoglicano
de la pared es destruido y se da la liberacién de los nuevos bacteriofagos al medio
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que rodea la célula. Los cuales tienen la capacidad de infectar otras células
disponibles en el medio. Este proceso puede durar entre 30 minutos y una hora
después de la infeccion, segun la temperatura (Figura 2). Por el contrario, en el ciclo
lisogénico después de la inyeccion del material genético, este se establece en un
sitio especifico dentro del cromosoma del huésped y permanece inactivo (pro-fago).
Por lo que esta secuencia virica permanecera en las células resultantes con cada
ciclo de replicacion de la célula huésped, sin que se genere lisis y liberacién de
bacteriéfagos. Sin embargo, la generacion de bacteriéfagos e induccion a un ciclo
litico, puede ser inducida al someter la célula a estimulos como: radiaciéon UV,
temperaturas altas, entre otros factores (Tortora y col., 2017). Se ha reportado, que
muchas de las cepas de bacterias acido lacticas presentan un caracter lisogénico,
principalmente Lactococcos y Lactobacillus (Howard-Varonay col., 2017). Por lo que
este tipo de iniciadores pueden ser considerados una posible fuente de bacteriéfagos
(Figura 2).

; % Ciclo litico - ( OV o)

Figura 2. Ciclos de reproduccién de bacteriéfagos. 1 - El fago se une la célula
huésped e inyecta ADN; 2 - EI ADN virico entra en el ciclo litico o lisogénico; 3a -
Se sintetizan nuevas proteinas y ADN virico, se ensamblan los viriones; 4a: lisis

celular; 3b y 4b: integracion del ADN virico dentro del cromosoma bacteriano
(profago) con la reproduccion bacteriana normal; 5 - Bajo ciertas condiciones, el

profago se extrae del cromosoma bacteriano e inicia el ciclo litico (Kurtbéke, 2012).



1.7 Interaccion entre BAL y bacteriofagos.
Para que se lleve a cabo el proceso de infeccion de una bacteria, se deben de cumplir
con condiciones especificas de temperatura, presencia de receptores especificos en
la pared celular y cationes divalentes (Ca?* y Mg?*) en el medio extracelular. Este
ultimo factor, se considera importante para la union bacteriéfago-bacteria. Ya que se
favorecen el incremento de la conductividad eléctrica y la permeabilidad de la
membrana plasmatica, haciendo mas susceptible a la bacteria a una infeccién virica
al favorecer la unién y penetracion (Cormier y Janes, 2014, Fox y col., 2017). Se ha
reportado que algunos bacteriéfagos que atacan bacterias acido lacticas como; S.
thermophilus, Lb. fermentum, Lb. delbrueckii y Lactococcus lactis, requieren de
iones, principalmente calcio para su penetracién-a la bacteria hospedadora
(Quiberoni y col., 2003; Zago y col., 2006; Zhang_ y col., 2006; Ly-Chatain y col.,
2011). En cuanto a la temperatura, se ha reportado que los fagos mesofilos, es decir
gue atacan bacterias mesoéfilas, se multiplican mejor a 21 y 35 °C. Mientras que los
fagos termdfilos lo hacen mejor en un rango de 37 - 42 °C, pudiendo replicarse en
condiciones aerobias, anaerobias o0 mixtas dependiendo del huésped. Los
bacteri6fagos cuya temperatura Optima de desarrollo es 35 °C se conocen como
“fagos de leche cruda” ya que multiplican mejor en leche cruda o pasteurizada que
en leche esterilizada. ‘Esta infeccion a las bacterias é&cido lacticas afecta
principalmente la capacidad acidificante de los cultivos iniciadores y por lo tanto, la
velocidad del proceso ocasionando severas consecuencias tecnoldgicas vy
comerciales. ‘A pesar de que hay poca informacion cuantitativa sobre el nivel de
bacteri6fagos que afectan el proceso fermentativo, se ha reportado que una
concentracion de bacteriéfagos de 10° UFP/mL en leche de vaca causa problemas
evidentes en el proceso de acidificacion para yogurt (Quiberoniy col., 2003). En leche
de cabra los niveles encontrados van desde 10* a 108 UFP/mL y 102 a 10° UFP/mL
para el suero resultante del proceso (Ly-Chatain y col., 2011). En la elaboracion de
gueso se ha encontrado que 6x10? - 6x10° UFP/mL de leche son suficientes para
retardar el proceso de acidificacion (Fox y col., 2017). Como se observa, los niveles

de bacteriéfagos necesarios varia de una fuente a otra. Por lo cual la deteccion de
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estos, no solo en leche, sino también en los cultivos iniciadores, suero, ambientes de

proceso y en todos los nichos posibles dentro de la industria lactica es necesario.

1.8 Fuentes de bacteridfagos en industria lactea.
Se sabe que la leche cruda es considerada la principal fuente de ingreso de
bacteriofagos a las plantas procesadoras. Sin embargo, la contaminacién del cultivo
iniciador es mucho mas importante que la contaminacién de la leche, debido a que
las particulas virales pueden ser liberadas a partir de cepas lisogénicas presentes en
el cultivo (Fernandez y col., 2017). En general, los fermentos naturales o artesanales
como suero-fermento y leche-fermento contienen una  alta’ concentracion de
bacteriéfagos. A pesar de esto, muchas veces el efecto de estos sobre las bacterias
no es percibido, ya que estos cultivos al ser una mezcla compleja de bacterias acido
lacticas tienen una continua seleccién de cepas resistentes a los mismos. Es decir,
solo algunas de las cepas presentes sufren el atague de los bacteriéfagos y su efecto
sobre la acidificacion se ve enmascarado. A pesar de la amplia microbiota presente
en los cultivo iniciadores, se ha reportado la presencia de enzimas liticas y lisinas
producidas durante el ciclo de replicacion de los bacteriéfagos que actian sobre
cepas resistentes y son responsables de la inhibicién de cultivos mixtos (Ly-Chatain
y col., 2011; Salmond y Fineran, 2015). Es por ello que, el ingreso de bacteriéfagos
a plantas de procesamiento constituye un problema dificil de manejar, ya que la

diseminacion de estas particulas virales en el ambiente industrial es muy rapida.

1.9 Estrategias de control en la industria lactea.
Debido al impacto econémico que el problema de los bacteriéfagos representa,
diversas estrategias han sido tomadas por la industria de productos lacteos para
evitar la contaminacién por estas particulas. Ademas de la implementacion de
practicas higiénicas se ha recurrido a diversos métodos para disminuir la probabilidad
de infeccion. La rotacion de cepas no relacionadas con bacteriéfagos es la técnica
mas implementada en la industria lactea, ademas de la implementacion de cultivos
mixtos que contienen cepas que difieren en su sensibilidad a bacteridéfagos. Por lo

cual estos cultivos tienden a recuperarse rapidamente debido al crecimiento de las

11



cepas resistentes. Estos cultivos generalmente contienen BAL termofilas (S.
thermophilus y Lactobacillus) y BAL mesdfilas como cepas de género Lactococcus
(Del Castillo y Mestres, 2004).

La pasteurizacion (75 °C por 15 s) ha sido una forma de controlar el crecimiento
microbiano, sin embargo no es completamente efectivo para la inactivacion de los
bacteriofagos. Por ello, se ha implementado una combinacion de factores como el
uso de temperaturas altas en conjunto de fermentadores cerrados, una inoculacion
aséptica del cultivo iniciador asi como una minima manipulacion-de utensilios y
equipamiento (Fox y col., 2017).

Entre los métodos quimicos empleados se encuentran los tratamientos biocidas, los
cuales son recomendados para la sanitizacion en las industrias. Los agentes mas
empleados son hipoclorito de sodio, etanol y acido. peracético. Sin embargo, su
eficiencia en la activacion de bacteriéfagos no es completa ya que depende mucho
de la concentracion permitida a emplear y la resistencia de las particulas virales a
dicho agente (Reinheimer y Zalazar, 2007). En las ultimas décadas, se han recurrido
a la implementacion de cultivos iniciadores resistentes a los bacteriéfagos, que han
sido obtenidos por diversos métodos biotecnoldgicos. Las empresas dedicadas en la
venta de cultivos iniciadores proporcionan bacterias resistentes y recomiendan
mezclar cepas diferentes, junto con el cambio periddico del cultivo para disminuir la
probabilidad de infeccién (Del Castillo y Mestres, 2004). Sin embargo, ninguna de
estas estrategias ha sido totalmente efectiva. Una deteccion temprana y especifica
del bacteri6fago en la leche que sera utilizada es la mejor medida para evitar las
pérdidas econémicas.

1.10 Métodos de deteccion.
Se han desarrollado diversos métodos para la deteccion y caracterizacion de los
fagos. Un nivel de bacteriéfagos que se considera seguro y aceptable debe ser
inferior a 10° UFP/mL. Los sistemas para la deteccion de fagos se agrupan
principalmente en dos estrategias. La primera estrategia consiste en ensayos
microbiolégicos, los cuales se basan en mostrar la presencia del fago por

visualizacion directa de los viriones (ensayo directo) o detectar el efecto inhibitorio
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de los cultivos iniciadores (ensayo indirecto). Existe una amplia variedad de ensayos
microbioldgicos, entre los cuales se encuentran: ensayo de punto/placa, test de la
turbidez o crecimiento, medida de impedancia o conductancia, deteccion citometria
de flujo y microscopia electronica. El ensayo de punto/placa es un método sensible,
consiste en disolver parte de la muestra en medio o solucion isotdnica y remover el
resto de células bacterianas por centrifugacion vy filtracion. Parte de esta muestra
junto con la cepa iniciadora se colocan en la parte de arriba de una placa con agar
suave. Después de la incubacion a condiciones 6ptimas se observara zonas claras
o de lisis, donde el crecimiento de la bacteria iniciadora fue inhibido, indicando la
presencia de bacteriéfagos (Cormier y Janes, 2014). El ensayo de turbidez o
crecimiento se basa en los efectos del bacteriéfago sobre la bacteria iniciadora. Lo
cual se refleja en la inhibicién de su crecimiento y.en-la disminucion de la acidez, en
esta prueba se coloca muestra filtra junto con cultivo iniciador liquido, después del
crecimiento, la absorbancia o el pH son analizados y comparados con un control (no
se aflade muestra, soOlo el cultivo iniciador). La medida de la impedancia o
conductancia consiste en la medicion de la conductancia de los cultivos, es un
método parecido a la prueba de turbidez. El método de deteccidn por citometria de
flujo consiste en la deteccion de las células infectadas, esto es posible ya que el
desarrollo de bacteriéfagos causa efectos detectables en la densidad de la pared
celular de las bacterias (Michelsen y col.,, 2007). Por dltimo, la microscopia
electronica consiste ~en observar directamente la muestra con la correcta
amplificacion. algunos de estos métodos son ampliamente usados en plantas de
procesamiento de todos los tamafios. Sin embargo, en diferentes plantas ya se usan
métodos mas rapidos y automatizados.

La segunda estrategia son los ensayos moleculares, los cuales tratan de demostrar
la presencia del fago por medio de la deteccion de distintas partes de la particula
virica, en este caso se busca el ADN genomico o la envoltura proteica que los
protege. Las técnicas moleculares pueden reducir los tiempos de analisis, ademas
de ser méas especificos que los métodos moleculares. Los ensayos inmunoldgicos
(ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas, ELISA) se desarrollaron para detectar
algunas de las principales proteinas de la envoltura proteica (capside) de algunos
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fagos de Lb. lactis. EI ADN virico puede ser detectado por medio de reacciéon en
cadena de la polimerasa (PCR) o por sondas especificas. El ensayo ELISA se basa
en el uso de anticuerpos contra las principales proteinas estructurales del viron, a
pesar de ser uno de los métodos mas rapidos presenta una sensibilidad insuficiente.
La hibridacién de ADN puntual fue uno de los primeros métodos desarrollados para
la deteccion de ADN virico, en la industria no se utiliza debido al tiempo que conlleva
y la necesidad de personal entrenado. La técnica de PCR permite la amplificacion
exponencial especifica de una secuencia dada comprendida. entre dos
oligonucledtidos en una reaccion ciclica en un termociclador. Esta técnica es de las
més empleadas debido a que su limite de deteccion se encuentra por debajo del nivel
de bacteriéfagos que se considera seguro. Otras ventajas de esta técnica son la
capacidad de procesar diversas muestras al mismo tiempo y la posibilidad de
detectar el tipo de bacteriéfago en la muestra por medio de tipificacion, estableciendo
una relacion entre la regién amplificada y la cepa iniciadora. Con la posibilidad de
reconocer el tipo de fago detectado, es posible disefiar un sistema de rotacion de
cultivos. Otros métodos utiles han sido desarrollados a partir de éste método como
la PCR multiple y PCR en tiempo real. La PCR mudltiple presenta la ventaja de poder
detectar mas de un fago en la misma reaccion, lo cual resulta Gtil para los cultivos
mixtos donde mas de un fago puede estar presente. Por ultimo, la PCR en tiempo
real nos permite cuantificar aproximadamente el nimero de copias del gen objetivo
en una muestra, ademas de que es un método mas sensible y que requiere el menor
tiempo de procesamiento comparado con el resto de las técnicas PCR. Actualmente,
las técnicas moleculares son ampliamente utilizadas en la industria debido a su alto
rendimiento. Estas pruebas son Utiles para detectar fuentes de contaminacion en las
instalaciones de fermentacion e identificar las especies de fagos detectadas (Martin
y col., 2008).
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2. HIPOTESIS

La aplicacion de ensayos microbiolégicos y moleculares en conjunto permitira una
identificacion de los bacteriofagos en muestras de una industria lactea productora de
yogurt. El aislamiento de ADN virico por el método molecular usando un paquete
comercial de aislamiento de bacteri6fagos puede ser tan eficiente como el método

alternativo reportado.
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3. OBJETIVOS
Objetivo General
e Aplicar ensayos microbioldgicos tradicionales (ensayo de-punto/placa) y
moleculares (PCR) para la deteccion, asi como la identificacion de
bacteri6fagos en muestras de una empresa productora de yogurt.

Objetivos Especificos

e Realizar un muestreo en puntos criticos del proceso de elaboracién de yogurt
en una empresa.

e Llevar a cabo el aislamiento de los cultivos iniciadores utilizados y realizar su
conserva, asi como sus curvas de crecimiento.

e Aplicar ensayos microbiolégicos tradicionales (ensayo de punto/placa) para la
deteccion de bacteriofagos.

e Aplicar ensayos moleculares (PCR) para la deteccion de bacteriéfagos
mediante el disefio de oligonucledtidos y seleccionar las condiciones de
reaccion.

e Comparar la eficiencia para el aislamiento de ADN virico de bacteriéfagos
utilizando un paquete comercial (Norgen®) y un método molecular alternativo.
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4. METODOLOGIA

4.1 Materiales.

4.1.1 Material biologico.

Se analizaron muestras de leche sin pasteurizar de vaca, producto en tanque de
fermentacion, yogurt (bebible y batido), superficies de trabajo y agua de lavado de
tanques obtenidas de una empresa productora de yogurt comercial (Sigma

Alimentos) localizada en la ciudad de Guadalajara, Jalisco.

4.1.2 Material para método microbioldgico tradicional.

Se realiz6 un aislamiento de los cultivos iniciadores utilizados para la produccion del
yogurt y se realiz6 su conservacion a largo plazo dentro de la coleccion del
Laboratorio de Biotecnologia de Alimentos de la Universidad Auténoma de
Querétaro. Cada cultivo fue muestreado de forma independiente mediante la
seleccién de un lote (congelado y liofilizado) de los disponibles en la camara de
refrigeracion de la empresa. Los cultivos iniciadores aislados Lb. delbrueckii y S.
thermophilus fueron utilizados como bacterias huésped. Como control del método,
se utilizd una bacteria de coleccion Lactobacillus plantarum ATCC 8014 y su
bacteriéfago especifico ATCC 8014 - B2 (Coleccién Americana de Cultivos, EUA).
Se utilizé medio MRS suplementado con CaClz y MgSOa4 para el desarrollo de Lb.
delbrueckii y medio M17 suplementado con CaClz, MgSOa4 y lactosa para el desarrollo
de S. thermophilus (Quiberoni y col., 2003; Zhang y col., 2006; Ly-Chantain y col.,
2011).

4.1.3 Material para método microbiologico molecular.

Para la extraccion de ADN de bacteriéfagos se empled un paquete de aislamiento
por cromatografia en columna con centrifugacién marca Norgen (Phage isolation Kit,
Biotas. Cat 46800) y el método reportado por Zago y col., (2006) basado en la
peletizacion/centrifugacion de las particulas de bacteriéfagos y la posterior extraccion
de ADN. Para este ultimo método se empled SDS (dodecilsulfato sodico, BioRad),
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ribonucleasa A (10 mg/mL, Sigma- Aldrich), fenol Tris saturado (Invitrogen),
cloroformo, isoamilalcohol (J. T. Baker), isopropanol y etanol (Sigma Aldrich). El
analisis del material genético, se realiz6 mediante electroforesis en gel de agarosa
empleando bromuro de etidio como agente de tincién, marcador 1 Kb ADN Plus
(Invitrogen), amortiguador de carga Naranja G 5X (BioRad) y amortiguador TAE (Tris-
acetato-EDTA) 10X. Para la amplificacion del ADN, se realizé una reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR) empleando amortiguador para PCR 10X, mezcla de
dNTP’s 10 mM, taq polimerasa (5 U/uL), MgCl2 50 mM, oligo F 10 pM, oligo R 10 pM
y agua destilada estéril (Zago y col., 2006; Sambrook y Russell, 2012).

4.2 Métodos

4.2.1 Preparacion de conservas.

El aislamiento de los cultivos iniciadores y su conserva a largo plazo en chaquiras de
vidrio se llevo a cabo de acuerdo al método reportado por la Sociedad Americana de
Microbiologia (ASM por sus siglas en inglés) (Gherna, 1994). Para la activacién de
las cepas, se colocaron dos chaquiras de cada una en 5 mL de medio
correspondiente y se incubaron por 24 h de acuerdo al Cuadro 1. Se tomé una
alicuota de la bacteria y se inoculé mediante estriado en una caja con agar del medio
correspondiente, incubando el tiempo necesario para su desarrollo. Este proceso se
realizd dos veces para asegurar tener un cultivo puro. Posteriormente, se inocularon
en tubos con.agar inclinado y se incubaron por 12 h. Las colonias se removieron del
agar con solucion estéril de glicerol-leche descremada 1:1. Se cubrieron las
chaquiras’ estériles con la suspension de cepa. Se transfirieron 2 - 4 chaquiras a
microtubos estériles y se almacenaron a — 70 °C para su conservacion y uso

posterior.
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Cuadro 1. Condiciones de cultivo e incubacion para cultivos iniciadores.

. Temperatura
Medio de
Cepa de Suplemento pH . . Referencia
. incubacion
cultivo o
(°C)
Lb. MgSO4 10 mM Zhang y col.,
delbruecki MRS cachiomm  ©° 37.0 2006
< MgSO4 10 mM 23;“;88;?’
s M17 CaCl2 10 mM 5.7 42.0 iy N
thermophilus Ly-Chantain
Lactosa 10 % p/v
y col., 2011

4.2.2 Elaboracion de curva de crecimiento.

Se tomo una conserva de Lb. delbrueckii y S. thermophilus se coloc6 en un tubo con
el medio correspondiente y se incubaron. Se midié la absorbancia a 600 nm,
empleando un espectrofotdmetro (Genesys 10S UV-VIS, Thermo Scientific), cada 2
h durante 12 h. Se emple6 un blanco que consiste en el medio sin inocular para
ajustar el espectrofotébmetro. Con los datos obtenidos se construy6 la curva de
crecimiento; absorbancia (eje Y) y tiempo de incubacion (eje X). Con los datos de las
curvas de crecimiento, se definieron los tiempos de incubacion para la propagacion

de los bacteriofagos y su deteccidn por el método de punto/placa.

4.2.3 Deteccion de bacteriéfagos por método microbioldgico

Se realizd una activacion de las cepas aisladas a partir de cultivos liofilizado y
congelado de Lb. delbrueckii y S. thermophilus, empleando los medios y condiciones
correspondientes (Cuadro 1) y se incubaron por 24 h. Se realiz0 una segunda
activacion tomando una alicuota de la primera activacion e incubando por 8 h
aproximadamente. Posteriormente, al obtener los microorganismos en fase
exponencial, se tomo una alicuota de la segunda activacién y se incub6 nuevamente.
Los tiempos fueron establecidos con base en los datos obtenidos de la curva de

crecimiento.

19



Para la deteccion de bacteri6fagos, empleando las condiciones correspondientes de
acuerdo a la cepa usada (Cuadro 1), las muestras de leche, producto en tanques,
yogurt, superficies y agua de lavado se inocularon con cada una de las cepas
huésped por separado. Para ello, se tom6 1 mL o 1 g de muestra dependiendo de su
estado y se coloco en un tubo con 10 mL del medio suplementado correspondiente
y 100 pL del microorganismo en fase exponencial. Se incubaron por 6 h.
Posteriormente, el tubo inoculado se centrifugé a 4,000 rpm por 5 minutos, se tomo
100 L del sobrenadante y se inoculé en un nuevo tubo con medio y bacteria. Se
incubo por 6 h. La secuencia anterior se repitié dos veces mas. El sobrenadante final
se filtr6 por una membrana de 0.45 pm para obtener un concentrado de
bacteriéfagos. Se realizaron las diluciones con agua peptonada hasta 10 del
sobrenadante filtrado. Para la deteccién de bacteriofagos se utilizé el método de
doble capa, también conocido como método de superposicion de agar suave. Para
esto, se vertié agar 1.5 % p/v del medio suplementado correspondiente sobre una
caja petri y se dejo solidificar. Posteriormente, se mezclé en un tubo con 5 mL de
agar suave 0.7 % p/v suplementado con sales, 1 mL de muestra'y 100 uL de bacteria
huésped. Las placas se incubaron por 12 h. Finalmente, se buscé y cuantificé el
numero de placas o zonas lisis presentes en cada caja petri. Se consider6 como zona
de lisis o placa, toda seccion sobre el agar donde el crecimiento de la bacteria hubiera
cesado y presentard una apariencia clara o traslicida con forma circular o

semicircular (Fox y col., 2017).

4.2.4 Aislamiento del ADN virico de bacteri6fagos utilizando el paquete de

aislamiento de ADN de bacteri6fagos Norgen (Phage isolation kit, Biotek. Cat 46800).

Para el aislamiento, se transfirio 1 mL del sobrenadante de fago clarificado, obtenido
previamente a partir del liquido de cultivo con bacterias, a un tubo de 5 mL. Se
afnadieron 500 uL de amortiguador lisis B y se agité vigorosamente. Se incubaron los
tubos durante 5 min a 65 °C, ocasionalmente se agitaron durante 2 o 3 veces.
Posteriormente, se afiadieron 320 yL de isopropanol y se agitd. Se ensambl6 una

columna de silica (provista por el paquete), se afadieron 650 pL del lisado y se

20



centrifugé durante 1 min a 6,000 g, se descarté el liquido filtrado y se repitio el
proceso de centrifugacion de lisado nuevamente hasta que se filtré todo el liquido.
Posteriormente, se aplicaron 400 uL de solucion de lavado A en la columna y se
centrifugd a 6,000 g, se descarto el liquido filtrado y se lavo la columna dos veces
mas. La columna se centrifugé durante 2 min a 14,000 g para secar la silica. Se
ensamblé la columna en un nuevo tubo de elucion y se afiadieron 25 yL de agua
destilada estéril, se centrifugd durante 1 min a 6,000 g. EI ADN obtenido se almaceno

en congelacion a - 20 °C.

4.2.5 Aislacion de ADN virico de bacteriéfagos por método molecular alternativo.

La extraccion se realizé con base en el procedimiento reportado por Zago y col.,
(2006) con algunas modificaciones. Para ello, a 50 mL del sobrenadante de fagos
clarificado se afiadié 1 mL de amortiguador de lisis y se mezcl6 vigorosamente. Se
llevé a incubacion por 15 min a 65 °C con mezclado ocasional. Se adicionaron 100
ML de ribonucleasa (1 pg/mL) al lisado'y se incubd 30 min a 37 °C. Se centrifugd a
8,000 g por 1 hora a 4 °C. Al finalizar, una pastilla celular fue visible en el fondo del
tubo del cual cuidadosamente se descarto el sobrenadante. La pastilla se disolvié en
250 pL de EDTA 40 mM y 250 uL de SDS (10 g/L). Disuelta la pastilla celular, se
adicionaron 500 uL de fenol Tris saturado a 4 °C, se mezclé vigorosamente hasta
completar una emulsién entre la fase organica y acuosa. Finalmente, se centrifugé a
3,000 g por 5 min. La fase acuosa fue extraida y colocada en un nuevo tubo.
Posteriormente, se realizé la extraccion de la fase acuosa por duplicado con un
volumen de 500 pL de cloroformo:isoamil alcohol 24:1 respectivamente. Para
precipitar el ADN, se adicion6 1 mL de isopropanol a 4 °C, se dejé 30 min en
refrigeracion y se centrifugé a 8,000 g por 20 min. Se descarto el sobrenadante vy el
precipitado se lavo con etanol al 70 % v/v. Nuevamente se centrifugo a 8,000 g por
15 min y se eliming el etanol en desecador (< 37 °C). Finalmente, se resuspendio en

120 pL de amortiguador de elucidon y se almacend a - 20 °C para su uso posterior.
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4.2.6 Cuantificacion del ADN virico extraido del sobrenadante clarificado de
bacteriéfagos.

Se cuantifico la concentracion de ADN en las muestras mediante el equipo Nanodrop
2000 (Thermo Scientific), usando agua destilada como blanco. Para ello se coloco
una gota de suspension de ADN sobre el pedestal del equipo, se cerro la tapay se
realizo la lectura. Posteriormente, se limpio el pedestal con una toallita de laboratorio.
Con base en los resultados obtenidos, se definié el volumen de muestra necesario

para la PCR, considerando 100 ng/uL como la cantidad minima requerida.

4.2.7 Evaluacién de la calidad e integridad del ADN virico extraido.

Se elabor6 un gel de agarosa al 1 % p/v empleando amortiguador TAE 1X como
diluyente, se calentd la solucién a ebullicion para faverecer la solubilizacion y se
temperd. Se adicionaron 2 uL de bromuro de etidio y la solucion se vertid sobre la
camara de electroforesis. Tras su gelificacion, la .camara se llené con amortiguador
TAE 1X 'y las muestras se colocaron en los pozos del gel, al igual que un marcador
de peso molecular de 1 Kb. La corrida se realizd aplicando 70 V durante 1 hora. Para
la visualizacion de las bandas, el gel se colocd en un fotodocumentador (Red SA-
100, Alpha Innotech). Con base en los resultados, se definié la integridad del ADN
(Sambrook y Russell, 2012). La muestra con la mejor integridad y mayor cantidad de
ADN fue seleccionada para realizar la reacciéon de PCR, igualmente se tomo6 en
cuenta la relacion 260/280 y 260/230 obtenida en el equipo Nanodrop 2000 (Thermo
Scientific). Se consider6 como aceptable un rango de 1.8 a 2.0 unidades para la
relacién 260/28, mientras que para la relacién 260/230 el rango de aceptacion fue de

2.0 a 2.2 unidades. Ambos rangos indican buena calidad y pureza del ADN.

4.2.8 Reaccion de en cadena de la polimerasa (PCR).

La reaccion de PCR se realizé usando los pares de oligos disefiados a partir de las
secuencias disponibles en la base de datos (Centro Nacional de Informacion
Biotecnoldgica, NCBI por su siglas en inglés) de los fagos mas comunmente
presentes en cultivos iniciadores (Lactobacillus delbrueckii) de leche fermentada tipo

yogurt (Cuadro 2). Todos los oligos fueron provistos por IDT (Tecnologias Integradas
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de ADN). El control y la muestra positiva seleccionada [fago Lactobacillus delbrueckii
congelada Loma Alta (LbB LA)] aquella que presentd lisis en el proceso de deteccion
de fagos, fueron preparadas con los reactivos de reaccion de PCR para un volumen
final de reaccidon de 25 pL. Un control negativo (sin fagos) fue incluido en todas las
reacciones. Un termociclador (MJ Mini PTC1148, Bio Rad) se usé para llevar a cabo
las reacciones bajo las siguientes condiciones: 3 min a 94 °C, 35 ciclos de 30
segundos a 94 °C, 45 segundos a 50 °C, 1 min a 72 °C y un paso final de 7 min a 72
°C seguido de un enfriamiento a 4 °C (Zago y col., 2006). Los productos se separaron
en un gel de agarosa al 1 % p/v usando amortiguador TAE 1X, tefiido con bromuro
de etidio y visualizado bajo luz UV en un fotodocumentador.

4.2.9 Optimizacién de condiciones de PCR: gradiente de temperatura.

La optimizacion de la reaccion de PCR se realizé con una mezcla de reaccion de 25
ML de volumen final empleando la muestra positiva seleccionada y el control. El
gradiente de temperatura de alineamiento se definié mediante el software disponible
en el termociclador, empleando rangos de acuerdo al par de oligos a usar, siendo:
50 - 60 °C para los pares TAIR/TAIF y B2R/B2F y 55 - 65 °C para el par MHR/MHF.
Las reacciones se llevaron a cabo bajo las siguientes condiciones: 3 min a 94 °C, 35
ciclos de 30 segundos a 94 °C, 45 segundos a la temperatura del gradiente, 1 min a
72 °C y un paso final de 7 min a 72 °C seguido de un enfriamiento a 4 °C (Zago y
col., 2006). Un control negativo, es decir sin bacteriéfagos fue incluido en todas las
reacciones.

El producto de PCR se separ6 en un gel de agarosa tefiido con bromuro de etidio y
se observé en un fotodocumentador con luz UV. Se determiné la mejor temperatura
de alineamiento para observar el producto de PCR, con base en la banda integra

definida con mayor intensidad luminica observada.
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Cuadro 2. Lista de oligos usados en la PCR.

Oligo Secuencia (5’ - 3’) Fago Amplicon Referencia
(pb)

B2F AGCCATTGTACCGTCAGATAAG ATCC 8014 999 Este
-B2 trabajo

B2R GCAGACCCGTTAGGAGATAAAG ATCC 8014 999 Este
-B2 trabajo

MHF GAATGACTTGATTACTCGTGCG P1174, 495 Caseyy
Ld17, col., 2014
Ld25A,
phiLdb, c5

MHR GCGTGATGGACTTGAACGTACC P1174, 495 Caseyy
Ld17, col., 2014
Ld25A,
phiLdb, c5

TAIF GTAGCTGAGCAAATGCAAAGTG - Ld3, Ld17, 899 Caseyy
c5 col., 2014

TAIR GCTTGCATTATCGGATTTGTCG  Ld3, Ld17, 899 Caseyy
c5 col., 2014

4.2.10 Optimizacion de condiciones de PCR: gradiente de cloruro de magnesio.

La optimizacion dela reaccion de PCR se realiz6 con una mezcla de reaccion de 25
ML de volumen final empleando la muestra positiva seleccionada y el control. El
gradiente de cloruro de magnesio empleado abarco6 de 4.0 a 8.0 mM con incrementos
de 0.5 mM. Las reacciones se llevaron a cabo bajo las siguientes condiciones: 3 min
a 94 °C, 35 ciclos de 30 segundos a 94 °C, 45 segundos a la temperatura de
alineamiento obtenida en el gradiente anterior, 1 min a 72 °C y un paso final de 7 min
a 72 °C seguido de un enfriamiento a 4 °C (Zago y col., 2006). Un control negativo
(sin fagos) fue incluido en todas las reacciones. El producto de PCR se separ6 en un
gel de agarosa tefiido con bromuro de etidio y se observé en un fotodocumentador
con luz UV. Se determind la mejor concentracion de MgCl2 para observar el producto
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de PCR, con base en la banda integra definida con mayor intensidad luminica
observada.

4.2.11 Disefio experimental.
Toda metodologia aplicada durante el ensayo se realizé por triplicado, determinando

la desviacion estandar con base en los datos obtenidos de las replicaciones.

La metodologia completa y las partes que se realizaron por cada tesista se ilustran

en la Figura 3.
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Figura 3. Resumen de metodologia.
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5. RESULTADOS

5.1 Curvas de crecimiento de S. thermophilus, Lb. delbrueckii y Lb. plantarum.

Para determinar el tiempo de incubacién necesario para que las bacterias alcanzaran
su fase logaritmica, se elaboraron las curvas de crecimiento de cada bacteria usada.
Las curvas de crecimiento obtenidas para Lb. delbrueckii, Lb. plantarum y S.

thermophilus, se muestran en la Figura 4, 5 y 6, respectivamente.

2.2
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1.2

Abs (nm)
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0 2 4 6 g 10 12
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Figura 4. Curva de crecimiento de Lactobacillus delbrueckii en medio MRS
suplementado con CaClz 'y MgClz. Desviacion estandar: a: + 0.002; b: £ 0.003; c: +
0.003; d: £ 0.002; e: + 0.002; f: £ 0.003.

014

012

00
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0.04

0.02

0.00 & -
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Figura 5. Curva de crecimiento de S. thermophilus en medio M17 suplementado
con CaClz, MgCl2 y lactosa. Desviacion estandar: a: + 0.000; b: £ 0.001; c: £ 0.002;
d: £ 0.001; e: £ 0.002; f: £ 0.002.
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Tiempo (h)

Figura 6. Curva de crecimiento de Lactobacillus plantarum en medio MRS
suplementado con CaClz y MgClz. Desviacion estandar; a: + 0.001; b: £ 0.001; c: £
0.001; d: £ 0.003; e: £ 0.004; f: + 0.002.

Con base a las curvas de crecimiento obtenidas, se determiné un tiempo de

incubacion de 6 horas para Lb. delbrueckii'y Lb. plantarum, mientras que para S.

thermophilus se establecié como 8 horas. Este tiempo de incubacion se utilizo en el

método microbiolégico de doble capa para la deteccién de bacteriéfagos en las 20

muestras recolectadas de leche, producto en tanque de fermentacion, producto final

y ambiente (Cuadro 3).

Cuadro 3. Muestras recolectadas en la planta Sigma Alimentos.

Muestras Materia Producto en tanques de Producto
ambientales prima fermentacién final
Superficie 1 Leche 1 Batido 1 Yogurt 1
Superficie 2 Leche 2 Batido 2 Yogurt 2
Superficie 3 Leche 3 Batido 3 Yogurt 3

Agua l Leche 4 Batido 4 Yogurt 4
Leche 5 Batido 5
Leche 6 Batido 6
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5.2 Deteccion de bacteriéfagos por método microbiolégico.
El método de doble capa permite identificar muestras presuntamente positivas por la
presencia de bacteriéfagos caracterizadas por la formacion de zonas de lisis en la

superficie del agar donde se presencia el crecimiento bacteriano (Figura 7 y 8).

Figura 8. Zonas de lisis sobre cepa Lb. plantarum usando el fago especifico ATCC
8014 - B2.

Los resultados obtenidos para todas las muestras con cada microorganismo utilizado
(liofilizado y congelado) se encuentran registrados en el Cuadro 4. Como se aprecia,
la mitad de las muestras presentaron zonas de lisis con al menos uno de los
huéspedes. En general, las clonas de Lb. delbrueckii presentaron una incidencia
mayor de lisis, siendo lisadas por 11 de las 20 muestras probadas. Mientras que las
clonas de S. thermophilus solo presentaron lisis con 2 de las 20 muestras usadas en
los ensayos. Los resultados positivos para Lb. delbrueckii fueron obtenidos utilizando
mayormente muestras de leche y batido, mientras que solo una de las muestra de
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superficies de trabajo presento lisis de la cepa huésped. Resultados negativos fueron
obtenidos al utilizar muestras de yogurt, agua de lavado y en la mayoria de las

muestras recolectadas en superficies.

Cuadro 4. Resultados del método de doble capa para la deteccion de fago en

muestras.
Lactobacillus Streptococcus
Muestra
Liofilizado Congelado Liofilizado Congelado
Leche 1 - + + -
Leche 2 - + - -
Leche 3 + + - -
Leche 4 - - - -
Leche 5 - + - -
Leche 6 - - - -
Batido 1 + + - -
Batido 2 - - - -
Batido 3 - + - -
Batido 4 - + - -
Batido 5 + - - -
Batido 6 + - + -
Yogurt 1 - - - -
Yogurt 2 - - - -
Yogurt 3 - - - -
Yogurt 4 - - - -
Superficie 1 - - - -
Superficie 2 - - - -
Superficie 3 + - - -
Agua 1l - - - -

+ : Positiva a fagos (lisis en placa)
- . Negativa a fagos (no lisis en placa)
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5.3 Cuantificacion de ADN virico extraido del sobrenadante clarificado de
bacteriéfagos.

La extraccion del ADN virico de las 12 muestras positivas y de la muestra viral de Lb.
plantarum se realizdé con el paquete y el método alternativo. Posteriormente, se
cuantificé con el equipo Nanodrop, determinado la relacion 260/280 y 260/230.que
indica la pureza de los acidos nucleicos. En el Cuadro 5 se muestra los datos
obtenidos para el ADN extraido utilizando el paquete y el método alternativo. Las
concentraciones obtenidas de ADN extraido por el paquete son hasta 10 veces
menores a las obtenidas extrayendo el ADN por el método alternativo. En el caso del
ADN extraido por el paquete, el control y la muestra leche 3 son las que tienen una
concentracion de ADN mas alta siendo de 2,251.6 y 276.4 ng/uL, respectivamente.
Por otro lado, la concentracion mayor de ADN .virico extraido con el método
alternativo fue utilizando la muestra la leche'5 con 19,389.2 ng/puL. Aunque una
concentracion alta de ADN es deseable para facilitar la posterior visualizacion del
ADN en la electroforesis de gel de agarosa y su amplificacion mediante PCR, también
es importante considerar los valores de-indice de pureza dados por las relaciones
260/280 y 260/230. Un valor cercano a 1.8 en la relacion 260/280y 2.0 - 2.2 en la
relacién 260/230 indican una buena pureza del ADN. Al analizar los datos obtenidos,
se observa una tendencia a obtener un ADN mas puro utilizando el paquete ya que
la mitad de las muestras tienen una relacién 260/280 cercana a 1.8, ninguna de las
muestras de ADN obtenidas por el método alternativo tiene un valor cercano al
objetivo. En cuanto a la relacion 260/230, los Unicos valores cercanos a 2.0-2.2 son
los obtenidos para el ADN del control Lb. plantarum extraido tanto con el paquete y
el método alternativo, y para el ADN de la muestra de la leche 1 extraido con el

método alternativo.
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Cuadro 5. Concentracion de ADN, relacién 260/280 y 260/230 para el ADN de las
muestras positivas extraidas por el paquete y el método alternativo.

Paquete
b Muestra coneentracion Ao 260/280 260/230
(ng/ulL)

C Leche 1 46.2 0.923 0.504 1.83 1.02
C Leche 2 195.0 3.900 2.232 1.75 0.99
C Leche 3 276.4 5.528 3.016 1.83 1.15
C Leche 5 207.5 4.149 2.324 1.79 0.82
C Batido 1 74.0 1.480 0.937 1.58 0.67
C Batido 3 71.7 1.435 0.942 1.52 0.75
C Batido 4 179.1 3.582 1.958 1.83 0.86
L Leche 3 229.2 4.584 2.344 1.96 1.65
L Batido 1 146.9 2.937 1.781 1.65 0.65
L Batido5 92.0 1.841 1.011 1.82 0.99
L Batido 6 171.5 3.430 1.739 1.97 1.06
L Superficie 3 85.9 1.719 0.890 1.93 1.47

Lb. plantarum 2251.8 45.03 22.46 2.00 2.34

Método alternativo

C Leche 1 18774.8 375.49 264.00 1.42 1.85
C Leche 2 17941.0 358.82 299.56 1.20 1.33
C Leche 3 15225.4 305.10 340.15 0.90 1.05
C Leche 5 19389.2 387.78 304.51 1.27 1.56
C Batido 1 17102.3 342.04 298.41 1.15 1.05
C Batido 3 13081.9 261.63 223.95 1.17 1.28
C Batido 4 14160.9 283.21 269.81 1.05 1.06
L Leche 3 15483.9 309.67 235.58 1.31 1.70
L Batido 1 15338.1 306.76 202.22 1.52 1.68
L Batido5 17498.5 349.97 268.48 1.30 1.26
L Batido 6 16046.4 320.92 228.82 1.40 1.24
L Superficie 3 8363.5 167.27 110.69 1.51 1.75

Lb. plantarum 9094.6 181.89 89.17 2.04 2.32

C: congelado, L: liofilizado.
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5.4 Evaluacién de integridad del ADN virico extraido.

Para determinar la integridad del ADN, se realiz6 la electroforesis en gel de agarosa
de las 12 muestras positivas. Las Figuras 9 y 10 son las imagenes obtenidas del gel
aplicando luz UV, respectivamente. Como se aprecia en la Figura 9, las sefiales
obtenidas presentan una forma horizontales a lo largo del gel en la mayoria de las
muestra de ADN extraido usando el paquete, indicando la fragmentacion del ADN.
Por otro lado, las muestras extraidas con el método alternativo (Figura 10)
presentaron sefal en la parte superior del gel indicando una alta integridad. La
imagen de la electroforesis del control Lb. plantarum se encuentra en la Figura 11,
donde se aprecia una ligera sefal en la parte superior del gel para las muestras

extraidas usando el método alternativo.

1 2 345 6 78 91011 12 1314 15

Figura 9. Electroforesis de agarosa con ADN de las 12 muestras positivas y
extraido con el paquete. Carril 1: marcador 1 Kb; carril 2: negativo. Muestras con
Lactobacillus congelado: carril 3: leche 1; carril 4: leche 2; carril 5: leche 3; carril 6:
leche 5; carril 7: batido 1; carril 8: batido 3; carril 9: batido 4. Muestras con
Lactobacillus liofilizado: carril 10: leche 3; carril 11: batido 1; carril 12: batido 5; carril
13: batido 6; carril 14: superficie 3.
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Figura 10. Electroforesis de agarosa con ADN de las 12 muestras positivas y
extraido con el método alternativo. Carril 1: marcador 1 Kb; carril 2: negativo.
Muestras con Lactobacillus congelado: carril 3: leche 1; carril 4: leche 2; carril 5:
leche 3; carril 6: leche 5; carril 7: batido 1; carril 8: batido 3; carril 9: batido 4.
Muestras con Lactobacillus liofilizado: carril 10: leche 3; carril 11: batido 1; carril 12:
batido 5; carril 13: batido 6; carril 14: superficie 3.

Figura 11. Electroforesis de agarosa con ADN extraido por paquete y método
alternativo. Carril 1: marcador 1 Kb; carril 2: negativo; carril 3: ADN de fago ATCC
8014 - B2 extraido con método alternativo; carril 4: ADN de fago ATCC 8014 - B2

extraido con paquete; carril 5: ADN leche 1 extraido con método alternativo; carril 6:
ADN leche 1 extraido con paquete; carril 7 y 8: negativo.
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A partir de este paso, la experimentacion se enfocé en solo una de las muestras y el
control positivo. Se eligié la muestra el ADN de la muestra “leche 1” extraido con el
meétodo alternativo debido a su alta integridad, su concentracién y sus valores

cercanos al objetivo en la relacion 260/280 y 260/230.

5.5 Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).

Para el disefio de los pares de oligos, diferentes secuencias de genomas de
bacteridfagos que atacan a Lb. delbrueckii se compararon en busca de regiones
conservadas. Asi, los genomas de los bacteriéfagos Ld3, Ld17, Ld25A, phiLdb, c5y
P1174 (numero de acceso KJ564038.1, KJ564037.1, KJ564036.1, KF188410.1,
EU340421.2 y MG913376.1, respectivamente) disponibles en la base de datos se
usaron para probar la especificidad de los oligos reportados por Casey y col. (2014).
Siendo el par de oligos MHF y MHR correspondiente para Ld3, Ld17, y c5, mientras
que el par TAIF y TAIR corresponden a los bacteriéfagos Ld17, Ld25A, phiLdb, c5y
P1174. Para el disefio de los oligos del bacteri6fago ATCC 8014 - B2 de Lb.
plantarum, se empleé la secuencia del genoma completo reportada por Briggiler y
col. (2012) (numero de acceso JX486088.1). Los pares de oligos disefiados no
presentaron discordancia con las secuencias comparadas y al ser probados contra
todos los bacteriéfagos presentes en la base de datos, se encontr6 su especificidad
por las especies objetivo. Por lo cual, el tamafio del amplicon permite identificar a las
especies buscadas.

Cada par de oligos se uso por separado en la PCR para el analisis del ADN extraido
de la muestra presuntiva con bacteriéfagos de Lb. delbrueckii o el analisis del control
del método. La PCR usando las condiciones propuestas por Zago y col. (2006) no
presentd resultados de amplificacion con ninguno de los dos pares de oligos
disponibles para LBb LA, ni para el fago ATCC 8014 — B2.

5.6 Optimizacion de condiciones de PCR: gradiente de temperatura.
Un gradiente de temperatura de alineamiento fue establecido considerando la nula

amplificacion usando las condiciones previamente reportadas por Zago y col. (2006).
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El rango del gradiente fue determinado en base a las caracteristicas de los oligos;

temperatura de fusién (Tm por sus siglas en inglés) y concentracion, lo reportado en

la literatura y la estimaciéon dada por el calculador de Tm de Thermo Fisher

(www.thermofisher.com), siendo establecidas las temperaturas intermedias por

software disponible en el termociclador (Cuadro 6).

Cuadro 6. Condiciones de temperatura de alineamiento empleados en la PCR.

el

Tm calc? Gradiente de temperatura de

Oligos ~ Tm (°C) °C) alineamiento (°C)

B2F/B2R 54.4/54.9 57.1/57.4
50.0 50.8 52.1 54.0 56.2 58.0 59.3 60.0
TAIF/TAIR 54.9/54.8 57.7/57.6

MHF/MHR  58.9/58.2 61.2/60.8 55.0 55.8 57.1 59.0 61.2 63.0 64.3 65.0

a: temperatura de fusion calculada con www.thermofisher.com.

El par de oligos B2F/B2R obtuvo un producto aproximado de 1000 pb, en referencia

con las bandas del marcador empleado. El amplicon esperado es de 999 pb, por

lo

gue el producto obtenido corresponde a la especie buscada. De las ocho

temperaturas probadas, el producto se present6 Unicamente bajo las condiciones de

56.2 y 58.0 °C (Figura 12), temperaturas dentro de las cuales se encuentra la Tm

calculada. Con base en esta informacion, se seleccioné 57 °C como temperatura de

alineamiento para este par de oligos.
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Figura 12. Electroforesis de PCR con gradiente de temperatura (50 - 60 °C) y ADN

de fago ATCC 8014 - B2. Carril 1: marcador 1 Kb; carril 2: negativo PCR; carril 3:

60 °C; carril 4: 59.3 °C; carril 5: 58.0 °C; carril 6: 56.2 °C; carril 7: 54.0 °C; carril 8:
52.1 °C; carril 9: 50.8 °C; carril 10: 50.0 °C; carril 11: negativo de electroforesis.

En el caso de los oligos TAIF/TAIR y MHF/MHR, el producto esperado era 899 y 495
pb respectivamente. Al ver el analisis en gel de agarosa, no se observa amplificacion
bajo alguna de las ocho temperaturas probadas (Figura 13 y 14). A pesar de ello, se
seleccioné una temperatura de alineamiento de 56 °C y 60.5 °C para el par
TAIF/TAIR y MHF/MHR, respectivamente. Condiciones a las cuales se present6
mayor intensidad en las bandas localizadas en la parte baja del gel. Bajo estas
condiciones de alineamiento se trabaj6 en el gradiente de cloruro de magnesio, con
la finalidad de probar si la concentracion de dicha sal afectaba el proceso de

amplificacion.
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Figura 13. Electroforesis de PCR, gradiente de temperatura (50 - 60 °C) con ADN
de fago de Lb. delbrueckii y TAIR/TAIF. Carril 1. marcador 1 Kb; carril 2: 60 °C;
carril 3: 59.3 °C; carril 4: 58.0 °C; carril 5: 56.2 °C; carril 6: 54.0 °C; carril 7: 52.1 °C;
carril 8: 50.8 °C; carril 9: 50.0 °C; carril 10: negativo PCR; carril 11: negativo de
electroforesis.
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Figura 14. Electroforesis de PCR, gradiente de temperatura (55 - 65 °C) con ADN
de fago de Lb. delbrueckii y MHF/MHR. Carril 1: marcador 1 Kb; carril 2: 65.0 °C;
carril 3: 64.3 °C; carril 4: 63.0 °C; carril 5: 61.2 °C; carril 6: 59.0 °C; carril 7: 57.1 °C;
carril 8: 55.8 °C; carril 9: 55.0 °C; carril 10: negativo PCR; carril 11: negativo de
electroforesis.
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5.7 Optimizacion de condiciones de PCR: gradiente de cloruro de magnesio.

Para mejorar la calidad del producto del ATCC 8014 - B2 amplificado y definir si la
concentracion de sales afecta la amplificaciéon del fago de Lb. delbrueckii, se
estableci6 un gradiente de cloruro de magnesio. El rango del gradiente fue
determinado con base a lo reportado en la literatura (Zhang y col., 2006; Ly-Chantain
y col., 2011) y pruebas anteriores, abarcando de 4.0 a 8.0 mM.

El rango de cloruro de magnesio donde el producto de ATCC 8014 - B2 obtuvo mejor
calidad fue de 4.0 a 5.0 mM, siendo 4.5 mM la condicion a la cual el producto present6
mayor intensidad en el gel de agarosa (Figura 15). En el caso del fago de Lb.
delbrueckii, el gradiente no afecté la actividad del proceso de PCR ya que
nuevamente, hubo una nula amplificacion del producto esperado (Figura 16 y 17).
Sugiriendo que posiblemente los oligos probados no-se unen al ADN extraido y por
lo tanto, la especie perteneciente del ADN no corresponde a las analizadas durante
el disefio de los oligos o0 que el material genético obtenido pertenece a la bacteria

huésped.

123 45 67 8 9 10111213 14 15

Figura 15. Electroforesis de PCR con gradiente de MgClz (4.0 — 8.0 mM) con ADN
de fago ATCC 8014 - B2. Carril 1: marcador 1 Kb; carril 2: 8.0 mM; carril 3: 7.5 mM,;
carril 4: 7.0 mM; carril 5: 6.5 mM; carril 6: 6.0 mM; carril 7: 5.5 mM; carril 8: 5.0 mM;

carril 9: 4.5 mM,; carril 10: 4.0 mM; carril 11: negativo PCR; carril 12: negativo de
electroforesis.
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Figura 16. Electroforesis de PCR con gradiente de MgClz (4.0 — 7.5 mM) con ADN
de fago de Lb. delbrueckii y TAIR/TAIF. Carril 1: marcador 1 Kb; carril 2: 4.0 mM;
carril 3: 4.5 mM:; carril 4: 5.0 mM; carril 5: 5.5 mM; carril 6: 6.0 mM; carril 7: 6.5 mM;
carril 8: 7.0 mM; carril 9: 7.5 mM; carril 10: negativo PCR; carril 11: negativo de
electroforesis.
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Figura 17. Electroforesis de PCR con gradiente de MgClz (4.0 — 7.5 mM) con ADN
de fago de Lb. delbrueckii y MHF/MHR. Carril 1: marcador 1 kb; Carril 2: 4.0 mM;
Carril 3: 4.5 mM; Carril 4: 5.0 mM; Carril 5: 5.5 mM; Carril 6: 6.0 mM; Carril 7: 6.5
mM; Carril 8: 7.0 mM; Carril 9: 7.5 mM; Carril 10: negativo PCR; Carril 11: negativo
de electroforesis.
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5.8 Determinacion de limite de deteccion.

Para determinar la sensibilidad del método de PCR, una serie de diluciones de ADN
de fago ATCC 8014 - B2 fue adicionada a la mezcla de reaccion. La menor
concentracion visible en gel de agarosa fue tomada como el limite de deteccion,
siendo 273 ng/uL la cantidad minima que se requiere adicionar a la reaccion de PCR
para dar al menos una sefial del producto de amplificacion (Figura 18). Esto
considerando, la concentracion inicial de 9,094.6 ng/uL del material genético extraido
de ATCC 8014 - B2.

Es importante sefalar que en la méaxima concentracion probada, la amplificacion

presentada fue minima en comparacién con concentraciones menores probadas.
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Figura 18. Electroforesis de determinacion de limite de deteccion en PCR con ADN
de fago ATCC 8014 - B2. Carril 1: marcador 1 Kb; carril 2: 3.0 uL; carril 3: 2.5 pL;
carril 4: 2.0 uL; carril 5: 1.5 pL; carril 6: 1.0 pL; carril 7: 0.5 uL; carril 8: 0.4 pL; carril
9: 0.3 pL; carril 10: 0.2 pL; carril 11: 0.1 yL; carril 12: negativo PCR; carril 13:
negativo de electroforesis.
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6. DISCUSION

6.1 Elaboracion de curvas de crecimiento de S. thermophilus, Lb. delbrueckii y Lb.
plantarum.

En las curvas de crecimiento para los microorganismos que fueron utilizados como
huéspedes de propagacion (Figura 4, 5 y 6) se muestra que los valores de
absorbancia van incrementando con el tiempo, hasta llegar a un punto donde los
valores se mantienen, siendo 10 horas para Lb. delbrueckii y Lb. plantarum y 12
horas para S. thermophilus. La absorbancia se ve relacionada a la turbidez o
densidad Optica del medio, la cual va aumentando conforme se da el desarrollo de la
célula hasta llegar a una fase estacionaria donde el crecimiento se detiene lo que
causa que la absorbancia se sostenga en los mismos valores (Figura 19).
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Figura 19. Curva de desarrollo teérica (Rodriguez-Bernal y col., 2014).

Una curva de crecimiento bacteriana se compone de la fase de adaptacion (lag), fase
exponencial, fase estacionaria y muerte celular. Las bacterias pasan primeramente
por una fase de adaptacion (lag), en esta fase las bacterias se adaptan
fisiologicamente a las condiciones del medio de crecimiento. Durante este periodo el

crecimiento es nulo, la adaptacion puede requerir un tiempo para la sintesis de
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nuevas proteinas o por la baja densidad bacteriana con la que se inicia, lo cual
provoca una dilucion de los nutrientes en el medio que se escapan facilmente de las
células en crecimiento. La duracion de la fase lag depende de las caracteristicas del
medio, tamafio del indculo inicial y fase en la que se encuentra la bacteria al ser
inoculada. Bajo las condiciones utilizadas, la fase lag de S. thermophilus y. Lb.
plantarum tuvo una duracion aproximada de 4 horas. Por otro lado, la duracién de la
fase de lag Lb. delbrueckii fue tan sélo de 2 horas. La fase lag durara hasta que la
poblacién bacteriana alcance aproximadamente 10° células/mL.

Se obtuvo una tasa de crecimiento de 0.67 y 0.56 h! para S. thermophilus y Lb.
delbrueckii respectivamente, siendo mas lenta para la segunda cepa. De acuerdo
con la literatura, se ha reportado una tasa de crecimiento de entre 0.21 y 0.29 h
para S. thermophilus y un rango de 0.46 y 0.57 h:! para Lb. delbrueckii (Rodriguez-
Bernal y col., 2014), a pesar de que el resultado para Lb. delbrueckii se encuentra
dentro del rango reportado, la tasa de crecimiento de S. thermophilus es
aproximadamente 3 veces superior a lo reportado. Esta diferencia se asocia a las
diferentes condiciones de crecimiento probadas en ambos estudios, ya que el
desarrollo de las bacterias depende de la masa media que indica la cantidad de
duplicaciones que realiza la bacteria por hora y distribucién de la biomasa (Schultz y
Kishony, 2013).

Durante la fase exponencial, se presenta un crecimiento de bacterias con mayor
rapidez. Aunque el nimero de células inicial sea bajo, conforme las células se
duplican después de cada generacion, la cantidad va incrementando drasticamente.
Bajo las. condiciones utilizadas, todas las bacterias usadas estuvieron en fase
exponencial durante aproximadamente 8 horas. Las células dejan esta fase cuando
el'sustrato comienza a limitarse, disminuyendo su tasa de crecimiento. Después de
esta etapa, las células pasan a la fase estacionaria. En esta fase, las células que
crecen y se dividen estan en equilibrio con la cantidad de células que mueren.
Aungue el sustrato es limitante, las células siguen creciendo debido a que las
muertas se lisan y son utilizadas como fuente de carbono y energia, este crecimiento
resultante a partir de células muertas se conoce como metabolismo endogeno. En

las curvas de crecimiento de los 3 microorganismos, la fase estacionaria comenzo6
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después de 10 horas de incubacion. En algunas curvas de crecimiento, como en la
de Lactobacillus plantarum (Figura 6), se puede observar un ligero desarrollo durante
la fase estacionaria mantenido por el metabolismo endogeno al verse limitado el
sustrato. Otra razon por la que la fase estacionaria ocurre en cultivos de alta densidad
celular es debido a que los productos de desecho formados se acumulan hasta inhibir
el crecimiento celular o son toxicos para las mismas. El crecimiento descrito para
ambas cepas usadas, concuerda con lo reportado por Herve-Jimenez y col., (2009)
para dichos microorganismos, donde la fase exponencial para S. thermophilus inicia
después de 2.5 a 3 horas después de ser inoculado en el medio. Mientras que Lb.
delbrueckii inicia la fase de crecimiento exponencial transcurridas de 3 a 4 horas,
ambas cepas alcanzando un desarrollo entre 10° - 10® UFC/mL. Esta actividad de
crecimiento exponencial continua durante 5 a 6 horas de incubacion, para dar paso
a la fase de estacionaria (Herve-Jimenez y col. 2009; Rul, 2017). Se ha reportado
gue tanto Lb. delbrueckii como S. thermophilus inician su etapa de muerte tras 24
horas de incubacién. Aunque este efecto es mostrado en ambas especies, la
reduccion en concentracion de células viables es mas severa en la primera cepa,
descendiendo aproximadamente 1.5 log tras la primera semana y llegando a reducir
hasta 5 log después de 3 semanas en refrigeracion (Linares y col. 2016).

A pesar de existir diferencias entre los resultados obtenidos y lo reportado respecto
a la duracién de cada fase de desarrollo de las cepas, principalmente en la fase
exponencial, estas se asocian a las caracteristicas y condiciones de los medios
empleados en cada ensayo. Siendo empleadas en este trabajo aquellas condiciones
usadas en ensayos de similares objetivos (Quiberoniy col., 2003; Zhang y col., 2006;
Ly-Chantain y col., 2011). Debido a que el objetivo era determinar el tiempo de
incubacion necesario para que los microorganismos huéspedes lleguen a la fase
exponencial, no fue necesario elaborar la curva hasta la tltima fase. La forma de la
curva cambia dependiendo del método por el cual el crecimiento celular sea medido.
Por ejemplo, al medir el crecimiento mediante densidad Optica, no es posible
diferenciar células vivas y muertas, ni detectar el inicio de la fase de muerte. En la

fase de muerte aun puede existir células metabolizando y dividiéndose, pero hay una

44



tasa mayor muerte de células que las que se obtienen por lo que la cantidad
disminuye (Pepper y Gerba, 2015).

6.2 Deteccidn de bacteriéfagos por método microbioldgico.

Para la identificacion de la presencia de bacteri6fagos, una cantidad de cada muestra
(Cuadro 2) fue adicionada a tubos con medio y los huéspedes de propagacion.
Después del tiempo de incubacion para llegar a fase exponencial, se colocé una
cantidad del liquido inoculado sobre una capa de agar con concentracion 1.5 % p/v
y sobre esta se vertié otra capa con una concentracion de 0.7 % p/v, este método es
conocido como el método de doble capa. Las muestras con bacteri6fagos son
detectadas debido a que durante la incubacion estos virus causan la lisis de las
células huéspedes generando zonas claras o translicidas sobre la superficie de agar,
denominadas “zonas de lisis o placas”, y que son generadas por el nulo crecimiento
de las bacterias (Figura 7 y 8). Para la formacidn de la zona de lisis debe haber una
adhesion mediada por receptores a nivel membrana de la bacteria. La naturaleza y
la ubicacion de los receptores de la célula-huésped reconocidos por los bacteridfagos
varian mucho segun el fago y el huésped. Mas de un receptor puede estar implicado
en el proceso de adsorcidon, el tipo de receptores en la célula puede variar
dependiendo de su morfologia. Ambas bacterias utilizadas en este trabajo (S.
thermophilus y Lb. delbrueckii) son Gram positivas, esto quiere decir que su pared
celular esta compuesta por una capa gruesa de peptidoglucano. El peptidoglucano
es uno de los componentes relacionado a la adsorcién de los fagos, este polimero
esta compuesto de multiples unidades de aminoéacidos y derivados de azucar. Otro
componente relacionado a la adsorcién de los fagos es el acido teicoico, formado por
polisacaridos compuestos de fosfato de glicerol o fosfato de ribitol y aminoacidos.
Estos polisacaridos se encuentran unidos al acido muramico de los peptidoglucanos.
La adhesion del fago a la célula puede ocurrir cuando se encuentran en el caldo de
cultivo, dentro del agar derretido o después de que el agar haya solidificado. Las
glicoproteinas que se encuentran en la capside se agrupan en forma de puas o
espinas que son importantes antigenos viricos, éstas se encargan de mediar la union

a los receptores de la célula huésped. Tanto las glicoproteinas como los receptores
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determinan la especificidad del hospedador y el virus. Por ejemplo, el fago LL-H de
la familia Siphoviridae ataca a Lactobacillus delbrueckii uniéndose a sus receptores
formados por un fragmento de glucosa de los acidos lipoteicoicos para adsorcion
reversible y un grupo fosfato de glicerol de los &cidos lipoteicoicos negativamente
cargado para union irreversible. En el caso de Lactobacillus plantarum, los fago Bl 'y
B2 de la familia Siphoviridae se unen cada uno a su receptor especifico. El fago B1
se une a la galactosa (componente de la pared celular) y el fago B2 a los
sustituyentes de glucosa en el 4cido teicoico. Los receptores de S. thermophilus son
sacéridos, siendo la produccion y composicion de estos exopolisacaridos y
polisacéridos capsulares crucial para la interaccion del huésped y el fago (Mahony
y col., 2016). En consecuencia a su especificidad, los receptores juegan un papel
crucial en la resistencia bacteriana al ataque de fagos. La resistencia a la adsorcion
se puede dividir en tres categorias: bloqueo de receptores de fagos, produccion de
capsula o capas de limo, y presencia de inhibidores competitivos. El bloqueo de
receptores de fagos se refiere a hacer inaccesible los receptores para fagos
vinculando dominios. ElI segundo mecanismo, se refiere a la inaccesibilidad por la
produccién de exopolisacaridos que obstruyen el acceso de los fagos a la superficie
de la célula. Sin embargo, algunos fagos tienen la capacidad de utilizar estas capas
como receptores de adsorcion. La presencia de inhibidores competitivos se refiere a
la competencia entre moléculas que se unen a los mismos receptores, esto puede
ocurrir como parte de la actividad de celular normal durante su metabolismo con
la adsorcion de sustancias (Bertozziy col., 2016). Los bacteriéfagos especificos para
Lactobacillus delbrueckii son inactivados por acidos lipoteicoicos que se encuentran
en la pared celular de esta especie microbiana. Sin embargo, el grado de inactivacion
depende de los residuos D-alanina y L-glucosa disponibles unidos a grupos hidroxilo
de los acidos teicoicos. Un aumento en los niveles de D-alanina favorece la
capacidad de inactivacion de los fagos por los acidos lipoteicoicos y su incubacion
preliminar con lectina conduce a la inhibicibn completa de la adsorcion de fagos
(Rakhubay col., 2010).

El método empleado de doble capa, para el aislamiento de bacteriéfagos, depende
de la capacidad de la bacteria huésped para formar una capa sobre un medio solido.
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Ademés de una suficiente cantidad de fagos progenitores para cada célula
bacteriana lo que permite que la infeccion se produzca inyectando su material
genético, causando asi la posterior lisis de las células huésped (Kropinski y col.,
2009). Adicionalmente, los bacteridfagos sintetizan enzimas que hidrolizan al
peptidoglicano de la pared celular. Estas enzimas pueden clasificarse en tres grupos
principales segun el enlace que ataquen en el peptodiglado también conocido como
mureina: glucosidasas, amidasas y peptidasas. Las glucosidasas hidrolizan-uno de
los dos enlaces glucosidicos en la cadena glucano y se pueden subdividir en N-acetil-
B-d-glucosaminidasas (glucosaminidasas), N-acetil-B-d-muramidasas (muramidasas
o lisozimas) y transglucosilasas liticas. Las amidasas hidrolizan el enlace amida entre
el oligo residuo de aminoacido de la cadena peptidica (generalmente L-alanina),
mientras que las peptidasas se encargan de hidrolizar las cadenas peptidicas de los
puentes intercatenarios. Las peptidasas se subdividen en carboxipeptidasas, que
eliminan los residuos de aminoacidos de C-terminales, y endopeptidasas que
hidrolizan los enlaces internos del péptido (Fernandez y Sdo-José, 2018).

Ademas, la interaccién entre fago y huésped se ve afectada por factores biolégicos
como la resistencia bacteriana, y fisicos siendo principalmente la temperatura y el
pH. La viabilidad de los fagos se encuentra maximo entre 5.0 y 9.0 unidades de pH
pero son completamente inactivados a pH de 3.0 y 11.0 (Shende y col., 2017). Se
han realizado ensayos donde se comprueba que el método de doble capa mejora la
visibilidad de las zonas de inhibicibn en comparacion de otros métodos como el
método directo en placa y el método de la gota (Figura 20). Esto es debido a que la
capa de agar suave 0.7% permite una difusion mas facil de los bacteri6fagos. Para
aquellos analisis donde se tenga como objetivo medir el tamafio de la zona de
inhibicion, se considera que el método de doble agar es el mas adecuado (Kropinski
y col., 2009). Por otro lado, la variacion en la morfologia de las zonas lisis puede
deberse a la diferencia en la cepa del fago, la fuerza del gel y la adicién de cationes
(Shende y col., 2017). Los retrasos en el momento de adhesién del fago en la célula
huésped resultan en zonas de lisis mas pequefas. Existen tres factores que afectan
al momento de adhesion inicial: densidad bacteriana, concentracion del agar y la
constante de adhesion de fagos. En cuanto mayor es la densidad bacteriana o la
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constante de adhesion de fagos cuando antes se daré la infeccion y por lo tanto, el
periodo latente de multiplicacién conocido como “eclipse”. Por el contrario, entre
mayor sea la concentracion del agar, la difusion de los viriones sera menor y por lo
tanto, la infeccién y multiplicaciéon se retrasan. Tasas de difusibn mas altas también
se relacionan a un tamafio de particula de fago mas pequefia. Esta variacién puede
evitarse mediante un paso de pre-adhesién del fago con las bacterias durante varios

minutos antes de ponerse en la placa (Kropinski y col., 2009).

10 mm

Figura 20. Apariencia de las zonas de inhibicion por fagos rV5 con el método del
doble agar (A), el método directo en placa (B) y el método de la gota (C); (Kropinski
y col., 2009).

Lb. delbrueckii y S. thermophilus son dos de los microorganismos mas utilizados
como colonias iniciadoras en la produccion de productos fermentados como el
yogurt. La leche es el habitat natural de S. thermophilus, pero no de Lactobacillus.
Numerosas similitudes en las secuencias de proteinas se han encontrado en los
fagos de Lactobacillus y Streptoccocus. La similitud en los fagos se ve especialmente
marcada en el empaquetamiento del ADN, los genes de la cabeza y la cola, y en
algunos casos también en los genes de replicacion del ADN (Brissow, 2001). A pesar
de sus similitudes, los bacteri6fagos son extremadamente especificos a su bacteria
objetivo y raramente afectan otras células. Los fagos se pueden clasificar como
virulentos y lisogénicos. Los fagos virulentos so6lo se replican por el ciclo litico
causando la lisis de las células y liberando viriones. Los fagos temperados integran
sus genomas en el cromosoma de la bacteria y se multiplican en ese estado latente,
conocido como profago, a través de mdultiples divisiones celulares, hasta que las
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condiciones externas como la temperatura o presencia de sales favorecen el ciclo
litico (Pujato y col., 2018).

Los resultados obtenidos por el método de doble capa se encuentran en el Cuadro
4, la mitad de las muestras mostraron zonas de lisis con al menos uno de los
huéspedes, indicando la presencia de bacteri6fagos. Los bacteriéfagos de todas las
muestras positivas lisaron a L. delbrueckii, siendo dos de ellas positivas utilizando L.
delbrueckii y S. thermophilus. Debido a sus similitudes, los fagos que atacan a L.
delbrueckii y S. thermophilus pueden ser pertenecientes a la familia Myoviridae o
Siphoviridae (Fox y col., 2017). Sin embargo, Mahon y col., (2016) mencionan que
los fagos que atacan a Lactobacillus no pueden ser clasificados en sélo una familia
debido a la gran diversidad genética de esta especie. Se sugiere que estos fagos se
clasifiquen segun su rango de huéspedes (los diferentes géneros, especies y cepas
de bacterias que puede lisar), morfologia y por relacién genética a nivel intraespecie.
Mientras que la familia de fagos Siphoviridae se relaciona mas S. thermophilus.

En general, las clonas de Lb. delbrueckii presentaron una incidencia mayor de lisis,
siendo un total de 11 muestras positivas-que representan un 55 % de las muestras
probadas. Por otra parte, las clonas de S. thermophilus presentaron lisis con 2 de las
20 muestras usadas en los ensayos, lo que representa so6lo un 10 % de las muestras
probadas. En el Cuadro 4 se puede observar que los resultados positivos para Lb.
delbrueckii fueron obtenidos utilizando mayormente muestras de leche y batido,
mientras que en superficies de trabajo solo una de las muestras presentd lisis de la
cepa huésped. Resultados negativos fueron obtenidos al utilizar muestras de yogurt,
agua de lavado y en la mayoria de las muestras recolectadas en superficies. Esto se
relaciona con lo reportado sobre los fagos que atacan a Lb. delbrueckii, los cuales
presentan gran resistencia a la pasteurizacion, pero son altamente sensibles al pH
(del Rio y col., 2007). Coincidiendo con la presencia de fagos observada en la leche
cruda y en los batidos, demostrando ser la leche cruda ser una de sus fuentes
principales de origen y su resistencia térmica en las ultimas muestras donde el
proceso de pasteurizacion ya ha sido aplicado. Por el contrario, las muestras de
yogurt al tener un bajo pH presentan un ambiente poco adecuado para la

supervivencia de los fagos, dando una ausencia de ellos tras su analisis
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microbiolégico. La mayor incidencia de fagos que afectan a Lb. delbrueckii en los
productos lacteos analizados difiere a lo reportado por Briggiler y col., (2019) y del
Rio y col., (2007), donde se menciona que el numero de infecciones de fagos a esta
especie es menor que las que afectan a S. thermophilus. Sin embargo, la baja
incidencia de infeccion en S. thermophilus ha sido reportada anteriormente y en los
ultimos afos los reportes de esta interaccion han incrementado (McDonnell y col.
2016). Los fagos pueden venir de varias fuentes. A pesar de esto, la leche y sus
derivados han sido documentados como las principales fuentes de estos. Siendo la
leche el principal acarreador de bacteriéfagos. Los fagos son ubicuos en el medio
ambiente, la biosfera terrestre contiene mas de 1031 tipos de bacteriéfagos, se han
aislado de diversas fuentes como las heces humanas, heces de animales, comida,
tierra, y alcantarillado. Se ha encontrado que la presencia de bacteri6fagos es mas
frecuente en ciertos alimentos como la leche, pollo y animales de mar que en
muestras ambientales y vegetales. Los bacteri6fagos han desarrollado clases
especificas de proteinas tales como adhesinas y lisinas para mediar en el
reconocimiento especifico del huésped bacteriano y la lisis rapida y eficiente después
de la infeccién (Jurczak y col., 2016).

La facilidad con la que los fagos provenientes de la leche atacan al cultivo lactico
utilizado para la fermentacion dependerad de la cepa utlizada y su proporcion
(generalmente se usa una combinacion de S. thermophilus, Lb. delbrueckii o
Lactococcus lactis), ademas del estado en que se agregue la cepa (liofilizada o
congelada). Shao y col., (2017) reportan un nimero mayor de células viables al usar
Lb. delbrueckii liofilizada aunque esto puede variar al utilizar la cepa congelada
asegurando mantener su cadena de frio. Ademas de algunos factores ambientales
como-el pH, temperatura y presencia o ausencia de iones divalentes influyen en el
nivel de reconocimiento de los fagos de la superficie de las células (Mercanti y col.,
2015). Se sabe que los bacteriéfagos pueden coexistir con los posibles huéspedes
en un mismo sitio. Sin embargo, se precisa que estos reconozcan receptores
particulares en la superficie celular para desencadenar el proceso de infeccién. Estos
receptores se encuentran en la membrana externa que funciona como una barrera

lipidica adicional que rodea la pared celular y que juntas se conocen como
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periplasma. La parte interna de la capa externa esta compuesta de fosfolipidos y la
parte externa de glucolipidos, particularmente lipopolisacaridos. Las moléculas de
polisacaridos estan compuestas de tres partes: la seccion lipidica (lipido A), un
oligosacarido “nucleo” no repetitivo y el polisacarido del antigeno O altamente
variable. El antigeno O es uno de los principales antigenos que se encuentra en la
superficie de las células, contribuyen a la diferenciacion de serotipos en bacterias
Gram negativas y funciona como receptor de fagos que infectan este tipo de células
huésped. Esta pared externa también estd formada por proteinas (como
lipoproteinas), entre ellas se encuentran las proteinas de union-receptor, las cuales
ayudan a efectuar la absorcion de los fagos en las células huésped ya que favorecen
la interaccidn con los receptores. El mecanismo por-el cual los fagos inyectan su
material genético puede dividirse en dos pasos: la busqueda y union (absorcion) de
los receptores de la envoltura de la pared celular con el fago, la perforacion
controlada de esta capa y la inyeccién del ADN viral en el citoplasma de la célula
huésped. Tras las interacciones apropiadas de fago/receptor, el viron unido sufre
importantes reordenamientos estructurales. Esto sucede porque los viriones libres
almacenan energia en un estado metaestable y la interaccién con los receptores
bacterianos en condiciones adecuadas desencadena la transicion a una
configuracion estructural-de menor energia. Esta transicion es crucial para abrir el
conector de la cabeza ala cola del bacteriéfago para la salida del ADN y permitir que
la cola forme un conducto a través de la pared celular para adicionar su genoma viral
hacia las células huésped (Fernandes y Sdo-José, 2018). La composicién de la pared
celular . de las BAL presenta principalmente proteinas, carbohidratos
(exopolisacaridos), acido teicoico y acidos lipoteicoicos que pueden definir la
interaccién con un determinado bacteriéfago. Debido a esto, la mayoria de los
bacteriéfagos que infectan bacterias acido lacticas (BAL) tienen un rango limitado de
huéspedes debido a su especificidad (Mahony y col. 2016).

Es importante sefialar, que los titulos de bacteriéfagos obtenidos de los ensayos de
doble placa estuvieron entre 10! — 10 UFP/mL. Lo que puede sefalar una baja
concentracion inicial en las muestras analizadas. Las concentraciones obtenidas se

encuentran por debajo de los datos reportados en otros estudios. Los niveles usuales
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alcanzados después de la fase de propagacién se encuentran entre 107 y 10°
UFP/mL (McDonnell y col. 2016; Fox y col. 2017). Otros autores reportan que la
mayoria de los lisados contienen entre 10°y 10! UFP/mL, ademas de que se
considera que diluciones de 10°y 10 son suficientes para ver zonas de lisis en las
placas (Kropinski y col., 2009). Para que la presencia de bacteri6fagos se considere
como una amenaza al proceso de fermentacion, se requiere de al menos una
concentracion inicial de 10° UFP/mL presentes ya sea en la leche o su suero (del Rio
y col., 2007). Debido a que el titulo maximo obtenido durante los ensayos fue de 103
UFP/mL, la presencia de fagos no se considera una amenaza primordial a la etapa
de fermentacion.

A pesar de que los ciclos de replicacion de bacteriéfagos tardan de 45 — 60 min y se
producen entre 2 -105 nuevas particulas virales, las diferencias en la tasa de
crecimiento depende de la tasa de crecimiento del huésped, la especificidad y
concentracion del bacteriéfago; las condiciones del medio como la presencia de sales
(particularmente iones divalentes), compuestos organicos, agitacion y temperatura;
tamanfo de las células, la densidad-de los receptores en la superficie de las mismas,
mecanismos de resistencia celular y la actividad enzimética (Fox y col., 2017).
Ademas, la concentracién de fagos se relaciona con el estado en que se utilice el
medio de difusion, ya sea como caldo o agar soélido. El estado fisico del medio se
relaciona con el grado en que limitan la difusién y la motilidad de los fagos. El caldo
se considera el estado ideal para el desarrollo, por otro lado, el agar sélido impone
restricciones significativas sobre el movimiento de los fagos y bacterias afectando la
interaccion que pudieran tener. El tiempo que el fago pasa infectando o interactuando
con las bacterias es otro factor que afecta directamente al tamafio de la lisis. Se ha
observado que varios fagos infectan a las células huésped a cierta velocidad
constante durante la formacion estas zonas, aunque no se alcanza durante las
primeras horas de la incubacion (Kropinski y col., 2009).

La identificacion rapida de bacteriéfagos es un factor determinante en la produccion
de productos lacteos fermentados como el yogurt, ya que la infeccion por
bacteriofagos causa lisis en las colonias iniciadoras. Lo que causa la interrupcion de

la fermentacion de la azucar de la leche a acido lactico, afectando por la tanto a la
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disminucion de pH lo que provoca cambios organolépticos. Ademas del retraso en la
fermentacion, los fagos pueden causar alteraciones en la calidad del producto e
incluso pérdida del mismo. Actualmente, se han empleado tecnologias de
modificacion del ADN de las principales BAL empleadas en la fabricacion de
productos lacteos fermentados, con el fin de generar una resistencia o inmunidad a

bacteriéfagos.

6.3 Cuantificacion del ADN virico extraido del sobrenadante- clarificado de
bacteriéfagos.

Para facilitar la visualizacion del ADN en la electroforesis de gel de agarosa y para
su posterior amplificacibon mediante PCR, una concentracion alta de ADN es
deseable. Un valor cercano a 1.8 en la relacion de 260/280 indica un ADN puro. Por
otro lado, un valor cercano a 2.0 - 2.2 para la relaciéon 260/230, indica una buena
pureza de los &cidos nucleicos. Los valores de absorbancia a 260 nm, 280 nm y en
ocasiones a 230 nm se utilizan para calcular indices de pureza de los acidos
nucleicos medidos. En el Cuadro 5 se encuentran los valores de concentracion de
ADN, larelacién 260/280 y 260/230, obtenidos para las muestras que formaron zonas
de inhibicién en el método microbioldgico. Para este paso, el ADN de los fagos de
las muestras positivas fue extraido utilizando el paquete de aislamiento por afinidad
de ADN de bacteriofagos Norgen y el método alternativo propuesto. El primer
aspecto destacable en los resultados es que el método alternativo permite obtener
una concentraciéon de ADN mas alta que utilizando el paquete de extraccion. Sin
embargo, se obtuvo un ADN mas puro utilizando el paquete ya que la mitad de las
muestras tienen una relacién 260/280 cercana a 1.8, ninguna de las muestras de
ADN obtenidas por el método alternativo tiene un valor cercano al deseado. En
cuanto a la pureza de los acidos nucleicos, los Unicos valores cercanos en la relacion
260/230 a 2.0 - 2.2 son los obtenidos para el ADN del control Lb. plantarum extraido
tanto con el paquete y el método alternativo, y para el ADN de la muestra de la leche
1 extraido con el método alternativo. Un valor mayor de 1.8 en la relacion 260/280
indica que probablemente el ADN esta contaminado con RNA; un valor menor a 1.8

en la relacion 260/280 indica contaminacion con polisacaridos, fenol u otros reactivos
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usados en la purificacion y esta directamente relacionada con la pobre calidad del
ADN. Los indices de pureza son sensibles a la presencia de contaminantes en la
muestra, como los solventes y reactivos residuales que se utilizan normalmente en
la purificacion de la muestra. Aunque los indices de pureza son indicadores
importantes de la calidad de la muestra, el mejor indicador de calidad es la
funcionalidad de la aplicacién de recuperacién y purificacion de interés. El ADN del
fago es purificado de otros componentes celulares sin el uso de cloroformo o fenol
como en el método alternativo. EI hecho de no utilizar estos solventes para la
extraccion del ADN es la razén por la que se obtienen valores mas altos de pureza
del ADN utilizando el paquete. Inicialmente, las células bacterianas son lisadas a
través de calor y el amortiguador de lisis (proveido en el paquete). Posteriormente,
isopropanol es afadido al lisado, y la solucién se coloca dentro de una columna de
silica. Los acidos nucleicos se unen dependiendo de sus concentraciones idnicas,
debido a esto s6lo el ADN se unir4 a la columna mientras que la mayoria del ARN y
las proteinas se eliminan en el liquido filtrado. EI ADN unido se lava posteriormente
con una solucién de lavado provista en el paquete para que elimine las impurezas
restantes, y el ADN total purificado se eluye en el tampén de elucién también
proveido en el paquete (Norgen Biotek Corp, 2014). El método alternativo usa
enzimas RNasa para eliminar cualquier ADN y ARN bacteriano residual en el lisado,
la centrifugacién posterior permite eliminar los residuos celulares. Posteriormente,
EDTA es afiadido para inactivar la Raso, el SDS es afadido para alterar las
membranas celulares, al ser un agente disruptivo que rompe la interaccién de los
acidos grasos y lipidos de membrana. El amortiguador Tris ayuda a la precipitacién
de los fagos ya que neutraliza las cargas negativas de la molécula de ADN y
mantienen el pH en un punto estable, generalmente 8.0, asi las moléculas de ADN
permanecen integras durante el proceso de lisis. La adicion de cloroformo:isoamil
alcohol se utiliza para purificar el ADN. Los contaminantes se desnaturalizan y se
acumulan en la fase organica o en la capa entre las dos fases y los acidos nucleicos
se conservan en la fase acuosa o fase superior. Las sales y alcohol restantes son
removidos lavando con etanol. Posteriormente, el sedimento de acidos nucleicos se

resuspende en agua grado molecular (Jakociuné y Moodley, 2018). Con base a los
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resultados obtenidos, se comprueba que la concentracion y pureza del ADN obtenido
dependera del método utilizado siendo que el método alternativo ayuda a obtener
una concentracion alta de ADN lo que favorecera su visualizacion en la electroforesis.
Se considera que un titulo de 10 UFP/mL resulta en una pobre recuperacion de
fagos con el método alternativo y un titulo entre 108 - 10° UFP/mL se consideraideal
(Brown y col., 1994). Para el paquete, se considera ideal un titulo entre 108 - 10%°
UFP/mL (Norgen Biotek Corp, 2014).

Las muestras analizadas tuvieron titulos entre 10 — 10° UFP/mL, por lo que se
sugiere que concentraciones de ADN virico més altas pudieron haber sido obtenidas
si se hubiera tenido una concentracion de fagos inicial mas alta. Fox y col., (2017)
mencionan que cepas de St. thermophilus y L. delbrueckii poseen un sistemas de
restriccibn/modificacion (R/M) para evitar la infeccion de bacteriéfagos, donde el ADN
del virus es degradado por una endonucleasa de restriccion especifica del sitio y el
ADN del huésped es metilado por una metilasa anéaloga. A pesar de que este sistema
puede ser evitado por el bacteriéfago, combinado con otros mecanismos de defensa
suelen ser eficaces. Otros factores que afectan la concentracion del ADN virico son
la tasa de crecimiento del huésped, la especificidad y concentracién en que se
encuentre el bacteriéfago; las condiciones del medio como la presencia de iones
divalentes, temperatura, pH; tamafio de las células y la densidad de los receptores
en la superficie de las mismas. Ademas, algunos profagos tienen sistemas
especificos para detener su energia celular cuando es atacada por fagos con ciclo
litico, lo que provoca la muerte de la célula, pero protege a las otras células
huéspedes de ser infectadas (Casey y col., 2014).

6.4 Evaluacion de integridad del ADN virico extraido.

Para determinar la integridad del ADN, se realizo la electroforesis en gel de agarosa
de las 12 muestras positivas extraidas con el paquete y el método alternativo. Las
imagenes obtenidas aplicando luz UV se encuentran en las Figuras 9 y 10. La
integridad es un parametro que describe la distribucién de tamafios de ADN
fragmentado, se refiere al estado de degradacion en que se encuentra el ADN
(Didelot y col., 2013). La electroforesis en gel de agarosa es la forma mas efectiva
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de separar fragmentos de ADN en diferentes tamafos dependiendo del marcador
utilizado. Para este experimento se utilizO un marcador de 1 Kb, este marcador
consiste de 18 fragmentos de ADN purificados por cromatografia individual que
varian desde 100 bp a 15,000 bp (Figura 21) (ThermoFisher Scientific, 2017). La
agarosa es extraida de algas del género Gelidium y Gracilaria, consiste en
subunidades repetidas de agarobiosas (disacaridos compuestos de D-galactosa y
3,6-anhidro-L-galactosa). En la electroforesis, la agarosa se utiliza para la formacion
de un gel al cual se le aplica un campo eléctrico. El fosfato que forma parte de los
nucleétidos que constituyen el ADN estd cargado negativamente, por lo tanto, al
aplicar un campo eléctrico, los fragmentos de ADN migraran al anodo cargado
positivamente. Debido a que las moléculas de ADN tienen una relacion masa/carga
uniforme, pueden ser separadas por tamafios dentro-de un gel de agarosa en donde
la distancia que recorren es inversamente proporcional a su peso molecular. La
velocidad de migracion de las moléculas de ADN a través del gel esta determinada
por su tamafio, concentracion de agarosa, conformacién de ADN, voltaje aplicado,
presencia de bromuro de etidio, tipo de agarosa y tampdn de electroforesis. La
integridad del ADN debe ser suficiente para su posterior amplificacion (Lee y col.,
2012). En la Figura 9, se puede observar la presencia de una sefal horizontal a lo
largo del gel en la mayoria de las muestras de ADN extraido con el paquete, esto
asociado a la presencia de fragmentos mas pequefios indicando que el ADN esta
degradado. Por otro lado, las muestras extraidas con el método alternativo (Figura
10) presentaron sefial en la parte superior del gel indicando una alta integridad. Una
alta integridad de ADN de bacteriéfagos usando este método ha sido reportado por
Jakociuné y Moodley, (2018).
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Figura 21. Marcador de 1 Kb de Invitrogen (ThermoFisher Scientific, 2017)

A pesar de que el método alternativo permite obtener una concentracion de ADN
mayor con una mejor integridad, se debe de considerar que la cantidad de muestra
necesaria para este es 49 veces mayor a la cantidad necesaria para extraer el ADN
con el paquete Norgen.

Para la siguiente parte, el disefio de oligos y amplificacion por PCR, se trabaj6é con
s6lo una muestra y el control del método. Con base a los datos anteriores, se
seleccioné la muestra “leche 1” debido a su alta concentracién de ADN obtenida por
el método alternativo, su indice de pureza mas cercanos al objetivo y principalmente

la integridad del ADN presentada en la electroforesis.

5.5 Reaccién en cadena de la polimerasa (PCR).

La identificacion del control positivo utilizando el ADN del fago ATCC 8014 - B2 con
Lb. plantarum extraido con el método alternativo fue posible utilizando el par de oligos
B2F/B2R, cuyo amplicon esperado era 999 pb. La banda fue localizada en un
producto aproximado de 1000 pb utilizando la temperatura de 57 °C seleccionada

con base a un gradiente de temperatura, cuya amplificacion se presentd Unicamente
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bajo las condiciones de 56.2 y 58.0 °C (Figura 12). El rango del gradiente de
temperatura fue seleccionado con base a las caracteristicas de los oligos, Tm y
concentracion, lo reportado en la literatura (Zhang y col., 2006; Del Rio y col., 2007;
Ly-Chantain y col., 2011; Cornelissen y col., 2016) y la estimacion dada por el

calculador de Tm de Thermo Fisher (www.thermofisher.com), las temperaturas

intermedias fueron establecidas por el software disponible en el termociclador. El
rango del gradiente de MgCl2 fue determinado con base a lo reportado en la literatura
(Zhang y col., 2006; Ly-Chantain y col., 2011) y pruebas anteriores, abarcando un
rango de 4.0 a 8.0 mM. Se decidi6 utilizar la concentracion de 4.5 mM debido a que
fue la condicion que presentd mayor intensidad en el gel de agarosa (Figura 15). Las
condiciones usadas antes de la elaboracion de los gradientes de temperatura y
cloruro de magnesio propuestas por Zago y col., (2006) no amplificaron al ADN del
fago ATCC 8014 - B2. Por otro lado, para los oligos TAIF/TAIR y MHF/MHR se
esperaba un producto de 899 y 496 pb, respectivamente. Sin embargo, no hubo
amplificacion con ninguna de las 8 temperaturas probadas pero se seleccioné la
temperatura de alineamiento con mayor intensidad de las bandas localizadas en la
parte baja del gel, las cuales fueron de 56 °C y 60.5 °C para el par TAIF/TAIR y
MHF/MHR, respectivamente. El gradiente de cloruro de magnesio no afecto el
resultado obtenido ya que nuevamente hubo nula amplificacion con ambos oligos.
Debe de considerarse que con ambos oligos s6lo 6 especies de bacteriéfagos
pueden ser identificadas. Actualmente se reportan 231 fagos para el género
Lactobacillus. ‘pero so6lo 136 de ellos han sido caracterizados morfologicamente
(Briggiler.y col., 2012). Debido a la diversidad de fagos que pueden atacar a las
células de Lb. delbrueckii se sugiere que posiblemente los oligos probados no se
unenal ADN extraido y por lo tanto, la especie perteneciente del ADN no corresponde

a las analizadas durante el disefio de los oligos.

Para que una PCR sea exitosa existen algunos parametros que deben ser cuidados,
como el templado de ADN, la ADN polimerasa, los oligos, los desoxinucledsidos
trifosfatos (dNTP), el cofactor requerido (Mg*?) y el amortiguador. El templado de

ADN puede ser obtenido a partir de ADN genomico (QADN), DNA complementario
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(cADN) y ADN plasmidico. La composicion del ADN afectard directamente a la
cantidad 6ptima requerida para la amplificacion de PCR. En el caso del ADN
plasmidico la cantidad inicial de 0.1 a 1 ng puede ser suficiente para la amplificacion
de una reaccion de 50 uL, mientras que la cantidad de ADN gendmico necesaria para
la misma reaccion estaria entre 5 - 50 ng. Para determinar el limite de deteccién, es
decir, la minima cantidad de DNA necesario para obtener una banda mas o menos
visible en el gel de agarosa, se hizo una electroforesis utilizando diferentes
concentraciones del ADN control Lb. plantarum. Se colocaron 7 diluciones del ADN
extraido de ATCC 8014 - B2 con 108 de titulo. Las diluciones utilizadas fueron desde
101 hasta 10”7. La menor concentracion visible en gel de agarosa fue tomada como
el limite de deteccion, siendo 273 ng/uL la cantidad minima que se requiere adicionar
a la reaccion de PCR para dar al menos una sefial del producto de amplificacion
(Figura 18). Esto considerando, la concentracion inicial de 9,094.6 ng/uL del material
genético extraido de ATCC 8014 - B2. Las concentraciones de ADN utilizados para
la amplificacion fueron mayores al limite de deteccion. Es importante destacar que
en la maxima concentracion probada no se presenté amplificacion. Optimizar la
cantidad de ADN necesaria para su la amplificacion es importante ya que cantidades
muy altas aumentan el riesgo de amplificacion inespecifica, mientras que las
cantidades mas bajas reducen los rendimientos. La cantidad oOptima de ADN
necesaria para la amplificacion también depende de la DNA polimerasa utilizada ya
gue su sensibilidad depende de la afinidad que tenga con el templado de ADN.
Ademas, la ADN polimerasa seleccionada debe estar certificada para un nivel bajo
de ADN residual, para minimizar las sefiales falsas en la PCR. La Taqg ADN
polimerasa es la enzima comunmente mas usada para la amplificacion, tiene una
termoestabilidad relativamente alta, con una vida media de aproximadamente 40
minutos a 95 °C. Es capaz de incorporar nucleétidos a una velocidad de
aproximadamente 60 bases por segundo a 70 °C y puede amplificar longitudes de
aproximadamente 5 Kb, debido a esto, es adecuada para una PCR estandar sin
requisitos especiales. En una reaccion de 50 uL, 1 — 2 unidades de ADN polimerasa
son suficientes para la amplificacion del ADN objetivo. Sin embargo, puede ser

necesario ajustar las cantidades de enzima y oligos con templados dificiles aunque
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debe de considerarse que una mayor cantidad de productos de PCR no especificos
pueden ser generados. Los oligos son oligonucleétidos sintéticos de ADN de
aproximadamente 15 a 30 pb, éstos son disefiados para unir secuencias por
complementariedad desde el extremo 3’ con apoyo de la ADN polimerasa. Por 1o
tanto, el disefio del oligo es un paso muy importante ya que su homologia debe ser
minima con otras secuencias del ADN para garantizar la amplificacién del objetivo
deseado. Las secuencias de oligos deben poseer temperaturas de fusion (Tm) en el
rango de 55 — 70 °C, con las Tms de los dos cebadores dentro de los 5 °C entre si.
Ilgualmente, importante, los cebadores deben disefiarse sin complementariedad
entre los cebadores (especialmente en sus extremos 3') que promuevan su union (es
decir, cebadores-cebadores), y cause autocomplementariedad o autocebado,
creando repeticiones directas que crean una alineacion imperfecta con el objetivo.
Se recomienda que el oligo tenga una cantidad de guanina-citosina entre 40 y 60 %
distribuidos uniformemente para evitar un mal ajuste. Aunque la presencia de un
nucledtido G o C en el extremo 3’ puede ser beneficioso la amplificacion, no se
recomienda que mas de 3 bases de G o C estén en el extremo 3'. Los oligos son
afiadidos a la reaccion en un rango de 0.1 a 1 uyM. Los oligos disefiados para las
muestras y el usado para el control en este trabajo cumplen con las caracteristicas
de Tm y presencia de guanina-citosina mencionadas. El ion magnesio (Mg*?)
funciona como un cofactor para la actividad de la ADN polimerasa que permite la
incorporacion de la dNTP durante la polimerizacion. La presencia de iones de
magnesio en el sitio activo de la enzima ADN polimerasa cataliza la formalizacion de
enlaces fosfodiéster entre el 3’ -OH de un oligo y el grupo fosfato de un dNTP.
Ademas, los iones Mg*? facilitan la unién entre los oligos y los templados de ADN
debido a estabilizan las cargas negativas de sus grupos fosfatos. Generalmente, se
usa una concentracion final de Mg*? en el rango de 1 a 4 mM, con incrementos de
0.5 mM recomendados para la optimizacion. Una concentracion muy alta puede
provocar el origen de productos no especificos debido en parte a la incorrecta
incorporacion del dNTP. Los desoxinucledsidos trifosfatos (ANTP’s) consisten en 4
nucleotidos basicos (dATP, dCTP, dGTP y dTTP) que ayudan a la formacién de las
nuevas cadenas de ADN. La recomendacion final para cada dNTP es generalmente
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de 0.2 mM, aunque en algunos casos una concentracion mayor puede ayudar
especialmente con niveles altos de Mg*? ya que suele unirse a las dNTP’s y reduce
su disponibilidad para su incorporacion. Sin embargo, una concentracion excesiva
de dNTP puede inhibir la reaccion. La concentracion a la que se encuentren no debe
ser menor a 0.010 - 0.015 mM (su Km estimada). El amortiguador crea el ambiente
quimico ideal para la actividad de la DNA polimerasa. El amortiguador optimo para
ser usado depende de la ADN polimerasa usada. Usualmente el buffer tiene un pH
entre 8.0 y 9.5 (ThermoFisher, 2016).

Aungue hubo nula amplificacion del ADN de la muestra leche 1 utilizando ambos
pares de oligos, se demuestra la efectividad del método alternativo para extraer ADN
virico de fagos utilizando el control Lb. plantarum con el fago ATCC 8014 - B2.
Resultados positivos para la identificacion de fagos utilizando este método para
extraer ADN virico fueron reportados también por Brown y col., (1994) y Zago y col.,
(2006).
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7. CONCLUSIONES

El uso de bacterias &cido lacticas (BAL) en la industria de productos lacteos
fermentados, como el yogurt, es de vital importancia para el procesamiento y
elaboracién de dichos productos. Siendo Lb. delbrueckii y S. thermophilus dos de los
microorganismos mas empleados. Al ser los protagonistas del proceso de
fermentacion lactea, se requiere de su viabilidad para tener un producto de
caracteristicas fisicas y sensoriales deseadas. Por ello, la deteccién y monitoreo de
bacteriéfagos en plantas procesadoras de lacteos fermentados es vital, ya que son

una de las principales causas que afectan la etapa de fermentacién.

La planta productora posee una baja incidencia de bacteriéfagos que ataquen a las
dos cepas huésped empleadas para la elaboracién de yogurt (Lb. delbrueckii y S.
thermophilus). Siendo la leche cruda la principal fuente de ingreso al proceso de
produccion y Lb. delbrueckii la cepa mas sensible a la infeccidn por fagos. A través
de método microbiolégico se encontrd que algunas variedades de bacteri6fagos son
capaces de resistir el proceso térmico de pasteurizacién, ya que en muestras
correspondientes a la etapa de batido, presentaron lisis sobre Lb. delbrueckii. Sin
embargo, la sensibilidad a la disminucién de pH se hizo presente en las muestras de
yogurt, como producto final, ya que no se detectd actividad alguna de bacteri6fagos.
A pesar de la identificacion de lisis en las muestras, se presentaron titulos maximos

de 102 ufp/mL, indicando una baja concentracion inicial de bacteriéfagos presentes.

El desarrollo de Lb. delbrueckii y S. thermophilus presenta diferencias, por lo que las
curvas de crecimiento permitieron conocer la cinética de desarrollo y su manejo

posterior.

El presente estudio evidencid las diferencias entre una extraccién de ADN usando
solventes y enzimas y una extraccion empleando un paquete comercial de
aislamiento por columna de afinidad (Norgen Phage isolation kit, Biotek. Cat 46800).
Siendo la principal diferencia, el volumen empleado de muestra en cada

procedimiento, ya que el primer método usa 49 veces mas volumen de muestra que
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el método de extraccion por paquete. Dicha diferencia, afecta directamente a la
cantidad de material genético obtenido, siendo mayor en la extraccion con solventes.
Otra diferencia considerable, es la calidad del ADN obtenido. El paquete permite
obtener mayor calidad en menor cantidad, mientras que el otro método da mayor
cantidad con una menor calidad. Al obtener similar integridad en ambos procesos de
extraccion, se concluyo que la concentracion de ADN es un factor determinante para

proseguir su uso en la reaccion de PCR.

Tras la aplicaciéon de la metodologia de PCR, no fue posible la amplificacion del ADN
virico obtenido de las muestras. Sugiriendo que los oligos probados no se unen al
ADN extraido y por lo tanto, la especie de fago perteneciente del ADN no
corresponde a las analizadas durante el ensayo de especificidad de los oligos. Sin
embargo, se logro el desarrollo de una metodologia para la identificacion de
bacteri6fagos usando la muestra control, fago ATCC 8014 - B2. Demostrando la
eficiencia y sensibilidad de la aplicacion de ensayos de PCR para la deteccion de
bacteriéfagos. Asi como, la reduccién de tiempo empleado en comparacion con los

métodos microbiolégicos que tardan dias.

Finalmente, el presente estudio demuestra las buenas practicas de manufactura y
limpieza empleadas en la planta procesadora, la eficiencia del monitoreo del proceso
y la aplicacién de metodologias para evitar una infeccién por virus en gran escala. El
monitoreo de bacteriéfagos durante el proceso de produccién es importante para
identificar los puntos donde se puede presentar una mayor incidencia de ellos, lo que

permite aplicar adecuaciones para mejorar los protocolos de monitoreo.
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ANEXOS
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A: Microscopia de fuerza atémica (AFM) de muestra de bacteriéfagos ATCC 8014 -
B2. B: Perfil de altura a lo largo de la seccién.1-dentro la figura AFM.
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B2.
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