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Resumen

La cerveza artesanal es susceptible a la contaminacion por las bacterias acido
lacticas (BAL), las cuales pueden producir aminas biogénicas (AB). Estos
compuestos pueden generar efectos toxicolégicos que comprometen la salud de los
consumidores. Los bacteriéfagos se han sefialado como potenciales agentes de
biocontrol y bioconservacion en alimentos contra diversas bacterias. El objetivo de
este estudio fue aislar y caracterizar bacteriéfagos con actividad inhibitoria sobre
BAL productoras de AB in vitro y durante el proceso de fermentacién de cerveza
artesanal. Se tomaron 45 muestras de superficies, agua, alimentos y residuos, de
los cuales se aislaron, propagaron, purificaron e identificaron microscopicamente 4
bacteriéfagos: 8M2, M2M, 44M2 y 44M3 (familia Siphoviridae, morfotipo B1).
Posteriormente se identificé el rango de hospederos de cada bacteriéfago mediante
la prueba de puntos con 12 cepas de BAL productoras de AB. Los bacteri6fagos
44M2 y 44M3 mostraron un amplio rango de hospederos y alta calidad de lisis al
infectar a mas de dos diferentes géneros y especies de BAL. Los fagos 44M2 y
44M3 fueron seleccionados y evaluados en una cinética de inhibicién bacteriana en
caldo MRS sobre las cepas C7 y C18 de Levilactobacillus brevis, respectivamente,
cepas con alta produccion de AB. El fago 44M2 redujo hasta 5.12 + 0.27 Log
UFC/mL de la cepa C7 y el fago 44M3 redujo hasta > 8.31 £ 0.15 Log UFC/mL de
la cepa C18. Posteriormente, se evaluo el efecto del pH, concentracién de etanol y
lGpulo sobre la actividad de los fagos en caldo MRS modificado. Las condiciones
potenciaron la actividad inhibitoria de ambos bacteriéfagos sobre sus respectivas
cepas con respecto al control sin inhibidores, logrando reducciones de hasta 4.47 +
0.16 y 3.59 + 0.22 Log UFC/mL a las 24 horas, sobre la cepa C7 y C18,
respectivamente. Finalmente, se evalud la actividad inhibitoria del fago 44M3 sobre
la cepa C18 de L. brevis en mosto fermentado durante 13 dias, observamos que la
microbiota nativa produce AB y que la cepa de BAL compite por nutrientes y al
reducirla con el fago se favorece la produccion de AB generadas por la microbiota.

Palabras clave: Cerveza artesanal, bacterias acido lacticas, aminas biogénicas,
bacteriéfagos, biocontrol.
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Abstract

The craft beer is susceptible to contamination by lactic acid bacteria (LAB), which
can produce biogenic amines (BA). These compounds may have toxicological
effects that compromise consumer health. Bacteriophages have been identified as
potential biocontrol and biopreservation agents in food against various bacteria. The
aim of this study was to isolate and characterize bacteriophages with inhibitory
activity against BA-producing LAB in vitro and during the craft beer fermentation
process. Forty-five samples from surfaces, water, food, and residues were collected,
from which 4 bacteriophages: 8M2, M2M, 44M2, and 44M3 (Siphoviridae family,
morphotype B1) were isolated, propagated, purified, and microscopically identified.
Subsequently, the host range of each bacteriophage was determined using the spot
test with 12 strains of BA-producing LAB. Bacteriophages 44M2 and 44M3 exhibited
a broad host range and high lytic activity, infecting more than two different genera
and species of LAB. Phages 44M2 and 44M3 were selected and evaluated in a
bacterial inhibition kinetic assay in MRS broth against strains C7 and C18 of
Levilactobacillus brevis, respectively (strains with high BA production). Phage 44M2
reduced up to 5.12 + 0.27 Log CFU/mL of strain C7, while phage 44M3 reduced up
to > 8.31 £ 0.15 Log CFU/mL of strain C18. Subsequently, the effect of pH,
concentration of ethanol and hops on phage activity in modified MRS broth was
evaluated. These conditions enhanced the inhibitory activity of both bacteriophages
against their respective strains compared to the control without inhibitors, achieving
reductions up to 4.47 £ 0.16 and 3.59 £+ 0.22 Log CFU/mL after 24 hours for strains
C7 and C18, respectively. Finally, the inhibitory activity of phage 44M3 against strain
C18 of L. brevis was evaluated in fermented wort for 13 days. It was observed that
the native microbiota produced BA and that the LAB strain competed for nutrients,
favoring BA production when C18 was reduced by the phage

Keywords: Craft beer, lactic acid bacteria, biogenic amines, bacteriophages,
biocontrol.
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.  INTRODUCCION

La cerveza es una bebida ampliamente consumida en el mundo y en afios recientes
la cerveza artesanal ha ganado gran popularidad. En México, la produccion de
cerveza artesanal experimentd un crecimiento importante entre los afios 2011 y
2017 y se estima que en el 2018 se tuvo una produccion de 265, 405 hL y un valor
de venta de 61.4 millones de délares (Baiano, 2021; Guerra-Tamez et al., 2021).

Sin embargo, el proceso de produccion de cerveza artesanal es mas susceptible a
la contaminacion microbiana debido a la ausencia de etapas como la pasteurizacion
y la microfiltracidn, asi como la mala calidad higiénica de las materias primas y la
diversidad de ingredientes empleados que favorecen el ingreso y la sobrevivencia
de ciertos microorganismos como las bacterias acido lacticas (BAL) (Garofalo et al.,
2015).

Este grupo de bacterias tiene la capacidad de tolerar las condiciones adversas que
posee la cerveza, asi como persistir en las superficies de los equipos y su actividad
puede estar asociada a la produccion de aminas biogénicas (AB) (Poveda et al.,
2017). Estos compuestos de bajo peso molecular pueden causar problemas a la
salud en algunas personas incluso si se ingieren en cantidades relativamente bajas
(Ladero et al., 2010).

En cuanto al control de la sintesis de aminas biogénicas los productores se enfocan
en mantener la calidad higiénica de las materias primas y la coccidon que ayuda a
reducir las poblaciones microbianas, sin embargo, estas pueden persistir en el
medio y en la superficie de los equipos, por lo que es necesario evitar la
sobrevivencia de estos durante la fermentacion y el almacenamiento (Nufiez et al.,
2015; Simon Sarkadi, 2017). En estas etapas se pueden aplicar alternativas
basadas en la bioconservacion, entre las cuales se encuentra el uso de
bacteriofagos (Edyta Kordialik-Bogacka, 2022; Garvey, 2022).

Los bacteriéfagos, que son virus que infectan a las bacterias, ya han sido evaluados

a nivel laboratorio contra bacterias que causan el deterioro en cerveza artesanal,



sin embargo, estos estudios se limitan al aislamiento, caracterizaciéon vy
secuenciacion gendmica de los fagos, asi como a la evaluacion de la actividad
inhibitoria de estos en medios de cultivo y no en el producto (Feyereisen et al., 2019;
Kelly et al., 2012). Por otro lado, dentro del cuerpo académico se cuenta con un
estudio previo bajo el mismo fin, en donde se evaluo la actividad inhibitoria de fagos
aislados contra bacterias deterioradoras como L. pentosus, Lc. citreum y B. cereus
en cerveza comercial tipo pilsner (Lopez-Gazucho et al., 2023). Estos estudios
resaltan el uso potencial de los bacteri6fagos como un bioconservador en cerveza

artesanal.

Ademdas, es importante mencionar que actualmente existen cocteles de
bacteriéfagos contra patégenos de humanos que cuentan con el estatus de
sustancia generalmente reconocida como segura (GRAS) otorgado por la
Administracion de alimentos y medicamentos (FDA, por sus siglas en inglés) (Moye
et al., 2018).

Por ello, el objetivo de este estudio fue aislar y caracterizar bacteriéfagos con
actividad inhibitoria sobre BAL productoras de AB in vitro y durante el proceso de

fermentacion de cerveza artesanal.



[I.  ANTECEDENTES

I1.1 Cerveza artesanal

El término “cerveza artesanal” aun no cuenta con una definicion general aceptada,
ya que depende y varia entre las tradiciones de elaboracion de cada pais, no
obstante, se han empleado criterios asociados al proceso de produccién, tamafio o
escala de produccion, antigiiedad y tradicion para las definiciones existentes

(Garavaglia & Swinnen, 2017).

En los ultimos afios, su consumo ha aumentado debido a que los consumidores han
mostrado gran interés en atributos sensoriales como sabor, aroma y consistencia,
lo que pone en ventaja a los productos artesanales. En este sentido Estados Unidos,
Italia, Francia, México y Brasil han experimentado un aumento de la produccion y
consumo de cerveza artesanal (Carvalho et al., 2018).

En México especificamente las cervecerias artesanales experimentaron un
crecimiento importante en cuanto a su producciéon entre el afio 2011 y 2017, con
alrededor de 600 cervecerias activas y una produccién de 265, 405 hL en el Gltimo
afo reportado (Guerra-Tamez et al., 2021). A nivel nacional Querétaro es uno de
los cinco grandes productores de cerveza artesanal y actualmente tiene a dos de

las cervecerias mas grandes del pais (Municipio de Querétaro, 2019).

[I.1.1 Caracteristicas generales del proceso y producto

La cerveza se elabora a partir de 4 ingredientes principales: agua, malta, lUpulo y
levadura, la composicién del producto final dependera de los componentes
presentes en las materias primas y la forma en la cual los sabores derivados de
estas se combinan durante el proceso de elaboracion (Parker, 2012). Este comienza
con el macerado, el cual consiste en mezclar la malta molida y adjuntos (sales y
enzimas suplementarias), con adiciébn de agua a temperatura controlada, el cual
tiene como objetivo la activacion de enzimas que convierten compuestos complejos

en simples (Briggs et al., 2004). Posteriormente en la ebullicion o coccion del mosto



se inactivan las enzimas, se reducen las poblaciones microbianas el mosto y se
afiade el lapulo. En la fermentacion alcohdlica se afiade la levadura para hacer la
conversion de azlcares a etanol y otros compuestos secundarios, mientras que
durante la maduraciébn se eliminan compuestos indeseables. La filtracién y
estabilizacion eliminan la levadura residual, turbidez y entre otros compuestos.
Finalmente, el llenado o envasado tiene como objetivo conservar y proteger a la
cerveza. Las materias primas como el proceso tienen gran impacto en el caracter
final de la bebida y a su vez permite la gran diversidad de estilos de cerveza
(Wunderlich & Back, 2009).

Ademas, el producto final posee caracteristicas que le confieren poca
susceptibilidad a la actividad microbiana gracias al contenido de etanol (hasta 10%
v/v), compuestos amargos del lUpulo (aproximadamente de 17-55 ppm de iso-a-
acidos), pH bajo (3.9-4.4), diéxido de carbono disuelto (aprox. 0.5 % p/p), baja
concentracion de oxigeno (0.1 ppm) y escasa concentracion de sustancias nutritivas
(Menz et al., 2009).

[1.1.2 Contaminacién microbiana en el proceso de elaboraciéon

A pesar de que la cerveza posea caracteristicas que la hacen una bebida
intrinsecamente segura, el proceso de produccién de cerveza artesanal suele ser
mas susceptible a la contaminacion microbiana, en comparaciéon con el proceso de
produccion industrial, debido al empleo de una mayor diversidad de ingredientes
como frutas, hierbas, miel y especies; o derivado de una deficiente calidad de los
mismos, que aumentan el riesgo de introducir microbiota que contribuye a la
contaminacion (Sadler, 2019). Adicionalmente, el omitir etapas de proceso como la
pasteurizacion y la microfiltracion, con la finalidad de preservar la calidad sensorial
y nutricional de la cerveza, se ve favorecida la sobrevivencia y actividad de los

microorganismos (Capitello & Maehle, 2020).

Las etapas del proceso en las que el producto se ve comprometido se encuentran

justo después de hervir el mosto. Mientras la temperatura del sistema desciende



para dar paso a la fermentacion, cualquier bacteria e incluso algunas levaduras
silvestres que se encuentre presentes en las superficies, tienen la oportunidad de

multiplicarse en el medio durante los primeros dias de la fermentacion (Hill, 2016).

El mosto inoculado representa una oportunidad de desarrollo para las bacterias, ya
gue contiene fuentes de azlcar fermentables como: maltosa, fructosa, glucosa,
sacarosa, maltotriosa y maltotetrosa. Ademas de aminoacidos, proteinas y péptidos
como fuente de nitr6geno; lipidos como esteroles y acidos grasos; minerales como
azufre, potasio, fésforo y zinc, algunas vitaminas como biotina, acido pantoténico,

acido nicotinico y tiamina (Holbrook, 2019).

Entre las bacterias Gram positivas que contaminan el proceso de produccion, se
encuentran las pertenecientes a las bacterias acido lacticas (BAL) (Suzuki, 2015).
Si bien, estas bacterias estan relacionadas al deterioro en cerveza y no se
consideran patégenas al ser humano, el motivo de preocupacion relacionado a su
presencia es la capacidad que tienen algunas cepas para producir aminas

biogénicas (AB) durante los procesos de fermentacion (Nufiez et al., 2015).

[I.2 Bacterias acido lacticas (BAL) y la produccion de aminas biogénicas (AB)

en cerveza artesanal.

Las bacterias acido lacticas (BAL) se encuentran presentes en una amplia variedad
de alimentos y bebidas fermentadas, a menudo suelen combinarse con otras
especies para generar productos. Sin embargo, en la cerveza son de los principales
grupos microbianos que contaminan el proceso de produccion. Esto debido a su
capacidad para formar biopeliculas en los equipos y persistir en las superficies, asi
como su habilidad para resistir a los iso-a-acidos del ldpulo (compuesto

antimicrobiano) (Rodhouse & Carbonero, 2019).

Ademas, su actividad metabdlica se considera la principal fuente de produccion de
aminas biogénicas (AB), siendo estos los contaminantes quimicos mayormente

encontrados en cerveza artesanal (Ciont et al., 2022). Las AB (Figura 1) son bases



organicas nitrogenadas, no volatiles, de bajo peso molecular, que se producen

principalmente por la descarboxilacion de aminoacidos (Wojcik et al., 2021).

f NH, NH, NH
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Figura 1. Estructura de las aminas biogénicas mas relevantes en alimentos.
(Sentellas et al., 2016)

La fermentacion involucra condiciones de estrés en las BAL como: la acidificacion y
el pH bajo, estos a menudo limitan el metabolismo de carbohidratos por parte de las
BAL. En consecuencia, les resulta dificil generar energia para sus funciones vitales
por lo que requieren de adaptaciones metabdlicas para sobrevivir y desarrollar. Por
ello, el catabolismo de aminoacidos les ayuda a contrarrestar el estrés acido y
generar energia adicional (Figura 2). El glutamato, la glutamina y la arginina son
aminoacidos que desempefian un papel importante en la homeostasis del pH y la
supervivencia de las BAL durante su fase estacionaria en los procesos de
fermentacion (Longo & Spano, 2019). El catabolismo de la arginina esta relacionado
con la produccién de agmatina y putrescina en BAL, a través de dos rutas: la ruta
ADI y la descarboxilacion de aminoacidos. La ruta ADI cuyas funciones son:

proporcionar energia por la fosforilacion del sustrato, suministrar fosfato de



carbamilo para la sintesis de citrulina o pirimidinas y proteger contra el dafio

causado por el acido, produciendo ornitina, ATP, CO2 Y NH4* (Saguir et al., 2019).
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Figura 2. Formacién de aminas biogénicas. AR (Arginina); Glu (Glutamina); His

(Histidina); Lys (Lisina); Orn (Ornitina); Try (Triptéfano); Tyr (Tirosina).

(de la Torre & Conte-Junior, 2018)

Por su parte la descarboxilacion de aminodcidos, tiene prioridad sobre la ruta ADI,

en donde la arginina y ornitina se pueden descarboxilar directamente a agmatina y

putrescina por la actividad de las enzimas descarboxilasas, asi mismo a través de

esta ruta aminoacidos como lisina, triptéfano, tirosina e histidina pueden generar

cadaverina, triptamina, tiramina e histamina respectivamente (Wang et al., 2021).

Brevemente, la descarboxilacion consiste en transportar a la célula un aminoacido,

descarboxilarlo y consumir un proton intracelular, de esta manera se aumenta la

alcalinidad del citoplasma, mientras que el producto generado (AB) se exporta

desde la célula hacia el medio exterior. Asi mismo el acoplamiento que tiene al

transportador electrogénico permite la generacion de ATP (Zuljan et al., 2016).



Entre las BAL relacionadas a la produccién de AB en cerveza, se encuentran las
cepas heterofermentativas de Levilactobacillus brevis que producen tiramina y
ornitina; Fructilactobacillus lindneri y Secundilactobacillus paracollinoides que
producen ornitina e histamina respectivamente y Leuconostoc mesenteroides y
Enterococcus faecium que producen tiramina, por mencionar algunas (Barbieri et
al., 2019; Poveda et al., 2017). Asi mismo, las AB no so6lo pueden generarse durante
la etapa de fermentacién, sino durante el almacenamiento del producto,

especialmente cuando este es prolongado (Lorencova et al., 2020).

[1.2.1 Efectos toxicoldgicos de las AB

La presencia de aminas biogénicas en bebidas fermentadas alcohdlicas es comun
y representan un peligro potencial para la salud de los consumidores, ya que el
etanol es un inhibidor de la actividad de las enzimas mono (MAO) y diamino
oxidasas (DAO), las cuales se encargan de la detoxificacion de AB en la mucosa
intestinal, ademas estos compuestos no se reducen con tratamientos térmicos. Por
lo que las concentraciones se pueden mantener en el organismo y promover su

efecto toxico en diferentes 6rganos (Visciano & Schirone, 2022).

A continuacién, se muestran los efectos toxicoldogicos de las AB comunmente

encontradas en alimentos (Tabla 1):

Tabla 1. Aminas biogénicas y sus efectos toxicol6gicos

Aminas biogénicas Efectos toxicolégicos

Histamina Erupciones, edemas (parpados), urticaria, prurito e
inflamacion localizada en sistema tegumentario y musculos
lisos.

Enfermedad gastrointestinal (nduseas, vomitos, diarrea y
malestar estomacal).

Neurologicos como: dolor de cabeza, palpitaciones,

enrojecimiento, hormigueo, ardor y picazon.




Vasos sanguineos (dolor de cabeza, secrecidon nasal,

broncoespasmo, asfixia y enfermedad respiratoria grave)

Tiramina, Vasoconstriccion que conduce a la hipertension.
feniletilamina y Dilatacion de pupilas y tejidos palpebrales, induce lagrimeo

triptamina y salivacién, aumenta la respiracion y eleva las
concentraciones de glucosa en sangre, hemorragias
cerebrales e insuficiencia cardiaca (tiramina).

Necrosis celular (feniletilamina) y apoptosis (triptamina).

Putrescina, Evitan la multiplicacion celular y estimulan la apoptosis.

cadaverina, Hipotensién, bradicardia, disnea y pardlisis de las

espermidina y extremidades. Inhiben a las enzimas (mono y diamino

espermidina oxidasas) que ayudan a la desintoxicacion de histamina y
tiramina.

(Omer et al., 2021)

La AB con mayor toxicidad en humanos es la histamina debido a su potencial
respuesta alérgica o inmunolégica en personas sensibles, seguida por la tiramina,
mientras que la putrescina y la cadaverina potencian sus efectos toxicolégicos, asi
mismo estas Ultimas pueden reaccionar con los nitritos y formar nitrosaminas

carcinogénicas (Ekici & Omer, 2020).
[1.2.2 Contenido de AB y limites permisibles en cerveza artesanal

En general, las AB mayormente detectadas en cerveza artesanal y relacionadas al
metabolismo de las BAL son la tiramina, cadaverina, putrescina, 2-feniletilamina y
la histamina. Esta Ultima en concentraciones normales se encuentra entre los 100

a 300 pg/L, dependiendo del estilo de cerveza (Ciont et al., 2022).

Estudios recientes, como el de Redruello et al. (2017), reportan diferentes
concentraciones de AB en 11 muestras de cerveza artesanal de los estilos pale

lager, dark lager, pale ale y dark ale, las cuales oscilaron entre los 0.14 y 58.30 mg/L



para tiramina, 1.59 y 4.05 mg/L para putrescina, 0.41 y 0.91 mg/L para cadaverina,

0.33 mg/L para histamina y 0.36 para 2-feniletilamina.

Mientras que, Poveda, (2019) reportdé concentraciones menores de tiramina
comparadas con las reportadas por Redruello. En su estudio evalu6 26 muestras de
cerveza artesanal de los estilos pale, dark, red y wheat pale, en donde las
concentraciones fueron de 0.0 — 4.60 mg/L para tiramina, 3.70 — 8.90 mg/L para
putrescina, 0.17 — 1.10 mg/L para cadaverina, 0.50 — 3.9 mg/L para histamina y 0.0

—0.93 mg/L para 2-fenileltilamina.

Otros autores, como Angulo et al. (2020) reportan concentraciones que van desde
trazas a 1.13 mg/L de tiramina, 9.48 — 72.18 mg/L de putrescina, trazas de
cadaverina y 0.0 — 1.05 mg/L de 2-feniletilamina; Bertuzzi et al. (2020) reportan
concentraciones de 0.66 — 1.65 mg/L de tiramina, 3.32 — 5.61 mg/L de putrescina,
0.42 — 0.70 mg/L de cadaverinay 0.15 — 0.31 de histamina. Nalazek-Rudnicka et al.
(2021) reportan 0.36 — 31.71 mg/L de tiramina, 3.69 — 12.20 mg/L de putrescina,
0.25 — 3.64 mg/L de cadaverina, 0.05 — 4.9 mg/L de histaminay 0.0 — 0.55 mg/L de
2-feniletilamina. Las altas concentraciones de putrescina, en comparacion con las
otras aminas, estan relacionadas a que esta AB no sélo puede formarse durante el
proceso de fermentacion por la actividad metabdlica de las BAL, su origen también
puede provenir de las materias primas, especificamente de la malta o el lupulo

(Papageorgiou et al., 2018).

Aunque estos compuestos se encuentren presentes en las bebidas alcohdlicas
fermentadas y representen una amenaza a la salud de los consumidores, aun se
carece de legislacion que establezca el limite legal maximo. Hasta el momento solo
se tienen recomendaciones acerca de los limites legales para la histamina en
bebidas alcohdlicas el cual es de 2 mg/L (Ekici & Omer, 2020). Los limites legales
gue se tienen para la histamina son para peces escémbridos (200 mg/kg) vy
productos pesqueros (400 mg/kg) (Biological Hazards (BIOHAZ), 2011).
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Establecer el limite preciso de la toxicidad de las AB en un alimento especifico es
una tarea compleja, ya que su efecto no se limita Unicamente a su presencia, sino
que también esté condicionado por la presencia de otros compuestos, asi como por
la capacidad de desintoxicacion propia de cada persona (Jairath et al., 2015).

[1.2.3 Control de la presenciay formacion de AB en cerveza artesanal

Para controlar la presencia y formacion de AB en la cerveza, los productores se
enfocan en emplear materias primas de alta calidad higiénica y mantenerla a través
del almacenamiento adecuado; el uso de cultivos iniciadores (levaduras)
seleccionados (Prester, 2016), el disefio de una planta que cumpla y favorezca las
condiciones higiénicas, la limpieza y desinfeccion de instalaciones y equipos
(Rodhouse & Carbonero, 2019), la implementacion del programa de Andlisis de
Peligros y Puntos Criticos de Control (HACCP, por sus siglas en inglés), el cual se
basa en los requisitos legales para los Procedimientos Operativos Estandarizados
de Saneamiento y las Buenas Préacticas de Manufactura, permiten reducir la
incidencia de microorganismos productores en el proceso y el producto (Ciont et al.,
2022). Ademas, la coccién ayuda a reducir las poblaciones microbianas con
capacidad potencial de produccion AB. No obstante, después de esta etapa los
microorganismos que hayan sobrevivido o se encuentren en las superficies de los
equipos pueden desarrollar en el mosto durante la fermentacion (S. A. Kim et al.,
2015).

Por ello, es necesario buscar alternativas que puedan aplicarse después de la
coccion del mosto, con el objetivo de reducir las poblaciones microbianas y por tanto
la produccién de AB. En estas etapas se pueden aplicar alternativas basadas en la
bioconservacion, dentro de las cuales se encuentra el uso de bacteriofagos (Garvey,
2022).

I1.3 Bacteriofagos

Los bacteriofagos o fagos son virus que infectan a las bacterias, se consideran como
reguladores ecolégicos de los ecosistemas microbianos, son las entidades

bioldgicas replicantes mas abundantes en la tierra y posiblemente los virus mas
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antiguos (Paillet & Dugat-Bony, 2021). Estos se encuentran de manera natural en
el cuerpo humano formando parte de la microbiota, en ambientes marinos el cual
contiene alrededor de 4 x 10 particulas de virus, en el suelo, en alimentos y aguas
de desecho; asi como en plantas de tratamiento de agua, en la industria alimentaria
como agentes de biocontrol o como contaminantes de cultivos iniciadores, en
laboratorios de ingenieria de fagos y en formulaciones farmacéuticas (Batinovic et
al., 2019).

[1.3.1 Caracteristicas generales

El tamafio de los fagos se encuentra entre los 20 a 400 nm, pero comunmente oscila
entre los 24 y 200 nm. Los bacteriéfagos tipicos poseen cabeza (o capside) en forma
icosaédrica (formada por subunidades proteicas llamadas protdmeros), son
filamentosos y tienen cola (aproximadamente el 96% de los fagos reportados), la
cual interactla con los receptores especificos de su huésped bacteriano (Maimaiti
et al., 2023; Sharma et al., 2017).

Dentro de los bacteriéfagos menos comunes se encuentran los conocidos como
CFP que se caracterizan por ser cubicos (simetria cubica y forma icosaédrica),
filamentosos o pleomoérficos (aproximadamente menos del 4%). Algunos pueden
contener lipidos en la envoltura y componentes internos, lo que los hace sensibles
al éter y al cloroformo. Ademas, los bacteri6fagos pueden componerse de ADN o
ARN de simple (ss) o doble cadena (ds) (Ackermann, 2009). La estructura de los
fagos presenta gran variacion, por lo cual un pequefio nimero de las morfologias

existentes se encuentra representada en la literatura (Figura 3).

Los fagos pertenecientes al orden de los Caudovirales se caracterizan por que
poseen cola helicoidal y generalmente provista de estructuras que les permiten la
fijacion al huésped como la placa base, espiculas o fibras, dentro de este orden se
incluyen tres familias: Myoviridae (cola contractil y rigida), Podoviridae (cola corta y
no contractil) y Siphoviridae (cola no contréctil, filamentosa y larga), las cabezas

pueden ser icosaédricas o alargadas. Dentro de los fagos sin cola se incluyen a la
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familia Plasmaviridae, Tectiviridae y Cystoviridae, mientras que dentro de los fagos
filamentosos se encuentra a la familia Inoviridae (Dennehy & Abedon, 2021,
O’Connell et al.,, 2021). En la Tabla 2 se pueden encontrar a mayor detalle las
caracteristicas de los fagos con cola y sin cola, asi como algunos de los fagos méas
representativos en la literatura para cada familia.

ssDNA dsDNA
Microviridae Q ‘ @ i/\;i
Corticovirid T irid
e coviridae ocuvr ae STIV
Myoviridae
Siphoviridae

Plasmaviridae ‘Globuloviridae’ Q : :
|}

: Guttaviridae  ‘Ampullaviridae’

Fuselloviridae Salterprovirus

‘Bicaudaviridae’

ssRNA dsRNA

Lipothrixviridae O @
C — T

~ Leviviridae
Inoviridae Rudiviridae Cystoviridae

Figura 3. Morfologia de bacteriéfagos representativa para cada familia.
(Ackermann, 2009)
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Tabla 2. Tipos de bacteriéfagos

Familia Fagos Morfologia Dimensiones (nm)* | Genoma
representativos | tipica
Myoviridae Mu, P1, P2, | Cola Cabeza: 50 - 110 dsDNA
SPO1, T4 Cola: (80-) 95-111 (-
455) x 16-20
Siphoviridae C2, @C31, L5, | Cola Cabeza: 60 dsDNA
N15, T1, T5 Cola: (65-) 150 (-570)
x 7-) 8 (-10)
Podoviridae @29, N4, P22, T7 | Cola Cabeza: 60 dsDNA
Cola: 20 x 8
Corticoviridae | PM2 Isométrica, 56 dsDNA
membrana circular,
interna superenrrollado
Plasmaviridae | L2 Esférica a | (50-) 80 (-125) dsDNA
pleomorfica, circular,
con envoltura superenrrollado
Tectiviridae PRD1 Isométrica con | 66 dsDNA
membrana
interna
Inoviridae M13 (Inovirus), | Alargado 700 —2000 X7 6 70 - | ssDNA
MV-L51 280 x 10-16 circular
(Plectovirus) sentido positivo
Microviridae X174 Isométrico 25-27 ssDNA
circular
sentido positivo
Cystoviridae 76 Isométrico, 85 dsRNA
envuelto segmentado
Leviviridae MS2 (Levivirus), | Isométrico 26 SSRNA

QB (Allolevivirus)

sentido positivo

*Se enfatizan las dimensiones mas comunes en donde es necesario.

(Modificado de Dennehy & Abedon, 2021)
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[1.3.2 Mecanismos de infeccion y ciclos de vida

Para que el ciclo de infeccion comience, el fago requiere de la identificacion de
receptores especificos que se encuentran en la superficie de la bacteria huésped.
Ademas de otros factores que afectan a la adhesién como: tipo de bacteria (Gram
positiva o negativa), virulencia y las condiciones de crecimiento. Especificamente
para bacterias Gram positivas, como las BAL, el peptidoglicano, los acidos teicoicos
y los polisacaridos que se encuentren en la superficie funcionan como sitios
receptores de fagos (Dowah & Clokie, 2018). Estos sitios son reconocidos por las
proteinas de unién a los receptores (RBPs, por sus siglas en inglés), las cuales
estan ubicadas en la cola del fago (Dunne et al., 2018). La penetracion del material
genético en la célula bacteriana dependera del tipo de fago, por ejemplo: Myoviridae
se une irreversiblemente a la superficie bacteriana conectando la placa base con
ayuda de las fibras de la cola, posteriormente con ayuda del ATP contrae la cola e
inserta el material genético; a diferencia de la familia Podoviridae, que al carecer de
la cola, degrada enzimaticamente parte de la membrana celular de la bacteria

huésped e inserta su material genético (Sharma et al., 2017).

Una vez que se ha insertado el material genético, el ciclo de vida de los fagos puede
ser litico o lisogénico. En los fagos liticos el ciclo de vida termina con la lisis de su
anfitrion. Primero provoca la inhibicion del metabolismo de la bacteria y lo perturba
para la produccion de la progenie de fagos, finalmente para liberar los productos
requiere de endolisinas, que son proteinas liticas que degradan el peptidoglucano
de la pared celular bacteriana al final del ciclo litico. El ciclo comienza de nuevo
cuando los fagos generados infectan a otras células (Kazi & Annapure, 2016;
Rendueles et al., 2022).

En los fagos lisogénicos, la propagacion del fago es retardada al integrar su genoma
viral dentro del genoma bacteriano. En esta situacion, el fago protege al huésped
del ataque de otros bacteriéfagos, controla la expresion de genes bacterianos y
promueve la transferencia de genes entre bacterias. La bacteria lisogénica después

de ser infectada contiene un profago integrado en su genoma, el cual permanece
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en estado de latencia y multiplica en las divisiones celulares de la bacteria. Sin
embargo, en situaciones de estrés o procesos de dafio celular del huésped se activa
el ciclo litico y termina con la liberacion de nuevos viriones. En aplicaciones como
el biocontrol, los fagos lisogénicos se consideran inadecuados, por lo que los fagos
liticos son ideales para este tipo de aplicaciones (Brady et al., 2021; Harada et al.,
2018).

11.3.2 Técnicas de enumeracion

La enumeracion de bacteriéfagos se puede realizar mediante ensayos en placa
permite determinar la concentracion de particulas (titulo) de fagos infecciosos (Tabla
3). En estas técnicas se mezclan diluciones preparadas de los fagos con su bacteria
huésped y se dispersan de forma uniforme en un medio de cultivo sélido. En la
siembra la bacteria huésped crece sobre el medio sélido, mientras que, las
particulas de fagos infecciosos lisan o inhiben el crecimiento de las células
bacterianas, lo que resulta en zonas claras o translicidas circulares denominadas
“placa” o “zonas de lisis”. Las unidades de fagos infecciosos se denominan unidad
formadora de placa (UFP). Dependiendo de la bacteria, una placa puede ser clara
(como la placa del fago T1) o una placa con area de crecimiento lento (placa del
fago M13). A este ensayo se le denomina titulacién o ensayo en placas y es la base
para determinar la concentracion de los fagos, el aislamiento y la caracterizacion
(Stephenson, 2016).

Tabla 3. Métodos para la enumeracion de bacteriéfagos

Método Descripcion

“Superposicion | La suspension o dilucion de bacteri6fagos a cuantificar se
de agar mezcla con la bacteria hospedera en agar diluido y fundido, el
blando”, agar | cual se distribuye de manera uniforme sobre una placa con agar

en doble capa” | estandar hasta solidificacion. Después de incubacion las placas

o “doble capa” | de lisis se distinguen por ser claras. Este método se considera
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el mas preciso y favorece la formacion de placas de lisis grandes

y con morfologia definida.

Plaqueo Este método no requiere del recubrimiento de agar diluido como
directo el método anterior, la suspension o dilucion de fagos a
cuantificar se mezcla con la bacteria hospedera y se incuba unos
minutos para permitir la adhesion de los fagos a las bacterias.
Después de incubacion la mezcla se esparce en la placa de agar
estandar y seca, posteriormente se incuba y se procede al

conteo de las placas de lisis.

Gota Este método es a pequefia escala y permite lograr mayor
eficiencia y economia con poca pérdida de precision en la
enumeracion de fagos. La preparacion e inoculacion de la
suspension y diluciones de fagos es similar al ensayo de
plagueo directo, sélo que, a diferencia de este, los volumenes
empleados de la mezcla de bacteria y fagos el pequefio (20 uL).

(Kropinski et al., 2009)

Los métodos en placa sélo permiten la enumeracion de fagos liticos cuyas bacterias
hospederas forman céspedes uniformes en agar solido y que producen progenie
suficiente para formar placas de lisis visibles, por lo que para los fagos que no se
puedan enumerar por métodos de plaqueo la microscopia electrénica, microscopia
fluorescente o PCR cuantitativa, son métodos que permiten la cuantificacion
(Kropinski et al., 2009).

[1.3.3 Técnicas para el aislamiento, purificacién y caracterizacion

El aislamiento de bacteri6fagos se puede realizar mediante dos enfoques. El
primero dependiente del cultivo, en donde una muestra de interés se inocula con la
bacteria(s) hospedera(s) objetivo con la finalidad de aumentar las concentraciones
de los posibles bacteri6fagos presentes en un medio de cultivo liquido selectivo,

generalmente las bacterias que pueda contener la muestra son eliminadas antes de
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la inoculacion. Este paso de amplificacion, propagacion o enriquecimiento, no
siempre se lleva a cabo, en algunos casos se procede a la deteccion directa de los
fagos en placa. El segundo enfoque es la concentracién de bacteri6fagos usando
equipos sofisticados y técnicas como la ultracentrifugacion, precipitacion y la
filtracion; dentro de sus ventajas es que permite la deteccion y cuantificacion,

aungue las concentraciones iniciales del fago sean muy bajas (Abedon, 2021).

Para la purificacion de los bacteriéfagos aislados se emplean técnicas como
centrifugacion a baja velocidad con cloroformo (0.1-1% v/v), filtracién del
sobrenadante con membranas de 0.2 o 0.45 um, precipitacion con polietilenglicol
(PEG) al 8% (p/v) y 0.1 M de Cloruro de sodio (NaCl) seguido de centrifugacion a 6,
700 x g /30 min, ultracentrifugacion con gradiente de cloruro de cesio (CsCl) o
sacarosa a velocidades que van desde los 20, 000 a 100, 000 x g / 60 0 120 min y
(Abdelsattar et al., 2022). La purificacion también se puede realizar a partir de las
zonas de lisis que se obtienen de la deteccion de fagos por el método de agar en
doble capa, en donde se seleccionan zonas de lisis con diferentes morfologias y
tamanos, estas se resguardan en buffer sal — magnesio (buffer SM), a partir de estas
placas se realiza multiples enriquecimientos hasta obtener zonas de lisis con

morfologias uniformes (Esmael et al., 2021).

Después del aislamiento y la purificacién, los fagos se pueden caracterizar con base
en el tipo de &acido nucleido (dsDNA, ssDNA, dsRNA o ssRNA), gendmica,
composicidn fisica y quimica, morfologia, serologia, métodos de inactivacion (fisica
y quimica) y fisiologia (funcionalidad del fago y capacidad para atacar a la cepa
hospedera) (Abdelsattar et al., 2022). En la Tabla 4 se muestran los métodos

comunmente empleados para la caracterizacion de los bacteriéfagos.

Tabla 4. Métodos de caracterizacion de bacteriofagos

Caracterizacion Descripcién del parametro Métodos

Fisiologica Tamafio de explosién: Se refiere al | *Curva de crecimiento de un solo paso.

namero de particulas de fago que | *Microscopia electrénica de transmision

se producen por célula infectaday | (TEM)
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permite conocer la dinamica

poblacional de cada bacteriéfago.

Rango de hospederos: Permite

identificar las bacterias que un
bacteriéfago es capaz de infectar
y puede abarcar varios géneros
bacterianos.

*Eficiencia de plaqueo (EOP)

*Prueba de mancha o puntos

Periodo de latencia: Periodo que

transcurre entre la infeccion y la
liberacibn de los bacteriéfagos

después de la lisis.

*Microscopia electrénica de trasmision
(TEM)
*Examinacion turbidimetrica

*Curva de crecimiento de un solo paso

Quimicay fisica

Inactivacion de la actividad litica:

Se enfoca en pruebas para

determinar la actividad de los

fagos y su resistencia a

condiciones adversas.

*Radiacion UV

*Exposicion a quimicos: metanol, etanol y
propanol, dimetilformamida (DMF), acido
peracético, cloroformo, fenol, etc.
*Tratamientos térmicos

* Sensibilidad a diferentes pH

Morfoldgica

Permite identificar la longitud y el
diametro de la cola, la simetria de
la capside, la forma del virién, el
niamero de capsomeros, la

presencia de envoltura, las

dimensiones y las proteinas

internas.

*Microscopia electrénica de transmision
(TEM)

* Microscopia electrénica de barrido (SEM)
*Crio-microscopia electrénica (Cryo-EM)
*Microscopia de fluorescencia

*Microscopia de fuerza atomica (AFM)

Composicién

Fisica: Peso molecular de acidos
nucleicos, densidad flotante de las
proteinas.

Quimica: Porcentaje de proteinas
y lipidos, composicién de lipidos,
aminoacidos y secuencia de

aminoécidos.

*Electroforesis de
(PFGE)

*Interesterificacion

campos pulsados

Gendmicay

genotipica

Permiten conocer si un fago tiene
actividad litica o lisogénica, ya que

los fenotipos expresados durante

*PCR multiplex

*Tipificacion de secuencias multilocus
(MLST)

*Secuenciacion de DNA/RNA
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el ciclo de infeccion estan | lllumina (MiSeq, HiSeq, NovaSeq)

codificados en el genoma.

(Abdelsattar et al., 2022)

[1.3.3 Aplicacion en la industria alimentaria

El uso de bacteriéfagos en la agricultura y en la industria alimentaria es un area en
crecimiento y evolucion (Figura 4). El estudio y aislamiento de fagos ha permitido el
desarrollo de estrategias para controlar infecciones bacterianas en los cultivos,
enfermedades bacterianas en la acuicultura, asi como la presencia de bacterias
patbgenas en alimentos y de bacterias deterioradoras (Ledormand et al., 2021;
Sharma et al., 2017).

GRANJA TENEDOR

Fago terapia Biocontrol Biosanitizacion Bioconservacion
- K\
2500 SN\ g
VIl > 5 A ]
{ / o ) OO
\\,o/ QYRR
Pre-cosecha Post-cosecha Industria Consumidores
Control de patégenos Control de patégenos

Figura 4. Aplicacion de los bacteriofagos en la industria alimentaria.
(Endersen & Coffey, 2020)

Entre los estudios en donde se ha evaluado a los bacteriéfagos se encuentra su
aplicaciéon como alternativa de biocontrol contra Escherichia coli patdgena aviar
(APEC) en pollo de engorda, en donde se sefala que la terapia con fagos es una
opcion atractiva para prevenir y controlar la colibacilosis (Eid et al., 2022).

En embutidos fermentados la aplicacién de bacteriocinas producidas por BAL como
método de bioconservacion y la aplicacion de bacteriéfagos sugiere una mejora
adicional para la inocuidad alimentaria y valor agregado al producto (Aymerich et
al., 2011). El uso en conjunto de las bacteriocinas, bacteriofagos y proteinas, como
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las endolisinas, en el area de bioconservacion, ya ha sido objeto de estudio,
especialmente para el control de bacterias como Listeria monocytogenes en
manzanas, jamones de cerdo, ensaladas de col, queso fresco, entre otras matrices
alimentarias (Rendueles et al., 2022).

El uso de cocteles o preparaciones de fagos en la industria alimentaria tuvo su
primera aprobacion en el afio 2006, en donde la FDA aprobd un céctel especifico
de fagos para Listeria monocytogenes conocido como ListShield™ como aditivo
alimentario. La FDA también otorgo la designacién de generalmente reconocido
como seguro (GRAS, por sus siglas en inglés) a varias formulaciones de fagos
como: SalmoFresh™, PhageGuard Listex™ y PhageGuard S™. Por su parte, el
departamento de agricultura (USDA, por sus siglas en inglés) incluyé diversas
preparaciones de fagos en sus directrices emitidas para ingredientes seguros y
adecuados en la produccion de carne, aves y productos de huevo (Moye et al.,
2018). Mientras que en los procesos de vinificacion se proponen como alternativa
al uso de dioxido de azufre (SO2) para controlar a las poblaciones de bacterias 4cido
acéticas y lacticas que causan defectos en la calidad sensorial del vino (Cordero-
Bueso et al., 2020).

Si bien la aplicacion de fagos en la industria alimentaria se basa principalmente en
el biocontrol de patdgenos y de bacterias de deterioro, el estudio de nuevos
enfoques sefiala que se podrian llegar a emplear como herramientas para el control
de las comunidades microbianas y asi alcanzar propiedades especificas en los

productos alimentarios (Paillet & Dugat-Bony, 2021).
11.3.4 Aplicacién en cerveza artesanal
Dado que los bacteriéfagos pueden lisar selectivamente a las bacterias sin afectar

negativamente a las levaduras, se han considerado para el control de bacterias que

contaminan la fermentacion alcoholica y que causan el deterioro (Seo et al., 2020).

Sin embargo, las investigaciones en cuanto a la aplicacién de los bacteriéfagos en
cerveza artesanal son limitadas y se enfocan en el aislamiento y caracterizacién de

fagos que infectan a bacterias deterioradoras y generalmente se limitan a ensayos
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in vitro. Feyereisen et al. (2019) aislaron y caracterizaron 5 bacteriéfagos que
infectan a cepas de Levilactobacillus brevis que causan deterioro, en donde
evaluaron el efecto antimicrobiano en caldo MRS y observaron que al adicionar los
fagos liticos a las diferentes cepas de L. brevis habia efectos negativos en el
desarrollo impidiéndolo hasta por 32 h. Por su parte, Kelly et al. (2012) se enfocaron
en la secuenciacion del genoma del fago clP1 que infecta a Pediococcus damnosus
(deterioradora de cerveza artesanal) el cual posee maquinaria genética para
expresar ciclos de vida liticos y la ausencia de genes que pudieran codificar para la
produccion de endotoxinas. Mientras que Lopez-Gazucho et al. (2023) aislaron y
evaluaron 3 bacteriéfagos con actividad inhibitoria sobre Leuconostoc citreum,
Lactiplantibacillus pentosus y Bacillus cereus en cerveza comercial tipo pilsner, en
este evaluaron los cambios sensoriales durante el almacenamiento y las
poblaciones microbianas, encontrando reducciones de 0.8 a 1.2 Log UFC/mL de las

cepas bacterianas.

Estos estudios sefialan las posibles aplicaciones de los bacteriéfagos en cerveza
artesanal para el control de poblaciones bacterianas que causan el deterioro, no
obstante, su aplicacion se puede enfocar a la bioconservacion contra BAL que

producen AB en cerveza artesanal.
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I1. OBJETIVOS
I11.1 Generales

Caracterizar la capacidad inhibitoria de bacteriéfagos sobre bacterias acido lacticas
(BAL) productoras de aminas biogénicas (AB) in vitro y en el proceso de

fermentacion de cerveza artesanal.

1.2 Especificos

I.  Estandarizar el método de propagacion y conservacion de los bacteriofagos
in vitro.

Il. Aislar y seleccionar bacteri6fagos con capacidad de inhibicion sobre BAL
productoras de AB.

lll. Evaluar el efecto in vitro del pH, temperatura, contenido de etanol y
concentracion de lupulo en la actividad inhibitoria de los bacteri6fagos sobre
las BAL productoras de AB.

IV. Evaluar la eficiencia de los bacteri6fagos seleccionados para reducir el
desarrollo o la sobrevivencia de BAL y la produccion de AB durante el

proceso de fermentacién de cerveza.
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IV. MATERIALES Y METODOS

IV.1 Materiales

IV.1.1 Equipo

©)

O

O

o

Campana de flujo laminar

Centrifuga METRIX® Velocity 14

Centrifuga refrigerada HERMLE®Z 323 K

Ultracentrifuga Beckman Optima™ L-60.

Microscopio electrénico de trasmision JEM 1400, JEOL LTD, Japon.
Incubadora INCUBATOR® 815

Incubadora refrigerada FOC 225E VELP SCIENTIFICA®

Potenciometro HANNA® pH 211

Espectrofotometro LAMBDA 365 UV/Vis PerkinEImer®

HPLC Agilent Technologies XDB-C8 LC (DEPENDE DE LA MET. AMINAS)
Detector de fluorescencia (G1321A) (Agilent Technologies, Santa Clara, CA,
USA)

IV.1.2 Medios de cultivo

Caldo Man, Rogosa y Sharpe (MRS) BD Difco™
Agar Man, Rogosa y Sharpe (MRS) NEOGENE®
Agar bacterioldgico NEOGENE®
Caldo Neutralizante NEOGENE®

IV.1.3 Soluciones

o

Buffer SM (0.05 M Tris-HCI, 0.1 M NaCl, 0.01 M MgSO4, agar
bacteriol6gico 0.05%, pH = 7.5)

Solucién salina isoténica (SSI) 0.85 g de NaCl / 100 mL agua destilada
Cloruro de calcio (CaClz) 1 M

Etanol 95 %

Acido clorhidrico (HCI) 6 N
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IV.1.4. Reactivos

o Polietilenglicol 8000 Sigma Aldrich®
o Cicloheximida Sigma Aldrich®

o 2,2,4-trimetilpentano o iso—octano Fermont®

IV.1.5 Material biol6gico

o Cepas de BAL productoras de AB previamente aisladas de cerveza artesanal

(Tabla 5).
Tabla 5. BAL productoras de AB
Caodigo de la Género y especie AB producida
cepa
C4 Levilactobacillus brevis Tiramina, histamina.
C7 Levilactobacillus brevis Tiramina, histamina.
C9 Levilactobacillus brevis Histamina, tiramina, putrescina y
cadaverina.
Cl1 Levilactobacillus brevis Tiramina, histamina.
C13 Leuconostoc mesenteroides Tiramina
Cl4 Levilactobacillus brevis Tiramina, histamina.
C18 Levilactobacillus brevis Histamina, tiramina, putrescina y
cadaverina.
C19 Levilactobacillus brevis Histamina, tiramina, putrescina y
cadaverina.
C20 Levilactobacillus brevis Tiramina, histamina.
5 Leuconostoc citreum N/I
9 Lactiplantibacillus pentosus Putrescina

o YCH Extracto de lupulo Ekuanot® Brand

(Lépez-Gazucho et al., 2023; Ovalle-Marmolejo et al., 2023)
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Composicion: Acidos alfa 45-65 % p/p, acidos beta 15-35 % p/p y % de

aceites de destilacion 5-15 % p/p.

o Mosto para cerveza
Estilo English IPA con miel, inoculado con levadura comercial S04 fermentis

y adicionado con MgSOa.

IV.2 Métodos
IV.2.1 Procedimientos generales

IV.2.1.1 Activacion y lavado de cepas de BAL productoras de AB.

Las cepas (Tabla 5) que se encuentran conservadas a -20°C en caldo MRS
adicionado de glicerol (20%) se reactivaron individualmente mediante 2 cultivos
sucesivos de 30 pL en 3 mL de caldo MRS a 30°C durante 24-48 h. EI ultimo cultivo
se centrifugd a 12 000 RPM / 2 min y se resuspendié en SSI para emplearse en las

evaluaciones que se describen a continuacion.

IV.2.1.2 Recuento en placa de células viables

Se hicieron las diluciones decimales necesarias a partir de las suspensiones
iniciales de bacterias y se inocularon 100 o 333 pL en agar MRS (dependiendo de
la concentracion esperada), seguido de una extensién en agar MRS con perlas de
vidrio estériles. Las placas inoculadas se incubaron a 30°C / 24-48 h.

IV.2.1.3 Recuento de bacteriéfagos por el método agar en doble capa.

Se empled la técnica de agar en doble capa de Kropinski et al. (2009) con algunas
adaptaciones. Se inocularon 100 pL de cepa bacteriana (~ 9 log UFC / mL) y 100
uL del filtrado de bacteriéfago o su diluciéon en buffer SM en 3 mL de agar suave
MRS (0.6 % agar, 10 mM CaCl2) se homogeniz6é usando vortex y se vertio sobre
una placa con agar MRS de manera uniforme. Las placas se incubaron a 30 °C/ 24
h.
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Después de la incubacion se calculd el titulo de cada bacteriéfago (Log UFP/mL)
mediante el numero de placas de lisis formadas y el factor de dilucion

correspondiente.

IV.2.2 Optimizacion de la técnica de aislamiento, enriquecimiento vy

conservacion de bacteriofagos

Se evalud el efecto del numero de cultivos requeridos para propagar a los
bacteridfagos hasta alcanzar concentraciones superiores a los 8 Log UFP/ mL. Para
ello se propagaron las particulas del bacteriéfago 8M2 en su cepa susceptible
Leuconostoc citreum (5) a concentracion de ~9 Log UFC/ mL, realizando 4 cultivos
consecutivos, los tres primeros en 5 mL y uno en 10 mL de caldo MRS (120 %, 10
mM CaCly).

En el primer cultivo se inocularon 100 pL (1 Log UFC/mL) de placas de bacteriéfagos
resguardadas en Buffer SM con 100 pL de la cepa bacteriana. Para el segundo
cultivo se tomd 1 mL del sobrenadante del cultivo 1 y se inocul6 con 100 pL de cepa
bacteriana fresca. Para el tercer cultivo se tomé 1 mL del sobrenadante del segundo
cultivo y se procedi6é de la misma manera. Para el cuarto cultivo, se tomd 1 mL del
sobrenadante obtenido a partir del tercer cultivo y se inoculé en 10 mL de caldo con
400 pL de cepa bacteriana fresca. Entre cada cultivo se incub6 a 30 °C / 24 h, se
centrifugdb a 5 000 RPM / 5 min a 4 °C y se separd el sobrenadante para la
reinoculacion y cuantificacion de los bacteriofagos (Log UFP/mL) mediante la
técnica de agar en doble capa (IV.2.1.3).

El ultimo sobrenadante obtenido se filtr6 con una membrana de acetato de celulosa
de 0.45 um y se fracciond en 2 partes iguales en tubos estériles, para evaluar el
efecto del agar bacterioldgico en la conservacion de los bacteriéfagos. A una de las
alicuotas se le adicion6 agar bacteriolégico (0.05% p/v) y el tubo restante se empled
como control. Ambas suspensiones se almacenaron a 4°C durante 1 mes

cuantificando las particulas virales (IV.2.1.3) cada semana.
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IV.2.3 Obtencion de bacteriéfagos

IV.2.3.1 Recoleccién de muestras

Se recolectaron 45 muestras (30 en cervecerias artesanales y 15 en la Universidad
Auténoma de Querétaro) de superficies de equipos, accesorios y pisos, contenido
de alcantarillas, estanques, fuentes de agua, alimentos y residuos. Para las
muestras de superficies se emplearon esponjas que se frotaron en un patrén de zig-
zag dos veces en al menos 100 cm? de la superficie y se depositaron en 50 mL de
Buffer SM en una bolsa estéril. Para las muestras liquidas como contenido de
alcantarillas, estanques, fuentes de agua, alimentos y residuos se recolectaron ~50

mL del liquido en tubos falcon de 50 mL estériles.

IV.2.3.2 Aislamiento y purificacion de bacteriéfagos

Las muestras se centrifugaron a 5 000 RPM / 10 min a 4 °C. El sobrenadante se
filtré6 con una membrana de acetato de celulosa 0.45 um y se resguardé en un tubo
estéril a 4 °C. De los filtrados de cada muestra, se inoculdo 1 mL en 10 mL de caldo
MRS (120 %, 10 mM CaCl2) con 400 pL de mezcla de bacterias por separado (Tabla
6) y se incub6 a 30 °C/ 24 h. Después de la incubacion, la mezcla se centrifugd a 5
000 RPM / 5 min a 4 °C y se recuperé nuevamente el sobrenadante en un tubo
estéril; este ultimo se filtr6 y se empled para la deteccién y cuantificacién de
bacteriéfagos (1V.2.1.3). Una vez identificadas las muestras con presencia de
bacteriofagos, se propag6é con cada cepa bacteriana que constituia la mezcla
utilizada para identificar la cepa hospedera.

Tabla 6. Composicion de las mezclas de cepas para el aislamiento de bacteriéfagos.

Codigo de mezcla | Codigo de las cepas Género y especie
M1 C4,C7,C9yCl11 Levilactobacillus brevis
M2 5 Leuconostoc citreum
C13 Leuconostoc mesenteroides
M3 C14,C18,C19y C20 Levilactobacillus brevis
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M4 9 Lactiplantibacillus pentosus

ATCC 33222 Ligilactobacillus saerimneri

De las placas de lisis con las cepas bacterianas individuales, se recuperaron ~10
placas con un mondadientes de madera estéril y se colocaron en 1 mL de Buffer
SM en un tubo eppendorf y se almacenaron a 4°C. Para la purificacion y
concentracion de los bacteriéfagos, se emplearon dos cultivos sucesivos en 10 mL
de caldo MRS (120%, 10 mM CacClz). Para el primero se tom6 400 uL de cepa
bacteriana con 100 uL de las placas de lisis en Buffer SM. El segundo subcultivo se
propagd a partir del primero, tomando 1 mL del filtrado del primer subcultivo e
inoculandolo con 400 uL de cepa bacteriana fresca, cada cultivo se incub6 a 30°C /
24 h. Ambos subcultivos fueron centrifugados y filtrados bajo las condiciones ya

enunciadas. Los filtrados enriquecidos se emplearon para los ensayos posteriores.

IV.2.4 Identificacibn de bacteriofagos por Microscopia Electrénica de
Transmision (TEM)

Una suspension de 50 mL de cada bacteriéfago purificado, se ultracentrifugé a 40
000 x g/ 120 min a 4°C, en seguida se retir6 el sobrenadante y este se resuspendio
y homogenizé en 50 uL de PBS y 50 uL de glutaraldehido (2.5%). Después de
ultracentrifugacion los fagos 8M2, M2M, 44M2 y 44M3 se fijaron con glutaraldehido
al 1.5% en cacodilato de sodio durante 1 hora a temperatura ambiente. En seguida,
se colocaron 10 uL en la superficie de las rejillas de cobre recubiertas de formvar y
se tifleron con acetato de uranilo al 2.5%. Las rejillas secas se recubrieron con
carbono y luego se examinaron en microscopio electronico de transmision (JEM
1400, JEOL LTD, Japon).

Con base en los criterios establecidos por Ackermann, (2001) se determiné el
morfotipo e identificd la familia viral del fago. A partir de las micrografias se
seleccionaron 6 fagos de cada uno y se midio la longitud de la cola y el didmetro de

la cabeza en nm.
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IV.2.5 Evaluacién del efecto antimicrobiano de los bacteriofagos sobre BAL

productoras de AB.
IV.2.5.1 Determinacién del rango de hospederos

Para evaluar el rango de hospederos de cada bacteriéfago con la coleccion de
bacterias, se empleé la prueba de puntos de Kutter, (2009) con algunas
modificaciones. Se inocularon 100 yL de cada una de las cepas bacterianas de
manera individual en 3 mL de agar suave MRS (0.6 % agar, 10 mM CacClz) se
homogenizé mediante vortex y se verti6 homogéneamente sobre una capa de agar
MRS (1.55 % agar, 10 mM CaCl2) y se dejo secar por 15 min. En seguida, en
diferentes puntos sobre el agar se colocaron 10 puL de la suspension de cada
bacteriofago aislado y enriquecido a concentraciones entre 8 y 9 log UFP/mL, se
dej6 secar durante 20 min y se incub6 a 30 °C/ 24 h. La lisis de los bacteri6fagos

fue clasificada como se muestra en la Figura 5.

0 1 2 3 4
Figura 5. Clasificacion de las placas o zonas de lisis.
En donde 0 sin lisis, 1 placas de lisis individuales, 2 turbidez en toda la zona de

lisis, 3 lisis completa pero ligeramente turbia y 4 lisis completa.

A este ensayo se incorpor6 el bacteriofago ME2 (Figura 6) aislado por Lopez-
Gazucho et al. (2023). Los fagos que presentaron mayor calidad de lisis sobre las
cepas C7 y C18 de L. brevis fueron seleccionados para los experimentos

posteriores.
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Figura 6. Micrografia electronica del fago ME2 que infecta a la cepa 5 de
Leuconostoc citreum. Escala 100 nm.

IV.2.5.2 Cinética de inhibicién de desarrollo bacteriano

Se evaluo el efecto en medio liquido de los bacteri6fagos més eficientes con su
respectiva cepa bacteriana susceptible. Para ello, se inoculd 1 mL de bacterias
previamente diluidas hasta alcanzar concentraciones de ~6 log UFC/mL y 1 mL de
bacteriéfagos en la mayor concentracion alcanzada, en 8 mL de Caldo MRS (120%,
10 mM CacCl2) y se llevé a incubar a 30 °C/ 24 horas. Se tomaron alicuotas de 1 mL
alas 0, 3, 6, 12 y 24 horas y se cuantificd la poblacion viable de las bacterias por
cultivo en agar MRS (1V.2.1.2). Los controles para el ensayo consistieron en
suspensiones de cada bacteria sin el bacteri6fago. Con los resultados de esta
seccién se pudo evaluar la capacidad antimicrobiana de los fagos sobre las cepas

de BAL, los cuales se emplearon en los experimentos posteriores.

IV.2.6 Evaluacién del efecto de pH, contenido de alcohol y concentracion del
lipulo sobre la capacidad de inhibicion de los bacteri6fagos en contra de las
BAL productoras de AB

Se evalué la actividad inhibitoria de los bacteriéfagos en las diferentes condiciones
relacionadas con el proceso de fermentacion del mosto y de la cerveza mediante un
disefio factorial fraccionado (231) (Tabla 3). Se incluyeron los factores pH (5 y 6),
contenido de alcohol (4 y 8 %) y concentracion de ltpulo (20 — 80 IBUS). Para ello,

se ajusto el caldo MRS a las diferentes combinaciones de los factores usando una
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solucion concentrada de lupulo de YCH Extracto de lupulo Ekuanot® Brand a 2000
IBUS, etanol 98% y acido lactico 88%.

Tabla 7. Formulacién de cada tratamiento basado en el disefio factorial

fraccionado.

Tratamiento pH Etanol (%) Lapulo (IBUS)
1 5 4 20
2 6 4 80
3 5 8 80
4 6 8 20

Para corroborar que el caldo MRS se ajustd a los niveles establecidos de extracto
de lapulo se empled la técnica de espectrofotometria UV/VIS a 275 nm (American
Society of Brewing Chemists, 2023), la cual brevemente consisti6 en agitar
mecanicamente 10 mL de muestra con un solvente organico no polar (2,2,4—
trimetilpentano o iso—octano) y un acido fuerte (HCI 6 N) lo cual permitio extraer los
compuestos amargos del lapulo en la capa del solvente no polar después de
centrifugar. En el sobrenadante se midi6 la densidad optica a 275 nm en
espectrofotometro. Las lecturas de densidad éptica obtenidas se multiplicaron por
50 (coeficiente de relacién entre la pendiente de la correlacién y la relacion del iso-
octano) para el calculo de las unidades de amargor (IBUS).

El caldo MRS ajustado a cada tratamiento (8 mL) se inocul6é con 1 mL de la
suspension de la cepa de BAL activada ~6 Log UFC/mL y con 1 mL de la suspensién
de bacteri6fagos ~1 a 2 Log UFP/mL (de acuerdo con la proporcién
bacteria/bacteriofago en la que se mostro inhibicion 1V.2.5.2) y se incubo a 25 °C/
24 h. Se realiz6 recuento de células viables a las 0, 12 y 24 h; las diluciones
requeridas se hicieron en caldo neutralizante. Como controles se emplearon la cepa
de BAL sin bacteriéfago en los mismos tratamientos y la cepa BAL sin bacteriéfago
en el caldo MRS sin inhibidores.

32



La cepa que mostré mayor capacidad para soportar las condiciones estresantes del
medio se selecciond junto con su bacteriéfago, para proseguir con la siguiente etapa

experimental.

IV.2.7 Evaluacion del efecto antimicrobiano de bacteriofagos seleccionados
sobre cepas de BAL y su produccién de AB durante la fermentacién de mosto

de cerveza

Se empled la metodologia empleada por Poveda et al. (2017) y se adapto6 para los
fines experimentales. Para la evaluacion del efecto antimicrobiano del fago sobre la
BAL, se inocul6 la cepa susceptible (~5 Log UFC/mL) con el fago (~1 Log UFP/mL)
en 120 mL de mosto para cerveza ya inoculado con la levadura comercial. Como
controles se tuvieron el mosto sin indculo de bacteria y fago y el mosto con bacteria

y sin fago.

Para la fermentacion, el tratamiento y los controles se incubaron a 18°C por 13 dias,
con monitoreo diario de la densidad. Al final de la fermentacion se midio el pH, la
acidez y la concentracion de etanol. El recuento de células viables se llevo a cabo
a la mitad y al final de la fermentacion en agar MRS (1.55 % agar, 0.01%

cicloheximida) (IV.2.1.2) para todos los tratamientos.

La cuantificacion de AB se realizé en el Laboratorio de Quimica, del Centro Nacional
de Ciencia y Tecnologia de Alimentos (CITA) de la Universidad de Costa Rica. Se
tomaron 10 ml de cada uno de los mostos fermentados a la mitad (dia 3) y al final
(dia 13) de la etapa de fermentacién, se almacenaron a -20°C hasta su andlisis.
Las muestras descongeladas se pretrataron con orto-ftalaldehido (OPA), el cual se
preparé de acuerdo con indicaciones de Smela et al. (2003) Brevemente, se disolvié
27 mg de o-ftalaldehido en 0.5 ml de etanol (99%), se agregd 20 uL de 2-
mercaptoetanol (pureza >98) y se aforé en matraz de volumen de 5 ml con tampon
de borato al 0.4 M (pH 9.5 ajustado con NaOH 1M).
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Se mezcld el sobrenadante con 1 ml de OPA y se dejo reaccionar durante 2 min,
inmediatamente la mezcla se hizo pasar por una columna HLB OASIS®
(acondicionada con metanol y agua). Posteriormente la muestra se inyecto en una
columna cromatografica Agilent Technologies XDB-C8 LC (150 x 4.6 mm, 5 um, PN
993967-906) acoplada a fluorescencia (G1231A) (Agilent Technologies, Santa
Clara, CA, USA). En esta se detectaron los metabolitos de interés por medio de
fluorescencia a 330 nm (longitud de onda de excitacion) y 440 nm (longitud de onda
de emision). La identificacion de aminas biogénicas se hizo mediante la
comparacion de sus tiempos de retencion con los tiempos de los patrones y con los
definidos por Smela et al. (2003). Se empled acetato 100 mM como fase mévil y
acetonitrilo para HPLC (Sigma Aldrich) a un caudal de 0.6 ml/ min como gradientes

de elucion.

IV.2.9 Andlisis estadistico

Se realiz6 un analisis de varianza (ANOVA) y un contraste de medias mediante
prueba Tukey para el efecto de los cultivos en la concentracion de bacteri6fagos,
evaluacion de factores (pH, porcentaje de alcohol y concentracién de IGpulo) en el
efecto de inhibicion de los fagos, en las caracteristicas quimicas de la cerveza y la
cinética de desarrollo al final de la fermentacion. Se realizé la prueba Dunnett para
valorar el efecto del agar bacterioldgico en la conservacién de bacteriéfagos y la
cinética de inhibicion de desarrollo bacteriano.

Cada experimento se repitié por lo menos tres veces. Para el andlisis estadistico se

empled el programa GraphPad Prism version 10.1.0 (316).
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V. RESULTADOS Y DISCUSION
V.1 Propagacion y conservacion de los bacteriofagos

Para determinar el nimero de subcultivos para la propagacion de bacteriofagos
8M2, se realizo la evaluacion de cuatro cultivos sucesivos. A partir del cultivo 4 se
evaluo el efecto del agar bacterioldgico en la conservacion de los bacteriéfagos

almacenados a 4°C.

De los 4 subcultivos evaluados para la propagacion, se tuvo un incremento de 7.04
+ 0.39 Log UFP/mL a partir del primer cultivo. En los cultivos 2 y 3 no se observaron
diferencias estadisticas con respecto a las concentraciones obtenidas en el cultivo
1, mientras que en el cuarto se alcanzaron concentraciones de 9.32 + 0.27 Log
UFP/mL comparado con los 8.04 £ 0.39, 8.46 £+ 0.34y 7.99 £ 0.17 Log UFP/mL del

primer, segundo y tercer cultivo respectivamente (Figura 7).
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Figura 7. Efecto de los cultivos en la concentracion de bacteri6fagos.
Las letras diferentes representan diferencia estadistica significativa con p < 0.05,

n=6 (prueba Tukey).

La probabilidad de encuentro entre bacterias y fagos depende de la concentracion
de bacteriofagos presentes en el medio (titulo de fagos) asi como de las
concentraciones de la bacteria hospedera, aspecto importante en la propagacion de
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fagos (Abedon, 2023). Al aumentar las concentraciones de la bacteria hospedera
se favorecio que los fagos individuales tuvieran a disposicion una mayor cantidad
de células a infectar y al haber mas nutrientes en el medio las bacterias no
infectadas pueden seguir desarrollando y aumentando su concentracion y por ende

los de fagos.

Autores como Nafarrate et al. (2020) obtuvieron un mayor porcentaje de
recuperacion de fagos al propagar con caldo Bolton selectivo para Campylobacter,
favoreciendo el desarrollo de la bacteria e inhibiendo las bacterias nativas en piel
de pollo, lo cual promovio la probabilidad de que los fagos inoculados encontraran
a la célula huésped, la infectaran y asi se replicaran, alcanzando concentraciones
de 7.22 Log UFP/mL a partir de 6.69 Log UFP/mL de fagos inoculados.

Skaradzinska et al. (2020) evaluaron el método de cultivo en dos etapas con quince
fagos diferentes, obteniendo diferentes aumentos en las concentraciones que
oscilaron entre los 1.34 a ~7.69 Log UFP/mL en el segundo cultivo a partir de 4 Log
UFP/mL inoculados. Los autores recomiendan el control de la densidad optica (DO)
del cultivo de fagos y bacterias para un reajuste de la proporcién bacteria / fago y

asi aumentar las tasas de multiplicacion.

Contar con una elevada concentracion de bacteriéfagos es importante, ya que
facilita la evaluacion in vitro y metodologias como TEM requieren de
concentraciones > 8 Log UFP/mL para la observacion de la morfologia de los fagos
(Ackermann, 2009). Ademas, cuanto mayor sea, se espera que la reduccion de la
bacteria huésped sea mayor y su aplicaciéon en alimentos sea favorable (Lewis &
Hill, 2020).

Con respecto a la conservacion de bacteri6fagos se observdo que el agar
bacteriol6gico mantuvo las concentraciones del fago 8M2 por encima de los 8 Log
UFP/mL, con una reduccion durante las 4 semanas de almacenamiento de 0.5 Log

UFP/mL, mientras que el control sin la presencia del agar tuvo reducciones de hasta
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2.03 £ 0.029 Log UFP/mL en la semana 4 con respecto a la concentracion inicial
(Figura 8).
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Figura 8. Efecto del agar bacteriologico en la conservacion de bacteridfagos a 4°C.
Los asteriscos (*) representan diferencia estadistica significativa con respecto al
control sin agar en el mismo tiempo (p < 0.05, prueba Dunnett n=6))

La preservacion aumentada de los fagos pudo deberse a la capacidad que tiene el
agar para formar geles, los cuales atrapan a las particulas de fagos y los protegen
del dafio de factores externos, efecto similar al de la carragenina empleada en la
microencapsulacion de probiéticos (Choinska-Pulit et al., 2015). ComuUnmente los
medios de cultivo liquidos con fagos son adicionados con sustancias proteicas como
la gelatina, para favorecer la estabilidad de las particulas durante el almacenamiento
(Tovkach et al., 2012).

Algunos otros métodos de conservacion como la congelacion y la liofilizacion
emplean glicerol, dimetilsulféxido (DSMO), disacaridos (sacarosa, lactosa y
trehalosa), glutamato monosédico, péptidos, proteinas (caseina y lactoferrina) y
PEG 6000 para aumentar la estabilidad y titulo de los fagos; no obstante, los
métodos y condiciones de almacenamiento deben ajustarse con base a las

propiedades y caracteristicas de cada fago (Jonczyk-Matysiak et al., 2019).
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Por ejemplo, el fago VP3 que infecta a Vibrio cholerae mostré6 mayor estabilidad en
medio de cultivo Luria Bertani adicionado con glicerol (30% p/v) cuando era
almacenado a los 4 °C y -20 °C durante 20 semanas, mientras que a los -80 °C y -
196 °C el efecto del glicerol sobre la estabilidad fue negativo comparado con el
control sin crioprotector. A su vez el DMSO mostré menor estabilidad de los fagos
comparado con el efecto del glicerol (Xiao et al., 2022). Por otro lado, la adicién de
sacarosa (0.1 mol/L) en bajas concentraciones a buffer SM mantuvo con mayor
estabilidad a los fagos CA933P durante la congelacion y liofilizacion (con
reducciones de ~1 Log de UPF/mL a los 120 dias), que cuando emplearon

concentraciones altas de sacarosa (0.3 y 0.5 mol/L) (Dini & de Urraza, 2013).

En general el uso de medio de cultivo liquido, mayor volumen de medio y mayor
concentracion de bacterias favorecio la propagacion de los bacteriofagos
alcanzando concentraciones > 9 Log UFP/mL y la adicién de agar 0.05% mantiene
el titulo de fagos con pequefias disminuciones durante 4 semanas; la evaluacion de
la influencia de otros factores en la conservacion de fagos permitiria obtener
informacion para estandarizar métodos de conservacién de fagos a largo plazo,
tales como: temperatura de almacenamiento, crioprotectores, disacéaridos y tipo de

fago.
V.2 Aislamiento y purificacion de bacteri6fagos

Para el aislamiento de bacteri6fagos se procesaron 45 muestras procedentes de
superficies, agua, alimentos y residuos; estas muestras se enrigquecieron con
mezclas de las cepas de interés y mediante la técnica de agar en doble capa se
realizé la deteccion y cuantificacion de bacteriéfagos. De las mezclas en donde se
detectaron fagos, se propag6 el fago con todas las cepas que conformaban la
mezcla, pero de manera individual. Una vez identificada la cepa hospedera para
cada uno se purifico mediante dos cultivos sucesivos en medio liquido para obtener

concentraciones altas para los estudios posteriores.
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De las muestras analizadas, se recuperaron 4 bacteriofagos procedentes de 3
muestras, concretamente el bacteriofago 8M2 se aislé de agua procedente de una
alcantarilla en una cerveceria artesanal, el bacterié6fago M2M se aisl6 de un
estanque de agua y los bacteriéfagos 44M2 y 44M3 a partir de residuo lacteo

recuperado de una planta de lacteos (Tabla 8).

Tabla 8. Bacteriéfagos aislados a partir de las muestras de superficies, agua,
alimentos y residuos recolectados, para cada mezcla de bacterias evaluadas.

Tipo de Numero de | Nimero de fagos aislados por Fagos Concentracion
muestra muestras mezclas de bacterias aislados de fagos (Log
positivas/ M1 M2 M3 M4 UFP/mL)
analizadas
Superficies 0/24 - - - - - -
Agua 2/17 - 2 - - 8M2 2.04
M2M 2.88
Alimentos y Ya - 1 1 44M2 1.77
residuos 44M3 2.23

M1 (L. brevis C4, C7, C9y C11), M2 (Lc. mesenteroides C13y Lc. citreum 5), M3 (L. brevis C14,
C18, C19y C20) y M4 (L. plantarum 9 y L. saerimneri ATCC 33222)

Las aguas residuales son una fuente importante de bacteriéfagos al contener
material organico e inorganico que permite la proliferacion de una gran diversidad
de bacterias (Alharbi & Ziadi, 2021). Kelly et al. (2012) aislaron al fago clP1 a partir
de una muestra de agua residual para el biocontrol de Pediococcus damnosus, una
bacteria deterioradora de cerveza, mientras que Feyereisen et al. (2019) aislaron 5
bacteriéfagos que infectan a Levilactobacillus brevis a partir de 2 muestras de agua
residual de un total de 200 muestras evaluadas (ensilaje, agua residual y productos

fermentados).

Asi mismo, en la industria de productos lacteos, es comun encontrar bacteriéfagos
gue infectan a las BAL, debido a su amplio uso como cultivos iniciadores (O’Sullivan
et al.,, 2019) en donde el manejo constante de las mismas cepas favorece la
infeccion por fagos y la rapida multiplicacién provoca aumentos en su concentracion
(Briggiler Marc6 & Mercanti, 2021). Capra et al. (2009) aislaron 22 fagos que

infectan a Lacticaseibacillus paracasei a partir de 73 muestras (ambiente, producto
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y superficies) tomadas en una planta de productos lacteos probioticos. Wagner et
al. (2017) aislaron 55 fagos que infectan a Lactococcus lactis, Streptococcus
thermophilus, Lc. mesenteroides y Lc. pseudomesenteroides a partir de 23 muestras
de suero en polvo. Lo que indica que la industria de lacteos y sus productos son una

fuente excelente de aislamiento de bacteriofagos que infectan a las BAL.

Los bacteriéfagos pueden encontrarse en cualquier fuente en donde su bacteria
hospedera exista, ademas estos pueden ingresar de multiples formas: a través de
una fuente externa como el movimiento (aire, superficies, materias primas,
ingredientes reciclados), mediante la induccién de un fago lisogénico presente en
alguna bacteria (cultivos iniciadores); o bien, los fagos presentes mutan ampliando
su rango de hospederos, de tal modo que una determinada poblacion de bacterias
gue antes no era susceptible al fago se vuelve susceptible (Garneau & Moineau,
2011).

Las concentraciones en las que se aislaron los fagos a partir de las mezclas fueron
de 2.04, 2.88, 1.77 y 2.23 Log UFP/mL para 8M2, M2M, 44M2 y 44M3,
respectivamente (Tabla 8). Se determinaron las cepas hospederas para cada
bacteriéfago en donde los fagos 8M2 y M2M infectaron a Lc. citreum (5), 44M2 a
Lc. mesenteroides (C13) y 44M3 a L. brevis (C18) (Figura 9) y en lo que concierne
a las concentraciones alcanzadas con su cepa hospedera después de 2 cultivos

sucesivos, se obtuvo 9.32, 8.95, 2.17 y 3.84 Log UFP/mL, respectivamente.
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Figura 9. Morfologia de las placas de los bacteri6fagos después de propagacion
con cepa su susceptible a) 8M2, b) M2M, c) 44M2 y d) 44M3.

La baja concentracion de los fagos 44M2 y 44M3 podria deberse a diferentes
factores, entre los que pudieran encontrarse las endolisinas, las cuales son enzimas
codificadas por los fagos al final de su multiplicaciéon y participan en la degradacion

enzimética de los hospederos (Nachimuthu et al.,, 2021). Estas enzimas que
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degradan el peptidoglicano en las bacterias Gram positivas y provocan su lisis
también pueden afectar a las células bacterianas cercanas no infectadas

reduciendo sus poblaciones sin la generacién de viriones (Wohlfarth et al., 2023).

El quorum sensing (QS) también podria estar implicado en la activacion de
mecanismos de resistencia antifagos de las bacterias para evadir su ataque (Leon-
Félix & Villicafa, 2021). Por ejemplo, la produccion de vesiculas de membrana con
receptores como sefiuelo para fagos y reducir su absorcién (Reyes-Robles et al.,
2018), sintesis de exopolisacaridos para bloguear los sitios receptores, modificacién
de sitios receptores, produccidén de proteinas que enmascaran sitios receptores y
sistemas CRISPR-Cas que proporcionan inmunidad adaptativa contra ADN extrafio.
Todo lo anterior finalmente impacta en los ciclos de infeccion y en las poblaciones
de fagos (Labrie et al., 2010; Philippe et al., 2023).

Retomando el trabajo de Skaradzinska et al. (2020) quienes evaluaron 5 métodos
de propagacion con 15 diferentes fagos, concluyeron que es dificil estandarizar un
método de propagacion universal para fagos y que debe hacerse de manera
individual considerando factores como: condiciones fisicas y quimicas (temperatura,
pH, cofactores de adsorcion, aireacion, entre otros), sistema fago-huésped, la
multiplicidad de infeccion (MOI), morfologia y tamafio de viridn, accesibilidad a los

receptores bacterianos, tiempos de incubacion y volumen del medio de cultivo.

V.3 Identificacién de bacteriofagos mediante Microscopia Electronica de
Transmision (TEM)

Los bacteriéfagos aislados y purificados se ultra centrifugaron, se tifieron con
acetato de uranilo al 2.5% y luego se observaron mediante TEM, se compararon las
morfologias con las caracteristicas de las diferentes familias de fagos reportadas en
la literatura para la identificacion, se midié la longitud de la cola y el diametro de la

cabeza de 6 seis fagos.
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Los morfotipos encontrados para los cuatro bacteriéfagos correspondieron al B1
(Ackermann, 2001), caracteristico de la familia Siphoviridae. Esta familia se
distingue principalmente por la cola larga no contractil, especificamente para el
morfotipo B1, las capsides o cabezas son icosaédricas isoméricas (Figura 10). La
longitud de la cola oscilo entre los 137 + 4.11 a 285.58 + 7.12 nm y el diametro de
la cabeza entre 46.22 + 1.24 a 70.98 + 4.78 nm (Tabla 9).

Los fagos que se han aislado para BAL corresponden al orden de los Caudovirales
y la mayoria de ellos pertenece a la familia Siphoviridae (Briggiler Marc6 & Mercanti,
2021). Para Leuconostoc sp. se han aislado 76 fagos Siphoviridae morfotipo B2 y
para Lactobacillus 60 fagos de la familia Myoviridae morfotipo Al y 84 fagos
Siphoviridae de los cuales 79 son de morfotipo B1, 1 de morfotipo B2 y 4 de
morfotipo B3 (Ackermann, 2001). Ademas, el 61% de los fagos reportados en la

literatura pertenecen a la familia Siphoviridae (Ackermann, 2007).

Tabla 9. Taxonomia y morfologia de los fagos aislados.

Bacteriofagos 8M2 M2M 44M2 44M3
Familia Siphoviridae | Siphoviridae | Siphoviridae | Siphoviridae
Morfotipo Bl Bl Bl Bl

Longitud  de | 137.28 +4.11 | 143.47 £+ 3.41 | 285.58 + 7.12 | 269.77 £ 5.11
cola (nm £ DE)
Diametro de la | 56.89 +1.73 | 46.22+1.24 |54.83+2.73 |70.98+4.78
cabeza (nm =
DE)
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Figura 10. Micrografias obtenidas por TEM de los fagos a) 8M2, b) M2M, c) 44M2
y d) 44M3. Escala 100 y 200 nm.
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V.4 Determinacion del rango de hospederos

Para la evaluacion del rango de hospederos, se empled la prueba de puntos con
base en lo establecido por Kutter (2009), en donde se ret6 cada cepa productora de
AB a los 4 bacteriéfagos aislados (después de enriquecimiento) y el fago ME2 con
caracteristicas de la familia Siphoviridae aislado por Lopez-Gazucho et al. (2023).

El rango de hospederos de cada fago se muestra en la Figura 11.

Conocer el rango de hospederos de un bacteriéfago en particular permite identificar
las bacterias en las que puede generar una infeccion productiva (Hyman & Abedon,
2010). Este rango puede ser reducido (altamente especifico a nivel género y
especie) o amplio (infectar multiples bacterias de diferentes géneros y especies).
Estos ultimos se encuentran ampliamente distribuidos en ambientes naturales y la
capacidad de infectar a multiples hospederos esta relacionado a mutaciones en el
gen RPB (proteina de unién al receptor), asi como en otros genes (de Jonge et al.,
2019).

Mientras que, la susceptibilidad de las BAL a los fagos también esté relacionada al
intercambio de genes que codifican para glicosiltransferasas de diferentes loci de
polisacéaridos de la pared celular entre las bacterias, por lo que las bacterias que no
eran susceptibles a la infeccion por determinados fagos lo son al expresar los genes
gue tomaron de otra bacteria que si lo era (Ainsworth et al., 2014). No obstante, la
tasa de mutacion de los fagos es hasta 100 veces mayor que la de las bacterias
(Sanjuan et al., 2010).

El contacto previo de los fagos con una gran diversidad de bacterias en un
determinado medio pudo favorecer dichas mutaciones, por ejemplo, en ambientes
de produccion de cerveza artesanal se han aislado BAL como Lc. mesenteroides,
Lc. citreum, P. acidilacti, L. paracasei, L. parabuchneri y L. brevis (Garofalo et al.,
2015; Rodriguez-Saavedra et al., 2020). Por su parte, en la industria lactea se ha

reportado la presencia de Lactococus lactis, Streptococcus termofilus, Leuconostoc
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sp., L. delbrueckii, L. helveticus, L. casei, L. rhamnosus, L. acidophilus, L. plantarum,

L. fermentum, entre otros (Briggiler Marc6 & Mercanti, 2021).
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Figura 11. Rango de hospederos y calidad de lisis de los cinco bacteri6fagos

evaluados.

A pesar de que la mayoria de los reportes en donde se aislaron bacteriéfagos que
infectan BAL presentan un rango de hospederos limitado a nivel de género y especie
(Romero et al., 2020), Legrand et al. (2016) demostraron que el fago Tuc2009 que
infecta a Lactococcus lactis, posee dos sitios de reconocimiento de carbohidratos
en la placa base. Por su parte Lu et al. (2003) aislaron 3 fagos que infectaban entre
5y 6 cepas de bacterias diferentes entre las que se incluian L. plantarum, L. brevis,
L. paraplantarum y L. pentosus, lo cual indica que los bacteriofagos no siempre son

especificos para un solo género y especie.

Los 4 fagos aislados tuvieron una calidad de lisis de 4 en sus cepas hospederas.
Para el caso del fago 44M2 la calidad de lisis fue de 2 a 4 en las cepas evaluadas,
excluyendo a L. citreum (5) en el cual no se observo lisis. Mientras que la calidad
de lisis del fago 44M3 oscil6 entre 0 y 4, no se observé lisis en Lc. citreum (5), Lc.

mesenteroides y L. saerimneri (ATCC 33222). Con base en la calidad de lisis, los
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fagos que producen placas transparentes son clasificados como liticos o virulentos
(Khan Mirzaei & Nilsson, 2015), mientras que los fagos que producen placas turbias
se consideran lisogénicos o temperados; aungue las placas turbias también pueden
indicar resistencia de las bacterias a la infeccion por fagos (Abedon, 2018). Bajo
estos criterios autores como Avila et al. (2023) han seleccionado fagos con una
calidad de lisis mayor a 3 y amplio rango de hospederos para su aplicacion en

procesos y productos alimentarios.

Los bacteriofagos con amplio rango de hospederos y con capacidad de lisis mayor
a 3 sobre las cepas C7 y C18 de L. brevis se seleccionaron para los ensayos
posteriores, ya que estas cepas tienen la capacidad de sobrevivir a condiciones
adversas de la cerveza artesanal y producir altas concentraciones de AB (Ovalle-
Marmolejo et al., 2023).

V.5 Cinética de inhibiciéon de desarrollo bacteriano

El efecto de inhibicion de los fagos seleccionados se evalué en medio de cultivo
liguido MRS inoculando la cepa bacteriana susceptible a concentracion final de ~6
Log UFC/mL y el bacteri6fago en su maxima concentracion alcanzada (~1 Log
UFP/mL para el fago 44M2, ~2 Log UFP/mL para el fago 44M3). Las poblaciones
viables de bacterias se cuantificaron alas 0, 3, 6, 12 y 24 h por cultivo en agar MRS.

La reduccion de las poblaciones microbianas para ambas cepas se observo desde
las primeras 3 h de incubacién. Para el caso de la cepa C7 de L. brevis, el
bacteriéfago 44M2 redujo 3.06 + 0.37, 4.53 £+ 0.40, 5.12 + 0.27 y 4.08 + 0.22 Log
UFC/mL alas 3, 6, 12 y 24 h respectivamente. Mientras que el fago 44M3 mantuvo
las poblaciones de la cepa C18 de L. brevis por debajo del limite de deteccién
reduciendo 25.34 £ 0.15 Log UFC/mL a las 3 h y hasta 8.31 + 0.15 Log UFC/mL a
las 24 h (Figura 12).
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Figura 12. Cinética de inhibicién de desarrollo bacteriano a) fago 44M2 sobre L.
brevis (C7) y b) fago 44M3 sobre L. brevis (C18). Diferencias estadisticas

significativas (*) con un p < 0.05, n=3 (prueba Dunnett).

No obstante la reduccion inicial de ~5 Log UFC/mL, a las 12 h de contacto con el
bacteriéfago se observé incremento de 1 Log UFC/mL de L. brevis C7 en el cultivo
con fagos (Figura 12, a). Este resultado refuerza la idea acerca de los mecanismos
de resistencia que desarrollan las bacterias a la infeccion por estos. Greer et al.
(2007) evaluaron la actividad inhibitoria del fago ggg contra Lc. gelidum (bacteria
deterioradora de carne) en caldo APT durante 11 dias de incubacién, obteniendo
como reduccion maxima ~4 Log UFC/mL a los 4 dias, sin embargo, a partir del dia
4 al dia 11 obtuvieron incrementos en las poblaciones bacterianas. Al final 28 de las
36 cepas de L. gelidum que evaluaron mostraron resistencia a los fagos en
comparacion con las que no tuvieron contacto con ellos. Mudgal et al. (2006)
también observaron reduccion en las poblaciones de Lc. mesenteroides de entre 1
- 2 Log UFC/mL aproximadamente entre las 3 y 5 h de incubacion en Caldo MRS,
empleando 2 y 3 Log UFP/mL del fago 1-A4, en donde las bacterias resistentes

continuaron desarrollando en el medio después de las 5 h.

Las altas reducciones del fago 44M3 sobre L. brevis C18 (Figura 12, b), pudieran

deberse a que el fago se adicion6 a concentraciones mas altas con respeto al fago
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44M2 (~2 Log UFP/mL vs~1 Log UFP/mL). Hay que destacar que, para ambos
fagos, las poblaciones de bacterias se mantuvieron por debajo de las
concentraciones obtenidas en el control mostrando potencial para su aplicacion en

alimentos.

V.6 Evaluaciéon del efecto de pH, contenido de alcohol y concentraciéon del
lGpulo en el efecto de inhibicion de los bacteri6fagos sobre las BAL
productoras de AB

La cerveza es una bebida que presenta condiciones desfavorables para las
bacterias y no existen reportes del efecto de estas condiciones sobre los fagos. Por
ello es fundamental valorar que los fagos ejerzan su efecto en condiciones de pH,

contenido de alcohol y concentracion de Iupulo similares a la cerveza.

Para la evaluacion de la actividad inhibitoria de los bacteriéfagos sobre las cepas
BAL productoras de AB, se disefiaron diferentes tratamientos (T1, T2, T3 y T4)
incluyendo los 3 factores con dos niveles cada uno, evaluando sélo una fraccion de
ellos con base en un disefio factorial fraccionado (23!). Las concentraciones
empleadas de los bacteriéfagos fueron de ~1 Log UFP/mL y ~6 Log UFC/mL para
la cepa bacteriana. Como controles se tuvo a la cepa de BAL sin la presencia de
bacteriéfagos en los mismos tratamientos y la cepa BAL en caldo MRS sin

inhibidores.

Las dos cepas de L. brevis C7 y C18 sin la presencia del fago presentaron
comportamientos analogos entre si en los tratamientos T1 (pH 5, etanol 4% y lGpulo
20 IBUS), T2 (pH 6, etanol 4% vy lGpulo 80 IBUS) y T4 (pH 6, etanol 8% y lapulo 20
IBUS). En estos tres tratamientos se cuenta con combinaciones en donde sélo uno
de los factores se encuentra en el nivel mas adverso. Se observé que las bacterias
lograron sobrevivir en el medio, sin experimentar aumento en sus poblaciones
durante las 24 h evaluadas (Figura 13 a y b). Algunas cepas de L. brevis tienen la
capacidad de sobrevivir a las condiciones adversas de la cerveza y por tal motivo,

algunas de ellas, estan altamente relacionadas al deterioro (Suzuki, 2011). Estas
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expresan una diversidad de genes involucrados en el transporte de membrana,
estrés oxidativo, obtencion de nutrientes y metabolismo de azlcares, sintesis de
compuestos como acidos grasos, descarboxilacion de amino acidos para sobrevivir

en ambientes acidos (Feyereisen et al., 2020).

CMRS: pH 7, Et 0%, Lap 0 IBUS
T1: pH 5, Et 4%, Lup 20 IBUS
T2: pH 6, Et 4%, Lup 80 IBUS
T3: pH 5, Et 8%, Lup 80 IBUS
T4: pH 6, Et 8%, Lup 20 IBUS
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Figura 13. Comportamiento de L. brevis a) C7 y b) C18, (*)1 UFC/ mL. Las letras
diferentes representan diferencia significativa con p < 0.05, n=3 (prueba Tukey).

En el tratamiento T3 (pH 5, etanol 8% y Itpulo 80 IBUS) las poblaciones bacterianas
disminuyeron drasticamente a las 12 h. En este tratamiento se conjuntaron las
condiciones mas adversas de los tres factores evaluados. Especificamente la cepa
C7 experimentd una reduccion de hasta 6.50 + 0.06 Log UFC/mL alas 12 h, seguida
de un aumento de 1 Log UFC/mL a las 24 h. En el caso de la cepa C18 se observo
una disminucion de 4.92 + 0.17 Log UFC/mL a las 12 hy a las 24 h se obtuvieron

concentraciones menores al limite de deteccién de 1 UFC/mL (Figura 13 ay b).

Haakensen et al. (2009) observaron que la adicion de etanol al 5 % v/v a placas de
agar con lapulo (9 IBUS), limita de manera mas efectiva el desarrollo de algunas

cepas de BAL deterioradoras de cerveza en comparacion con el uso exclusivo de
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placas con solo lupulo, mientras que en otras cepas la adicion de etanol favorecio
el desarrollo después de un tiempo. Zhao et al. (2017) encontraron que el pH bajo
(4.3) potencia el efecto de los compuestos antimicrobianos del lipulo logrando
mayores reducciones en las poblaciones microbianas, no obstante, también
observaron que con la adicion de etanol al 4.6 % v/v se ve favorecido el desarrollo

de dos cepas de L. brevis resistentes al lupulo.

En el analisis de efectos principales, se observo que para la cepa C7 el lUpulo tuvo
mayor influencia en su desarrollo y se sabe que los iso-a-acidos del lUpulo causan
dafio a las membranas de las bacterias debido a su actividad ionéfora (Schurr et al.,
2015). Mientras que para la cepa C18 fue el pH. En cuanto al etanol se sabe que
este aumenta la permeabilidad de la membrana favoreciendo el ingreso, en este
caso, de los compuestos del lapulo (Barker & Park, 2001). No obstante, los tres
factores afectan el desarrollo de ambas cepas (Figura 14 a y b) y no se puede
atribuir la reduccion a un factor especifico debido a que los efectos principales estan
confundidos con las dobles y triples interacciones entre factores.

a) 2.31 b) 2.?1
Lapulo pH
pH

Etanol

Etanol Lupulo

- T T T T F T T T u
[} 10 20 30 40 0 10 20 30 40
Efecto estandarizado Efecto eslandarizado

Figura 14. Diagrama de Pareto de efectos estandarizados para a) C7 y b) C18,
p <0.05, n=3.
Para el caso del control en caldo MRS las poblaciones bacterianas desarrollaron de

manera Optima alcanzando concentraciones de 9.55 + 0.07 y 9.34 + 0.05 Log
UFC/mL alas 24 h para C7 y C18 respectivamente (Figura 13 ay b).
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Los tratamientos evaluados por si solos afectan el desarrollo de las cepas de L.
brevis C7 y C18 manteniendo las poblaciones o reduciéndolas de manera drastica.
Lo que confirma el hecho de que la cerveza es poco favorable para la actividad
microbiana y nos muestra la capacidad de las BAL para sobrevivir en condiciones

adversas.

En cuanto a la eficacia de los fagos en cada tratamiento y el control con su
respectiva cepa hospedera, se observaron variaciones en las reducciones de las
poblaciones bacterianas. La mayor disminucion se registré en el tratamiento T2 para
ambas cepas. Para la cepa C7, el fago 44M2 logré reducir las poblaciones 4.14 +
0.32y 4.47 £ 0.16 Log UFC/mL a las 12 y 24 horas, respectivamente. El fago 44M3
también disminuy¢ las poblaciones 3.34 + 0.17 y 3.59 £+ 0.22 Log UFC/mL a las 12
y 24 h (Figura 15 a y b). Lo anterior podria deberse a las altas concentraciones del
lGpulo (80 IBUS) presentes en este tratamiento, los iso-a-acidos del lapulo al entrar
a la célula se disocian en aniones y protones, se unen a Mn?* (cationes divalentes)
y son transportados a través de la membrana plasmatica, lo que provoca la
disminucién del pH intracelular, la disipacion del gradiente de protones
transmembranal y la fuerza motriz de protones, lo que finalmente reduce la
absorcién de nutrientes haciéndolas mas vulnerables al ataque de los fagos
(Erzinger et al., 2021).
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Figura 15. Reduccién de las poblaciones de L. brevis a) C7 por el fago 44M2 y b)
C18 por el fago 44M3 en los tratamientos y el control a las 12 y 24 h. Las letras
diferentes representan diferencia significativa con p < 0.05, n=3 (prueba Tukey).

En los tratamientos T1 y T4 las reducciones logradas tuvieron bastante similitud en
cada cepa con su fago correspondiente. En la cepa C7, el fago 44M2 logr6
reducciones de 2.94 + 0.05y 2.69 + 0.03 Log UFC/mL en los tratamientos T1 y T4,
respectivamente. Por su parte el fago 44M3 logré reducir 1.44 + 0.63y 1.45 £ 0.19
Log UFC/mL de la cepa C18 en los tratamientos T1 y T4, a las 24 h (Figura 14 ay
b).

En el tratamiento T3 no se observaron efectos contundentes en la reduccion de las
poblaciones para la cepa bacteriana C7 por parte del fago 44M2, debido a la baja
concentracion de células que lograron sobrevivir desde las 12 h (Figura 13) causada
por el medio adverso. Mientras que para la cepa C18 el fago 44M3 no logré reducir
las poblaciones restantes a las 12 h de incubacién, que también se encontraban en

niveles muy bajos (~1 Log UFC/mL).
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Silva & Sauvageau, (2014) obtuvieron diferencias en la infectividad de los fagos B1
y B2 sobre Lactiplantibacillus plantarum cuando los evaluaron en 6 diferentes
valores de pH en medio de cultivo M9 a 30 °C; estos fagos mostraron mayor
infectividad entre pH de 5y 6. Costantini et al. (2017) encontraron que el pH inferior
a 3.23 y la presencia de etanol 10% v/v (condiciones cercanas al vino) afectan la
actividad litica de los fagos que infectan a O. oeni en caldo MRS modificado,
mostrando resistencia de la bacteria a los fagos probados. Se ha comprobado que
las células que se han cultivado a pH 3.5 y etanol 8% v/v presentan cambios en la
composicién de lipidos de la membrana aumentando la rigidez y modificando la
superficie celular bacteriana, lo que finalmente limita que el fago encuentre los sitios
receptores (Grandvalet et al., 2008). Por lo que Watanabe & Takesue, (1972)
recomiendan que el pH del medio se encuentre entre 5.5 y 6 para que la infeccion
de los fagos contra Lacticaseibacillus casei sea efectiva. La capacidad infecciosa
del fago 8014-B2 contra L. plantarum no se ve afectada por la presencia de etanol
durante la fermentacion alcohdlica para la produccion de biocombustible. Sin
embargo, se observa una disminucién en el potencial de infeccion, lo que sugiere
que, aunque el etanol por si solo no tiene impacto, la presencia de otros factores

contribuye a este fenémeno (Worley-Morse et al., 2015).

En general, se observd que los factores (pH, etanol y Idpulo) en los niveles
evaluados potenciaron la actividad inhibitoria de ambos fagos. Esto no es sorpresa
ya que la sinergia entre diferentes antimicrobianos favorece la reduccién de las
poblaciones bacterianas; tal es el caso de la nisina y el uso del listeri6fago LH7, los
cuales en uso combinado en caldo soya tripticaseina lograron reducir
significativamente las poblaciones de Listeria monocytogenes (hasta ~2 Log
UFC/mL a las 24 h) sin regeneracion, comparado con el uso individual de cada
antimicrobiano para su aplicacién en carne cruda (Dykes & Moorhead, 2002). De la
misma forma, el uso conjunto de la bacteriocina producida por Lactococcus lactis y

el bacteriofago SAP84 inhibié significativamente el desarrollo de Staphylococcus

54



aureus en caldo MRS inhibiendo 2.8 Log UFC/mL a las 6 h de incubacion (S. G. Kim
et al., 2019).

En el control caldo MRS sin inhibidores las reducciones observadas fueron menores
que en los tratamientos T1, T2 y T4. A las 24 h la reduccion lograda en el control
para ambas cepas fue menor en comparacion con las de 12 h contrario a lo ocurrido
en los tratamientos. Para la cepa C7 el fago 44M2 redujo 1.34 + 0.14y 0.81 £ 0.12
Log UFC/mL a las 12 y 24 h. El fago 44M3 redujo 0.14 £ 0.18 alas 12 hy a las 24
h no se observo reduccidn en las poblaciones bacterianas. Esto pudo deberse a que
en comparacion con los tratamientos en donde se encontraban los inhibidores, el
caldo MRS proporciond a las bacterias los nutrientes necesarios y un ambiente
favorable para defenderse del ataque de los bacteri6fagos.

V.7 Evaluacion del efecto antimicrobiano de bacteri6fagos seleccionados
sobre cepas de BAL y su producciéon de AB durante la fermentacién de mosto
de cerveza

Para evaluar el efecto antimicrobiano de los bacteriéfagos contra las cepas de BAL
y su produccion de AB, se inocularon unidades experimentales de 120 mL de mosto
para cerveza con la cepa susceptible a concentracion de ~5 Log UFC/mL y el fago
~1 Log UFP/mL, como controles se empled el mosto sin inocular y el mosto
inoculado con la bacteria sin bacteri6fago. Todos los mostos se fermentaron a 18°C
durante 13 dias, mientras se monitoreaba la densidad. El porcentaje de etanol, pH
y acidez se evaluaron al final de la fermentacion, mientras que las poblaciones
microbianas y concentracién de aminas biogénicas se cuantificaron a mitad y final

de la fermentacién, mediante conteo en placa y HPLC respectivamente.

La fermentacion termino a los 13 dias con una densidad de 1.018 + 0.016 g/mL para
el mosto control, 1.012 + 0.002 g/mL para el mosto con la bacteria L. brevis C18 y
1.016 £ 0.001 g/mL para el mosto con la bacteria L. brevis C18 y el fago 44M3
(Figura 16, a). No se observd diferencia en la densidad alcanzada entre el

tratamiento con respecto a los controles. Ademas, las densidades estuvieron dentro
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del rango sefalado por el cervecero para el producto final las cuales se encuentran
entre 1.010 a 1.016 g/ml.

En cuanto al porcentaje de alcohol, se logré obtener 4.33 £ 0.23 % para el mosto
control, lo cual difirié del porcentaje reportado en el producto comercial el cual es de
5.6 %. Considerando el estilo de la cerveza y la adicion de miel a la formulacién,
esta se clasifica como una Experimental India Pale Ale (IPA) y con base en lo
establecido por la Brewers Association, (2023); para este estilo de cerveza el
porcentaje debe estar entre el 5.0 y 8.4 %, por lo que la fermentacion control no
cumplié con el porcentaje de alcohol sefialado. Factores biolégicos como la
competencia microbiana por los nutrientes pueden generar disminucion en la
produccion de etanol (Tse et al., 2021). Por ejemplo: las enterobacterias que hayan
ingresado al proceso pueden metabolizar carbohidratos a través de la via Embden-
Meyerhof-Parnas durante los primeros dias de la fermentacion y disminuir los

nutrientes disponibles para la levadura (De Roos & De Vuyst, 2019).

El porcentaje de etanol en el mosto con la bacteria fue de 5.21 + 0.26 %, esto pudo
deberse a que L. brevis es una BAL heterofermentativa que no solo transforma las
hexosas en &cido lactico, CO2 y &cido acético, sino que también puede
transformarlas a etanol (De Roos & De Vuyst, 2019). En el mosto con la bacteria y
el fago el porcentaje fue de 4.85 + 0.34 % (Figura 15, b) y no se observo diferencia

con respecto a ambos controles.
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Figura 16. a) Evolucion de la fermentacion de mosto para cerveza. Caracteristicas
guimicas de la cerveza al final de fermentacion b) Porcentaje de alcohol, ¢c)pH y d)
acidez en g/L de acido lactico. Las letras diferentes representan diferencia

significativa con p < 0.05, n=3 (prueba Tukey).

El pH final fue de 4.68 + 0.13, 4.59 + 0.00 y 4.60 + 0.01 para el mosto, mosto con
bacteria y mosto con bacteria y fago respectivamente (Figura 16, c); no se observo
diferencia entre el tratamiento y los controles. Este se mantuvo dentro de lo
reportado por Liguori et al. (2020) para una cerveza estilo IPA de origen alemana,
el cual fue de 4.77 £ 0.09 y con los valores reportados por Silva et al. (2022) para 3
cervezas del mismo estilo los cuales oscilaron entre 4.61 £ 0.01y 4.84 + 0.04. El pH
por debajo de los 3.8 indica posible contaminacién microbiana y desviacién en la
fermentacién (Sadler, 2020). De igual manera la acidez se mantuvo sin diferencia
entre el tratamiento y los controles con valores entre 2.04 + 0.20 g/L y 2.10 = 0.20
g/L de acido lactico (Figura 15, d) similares a los reportados por Mudura et al. (2016)

los cuales se encuentran entre 2.12 £+ 0.10y 2.17 £ 0.10 para el estilo de cerveza.
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La cuantificacion de las poblaciones microbianas en el mosto antes y después del

in6culo a los 0, 3 y 13 dias, indican que el mosto ya contenia poblaciones

bacterianas en concentraciones de 3.14 + 0.03 Log UFC/mL.
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Figura 17. a) Cinética de L. brevis C18 durante la fermentacion del mosto en el
tratamiento y los controles. b) Concentraciones de AB encontradas en el
tratamiento y los controles. Las letras diferentes representan diferencia

significativa con p < 0.05, n=3 (prueba Tukey).

El in6culo de la cepa de L. brevis C18 fue de 5.42 + 0.11 para el mosto con C18 y
5.45 £+ 0.13 Log UFC/mL para el mosto con C18 y el fago 44M3. A los 3 dias, las
poblaciones rondaron entre 2.74 £ 0.32 y 2.89 + 0.13 Log UFC/mL. Se sabe que las
levaduras S. cerevisiae dominan el proceso de fermentacion (Albergaria &
Arneborg, 2016) durante los primeros dias y las BAL que son resistentes al etanol y
a los compuestos antimicrobianos del lapulo pueden sobrevivir y mantenerse

presentes en bajas concentraciones durante esta etapa (Fleet et al., 1984).

Al final de la fermentacion se observaron incrementos en las poblaciones del
tratamiento con el fago alcanzando concentraciones de 4.53 + 1.31 Log UFC/mL, la

cual fue superior a ambos controles Mosto y Mosto + C18, que se encontraron en
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252 + 0.24 y 1.65 £ 0.46 Log UFC/mL, respectivamente (Figura 17, a). Los
incrementos de las poblaciones en el tratamiento con fago pudieran deberse a que
este disminuy6 la competencia por nutrientes a las bacterias nativas del mosto,
mientras que en el mosto con la cepa L. brevis C18 se limité el desarrollo de las
bacterias nativas; situacion similar sucedié con Weissella cibaria KCTC 3807 cuya
lisis por fagos favorecio el desarrollo de Leuconostoc citreum KCCM 12030 (Kong
& Park, 2019). Las BAL impiden el desarrollo de otras bacterias al producir
compuestos antimicrobianos como las bacteriocinas, lo que elimina la competencia
por nutrientes y les da ventaja en el medio (Tse et al., 2021). Ademas, para superar
el estrés a los ambientes acidos las BAL pueden activar cuatro sistemas principales
que son la glutamato descarboxilasa, la lisina descarboxilasa, la arginina
desiminasa y la multisubunidad F1Fo ATPasa (Azcarate-Peril & Klaenhammer,
2010). El metabolismo de aminoacidos es distintivo de las BAL heterofermentativas

como L. brevis lo que conduce a la produccion de AB (Geissler et al., 2016).

Las poblaciones microbianas concuerdan con las concentraciones de AB obtenidas
en los controles y el tratamiento al final de la fermentacién. El mosto contenia
poblaciones microbianas productoras de AB las cuales produjeron en total 14.84
mg/L de AB, siendo este el medio con la mayor produccion y concentracion de AB
(Figura 17 b). En todos los controles y el tratamiento se observaron altas
concentraciones de putrescina, siendo esta la AB mas predominante. La presencia
de putrescina no solo esta relacionada al metabolismo de los microorganismos
durante el proceso de fermentacion, sino que también puede provenir de las
materias primas como la malta y el lapulo (Papageorgiou et al., 2018). Autores como
Angulo et al. (2020) encontraron que la putrescina fue la AB con mayor
concentracion en 3 tipos de cerveza oscilando entre los 9.48 — 72.18 mg/L. Mientras
gque Bertuzzi et al. (2020) y Nalazek-Rudnicka et al. (2021) reportaron
concentraciones de 3.32 a 5.61 mg/L y 3.69 a 12.20 mg/L de putrescina en
diferentes estilos de cerveza artesanal. En lo que respecta a la tiramina (trazas a

31.71 mg/L) fue la segunda amina biogénica con mayor concentracion, seguida de
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histamina (0.15 a 4.9 mg/L) y cadaverina (trazas a 3.64 mg/L) lo que concuerda con

lo encontrado en el presente proyecto.

La concentracion total de AB en el mosto con la cepa C18 fue de 6.12 mg/L, mientras
gue para el mosto con la bacteria y el fago fue de 7.93 mg/L. Como ya se habia
mencionado antes, las BAL pueden competir por nutrientes con otros
microorganismos presentes, por lo que el fago reduce esta competencia y beneficia
a la poblacion nativa, lo que es compatible con la concentracion de AB encontradas
en el tratamiento con el fago. En cerveza, la produccion de AB no sélo se encuentra
relacionada al metabolismo de BAL como Lactilactobacillus curvatus, Lactococcus
lactis, Leuconostoc mesenteroides, Levilactobacillus brevis, Fructilactobacillus
lindneri, Enterococcus faecium, entre otras; sino también al metabolismo de la
familia Enterobacteriaceae (que desarrollan al inicio de la fermentacion),
Staphylococcus xylosus y algunas levaduras como Brettanomyces spp. las cuales
no son afectadas por el fago 44M3 y pueden continuar con su actividad metabdlica,
incluso las BAL que no se encuentren dentro del rango de hospederos del fago
(Barbieri et al., 2019; Crauwels et al., 2015; Poveda et al., 2017; Swider et al., 2023;
Yang et al., 2023; Yu et al., 2019).

del Rio et al. (2019) evaluaron el fago 156 que infecta a Enterococcus faecalis,
productora de tiramina y putrescina en queso de cabrales y encontraron una
reduccion de ~ 95% de tiramina y ~ 80 % de putrescina a los 60 dias de
fermentacién; mientras que Ladero et al. (2016) observaron reduccién de 85% de
tiramina al inhibir a E. faecalis con el fago Q69. La raz6n por la cual en estos trabajos
se observo el efecto del fago, puede deberse a que para la elaboracién del queso
emplearon leche pasteurizada y cultivos iniciadores no productores de AB, lo que
minimiz0 la probabilidad de microbiota productora de AB. Ademas, las
concentraciones de fago y bacteria fueron de 3 Log UFP/mL y 4 Log UFC/mL
respectivamente en ambos reportes, lo que pudo causar una mayor reduccion de la

bacteria objetivo y por ende en la concentracion de AB.
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Esto, refuerza la idea de emplear cocteles de fagos para reducir las diversas
poblaciones que producen aminas biogénicas ampliando el espectro de actividad

litica, asi como evitar la activacion de mecanismos de defensa (Chan et al., 2013).
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VI. CONCLUSIONES

El presente trabajo nos mostré que cada bacteriéfago requiere de un proceso de
estandarizacion para la propagacion, mientras que el agar bacterioldgico favorecio
la conservacion de las particulas del bacteriéfago 8M2 y permitié la conservacion

del resto de los fagos.

Los bacteriéfagos aislados pueden infectar un rango amplio de cepas productoras
de AB, con una actividad inhibitoria muy prometedora. Dentro de las condiciones en
las que se evaluaron los fagos, la presencia del ltpulo, etanol y el bajo pH potencian
el efecto inhibitorio de los bacteriéfagos evaluados.

Las cepas de BAL evaluadas poseen la capacidad de sobrevivir a las condiciones
de estrés del medio y desarrollar mecanismos de defensa antifagos cuando se

encuentran en ambientes favorables.

El control de las poblaciones de bacterias productoras de AB es mas compleja de
lo que parece, ya que esto sugiere abordar cuestiones relacionadas a la
competencia de nutrientes y a las relaciones entre las poblaciones bacterianas, por
lo que debe analizarse desde un punto de vista integral. Se sugiere el uso de
cocteles de fagos con mayor eficacia que permita combatir a una diversidad
bacteriana mayor que puedan estar presentes en el alimento en que se pretende

aplicar.

Este es el primer trabajo de control de AB en cerveza artesanal con bacteriéfagos,
que permitié evidenciar las limitantes de su aplicacién y las perspectivas a abordar
en trabajos futuros. Los bacteri6fagos tiene potencial para generar una alternativa

para el control de la produccion de AB en cerveza.
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