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RESUMEN

Los fagos de bacterias probiéticas son causa de enormes pérdidas econémicas
y severas limitaciones a las estrategias de control. En este trabajo se aislaron y
caracterizaron mutantes de L. casei/paracasei empleando el primer fago L. para-
casei aislado en Sudamérica en una planta industrial argentina. Se caracteriza-
ron fenotipo (eficiencias de recuperacion de resistentes verdaderos, estabilidad,
resistencia frente a otros fagos especificos) y mecanismos de fagorresistencia
(nivel de fagorresistencia, liberaciéon espontdnea de fagos virulentos, adsorcion
con y sin calcio). Se demostré que el aislamiento de mutantes espontdneos
resistentes desde bacterias probiéticas sensibles, resulta una alternativa valida
para obtener cepas para rotar en procesos industriales.
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SUMMARY

Phage attacks to probiotic strains cause enormous economic losses and limit
common control strategies. In this work, spontaneous bacteriophage insensitive
mutants were isolated from sensitive L. casei/paracasei strains against the first
Sudamerican L. paracasei phage isolated in an Argentinean dairy plant. Phage
resistance phenotype (efficiency of phage-resistant recovery, stability, sensitivity
against other specific phages) and phage resistance mechanisms (phage resist-
ance level, spontaneous release of virulent phages, phage adsorption with or
without cacium ions) were characterized. The isolation of spontaneous phage-
resistant mutants, from sensitive probiotic bacteria, was demonstrated to be a
useful tool to obtain strains to rotate in industrial processes.
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INTRODUCCION

Muchas especies pertenecientes al género Lactobacillus, entre ellas L. casei y
L. paracasei, han sido asociadas con efectos probidticos en humanos(". Si bien
suelen emplearse como aditivos, sin propagaciéon durante la manufactura del
producto probiético, en algunos casos llevan adelante la fermentacién misma del
alimento® 34, convirtiéndose asi en un blanco muy vulnerable para las infecciones
fagicas®. Debido a las singularidades de cada cepa probiética y al costo relacio-
nado con su empleo en productos ldcteos, en estos casos los ataques fagicos im-
pactan muy negativamente desde un punto de vista econémico®. Las infecciones
fégicas a cepas probidticas podrian representar una nueva situacién ecolégica
(diferente a las que ocurren en elaboraciones de yogur y queso) para la industria
l4ctea'®. Este nuevo escenario parece diferir también, compardndolo con el de
las bacterias ldcticas acidificantes, en la disponibilidad de estrategias efectivas
para el control fagico. Las estrategias de rotaciéon de cepas son inapropiadas para
las bacterias probidticas y muchos de los fagos de L. paracasei aislados exhiben
una notable resistencia térmica‘®, cobrando mayor importancia los tratamientos
con desinfectantes®. El aislamiento de mutantes espontdneos fagorresistentes
a partir de cepas sensibles seria una alternativa posible que implica la utilizacién
de la misma cepa, aunque resistente, y no su reemplazo por otra cepa diferente.
Sin embargo, serd imprescindible corroborar que las propiedades probidticas de
la cepa original permanezcan intactas en la variante mejorada.

En este trabajo se abordé el aislamiento de mutantes espontdneos fagorre-
sistentes empleando 9 cepas sensibles al primer fago de L. paracasei aislado en
Sudamérica (MLC-A)?,

MATERIALES Y METODOS

Cepas, fagos y medios de cultivo

Se trabajé con 9 cepas de L. casei / paracasei (Tabla 1) sensibles al fago MLC-A,
primer fago de L. paracasei aislado en Sudamérica en una planta industrial de
nuestro pais que elabora un producto fermentado probidtico. Se empleé caldo
MRS (Biokar, Beauvais, France) para el desarrollo y reactivacién (o.n. a 37°C)
de las cepas, asi como para la propagacién de los fagos. Las particulas fagicas
se enumeraron en agar MRS-Ca-Gly por el método de la doble capa agarizada
y se incubaron en microaerofilia a 34°C®.

Aislamiento de mutantes espontdneos

fagorresistentes a partir de cepas sensibles

Se aplicé la metodologia de cultivo secundario para las 9 cepas mencionadas
de L. casei / paracasei. Cultivos o.n. de las cepas sensibles se inocularon al 2%
en caldo MRS-Ca e infectaron con una suspension fagica de alto titulo del fago
MLC-A (m.0.i.=0,5). Durante la incubacién a 37°C, se monitored la evolucién
de los cultivos infectados, compardndolos con un control de la cepa sin infectar.
Se seleccionaron aquellos cultivos que lisaron completamente en el transcurso
del dia, y que evidenciaron desarrollo posterior (cultivo secundario), luego de 7-9
d adicionales a 37°C. De esos cultivos secundarios estriados (agar MRS, 48 h,
37°C) se aislaron clones potencialmente resistentes, que fueron posteriormente



purificados y separados de las particulas fagicas presentes mediante tres nuevos
estriados sucesivos® 19,

Andlisis genotipico de los mutantes fagorresistentes

Mediante RAPD-PCR se determiné el grado de homologia genética entre los
mutantes fagorresistentes y sus cepas madre respectivas. Se utilizaron los oligonu-
cleétidos M13 (5'-GAGGGTGGCGGTTCT-3) 'V, 1254 (5'-CCGCAGCCAA-3") 12,
P1 (5'-TGCTCTGCCC-3’) 13y P2 (5’-CTGCTGGGAC-3’) 13, cada uno en una
experiencia independiente. Los productos de PCR se resolvieron en geles de
agarosa (1% p/v en TBE 1X) y los coeficientes de similitud se calcularon a partir
de los perfiles obtenidos usando UPGMA (Unweight Pair Group Method with
Arithmetic Averages) .

Caracterizacién del fenotipo de fagorresistencia para los mutantes obtenidos

* Confirmacién de la fagorresistencia

Los mutantes espontdneos obtenidos, potencialmente fagorresistentes o mu-
tantes presuntivos, se testearon en un ensayo de sensibilidad en caldo MRS-Ca
(Test de turbidez)®, frente a sus fagos especificos. Se consideraron mutantes
resistentes confirmados aquellos a clones que luego de tres repiques de sensibi-
lidad sucesivos, no evidenciaron lisis.

* Estabilidad de la fagorresistencia

Cultivos de los clones verdaderamente resistentes, incubados durante 16-18 h
a 37°C, se inocularon en caldo MRS-Ca, luego se infectaron con una suspensién
de fagos (m.o.i.=5) y se incubaron a 37°C. En el transcurso del diq, se siguié el
desarrollo de los cultivos infectados compardndolos con un control del clon sin
infectar. Los cultivos que permanecieron sin lisar se repicaron al dia siguiente a
caldo MRS-Ca fresco, en modo similar a un test de turbidez, pero adicionando
en cada repique, una nueva dosis de suspension de fago. De este modo, se bus-
co ejercer una presion fagica fuerte y continua sobre los clones que resultaron
resistentes. Se considerd estable a la resistencia de aquellos clones que fueran
capaces de superar 7 repiques de estabilidad. La lisis del cultivo en alguno de
los repiques indicé la pérdida de la fagorresistencia, de acuerdo a lo sugerido
por Carminati y col 19

* Eficiencia de recuperacién de mutantes fagorresistentes
Se calculé segun la siguiente férmula:

o . .
Eficiencia = I\° mutantes resistentes confirmados | 10 M

N° mutantes resistentes presuntivos

* Espectro de resistencia fdgica de los mutantes obtenidos

Se investigo si los mutantes resistentes y estables aislados frente al fago MLC-A,
también se mostraban resistentes frente a otros fagos (Tabla 1) de L. casei / paracasei.
Se emplearon 0,3 ml de cultivos o.n. de las clones resistentes y 0,1 ml de suspen-
siones de alto titulo de los fagos. Se consideraron resistentes a aquellos mutantes
capaces de superar los tres repiques de la sensibilidad sin presentar lisis del cultivo.
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TABLA 1:

Cepas y fagos empleados

CEPAS Y FAGOS Caracteristicas relevantes Referencia y/o Fuente

Cepas

L. casei 393 Cepa sensible al fago A2 ATCC

L. casei 27139 Cepa sensible al fago J-1 ATCC

L. paracasei 27092 | Cepa sensible al fago PL-1 ATCC

L. paracasei A Cepa comercial. Sensible a los fagos MLC-A y MLC-A8 | Coleccién INLAIN (7)

L. paracasei Yk Cepa comercial Colecciéon INLAIN (7)

L. paracasei Hn Cepa comercial Coleccién INLAIN (7)

L. paracasei Dn Cepa comercial Coleccion INLAIN (7)

L. paracasei A13 Cepa comercial Colecciéon INLAIN (7)

L. paracasei Al4 Cepa comercial Coleccion INLAIN (7)

Fagos

A2 Fago de L. casei Coleccidn INLAIN (15)

J-1 Fago de L. casei ATCC (16)

PL-1 Fago de L. paracasei ATCC (17)

MLC-A Fago de L. paracasei aislado en Argentina Coleccién INLAIN (7)
de un producto fermentado probidtico

MLC-A8 Fago de L. paracasei aislado en Argentina Coleccion INLAIN (6)

a partir de un producto fermentado probiético

* Nivel de fagorresistencia (EOP)

Una suspensién (10° UFP/ml) del fago MLC-A en MRS fue titulada® tanto
sobre la cepa madre sensible correspondiente como sobre los clones mutantes
fagorresistentes. La relacién entre el titulo fadgico obtenido sobre el mutante y
el logrado sobre la cepa madre sensible correspondiente se definié como EOP.

* Liberacién espontdnea de fagos virulentos

Cultivos o.n. de los clones resistentes se desarrollaron en caldo MRS a 30°C,
se centrifugaron (5000 rpm, 10 min, 5°C) y posteriormente se filtraron por
membranas (didmetro de poro, 0,45 um) Millipore (Sao Paulo, Brazil). Alicuotas
(50 uL) de los sobrenadantes se ensayaron sobre un césped de cada una de las
9 cepas sensibles (en agar MRS-Ca-Gly) y se incubaron (o.n.) en microaerofilia
a 34°C (Spot test). La existencia de placas de lisis visibles se debe a la liberacién
espontdnea de particulas fagicas'®.

* Tasas de adsorcién

Se determiné el nivel de adsorcién del fago sobre cada mutante fagorresis-
tente y sobre su cepa madre (control), tanto en presencia como en ausencia de
s0=0,9) se
centrifugaron (5000 rpm, 10 min) y las células cosechadas se resuspendieron

calcio. Los cultivos bacterianos en fase exponencial temprana (O.D.

en caldo MRS y MRS-Ca en la mitad del volumen original. Cada cultivo se in-



fecté con el fago MLC-A (m.0.i.=0,01 - 0,02) y se incubé a 37°C por 30 min.
Luego, los tubos se centrifugaron (10000 rpm, 5 min, 5°C) y los sobrenadantes
se titularon® sobre L. paracasei A. Los porcentajes de adsorcién (sobre la cepa
madre y mutantes resistentes) se calcularon segun:

% Ads = [(Ti—Tf) /TiIx 100 (2)

siendo Ti el titulo inicial de fagos (UFP/ml) puestos en contacto con la cepa, y Tf
los fagos remanentes en el sobrenadante luego de 30 min (fagos no adsorbidos).

RESULTADOS Y DISCUSION

* Aislamiento de mutantes espontdneos

fagorresistentes a partir de cepas sensibles

El aislamiento de mutantes presuntivos resistentes al fago MLC-A fue posible
para 5 de las 9 cepas estudiadas (Tabla 2). El desarrollo secundario, posterior a
la lisis de los cultivos infectados, se produjo entre los 2y 9 d.

* Confirmacién de la fagorresistencia y eficiencia

de recuperacién de mutantes fagorresistentes

El aislamiento de clones resistentes confirmados, capaces de resistir la infeccién
fégica a lo largo de tres subcultivos sucesivos (Test de turbidez) fue posible sélo
para L. paracasei ATCC 27092y L. casei ATCC 27139 (Tabla 2). Los demds clones
presuntivos aislados lisaron al primer subcultivo, considerdndose resistentes falsos y
se descartaron. Las eficiencias de recuperacion calculadas segun (1) para L. para-
casei ATCC 27092y L. casei ATCC 27139 fueron de 83 y 100%, respectivamente.

TABLA 2:
Mutantes espontdneos fagorresistentes obtenidos con el fago MLC-A a partir de

cepas sensibles de L. casei / paracasei mediante la técnica de cultivo secundario

Rev. Arg. de Lactologia - N°26 - 2009/10

CEPA SENSIBLE | DESARROLLO N° DE MUTANTES EFICIENCIA DE RECU-
(L. casei o CULTIVO FAGORRESISTENTES PERACION DE MUTAN-
L. paracasei) SECUNDARIO (d) | Presuntivos Confirmados | TES CONFIRMADOS (%)
393 2 11 0 0

27139 9 5 5 100

27092 7 6 5 83

A 7 10 0 0

Yk s.d.

Hn s.d.

Dn 7 11 0 0

Al13 s.d.

Al4 s.d.

s.d.: sin desarrollo
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* Homologia de ADN entre los mutantes fagorresistentes obtenidos y sus
cepas madre respectivas

Todos los mutantes obtenidos tuvieron una homologia de ADN mayor al 99%
con respecto a sus cepas madre respectivas, tanto para L. paracasei ATCC 27092
como para L. casei ATCC 27139, y para los 4 oligonucleétidos iniciadores emplea-
dos. Asi, se comprueba que no hubo cambios genéticos notables en el proceso
de adquisicién de la fagorresistencia, y que no se produjeron contaminaciones
durante la obtencién de las variantes.

* Estabilidad de la fagorresistencia

El 80% de las variantes resistentes aisladas a partir de L. casei 27139 superd
7 repiques sucesivos en presencia del fago, mientras que las de ATCC 27092
mostraron fenotipos inestables (Tabla 3).

El mismo fenotipo estudiado en cepas de otras bacterias ldcticas, mostré diver-
sidad de comportamientos. Para mutantes aislados de L. helveticus con el fago
hv®, |a estabilidad fue baja y sélo el 15,4% logré alcanzar el Gltimo repique. Los
resistentes de distintas cepas de Streptococcus thermophilus presentaron una gran
variacién entre los grupos de mutantes aislados, con un rango entre 0y 100% de
clones que alcanzaron el dltimo repique sin presentar lisis del cultivo"™. Para el
caso de L. delbrueckii, casi la totalidad de los clones fue estable hasta el séptimo
repique para 2 cepas, mientras que para otra, sélo el 42% resisti6 la presién fagica
hasta el final del ensayo sin lisar@,

* Espectro de resistencia fdgica de los mutantes obtenidos

Se evalud la sensibilidad de los mutantes frente a otros fagos especificos de
L. casei / paracasei (PL-1, J-1, A2 y MLC-A8), observandose resistencia a los
mismos (excepto J-1) para todos los clones de ATCC 27139 y diferentes grados
de sensibilidad para los clones de ATCC 27092 (Tabla 4). Si bien las variantes
resistentes obtenidas con el fago MLC-A no resultaron totalmente efectivas frente
a los demds fagos ensayados, se demostr6 un notable incremento en su capaci-
dad de resistir las infecciones, especialmente para los clones de L. casei 27139.

TABLA 3:
Estabilidad de la fagorresistencia de los mutantes aislados a partir de L. casei 27139
y L. paracasei 27092 (% de mutantes que resistieron sucesivos repiques en presencia

de fagos, sin perder el fenotipo)

MUTANTES AISLADOS | N° DE REPIQUES

(Cepa) 1 | 2 | 3 | 4 | 5 | 6 | 7
L. casei 27139 100 100 | 100 | 80 80 80 80
nR=5

L. paracasei 27092 100 100 | 100 80 40 0

nR =25

nR: nimero de mutantes espontdneos fagorresistentes confirmados,
aislados a partir de las respectivas cepas sensibles.



TABLA 4:
Espectro de resistencia fdgica de los mutantes aislados a partir de L. casei 27139
y L. paracasei 27092, con los fagos MLC-A, PL-1, J-1, A2 y MLC-AS8.

CEPAS FAGOS

clones resistentes

a MLC-A derivados MLC-A | PL-1 J-1 A2 MLC-A8
L. casei 27139 +(19) [ +09 | +(0° | +0° | +(1°
chl - - + (39) - -
Rch2 - - + (3°) - -
gl - - - - -
g2 - - - - -
93 . - || - -

L. paracasei 27092 +(°) | +0°) | +0° | +0° | +(1°
chl - +(2°) | +(3°) - -
ch2 - +(2°) | +(3°) | + (39 + (3°)
ch3 - +(29 | +3°) | +(3°) +(3°)
g2 - +(2°9 | +(3°) | +(3°) | +(@39)
g3 - +(2°9) | +(39) - + (2°)

+: lisis, indicdndose entre paréntesis el n° de repique en el cual se produjo.
+/-: disminucién de turbidez respecto del control sin infectar.
-: ausencia de lisis.

Ademds, se vio que en general, los clones fueron mds sensibles para el fago que
lisa en forma especifica a la cepa de origen (J-1 para L. casei 27139 y PL-1 para
L. paracasei 27092). Un caso diferente se observé para L. delbrueckii ??, ya que
todos los mutantes obtenidos de tres cepas, cada una con su fago especifico,
resultaron resistentes a lo largo de tres repiques de sensibilidad frente a los otros
dos fagos empleados.

* Nivel de fagorresistencia (EOP)

El fago MLC-A fue incapaz de formar placas de lisis en medio agarizado sobre
las variantes resistentes obtenidas. Los valores de EOP calculados fueron inferio-
res a 107 evidenciando segiin Moineau®", el mdximo nivel de fagorresistencia
técnicamente posible de cuantificar, en comparacién con sus cepas madres.

¢ Liberacién espontanea de fagos virulentos

La lisogenia se encuentra ampliamente difundida en cepas de L. casei / pa-
racasei %2 15232429 e incluso ambas cepas empleadas en este trabajo son sabi-
damente lisdgenas®® ?”). Sin embargo, no se detecté liberacién espontdnea de
fagos virulentos (a 30°C) a partir de los clones ni de sus cepas madres, ensayando
(Spot Test) los sobrenadantes de cultivo sobre las 9 cepas de L. casei / paracasei
utilizadas en este trabajo. Estas cepas parecen ser especialmente susceptibles
frente a fagos, ya que ademds de ser sensibles al fago MLC-A, son sensibles al
menos a otros 10 fagos de L. casei / paracasei ™59,
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* Tasas de adsorcién

Los mutantes fagorresistentes surgen probablemente como consecuencia
de mutaciones puntuales espontdneas en el cromosoma®® y en la mayoria de
los casos, la adquisiciéon de resistencia se debe a cambios en el receptor para
la adsorcién del fago especifico®. Al estudiar la adsorcién del fago MLC-A en
presencia de iones calcio sobre los clones de ATCC 27092 se obtuvieron, segiin
(2), valores elevados (76+4%) aunque disminuidos en comparacién con su
cepa madre sensible (99%) (Fig. 1a). Sin embargo, la diferencia mas notable se
obtuvo al evaluar la adsorcién en ausencia de calcio. Mientras que las variantes
resistentes fueron incapaces de adsorber al fago en ausencia de calcio, L. pa-
racasei ATCC 27092 lo adsorbe prdcticamente con igual eficiencia con (99%)
y sin calcio (98%). Tanto L. casei ATCC 27139 como sus mutantes adsorbieron
al fago en presencia y ausencia de calcio, si bien para cada clon los valores ob-
tenidos fueron significativamente diferentes. Nuevamente, la adsorcién resulté
mds efectiva sobre la cepa original (practicamente 94 y 74%, con vy sin catién,
respectivamente), que sobre las variantes de ella derivadas (67 %+ 10% con calcio
y 35=7% sin calcio) (Fig. 1b).

CONCLUSIONES

Esta metodologia seria una estrategia Gtil para encontrar variantes resistentes
a fagos con potencial uso en el proceso de produccién, por reemplazo de la cepa
original afectada. Sin embargo, es indispensable la realizacién de estudios poste-
riores para corroborar si los clones asi obtenidos presentan atributos probidticos
comparables a los de la cepa de la cual provienen.
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FIGURA 1:
Adsorcién del fago MLC-A sobre Lactobacillus paracasei ATCC 27092 (A), L. casei ATCC 27139

(B) y sus variantes resistentes a fago, en presencia y ausencia de iones calcio.
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NOMENCLATURA

ATCC = American Type Culture Collection

EOP = Eficiencia de plaqueo (Efficiency of Plaquing)

INLAIN = Instituto de Lactologia Industrial

m.o.i.= multiplicidad de la infeccion (multiplicity of infection), n® de particulas fagicas
infectivas / n® de unidades formadoras de colonias

MRS = de Man, Rogosa y Sharp

MRS-Ca = MRS adicionado con CaCl, (10 mM)

MRS-Ca-Gly = MRS-Ca adicionado con glicina (100 mM)

0.D.560 = densidad éptica a una longitud de onda de 560 nm

0.n. = overnight

RAPD-PCR = Randomly Amplified Polymorphic DNA-Polymerase Chain Reaction

TBE = soluciéon reguladora Tris Borato EDTA

UFC = unidades formadoras de colonias

UFP = unidades formadoras de placas
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