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ESTRATEGIAS PARA MEJORAR LA FAGORRESISTENCIA DE

BACTERIAS LACTICAS (BAL)

Reinheimer, J.A."

RESUMEN

Las infecciones fagicas de bacterias lacticas usadas como cultivos iniciadores en la industria lactea fermentativa,
son una de las causas principales de fallas en su capacidad acidificante. Una prioridad de la investigacion en esta
area durante los ultimos 25 afios ha sido el desarrollo de cultivos fagorresistentes con buenas propiedades
tecnoldgicas para procesos industriales. Diferentes estrategias han sido empleadas para el mejoramiento de
cepas: 1) Técnicas basadas en ADN recombinante (Per, ARN antisentido y Sistema suicida), que han sido
desarrolladas principalmente para lactococos, resultando altamente efectivas pero muy especificas hacia los
fagos. Por otro lado, estas cepas “ingenierizadas” no pueden todavia aplicarse en alimentos. 2) Transferencia
conjugativa de plasmidos de fagorresistencia, muy empleada para obtener cepas industriales en varios paises,
y 3) Aislamiento de mutantes espontaneos fagorresistentes (a partir de cultivos secundarios o por citometria de
flujo), que constituye una estrategia “natural” y, como en el caso anterior, permite obtener cepas “food grade”.
Son métodos simples y rapidos, salvo el de citometria, que requiere equipamiento especifico y costoso.
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SUMMARY

STRATEGIES TO IMPROVE THE PHAGE RESISTANCE
OF LACTIC ACID BACTERIA (LAB)

Phage infections of lactic acid bacteria used in the fermentative dairy industry are the principal cause of failures
in their acidifying activity. In the last 25 years, a priority of research in this area was the development of phage
resistant cultures with good technological capacity for industrial uses. Different strategies have been used to
improve LAB strains: 1) Recombinant DNA techniques (Per, Antisense RNA and Suicide system). These were
developed mainly for lactococci and turned out highly efficient but very specific against phages. Anyway,
these genetically modified strains cannot be used for foods. 2) Transfer of phage resistance determinants by
conjugation. This method has been very used in many countries to obtain industrial strains, and 3) Isolation of
spontaneous phage resistant mutants (from secondary cultures or flow cytometry). This is a “natural” strategy
and, so, allows to obtain “food grade” strains. Furthermore, it is a simple and rapid method, excepting for the
cytometric alternative that requires a specific and expensive equipment.
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INTRODUCCION

La infeccion fagica de bacterias lacticas (BAL) usadas
como cultivos iniciadores en la industria lactea
fermentativa, es una de las causas principales de fallas en
su capacidad acidificante (Neve, 1996; Moineau, 1999).
Este hecho determina una menor velocidad o, en casos
extremos, la detencién del proceso fermentativo, lo que

deriva en severas consecuencias tecnologicas y comer-
ciales (Limosowtin et al., 1996).

La leche cruda es considerada la principal fuente de
ingreso de fagos a las plantas procesadoras, debido a que
los mismos son liberados a partir de las cepas lisogenas
presentes (Everson, 1991; Dinsmore, 1995). Los fermentos
naturales o artesanales (suero fermentos y leche fermen-
tos) contienen, asimismo, una alta concentracién fagica.
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Estos fagos, liberados también por induccidn espontanea,
normalmente no alteran la actividad acidificante de estos
fermentos ya que, en su compleja microflora lactica, ocurre
una continua seleccion de cepas resistentes a los mismos
(Giraffa, 1993; Neviani & Carini, 1994). El ingreso de fagos
a las plantas constituye un problema dificil de manejar, ya
que la diseminacion de estas particulas virales en el am-
biente industrial es muy rapida (Neve et al., 1989).

El perfeccionamiento de los métodos para disminuir el
nivel de bacteriofagos en plantas elaboradoras de yogur y
quesos se ha tornado imprescindible, a fin de minimizar los
riesgos de pérdidas econdémicas. En Argentina, el estudio
de estrategias para controlar su presencia se ha abordado
en los tltimos afios, a partir del reemplazo de los fermentos
naturales, resistentes a fagos, por fermentos selecciona-
dos importados con alta sensibilidad hacia los fagos
autéctonos, principalmente para quesos blandos y
semiblandos (Suérez et al., 2002).

Consecuentemente, el éxito de fermentaciones lacticas
comerciales depende, primeramente, de una adecuada se-
leccion de cepas no relacionadas en su fagorresistencia y,
en segunda instancia, de la eleccién de adecuados méto-
dos para controlar el ataque fagico. En este sentido, las
estrategias tradicionales utilizadas incluyen rotacién de
los cultivos, medios de cultivo inhibitorios de fagos y con-
diciones asépticas de procesamiento (Forde and Fitzgerald,
1999; Sturino & Klaenhammer, 2004).

Una prioridad de la investigacién sobre fagos de los
Gltimos 25 afios ha sido el desarrollo de cultivos fago re-
sistentes con satisfactorias propiedades tecnoldgicas para
usar en procesos industriales (Mc Grath et al., 2002).

MEJORAMIENTO DE CEPAS
BACTERIANAS. ESTRATEGIAS

1)Técnicas basadas en ADN recombinante

El desarrollo de herramientas genéticas para este tipo
de técnicas implica disponer de conocimientos derivados
de los genomas fagicos. En este sentido, puesto que las
bacterias lacticas del género Lactococcus y sus fagos es-
pecificos son los mas estudiados entre todas las BAL, las
técnicas de ADN recombinante se han disefiado sobre todo
para este género. Las principales son las siguientes:

1.a) Per (Phage encoded resistance): en este caso, se
introduce en la célula hospedadora un fragmento de ADN
que contiene el origen de replicacion (ori) de un fago de
lactococo. La cepa, inicialmente sensible al fago del cual
proviene el ori, se vuelve resistente ya que el fragmento
clonado compite con una normal replicacion fagica, dando
sefiales falsas para la mismay produciendo una prolifera-

cion retardada y disminuida del fago (Hill et al., 1990). Esta
técnica se ha mostrado altamente efectiva pero muy espe-
cifica para distintos tipos de fagos (Kim & Batt, 1991)

1.b) Estrategia “ARN antisentido’: en este método, un
cierto gen del genoma fagico fue clonado en orientacion
inversa con respecto a un fuerte promotor de lactococo.
Esta construccion se introdujo en una cepa sensible a ese
fago, volviéndose resistente. Se cree que se forma un duplex
entre las hebras del ARN antisentido y las hebras activas
(ARNm). Esta molécula hibrida es inestable y se degrada
rapidamente. De este modo, se elimina el ARNm antes de
que se traduzca en las proteinas estructurales de la parti-
cula fagica.

1.c) Sistema “suicida’: consiste en una forma de infec-
cién abortiva disefiada mediante ingenieria genética. Es
altamente efectivo como mecanismo y ha sido descripto
s6lo para lactococos. Es una “trampa genética” ya que un
promotor fago-inducible (aislado del fago 031), luego de
producida la infeccién, activa un sistema suicida
bacteriano, formado por el cassette de restriccion LlalR",
letal frente a un amplio espectro de bacterias Gram +. Du-
rante la infeccién fagica, tiene lugar la activacion del pro-
motor fagico inducible, que “dispara” la expresion del gen
letal bacteriano, acarreando simultdneamente la muerte
celular y la destruccion del genoma fagico (Djordjevic et
al., 1997).

2) Transferencia conjugativa de plasmidos
de fagorresistencia

Muchos plasmidos con genes de resistencia fagica, en
Lactococcus, son conjugativos y a menudo codifican otros
markers de seleccion, tales como fermentacion de la lactosa
y resistencia a la nisina, que pueden ser usados para
monitorear transconjugantes. La conjugacion es un meca-
nismo natural de transferencia de genes, que puede ser
usado en la industria para construir cepas resistentes a
fagos. Por otra parte, estas estrategias pueden utilizarse
para combinar mecanismos complementarios de defensa
fagica en una Unica cepa. Casi todos los plasmidos de este
tipo estudiados y utilizados en la practica, llevan genes
que codifican mecanismos de resistencia intracelular
(R/My Abi), aunque existen varios que codifican para blo-
quear adsorcion fagica (Klaenhammer & Fitzgerald, 1994).
Estas metodologias han sido ampliamente utilizadas para
desarrollar cepas industriales en varios paises. Muy inte-
resante resulta la estrategia de rotacidn disefiada por
Klaenhammer & Sing (1991) que emplea diferentes deriva-
dos (cepas) fago resistentes de una cepa madre especiali-
zada (Cuadro 1), los cuales poseen, cada uno, un plasmido
diferente con distintos mecanismos de resistencia. Esta
“phage defense rotation strategy” puede extender el plazo
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Cuadro 1. Plasmidos conjugativos de fagorresistencia en Lactococcus utilizados para cepas industriales.

Plasmido de . .
resistencia Mecanismos Usos Referencia
pTR2030 Abi + R/IM queseria, USA Klaenhammer et al., 1990
pCl1528 + pCI750 Ads + Abi Israel Dalet et al., 1991
p 1 R2U3U ADI + RIM
. Sing y Klaenhammer,
Abi + RIM queseria, USA 1993
pTRK11 R/M
pTRK68
R/IM
queseria,
pMU1311 Abi + R/IM Australia Powell et al., 1994
PSRQ700 RIM Moineau et al., 1999
pSRQ800 y pSRQ900 Abi

Moineau et al., 1999

de uso sin inconvenientes de cepas particulares de BAL
(Klaenhammer, 1991).

El cuadro 1 resume algunos de los pldsmidos
conjugativos con genes de resistencia fagica, utilizados
hasta el presente, en aplicaciones industriales.

Sin embargo, la transferencia conjugativa de estos
plasmidos ha presentado, también, algunos inconvenien-
tes, tales como:

a) cepas refractarias a la adquisicion de ADN foraneo.

b) ciertos markers de seleccion no son “food grade”, lo

que limita la aplicacion industrial.

¢) incompatibilidad de plasmidos.

d) inestabilidad de los plasmidos de fagorresistencia

e) escasez de informacion acerca del efecto de maltiples

plasmidos en el desarrollo celular y la produccién
de acidez.

Por otra parte, plasmidos no conjugativos y portado-
res de genes de resistencia fagica han sido también trans-
feridos por transformacion, originalmente por transforma-
cion de protoplastos pero luego, més convenientemente,
por electroporacién. También, genes de resistencia han
sido clonados en adecuados vectores y luego, usados para
transformacién (Josephen 'y Neven 1998).

3) Aislamiento de mutantes espontaneos
fagorresistentes

Esta estrategia, que no apela a herramientas genéticas,
ha sido revalorizada Ultimamente ya que presenta una se-
rie de apreciables ventajas, que pueden resumirse en:

a) es una estrategia simple y rapida

b) no posee restricciones reglamentarias para su uso in-
dustrial ya que las variantes que se obtienen son deriva-
dos espontaneos de las cepas fago sensibles y, por lo
tanto, poseen “food grade”.

¢) es una metodologia valiosa para géneros de BAL en los
cuales los deméas métodos son dificiles de aplicar (Por ej.,
en BAL termofilas, donde existe relativa ausencia de
plasmidos y dificultad para conjugar o transformar
plasmidos.

El método, sin embargo, ha sido raramente usado para
cepas de lactococos debido a serios inconvenientes tales
como disminucion de la velocidad de crecimiento en leche
y acidificacidn, estrecha especificidad fagica y/o rever-
sion del fenotipo (fago resistencia) en los mutantes
(Moineau, 1999; Sturino & Klaenhammer, 2004). Sin em-
bargo, fue posible obtener este tipo de mutantes esponta-
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neos que conservan las propiedades tecnoldgicas de la
cepa original, de BAL terméfilas de fuerte importancia in-
dustrial: Lactobacillus helveticus (Neviani et al., 1992,
Reinheimer et al. 1993, Quiberoni et al. 1998), Lactobacillus
delbrueckii (subsp. lactis y subsp. bulgaricus)
(Guglielmotti et al., 2005) y S. thermophilus (Binetti et al.,
2003). EI método adquiere particular importancia en Argenti-
na, donde la mayoria de los fermentos lacticos para queseria
y leches fermentadas, son termoéfilos y donde las infecciones
fagicas han representado en los Ultimos afios un problema
industrial de gran magnitud (Suarez et al., 2002).

Para el caso particular de L. helveticus, ha sido posi-
ble aislar y caracterizar mutantes de este tipo con excelen-
tes capacidades tecnoldgicas que han sido aplicados con
éxito a procesos queseros (Quiberoni et al., 1999).

S. thermophilus es la bacteria lactica de mayor impor-
tancia tecnoldgica en Argentina, dado su utilizacién para
elaborar todas las leches fermentadas del pais y una enor-
me variedad de quesos blandos y semiduros. Sin embar-
go, las cepas utilizadas actualmente (integrantes de fer-
mentos importados, en su gran mayoria) se han mostrado

Tiempo (h)

muy sensibles a los fagos autdctonos, hecho que acarrea
una serie de problemas en la industria lactea fermentativa.
Con el objetivo de proveer a la industria de cepas mas
resistentes a fagos, en nuestro laboratorio, ha sido posi-
ble aislar de varias cepas comerciales de S. thermophilus,
mutantes espontaneos con una resistencia fagica muy alta
y estable, y con buenas propiedades tecnolégicas (Binetti
etal., 2003). Resulta interesante sefialar que, dependiendo
de la cepa fago sensible considerada, los mutantes obteni-
dos mostraron una actividad acidificante algo més alta,
baja o igual a la cepa original (Fig. 1).

Por Gltimo, recientemente, ha sido publicado un nuevo
método que ha sido aplicado a S. thermophilus , para se-
parar de la poblacién celular los mutantes fagorresistentes
(por deficiencias de adsorcién) utilizando en forma combi-
nada citometria de flujo, inmunologia y fluorocromos
(Viscardi et al., 2003, Viscardi et al., 2003a). Esta técnica
innovadora permite obtener variantes resistentes con pro-
piedades tecnolégicas adecuadas y aparece como una in-
teresante estrategia “natural” para mejorar cepas, si bien
requiere un equipamiento costoso.
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Figura 1. Mutantes espontaneos fagorresistentes de Streptococcus thermophilus . Cinéticas de acidificacion.
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Resumiendo, puede decirse que el mejoramiento de la
fagorresistencia en bacterias lacticas de importancia tec-
nolégica es una prioridad esencial de la industria lactea y
que diversas metodologias, mas 0 menos complejas, han
sido puestas a punto para responder a esa demanda, ac-
tualmente 0 a mas largo plazo, cuando se modifiquen las
reglamentaciones que limitan todavia el uso de “cepas
ingenierizadas”.
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