4.2 Los fagos como enemigos: problematica en fermentaciéon de alimentos

Diapositiva 2. Bacterias del acido lactico

Las bacterias del acido lactico (BAL) constituyen un grupo diverso de microorganismos
asociados a plantas, carne y productos lacteos. Las BAL también tienen importancia
econdmica en el procesamiento de carnes, bebidas alcohdlicas y vegetales. Se usan en la
fabricacion de productos lacteos como leche acidificada, yogur, suero de mantequilla y
quesos.

Diapositiva 3. Interacciones fago/bacteria hospedadora

Las bacterias del acido lactico (BAL) comprenden diferentes grupos de microorganismos,
tales como Carnobacterium, Enterococcus, Tetragenococcus, Vagococcus, Weissella asi
como especies pertenecientes a géneros que constituyen el nucleo “industrial” de BAL como
Lactococcus, Lactobacillus, Streptococcus, Pediococcus y Leuconostoc. El género Lactococcus
es el mejor caracterizado dentro de las BAL relacionadas con los alimentos. Como algunas
cepas de Lactococcus pueden crecer en leche y transformar la lactosa a acido lactico, se
utilizan frecuentemente como cultivos iniciadores en las fermentaciones industriales para la
produccion de quesos (1). El primer efecto negativo de los bacteriéfagos en la fermentacion
lactea se describié a mitad de los afios 30 del siglo 20 (2). Independientemente de las
precauciones sanitarias, la rotacion de cepas iniciadoras y el desarrollo constante de nuevas
cepas bacterianas resistentes a fagos, los fagos siguen siendo una de las causas principales y
mas serias desde el punto de vista econdmico de fallos en la fermentacion. La lisis de células
bacterianas inducida por fagos lleva a fermentaciones fallidas o lentas, una disminucién en
la produccion de acido y una reduccion en la calidad del producto lacteo, lo que resulta en
importantes pérdidas econdmicas (3).

Diapositiva 4. La pesadilla de un fabricante de quesos

Aqui se ve un ejemplo de un video obtenido mediante microscopia en tiempo real que
muestra los efectos negativos de fagos durante el proceso de fermentacién. La infeccién de
Lactococcus lactis por fagos virulentos que pueden causar lisis celular y muerte 1 hora
después de la infeccion.

Diapositiva 5. Los fagos de BAL

Actualmente, los fagos de Lactococcus se clasifican en 10 grupos en base a su morfologia y
parentesco genético. Sin embargo, las 3 especies principales 936, P335 y C2 dominan la
industria lactea en términos de persistencia y frecuencia de aislamiento. Los miembros de
936 y C2 solo siguen un ciclo litico mientras que los miembros de P335 pueden seguir un
ciclo litico o integrar su genoma en el del hospedador y replicarse en tandem con el



cromosoma del hospedador, un escenario en el que se denominan fagos lisogénicos o
atemperados (4).

Diapositiva 6. Mecanismos de defensa de las BAL

Al igual que otras bacterias infectadas por fagos, las bacterias del acido lactico han
evolucionado con mecanismos de defensa contra los bacteridfagos, lo que les permite
sobrevivir en un ambiente lleno de sus depredadores (fagos). Estos sistemas antifagos se
organizan en grupos dependiendo de su mecanismo de funcionamiento. Algunos de estos
sistemas incluyen:

(i) Inhibicidn de la adherencia/adsorcion del fago
(ii) Bloqueo de la inyeccion del ADN del fago
(iii) Sistemas de restriccion/modificacion

(iv) Sistemas de aborto de la infeccion fagica

Diapositiva 7. Los bacteriéfagos en la planta lactea

Es importante identificar las fuentes potenciales de contaminacion por fagos y limitar su
entrada en el proceso de fermentacidn. Los fagos pueden proceder de:

Leche cruda

La fuente natural mas probable de fagos virulentos es la leche cruda donde los titulos son
tan bajos como 10'-103 UFP ml! y constituye un suministro continuo de bacteriéfagos en
plantas lacteas (5,6). Las concentraciones de fago en leche cruda también dependen de las
condiciones de la recogida, manipulacién y almacenamiento de leche por el proveedor
(granja), el transporte a la planta y, finalmente, la manipulacién de la leche en la misma
planta. También es importante recordar que la biodiversidad de fagos aumenta mediante la
combinacién de leches recogidas de diferentes granjas y estos nimeros pueden ser aln mas
altos en leche procesada.

Concentrados de suero de leche

Las proteinas del suero se usan para la estandarizacién de la leche antes del proceso de
fermentacion o para mejorar el sabor y la textura asi como el valor nutricional del producto
final. Los concentrados de suero de leche pueden ser fuentes de fagos resistentes a altas
temperaturas y pueden tener influencia en la calidad final del producto final (7,8).

Cultivos iniciadores

El cultivo iniciador propiamente dicho puede ser una Fuente de fagos, cuando las cepas
contienen fagos atemperados. Los fagos atemperados se incorporan en el cromosoma
bacteriano y su genoma se replica en sincronia con el genoma bacteriano. Muchas cepas
BAL llevan profagos (9,10) que pueden inducirse del ciclo lisogénico al litico por las



condiciones del proceso de fabricacion como el calor, las sales, la acidez, bacteriocinas, la
falta de nutrientes o la luz UV (11, 12). El subcultivo en serie de fagos temperados en leche
puede resultar en su sustitucién por un mutante virulento. La induccion de profagos a partir
de multiples cepas lisogénicas de cultivos iniciadores tiene el potencial de afectar la
fermentacion. La principal fuente de cepas lisogénicas son cultivos no definidos por dos
motivos principales: i) La composicidon exacta de cepas de estos iniciadores es desconocida;
ii) la eliminacion de cepas lisogénicas a partir de cultivos no definidos es muy dificil.

Equipos/aire

Los fagos estan presentes frecuentemente en las superficies de trabajo y necesitan la
presencia de sus hospedadores bacterianos. Por ello, se encuentran a menudo en lugares
donde las condiciones son favorables para el desarrollo de BAL como vaélvulas, grietas,
conductos sin salida de las lineas de produccién (lugares dificiles de limpiar y desinfectar).
De forma secuencial, la manipulacidon de leche cruda, procesamiento de leche para la
fabricacidon de quesos en tanques abiertos y la manipulacién de suero pueden llevar a la
dispersion de fagos en el aire. Los fagos virulentos pueden circular a través del aire lejos de
su fuente de aerosolizacién debido a la habilidad de unirse a particulas pequenas (< 2.1 um)
(13).

Estrategia de control de fagos
Limpieza y desinfeccion

Las operaciones cladsicas de limpieza y desinfeccion son una parte esencial del
procesamiento de leche. Los procedimientos de limpieza in situ o “cleaning-in-place” (CIP)
son frecuentemente utilizados en lineas de procesamiento de leche (14). El procedimiento
de limpieza puede eliminar el 90% o mas de los microorganismos asociados a la superficie
pero no pueden matarlos todos. La presencia de BAL entre los microorganismos residuales
aumenta el riesgo de contaminacion por fagos.

Disefio de un sistema de rotacion de cultivos iniciadores basado en el control de la
contaminacion por fagos

Los cultivos iniciadores son un factor clave que influye en la diversidad de la poblacion de
fagos de una planta lactea. En el pasado, la utilizacién de cultivos multiespecie o multicepa
no definidos era la estrategia principal para superar los problemas de produccion
relacionados con fagos en muchas fabricas. La estrategia de rotacion de cultivos formados
por multiples cepas requiere la seleccion de cepas resistentes a un rango amplio de fagos,
gue puedan reemplazar las cepas infectadas. Ademas, la rotacién continua de multiples
cepas durante los procesos de fermentacién tiene un efecto en la coevolucidn de fagos y se
demostré que aumenta la diversidad de fagos y su abundancia en el ambiente lacteo (15).
También requiere una seleccion constante de cepas iniciadoras con propiedades de
fermentacion especificas. Una alternativa es el uso de una cepa Unica, altamente
especializada y resistente a fagos y a sus variantes que llevan plasmidos de resistencia a
fagos obtenidos a partir de cepas resistentes naturales.

Organizacion de la produccién



Un elemento importante para limitar la dispersion de fagos en la planta lactea es la
organizacién de la produccién. El control de los riesgos de fagos en las plantas lacteas
depende del desarrollo e implementacién de una variedad de procedimientos como la
técnica aséptica, tanques cerrados, medios que inhiben a los fagos y tratamiento con altas
temperaturas de la materia prima al por mayor.

Conclusiones:

Los fagos representan una amenaza constante de pérdidas econdmicas en la industria
lactea. Como consecuencia de esto, los microbidlogos de la industria lactea han intentado
durante casi 80 anos eliminar o, al menos, controlar los bacteriéfagos que interfieren con la
fabricacion de productos lacteos fermentados. Los fagos se diseminan rapidamente en el
ambiente lacteo y son dificiles de eliminar. Asi, es importante entender cémo coexisten el
hospedador y los fagos para comprender mejor esta relacion compleja con la esperanza de
encontrar soluciones sostenibles para este problema constante de la industria lactea.
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