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Resumen

En nuestra regién resulta especialmente importante controlar la diseminacién de enterobacterias patégenas pro-
ductoras de enfermedades transmitidas por alimentos, tales como Escherichia coli productora de toxinas Shiga
(STEC), entre otras. Las cepas de STEC son patégenos humanos emergentes que pueden causar diarrea, asi como
manifestaciones clinicas mds severas incluyendo el Sindrome Urémico Hemolitico. En el presente trabajo propo-
nemos a los bacteriéfagos como herramienta de biocontrol de estas bacterias patdgenas, presentes en alimentos cdr-
nicos. Se obtuvieron 10 stocks de bacteriéfagos a partir de materia fecal y se ensay6 su efecto litico sobre un panel
de 103 diferentes cepas de enterobacterias patdgenas y no patdgenas. Entre ellos se selecciond un fago (DT1) y se
evalud su efecto litico utilizando como matriz carne contaminada con E. coli DH5a. Se identificé que el stock fdgi-
co DT1 (6 cepas sensibles) presenté un rango de hospedador mds especifico que el stock fdgico DTG (15 cepas sen-
sibles). Se evalué la reduccién de células viables (CV) en carne, obtenida con la exposicidn al fago a diferentes tem-
peraturas. Obtuvimos una diferencia significativa en el porcentaje de CV a las temperaturas ensayadas, observan-
do la mayor reduccién dentro de las primeras horas del ensayo; asimismo dicha reduccién se vio influenciada por
la concentracién de fago usada, siendo mds efectiva la mayor utilizada. Los resultados obtenidos indican que los
fagos ensayados pueden ser utiles en el biocontrol de E. coli en productos cdrnicos a temperaturas de refrigeracién
y ambiente. Sin embargo, es necesario considerar y analizar la existencia de mutantes espontdneos fagorresistentes,
naturalmente presentes en la poblacién celular, que podrian estar selecciondndose y desarrollando durante los tiem-
pos y temperaturas mayores ensayados durante las investigaciones.
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EFFECT OF PHAGE BIOCONTROL ON STRAINS OF SHIGA TOXIN-PRODUCING Escherichia coli IN
MEAT PRODUCTS

Summary

Ir is especially important in our region to control the spread of pathogenic Enterobacteriaceae producing food-borne dis-
ease, such as Shiga toxin-producing Escherichia coli strains (STEC), among others. STEC are emerging human pathogens
that can cause diarrhea, as well as severe clinical manifestations including hemolytic uremic syndrome (HUS). In this
paper, we propose bacteriophages as a rool for the biocontrol of these pathogenic bacteria present in mear. We collected 10
stocks of bacteriophages from faeces and assayed their lithic effect on a panel of 103 different pathogenic Enterobacteri-
aceae. One phage (DT1) was selected and its lithic effect was determined using meat as a matrix contaminated with E.
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coli DH50.. We identified thar the phage stock DT1 (6 sensitive strains) presented a more specific host range than the
phage stock DTG (15 sensitive strains). We evaluated the reduction of viable cells (VC) of DH5 on meat afer the expo-
sure at different temperatures. We obtained a significant difference in the percentage of VC with the temperatures tested,
observing further reduction within the first hours of the assay. This reduction was also influenced by the concentration of
phage used; the biggest concentration was more effective. These results indicate that tested phages may be useful in the bio-
control of E. coli in refrigerated meat products and at room temperature. However, it is necessary to consider and analyze
the existence of spontaneous phage-resistant mutants, naturally present in the bacterial cell population, that could be
selected at different times when using the highest temperatures during our investigations.

Key words: biocontrol, phages, Shiga toxin, meat products

ANTECEDENTES Y JUSTIFICACION DE LA IMPORTANCIA
DEL TEMA

Las cepas de Escherichia coli productoras de toxina
Shiga (STEC) son patégenos humanos emergentes que
pueden causar diarrea asi como manifestaciones clinicas
mds severas incluyendo Enterocolitis Hemorrdgica, Sin-
drome Urémico Hemolitico (SUH) y Parpura Trombo-
citopénica Trombética.* Las STEC son patégenos que
producen varios factores de virulencia que contribuyen
a su patogenicidad. El factor de virulencia principal es
la toxina Shiga (Stx), una toxina tipo A-B que inhibe la
sintesis proteica en las células blanco.> Se piensa que las
toxinas Shiga producidas por las STEC en el intestino
entran a la circulacién sistémica resultando en el dafio
de drganos distales. Varias observaciones sugieren que el
riesgo de complicaciones serias en la infeccién por
STEC, por ejemplo el SUH, esta relacionado con la
presencia y la cantidad de toxina Shiga producida
durante la infeccién.*

En nuestra regién resulta especialmente impor-
tante controlar la diseminacién de enterobacterias pat4-
genas productoras de enfermedades transmitidas por
alimentos (ETA), tales como Shigella spp, Salmonella
spp» E. coli enteropatdgena y STEC, entre otras. Todas
ellas son importantes agentes etioldgicos de gastroente-
ritis infandl en Argentina. Particularmente, STEC es un
patdgeno emergente y su diseminacién es la principal
responsable de que Argentina tenga la mayor tasa mun-
dial de SUH. En la Argentina el SUH es endémico, con
aproximadamente 400 a 500 casos nuevos informados
anualmente por las Unidades Hospitalarias de Nefrolo-
gla y mds de 7.000 casos notificados desde 1965.%
Actualmente, la tasa anual de incidencia de SUH esti-
mada es de 13,9 cada 100.000 nifios menores de 5

afos.*® Estudios epidemioldgicos recientes muestran
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que hay un aumento global y sostenido en el aislamien-
to de cepas STEC no-O:157 en humanos' y anima-
les,’*1 particularmente de los serogrupos 0:26, O:103
y O:111.%

El potencial terapéutico de los bacteriéfagos ha
sido explorado desde que éstos fueron descubiertos por
Félix d’Herelle. Los primeros ensayos de terapia fégica
fueron con frecuencia exitosos, usualmente seguidos de
una recuperacién répida y completa de infecciones bac-
terianas, potencialmente fatales, luego de la administra-
cién del bacteriéfago. Subsecuentes resultados inconsis-
tentes, debido principalmente al pobre entendimiento
de la biologia bésica de los bacteriéfagos, la falta de con-
trol de calidad y la ausencia de estudios apropiadamen-
te controlados llevaron a la pérdida de credibilidad en el
uso de bacteriéfagos como agentes terapéuticos. Esto,
junto con el descubrimiento de los antibiéticos, llevé a
una pérdida de interés en la terapia fdgica en Occiden-
te —una tendencia revertida en los dltimos afios— aun-
que fue usada rutinariamente en la ex-Unién Soviéti-
ca.'¢

Los bacteriéfagos estdn compuestos enteramente
de proteinas y dcidos nucleicos, sus eventuales produc-
tos de descomposicién consisten exclusivamente de
aminodcidos y nucleétidos, por lo que no son xenobid-
ticos, y, distinto a los antibidticos y agentes antisépticos,
su introduccién y distribucién en un dado medio
ambiente puede ser visto como un proceso natural.””®

Respecto de su potencial aplicacién en el biocon-
trol de patdgenos contaminantes de alimentos, deberfa
considerarse que éstos son las unidades autorreplicantes
mds abundantes en nuestro medio ambiente y estdn
presentes en nimeros significativos en el agua y alimen-
tos.”” En carnes frescas y otros productos cdrnicos se

pueden detectar, en algunos casos, mds de 108 bacte-
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ridfagos viables por gramo,? por lo que es un hecho que
son consumidos rutinariamente con nuestros alimentos
en una gran cantidad. Ademds, la cavidad oral huma-
na*? y la materia fecal® contienen bacteriéfagos, los
cuales son especialmente abundantes en el aparato gas-
trointestinal.*# Asimismo, la especificidad de bacteriéfa-
gos virulentos por el antigeno O de las cepas de Esche-
richia coli puede ser una caracteristica econémicamente
favorable para el control de éstas en el medio ambiente
y permite aplicar o mezclar el bacteriéfago directamen-
te sobre o dentro de un producto ldcteo o cdrnico sin
comprometer la calidad de éste, la salud o la viabilidad
de la flora normal intestinal.

El potencial de los bacteriéfagos para el control de
patégenos contaminantes de alimentos se ve reflejado en
estudios recientes involucrando a distintos patégenos
como Campylobacter jejuni,® Escherichia coli O157:H7 %

y Listeria monocytogenes”™, entre otros.

OBJETIVOS

Los objetivos del presente trabajo estdn vinculados
con el aislamiento de fagos con capacidad litica especi-
fica sobre cepas de E. coli, determinar su rango de hos-
pedador y analizar su influencia sobre cepas de E. coli
en alimentos cdrnicos.

MATERIALES Y METODOS

* Aislamiento de bacteriéfagos: La cepa que se
utilizé para aislar bacteriéfagos desde materia fecal fue
E. coli DH5a por ser una buena receptora de diferentes
tipos de fagos. Esta cepa se crecid hasta una densidad
6ptica (DO = 1) en medio Hershey + 5 mM de
MgSOy. Se agregd una porcién de materia fecal y se
incubd 12 h a 37°C; luego se agregd 0,5 ml de cloro-
formo, se centrifugé a 15.000 x g durante 10 min. y se
filtré el sobrenadante con un filtro de 0,45 pm.” Para
observar la obtencién de bacteriéfagos se utilizé la téc-
nica de doble capa de agar; ésta consiste en mezclar una
alicuota de 10 pl y otra de 100 pl de los filtrados con
100 pl de la cepa receptora, a una DO = 1, agregar 3 ml
de soft agar (Hershey + 5 mM MgSOy), mezclar y colo-
car sobre placas con agar endurecido, incubando a
37°C.

* Preparacién de stocks de bacteriéfagos: Utili-
zamos la técnica de doble capa de agar con una cantidad
de bacteridfagos tal que, luego de incubar, las placas de
lisis se toquen unas con otras. Se agregé 5 ml de medio
Hershey + 5 mM de MgSOy y se incubé a 4°C varias
horas agitando intermitentemente. Se recogié el liqui-
do, se agregé 0,1 ml de cloroformo y se centrifugé a
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4.000 x g durante 10 minutos. Se tom¢ el sobrenadan-
te y se colocd una gota de cloroformo para guardar los
stocks a 4°C.»

* Caracterizacién de los bacteriéfagos: Se reali-
zaron microscopias electrénicas de transmision en los
laboratorios del INTA de Castelar, y se tested la presen-
cia de genes de patogenicidad de E. coli diarreogénica
mediante la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR)
utilizando como controles las cepas descriptas a conti-
nuacién.

* Especificidad de los bacteriéfagos: Se determi-
n6 el rango de hospedador mediante la técnica de doble
capa de agar en E. coli: 86 cepas indigenas y 6 cepas de
la American Type Culture Collection. Como controles
positivos de patogenicidad se utilizaron E. coli
0O157:H7 ATCC43890 y 933] obtenidas del ANLIS
(Administracién Nacional de Laboratorios e Institutos
de Salud, Instituto “Carlos Malbrdn”), las que poseen el
gen stxl; ATCC43889 y ATCC43895, las que expresan
los genes stx2 y ambos six! y sex2, respectivamente, y el
gen de unidén y fijacién (eaed). La cepa ATCC43895
posce el gen de la enterohemolisina portado en un plds-
mido de 60 Mda y el fago szx2, 933W. E. coli enteroto-
xigénica ATCC35401, que expresa las toxinas termold-
biles y termoestables LTI y ST1, y E. coli uropatégena
T149, que expresa fimbria P y a-hemolisina también
fueron usadas como controles positivos. E. coli HB101
y ATCC98222 se usaron como controles negativos de
patogenicidad. Al panel de prueba se agregaron cepas de
Shigella flexneri, Shigella sonnei, Proteus mirabilis, Citro-
bacter freundii, Klebsiella pneumoniae, Salmonella Ente-
ritidis, Salmonella Typhiy Salmonella Typhimurium. Se
ensayd la sensibilidad a cada bacteriéfago colocando 10
pl de la suspensidn fdgica sobre la capa superior de agar
inoculada. Las placas fueron examinadas para determi-
nar la presencia de zonas claras de lisis o placas.”

* Experimentos con carne: Los bacteriéfagos se
aplicaron a los alimentos en presencia de la cepa recep-
tora DH5 a tres temperaturas (5, 24 y 37°C); a baja
(<100 células huésped/cmZ) o alta (104 células hués-
ped/ cm?) concentracién celular; y a alta (104) o baja
(10) muldplicidad éptima de infeccién (MOI) de los
fagos. La carne utilizada se adquirié en un comercio
minorista cortada y empacada. En el laboratorio se
cortd asépticamente en trozos de 2 cm?, y colocd en
placas de Petri preequilibrados al pH y a la temperatura
deseada. Se crecieron indculos bacterianos en medio
Hershey + 5SmM de MgSOy4 12 h a 37°C. Para las
muestras experimentales se pipetearon 20 ul de la cepa

huésped (a baja o alta concentracién) sobre la superficie
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de la carne y se permitié su unién por 10 min. a tem-
peratura ambiente, seguido de 20 ul de cada bacteriéfa-
gos (a baja o alta MOI). Se usé el mismo volumen de
diluyente para los controles en lugar de la suspensién
fdgica. A cada dempo de muestreo, las piezas de carne
se transfirieron a una bolsa estéril, se agregd 5 ml de
buffer SM (0,05 M TRIS, 0,1 M NaCl, 0,008 M
MgSOy, 0,01 % gelatina, pH 7,5), y la muestra se pro-
cesé en un stomacher por 2 min. Se tomd una muestra
de 0,1 ml, se realizé una dilucién seriada en buffer SM
y se plaque6 0,1 ml en el medio apropiado para el
recuento de células viables. Se testearon controles sin
inocular para evaluar la presencia de bacteriéfagos y
patdgenos contaminantes. Se contabilizaron las placas
de lisis (UFP/ml) utilizando la técnica de doble capa de
agar.’»»

* Andlisis estadistico: A los datos obtenidos se les
calculd la media y su correspondiente desviacidn estdn-
dar. Se testearon las diferencias entre las condiciones
trabajadas y los controles mediante la 7 de Student. Las
comparaciones fueron realizadas usando el test de ani-
lisis de # de Student no apareado. El andlisis fue realiza-
do en el GraphPad Prism 5.0 y el SigmaPlot 10.0. Los

TABLA I. Rango de hospedador

valores de p menores a 0,05 fueron considerados esta-

disticamente significativos.

RESULTADOS

Aislamiento, viabilidad y caracteristicas de los
stocks de bacteriéfagos: Se obtuvieron 10 stocks de bac-
teriéfagos a partir de materia fecal de individuos sanos
que fueron titulados y conservados a 4°C. Se obtuvie-
ron titulos que variaron entre: 5,8x10° UFP/ml y
4,6x107 UFP/ml. Se evalué la viabilidad de cada stock
de bacteriéfagos después de 2 meses de almacenamien-
to y se obtuvieron titulos similares a los cuantificados
anteriormente, demostrando ser éste un buen método
de almacenamiento para los stocks de bacteriéfagos.

La microscopfa electrénica permitié inferir que
los bacteriéfagos estudiados podrian, taxondémicamen-
te, pertenecer al tipo T-pares de la familia Myoviridae.
La Figura 1 muestra una de las micrografias electrénicas
realizadas a los concentrados de fagos, observdndose
una cabeza caracteristicamente elongada y una cola con-
trdctil, rigida y relativamente ancha. La determinacién
por PCR de los factores de virulencia para cepas diarre-
ogénicas, arrojé resultados negativos para los 10 stocks.

Stock fagico Cepas sensibles
DT1 18; 65; 67; 96; 101; 102
DT2 27;47;70; 75; 79; 101; 102
DT3 18; 27; 47; 49; 59; 61; 65; 66; 67; 68; 70; 75; 79; 100; 101; 102
DT 4 18; 27; 47; 59; 61; 65; 66; 67; 68; 70; 75; 79; 100; 101; 102
DT5 27, 47; 70; 75; 79; 101; 102
DT6 18; 27; 47; 59; 61; 65; 66; 67; 68; 70; 75; 79; 100; 101; 102
LM1 27; 47; 59; 65; 70; 75; 79; 96; 101; 102
LM2 59; 65; 78; 79; 101; 102
LM3 14; 27; 47; 59; 65; 70; 75; 79; 101; 102
LM 4 15; 47; 49; 54; 5 5; 59; 65; 70; 79; 100; 101; 102

E. coli O157:H7: 27, 47, 59, 61, 68 y 79; STEC no-O157: 59, 65 y 66; E. coli enteropa-
tégena: 18, 67, 70, 75 y 78, E. coli aislada de materia fecal diarreica: 49, 54, 55, 70, 96,

100, 101 y 102; E. coli uropatégena: 14 y 15.
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TABLA II. Reduccién logaritmica del ndmero de células viables de £. coli luego de la aplicacién del tratamiento

fdgico a productos cdrnicos contaminados.

Reduccién logaritmica en la
[Bacteria]inicial respecto del
control libre de fago
T MOI [Bacterialinicial T1:3h T2:6h T3:24h

DT1/DH5 « 5°C 4,8x10° 7,0x10° 1,03 0,90 0,87
5°C 4,8x10 2 7,0x10°° 0,28 NS 0,48

DT1/DH5 « 24°C 5,3x10 6,4x10° 0,77 0,50 NS
24°C 5,3 6,4x10° NS 0,39 NS

DT1/DH5 « 37°C 2.3x10° 1,5x10* 0,35 1,3 NS
37°C 0,2 1,5x10* 0,33 NS NS

DT1/DH5 « 37°C 8,1x10° 4,2x10* 2,16 1,65 NS
37°C 8,1x10° 4,2x10° 1,52 0,95 NS

MOI: multiplicidad éptima de infeccién; NS: no significativo: Los valores medios de las muestras
control y tratadas no presentaron una diferencia significativa utilizando el test de la t de student (p

mayor o igual a 0,05).

La no deteccién de factores de patogenicidad indica la
factibilidad de utilizar estos bacteriéfagos como herra-
mientas de biocontrol.

Especificidad de los bacteriéfagos: Mediante la
técnica de doble capa de agar se determind el cardcter
litico de los fagos (rango de hospedador) sobre 16 aisla-
mientos de £. coli de origen alimentario, 8 de los cuales
fueron STEC no-O157 y 2 O:157:H7, 17 aislamientos
de E. coli uropatégenas, 35 aislamientos de E. coli paté-
genas de origen fecal, de los cuales 4 fueron STEC
O157:H7 y 5 E. coli enteropatdégenas, 18 cepas de E.
coli de origen fecal no patdgenas, 12 aislamientos de
otras enterobacterias patdgenas como Shigella sp., Sal-
monella sp., Klebsiella pneumoniae, y 5 aislamientos de
COCOS grampositivos.

Ninguna de las cepas no E. coli result$ sensible a
alguno de los 10 bacteriéfagos ensayados, demostrando
la especificidad de los mismos por dicha especie. Asi-
mismo, las E. coli no patégenas resultaron resistentes a
la accidn litica de los fagos utilizados en este trabajo.
Entre las E. coli patégenas resultaron sensibles 6 E. coli
0157:H7, 3 STEC no-O157, 5 E. coli enteropatdge-
nas, 8 E. coli aisladas de materia fecal diarreica y 2 E.
coli uropatdgenas (Tabla I).

Ensayos de biocontrol sobre productos cdrni-
cos: En la cepa ensayada se observé una disminucién
significativa de células viables respecto del control libre
de fagos. En la Tabla II puede observarse que a 5°C la
reduccién logaritmica es significativa a las 3, 6 y 24 h de
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incubacién. Por el contrario, cuando el ensayo se reali-
26 a 24 y 37°C se observé reduccién significativa a las 3
y 6 h de incubacidn, pero estos valores no se mantienen
hasta las 24 h. En los ensayos pudo observarse un mar-
cado descenso inicial en el nimero de células viables,
dicha reduccién se vio influenciada por la concentra-
cién de fago usada, siendo mds efectiva la mayor MOI
utilizada (Figura 2).

En todos los casos se observé un crecimiento bac-
teriano significativo luego de 24 h de incubacién a 24 y
37°C, resultado que podrfa estar demostrando seleccién
de variantes fagorresistentes en estas condiciones de

ensayo.

DI1SCUSION Y CONCLUSIONES

Estudios anteriores han permitido aislar fagos
especificos para lisar cepas de E. coli O157:H7 1226203334
Durante el desarrollo del presente trabajo se han aislado
10 bacteriéfagos activos contra cepas de E. coli entero-
patdégenas, O157:H7 y STEC no-O157. Este resultado
resulta muy relevante, dada la epidemiologfa de nuestro
pais y la gran prevalencia de estas cepas como agentes
etiolégicos de diarreas y SUH en nifios menores de 5
afios. Algunos de estos fagos también demostraron
capacidad de lisar 2 cepas uropatdgenas, resultado que
no parece sorprendente siendo el tracto gastrointestinal
el origen de estas cepas en la inmensa mayoria de los
casos.

El cepario trabajado como rango de hospedador
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claramente demostré que todas las cepas O157:H7 fue-
ron sensibles a algunos o varios bacteriéfagos y la mayo-
rfa de las STEC no-O157 y E. coli enteropatégenas ais-
ladas de materias fecales diarreicas o de alimentos. Con-
trariamente, ninguna cepa no patdgena resulté afectada
demostrando la factibilidad de utilizar estos fagos sin
alterar la flora normal del tracto gastrointestinal.

Cuando se realizaron experimentos utilizando
carne contaminada como matriz, los resultados de
reduccién de ndmero de células bacterianas viables fue-
ron variables, resultando significativos a 5°C hasta las
24 horas de incubacién.

Figura 1. Micrografia electrénica de los bacteriéfagos.

Los resultados obtenidos indican que los fagos
examinados pueden ser ttiles en el biocontrol de cepas
de E. coli en productos cdrnicos a temperaturas de refri-
geracién y ambiente. Sin embargo, es necesario consi-
derar y analizar la existencia de mutantes espontdneos
fagorresistentes, naturalmente presentes en la poblacién
celular, que podrian estar selecciondndose y desarrollan-
do durante los tiempos y temperaturas mayores ensaya-
dos durante las investigaciones.

(Recibido y aceptado: diciembre de 2010)

Figura 2. Reduccién del ndmero de células viables de E. coli en presencia del fago.

DTI1/DH5;T=5°C T=37°C
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%CV: porcentaje de células viables; MOI: multiplicidad éptima de infeccién del fago.
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