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INOCUIDAD

Evaluacion de un coctel de seis
bacteriofagos liticos contra Escherichia
coli productora de toxina Shiga

en leche y carne

INTRODUCCION

Los patogenos de origen alimentario como las cepas
enteropatégenas de Escherichia coli (EPEC) y Shiga-
toxigénicas de Escherichia coli (STEC) son las princi-
pales causas de diarrea y sindrome urémico hemoli-
tico (SUH) en nuestro pais (Rivas y col., 2008). Las
infecciones por STEC se transmiten a los humanos a
través de alimentos contaminados como la carne
(Rivasy col., 2003), la leche (Farrokh y col., 2013) y el
agua (Swerdlow y col., 1992), mientras que la infec-
cion por EPEC esta relacionada con la contamina-
cion fecal debido a la manipulacién antihigiénica de
los alimentos (Hernandes y col., 2009).

El uso de bacteriéfagos como agentes de
control biolégico es una alternativa prometedora
contra varios patdégenos transmitidos por los alimen-
tos (O’Flynn y col., 2004; O’Flaherty y col., 2005;
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Bigwood y col., 2008; Mukhopadhyay y Ramaswamy,
2012). Los fagos son muy activos y especificos, y se
han utilizado de forma extensay segura en aplicacio-
nes clinicas en Europa (Garcia y col., 2008). Ademas,
los fagos tienen un uso muy versatil a lo largo de la
cadena alimentaria, ya que se han empleado para
terapia, biosanitizacion y biopreservacion (Modi y
col., 2001; Gill y col., 2006; Raya y col., 2006; Kim y
col. 2007). El uso de cocteles de fagos para controlar
patégenos transmitidos por los alimentos se ha
explorado en la leche (Garcia y col., 2007; Zuber y
col., 2008), carne (O'Flynn y col., 2004), frutas y ver-
duras (Leverentz y col., 2003; Viazis y col., 2011). Las
preparaciones compuestas por varios fagos que utili-
zan diferentes receptores en las bacterias diana pue-
den tener la ventaja de infectar un mutante resisten-
te a otro fago presente en el coctel.

Las bacterias pueden mostrar resistencia a
varios antibioticos (Yilmaz y Ozcengiz, 2017).
Ademas, el uso de antibiéticos como aditivos en los
alimentos para animales, también conocidos como
antibiéticos promotores del crecimiento (GPA),
podria propagar la resistencia entre las bacterias (Jia
y col., 2017). A diferencia de los fagos, los antibioti-
cos pueden seleccionar muchas especies bacteria-



nas resistentes debido a su amplio espectro de
accion. Los mecanismos de resistencia bacteriana
contra los fagos y los antibidticos difieren
(Sulakvelidze y Barrow, 2005). Por lo tanto, los fagos
podrian usarse como un obstaculo adicional, contri-
buyendo a reducir la incidencia de resistencia bacte-
riana a varios antibiéticos actualmente empleados.
Estos cocteles han demostrado su eficacia contra
varios patoégenos como Staphylococcus aureus
(Garciay col., 2007) y Enterobacter sakazakii (Zuber y
col., 2008) en productos lacteos. Sin embargo, su efi-
cacia contra E. coli en la leche (McLean y col., 2013)
como en productos carnicos a temperatura de refrige-
racién (Abuladze y col., 2008), ambiente y abusiva
(O'Flynn y col. 2004) ha sido escasamente explorada.
En nuestro estudio, los fagos se proponen como
herramientas para ser utilizadas en combinacién y/o
alternancia con otras tecnologias actuales. Asi, el
objetivo del presente trabajo fue evaluar la utilidad
potencial de seis fagos mezclados en un coctel para
controlar cepas de E. coli probando su eficacia en dife-
rentes condiciones en leche y productos carnicos.

MATERIALES Y METODOS

Cepas bacterianas y fagos

Se utilizo E. coli DH5a. como la cepa huésped sensi-
ble para propagar todos los bacteriéfagos utilizados
en este estudio. Se utilizaron tres cepas adicionales
en los experimentos de biocontrol. Dos de ellas, una
E. coli enteropatégena (eaet) (EPEC) y una E. coli
Shigatoxigénica O157:H7 (stx2+y eae+) (STEC 0157),
fueron previamente aisladas de muestras de heces
(coprocultivos), identificadas mediante el sistema
API-20E (Biomerieux, Buenos Aires, Argentina) y
caracterizadas por PCR. La tercera cepa utilizada fue
E. coli no-O157:HT Shigatoxigénica (ARG4827; sero-
grupo 018; stx1+y stx2+) (STEC no-0157) (Balague y
col., 2006).

Los bacteriofagos (Myoviridae; tipo T-even)
(Tomaty col., 2013a), DT1 a DT6, fueron previamen-
te aislados de muestras de heces de pacientes con
diarrea tratados en el Hospital Centenario, Rosario
(Tomaty col., 2013b) y caracterizados por microsco-
pia electrdnica, por su rango de hospedador y ensa-
yos de PCR (Tomaty col., 2013a). Los fagos se propa-
garon a titulos altos como se describié anteriormen-
te (Tomat y col., 2013b) y se enumeraron (unidades

formadoras de placa por mililitro; UFP/mL) median-
te el método de titulacion en placa de doble capa
(Jamalludeen y col., 2007). Los stocks fagicos se
almacenaron en buffer Tris-magnesio-gelatina (0,05
mol/L de Tris, 0,008 mol/L de MgS0a4, 0,01% p/v de
gelatina, pH = 7,5) (TMG) a 4°C.

Estudios de biocontrol

Biocontrol en leche. Los experimentos de biocontrol
se realizaron a 4°C, 24°C y 37°C en lotes paralelos en
leche desnatada en polvo (RSM) estéril, comercial,
reconstituida (10%, p/v) (pH 6,7), adicionada con
CacClz (0,28 g/L) para reemplazar la pérdida durante
la esterilizacion de la leche. Todos los lotes se inocu-
laron (excepto uno; control de contaminacién) con
cultivos crecidos over night de las cuatro cepas de E.
coli ensayadas (DH5a., EPEC, STEC no-0157 y STEC
0157) (una cepa por lote; concentracién final ~103-
104 UFC/mL; ensayos de control) descriptas anterior-
mente. A continuacién, los lotes se dividen en dos
alicuotas, se inocul6 una alicuota de cada lote infec-
tado con cada cepa de E. coli con el coctel de fagos
(~108 - 109 UFP/mL; ensayos experimentales) para
evaluar su potencial como agentes de control biolo-
gico, obteniendo una multiplicidad de infecciéon
(MOI) que varia de ~104 a 106. La alicuota restante se
utiliz6 como control. La incubacién se llevé a cabo
durante 24 h a 24°C y 37°C y durante seis (6) dias a
4°C. Durante la incubacion se realizaron recuentos
de células bacterianas en agar MacConkey (37°C, 18
h) y se llevaron a cabo la cuantificacién de los fagos
mediante el método de titulacién en placa de doble
capa (descrito anteriormente) al comienzo y al final
de cada experimento. Al finalizar los ensayos con
leche, se evalud la resistencia de diez colonias selec-
cionadas al azar aisladas de los experimentos (bac-
terias expuestas a fagos) frente al coctel de fagos.
Los ensayos se realizaron por triplicado. Se llevaron
a cabo tres experimentos independientes y dos
réplicas por ensayo.

Biocontrol en carne. Carne de origen bovino se corto
asépticamente en trozos (1 cm?2 de superficie y 0,4
cm de espesor; pH 5,6), se colocé en placas de Petri
y se pre-equilibré a 4°C, 24°C o 37°C. Las cepas hos-
pedadoras empleadas en este estudio, a saber,
DH5a., EPEC, STEC no-0157 y STEC 0157, se crecie-
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ron en caldo Hershey-Mg durante 18 h a 37°C. Seino-
cularon 20 puL de cada suspension bacteriana diluida
sobre la superficie de la muestra de carne (una cepa
por muestra; concentracion final ~103-104 UFC; ensa-
yos de control) y se dej6 adherir durante 10 min a
temperatura ambiente. A continuacién, se pipetea-
ron 20 uL del céctel de fagos (compuesto por seis
fagos: DT1 a DT6 en proporciones iguales) en la carne
(concentracion final ~108-10° PFU; ensayos experi-
mentales) a una MOl alta (~105 UFP/UFC). Los contro-
les se inocularon con 20 pL de buffer TMG en lugar
del coctel de fagos. Los controles y tratamientos se
incubaron a 4°C, 24°C o 37°C. Después de cada tiem-
po de incubacidn, los trozos de carne se transfirieron
a una bolsa estéril, se agregaron 5 mL de buffer TMG

y las muestras se procesaron durante 2 min en un
Stomacher (Seward, Londres, Reino Unido). Se
transfirié una porcién (1 mL) del fluido del stoma-
cher a un tubo estéril y las células se sedimentaron
mediante centrifugacién a 3000 x g durante 10 min.
Se eliminé el sobrenadante y se resuspendieron las
células en 1 mL de buffer TMG. Finalmente, se tomd
una muestra (0,1 mL), se diluyd en serie (si era nece-
sario) en buffer TMG y se sembraron 0,1 mL de cada
dilucion en agar MacConkey para la enumeracion de
células viables (Bigwood y col., 2008). Los fagos se
enumeraron mediante el método de titulacion en
placa de doble capa (Jamalludeen y col., 2007) al
principio y al final de cada experimento. Se evalua-
ron controles sin inocular para determinar la presen-

10"

Figura 1 - Inactivacién de Escherichia coli DH5a (A), EPEC (B), STEC no-0157 (C) y STEC O157:H7 (D)
por el céctel de seis fagos en leche a 4°C
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Figura 2 - Inactivacién de Escherichia coli DH5a. (A), EPEC (B), STEC no-0157 (C) y STEC O157:H7 (D)
por el cdctel de seis fagos en leche a 24°C
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sentan el desvio estandar de tres determinaciones (p < 0,05).

cia de bacteriofagos naturales. Después de los ensa-
yos en carne, se comprobé la resistencia en diez
colonias seleccionadas al azar aisladas de los experi-
mentos (expuestas a fagos) contra el céctel. Se lleva-
ron a cabo tres experimentos independientes y dos
réplicas por ensayo.

Analisis estadistico

Se compararon la media de dos muestras (trata-
miento y control) utilizando la prueba t de student a
p<0.05 en cada tiempo de muestreo con tres obser-
vaciones (n=3; tres experimentos independentes) en
cada grupo.

RESULTADOS Y DISCUSION

Biocontrol en leche

El cdctel de seis fagos se evaluéd por su actividad liti-
ca contra cepas no patogenas (DH5a.) y patoégenas

(EPEC, STEC no-0157 y STEC O157:H7) en leche a
temperatura de refrigeracion (4°C), ambiente (24°C)
y abusiva (37°C).

Elnivel de contaminacion de todas las cepas
de E. coli ensayadas en leche estuvo por debajo del
limite de deteccién (<101 UFC/mL) cuando se aplico
el coctel de fagos a 4°C (Figura 1). Especificamente, los
recuentos de células de DH5a (Figura 1A) y STEC
0157:H7 (Figura 1D) disminuyeron de ~102 UFC/mL
por debajo del limite de deteccidon después de una
exposicién de 1 dia, mientras que las células de EPEC
(Figura 1B) y STEC no-0157 (Figura 1C) fueron indetec-
tables so6lo después de 13 y 7 dias de exposicion al
céctel de fagos, respectivamente. A bajas temperatu-
ras, también se observé una inactivacion bacteriana
similar empleando fagos en diferentes productos lac-
teos contra E. coli (McLean y col., 2013), Enterobacter
sakazakii (Kim y col., 2007) y Staphylococcus aureus

TECNOLOGIA LACTEA LATINOAMERICANA N° 111
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10"

Figura 3 - Inactivacién de Escherichia coli DH5a (A), EPEC (B), STEC no-0157 (C) y STEC O157:H7 (D)
por el céctel de seis fagos en leche a 37°C.
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(Bueno'y col., 2012), especialmente cuando se usa un
valor de MOl alto (Carlton y col., 2005).

Para determinar si los bacteriéfagos pueden
eliminar o inhibir el crecimiento de E. coli (~104
UFC/mL) durante una interrupcién de la cadena de
frio, se realizaron ensayos con el coctel en leche a
temperatura ambiente (24°C) (Figura 2). Los recuen-
tos de células en las muestras tratadas siempre estu-
vieron por debajo de los recuentos en los controles.
Después de 24 h de incubacion, las reducciones fue-
ron 24 logl0 UFC para DH5a (Figura 2A) y STEC
0157:H7 (Figura 2D), mientras que so6lo se observd
una reduccién de 2 log10 CFU para EPEC (Figura 2B)
y STEC no-0157 (Figura 2C).

L] TECNOLOGIA LACTEA LATINOAMERICANA N 111

Por lo tanto, el céctel de fagos mantuvo la contami-
nacion bacteriana a un nivel aceptable, similar a la
contaminacion inicial, para DH5a. y STEC O157:H7
después de 24 h, mientras que las cepas EPECy STEC
no-0157 se inhibieron so6lo dentro de las 8 h de incu-
bacién. Se sabe que los cécteles de fagos utilizados
con fines de biocontrol en productos lacteos son
altamente efectivos contra E. coli (McLean y col.,
2013), Staphylococcus aureus (Bueno y col., 2012) y
Mycobacterium smegmatis (Endersen y col., 2013).
Teniendo en cuenta que el nivel de contaminacién
por STEC en los productos lacteos es bajo (Omiccioli
y col., 2009; Amagliani y col., 2016), y considerando
que los alimentos altamente perecederos como la



leche (Likar y Jevsnik, 2006; Gunders, 2012) expues-
tos a temperatura ambiente durante un periodo de
tiempo considerable deben desecharse, el coctel de
fagos demostro ser util cuando la leche se somete a
temperaturas no refrigeradas. Sin embargo, es posi-
ble que se necesiten herramientas adicionales para
reducir significativamente o eliminar la contamina-
cién bacteriana por E. coli en esta matriz a tempera-
tura ambiente.

En los ensayos de biocontrol realizados en
leche a 37°C (Figura 3), el coctel de fagos redujo sig-
nificativamente el recuento de EPEC (Figura 3B),
STEC no-0157 (Figura 3C) y STEC O157:H7 (Figura 3D)
en 4,3y 4 logl0 UFC/mL, respectivamente; aunque
103-104 células bacterianas permanecieron viables
después de 24 h de incubacion. Estos resultados son
similares a los observados para otros patdgenos
como Staphylococcus aureus (Garcia y col., 2007) y
Mycobacterium smegmatis (Enderseny col., 2013) en
productos lacteos tratados con un céctel de fagos a
37°C. La cepa no patogena se redujo rapidamente
cuando se expuso a nuestro céctel, ya que los
recuentos de DH5a. estaban por debajo del limite de
deteccién en 2 h (Figura 3A). De acuerdo con nues-
tros resultados, Moradpour y col. (2009) informaron
de la inactivacion completa de E. coli O157:H7 des-
pués de una exposicion de 2 h cuando las células
fueron enfrentadas a un fago modificado genética-
mente (102 UFP/mL) en leche a 37°C.

Con respecto a las células bacterianas que
sobrevivieron en nuestros ensayos en leche después
de una exposicion de 24 h a 24°C y 37°C, otros autores

encontraron que algunas proteinas en el suero pue-
den inhibir la adsorcion de fagos en bacterias (Gill y
col., 2006). Ademas, en otro estudio se sugirié que el
acceso del fago K a las células de Staphylococcus
aureus estaba impedido por factores inmunes presen-
tes en la leche bovina (O’Flaherty y col., 2005). A partir
de los resultados obtenidos, planteamos la hipétesis
de que puede haber un factor en la matriz lactea que
esta inactivo a baja temperatura pero que interfiere
con los procesos de los fagos a temperatura ambiente
y abusiva.

Ninguno de los diez aislados de E. coli recu-
perados de las muestras al final de los experimentos
en leche demostro ser resistente a la infeccion por el
coctel de fagos (datos no mostrados). Se observé el
desarrollo de mutantes para otros patoégenos trata-
dos con fagos (Enderseny col., 2013; Guenthery col.,
2012), sin embargo, mas de 30 aislamientos de
Listeria conservaron la sensibilidad a la infeccién por
P100 (Carlton y col., 2005). Los mutantes resistentes
podrian surgir si se analiza un mayor nimero de
colonias aisladas de nuestros experimentos en
leche, especialmente con ensayos realizados a la
temperatura de crecimiento 6ptima (37°C) para E.
coli (O’Flynn y col., 2004).

Biocontrol en carne

A continuacioén, se evalud el potencial del céctel para
eliminar o reducir significativamente la contamina-
cion bacteriana en carne. Para estos ensayos, los tro-
zos de carne se inocularon con E. coli (~ 103-104 UFC)
y con el coctel (109 UFP/ml). Posteriormente, las

Figura 4 - Reduccién de células de Escherichia coli tratadas con el coctel de seis fagos en carne luego de 24 h
(barras blancas) y 48 h (barras negras) a 4°C (A), y luego de 1 h (barras blancas), 3 h (barras grises)
y 24 h (barras negras) a 24°C (B) y 37°C (C)
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Titulo fagico al inicio (0 h; ~ 1.2 x 10° UFP/mL) y al final (24 h a 4°C; 48 h a 24°C y 37°C) de cada experimento fueron: DH5a. (oscilé entre 3,2 x
106 a 1,5 x 108 UFP/mL), EPEC (oscild entre 3,0 x 106 a 1.9 x 107 UFP/mL), STEC no-0157 (oscil6 entre 3,1 x 106 a 2,8 x 107 UFP/mL) y STEC
0157:H7 (oscil6 entre 3,6 x 106 a 3,6 x 107 UFP/mL). Barras de error representan el desvio estandar de tres determinaciones (p<0,05).
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Figura 5 - Reduccion de células viables de STEC 0157:H7 tratadas con el coctel de seis fagos en carne luego de
1d (barras blancas), 3 d (barra gris) y 6 d (barra negra) a 4°C (A), y luegode 1 h (0),2h ( ),3h (=),4 h (m),
6h (m),8h (w) and 24 h (w) a 24°C (B) y 37°C (C)
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| - log UFCy,
w
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(log UFC,

C
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Titulo fagico al inicio (0 h; ~ 1,6 x 108 UFP/mL a 24 y 37°Cy 3,1 x 10° UFP/mL a 4°C) y al final de cada experimento fue 1,4 x 107 UFP/mL (4°C; 6 d),
2,0 x 107 UFP/mL (24°C, 24 h) y 5,1 x 107 UFP/mL (37°C, 24 h). Barras de error representan el desvio estandar de tres determinaciones (p < 0,05).
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muestras de carne se incubaron a temperatura de
refrigeracion, ambiente y abusiva (Figura 4).

Cuando se aplicé el céctel de seis fagos a la
superficie de la carne, hubo una reduccion pequeiia
pero significativa (0,5a 1,0 logl0 UFC/mL) para todos
los recuentos de células después de 24 h a 4°C, aun-
que se observo un recrecimiento bacteriano solo
para DH5c después de una incubacion de 48 h
(Figura 4A). Varios estudios han demostrado la utili-
dad de la aplicacion de fagos en la carne a baja tem-
peratura (Cartery col., 2012; Hudson y col., 2013). Sin
embargo, se han encontrado resultados variables
para E. coli (Hudson y col., 2010; Hong y col., 2014) y
para otros patdgenos (Dykes y Moorhead, 2002;
Bigwood y col., 2008). Aunque se usaron valores
altos de MOI para aumentar el nimero de células
que se infectan al comienzo de nuestro experimento,
se observaron niveles bajos de inactivacion. Esto
podria deberse a la lisis celular durante el recuento
(Hudsony col., 2013) o al hecho de que la mayoria de
las bacterias blanco pueden estar “ocultas” dentro
de la red de proteinas en la matriz de la carne, vol-
viéndose inalcanzables para las particulas de fagos
(Tomaty col., 2013a). Por el contrario, nuestro coctel
de fagos mostré6 mejores valores de biocontrol a
temperaturas mas altas. A 24°C (Figura 4B) y 37°C
(Figura 4C), la reduccion bacteriana aumenté con el
tiempo en presencia de fagos en comparacién con
los controles sin fagos. En concordancia, O’Flynn y
col. (2004) obtuvieron una inactivacion completa de
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E. coli en siete de nueve muestras de carne dentro de
1 h de incubacion a 37°C mediante el uso de un céc-
tel de tres fagos.

Teniendo en cuenta que la carne es comudn-
mente contaminada por E. coli 0157 durante el des-
poste y que este patdgeno alimentario es responsa-
ble de la alta incidencia de SUH en nuestro pais
(Rivas y col., 2006), se realizaron mas estudios en
carne con la cepa STEC O157:H7. A baja temperatura,
los experimentos se realizaron durante un periodo
prolongado (hasta seis dias), mientras que a 24°Cy
37°C, las incubaciones se realizaron sélo durante 24
h debido al deterioro de la carne, aunque se agrega-
ron mas tiempos de muestreo a los experimentos.

Las concentraciones de STEC 0157:H7 en la
carne tratada con fagos fueron 0,67 + 017; 1,01 + 0,21
y 1,55+ 0,35 log10 UFC/mL menores que las no trata-
das a 4°C durante un dia, tres dias y seis dias, respec-
tivamente (Figura 5A). Es decir, las reducciones de
STEC 0157:H7 aumentaron a medida que la incuba-
cién se extendia hasta seis dias en condiciones de
refrigeracion, lo que sugiere que el céctel de fagos
puede ser util para el almacenamiento en frio de pro-
ductos carnicos. Cuando se llevo a cabo la incuba-
cién a 24°C y 37°C, las concentraciones de STEC
0157:H7 en muestras tratadas con fagos fueron 3,41
+0,51 (24°C; Figura 5B) y 3,78 + 0,38 (37°C; Figura 5C)
logl0 UFC/mL menores respecto a las no tratadas
después de una exposicidon de 24 h. Se obtuvieron
resultados similares en ensayos de biocontrol con un



coctel de tres fagos contra E. coli 0157:H7 en carne a
37 °C (O’Flynnyy col., 2004); mientras que, a la misma
temperatura abusiva, Hudson y sus colaboradores
lograron solo una reduccion de ~1 logl0 UFC/mL
después de una exposicion de 4 h, observandose un
posterior recrecimiento de E. coli 0157:H7 (107 UFC)
después de 20 h de incubacién (Hudson y col., 2013).

Ninguno de los diez aislamientos de E. coli
recuperados de las muestras al final de los experi-
mentos en carne mostro ser resistente a la infeccion
por el coctel de fagos (datos no mostrados), como
también encontraron Abuladze y col. (2008). Ademas,
no se encontrd resistencia para otros patégenos
como Salmonella (Bigwood y col., 2008) y Listeria
(Guenther y col., 2009). Estas observaciones pueden
indicar que, a diferencia de los alimentos liquidos, las
células bacterianas inoculadas en la carne escaparon
del contacto con las particulas de fagos.

Nuestro coctel de fagos demostro ser efecti-
vo para reducir las poblaciones bacterianas en
matrices de alimentos a temperaturas refrigeradas,
ambiente y abusivas, como también se encontré con
otros fagos (O'Flynn y col., 2004; Minh y col., 2016) y
otros patdgenos. (Bigwood y col., 2008; Guenther y
col., 2009). Sin embargo, para mejorar el control bio-
l6gico empleando fagos, otros autores han sugerido
que los fagos pueden protegerse mediante microen-
capsulacién (Ly-Chatain, 2014) o mejorando los
mecanismos de administracién (Inal, 2003); aunque
en nuestros experimentos se podrian ensayar valo-
res mas altos de MOI para mejorar las reducciones
alcanzadas.

CONCLUSIONES

Los hallazgos presentados en este trabajo mostra-
ron que el uso de fagos contra E. coli mezclados en
un coéctel fue eficaz contra el patégeno transmitido
por los alimentos. Nuestro coctel de fagos puede ser
una herramienta prometedora para controlar paté-
genos transmitidos por los alimentos como E. coli
EPEC y STEC a varias temperaturas, tanto en leche
como en carne. Los fagos sobrevivieron con niveles
elevados al final de todos los experimentos realiza-
dos, una caracteristica deseable para la prevencion
de la recontaminacion a través de la cadena de pro-
duccion. Sin embargo, se requiere secuenciacion y
analisis bioinformatico de nuestros seis fagos antes

de su aplicacion en alimentos. Aunque varios auto-
res han encontrado resultados alentadores con
otros cocteles compuestos por fagos liticos contra E.
coli (O'Flynny col., 2004; Abuladze y col., 2008), pre-
viamente a este estudio no se llevaron a cabo ensa-
yos en alimentos con un coctel de seis fagos contra
patégenos de E. coli circulantes en nuestra region.
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