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Introduccién

De acuerdo con cifras de la FAO, una tercera parte de los alimentos que se producen en México, se
desperdician, es decir 28 millones de toneladas al afio, respecto a los alimentos procesados el 40% de los
embutidos, salchichas y salchichones, se desperdician antes de ser consumidos [1]. En los embutidos,
especificamente las salchichas, es muy frecuente la aparicién de caracteristicas indeseables, aun antes de la
fecha de caducidad de estos productos, debido a la presencia de bacterias &cido lacticas (BAL)
deterioradoras, entre ellas Leuconostoc mesenteroides [2]. Estas bacterias son capaces de sobrevivir a los
métodos de conservacion tradicionales [3]. Entonces es necesario el desarrollo de nuevas estrategias
adicionales que no implique la adicibn de mas compuestos quimicos. En este contexto, se encuentran los
antagonicos naturales de las bacterias: los bacteriéfagos para su biocontrol. Se trata de virus que actuan
como parasitos obligados de las bacterias que, mediante sus mecanismos de replicacion, causan la lisis
bacteriana sin comprometer la inocuidad de los alimentos donde son aplicados. El uso de estos bacteriéfagos
0 sus enzimas liticas, representa una opcion viable que debe ser investigada, debido a que se trata de un
campo poco explorado, hasta el momento solo han sido usados con gran éxito en la industria alimentaria en la
desinfeccion de superficies en contacto con alimentos y eliminacién de bacterias patégenas que pueden estar
presentes en los alimentos, sin embargo la presencia de bacterias deterioradoras como L. mesenteroides,
puede reducir drasticamente la vida de anaquel de productos carnicos curados cocidos como son las
salchichas, ocasionando grandes pérdidas econdmicas, algunas de las caracteristicas especificas de las BAL
es que sobreviven el proceso de coccidon de los productos carnicos que puede ser hasta 80°C, son
microaerofilas, por lo que pueden crecer en empaques al vacio y en presencia de antimicrobianos utilizados
en la industria carnica, con todos estos atributos de las bacterias acido lacticas, es relevante buscar
alternativas de control, con el fin de incrementar la vida util de los productos carnicos. El objetivo de este
trabajo fue aislar, a partir de varios puntos de una planta procesadora de embutidos y una planta tratadora de
agua residual, bacteriéfagos liticos de bacterias deterioradoras de embutidos envasados al vacio (L.
mesenteroides) proveniente de superficies, equipo de la planta procesadora, ingredientes y producto
terminado con caracteristicas de deterioro.

Metodologia

Aislamiento de L. mesenteroides

El aislamiento de L. mesenteroides, se realizd a partir de muestras tomadas de superficies (paredes y piso);
de pasta de salchicha y de producto terminado procedentes de dos empresas productoras de salchichas de la
ciudad de Guadalajara, Jalisco. Las muestras de superficie y de pasta de salchicha fueron procesadas el
mismo dia, en el caso del producto terminado se formaron paquetes de salchichas de 500 g, los cuales se
almacenaron a 12°C hasta que presentaron signos de deterioro, 15 dias después de su fecha de caducidad.
Para el analisis de todas las muestras se utilizo la técnica de diluciones decimales y siembra en placa en agar
preparado con caldo Man Rogosa Sharpe (MRS) y 1.5% de agar. El aislamiento se realiz6 mediante
resiembras sucesivas por el método de estria cruzada, seleccionando aleatoriamente, colonias con las
caracteristicas morfolégicas propias de las BAL. La identificacion de las BAL se llevd a cabo mediante
observacion de morfologia colonial, pruebas bioquimicas (tincion de Gram y prueba de catalasa) y mediante
espectrometria de masas de desorcidn/ionizaciéon con laser asistida (MALDI-TOF MS) (Bruker-Daltonics),
consultando en la biblioteca de referencia BioTyper. Los resultados de identificacion fueron expresados por
registro (puntajes) de BioTyper que indicaron la similitud del perfii de MALDITOF desconocido con las
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entradas de la base de datos disponible. El registro de BioTyper y puntuacién final se calculé6 como un
logaritmo de la puntuacién obtenida [4].

Aislamiento de bacteri6fagos liticos asociados a L. mesenteroides

En la toma de muestra para el aislamiento de bacteriéfagos liticos se llevd a cabo una visita a una
empacadora de embutidos, ubicada en la ciudad de Guadalajara Jalisco, con el objetivo de tomar muestras de
diversos lugares para el aislamiento de bacteriéfagos de bacterias lacticas deterioradoras, como se muestra
enla Tabla 1.

Tabla 1. Codificacion de muestras de distintos sitios para el aislamiento de bacteriéfagos empleando como
cepa huésped a L. mesenteroides.
Cdédigo de muestra Descripcion del lugar de muestreo

M1 Pasta de salchicha tomada de la superficie del homogeneizador

M2 Pasta de ave (ingrediente)

M3 Superficie de picadora carne de ave

M4 Agua a la salida del horno

M5 Agua a la salida de la embutidora

M6 Cajas de almacenamiento antes de envasar

M7 Agua de lavado de las salchichas antes de envasar

M8 Agua de la planta de tratamiento agua residual de la Unidad Zapopan del CIATEJ

Haciendo uso de material estéril (jeringas, cucharas y bolsas estériles), se tomaron muestras, de diferentes
puntos de la planta como superficies de equipos, agua de lavado de estos, ingredientes y producto en
proceso, conformando un total de ocho muestras (Tabla 1). Todas las muestras se almacenaron en cadena de
frio hasta su analisis, realizado el mismo dia. Para este ensayo, también se trabajé con una muestra de agua
residual de 1 L, tomada antes de la entrada a la planta de tratamiento de aguas residuales de la unidad
Zapopan del CIATEJ (Centro de Investigacién y Asistencia en Tecnologia y Disefio del Estado de Jalisco).
Para las muestras liquidas, se utilizaron jeringas estériles y se conservaron en una hielera.

El aislamiento de bacteriéfagos liticos, se utilizd como huésped una cepa nativa de Leuconostoc
mesenteroides, procedente de producto terminado con caracteristicas de deterioro, se realizé un
enriquecimiento en caldo MRS doble concentracion de medio de cultivo (110 g L") con 100 yL de cepa
huésped (L. mesenteroides), con crecimiento de una noche, se incubé durante 4 a 6 h; luego se anadieron 30
g de muestra para las muestras sélidas o 30 mL para las muestras liquidas. Posteriormente, se incubaron a
32°C durante una noche en un agitador orbital a 28 rpm (LSI-3016A, LabTech, Alemania). Esto se repitié con
cada una de las 8 muestras recolectadas. Posteriormente esta mezcla se centrifugé 10000xg durante 10 min
en una centrifuga Heraeus multifuge X3R, rotor Fiberlite F15-8x50c, Thermo scientific, Waltham,
Massachusetts; se filtré el sobrenadante con un filtro desechable de polipropileno con un tamafo de poro de
0.22 um. Al filirado obtenido, se le denomind filtrado enriquecido.

Para probar la presencia de bacteriéfagos en el filtrado enriquecido se utilizé el método de doble capa de agar
MRS. Esta doble capa se formulé afiadiendo 1 mL del filtrado enriquecido y 400 uL de L. mesenteroides con 6
h de crecimiento, estos se afiadieron a 3 mL de agar MRS fundido a 48°C (0.6% de agar). Esta mezcla de
filtrado, agar y huésped, se colocé en la superficie de placas de agar solido MRS (1.5% agar), las placas de
bacteriéfagos se evaluaron después de una noche de incubacién a 32°C [5]; una vez obtenidos los
bacteriéfagos se prepararon stocks de 1 mL de virus puros al cual se le llamo lisado crudo, se procedi6 a
escalarlo con el objetivo de incrementar la concentracion y volimenes de esos de bacteriéfagos.

A partir de los stocks de 1 mL, mencionados en el parrafo anterior, se tomaron 100 uL del stock que fueron
inoculados a un tubo (1.5 mL) con 800 pL de caldo MRS y 100 uL de un cultivo de bacteria huésped con
crecimiento de 6 h. Posteriormente, esta mezcla se incubé a 32°C por 24 h, manteniendo el microtubo
protegido de la luz. Posteriormente se centrifugé a 10000xg por 3 min, se recuperé el sobrenadante y se
procedié a obtener el titulo, mediante prueba por goteo. Enseguida este sobrenadante se inoculé a un tubo
con 4 mL de caldo MRS y 1 mL de cultivo de L. mesenteroides con crecimiento de 6 h, se incubd a 32°C por
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una noche. A continuacion se centrifugé a 10000xg por 3 min (Heraeus Fresco 17 Refrigerated Micro
Centrifuge, 24-PI Rotor, Thermo Scientific, USA), se recupero el sobrenadante y se procedio a obtener el titulo
mediante prueba por goteo, posteriormente este sobrenadante se inocul6é a un tubo con 40 mL de caldo MRS
y 5 mL de cultivo bacteriano de 6h, se incubd a 32°C por una noche, después se centrifugd a 10000xg por 3
min, se obtuvo el titulo, mediante prueba por goteo y se procedid a filtrar en membrana de 0.22 ym (con una
jeringa estéril de 50 mL), este lisado crudo se conservé a 4°C protegido de la luz.

Para conocer el titulo o concentracién del lisado crudo (cantidad de bacteriéfagos presentes) en los
enriquecimientos obtenidos, se procedié a realizar, en una microplaca, diluciones decimales seriadas desde
10" hasta 10 utilizando como diluyente buffer SM (Tris-HCI 0.05 M; NaCl 0.1 M; MgSO. 7H.0 0.2%; gelatina
0.01%), sobre una doble placa de agar con la bacteria huésped con crecimiento de 6 h. Para determinar el
titulo del enriquecimiento, se conté el nimero de calvas placas de lisis presentes en la ultima dilucion donde
estas se encuentren entre 3 a 30 [5].

Se tomaron 200 pL de lisado crudo y mezclaron con 200 uL de cultivo bacteriano de 6 h y 600 uyL de caldo
MRS, para completar 1 mL. Posteriormente se incubaron por 2 h para llevar a cabo una preinfeccion y se
transfirieron a criotubos (Corning) con 500 pL de glicerol estéril (Thermo scientific) y se conservaron a -80°C y
otros a -20°C.

La prueba de gota (spot test) para evaluacion de bacteriéfagos fue realizada de la manera siguiente: la gama
de hospederos de los lisados crudos obtenidos probando sobre los 60 aislamientos identificados como L.
mesenteroides provenientes de paquetes de salchichas Viena deterioradas. Un resultado positivo en la prueba
de la gota se evidencia por la presencia de halos claros de inhibicion bacteriana (Figura 1).

(a) (b)

Figura 1. Prueba de la gota también conocido como “spot test”, para determinar Ié gama de infeccion del
bacteriéfago en distintas especies o cepas de una especia de las BAL. (a) muestra un resultado negativo para
la prueba de la gota. (b) muestra un resultado positivo para la prueba.

La preparacion de esta prueba de la gota se realizé en una placa doble placa de agar donde fueron probados
los lisados crudos de bacteridfagos. La doble placa de agar se formulé mezclando 400 uL de cultivo
bacteriano de 6 h huésped L. mesenteroides y 3 mL de agar MRS suave (agar 0.6%) fundido a 52°C en un
tubo de ensaye. Posteriormente este se verti6 sobre una placa de agar MRS sdlido, distribuyendo
uniformemente sobre esta con movimientos circulares evitando la formacién de burbujas, para después dejar
solidificar a temperatura ambiente por un tiempo de 30 a 40 min. Una vez que las placas solidificaron, se
procedié a colocar gotas de 3 uL de cada uno de los lisados crudos de bacteriéfagos, sobre cada una de las
placas que contenian un césped bacteria huésped. Posteriormente las placas se incubaron a 32°C por 24 h.

Resultados y discusion

En el aislamiento de BAL a partir de muestras de salchichas y planta procesadora, se seleccionaron 165
aislamientos con caracteristicas propias de las BAL. De los cuales se lograron identificar 121 aislados, a nivel
de género y especie, mediante equipo MALDI-TOF. Fue posible identificar como L. mesenteroides, 60 de
estos aislamientos provenientes de paquetes de salchicha Viena deteriorados, lo que de acuerdo con lo que
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reporta la bibliografia, la ubica como bacteria deterioradora de este tipo de productos [6, 7]. Los demas
aislamientos correspondieron a otras especies BAL.

Respecto al aislamiento de bacteriéfagos, estos son entes biolégicos ubicuos y su presencia esta
estrechamente ligada a la de sus huéspedes. Ademas, de acuerdo con los resultados encontrados, también
fue posible aislar bacteriofagos de materia prima y superficies de equipos; tal como lo reporta Korkeala en
1997 [3], hay presencia de BAL sobre los equipos de procesamiento. La presencia de bacteriéfagos se
evidencia, debido a la aparicion de zonas claras denominadas placas de lisis de aproximadamente 1 mm de
diametro (Figura 2), en las placas elaboradas con el lisado crudo de bacteriofago correspondiente a dos (agua
residual y cajas de almacenamiento) de las ocho muestras analizadas. A partir de estas placas, se formularon
un total de 7 enriquecimientos (dos procedentes de cajas de almacenamiento y cinco procedentes de agua
residual) potencialmente distintos bacteriéfagos, los cuales fueron probados contra las 60 cepas de L.
mesenteroides , de las cuales solo se logré encontrar actividad litica en tres cepas de las 60 (Tabla 2).

Figura 2. Placas de lisis originadas de la interaccién entre un bacteriéfago y su cepa bacteriana huésped.
Nétese los puntos claros en la placa denominados placas de lisis o calvas, lo cual es originadopor la accién de
bacteriéfagos.

Tabla 2. Resultados positivos de la evaluacién de la gama de hospederos para los diferentes bacteriéfagos
aislados. Se muestran solamente las tres Leuconostoc mesenteroides que presentaron un resultado positivo,
de las 60 que se probaron.

Bacteriéfago aislado

Cepa Bacteria acido lactica — a6 1™ 1 M603  LM801 LM802 LM803 LM803a LM804
44 L. mesenteroides - - + - - - -
48 L. mesenteroides - + - - - + +
65 L. mesenteroides - - - - - + +

- Placas de lisis claras lo cual sugiere bacteriéfagos litico.
+ Placas de lisis opacas lo cual sugiere bacteriéfagos lisogénicos.

Conclusiones

En este trabajo se aislaron BAL de diversos puntos de la planta procesadora de productos carnicos y de
producto terminado deteriorado. Las cuales se logr6 identificar a nivel de género y especie, mediante
morfologia colonial y espectrometria de masas mediante equipo MALDI-TOF-MS. Dos de las especies de BAL
aisladas Leuconostoc mesenteroides, han sido reportadas como bacterias deterioradoras; las cuales se
lograron aislar en diversos puntos de las plantas procesadoras estudiadas, como suelos, paredes y superficies
de equipos, asi como también de producto en proceso y producto terminado, ademas se aislaron otras
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bacterias presentes en salchichas deterioradas. A pesar de que la presencia de bacteriéfagos esta ligada a la
presencia de bacterias, no se logro aislar bacteriéfagos liticos en el origen de las BAL aisladas (equipos,
superficies y producto); sin embargo, se aislaron diversos bacteriéfagos liticos a partir de una muestra de
agua residual. Este aislamiento de bacteriéfagos demostrd que, en el agua residual, existen las mismas BAL
que en la planta procesadora y en producto terminado. Se logré relacionar la bacteria Leuconostoc
mesenteroides aislada en planta y producto terminado con sus respectivos bacteriéfagos aislados de agua
residual. El rango de hospederos de los bacteriéfagos aislados en este estudio, en general es limitado sobre
todo para los aislados en planta procesadora, sin embargo, los bacteri6fagos aislados de agua residual
presentaron rangos de infeccion mas amplios, esto puede deberse debido al origen de estos virus.
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