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RESUMEN

as bacterias fueron los primeros microorganismos en ser descubiertos en el rumen y, pos-

teriormente, junto con los protozoarios y hongos fueron identificados como habitantes

normales de este 6rgano. El rumen es un ecosistema anaerobio rico en biodiversidad mi-

crobiana (microflora, microfauna y, recientemente, virus bacteriéfagos), que depende de

factores internos y externos (tipo, frecuencia de la alimentacion y manejo de los anima-

les) para su mantenimiento y funcién. En bacterias similares (cepas acido lacticas) a las
que existen en el rumen, pero usadas en la industria lechera, se ha reportado la presencia de virus
que hacen fallar parcial o totalmente la manufactura (fermentaciéon microbiana) de los productos
lacteos. Sin embargo, se ha elucidado que estos microorganismos (virus) pueden ser de beneficio
en la industria ganadera; por ello, se ha retomado y enfocado la atencion en el cultivo, induccion y
aislamiento en los fagos que infectan a las bacterias lacticas y otras, ya que, aunque representa un
problema en la industria lechera con afecciones econdmicas, también puede beneficiar la gana-
deria al eliminar bacterias que inducen acidosis ruminal en los corrales de engorda y los sistemas
intensivos de produccion lechera.

Palabras clave: Rumiantes, fagos, lacteos, bacterias, medio de cultivo.
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que ha tomado relevancia, debido a que estos microorganismos cau-
san dano al matar o inhibir a las bacterias acido lacticas (BAL), tales
como Streptococcus spp., Lactobacillus spp.y Lactotococcus spp., entre
otras, que son importantes para la industria lechera (produccién de
queso, de yogurt, de crema, etcétera). Estos fagos también pueden
afectar negativamente las poblaciones de Streptococcus bovis, BAL,
que estan en el rumen de animales con acidosis ruminal subclinica
(ARS), alimentados con dietas altas en carbohidratos de rapida fer-
mentacién o concentrados energéticos (>40% en la dieta). Con ello
se busca favorecer el bienestar animal durante la engorda intensiva;
por tanto, generar metodologias eficaces para el aislamientoy la eva-
luacion de los fagos permite obtener herramientas necesarias para
combatir problemas en los sistemas de produccion pecuario, como la
acidosis ruminal.

Por definicion, los bacteriéfagos son virus que comen bacterias, de estructura
sencilla y pequena, capaces de introducirse en el interior de las células vivas es-
pecificas; su principal componente molecular es acido desoxirribonucleico (ADN)
y proteinas (Joklik, 1997) (Figura 1 A). La caracterizacién de los bacteriéfagos se
ha llevado a cabo con estudios de microscopia, homologia de ADN, perfiles pro-
teicos, serologia y parametros con enzimas de restriccion en el ADN, lo que ha
llevado a nuevas clasificaciones de estos microorganismos (Moineau et al., 1996).
A pesar de la existencia de estos virus dentro de la industria lechera y en el eco-
sistema ruminal, con una poblacién dinamica, las poblaciones en el rumen se
mantienen altas por la significante y continua lisis de bacterias (Klieve y Swain,
1993). Solamente se han identificado tres tipos de fagos que provocan proble-
mas en la fermentacion lactea: el A (de tallo contractil y cabeza poliédrica), el B
(de tallo flexible no contractil y cabeza icosaédrica), y el C, de los cuales se han
identificado algunos por estar en un estado lisogénico y aislados por medio de
inducciones con farmacos, como la mitomicina C (Lockington et al., 1988; Moi-
neau et al.,,1996).

En su ciclo de vida los fagos requieren de la maquinaria de la célula hospedante
para la replicacion, trascripcion y traduccion de su coédigo genético. Este ciclo
de vida consta de la fase lisogénica, conocida también como atemperada, que
inicia una vez que el virus inserta su genoma en el ADN de la bacteria, y el
material genético se reproduce a la par de cada division celular, sin afectar la
viabilidad de ambos y de una segunda fase litica donde el fago domina la ma-
quinaria biosintética de la bacteria, asi como la replicacion de ADN y la trascrip-
cion de ADN al ARN mensajero (ARNm), generando que la traduccidon del ARNm
a biomoléculas (acidos nucleicos y proteinas) se realice exclusivamente con el
material genético del virus. El ciclo litico termina con la muerte de la bacteria
y la liberacion de nuevos virus al medio ambiente (Joklik, 1997; Madigan, 2003)
(Figura 1 B).
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Desde 1935 se ha reportado la existen-
cia de fagos en BAL, iniciadores de la
fermentacion lactea con una pobla-
cion de entre 10 mL™" de leche a 10™
mL™" de leche de UFP (unidades for-
madoras de placas liticas) (Teuber y
Lembke, 1983; Moineau et al., 1996). El
continuoy extensivo uso de BAL,como
Lactococcus spp., Lactobacillus spp. y
Streptococcus spp. en la fermentacion

A
acido capside
nucleico -
—>
<«—— vaina
fibra de
lacola
—

profago

ADN
bacteria

——» replicacion

B
induccién

‘ lisis

Figura 1. A: Componentes del bacte-

!

7o)
PR

ri6fago. B: Ciclo de vida de un bacte-

riéfago




y maduracion de productos lacteos, ha
permitido que estas cepas se encuen-
tren limitadas por la contaminacion
de microorganismos; dentro de ellos,
los virus bacteriéfagos (Lapointe et al.,
1996; Saturio y Klaenhammer, 2002).
Fagos especificos han sido aislados de
cepas de lactococos y estreptococos
que han acarreado problemas sig-
nificativos en la industria (Saturio y
Klaenhammer, 2002) en Lactobacillus
delbrueckii, subespecies bulgaricus y
lactis, utilizadas en la fabricacion de
queso y yogurt (Valasa et al., 1995;
Auad et al.,1997). En Lactococcus lactis
(Garbutt et al, 1997; Shirley et al,
1998) y en S. thermophylicus se han
aislado cuatro subtipos del grupo B
de fagos (Sheehan et al.,1999; Saturio
y Klaenhammer, 2002) en Lactobaci-
llus helventicus, donde 57% de 37 ce-
pas inducidas con mitomicina C pre-
sentaron fase litica de fagos atempe-
rados (Séchaud et al., 1992; Carminati
et al., 1997). También se han aislado
en estreptococos lacticos mesofilicos
como: S. cremoris, S. lactis, subespcies
diacetylectis (Reyrolle et al., 1982),y en
Lactobacillus plantarun (Caso et al,
1994), Lactobacillus casei (Séchaud et
al.,1988) y, en general, en lactobacilos
mesofilicos donde prevalecen las BAL.
Por otra parte, los estados lisogénicos
no son frecuentemente identificados
cuando se utiliza un indicador de lisis
como forma de deteccion, y solamen-
te en 50% de las cepas inducidas se
pueden obtener resultados cuando
los bacteriéfagos son expresados por
lisis celular y microscopia electronica.

Las principales fuentes de contami-
nacion de fagos son leche fresca, ce-
pas iniciadoras con virus en estado li-
sogénicoy leche pasteurizada, debido
a que éstos no pueden ser destruidos
por pasteurizaciéon (Lapointe et al,
1996; Bruttin et al., 1997); también, el
suero, la crema, productos finalizados,
el equipo de trabajo (tinas, tanques),
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los pisos y paredes, el aire de las instalaciones, el personal y su ropa (Teuber y
Lembke, 1983; Garbut et al., 1997). Los fagos en mencidn son virulentos (liticos),
capaces de destruir el proceso de manufactura, con la consecuente pérdida de la
capacidad fermentativa asociada con la lisis celular,causando pérdidas significa-
tivas en tiempo y produccién (Briissow et al., 1994; Shirley et al., 1998), aunque el
efecto negativo dependera del tipo de cepa iniciadora utilizada, ya que algunas
cepas tienen un efecto menor y producen suficiente cantidad de acido lactico o,
en su caso, citrato, como en condiciones normales (Carminati et al. 1997; Maija-
Liisa et al., 1986). Garbut et al. (1997) indican que existen algunos mecanismos
que inducen resistencia a la infeccion por fagos; por ejemplo, Lactococcus lactis
que esta en el sistema de modificacion/restriccion, el aborto de la infeccion, las
barreras que impiden la adsorcion,y otros que bloquean aparentemente la pene-
tracion del ADN viral. Existen otros, con la especificidad de los fagos a situaciones
donde las cepas que fueron sensibles a fagos atemperados y que no presentaron
sensibilidad a fagos virulentos y/o viceversa, aunque existen algunas sensibles a
ambas formas (Reyrolle et al., 1982).

Klieve et al. (1989) mencionan la presencia en bacterias ruminales, como Serratia
spp., S. bovis, S. durans, Bifidobacterium ruminale, Magnoovan eadii, Methanobre-
vibacter spp., Fusobacterium spp.,y en Selenomonas ruminantium (Luckington et
al,1988). Aunque no hay certeza de aislamientos en bacterias celuloliticas, se ha
reportado la presencia de particulas viricas (desechos de fagos-cabezas y tallos
solos) en Butirivibrio fibrisolvens (cepa AR14) y Ruminoccus flavefaciens (AR66),
Bacteroides ruminicola y Eubacterium ruminantium, y material genético viral en
R. flavefaciens (cepas AR17 y AR72); en todos los casos, los bacteriéfagos identifi-
cados pertenecieron al grupo B (Klieve et al.,1989).

El efecto de los bacteriéfagos sobre la flora ruminal, principalmente en el me-
tabolismo funcional, ha sido poco documentada y, en vista de la alta densidad
bacteriana que existe en el rumen, la presencia de estos virus es un hecho de-
mostrado (Lickington et al., 1988; Swain et al.,1996). Se han reportado cantidades
de 3.0%X10% a 1.6X10'° de particulas virales por mililitro de liquido ruminal; sin
embargo, Reyrolle et al. (1982) y Klieve y Swain (1993) consignan que la cantidad
de fagos dependerd de la metodologia de aislamiento y que la mayor cantidad
de particulas virales se ha obtenido con la técnica de ultracentrifugacion.

Una de las funciones importantes de los bacteriéfagos es la liberacion de nu-
trientes del protoplasma celular y, como resultado de ello, se reduce la eficien-
cia (menor tasa de degradacion) en la utilizacién de los nutrientes (Swain et al,,
1996), ya que eventualmente causan la lisis celular (Firkins et al., 1992; (Teubery
Lembke,1983). Swain et al. (1996) consignan que la poblacién de bacteriéfagos en
el rumen es Unica de cada animal, ya que no existe intercambio entre los anima-
les, como ocurre con la flora y la fauna. Esta dinamica individual en la poblacion
viral da como resultado variaciones en su cantidad; por ejemplo, es baja cerca del
momento de su alimentacion, alta entre las ochoy las diez horas posteriores a su
alimentacion, y estable durante el resto del ciclo, lo cual influye sobre este flujo
de particulas virales. Segun los especialistas, lo anterior esta relacionado con el
tipo de alimentacion, ya que algunos ingredientes de la dieta fomentan su au-
mento debido a un cambio en la temperatura del rumen, lo cual induce la fase Ii-
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tica.Otra teoria indica que el cambio en la concentracion de
bacterias, tal como un aumento en la flora hospedadora de
bacteridfagos, hace que ocurra una infeccion litica. Klieve et
al. (1989) anotan que la frecuencia de aislamiento de fagos
desde bacterias ruminales no es comun, sugiriendo que
los fagos observados en el contenido ruminal podrian ser
originados por una asociacion lisogénica o pseudolisogé-
nica entre los virus y las bacterias que habitan ahi. Algunos
resultados indican que de un total de 38 cepas, s6lo 27%
presentd particulas virales, lo cual significa que solamente
20% de las bacterias ruminales producen o se encuentran
asociadas a bacteriofagos lisogénicos.

Métodos de aislamiento de fagos

Se han utilizado diversos medios de cultivo para el creci-
miento y aislamiento de bacteriéfagos en BAL; los princi-
pales son: el M17, mas 0.5% de lactosa a 30 °C (Moineau et
al.,1993; Sheehan et al., 1999); el Elliker, con 1% de extracto
de carne (a 43 °C, Sheehan et al,1999);y 2.5 ug mL™"' de clo-
ranfenicol, que para su conservacion a —8o °C se adiciona
10% de glicerol.

Para las pruebas de sensibilidad y presencia de fagos (técni-
ca de la doble capa) (Figura 2) se ha utilizado el agar Bacto
(1.5% y 0.75% de agar para cada placa) Kadary et al., 2000;
Saturio y Klaenhammer, 2002), el medio MRS, adicionando
CaCl,-6H,0 10 mM (Auad et al. 1997; Carminati et al., 1997;
Ley de Coss y Cobos, 2006 datos no publicados), y el medio
a base de tripticasa peptona y extracto de levadura (Cotta
y Whitehead, 1993). Lapointe et al. (1996) reportaron que
las BALy sus fagos fueron evaluados en medio de agar M17,
mas 0.05% de lactosa; adicionado con CaCl, 1 mM e incu-
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bados durante 16 h a 21 °C; después fueron filtrados y se
conservaron a 4 °Cy, usando la técnica de la doble placa (3
mL de medio de cultivo M17; placa blanda 0.5% de agar), se
adicion6 un mL de leche mas 200 ul de la suspension de
fago aislados (10° UFP mL™") y 0.1 mL de Lactobacillus lactis;
incubando durante 24 h a 30 °C.

El medio M17, suplementado con 0.5% de glucosa (M17G),
fue utilizado para cultivar Lactococcus lactis e incubados
a 30 °C; también los virus fueron conservados en el medio
M17G con 20% de glicerol (Garbut et al,, 1997) y el mismo
medio M17 fue utilizado por Maija-Liisa et al. (1986), pero
suplementado con Ca**, MnSO,-H,0 (10 mM) y omisién de
citrato de calcio y carboximetil celulosa. El proceso de ais-
lamiento usado fue suero de leche como indéculo de par-
ticulas virales (centrifugado a 3000 x g durante 20 miny
posterior filtrado —0.45 um de didmetro de poro—). Todo
este proceso se hizo a 20 °Cy las cepas fueron conservadas
a —20 °C en medio agary 4 °C en medio liquido con 40%
de glicerol. Por otra parte, Caso et al. (1994) cultivaron BALy
sus respectivos bacteriofagos fueron propagados en medio
MRS mas Ca(NO;),; 10 MMy MgSO,; 10 mM incubados a 37
°C y conservadas con 50% de glicerol a —s50 °C. Bacterias
como Streptococcus mutans y Bacillus coagulans crecieron
a 37 "Cen un medio triptona de soya mas 0.7% de extracto
de levadura, mientras que Enterococcus faecalisis y Lacto-
bacillus paracasei fueron crecidos a 37 °C en un medio MRS
(Sheehan et al.,1999).

La bacteria ruminal Selenomonas ruminantium fue crecida
en un medio de infusion de cerebro-corazén (BHI) mas 500
g™ de cisterna mL™'y 10 ug™' de hemin mL™" bajo anae-

Figura 2. A: Siembra de cultivo puro de bacteria ruminal. B: Técnica de doble placa para determinar la existencia y la actividad litica de los fagos.
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robiosis en cajas de petri y mediante
la técnica del tubo rolado de Hungate.
La dilucion de fagos fue conservada
en una solucion con Mgso, (10 mMW)
Tris (=20 mM, pH 7.4) y para la técnica
de evaluacion se utilizo la doble capa
con incubaciones durante toda la no-
che (Lockington et al.,1988). En la ma-
yoria de las investigaciones donde se
ha utilizado la técnica de doble placa
para determinar la existencia y activi-
dad litica de los fagos, se hacen tres
diluciones consecutivas en el sembra-
do de las placas.

Las técnicas para la deteccion y el
farmaco inductor de la fase litica
(Cuadro 1) han registrado diferen-
cias en cuanto a la cantidad de or-
ganismos reportados (Auad et al,
1997; Shirley et al.,, 1998) e indican
que las dosis de antibidticos em-
pleadas para la induccién de la li-
sis oscilan entre 0.05y 2 ug mL™"
de mitomicina C, ya que a mayores
concentraciones producen la muer-
te de la cepa bacteriana (Klieve et
al.,1989). De igual forma, Reyrolle et
al. (1982) reportaron la liberaciéon de

particulas virales en BAL después de
que éstas fueron sometidas a una
induccion por radiacién UV, por mi-
tomicina C (1 ug mL™"), registrando
otras de forma espontanea.

La técnica con mitomicina consis-
te en que 10 mL de medio de cultivo
inoculado con el 2% de la cepa de in-
terés (densidad o6ptica [DO]=0.05) se
incuba durante 9o min a 30 °C hasta
una DO de 0.7; se adiciona mitomicina
y es incubado por 3 h a 30 °C. Poste-
riormente, los tubos se centrifugan a

Cuadro 1. Resultados de la induccion y el aislamiento de bacteriéfagos.

CONCENTRACION

ACTERIA
BAC (UFP mL™)

FAGO

MEDIO DE
CULTIVO

CONDICION

ACTIVADOR
FASE LITICA

PURIFICACION Y
MEDIO CONSERVADOR

FUENTE

Lactobacillus | NI 4X10° a 4.6x103 MRS 6has37y42°C 0.05 a 0.6 | Centrifugaciéon (1200 x | Auad et al.
delbrueckii ug mL™' de | gy x1omina24°Cyel | (1997)
mitomicina C | sobrenadante filtrado
(0.2um & poro)
Lactococcus NI NR (Concentracion | M17+glucosa NR 2ugmL™" de Shirley et al,,
lactis de particulas eritromicina (1998)
virales) +2ug
mL™"de
mitomicina
C
Bacterias NI NR Abase de Incubados 24 h a 38 2ugmlL™'de | Centrifugadoyenioo Klieve et al.
ruminales liquido ruminal | * 0.05°C mitomicina ul de una solucion (1989)
(FR) C salina de Hungate
Bacterias NI NR A base de Incubados 24 h a 38 2ugmlL™"de | Enel mismo medio de Ley de Coss
ruminales glucosa, +0.05°C mitomicina cultivo y Cobos,
celobiosa, C 2006,
almidéon+FR datos no
publicados
BAL NI NR Suero de leche Incubados 24 ha38 2ugmlL™"de | Suero centrifugado Maija-Liisa
inciadoras + 0.05°C mitomicina y filtrado (0.45um et al. (1986)
C poro).
Lactobacillus | OLP2y | NR Buffer SM con Ultracentrifugacion 2.5u8 El medio fue la sol. Casoetal.
plantarum OLP1 gougmlL™" de a 35000 rpm durante | mL™"de conservada a 4 °C (1994),
RNAasa 2h mitomicina
(&
Selenomonas | NI NR Ultracentrifugarona | 1ugmlL™'de | medios fueron Lockington
ruminantium 35000 rpm durante mitomicina conservados a 4 °C et al. (1988)
(cepa M-7), 16 h C,
Lactobacillus NI NR CaCo,, buffer Centrifugo a 8000 x o5ug Placas de cultivo Séchaud et
helventicus maleatoy 30 g durante 30 miny mL™" de MRS-Ca** agary al.(1992)
mL de suero. filtracién (0.45um). mitomicina suspendidos sol de 0.5
@ M de NaCl.
NI: NO IDENTIFICADO; NR: NO REPORTADO.
' = PRO%CTIVIDA



4000 xg durante 10 min y el sobrenadante se filtra (0.45
um de tamafio de poro).

Caso et al. (1994) utilizdé una técnica adaptada, utilizando
mitomicina mas ultracentrifugacion para concentrar los
fagos en un pellet, el cual fue suspendido en solucion con-
servadora, concluyendo que la mayoria de los fagos aisla-
dos necesitan la induccion quimica, aun estando dentro de
la misma bacteriana. Teuber y Lembke (1983) reportan que
la situacion de los bacteriéfagos en BAL mesofilas es que
un alto porcentaje de estos virus se encuentran en un esta-
dolisogénicoy, mediante la induccion por irradiacion de UV
o mitomicina C, solamente una de cada tres particulas vira-
les son liberadas. Se ha registrado ademas que solamente
de 3.2% a 12.7% del sobrenadante de cultivos tratados con
mitomicina inhiben el crecimiento de otras cepas de la mis-
ma especie (Caso et al., 1994), lo cual explica la especifici-
dad de los fagos sobre sus hospederos (Auad et al., 1997).
Lapointe et al. (1996) reportan que después de 10 horas de
infeccion, la poblacion de Lactococcus lactis se redujo de
1.8x10? a 3.7x103 UFC mL™", mientras que la cantidad de
virus se incrementd de 10'° UFP mL™" a las 2 horas después
de la inoculacion y, posteriormente, la poblacion declind
gradualmente y se estabiliz6 alrededor de 10’ UFP mL™".

Klieve et al.(1989) reportan que de 30 cepas de bacterias ru-
minales aisladas solamente en Eubacterium ruminantium
(AR2 y AR35), S. bovis (AR3), S. intermedius (AR36), Bacteroi-
des ruminicola sub. brevis (AR29, AR30 y AR32) y Butyrivi-
brio fibrisolvens (AR14), se reporté presencia de particulas
virales mediante la inducciéon con mitomicina C, mientras
que AR3s5 de Eubacterium ruminantium produjo fagos sin
induccion. Asi también, reportan fagos aislados de las bac-
terias Ruminococcus flavefaciens (AR71y AR72) y de un ba-
cilo con caracteristicas celuloliticas identificada como R.
flavefaciens cepa AR66,ambas inducidas con mitomicina C.
Un punto importante a recalcar es que existe cierto gusto
por nutrientes especificos ya que, de acuerdo con Klieve et
al. (1989), el bacilo celulolitico AR66 y S. intermedius (AR36)
solamente produjeron fagos cuando crecieron en medios
de cultivo M10 y no cuando lo hicieron en uno con liquido
ruminal, mientras que R. flavefaciens (AR71y AR72) produjo
fagos cuando creci6 en medios con liquido ruminal, pero
no en M1o. Por otra parte, E. ruminantium (AR35) produjo
mayor concentracion de fagos no completos o particulas
virales en un medio con liquido ruminal y los tallos fue-
ron completos cuando crecieron en medios Mio. Reyrolle
et al. (1982) reportan que 43% (49 de 113 cepas) fueron li-
sogénicas inducidas con mitomicina (1um mL™"); ademas
de las 113 cepas, 25% de éstas fueron lisadas por lo menos
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por algun fago atemperado aislado, lo que significa que
existe especificidad, ya que fagos aislados de una cepa no
siempre lisan a otra,y el grado de susceptibilidad esta dado
por el grupo de clasificacion o tipo o grupos de bacterias.
Existen algunos que tienen un 100% de sensibilidad o por
lo menos muy alto (cinco cepas de siete contra 13 fagos),
e indican que los fagos espontaneos varian ampliamente
entre cepas, ya que sus concentraciones fueron desde 10
UFP en 49% de las cepas evaluadas, hasta concentraciones
de 1x10° UFP mL™" en 3.8% de las cepas, lo que representa
solamente 2% de los casos. Sin embargo, cuando existe la
induccion con mitomicina C, las cantidades son de 6.8 x10°
UFP mL™", aunque 25.6% de las cepas producen la induc-
cion espontanea, con un numero de hasta 1x10° UFP mL™".

Muchos fagos han sido aislados de BAL y, en su mayoria,
corresponden a la familia Siphoviridae (tipo B), la cual se
caracteriza por la existencia de fagos virulentos y DNA bica-
tenario de alrededor de 35+3.0 kpb sin extremos cohesivos
(Caso et al., 1994; Saturio y Klaenhammer, 2002). Klieve et
al. (1989) reportaron fagos B con dimensiones de cabezas
de 55 a 60 nm, tallos de 150 a 160 nm de longitud con 60
nm de diametro o0 170 nm de longitud y 10 a 12 nm de dia-
metro, con collar y placa basal, mientras en S. bovis se han
encontrado fagos tipo B, aunque las particulas viricas no se
encontraron intactas. Maija-Liisa et al. (1986) reportaron
10 tipos de fagos B en las cepas S. cremoris, S. lactis Subs.
diacetylactis y Leuconostoc cremoris; dentro de este grupo
de virus aislados, lo Unico que se diferenciaba era el tama-
fioy la presencia o ausencia del collar, placa basal y la pre-
sencia o ausencia de fibras en la cola. Estas caracteristicas
fundamentan que hay subdivisiones de fagos dentro de un
mismo grupo. Durante un periodo largo de aislamiento de
diferentes muestras de suero, 80% pertenece al grupo B, el
cual se subdivide en B2 y B3 dentro de la clasificacion de
Ackermann y Eisenstark (1974), citado por Maija-Liisa et al.
(1986).

En Lactobacillus delbrueckii ssp. lactis se reporta un fago
tipo A (de tallo contractil y cabeza poliédrica) atemperado.
El fago aislado (3.0 x10° UFP mL™") tuvo la capacidad de in-
fectar también a las subespcies bulgaricus spp. (Auad et al.,
1997); también uno del tipo A fue aislado en S. ruminantium
(Lockington et al., 1988). En tanto, Séchaud et al. (1992) re-
portaron que los fagos de Lactobacillus helventicus tienen
una cabeza isométrica (50 nm de didmetro) con cola rigida
y envoltura contractil, perteneciente al tipo A (taxonémica
Bradley’s) o a la familia Myoviridae (del comité internacio-
nal de taxonomia de virus); en general, 100% de los fagos
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pertenecen al tipo A, dentro de dos grupos morfolégicos de
tallo corto y tallo largo.

Otros métodos de aislamiento de bacteriofagos

Klieve et al. (1989) registran trabajos con electroforesis en
geles de campo pulsante y densitometria laser para de-
terminar el nimero de fagos mediante la comparacion de
parametros en las bandas de ADN. Con esta técnica repor-
taron diferentes concentraciones de fagos entre animales
alimentados en los mismos corrales, recibiendo el mismo
alimento, resultando cantidades de ADN viral de 0.69, 3.87,
2.00y1.98 ug mL™" de liquido ruminal en los dias 1,2,3y 4,
respectivamente. Otra técnica adicional reportada para el
aislamiento de fagos es el uso de naranja de acridina y la
exposicion a luz UV (UV-C 190-290 nm), la cual es absorbi-
da por los acidos nucleicos, inactivando los virus. Carminati
et al.(1997) evaluaron pruebas de microfiltracién con tama-
fio de poro de 0.025 um, asi como pruebas de ultracentrifu-
gacion a 100,000 xg durante 20 min a 4 °C, evaluando con
la técnica de doble placa.

CONCLUSIONES

Se han identificado particulas virales en los trabajos de ais-
lamiento e identificacion de fagos en la industria ganadera,
tanto de productos lacteos como de bacterias ruminales;
por tanto, es indispensable
evaluar el potencial de es-
tos microorganismos para
controlar o inhibir el cre-
cimiento de bacterias da-
Ainas en la produccion. Tal
es el caso de S. bovis en las
engordas de rumiantes; sin
embargo, en la industria
lechera se busca un efecto
contrario, es decir, evitar el
dano de estos virus bacte-
riéfagos a las BAL. Diferen-
tes medios y condiciones
de cultivo han permitido
obtener cantidades y tipos
distintos de fagos; por ello,
es necesario seguir con el
estudio de estos microor-
ganismos para que puedan
usarse como herramienta
en la mejora de sistemas
intensivos de produccién
con rumiantes.
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