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Resumen: En el rumen se hospedan especies de bacterias (1010-1011/mL), arqueobacterias (107-109/mL), protozoarios (104-106/mL),
hongos (103-106/mL) y virus, definidos como bacteriofagos (109-1010/mL). Este ecosistema es dinamico y las interacciones microbiologicas
que favorecen el co-metabolismo para mantener las condiciones fisicas y quimicas de la fermentacion ruminal. Los bacteriofagos pueden influir en el
metabolismo ruminal mediante la lisis de un gran nimero de bacterias (e.j. celulolitica, fibroliticas, amiloliticas), que participan en la degradacion y
conversion del alimento en acidos grasos de cadena corta y otros acidos organicos que pueden reducir el pH ruminal. Streptococcus bovis es una
bacteria amilolitica productora de acido lactico y de forma experimental se han usado bacteriofagos especificos, como alternativa de prevencion
de la acidosis ruminal subclinica (ARS), enfermedad asociada a la proliferacion de esta bacteria en el rumen de vacas de alta produccion lechera. La
presencia de material genético viral en las bacterias ruminales es un indicio de la probable interaccion de regulacion del crecimiento de una especie y
la transduccion de ADN, con el fin de compartir patrones de resistencia, manteniendo asi un grupo de bacterias adaptadas a la variacion ambiental,

con lo cual el rumiante adquiere mayor rusticidad para aprovechar y fermentar fuentes de alimentacion segan su sistema productivo.
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INTRODUCCION

El ecosistema ruminal es dinamico, por tanto, las poblaciones de
microorganismos se adaptan al consumo de diferentes ingredientes de la
dieta, lo cual permite que se mantengan las condiciones fisicas y quimicas
(pH, potencial de 6xido-reduccion) de fermentacion en este ambiente
anaerobio (1). En el rumen se hospedan varias especies de bacterias
(1010-1011/mL), arqueobacterias (107-109/mL), protozoarios (104-
106/mL), hongos (103-106/mL) y bacteriofagos (109-1010/mL; (2).
Los bacteriofagos (virus) son parasitos obligados de las bacterias, que
utilizan los recursos de las células para replicarse (3). Estan presentes en
ecosistemas como el rumen, aguas residuales, suelo , derivados lacticos y
heces, sin embargo, se han realizado pocos estudios de la interaccion de
los fagos y las bacterias que los contienen (4). Bacteriofagos y particulas
similares a virus estan presentes en el rumen de ovinos y bovinos (5, 6).
De forma experimental, se han evaluado bacteriofagos para Escherichia
coli O157: H7, patogeno considerado como uno de los principales
problemas de salud pablica ya que se transmite por el consumo de carne
de rumiante en donde se hospeda a nivel de intestino y rumen (7, 8). En
Estados Unidos de Norteamérica las enteropatias hemorragias causadas
por E. coli generan costos sobre la salud publica directos e indirectos de
400-700 millones de dolares/afo (9). Fuentes de agua contaminadas con
E coli. O157 son una causa directa de la contaminacion del ganado. Los
posibles tratamientos quimicos (cloracién, ozonizacion, ionizacion) para el
mejoramiento de la calidad del agua, no son totalmente efectivos (10-12).
El exceso en la dieta de carbohidratos de facil fermentacion, proporciona
un medio de cultivo 6ptimo para el desarrollo de Streptococcus bovis,
que favorece la produccién de L-lactato, lo que ocasiona la disminucion
del pH ruminal a valores de 5.0 y 5.5 (13, 14). Como consecuencia se
produce la acidosis ruminal subaguda (ARS), en donde la concentracion
ruminal de lactato se incrementa rapidamente y alcanza valores de hasta
100 mM (15). Esta enfermedad afecta a un 20-40% de los animales en
hatos lecheros de alta produccion del mundo (16). El desequilibrio entre
la produccion de acido lactico y la eliminacion desde el rumen, genera
periodos transitorios en donde el pH disminuye por debajo del valor ideal
fisiologico de 6.8 (16). Junto con La acidosis ruminal se pueden presentar
problemas como laminitis, poliencefalomalacia, ruminitis, abscesos

hepaticos, sindrome de no consumo, sindrome de mala absorcion e

infecciones clostridiales (17). En S. bovis, son varios los bacteriofagos
que se han inducidos para ser evaluados in vitro en diferentes cepas. Uno
de los beneficios del uso de bacteriofagos esta asociado al control de
especies de bacterias especificas permitiendo el desarrollo de poblaciones
deseadas y el control de bacterias patogenas en un sistema de cultivo

continuo como el rumen (4).

Aspectos biologicos de la interaccion bacteriofagos-bacterias ruminales
A nivel ruminal las bacterias de donde se han inducido, identificado y
evaluado algunos bacteriofagos han sido E. coli O157:H7, Prevotella
brevis y S. bovis (Tabla 1).

Bacteri6fago Bacteria/ huésped Referencia
ell/2 y4/lc Escherichia coli O157:H7 18
CEV1 Escherichia coli O157:H7 19
GA33 Prevotella brevis 20
DC22 E. coli 0551117}'0157:117 21
F4,F5y F6 Streptococcus bovis cepas 47/3. 22
59/2,4/1,46/2y 44/9 23
24

Tabla 1. Bacteriofagos inducidos, identificados y evaluados en bacterias

ruminales.

Por su diversidad morfologica los bacteriofagos ruminales se clasifican en
los siguientes grupos: grupo A, que presentan colas largas y contractiles,
grupo B, tienen colas largas y no contractiles, grupo C, lo cuales poseen
colas cortas y no contractiles, grupo D, en donde los capsémeros que
forman la capside son grandes, estos bacteriofagos carecen de cola, grupo
E, en este caso los capsomeros que forman la capside son pequefios y
a diferencia del anterior no poseen cola , también, en este grupo se
encuentran los fagos filamentosos. La poblacion de bacteriofagos en el
rumen tiene un rango de 2x 107 a 1x 108 por mL de fluido ruminal (25).
Uno de los bacteriéfagos ruminales de mayor tamafo ha sido el encontrado
por AmbroZi€ et al, (2001) especifico para P. brevis, identificado como
GA33, el cual tiene una morfologia tipica, cabeza icosaédrica, con un
diametro de aprox. 120nm y una cola curvada, con dimensiones de 30
nm de ancho y 800 nm de largo (20). El bacteriofago identificado por
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Raya et al (2006) tiene una cabeza en forma de icosaedro unido a la cola
contractil por fibras ubicadas en su extremo distal, teniendo en cuenta su
morfologia y la secuencia de ADN (788 nucleotidos) este bacteriofago
se relaciona con el T4 (16). La interaccion entre bacteriofago-bacteria
parece antagonica, pero puede ser sinérgica ya que los bacteriofagos,
en forma de profagos, pueden insertarse en el genoma del huésped,
generando un cambio fenotipico benéfico para la bacteria (26). El ciclo
infeccioso comprende dos fases (27). En la fase litica se genera una rapida
lisis y muerte de la bacteria en un tiempo muy corto y depende de la
concentracion del huésped para continuar con su proceso de replicacion
(28). Los bacteriofagos en fase lisogénica, son bacteriofagos que en fase
litica causan la infeccion de la bacteria y posteriormente entra en un estado
de latencia 6 de lisogenizacion, su replicacion esta asociada al cromosoma
del huésped, de esta forma se da un intercambio de informacién para las

futuras generaciones (28).

Evidencias de la comunicacion de bacteridfagos y bacterias

ruminales

El uso de bacteriofagos para controlar microorganismo patogenos fue
liderado por d’Herelle en 1919 (29). La fagoterapia es una antigua idea
que presenta un renacimiento, asociado al tratamiento de enfermedades
causada por patogenos presentes en los alimentos entre otros ambientes,
como el rumen. Esta alternativa es especifica y afecta a determinadas
bacterias de interés, como S. bovis (30). En bacterias Gram-positivas,
pequenas cantidades de endolisinas causa la lisis inmediata en la fase
logaritmica lo que causa la muerte de la bacteria, asi, en producciones
animales su uso ha sido amplio, ya que los antibioticos no son eficaces
y las bacterias desarrollan resistencia a ellos. Condiciones como su
especificidad, bajas posibilidades de resistencia bacteriana, hace de
las endolisinas una alternativa ideal para el control de patogenos (31).
Los fagos no filamentosos utilizan endolisinas especificas para inhibir
la sintesis de peptidoglicano, estas enzimas son codificadas a partir de
ARN o ADN monocatenario y su accion hidrolitica esta asociada a la
acumulacion de endolisinas en el citosol durante el Gltimo ciclo litico del
virus, posteriormente, esta enzima aumenta su concentracion y rompe la
pared celular liberando asi a la nueva progenie (32-34). El mecanismo de
accion de las endolisinas, comprende la formacion de orificios en la pared
celular a traves de la degradacion de peptidoglicano, lo cual produce
la extrusion de la membrana citoplasmatica y la lisis hipotonica por el
aumento en la presion interna (15-25 atmosferas) de las bacterias (35). La
hipotesis denominada “Kill The Winner”, postula como los bacteriofagos
prefieren adaptarse e infectar a linajes de bacterias con la frecuencia mas
alta de poblacion y en practica, esta teoria podria predecir una dinamica
oscilatoria, mayor en ecosistemas cerrados de microorganismos, tales
como el intestino humano y el rumen (26, 36). En la interaccion de los
bacteriofagos con la bacterias, son tres las condiciones importantes que se
cumplen, en primer lugar, los fagos parecen ser especificos para una sola
especie de bacteria, pero también pueden presentar afinidad por algunas
cepas de la misma especie (37, 38). En segundo lugar, los fagos son
construidos teniendo en cuenta su adaptacion a su huésped especificos, lo
que evidencia el grado de especializacion entre bacteriofagos y especies
de bacterias en una poblacion (39,40). Finalmente, el tercer punto,
indica como a pesar de que los bacteriofagos aumenta durante su fase
litica, este proceso es de corta duracion y permite que el proceso de
coevolucion se mantenga (41). Los fagos lisogénicos pueden desemperiar
un importante rol en el proceso de transferencia de genes, ya que el 25
% de las bacterias ruminales aisladas contienen profagos lisogénicos con
estabilidad cromosémica. (32). El 23.7 % de las bacterias evaluadas en el
experimentos de Klieve et al., en 1989, presentaron particulas similares
a virus, lo que indica que el material genético viral puede ser parte de la
constitucion genética de las bacterias ruminales (42). Bacteriofagos en
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forma litica, no son comunes en el rumen, por lo contrario, los fagos
en forma lisogénica 6 pseudolisogénica se establecen formando una
asociacion con las bacterias ruminales (42). Durante la fase litica los
fagos pueden reproducirse dentro del huésped y a su vez puede entrar
en fase lisogenica, por lo tanto el ADN cromosomico de las bacterias
que es expuesto por el proceso de lisis, puede ser empaquetado dentro
de la capside viral. Durante este movimiento, los bacteriofagos pueden
transferir genes que codifican toxinas o factores de virulencia y por
lo tanto alterar el fenotipo de resistencia de las bacterias. Incluso en
regiones tan conservadas como ARN ribosomal 16S se pueden encontrar
parte del genoma de diferentes hospederos de un bacteriofago (43-45).
El proceso de adhesion de los fagos en las bacterias es el primer paso de la
infeccion y dependen de la presencia de receptores especificos de la pared
celular de la bacteria a los cuales se une las fibras de la cola del fago (46-
47). En la interaccion bacteriofago-bacteria la presencia de receptores
integrados a la membrana celular facilitan la union del fago, es asi como
el fago T4, uno de los mas estudiados, tiene la capacidad de identificar
los lipopolisacaridos presentes en la membrana de E. coli O157: H7, en
otro fagos, como el fago K12, la sefial esta asociada a la presencia de la
proteina externa integrada a la membrana OmpC. (48, 49). La afinidad
del bacteriofago DC22 a las cepas E. coli O157: H7 y E. coli O55: H7
puede estar asociado a la presencia de un constituyente comtn en la
pared celular de estas bacterias. (21). Las endolisinas de los bacteriofagos,
representan una alternativa promisoria contra la lucha de enfermedades
infecciosas causadas por bacterias. La creciente preocupacion generada
por la prevalencia de “superbacterias” resistentes a los antibioticos como
Staphylococcus aureus resistente a meticilina, hace que alternativas como
la fagoterapia sean mas consideradas para el tratamiento de enfermedades
infecciosas (50). Estudios in vitro demuestran que el uso de bacteriofagos
tiene un gran potencial para eliminar de forma selectiva patogenos como
E. coli O157: H7 (19, 51, 52). El estudio realizado por étyriak et al.,
(1991) evaltalo el efecto de tres bacteriofagos (F4, F5 y F6) sobre la
capacidad in vitro de adhesion a células epiteliales del rumen de cinco
cepas de S. bovis (47/3. 59/2, 4/1, 46/2 y 44/9) encontrando que el
bacteriofago F6 fue el que tuvo un efecto negativo (P< 0.0001) sobre
dicha capacidad, debido a la lisis provocada en el 80% de las cepas
evaluadas (22). En el trabajo realizado por gtyriak et al., (2005), indujo
y aislo dos bacteriofagos (F5 y F6) a partir de dos cepas de S. bovis 46/2
y 59/2 respectivamente. Estos bacteriofagos fueron posteriormente
evaluados en un grupo de 12 cepas de S. bovis, encontrando que un efecto

litico sobre las cepas 47/3 y 4/1 (24).

Alteraciones fisiolégicas y metabdlicas asociadas a la interaccion

bacteriéfagos-bacterias ruminales

Los posibles cambios fisiologicos que presente el rumiante, asociados
a esta interaccion estan relacionados con la regulacion de la poblacion
patogena y otros de transduccion de la informacion genética entre la
poblacion del rumen. Con la fagoterapia en rumen, se puede lograr
reducir las infecciones causadas por bacterias, debido a su alta eficiencia
que supera a los antibi6ticos usados en la produccién animal, que resultan
ineficaces debido al aumento de la resistencia extendida a antibioticos
(3). La fagoterapia ha tenido éxitos en el control de otros patogenos
en animales como la E. coli enteropatogena (53, 54), S. aureus (55,
56), Pseudomonas aeruginosa (56), y Enterococcus faecium (57). Los
bacteriofagos en su fase litica son mejores como alternativa o terapia
ante el tratamiento de enfermedades causadas por las bacterias (58).
Los bacteriofagos pueden influir en el metabolismo ruminal mediante
la lisis selectiva de bacterias (59-61). Al parecer el ecosistema ruminal
contiene una poblacién dinamica de bacteriéfagos que se mantiene en
altas concentraciones y pueden causar una reduccion en la eficiencia de

la conversion de alimento en el rumiante, debido a una disminucion del
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alimento degradado que guarda una relacion directamente proporcional
con la poblacion de bacterias (e.j. celulolitica, fibroliticas) (62). Los
bacteriofagos ayudan a mantener la diversidad de microorganismo en
equilibrio, como E. coli O157: H7 en los rumiantes y permiten que
microorganismos nativos tengan una rapida adaptacion frente a cambios
de la dieta (19, 63-65). En condiciones in vitro y bajo la presencia de
fago e11 / 2, el namero de E. coli O157: H7 fue reducido (P <0,05)
por debajo del limite de deteccion en 1 h de incubacion (106 UFC/mL
disminuyo a 101 UFC/mL), en las mismas condiciones el fago e4/1c
present6 una reduccion (P <0,05) de la concentracion de E. coli O157:
H7 en 2 h de incubacion (106 UFC/mL disminuyo a 103 UFC/mL).
En condiciones in vitro, los resultados demuestran la eficacia de los
bacteriofagos en el control de la cepa de E. coli O157: H7. La dosis y la via
de administracion de los bacteriofagos en condiciones in vivo, son factores
a tener en cuenta para optimizar el efecto sobre la poblacion de bacterias
patogenas (18). En un sistema de rumen artificial con una poblacion
inicial de 104 UFC mL-1 de E. coli O157: H7 cepa 3081 fue eliminada 4
h después de la inoculacion de 105 UFP del fago DC22 La actividad litica
del bacteriofago DC22 fue observada en las cepas O55:H7 EC990984 (E.
coli Enteropatogénica) y O157:H7 18798 (productora de verocitotoxina;
Bach et al., 2003). El descenso en el nimero de DC22 indica que el
fago no se replico y por lo tanto no produjo particulas infecciosas, se ha
informado que este proceso se presenta cuando las bacterias son atacadas
por un namero muy alto de fagos. Otros factores pueden intervenir
en esta interaccion, es asi como, animales alimentados una vez al dia
presentan una variacion diurna de la poblacion de bacteriofagos asociados
a la variacién en la concentracion de bacterias ruminales. Es probable
que el aumento en el namero de bacteriofago este asociado a que algiin
componente de la dieta puede inducir la fase lisogénica facilitando la
proliferacion de bacterias que posteriormente induce la fase litica. La
disminucion de la poblacion de bacteriofagos a las dos horas despues
de la alimentacion, se asocia al incremento de sustratos proteicos con
afinidad a los receptores de la pared celular bacteriana usados también
por los bacteriofagos (65). La fagoterapia puede ser efectiva en el control
de microorganismos patogenos, que logren establecerse en el rumen.
El entendimiento de esta interaccion entre la bacteria y bacteriofago,
puede generar una alternativa en donde la modificacion de los periodos
de alimentacion no limiten la accion de los bacteriofagos por bloqueo
(por parte de los sustratos degradados) a los receptores integrados a
membrana o proteinas sefalizadoras de las bacterias blanco. La utilizacion
de bacteriofagos para el control de E. coli O157:H7, permite mejorar
el desarrollo productivo del animal, ya que al ser eliminada del rumen,
aumenta el alimento para la poblacion nativa e ideal de microorganismos.
Como efecto indirecto de esta interaccion, al no usar antibi6ticos para el
tratamiento de microorganismos patogenos, la fisiologia del rumiante no
es alterada por efectos como la disminucién en el consumo de alimento
que ocurre debido a la disminucién parcial de la concentracion de
bacteria ruminales (66-68). Comprender la interaccion entre S. bovis
y sus bacteriofagos, puede generar una alternativa de prevencion de la
ARS, evitando asi los trastornos metabolicos que afecta el rendimiento
productivo de la vacas lecheras. La regulacion en la poblacion de esta
bacteria, por los bacteriofagos en condiciones in vitro, debe ser evaluada
en condiciones productivas, con el fin estudiar y comprender los otros

mecanismo fisiologicos que pueden intervenir en esta interaccion (69).
Conclusiones

La presencia de material genético viral en las bacterias evaluadas puede
indicar que este material es un constituyente normal o por lo menos
comun en el genoma de las bacterias ruminales. Ademas el intercambio
de material genético durante el proceso de lisis de la bacteria, sumado,

al proceso de transducciéon a otros hospedantes, es un indicio de que
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los bacteriofagos probablemente participen en la transduccion de
informacion genética con el fin de compartir patrones de resistencia,
manteniendo asi un grupo de bacterias adaptadas a la variacion ambiental.
La interaccion entre S. bovis y sus bacteriofagos, puede ser una alternativa
de prevencion y reduccion de la ARS, evitando asi el trastorno metabolico

que afecta el rendimiento productivo de las vacas lecheras.
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