Bacteriéfagos: un nuevo tipo de productos para mejorar la seguridad alimentaria
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Es muy probable que Frederick Twort y Félix d'Hérelle, descubridores de los bacteriofagos en 1915 [1] y
1917 [2], respectivamente, nunca hubieron imaginado que habian descubierto a la entidad biolégica
probablemente mas abundante de nuestro planeta, la cual tiene un papel relevante en el control de las
poblaciones bacterianas en sus diversos ambientes.

Los bacteriéfagos, conocidos también como fagos, son virus que solo infectan células bacterianas. Son
depredadores naturales de bacterias y una de las entidades bioldgicas mds abundantes y ubicuas de la
biosfera. Su abundancia global se ha estimado en 103°-10%2 fagos y se encuentran en todos los ambientes
analizados [3]. Se ha demostrado que la diversidad viral es el doble de la de los phyla microbianos, lo cual
podria implicar la existencia de bacteriéfagos capaces de infectar bacterias patogenas para las que
actualmente no se conocen fagos [4]. Son entidades abundantes en el intestino humano, estimdandose un
contenido de 10% particulas de fagos [5]. También se ha reportado su abundancia y diversidad en
alimentos [6] y su presencia en la cadena alimentaria humana [7]. En el viroma descrito en alimentos
fermentados predominan los bacteriéfagos con cola [8). De todo ello se deduce que los humanos
consumimos regularmente bacteriofagos sin efectos aparentes sobre la salud humana (7].

Fue Félix D'Hérelle quien acufié el término bacteriofago (comedor de bacterias) y el que se percaté de su
potencial terapéutico y profilictico contra patdgenos bacterianos. D’Hérelle inicié esta linea de
investigacién en los afios 20 y 30 del siglo pasado, fundando un [aboratorio comercial en Paris y
exportando la denominada terapia fagica a diferentes paises de |a Europa del Este [9]. Sin embargo, el uso
terapéutico de los antibidticos en los afios 40 del siglo XX, junto con resultados controvertidos sobre la
eficacia de |a terapia fégica, la desplazé en todos los paises, excepto en la Europa del Este, donde ha
continuado aplicAndose hasta nuestros dias [9, 10]. La emergencia de superbacterias resistentes a cada
vez un mayor numero de antibidticos, asi como la rapida evolucidn y diseminacién de los genes
responsables de dichas resistencias puso de manifiesto la necesidad de disponer de nuevas armas en la
lucha contra las cepas multirresistentes las cuales son las responsables de la denominada pandemia
silenciosa que amenaza a la salud de ta humanidad de nuestro siglo [11]. Es por ello que a partir de los
afios 80 del siglo XX hasta la actualidad el interés en terapia fagica ha ido aumentando progresivamente
a la vez que se han propuesto distintas aplicaciones de los bacteri6fagos para el contro! de las
enfermedades infecciosas bajo el lema “One Health” (Figura 1).

Phage Therapy Biocontrol Blosanitation Biopreservation

fo oM
. Pro-Harvest - Post-Harvest
Pathogen control "Pathogen control Industry Consumers

Figura 1. Aplicaciones de los bacteriéfagos en seguridad alimentaria bajo el
lema One Health {12].



Por otra parte, a pesar de las diversas medidas adoptadas en las ultimas décadas, son todavia muy
preocupantes las cifras relativas a la incidencia a nivel mundial de las enfermedades infecciosas de
transmision alimentaria. En una primera estimacién, la OMS reporté que, debido a la ingesta de alimentos
no seguros, aproximadamente 600 millones de personas sufrieron en el afio 2010 enfermedades de
transmisidn alimentaria graves que requirieron hospitalizacion; de ellas 420.000 fallecieron y globalmente
se perdieron 33 millones de afios de vida saludable. En dicho estudio se incluyeron 31 agentes de riesgo:
once agentes infecciosos causantes de diarrea y siete invasivos, asi como diez helmintos y 3 compuestos
quimicos y toxinas [13]. En la Figura 2 se muestran las principales bacterias responsables de la mayoria de
enfermedades infecciosas de transmision alimentaria en diferentes dmbitos del proceso de produccion
de alimentos
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Figura 2. Bacterias de interés para su biocontrol en seguridad alimentaria,
aguas residuales y biorremediacion [14].

Como se muestra en la Figura 3, referida a produccion aviar y alimentos derivados, se pueden desarrollar
productos basados en bacteriéfagos que pertenezcan a diferentes tipologias de productos y que se
apliquen en sentido amplio en terapia féagica, biocontrol de alimentos y desinfeccién. Asi, se pueden
utilizar para reducir o eliminar patégenos transmitidos por los alimentos a diferentes niveles: i)
administracién oral al ganado , para evitar o disminuir la colonizacién de patégenos de sus tractos
intestinales; ii) aplicacion directa sobre las superficies y el entorno de las instalaciones de produccion
ganadera iii) por su adicién a alimentos crudos y listos para comer; iv) aplicacién directa sobre las
superficies y el entorno de las instalaciones de procesamiento de alimentos, e incluso v) mediante su
integracién en materiales de envasado de alimentos.
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Figura 3. Aplicaciones de los bacteriofagos en la industria aviar [15].



En la Unién Europea (UE), la aprobacion reglamentaria para la produccién y aplicacién comercial de
productos fagicos tanto de terapia fadgica como de biocontrol de alimentos depende de la European Food
Safety Authority (EFA), mientras que para su uso en desinfeccion la entidad reguladora es la European
Chemicals Agency (ECHA). En Estados Unidos de América (EE.UU.), la agencia encargada de la aprobacion
de este tipo de productos en sus diversos usos es la Food and Drug Administration (FDA). Actuatmente la
FDA ha asignado a los bacteriofagos la categoria de GRAS (Generally Recognized As Safe) si se demuestra
que cumplen ciertas caracteristicas, mientras de la EFSA no los ha incluido en su lista QPS (Qualified
Presumption of Safety). La principal diferencia entre los conceptos GRAS y QPS es que el primero
generalmente se limita a una aplicacidn especifica mientras que la categoria QPS se refiere a la seguridad
genérica de un microorganismo y abarca a todos o la mayor parte de sus usos. Por su parte, ECHA no
dispone de ninguna normativa para los bacteriofagos. En cualquier caso, ninguna de los organismos
reguladoras mencionados dispone de pautas y regulaciones definitivas para los bacteriéfagos, lo cual ha
significado un gran escollo a la hora de hacer que estos productos sean atractivos a los ojos de las
empresas y de los entes de financiacion. Ello ha dificultado mucho la realizacion de estudios “oficiales”
para demostrar la eficacia, seguridad y estabilidad de los bacteriéfagos y sus productos [16].

Hace mas de quince afios, nuestro grupo de investigacion inicié la linea de investigacién denominada
“Aplicaciones biotecnoldgicas de los bacteriofagos”, la cual ha contado siempre con financiacién publica
y competitiva. Nuestro grupo ha seguido el esquema experimental mostrado en la Figura 4 en el que se
definen las diferentes etapas de investigacidn y desarrollo. Dichas etapas comprenden desde la eleccién
del microorganismo diana hasta los ensayos a realizar con el producto producido a escala industrial para
poder solicitar su evaluacién a alguna de las agencias evaluadoras mencionadas anteriormente con la
finalidad de su comercializacion.

1. TARGET MICROORGANISM{S) 4, INDUSTRIAL PROPAGATION
AND EFFICACY

_' Culus ' CIDUD"’_ Gm.- 1
| Species g strains B jsolate

Scale-up propagation fo
industrial proclu:! 01

g E | ‘Highviver - High dote
b Igl%mumut aEdgk (edlency)
2. ISOLATION s Srability Via of administration

Hosts strain(s) Source
* Represehtativestraing | * Clinical samples
{tom collections * Envirenmental samples
= Target strains- ‘| * Industrral
samples/sewage

} 5. APPLICATION SR

|
B = Enrichment - Elnalaoh Comblinati
-

3.PHAGE CHARACTERIZATION

L= Mirulent or « Ganome sequencing
Aemperate = Lysogeniccyele genes 6. REG_ULATION STUDIES
:;1;:,;5:19: : - Virulme(ganu ’ ] .

el Founa Characterization 'Ii:i.xlcologlcll Salety and
* Propagation « Depolymearase coding genes T
PR + Eddohatleate toding genes | of the product studies efficacy

* Antibiofitm + Tansduction ability

Figura 4. 14D en la obtencién de un producto fagico [modificado de 17].

En nuestro caso, el microorganismo diana escogido fue Salmonella enterica, centrdndonos inicialmente
en dos serovariedades {S. Typhimurium y S. Enteritidis), y mas recientemente en 18 serovariedades de
esta especie. Se decidié que los productos fagicos a obtener debian serdn aditivos alimentarios para el
sector avicola, bioconservantes de alimentos para la industria carnica y desinfectantes para la
descontaminacién de superficies, las cuales incluyen desde granjas a industrias alimentarias (Figura 3).

El motivo de elegir a S. enterica como diana se debe a que, a pesar de las numerosas medidas de higiene
y control y de la regulacidon del uso de antibidticos en este sector productivo, que se han tomado en
diferentes paises, la salmonelosis producida por S. enterica no tifoidea ha sido y es la responsable de



muchas de las enfermedades de transmision alimentaria a nivel mundial. Asi. en el afio 2018, las dos
zoonosis mas cominmente reportadas en humanos en la UE fueron las gastroenteritis causadas por
Campylobacter y Salmonella con un total de 246.571 y 91.857 casos, respectivamente [18]. En este mismo
afio, la incidencia de infeccidn (por cada 100.000 habitantes) en los EE.UU. fue de 19,5 para
Campylobacter y 18,3 para Salmonella [19]. La causa en la mayoria de casos fue el consumo de productos
contaminados derivados de la avicultura. Muchos serotipos de S. enterica son patégenos que no producen
enfermedad en las aves. No obstante, algun serotipo de S. enterica como Gallinarum o Pullorum es
responsable de importantes infecciones en estos animales, causando significativas pérdidas econémicas
en el sector [20].

La eleccion del sector productivo (avicola) es clara ya que, como se ha indicado anteriormente, las
salmonelosis se deben sobre todo al consumo de productos contaminados derivados de la avicultura y
estos animales son el principal reservorio de Salmonella. Ademds, debe considerarse que la pablacién
mundial esta en continuo crecimiento y, en consecuencia, la produccién animal y en concreto la
produccién avicola ha sufrido una intensificacion, previéndose que se requeriré alrededor de 132 millones
de toneladas de carne de pollo en 2026 [21]. Dicha produccion serd factible si se adoptan estrategias que
permitan el control y prevencion de infecciones en dicho sector.

Siguiendo las etapas descritas en la Figura 4, en un primer proyecto nuestro grupo aislé una extensa
coleccién de bacteriofagos liticos contra Salmonella y, baséndose en estudios genémicos, de seguridad y
de eficacia, seleccioné tres de ellos para ser los componentes activos de un céctel fagico para uso en
biocontrol de alimentos. Dicho céctel estd integrado por los fagos indicados en la Figura 5, los cuales has
sido extensivamente estudiados por nosotros [22-28]. Este c6ctel fagico ha sido transferido a una empresa
extranjera, los fagos han sido patentados en la UE y en EE.UU. y, recientemente, les ha sido concedida la
categoria de GRAS por la FDA. La empresa propietaria del mencionado cdctel fagico esta realizando los
estudios necesarios para su aplicacién en la produccién de alimentos a gran escala.
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Figura 5. Componentes de un coctel fagico contra S. enterica

Mas recientemente nuestro grupo forma parte del consorcio europeo Phagovet, integrado por empresas
de distintos paises europeos. A este consorcio le ha sido concedido un proyecto Fast Track to Innovation
del programa Horizon 2020 de la UE, cuyo objetivo es la obtencién de productos basados en fagos para
su uso como biocida y como aditivo alimentario contra Sa/monella en produccidon avicola. En dicho
proyecto se ha partido de nuestra coleccion de fagos y de nuevos fagos aislados desde muestras de los
paises participantes. Se ha determinado el rango de hospedador de todos los fagos frente a una coleccién
de271 cepas bacterianas pertenecientes a 18 serovariedades de S. enterica, aisladas de diferentes paises
europeos. Se han seleccionado en una primera fase aquellos fagos con mayor rango de hospedador y
finalmente se han escogido 4 fagos capaces de lisar al 93% de todas las cepas estudiadas.

Dichos fagos han sido caracterizados seglin los pardmetros indicados en la etapa 3 de la Figura 4,
demostrandose que no se detecta capacidad de transduccién a nivel de laboratorio y que no contienen
genes conocidos implicados en un ciclo lisogénico ni de virulencia ni de resistencia a antibidticos. Para



poder comercializar el producto Phagovet en su uso como aditivo alimentario en produccion avicola,
actualmente se estd estudiando su propagacidn a nivel industrial para poder realizar los estudios de
seguridad y eficacia en granjas de animales requeridos por las agencias reguladoras y también los estudios
toxicoldgicos. Asimismo, se determinara la emergencia de resistencias a los fagos del coctel en dichos
estudios en granjas. Se espera disponer de un dosier sobre el producto Phagovet como aditivo alimentario
en produccion avicola para presentar a EFSA en el plazo de un afio aproximadamente.

Por lo que se refiere a la aplicacién de dicho preducto como biocida, segun el requerimiento de ECHA,
debe demostrarse su actividad bactericida contra Sa/monella segin la norma EN14885 para productos
antisépticos y desinfectantes. Para ello se siguieron las normativas para productos guimicos en
suspensiones liquidas (EN1656), superficies no porosas (EN14349) y superficies porosas (EN16437). Sin
embargo, debido a que dichas normativas estan desarrolladas para productos quimicos, fue necesario
modificar algunos parametros como temperatura y neutralizacién para poder detectar la actividad biocida
de los bacteriéfagos. Tras dichas modificaciones se ha demostrado que una concentracion de 1 x 10°
PFU/m! del producto Phagovet da lugar a una reduccién de 4,3 + 0,1 y 4,5 + 0,4 log!® CFU/mI de S.
Typhimurium en condiciones simuladas de baja y alta suciedad, respectivamente, en suspensidn liquida.
En superficies no porosas y con una concentracion de 1 x 10! PFU/ml, se obtuvo una reduccién de 3,6 +
0,1y 4,1+0,4 log! CFU/ml en condiciones de baja y alta suciedad, respectivamente. En cambio, en
superficies porosas la reduccion fue algo menor. Una vez determinada la eficacia del producto se han
comenzado los contactos con ECHA para someter el producto a su evaluacion.

Desde finales de los afios 80 del siglo pasado hasta la actualidad el nimero de grupos de investigacion
interesados en el uso de fagos en seguridad alimentaria ha ido aumentando [29]. No obstante, debido a
la politica existente en la UE ya comentada, actualmente no existen productos comerciales basados en
fagos para su uso en avicultura en los paises miembros de la UE (38). En cambio, paises no UE, como Rusia
y Ucrania, disponen de un producto comercial para su uso como aditivo en agua en el sector avicola [30].
Esta misma empresa ha realizado los estudios necesarios, mejorando el producto y ha solicitado a EFSA
su aprobacion [30].

Por lo que se refiere al uso comercial de biocidas en el biocontrol de alimentos tampoco hay todavia
ningun producto autorizado en la UE. No obstante, en octubre de 2019, y a requerimiento de Holanda, el
Tribunal Europeo de Justicia emitié una orden judicial que permite a las empresas alimentarias continuar
con el uso de fagos para prevenir la Listeria en todos los alimentos listos para consumir en ausencia de un
marco legal de la UE.

La situacién comentada en la UE contrasta con lo que ocurre en EE.UU., donde la FDA ha reconocido a
diferentes fagos como GRAS, contra Listeria, Salmonella y Escherichia coli basicamente, y permite su uso
comercial en la industria alimentaria aun cuando no en produccion avicola. No obstante, recientemente
el Departamento de Agricultura de los Estados Unidos {USDA) ha permitido la aplicacion de fagos al
ganado previamente a su sacrificio, si se cumple la directiva FSIS 7120.1 [31]. Otros paises como Israel,
Canada, Suiza, Australia y Nueva Zelanda estan adoptando estrategias similares. De forma similar a lo que
estd ocurriendo con el uso compasivo de terapias basadas en bacteriéfagos en humanos, a la espera de
que la Agencia Europea del Medicamento (EMA) desarrolle una legislacion especifica [32-33], los
bacteriéfagos podrian aplicarse en el ambito de la produccién animal para resolver problematicas
concretas evitando, de ese modo, el uso de antibidticos. De hecho, estrategias de este tipo se estan
utilizando en granjas avicolas en Espafia y Portugal con resultados prometedores.

Se pueden entender las reticencias expresadas por las diferentes agencias respecto la seguridad en la
produccion, aplicacion y efectividad de los fagos, pero la comunidad cientifica y las empresas, conscientes
de ello, trabajan desde hace tiempo en la implementacion de buenas practicas de fabricacion (GMP, Good
Manufacturing Practices) y en una profunda investigacion en la seleccidn de los fagos para asegurar su
seguridad. Esperemos que en un futuro proximo se acuerden regulaciones y normativas que permitan la
comercializacién de productos basados en fagos, contribuyéndose asi a mejorar la seguridad alimentaria
de los alimentos en su sentido mas amplio, ya que su uso supone una solucidon segura para el
medioambiente, los animales y los seres humanos.
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