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RESUMEN: La obtencién de alimentos sanos y seguros requiere de
técnicas de conservacion inocuas para el consumidor y para el me-
dio ambiente, entre las que se destaca la bioconservacion. A su ca-
talogo de compuestos naturales o microorganismos, utilizados de
forma habitual, la bioconservacién ha incorporado recientemente
los bacteridfagos (fagos) y las proteinas fagicas con actividad litica
(endolisinas). La utilizacion de fagos y endolisinas en el biocontrol
ofrece importantes ventajas frente a otros sistemas de conserva-
cion tradicionales. Entre dichas ventajas destacan su inocuidad,
especificidad y versatilidad. Por otra parte, la acuciante necesidad
de reducir el uso de antibidticos en la cadena alimentaria ha impul-
sado la investigacion basada en estos antimicrobianos con el fin de
aplicarlos en produccion primaria (terapia fagica). Sin embargo, y
a pesar de la gran eficacia ya demostrada en mdltiples sectores, la
falta de legislacion de la Unidn Europea sobre el uso de bacteriéfa-
gos junto con la necesidad de ser aceptados por los consumidores,
son factores que estan afectando negativamente a su implantaciéon
como bioconservantes. En este contexto, este articulo recoge los
ultimos resultados relacionados con este tipo de antimicrobianos
en la industria agro-alimentaria, y resume los puntos clave para
entender las posibilidades reales de su aplicacion ante los nuevos
requisitos asociados con una produccién sostenible tanto desde
una perspectiva econémica como ambiental.

PALABRAS CLAVE: bacteriéfago; endolisina; antimicrobiano;
resistencia antimicrobiana; bacteria patégena; sostenibilidad.
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ABSTRACT: The production of healthy and safe food requires
using preservation techniques that are harmless to consumers
and the environment, with biopreservation as a perfect
example. In addition to a long list of natural compounds and
microorganisms, bacteriophages (phages) and phage-lytic
proteins (endolysins) have recently been incorporated into the
biopreservation arsenal. The use of phages and endolysins in
biocontrol offers important advantages over other traditional
preservation techniques. For example, these antimicrobials
are harmless, target-specific and versatile. On the other hand,
the need to curtail antibiotic use along the food production
chain has promoted research initiatives with the ultimate aim
of applying these antimicrobials in primary production (phage
therapy). However, despite their demonstrated efficacy in
different sectors, the current legal vacuum in the EU and the
lack of information given to consumers are negatively affecting
their implementation as biopreservatives. In this context,
this chapter includes the latest results related to the use of
these antimicrobials in the agro-food sector and summarises
key points that will help to understand the real prospects for
their application, considering new requirements to move
towards sustainable production from both an economic and an
environmental perspective.
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antimicrobial resistance; pathogenic resistance; sustainability.
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INTRODUCCION

La sociedad actual se enfrenta a uno de los retos
mas importantes de su historia, el cual es propor-
cionar alimentos a una poblaciéon que se prevé que
alcance los 9.700 millones de personas en 2050. La
disponibilidad de una gran cantidad de alimentos que
satisfaga esta gran demanda se ve amenazada, entre
otros factores, por el impacto que su produccién pue-
de tener en el suelo, en el suministro de aguay en la
emision de gases que, sin duda, acelerarian el cambio
climatico. Estas circunstancias han contribuido enor-
memente a que la economia circular y sostenible se
encuentre actualmente entre los principales temas de
trabajo en la agenda de la Comision Europea (Food
2030, http://ec.europa.eu/research/bioeconomy/in-
dex.cfm?pg=policy&lib=food2030). En este contexto,
la optimizacion de recursos es esencial, asi como la
reduccién del impacto medioambiental que supone la
obtencion y el procesamiento de los alimentos.

A la propia dificultad de conseguir una produccion de
alimentos sostenible, se suman los efectos negativos
que la produccion intensiva de algunos productos esta
teniendo en el ambiente y en la salud humana. Asi, por
ejemplo, el uso indiscriminado de antibiéticos como
promotores del crecimiento en animales de granja ha
desencadenado un incremento alarmante de bacterias
patdgenas resistentes a antibidticos, las cuales repre-
sentan un alto riesgo para la salud humana por lo que
tienen una gran importancia clinica. Consecuentemen-
te, en el futuro préximo es imprescindible reemplazar
el uso de antibidticos en ganaderia por otro tipo de
antimicrobianos que eviten el incremento de bacterias
resistentes, siendo este uno de los principales objetivos
del Plan de Accion Global de Resistencia a Antibidticos
impulsado por la Organizacién Mundial de la Salud
(OMS) (https://www.who.int/antimicrobial-resistance/
global-action-plan/en/). De modo similar, es probable
que los desinfectantes utilizados por la industria ali-
mentaria que son vertidos al medioambiente hayan
contribuido también a la seleccidn de bacterias resis-
tentes a los antibioticos (Bore et al., 2007).

Este cambio progresivo en las politicas de control
de patdgenos que, a priori, conlleva una serie de ven-
tajas, debe garantizar también la calidad higiénico-
sanitaria de los alimentos de una manera igual de
estricta. A pesar de estos cambios, las enfermedades
transmitidas por los alimentos siguen siendo un gra-
ve problema a nivel mundial, con altas tasas de mor-
bilidad y mortalidad, y con un notable impacto en el
desarrollo socioecondmico de muchos paises. La OMS
estimé que en el aflo 2010 se produjeron 600 millones
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de casos de enfermedades de transmisidn alimentaria
y 420.000 muertes. Las causas mas frecuentes fueron
norovirus y Campylobacter spp., seguidas por Salmo-
nella enterica no tifoidea, Salmonella Typhi, Taenia so-
lium, el virus de la hepatitis A y las aflatoxinas (http://
www.who.int/foodsafety/areas_work/foodborne-
diseases/ferg/en/). En lo que respecta a Europa,
en el afio 2016 el ultimo informe de la EFSA recoge
4.786 brotes de intoxicaciones alimentarias, siendo
los agentes causantes mas frecuentes Campylobacter
spp. y Salmonella (EFSA and ECDC, 2017). En paises no
comunitarios la situacién es semejante, detectandose
solo en Estados Unidos 20.098 casos confirmados, con
4.598 hospitalizaciones y 77 fallecidos en 2015 (véase
Foodborne Diseases Active Surveillance Network).

Por otra parte, las demandas de los consumidores
en los paises desarrollados han cambiado radicalmen-
te en los Ultimos afios. La tendencia hacia una alimen-
tacion mas sana va acompafiada de una preferencia
por productos que contengan cada vez menos con-
servantes de sintesis quimica. Los nuevos modelos de
sociedad demandan, cada vez mds, productos recién
cosechados vy listos para el consumo. Finalmente, la
globalizacion de los mercados permite a los consu-
midores obtener una mayor variedad de productos,
que son exportados desde grandes distancias, lo que
necesariamente implica un nuevo enfoque en el pro-
cesado y conservacién de los alimentos.

Como contrapartida a los desafios que supone
mantener y mejorar la seguridad alimentaria, se ha
realizado un gran esfuerzo durante los ultimos afios
consistente en la introduccion de nuevas medidas de
control de los alimentos, pero también en un mejor
conocimiento de la microbiologia de los microorganis-
mos presentes en los mismos, y en el desarrollo de
técnicas cada vez mas sofisticadas de identificacion de
patdgenos. Por todo ello, las tecnologias tradicionales
de conservacion de alimentos estdn evolucionando
hacia otras nuevas que complementen a las actuales,
sobre todo en aquellos aspectos que las tecnologias
clasicas no pueden abordar, y ofreciendo al consumi-
dor un producto acorde a su demanda.

En este articulo presentamos el uso de productos
fagicos como una alternativa de conservacién factible
y complementaria a los sistemas actuales, que apro-
vecha las propiedades antimicrobianas que presentan
los bacteridfagos y las endolisinas, para aplicarlas en
alimentos y extender su vida util, y que tiene en cuen-
ta también su versatilidad para reducir la llegada de
bacterias patégenas a los mismos desde otros puntos
de la cadena alimentaria.
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LOS BACTERIOFAGOS

Los bacteriofagos son virus que infectan especifi-
camente a bacterias. Se trata de los microorganis-
mos mas abundantes del planeta (Briissow y Kut-
ter, 2005), por lo que se encuentran ampliamente
distribuidos en todos los ambientes, incluidos los
alimentos. Forman parte de todos los ecosistemas
naturales, donde ejercen un papel modulador de las
poblaciones bacterianas, y también se encuentran
presentes como parte de nuestra microbiota (Man-
rique, Dills y Young, 2017). Por lo tanto, los bacterié-
fagos son inocuos para los humanos, los animales y
las plantas.

Existe una gran diversidad de fagos que ya han sido
identificados hasta el momento y que se han clasifi-
cado en trece familias en funcién de la morfologia de
la particula viral y de la composicidon de su material
genético. La mayoria de los fagos pertenecen al orden
Caudovirales, y constan de cabeza icosaédrica y cola,
ambas formadas por proteinas. Su material genético
es una molécula de ADN de cadena doble. Dentro de
este orden se distinguen tres familias en funcion de la
morfologia de la cola: Myoviridae, con cola contractil,

Siphoviridae, con cola larga no contractil y Podoviri-
dae, con cola corta. Otros fagos presentan morfologia
cubica, filamentosa o pleomorfica y su material gené-
tico puede ser ADN o ARN de cadena sencilla o doble
(Ackermann, 2007).

La capacidad litica de los bacteriéfagos estd ligada
a la naturaleza de su ciclo de vida. En términos gene-
rales, los bacteriéfagos pueden clasificarse en funcion
de su ciclo de vida en fagos virulentos y atemperados.
Los primeros pueden realizar Unicamente un ciclo de
vida litico (véase figura 1), es decir, una vez que infec-
tan ala bacteria huésped, se multiplican dentro de ella
para dar lugar a una progenie viral que sera liberada al
exterior de la bacteria, en la mayoria de los casos, tras
la lisis de la misma. Los principales estadios dentro del
ciclo litico de un fago son: a) adsorcion del fago a la
superficie de la bacteria mediante el reconocimiento
de receptores especificos; b) inyeccion del material
genético al interior del citoplasma de la bacteria; c)
replicacion del genoma fagico dando lugar a multiples
copias; d) sintesis de las proteinas estructurales y en-
samblaje de las particulas virales; f) liberacién de la
progenie viral tras la lisis de la bacteria.

Figura 1. Representacion grafica de los ciclos de vida de un bacteriéfago de la familia Myoviridae en una bacteria
Gram positiva
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ADN de la bacteria
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El ciclo de vida litico llevado a cabo por los fagos virulentos tiene cinco etapas: 1) Adsorcion del fago a la bacteria. 2) Inyeccion del material
genético del fago en la bacteria. 3) Replicacion del material genético del fago en el interior de la bacteria. 4) Sintesis y ensamblaje de las
nuevas particulas fagicas. 5) Lisis bacteriana y liberacion de la progenie viral. Por otro lado, el ciclo de vida lisogénico llevado a cabo por los
fagos atemperados tiene dos pasos extra: 2’) tras la inyeccion del material genético del fago en el interior de la bacteria, este se integra en el
cromosoma bacteriano en forma de profago. 3’) La bacteria se divide dando lugar a dos bacterias con el profago insertado en su genoma. Un
estrés ambiental puede inducir la respuesta SOS activando la liberacién del profago y desencadenando el ciclo litico.

Fuente: elaboracién propia.
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Los fagos atemperados, por otro lado, tras infectar a la
bacteria huésped tienen la capacidad de realizar o bien
el ciclo de vida litico o el lisogénico (véase figura 1). En
este ultimo, el ADN del fago, una vez en el interior de la
bacteria, se integra en el genoma bacteriano mediante
una recombinacion sitio-especifica. Este estado de laten-
cia se conoce como lisogenia y el fago en este estado se
denomina profago, pudiendo de este modo replicarse al
mismo tiempo que el genoma de la bacteria y permane-
cer latente durante un tiempo indeterminado. Ademas,
las bacterias en estado lisogénico (liségenos) son inmu-
nes a la infeccion por fagos de la misma familia. Esto sig-
nifica que una parte de la poblacién bacteriana no sola-
mente no muere por la accion de estos fagos, sino que se
hace resistente a ellos. No obstante, este estado de liso-
genia puede revertir ante ciertas sefiales externas, como
por ejemplo aquellas que inducen la respuesta SOS. En
ese momento, el fago puede iniciar un ciclo de vida liti-
co, para lo cual escindird su genoma del de la bacteria e
iniciara la replicacién del mismo, continuando con el res-
to de fases del ciclo litico anteriormente descrito. Dado
que estos fagos pueden o no lisar a la bacteria cuando
la infectan, no son la mejor eleccidon cuando se quieren
aplicar como antimicrobianos.

LAS ENDOLISINAS

Son las proteinas fagicas encargadas de llevar a cabo
el ultimo paso del ciclo litico de los fagos no filamento-
sos, en el que tiene lugar la liberacidn de la progenie
viral. En fagos con ADN de doble cadena se sintetizan
dos proteinas: holina y endolisina. La primera tiene
afinidad por la membrana bacteriana, en la que se in-
serta haciendo poros, a través de los cuales pasara la
endolisina al espacio periplasmico, desde donde degra-
da el peptidoglicano de la pared celular. Esto ocasiona
que aumente la presidon osmoética en el interior de la
bacteria, lo que finalmente provoca la lisis de la misma
(véase figura 2). En algunos fagos las holinas forman
poros de pequefio tamafo que no permiten el paso
de las endolisinas, pero si de iones que cambian el po-
tencial de membrana y activan de este modo la accidn
de las mismas. En este caso, las endolisinas contienen
un péptido sefial que les permite salir al exterior de la
bacteria mediante los sistemas generales de secrecidn
(Catalao, Gil, Moniz-Pereira, Sao-Jose y Pimentel, 2013;
Sao-Jose, Parreira, Vieira y Santos, 2000).

La actividad enzimatica de las endolisinas consis-
te en la hidrdlisis del peptidoglicano que rodea a las

Figura 2. Representacion esquematica del sistema holina/endolisina encargado de la lisis desde dentro de una

bacteria Gram positiva

Holina i

ﬁ Endolisina

Membrana
bacteriana
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La holina y la endolisina se sintetizan durante la Ultima etapa del ciclo de vida litico. La holina se integra
en la membrana bacteriana formando un poro a través del cual pasard la endolisina y actuara degradando
el peptidoglicano. Esto desencadena el aumento de la presién osmética en el interior del citoplasma vy la
bacteria explota.

Fuente: elaboracion propia.
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bacterias, lo que provoca la aparicién de zonas de
desestabilizacion de la envuelta celular incapaces de
contener la presidon osmatica interna de la célula, que
finalmente se lisa. Dependiendo del tipo de enlace
quimico que hidrolicen, las endolisinas se dividen en
cinco tipos: N-acetilmuramoil-L-alanina amidasa, en-
dopeptidasa, N-acetil-R-D-glucosaminidasa, N-acetil-
R-D-muramidasa y transglicosilasa.

La estructura de las endolisinas varia entre aquellas
codificadas por fagos que infectan a bacterias Gram
positivas y las codificadas por fagos que infectan a
Gram negativas. Estas ultimas son casi siempre pro-
teinas globulares con un solo dominio catalitico. Por
el contrario, las endolisinas codificadas por fagos que
infectan bacterias Gram positivas tienen una estruc-
tura modular compuesta de, al menos, dos dominios
funcionales (Fischetti, 2008; Schmelcher, Donovan y
Loessner, 2012). Generalmente la actividad catalitica
se sitla en el extremo amino-terminal, mientras que
el extremo carboxi-terminal alberga un dominio de
unién a la pared celular (cell wall binding domain o
CBD) que confiere especificidad al enzima y lo man-
tiene unido a la pared, evitando la lisis de otras bacte-
rias. La mayoria de las endolisinas tienen un espectro
de accion limitado a la especie infectada por el fago
que las sintetiza, aunque algunas son especificas de
género. Las endolisinas codificadas por fagos que in-
fectan a bacterias Gram positivas tienen la capacidad
de degradar el peptidoglicano cuando se afiaden des-
de el exterior de la bacteria (lisis desde fuera), actuan-
do como agentes antibacterianos (Loessner, 2005).

VENTAJAS DE LA UTILIZACION DE BACTERIOFAGOS Y
ENDOLISINAS COMO ANTIMICROBIANOS

La necesidad de encontrar alternativas a los siste-
mas habituales de eliminacién de patdogenos esta im-
pulsada por el alarmante aumento de las bacterias re-
sistentes a los antibidticos en ambientes clinicos. Si a
esto sumamos el bajo nimero de nuevos antibidticos
descubiertos en los Ultimos afios, no es de extrafiar
que los fagos y las endolisinas estén siendo objeto de
estudio de multiples laboratorios y empresas (Kutter,
Kuhly Abedon, 2015).

En realidad, la utilizacién de bacteriéfagos como
antimicrobianos (también llamada terapia fdgica) es
una practica que se inicid poco después de su descu-
brimiento. A principios del siglo XX, Frederick Twort
observd una sustancia con capacidad bacteriolitica,
siendo Félix d’Herelle quien poco mds tarde identifi-
co que se trataba de un virus al que denomind bac-
teriéfago. Ya en aquella época se usaron los fagos en
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el tratamiento de enfermedades infecciosas, y desde
entonces los fagos han sido utilizados en los paises
de Europa del Este como terapia alternativa a los an-
tibidticos (Sulakvelidze y Kutter, 2005). El hecho de
que los bacteriofagos sean capaces de infectar y lisar
bacterias resistentes a los antibidticos con la misma
eficiencia que lisan bacterias sensibles a los mismos
ha propiciado un resurgir de la terapia fagica (Kutter
et al., 2010). Aparte de su aplicacién en el tratamien-
to de enfermedades infecciosas en humanos, los bac-
teriéfagos también se estan ensayando en multitud
de aplicaciones porque, dadas sus caracteristicas, se
postula que son menos perjudiciales que otro tipo de
sustancias biocidas.

En el caso de las endolisinas, el descubrimiento de
su enorme potencial vino asociado al estudio de sus
propiedades enzimaticas (Fischetti, 2008). Asi, por
ejemplo, la exposicidn repetida de bacterias a endo-
lisinas no da lugar a la aparicién de bacterias resisten-
tes a las mismas (Rodriguez-Rubio, Martinez, Rodri-
guez et al., 2013; Schuch, Nelson y Fischetti, 2002).
Por otra parte, la estructura modular permite el di-
sefio de nuevas proteinas con actividades mejoradas
(Lépez, Garcia, Garcia y Garcia, 1997). No obstante, el
principal inconveniente de las endolisinas es su falta
de actividad frente a bacterias Gram negativas, ya que
la membrana externa de las mismas impide el contac-
to entre la proteina y su sustrato (el peptidoglicano).
Este problema ya se ha solventado con el disefio de
proteinas quimera que contienen un dominio de na-
turaleza catidnica, capaz de transportar la proteina a
través de la membrana externa hasta el peptidoglica-
no. A estas proteinas se las ha denominado Artilisinas
(Briers y Lavigne, 2015).

Con vistas a la aplicacién de bacteriéfagos y endolisi-
nas como antimicrobianos, es preciso analizar sus ven-
tajas e inconvenientes, comparandolos con otro tipo de
biocidas o antibidticos. Entre las ventajas cabe sefialar:

i) Laespecificidad de los fagos permite una elimina-
cidn selectiva de las bacterias patégenas mientras
que el resto de la microbiota permanece intacta.
En el caso de las endolisinas, la especificidad sue-
le estar restringida al género, es decir, son activas
frente a todas las especies del género bacteriano
al cual infecta el fago que la codifica. Sin embargo,
la efectividad suele ser mucho mayor frente a la
especie a la que infecta el fago, y notablemente
menor frente al resto de las especies.

ii) La capacidad de auto-replicaciéon de los fagos im-
plica un aumento exponencial en su nimero tras

https://doi.org/10.3989/arbor.2020.795n1008
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un proceso de infeccidn, multiplicdndose asi tam-
bién su eficacia.

iii) Tanto bacteriéfagos como endolisinas son igual-
mente efectivos frente a bacterias sensibles y re-
sistentes a los antibidticos. Por ello, constituyen
un prometedor sistema de eliminacién de bacte-
rias resistentes a antibioticos que puedan estar
presentes en el entorno alimentario.

iv) La actividad antibiofilm de los bacteriéfagos y las
endolisinas constituye una ventaja a la hora de
erradicar estas complejas estructuras microbianas.

v) El uso de bacteriéfagos es seguro, ya que hay es-
tudios realizados en personas voluntarias que in-
girieron fagos, sin que fuesen detectados efectos
adversos (Bruttin y Brussow, 2005).

vi) No alteran las caracteristicas organolépticas de
los alimentos, un requisito muy importante a la
hora de ser utilizados como bioconservantes.

Entre las desventajas cabe sefialar:

i) Los bacteriéfagos pueden ser portadores o
transferir genes de virulencia a las bacterias a
las cuales infectan. Se precisa, por lo tanto, una
caracterizacion completa previa a su aplicacion
(secuenciacion del genoma completo, identifi-
cacion de los genes, estudio de la capacidad de
transduccion). Ademas, se desaconseja el uso de
fagos atemperados, ya que pueden integrarse en
el cromosoma bacteriano sin llegar a matar a la
bacteria huésped.

ii) Los bacteriéfagos tienen un rango de huésped
limitado, lo que implica que, en ocasiones, sea
necesario utilizar mezclas de fagos para poder eli-
minar el mayor numero posible de cepas distintas
de un determinado patégeno.

iii) Las bacterias tienen la capacidad de hacerse resis-
tentes a los bacteriéfagos de manera espontanea.
Por ello, se requiere siempre el uso de mezclas
de fagos de distintas familias, lo que hace virtual-
mente imposible que una Unica bacteria adquiera
resistencia a todos ellos.

iv) Las condiciones fisico-quimicas del alimento
o del ambiente en el que se procesa, pueden
inactivar a bacteriéfagos y endolisinas, o bien
reducir su actividad, siendo pues necesario
determinar las condiciones idéneas para cada
aplicacion con objeto de garantizar los mejores
resultados (Bigwood, Hudson, Billington, Carey-
Smith y Heinemann, 2008).
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APLICACIONES DE LOS BACTERIOFAGOS Y ENDOLISI-
NAS EN LA CADENA ALIMENTARIA

La cadena alimentaria (“de la granja a la mesa”) debe
ser considerada desde una perspectiva global, ya que
los microorganismos patdgenos (u otro tipo de sustan-
cias perjudiciales para el consumidor) que entran en
cualquiera de los eslabones de la cadena pueden lle-
gar al producto final si no se dispone de los sistemas
de deteccidn y eliminacién adecuados. Por otra parte,
la aplicacion de medidas de eliminacién de patégenos
debe realizarse de acuerdo con los requerimientos ne-
cesarios en cada uno de los eslabones de la cadena,
teniendo en cuenta las limitaciones legales que existen
actualmente respecto al uso de antimicrobianos.

En este contexto, existe abundante bibliografia so-
bre el estudio de bacteriéfagos y endolisinas como
agentes de control de bacterias patdgenas que po-
nen en riesgo la seguridad alimentaria tales como
Salmonella, Escherichia coli, Staphylococcus aureus, y
Campylobacter. Cabe sefialar, no obstante, que este
campo de estudio es relativamente reciente, por lo
que existen multitud de evidencias de su efectividad
a escala de laboratorio, pero solo algunos productos
fagicos estan disponibles comercialmente (Hagens
y Loessner, 2010; Moye, Woolston y Sulakvelidze,
2018). Los estudios realizados hasta ahora abarcan to-
dos los eslabones de la cadena de produccion del ali-
mento, desde la produccion primaria hasta el produc-
to final (véase la figura 3). Ademas, abordan no solo
la utilizacién de bacteridfagos como antimicrobianos,
sino también la deteccion de bacterias patégenas en
los alimentos.

a) Reduccion de la carga microbiana en animales de
granja. El objetivo es disminuir el nUmero de bac-
terias zoonodticas en el animal inmediatamente
antes de su sacrificio. Generalmente se eliminan
bacterias del tracto gastrointestinal, para evitar su
transferencia a la carne y a los productos deriva-
dos, pero también a los huevos, la leche, etc. La
mayoria de los trabajos se han realizado con bacte-
riéfagos frente a patégenos tales como Salmonella,
Campylobacter y Escherichia coli 0157:H7 en ani-
males de granja (pollos, cerdos, terneros y corde-
ros) (véase la figura 3). En la mayoria de los casos
se obtuvieron resultados satisfactorios después de
la administracién oral de mezclas de fagos, con una
disminucién importante de la carga bacteriana, lo
que reduce la probabilidad de futura contamina-
cién (revisado recientemente por Carvalho, Costa,
Silva y Oliveira, 2017). Para evitar la proliferacién
de bacterias patogenas en pollos existen dos pro-
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ductos comerciales en Estados Unidos, uno para
eliminar Salmonella (PLSV-1™) y otro para eliminar
Clostridium perfringens (INT-401™) (http://www.
intralytix.com/index.php?page=vet). Reciente-
mente otros dos productos (Coli-Pro y Salmo-Pro)
han sido aprobados por la Food and Drug Adminis-
tration (FDA) para administrar a ganado porcino y
a aves, respectivamente, evitando asi infecciones
por estas bacterias, lo que al mismo tiempo permi-
tird reducir el uso de antibidticos en este sector.

Ademas, al igual que los fagos, las endolisinas tienen
aplicacion como antimicrobianos en produccion pri-
maria, tanto en profilaxis como para el tratamiento
de enfermedades infecciosas. Asi, por ejemplo, se
han obtenido vacas transgénicas que expresan una
endolisina activa frente a Staphylococcus aureus, lo

b)

gue reduce el riesgo de mastitis y previene la con-
taminacion de la leche por este microorganismo
(Donovan, Lardeo y Foster-Frey, 2006). Mas recien-
temente se han obtenido resultados prometedores,
aunque preliminares, con la endolisina Trx-SA1. La
administracion de la proteina (20 mg. por dia) en
vacas con mastitis subclinica causada por Staphylo-
coccus aureus es efectiva en la curacién de la enfer-
medad (Fan et al., 2016). Ademas, otra endolisina,
activa frente a Streptococcus uberis, no provoca res-
puesta citotdxica cuando se administra en dosis de
hasta 50 pg. (Scholte et al., 2018).

Descontaminacion de alimentos. Algunos de los
sistemas actuales de higienizacién de los ali-
mentos estan basados en altas temperaturas,
lo que impide su aplicacion en ciertos alimentos

Figura 3. Principales aplicaciones y ejemplos de bacteriéfagos comerciales y endolisinas que se pueden aplicar
frente a bacterias patdgenas a lo largo de la cadena alimentaria
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no procesados (carcasas de animales y produc-
tos crudos como frutas y verduras). Por ello, se
requieren sistemas de desinfeccion especificos
gue no alteren sus propiedades organolépticas
y que a la vez sean eficaces, ya que algunos de
estos productos van a ser consumidos directa-
mente. Los principales patégenos para los que
se han utilizado bacteriéfagos como desconta-
minantes son los siguientes: Listeria monocyto-
genes, Salmonella, Campylobacter, Shigella y
Escherichia coli 0157:H7. Las mezclas de fagos
se aplicaron sobre alimentos contaminados (to-
mate, brocoli, espinaca, lechuga, etc.) donde
redujeron la carga de bacterias patdgenas. Los
productos comerciales EcoShield™ (anterior-
mente ECP-100), ListShield™ (anteriormente
LMP-102), SalmoFresh™, ShigActive™ disefiados
frente a Escherichia coli, Listeria monocytoge-
nes, Salmonella y Shigella, respectivamente,
han confirmado su eficacia en este tipo de apli-
caciones (revisado por Moye et al., 2018).

Desinfeccion de superficies industriales. Las su-
perficies en contacto con los alimentos durante
su procesamiento pueden ser una fuente de con-
taminacidn por bacterias patdgenas. Esto puede
deberse a la presencia de estructuras bacterianas
(biofilms o biopeliculas) sobre dichas superficies,
que dificultan la limpieza y desinfeccion de las
mismas. Estas agrupaciones de bacterias, unidas
por una matriz extracelular que ellas mismas pro-
ducen, son extraordinariamente resistentes a los
agentes antimicrobianos utilizados convencio-
nalmente para su eliminacién. Estudios recien-
tes muestran la eficacia de fagos y endolisinas
para eliminar biofilms formados sobre diversos
materiales por distintas bacterias como Listeria
monocytogenes, Escherichia coli 0157:H7 y Sta-
phylococcus aureus (Gutiérrez, Rodriguez-Rubio,
Martinez, Rodriguez y Garcia, 2016). Con este
fin, estan disponibles varios productos fagicos
comerciales. Cabe sefialar, por ejemplo, el pro-
ducto Finalyse™, compuesto por una mezcla de
fagos frente a Escherichia coli 0157:H7 y otras
Escherichia coli (STEC) productoras de la toxina
Shiga, que se comercializa como desinfectan-
te para instalaciones de ganado vacuno (http://
www.passportfoodsafety.com/finalyse).

Las endolisinas también pueden tener aplicacion
como desinfectantes en el entorno de la industria
alimentaria, ya que han demostrado su eficacia
en la eliminacién de biofilms de diversos pato-
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genos en ensayos de laboratorio. Los fagos y las
endolisinas comparten, ademas, la ventaja frente
a los desinfectantes cldsicos de evitar los efectos
toxicos que el vertido de este tipo de sustancias
guimicas ocasiona en el ambiente.

Aumento de la vida util de los alimentos. Con obje-
to de inhibir el desarrollo de bacterias patogenas
en el alimento procesado, los fagos y sus enzimas
liticos serian utilizados como bioconservantes. Se
ha comprobado que los bacteriéfagos son capa-
ces de impedir el desarrollo de patdgenos tales
como Staphylococcus aureus, Listeria monocyto-
genes, Campylobacter, Salmonella, Escherichia
coli o Enterobacter sakazakii en leche, queso, car-
nes y varios alimentos listos para comer (revisado
por Endersen et al., 2014). Tal es su eficacia, que
ya han sido aprobados (por la FDA) varios produc-
tos para su uso como conservantes de alimentos,
entre los que cabe citar PhageGuard S™, Phage-
Guard Listex™ (https://www.phageguard.com/),
EcoShield™, ListShield™.

En lo que respecta a la aplicacidn de endolisinas
como conservantes, se han llevado a cabo varios
trabajos con resultados interesantes. Por ejem-
plo, la endolisina LysH5 muestra una gran activi-
dad frente a Staphylococcus aureus en productos
lacteos (Obeso, Martinez, Rodriguez y Garcia,
2008), asi como la proteina litica recombinante
derivada del mismo fago (CHAP-SH3b), (Rodri-
guez-Rubio, Martinez, Donovan et al., 2013).
Ademas, la sinergia de la endolisina PlyP100 con
otros bioconservantes, como la nisina (E-234)
permite la eliminacién de Listeria. monocytoge-
nes en queso fresco (Ibarra-Sanchez, Van Tassell
y Miller, 2018). Este tipo de proteinas se pueden
combinar incluso con altas presiones (Misiou,
van Nassau, Lenz y Vogel, 2018).

Debido a su alta especificidad, las endolisinas se
han utilizado también en alimentos fermentados,
sin que la presencia de estos antimicrobianos in-
terfiera en los cultivos iniciadores. Un ejemplo
es el uso de cultivos iniciadores protectores, en
el que las endolisinas son secretadas por Lacto-
coccus lactis para evitar la contaminacion por
Staphylococcus aureus y por Listeria monocyto-
genes (Gaeng, Scherer, Neve y Loessner, 2000;
Rodriguez-Rubio, Gutiérrez, Martinez, Rodriguez
y Garcia, 2012).

Deteccion de bacterias patdgenas. La especifici-
dad de los fagos por la bacteria huésped ha per-
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mitido desarrollar sistemas de deteccion de paté-
genos muy eficaces desde hace tiempo. No obs-
tante, estos sistemas han sufrido recientemente
un enorme impulso mediante su utilizacién como
biosensores, capaces de detectar a la bacteria
cuando se encuentra incluso en una concentra-
cién muy baja y en un periodo de tiempo corto
(revisado por Richter, Janczuk-Richter, Niedziolka-
Jonsson, Paczesny y Holyst, 2018).

Estos biosensores utilizan también endolisinas, en
concreto el motivo de unidn a sustrato CBD que,
ademads de especificidad, muestra una alta afi-
nidad por el peptidoglicano de la bacteria hués-
ped del fago del cual deriva la endolisina. Asi,
por ejemplo, es posible detectar un numero bajo
de células de Listeria monocytogenes (100 CFU)
a partir de un alimento y en poco tiempo (Kret-
zer, Schmelcher y Loessner, 2018). Otro ejemplo
destacable es la deteccidn de las cepas de Clos-
tridium asociadas a la hinchazon tardia del queso
(Gomez-Torres et al., 2018), que incluso permite
seguir la evolucion de Clostridium tyrobutyricum
durante la maduracién del queso (Gémez-Torres,
Avila, Narbad, Mayer y Garde, 2019).

PERSPECTIVAS DE FUTURO

Los estudios realizados hasta el momento con bac-
teridfagos y endolisinas claramente demuestran su
potencial para mejorar la seguridad de los alimentos.
Al mismo tiempo, su contribucién a la disminucién
del uso de antibidticos y desinfectantes, que ponen
en peligro la sostenibilidad de los sistemas de pro-
duccion de alimentos, es también una importante
ventaja que hay que tener en cuenta. Sin embargo, la
implantacion final de estos nuevos sistemas de con-
servacion y de desinfeccion va a estar condicionada
por aspectos relacionados no solo con su eficiencia
en las diferentes aplicaciones, sino también con la
aprobacion por parte de las autoridades correspon-
dientes, lo que en la Unidn Europea no resulta facil,
a diferencia de lo que ocurre en Estados Unidos, por
poner un ejemplo concreto.

Por ello, y de cara al futuro inmediato, es preciso
reforzar ciertos aspectos como el mejor conocimiento
de los efectos que un uso intensivo de estos antimi-
crobianos podria llegar a tener, en el caso de la gana-
deria, si llegan a utilizarse como productos sanitarios.

En lo que se refiere a la investigacion, es imprescin-
dible realizar un estudio exhaustivo de la biologia de
los bacteriéfagos que vayan a ser utilizados en este
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sector. Esto incluye la secuenciacion de los genomas,
a fin de descartar la presencia de genes de virulencia
que pudieran ser transferidos a la poblacién bacte-
riana. Otro dato que se debe tener en cuenta es la
naturaleza de los fagos, ya que es preferible utilizar fa-
gos virulentos que fagos atemperados. Asimismo, han
de evitarse fagos capaces de llevar a cabo procesos
de transduccién generalizada que pudieran dispersar
genes de virulencia o de resistencia a antibioticos.
Ademas, es necesario optimizar adecuadamente los
procesos de propagacion y purificacién a gran escala
de los bacteriéfagos, a fin de rentabilizar su uso. En
situacion similar se encuentran las endolisinas, ya que
el escalado de la produccion y purificacion de las mis-
mas es uno de los principales inconvenientes de cara
a su utilizacién futura.

La aprobacion del uso de bacteriéfagos y endolisi-
nas por parte de las autoridades de la Unién Europea
va a depender en gran medida de la existencia de es-
tudios que avalen no solo su eficacia, sino también
su inocuidad. En este sentido, es necesario realizar
estudios sobre los efectos del consumo de estos pro-
ductos en la microbiota intestinal, asi como analisis de
citotoxicidad e inmunogenicidad. Hasta ahora no se
han descrito efectos adversos tras la administracion
oral de fagos (Bruttin y Brussow, 2005; Sarker et al.,
2012). Sin embargo, no existen datos respecto a la ad-
ministracion de endolisinas. El hecho de que existan
varios productos comerciales junto con el gran nime-
ro de empresas biotecnoldgicas dedicadas al desarro-
llo de productos fagicos con aplicaciones diversas en
distintos paises permite ser optimistas respecto a la
aprobacidn por la Unién Europea de este tipo de anti-
microbianos en un futuro préximo.

Finalmente, la aceptacién por parte de las em-
presas del sector agroalimentario depende de una
serie factores técnicos entre los que cabe sefialar la
identificacion de los métodos de aplicacion dptimos,
la incorporacion de estos nuevos tratamientos a los
puntos criticos de control (APPCC), la obtencién de
preparaciones de bacteriéfagos altamente concen-
tradas para mejorar su eficacia. También depende en
gran medida de otros problemas no técnicos, como
por ejemplo la evaluacion de la eficacia del trata-
miento con fagos en relacion al coste de fabricacion
del alimento y a la aceptacion por parte del consumi-
dor (Sulakvelidze, 2013).

Con respecto a la aceptacién del consumidor, es
posible que el uso de endolisinas pueda ser mas fa-
cilmente aceptado, particularmente en bioconserva-
cién. A pesar de ello, la aceptacidn pasa por garantizar
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la inactivacion de los fagos (que son percibidos como
perjudiciales) a lo largo del proceso de fabricacién del
alimento, de manera que no lleguen al consumidor.
Esto seria factible siempre y cuando esta eliminacion
no implique un incremento excesivo del coste del ali-
mento, que necesariamente repercutiria en el precio

pagado por el consumidor.
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