Infectologia al Dia

Universidad de Chile.

Facultad de Ciencias Veterinarias

y Pecuarias Laboratorio de
Bacteriologfa (DJ, NG, CB).
Programa de Doctorado en

Nutricion y Alimentos, Universidad

de Chile (DJ).

Programa de Doctorado en Ciencias
Silvoagropecuarias y Veterinarias,

Universidad de Chile (NG).

Los autores declaran no
tener conflictos de interés.

Financiamiento: Proyecto Fondecyt

N° 1110038.

Recibido: 8 de enero de 2015

Aceptado: 9 de septiembre de 2015

678

Correspondencia a:
Consuelo Borie Polanco
cborie@uchile.cl

www.sochinf.cl

El desafio de controlar las enfermedades transmitidas
por alimentos: bacteriofagos como una nueva
herramienta biotecnologica

Denisse Jorquera, Nicolds Galarce y Consuelo Borie

The challenge of controlling foodborne diseases: bacteriophages as a new
biotechnological tool

Foodborne diseases are an increasing public health issue, in which bacterial pathogens have a transcendental
role. To face this situation, the food industry has implemented several control strategies, using in the last decade
some biotechnological tools, such as direct application of bacteriophages on food, to effectively control bacte-
rial pathogens. Their bactericidal and safe properties to humans and animals have been widely described in the
literature, being nowadays some bacteriophage-based products commercially available. Despite this, there are so
many factors that can interfere in their biocontrol effectiveness on food, therefore is essential to consider these
factors before their application. Thus, the optimal bacterial reduction will be achieved, which would produce a
safer food. This review discusses some factors to consider in the use of bacteriophages as biocontrol agents of
foodborne pathogens, including historical background, taxonomy and biological description of bacteriophages,
and also advantages, disadvantages, and considerations of food applications.
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a inocuidad alimentaria, definida como “la ga-
Lrantia de que los alimentos no causaran dafio al

consumidor cuando se preparen y/o consuman
de acuerdo con el uso al que se destinan™', es un tema
complejo que posee un impacto en todos los segmentos
de la sociedad, abarcando consumidores, gobierno, in-
dustria alimentaria y la academia. Aunque los esfuerzos
se han centrado en aumentar la produccion de alimentos
sanos y seguros, utilizando nuevas tecnologias, buenas
practicas de manufactura, control de calidad y medidas
de higiene y seguridad, tales como la implementacion del
analisis de riesgo y puntos criticos de control (HACCP),
las enfermedades transmitidas por alimentos (ETA) siguen
siendo responsables de altos niveles de morbilidad y en
algunos casos de mortalidad, tanto en paises desarrolla-
dos como en aquellos en vias de desarrollo, generando
cuantiosas pérdidas para la salud ptblica, la salud animal
y la industria alimentaria®*. Se han descrito alrededor de
250 agentes causantes de ETA, entre los que se incluyen
agentes quimicos, fisicos y bioldgicos, siendo los agentes
bioldgicos de origen bacteriano, particularmente Salmo-
nella spp., Listeria monocytogenes, Campylobacter spp.,
Shigella spp. y Escherichia coli O157:H7 los mayormente
involucrados en brotes*®. La globalizacion del mercado, la
introduccion de nuevos productos y procesos de fabrica-
cion, junto a la creciente demanda por alimentos listos

para el consumo, requieren por lo general, de una cadena
de produccion mas larga y compleja, lo que aumenta el
riesgo de contaminacion microbioldgica.

La magnitud global de las ETA es mayoritariamente
desconocida, existiendo en muchos paises solo estimacio-
nes de su impacto. Asi, durante el afio 2012, en E.U.A.
se notificaron 831 brotes de ETA, resultando en 14.972
personas afectadas, 794 hospitalizaciones y 23 muertos.
El agente etioldgico fue confirmado en 69% de los brotes,
siendo Salmonella spp., responsable de 26% de ellos,
donde el serotipo Enteritidis fue el principal involucrado
(26%). En menor medida se identifico a Campylobacter
spp., E. coli shiga-toxigénica (ECST), Clostridium
perfringens, Vibrio parahaemolyticus, C. botulinum, L.
monocytogenes 'y Staphylococcus aureus. Cabe destacar
que los datos sefialan un sostenido aumento de los brotes
producidos por Campylobacter spp’. De acuerdo a los
ultimos datos oficiales disponibles, en la Union Europea,
se registraron 5.648 brotes de ETA durante el afio 2011,
resultando en 69.553 casos, 7.125 hospitalizados y 93
muertos®. La mayoria de los reportes fueron producto de
Salmonella spp., seguido por Campylobacter y algunos
virus; sin embargo, los brotes que afectaron a un mayor
numero de personas estuvieron asociados a ECST®.

Por otra parte, en Chile los brotes de ETA han aumen-
tado, desde 581 brotes el afio 2005, hasta 1.164 brotes
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notificados en el afo 2013, con 7.841 casos’. Del total de
los brotes notificados en el afio 2013, en 10% de ellos se
logro identificar el agente causal, siendo Salmonella spp.,
el responsable de 54%, seguido por V. parahaemolyticus
(27%)°. Hasta el 25 de noviembre de 2014 se notificaron
850 brotes de ETA, con 1,3% de hospitalizaciones y un
fallecido. El 85,2% de los brotes con agentes identificados
(7%) correspondi6 a Salmonella spp., seguido lejanamen-
te por V. parahaemolyticus (3,3%), E. coli diarreogénica
(3,3%), Campylobacter spp. (3,3%), Vibrio spp. (1,6%),
Shigella spp. (1,6%) y rotavirus (1,6%)'°. Los alimentos
involucrados en los brotes del afio 2013 correspondieron
en primer lugar a comidas y platos preparados (40%),
seguidos de pescado y productos de la pesca (32%) y
huevos y ovo-productos (10%)°.

A pesar de la existencia de diversas tecnologias que
son empleadas para disminuir la carga de patdgenos
bacterianos en alimentos, éstas no son infalibles. En frutas
y vegetales, por ejemplo, las dos técnicas mas utilizadas
para limitar el crecimiento de bacterias, son el lavado con
aguay el lavado con soluciones quimicas antibacterianas,
sin someter el alimento a tratamiento posterior alguno
antes de su consumo. Si bien estas medidas son efectivas,
el uso indiscriminado de quimicos ha estimulado el desa-
rrollo de resistencia bacteriana, disminuyendo por ende
su eficacia''2. Por otro lado, en carnes y subproductos
carnicos la medida de control bacteriano mas empleada
es la aplicacion de un tratamiento térmico previo al
consumo. Si bien esta es una medida efectiva cuando
se aplica en forma apropiada, la incorrecta coccion o el
contacto posterior al tratamiento con alimentos crudos
contaminados, potencialmente podria re-contaminar
ese producto, siendo factible que sea el responsable de
una ETA. Es bien sabido que la mayoria de las ETA se
producen en el hogar; por lo tanto, continuamente se
buscan nuevas formas de control que logren cumplir con
los estandares sanitarios exigidos, facilidad de uso, que
sean efectivos, seguros, economicos y que tengan un
minimo impacto sobre las propiedades nutricionales y
organolépticas de los productos alimenticios'.

Una herramienta de creciente interés en la industria
alimentaria corresponde al uso de bacterioéfagos, también
conocidos como fagos, que corresponden a virus cuyo
hospedero especifico son las bacterias. Si bien fueron
descritos por primera vez en 1915 por Frederick Twort y
posteriormente, en 1917, por Félix d’Herelle, quien les
dio el nombre de bacteriofagos por su capacidad de lisar
bacterias, los primeros estudios relativos al uso de estos
agentes para reducir patdgenos bacterianos en alimentos
comenzé aproximadamente en el afio 2001'*!%. Son los
entes biologicos mas abundantes de la tierra, ocupando
practicamente todos los nichos ecoldgicos donde poseen
un rol determinante en el balance de los ecosistemas bacte-
rianos'*'7. Asi, por medio de estimaciones cuantitativas de
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epifluorescencia, se determind que cada mililitro de agua
de mar contiene millones de estas particulas y, mas atin, la
abundancia es aun mayor en sedimentos marinos super-
ficiales cercanos a la costa, encontrandose 10%-10° virus
por cm?® '%, Por extrapolacion, la poblacion total de fagos
se estima en 10® especies y 10%! particulas en la biosfera,
siendo una de las entidades replicantes mas abundantes
en el mundo®. Los bacteriéfagos han sido aislados desde
una gran variedad de alimentos y procesos asociados,
incluyendo la fermentacion de pepinos, fermentacion de
salame, hojas de lechuga, cangrejos refrigerados y con-
gelados, carne de vacuno y de cerdo, ostras, mejillones,
setas, tortas, masa de galletas y pan, pollo y pavo crudos
y asados, leche, queso, yogurt y mantequilla?®?',

La taxonomia de estos virus se basa en caracteristicas
morfoldgicas, como forma y tamafio, y moleculares,
como las caracteristicas de sus 4cidos nucleicos. La
mayoria de los fagos poseen cola, constituyendo el orden
Caudovirales, y las tres familias Siphoviridae, Myoviridae
y Podoviridae. Los fagos poliédricos, filamentosos y
pleomorficos constituyen menos de 4% de estos virus®.
Los acidos nucleicos presentes en estos virus pueden
ser ADN o ARN, de hebra simple o doble, siendo en la
mayoria ADN de hebra doble?.

En base a su ciclo replicativo, los bacteriofagos se
clasifican en dos tipos: lisogénicos (o templados) y liti-
cos (o virulentos). Los bacteriofagos del tipo lisogénico
inyectan e insertan su ADN en el cromosoma bacteriano
donde se replica como parte del genoma del hospedero,
pudiendo permanecer en estado de latencia (estado de
profago) por periodos prolongados; en este estado, ya
sea en forma espontdnea o por factores ambientales,
pueden ser inducidos a entrar en un ciclo litico. Su uso
no es recomendable ni como agentes terapéuticos ni
como bio-controladores en alimentos, pues en algunos
casos pueden portar genes que codifiquen para factores
de virulencia o de resistencia a antimicrobianos, como es
el caso de la Shiga toxina en E. coli, toxina eritrogénica
de Streptococcus pyogenes, toxina de Corynebacterium
diphtheriae y ciertas enterotoxinas de S. aureus, factores
que ademas pueden ser transferidos de una bacteria a otra
mediante transduccion®%.

Por otra parte, el ciclo replicativo de los bacteriofagos
liticos (Figura 1) comienza con su unidn especifica a un
receptor en la superficie de la bacteria (capsula bacteria-
na, lipopolisacarido, algunas proteinas de superficie y
estructuras especializadas tales como flagelos y fimbrias)
y posterior inyeccion de su genoma. Después, el material
genético inyectado es replicado mediante la bateria
enzimatica bacteriana, ensamblandose nuevas particulas
virales, las que seran finalmente liberadas mediante la lisis
de la bacteria hospedera, generandose una nueva progenie
viral. Para ser usados en cualquier aplicacion, ya sea te-
rapéutica o de bio-control en alimentos, los bacteriéfagos
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Figura 1. Esquema general
del ciclo litico de un fago. 1:
Adsorcién a la superficie bacte-
riana; 2: Inyeccion de genoma
viral y disrupciéon del genoma
bacteriano; 3: Produccién de
estructuras virales; 4: Ensamble
y formacién de progenie viral;
y 5: Lisis celular y liberacién de
viriones.

Figura 2. Posibilidades de uso
de bacteriéfagos virulentos en la
cadena productiva alimentaria.
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deben ser cuidadosamente caracterizados para elegir s6lo
aquellos que tengan caracteristicas exclusivamente liticas,
pues eliminan rapidamente a su hospedero, aumentan su
progenie rapidamente y su transduccion es rara*. Sobre
este precepto, Carlton y cols.?, secuenciaron y caracte-
rizaron al genoma del bacteriofago P100, bacteriéfago
especifico para Listeria spp., para descartar que alguna
de sus proteinas fuesen potencialmente peligrosas para
la salud, no encontrando similitud genética alguna con
cualquiera de las toxinas o factores involucrados en la
virulencia o patogenicidad de L. monocytogenes.

Una de las caracteristicas mas importantes que poseen
los fagos es la especificidad por un hospedero en parti-
cular. Esta especificidad es generalmente encontrada a
nivel de cepa, a nivel de especie, 0 mas raramente a nivel
de género®. Esto es determinado principalmente por la
interaccion con los receptores celulares y posteriormente
por los sistemas de restriccion-modificacion bacteriana®.
Al poseer esta especificidad, los fagos tienen la capacidad
de no afectar cultivos bacterianos utilizados en la manu-
factura de ciertos alimentos y no afectar las propiedades
organolépticas que ciertas poblaciones bacterianas otor-
gan a los alimentos®. Junto a esto, ha sido demostrada

su inocuidad para células eucariotas. Asi, Di Giovine y
cols.*, modificaron genéticamente un bacteriéfago para
que fuese capaz de reconocer una integrina presente
en células de mamifero. Sin embargo, a pesar de esta
modificacion, los virus no fueron capaces de multipli-
carse en el interior de dichas células. Los bacteriofagos
son reconocidos por no poseer tropismo intrinseco por
células eucariotas®. Estas caracteristicas los convierten
en agentes naturales para el control de ciertas bacterias
patdgenas transmitidas por alimentos.

Inicialmente, los bacteriofagos liticos fueron utiliza-
dos como agentes terapéuticos para prevenir o reducir
enfermedades bacterianas, tanto en personas como
animales (fagoterapia). Sin embargo, desde comienzos
del siglo XXI su uso se ha extendido, siendo actualmente
utilizados como bio-sanitizantes de equipamientos y
superficies de contacto en la industria alimentaria; como
indicadores de contaminacion bacteriana en alimentos;
como bio-preservantes, para extender la vida util de
productos perecibles y listos para el consumo, y como
bio-controladores, utilizados en la cadena de produccion
alimentaria para descontaminar carcasas y otros productos
crudos®! (Figura 2).

La presencia de bacteridéfagos en los alimentos ha sido
ampliamente estudiada como indicadora de patdogenos
bacterianos, ya que sefialan que el agente hospedero esta
presente, o bien lo estuvo pero fue inactivado durante el
procesamiento. Por lo tanto, la presencia de colifagos,
cuyo hospedero es E. coli, podria ser indeseable en al-
gunos alimentos, pero no inesperada en otros (como por
ejemplo la carne cruda). Ya que los bacteriofagos estan
comunmente asociados a la presencia de sus hospederos
especificos y, por lo tanto, son parte de la microbiota
normal, se ha propuesto su uso como indicadores de la
calidad higiénica de los alimentos®.

Como cualquier otra herramienta, la utilizacion de bac-
teridfagos como agentes bio-controladores en alimentos
presenta diversas ventajas y desventajas. Dentro de las
ventajas se describen:

» Capacidad exclusivamente bactericida®.
* Crecimiento exponencial de las particulas virales. Los
fagos durante el proceso de muerte bacteriana son
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capaces de aumentar su niimero en presencia de su
bacteria blanco®>.

» Efectos minimos sobre la microbiota normal presente
en los alimentos. Debido a su estrecha especificidad de
hospedero*. También, se debe considerar la inocuidad
de los medios liquidos donde son vehiculizados’3-3.

* Reducido potencial para inducir resistencia bacteriana.
Las bacterias pueden generar mutaciones que expresen
resistencia frente a los fagos liticos*; sin embargo, se
utiliza la estrategia de administrar mezclas de fagos,
con lo cual se minimiza la probabilidad de que la
bacteria desarrolle resistencia a todos los fagos que
constituyen la mezcla®.

+ Altaespecificidad frente a células bacterianas. Algunos
estudios de toxicidad realizados con fagos en animales
de experimentacion, como pollos y ratones, no han
inducido efectos toxicos ni reacciones adversas en
los animales®”**. Bruttin y Briissow?*’, administraron
fagos T4 contra E. coli, a 15 personas voluntarias, en
bajas y altas dosis (10° y 10° unidades formadoras de
placas (ufp)/mL). Los voluntarios recibieron los fagos
en 150 mL de agua mineral tres veces al dia por dos
dias consecutivos, seguidos de cinco dias consecutivos
sin recibir tratamiento con fagos. Este procedimiento
fue repetido por tres semanas. Se realizd un examen
clinico el dia 0 y el dia 30 del estudio, y ademas, los
voluntarios recibieron un cuestionario en el cual po-
dian informar cualquier tipo de eventos adversos. Se
presentaron solo cinco eventos adversos leves, cuatro
de ellos con sintomas intestinales (dolor estomacal,
nauseas, aumento de peristaltismo) y un voluntario
presento faringodinia. Ninguno de estos casos necesitd
tratamiento. La inocuidad de los bacteriéfagos para el
hombre y animales, se ha reconocido toda vez que se
aprobo su uso como aditivo en alimentos de consumo
humano y su uso directamente en animales*.

* Bajo impacto ambiental. Debido a su composicion qui-
micay a su estrecho rango de hospederos, las particulas
virales eliminadas al medio posterior a su utilizacion,
en el peor de los casos, s6lo tendran un impacto en un
pequefio grupo de bacterias ambientales®.

* Bajo costo. Mientras que el valor de crecer al virus en
su hospedero varia dependiendo del tipo bacteriano,
el costo de su purificacion parece ir disminuyendo a
medida que las tecnologias mejoran®.

Por otra parte, dentro de las principales preocupaciones

y desventajas del uso de fagos se describen:

» Seleccion rigurosa. Basada en corroborar que los fagos
utilizados sean estrictamente liticos, estables bajo
ciertas condiciones fisico-quimicas y temperaturas
de almacenamiento. Estos virus deben ser sometidos
a estudios de eficacia e inocuidad e, idealmente, ser
completamente secuenciados para confirmar la au-
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sencia de genes no deseados como los de toxinas. La
caracterizacion de los fagos puede incluir morfologia
de los viriones, perfiles proteicos, y caracterizacion ge-
notipica, aunque los costos asociados a esta exhaustiva
caracterizacion pueden ser restrictivos®.

* Reducido rango de hospederos. Esta caracteristica
dificulta la opcién de utilizar un mismo fago para
disminuir la contaminacion causada por bacterias de
especies diferentes, o en algunos casos incluso de
serotipos diferentes.

* Necesidad de una concentracion bacteriana alta. Esto
constituye un requerimiento obligatorio para que los
fagos puedan replicarse y lisar las bacterias, por lo que
su administracion se limitaria casi exclusivamente a
alimentos considerados de riesgo. La falta de bacterias
puede llevar a una rapida inactivacion, lo que puede
resultar en la necesidad de administrar posteriormente
mayores concentraciones*'.

» Altas multiplicidades de infeccion (MOI por sus siglas
en inglés). Diversos estudios internacionales han
demostrado que mientras mas alta es 1la MOI (relacion
fago: bacteria) utilizada, mayores son las reducciones
obtenidas'#**. El hecho de obtener elevados titulos
de fagos puede representar una limitante economica
y tecnologica, ya que se debe contar con equipos
sofisticados para la concentracion y purificacion viral.

» Existencia de barreras fisico-quimicas que disminuyen
la interaccion bacteria-fago. Las caracteristicas fisicas
del alimento constituyen un factor importante que
influye en la accién bio-controladora de los fagos,
siendo reportado un mejor efecto de estos en alimentos
liquidos que en sélidos*. Otro elemento que puede
interferir con su accion es el pH, ya que se conoce que
algunos bacteriofagos no pueden persistir si se exponen
apH acido. Sin embargo, la sensibilidad a bajos valores
de pH dependera del tipo de bacteriofago®.

* Problemas en la percepcion de los consumidores. Los
consumidores pueden mostrarse reacios a consumir
alimentos que fueron tratados en diferentes momentos
de su produccion con bacteriofagos?’.

Bio-control de patégenos alimentarios a través de
bacteridfagos

El uso de fagos para controlar patogenos alimentarios
es relativamente reciente en comparacion a su uso en
aplicaciones terapéuticas y diagnosticas. El bio-control
fue investigado inicialmente en productos frescos, seguido
de lacteos y carneos; centrandose en la aplicacion de
dichos virus durante el procesamiento de estos productos
contra diversos patégenos causantes de enfermedades
transmitidas por los alimentos (ETAs), como L. mono-
cytogenes®™ #6430 v E. coli*'>3, Los resultados obtenidos
de estas experiencias fueron bastante promisorios, lo que
ha llevado al desarrollo de diversos productos comerciales
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Tabla 1. Productos en base a bacteriéfagos disponibles comercialmente para ser usados directamente en alimentos

Producto
EcoShield™
ListShield™

Listex™P100

Salmofresh™

Agriphage™

Salmonelex™

Compaiiia
Intralytix

Intralytix

Micreos

Intralytix

Omnylytics

Micreos

n de bacteriéfagos Bacteria blanco

Combinacion de 3 fagos Escherichia coli O157:H7

Combinacion de 6 fagos Listeria monocytogenes

Sélo el fago P100 Listeria monocytogenes
Combinacion de 6 fagos Salmonella enterica
Sélo un fago

Combinacién de 2 fagos (Folay S16)  S. enterica

Xanthomonas campestris pv. vesicatoria y
Pseudomonas syringae pv. tomato

Alimentos
Alimentos de riesgo, incluyendo carne de vacuno

Alimentos de riesgo incluyendo salmén ahumado y
productos carneos y avicolas listos para su consumo

Alimentos de riesgo incluyendo quesos, pescados
y carnes

Carnes rojas, carne de pollo, pescados, frutas y
vegetales

Plantas de tomates y pimentones

Alimentos de riesgo, incluyendo productos avicolas
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en base a bacteriéfagos, algunos de los cuales ya han obte-
nido las aprobaciones regulatorias necesarias para su uso
en la industria alimentaria (Tabla 1). Asi, durante el afio
2006 el preparado comercial LMP-102™ de la empresa
Intralytix, consistente en una mezcla de seis fagos con
accion sobre L. monocytogenes, fue aprobada por la Food
and Drug Administration (FDA, USA), para su uso en
productos carnicos y avicolas listos para el consumo. Otro
producto con accion sobre L. monocytogenes, aprobado
por la FDA es LISTEX™, de la empresa Micreos Food
Safety, que amplid su uso, durante el afio 2007, a todos los
alimentos de riesgo de contaminacion con esta bacteria,
y también adquiriendo la categoria de producto GRAS
(generalmente reconocido como seguro, por sus siglas
en inglés)***. OmniLytics Inc. recibio la aprobacion de
la FDA para su producto a base de bacteriofagos contra
E. coliy Salmonella para ser utilizado en animales vivos,
antes de su sacrificio, ya sea en base a ducha (ganado) o
nebulizacion (aves de corral)*. Si bien, hay estudios que
respaldan la efectividad de estos productos, su accion
depende de la conjuncion de diversos factores que podrian
limitar o aumentar su eficacia. Es de vital importancia
por lo tanto, conocer estos factores y tomar las medidas
necesarias para lograr resultados 6ptimos.

En Chile, nuestro equipo de trabajo junto al apoyo de
CONICYT, mantiene una linea de investigacion sobre la
actividad terapéutica y bio-controladora de bacteriéfagos
contra Salmonella Enteritidis, principal patégeno invo-
lucrado en brotes de ETA. Puntualmente, en el area de
bio-control, hemos registrado reducciones significativas
en el recuento de este patdogeno en diversas matrices
alimentarias de origen animal, consideradas de riesgo
para la salud publica. Asi, Galarce y cols.”’, evaluaron la
aplicacion de una mezcla de cinco bacteridfagos liticos
activos contra S. Enteritidis en carne de salmon fresca y
carne de salmén ahumada. Estos alimentos fueron conta-
minados experimentalmente luego, tratados con la mezcla

de bacteriofagos e incubados por 10 dias a temperatura de
refrigeracion (4°C) y ambiente (18°C). La aplicacion de
fagos provocé reducciones significativas (p <0,0033) en
el recuento de S. Enteritidis en salmén fresco en los dias 3,
6y 10 de incubacion a 4°C (entre 2,82 a 3,12 log,  ufc/g)
y a 18°C (entre 0,75 a 3,19 log,, ufc/g); mientras que,
en salmon ahumado las reducciones (p < 0,0001) fueron
menores € independientes de la temperatura (<a 2,00 log
ufc/g). Utilizando el mismo protocolo y la misma mezcla
de bacteriofagos, Jorquera y cols.*®, también obtuvieron
reducciones significativas de S. Enteritidis (p < 0,05) en
carnes frescas de pollo, pavo y vacuno. Dependiendo
de la temperatura y tipo de alimento, las unidades de
reduccion fluctuaron entre 1,67 y 3,92 log jufc/g. En la
carne de vacuno y de pavo, en particular, la mezcla de
bacteri6fagos redujo los recuentos de S. Enteritidis por
debajo del limite de deteccion (< 10! ufc/g). En queso
maduro de cabra, los bacteriofagos lograron disminuir
los recuentos de S. Enteritidis (p < 0,05) pero con valores
menores que en carnes frescas (1,42 log,, ufc/g) y solo
hasta el dia 3 de incubacion, en ambas temperaturas.
Continuando con la linea, Yévenes™ evalu¢ la efectividad
en mayonesa casera experimentalmente contaminada con
S. Enteritidis e incubada por 72 h a temperatura ambiente
y de refrigeracion. Al igual que en las experiencias ante-
riores, la mezcla de bacteriéfagos redujo (p < 0,0001) el
recuento del patégeno, disminuyendo en 2,97 log, , ufc/g
y 2,82 log,, ufc/g a las 24 y 72 h de incubacion a 6°C,
respectivamente; mientras que a 21°C, la disminucion
fue de 2,14 log,, ufc/g y de 3,0 log,, ufc/g a las 24y 72
h de incubacion, respectivamente. Nuestros resultados
demuestran el potencial bio-controlador de la mezcla de
bacteriofagos sobre S. Enteritidis en diversos alimentos,
frescos y procesados, aunque mayores estudios son
necesarios para mejorar los niveles de reduccion y para
determinar la ausencia de genes nocivos en el genoma de
los bacteriofagos seleccionados.
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Factores que afectan la eficiencia de los
bacteriéfagos como agentes bio-controladores
en alimentos

A pesar de poseer diversas ventajas comparativas, éstas
son susceptibles a varios factores. Dentro de los factores
que pueden influir en la efectividad bactericida de los
bacteriofagos en alimentos se encuentra:

Factores propios del alimento
* Matriz alimentaria

Este es, sin duda, un factor crucial ya que la interaccion
de los diversos componentes, tanto nutritivos como no
nutritivos, le confiere las caracteristicas fisico-quimicas
a cada uno de los alimentos, las cuales pueden generar
un ambiente apto u hostil para la accion del bacteriofago.
Se debe tener en cuenta que, para ejercer su efecto, la
concentracion del bacteriofago debe ser lo suficientemente
alta para permitir el contacto con la célula hospedera. En
alimentos liquidos, esto no significa un mayor problema,
pues las particulas virales difunden libremente en ¢él; sin
embargo, en alimentos sdlidos dependera de la capacidad
del alimento para adsorber la suspension fagica y que ésta
no se diluya*®. Una solucion que evitaria este problema se-
ria la inmovilizacion de fagos. Para ello se ha aprovechado
la diferencia de cargas en las estructuras que conforman a
los fagos, la que permite fijarlos a través de sus cabezas
en una matriz cargada positivamente, dejando asi las
fibras de la cola libres para capturar a su bacteria blanco
y producir su infeccion. Esto aseguraria que los fagos
sean aplicados y mantenidos cerca de la superficie tratada,
impidiendo asi una excesiva pérdida de particulas virales.
En este contexto, Anany y cols.®’, midieron la efectividad
de bacteriofagos inmovilizados electroestaticamente en
membranas de celulosa cargadas positivamente, aplicadas
sobre alimentos listos para el consumo y carne cruda
contaminadas con L. monocytogenes 'y E. coli O157:H7,
respectivamente. En esta investigacion se evidencio que
el uso de fagos inmovilizados, atn en diferentes tempe-
raturas de almacenamiento (4, 10 o 25°C) y condiciones
de envasado (aerdbico, atmdsfera modificada y vacio),
permitio obtener reducciones hasta 1 log mayores que las
obtenidas utilizando fagos no inmovilizados.

Sumado a esto, la matriz no s6lo puede limitar la
difusion de los virus, sino también influir en su capa-
cidad infectante. De esta manera, Guenther y cols.*,
analizaron la efectividad de un bacteriofago contra L.
monocytogenes en alimentos listos para el consumo,
como hot dogs, leche chocolatada, repollo y lechuga,
almacenados a 6°C por seis dias. Una de las observaciones
que realizaron en esta experiencia fue que, a diferencia
de otros productos evaluados dentro de este estudio, el
tiempo de almacenamiento influy6 en la estabilidad del
fago en los productos de origen vegetal, donde el nimero
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de particulas infectantes disminuy6 hasta 2 log en dos o
tres dias, acompanado de un aumento en la concentracion
bacteriana. Segun los autores, esto podria deberse a que
compuestos vegetales, como acidos organicos y taninos,
inactivarian a los bacteriofagos.

« pH

Es bien conocido que las bacterias, en su mayoria,
no se desarrollan en ambientes extremadamente acidos;
sucediendo lo mismo con los bacteriofagos. Distintos
estudios han indicado que ellos son usualmente estables a
valores de pH entre 5 y 8, extendiéndose este rango entre 4
y 10 cuando la temperatura es baja?’. Una de las primeras
investigaciones que evidencio la importancia del pH en
la efectividad bio-controladora de los bacteriofagos fue
la de Leverentz y cols.'. En este estudio se utilizé una
mezcla de cuatro bacteriofagos aplicados en laminas de
manzana y melon experimentalmente contaminados con
S. Enteritidis. Los resultados indicaron que en las laminas
de melon se logré una reduccion entre 2,5 y 3,5 unidades
logaritmicas, mientras que el grupo control aumento sus
recuentos de S. Enteritidis en hasta 5 unidades logarit-
micas. En contraste, en cortes de manzana la mezcla de
bacteriofagos no redujo el recuento bacteriano, siendo
esto atribuido por los autores a la posible incapacidad de
los bacteriofagos utilizados para sobrevivir en el ambiente
acido (pH 4,2) que esta fruta posee. En un estudio poste-
rior realizado por estos mismos autores para controlar L.
monocytogenes utilizando una combinacion bacteriéfago-
nisina (bacteriocina producida por bacterias acido lacticas
y utilizada como preservante) en estos mismos alimentos,
arrojo resultados similares, atribuyéndose nuevamente al
pH como el responsable de la sobrevida del fago®'. Frente
a estas situaciones, una probable estrategia para obtener
mayores reducciones sea el uso de una concentracion
mas alta de virus para asi, poder contrarrestar la acidez
del alimento o bien utilizar bacteriéfagos que sean mas
resistentes a esta condicion.

» Temperatura

Un punto importante de considerar al usar los bac-
teriéfagos como bio-controladores es la temperatura a
la cual se almacenan los alimentos. Sharma y cols.®,
evaluaron la efectividad del fago P100, al ser aplicado
sobre cortes frescos de melon y lechuga contra L. mo-
nocytogenes, evidenciandose una mayor efectividad de
los bacteriofagos cuando los productos se almacenaron
a temperatura de refrigeracion (4°C) que a 20°C, posi-
blemente debido a la capacidad de los fagos para resistir
bajas temperaturas.

Recientemente, Bigot y cols.®*, trabajaron con un
bacteridfago de caracteristicas similares al bacteriofago
AS511. Este fue aplicado sobre la superficie de un rollo
de pechuga de pavo listo para el consumo, envasado al
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vacio y mantenido por 21 dias a 30°C o 5°C. A 30°C
produjo una rapida reduccion de L. monocytogenes,
pudiendo mantener esta reduccion solo hasta las siete
horas post aplicacion. A 5°C se observo una reduccion
significativa, que se mantuvo hasta 21 dias post admi-
nistracion del fago.

También se ha observado que la temperatura a la cual
se procesa el alimento ejerce un efecto variable sobre los
bacteriofagos, demostrando ser mas termo-tolerantes que
las bacterias, pudiendo incluso sobrevivir a tratamientos
aplicados rutinariamente para algunos alimentos, como
por ejemplo la pasteurizacion®. Este efecto puede ser di-
recto sobre la particula viral, o bien indirecto al modificar
el ambiente en el cual el fago tendra que permanecer.

En un estudio realizado por Modi y cols.', se evaluaron
los efectos del bacteriofago SJ2 en la supervivencia de S.
Enteritidis durante la fabricacion y maduracion de queso
Cheddar, utilizando tanto leche cruda como pasteurizada.
Los virus fueron aplicados directamente en ambos tipos de
leche antes de fabricar el producto. Los quesos fueron en-
vasados al vacio y mantenidos por 99 dias a 8°C. A las 24
h de aplicado el fago, no hubo una diferencia significativa
en las reducciones de S. Enteritidis segtin el tipo de leche
utilizada en la fabricacion del queso. Pasado los 90 dias
de almacenamiento, no se encontré presencia de la bac-
teria en quesos elaborados en base a leche pasteurizada,
mientras que en los elaborados en base a leche cruda se
observo un recuento de aproximadamente 50 ufc/g a los 99
dias de maduracion. Se concluyd entonces, que los fagos
tendrian una mayor actividad cuando se aplican sobre le-
che pasteurizada, pues al desnaturalizarse las proteinas, se
reduce la firmeza del coagulo, habiendo menos drenaje de
suero y por ende, menos pérdida de fagos. Otra hipotesis
que explica esta diferencia, es la presencia de inhibidores
de la actividad fagica sensibles al calor.

Kim y cols.%, utilizaron dos fagos (ESP 1-3 y ESP
732-1) como herramienta para controlar Cronobacter
sakazakii en leche infantil reconstituida a 12, 24 y 37°C.
Los resultados arrojaron que a 24°C ambos bacteridfagos
lograron eliminar completamente la bacteria cuando fue-
ron utilizados en una concentracion entre 10% y 10° ufp/
mL, demostrando con ello que la temperatura parece ser
un factor determinante para la eficiencia de la infeccion
por fagos y la lisis bacteriana posterior.

Factores propios del bacteriofago
» Multiplicidad de infeccion

La MOI es un término frecuentemente usado en virolo-
gia y se refiere al nimero de viriones que se agregan por
célula (en este caso, por bacteria), durante la infeccion.
Se han realizado una variedad de estudios donde se han
utilizado distintas MOI, indicando que a mayor MOI
se genera una mayor lisis bacteriana. Goode y cols.®, y
Atterbury y cols.*, estudiaron la habilidad de bacterio-

fagos liticos para reducir los recuentos de S. Enteritidis
y Campylobacter jejuni, respectivamente, en secciones
de piel de pollo contaminadas experimentalmente. En
ambos casos, el uso de una MOI superior a 102, provocd
reducciones de hasta 2 unidades logaritmicas en 48 h,
llegando a no detectar la bacteria cuando se utilizaron
MOI de 10°.

Posteriormente, Higgins y cols.*, determinaron la efec-
tividad del bacteriofago PHL4 como bio-controlador de S.
Enteritidis, tanto con el agua de lavado de carcasas, como
directamente en carcasas de pollos y pavos, utilizando dos
MOI diferentes: 106y 10'°. En todos los experimentos, al
utilizar la MOI mayor se lograron reducciones mayores
a las obtenidas con la menor concentracién viral; es asi
como utilizando un indculo bacteriano de 10' ufc/mL,
observaron una reduccién en 90% de las bacterias en
las muestras tratadas con la MOI 10'°, mientras que la
reduccion en las muestras que recibieron el bacteriéfago
en MOI 10° solo fue de 30%.

En el ano 2008, Bigwood y cols.®, evaluaron el uso
de bacteriofagos para controlar S. Typhimurium en
carnes crudas y cocidas, comprobando que las mayores
diferencias en los recuentos entre grupo experimental y
control se lograron cuando existi6 una alta concentracion
bacteriana y una alta MOI (10%), con aproximadamente
disminuciones del recuento de 4,8 log, en carne cocida.
En la misma matriz, pero usando baja MOI (10") con
elevada concentracion bacteriana, existié una reduccion
no mayor a 2,6 log, .

Pese a lo anterior, Whichard y cols.®”’, demostraron
que no siempre se necesita una alta MOI para obtener
buenos resultados. Al aplicar el bacteriofago Felix Ol y
una variante de éste en salchichas de pollo previamente
contaminadas con S. Typhimurium DT104 en una MOI de
10", se logré una reduccion de aproximadamente 2 log,,
en relacion al grupo control. Esta actividad no aument6
al elevar la MOI a 10°. Sin embargo, cabe destacar que
el crecimiento bacteriano continud. Esto pudo deberse a
la presencia de sub-poblaciones bacterianas resistentes
a estos fagos.

Guenther y cols.*, evaluaron el rol bio-controlador
del fago A511 en variados alimentos contaminados con
L. monocytogenes (1 x10° ufc/g) los cuales fueron alma-
cenados a 6°C por seis dias. En hot dogs, al utilizar una
MOI de 108 se logro una eliminacion total del patogeno,
mientras que al utilizar MOI de 107 y 10° se obtuvieron
menores reducciones (2,7 log ufc/g y 2,2 ufc/g, respec-
tivamente). La misma situacion se evidencid en leche
chocolatada, donde al utilizar una MOI de 108 se logro
la eliminacion de la bacteria en esa matriz, mientras que
al utilizar MOI de 107 y 10° las reducciones fueron de
4,4 log ufc/g y 1 log ufc/g, respectivamente. Similares
resultados obtuvieron en quesos tipo Camembert y tipo
Limburger®.
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Otros factores
» Fagoresistencia

Se han descrito bacterias que exhiben resistencia a
los bacteriofagos liticos debida a fendémenos mutaciona-
les*. Al respecto, Skurnik y Strauch® indicaron que en
una poblacion bacteriana de 10°-108 ufc, existe una alta
posibilidad de encontrar una bacteria fago-resistente con
algun receptor mutado, que no puede ser reconocido por
el virus. Este fenotipo de fago-resistencia puede originarse
por diversos mecanismos, incluyendo el bloqueo de la
adsorcion viral (bloqueo o pérdida de receptores), produc-
cion de matriz extracelular o inhibidores competitivos®™,
bloqueo de la inyeccion del genoma viral dentro de la
célula, mecanismos de exclusion de superinfeccion®®707!
sistemas de restriccidon-modificacién mediado por enzimas
que degradan el acido nucleico viral (CRISPR-Cas)™>7,
y sistemas abortivos de la infeccion (sistema Abi)"*7.

In vitro los fenomenos de resistencia bacteriana a
los bacteriéfagos pueden ser tan rapidos como horas o
dias. Sin embrago, atn no esta claro si el desarrollo de
la resistencia in vitro es relevante en condiciones in vivo.

Una de las estrategias utilizadas para aumentar la
efectividad, considerando este fendmeno, es aplicar
mezclas de distintos fagos, en incluso, el uso de esquemas
rotatorios. Es asi, que la mayoria de las investigaciones
enfocadas en el uso de estos virus en alimentos utiliza la
combinacion de dos o mas bacteriofagos’’®. Lo anterior
ha llevado a que la mayoria de los productos comerciales
disponibles actualmente en el mercado sigan esta tenden-
cia (Tabla 1)*.

» Combinacién con otras medidas de control

Si bien los fagos son una buena alternativa de bio-
control, no logran por lo general una eliminacion completa
del patogeno, por lo que siempre es recomendable que
sean aplicados en forma conjunta a otras medidas para
aumentar la eficiencia en la reduccion bacteriana. Una de
estas medidas, es el uso combinado de fagos con nisina.
Leverentz y cols.*?, utilizaron esta combinacion sobre
cortes de melon y manzana experimentalmente contami-
nados con L. monocytogenes. El uso de fagos, solos o en
combinacion con nisina, resultaron ser efectivos sélo en
los cortes de melon, con rangos de reduccion entre 2 y
4,6 unidades logaritmicas al aplicar s6lo fagos y por sobre
5,7 unidades logaritmicas al usarlo en combinacion con
nisina. Estos resultados favorables no ocurrieron en los
cortes de manzana, debido al pH 4cido de esta fruta que
afecto la sobrevida del fago. También se ha estudiado
la combinacion de fagos y nisina en el bio-control de S.
aureus en leche pasteurizada, demostrando que al actuar
juntos producen una reduccién de al menos 1 log mayor
que aquella obtenida con estos agentes por separado”.

Otra herramienta complementaria es el uso de cultivos
protectores. Holck y Berg®, analizaron la aplicacion de
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la mezcla de fago P100 junto a un cultivo protector de
Lactobacillus sakei TH1, para controlar el crecimiento de
L. monocytogenes en laminas de jamon cocido al vacio
almacenado a 10°C hasta por 28 dias. Los resultados
indicaron que al aplicar s6lo P100, se produjo una rapida
reduccion inicial de esta bacteria, para luego alcanzar
una concentracion similar al grupo control. En cambio,
cuando se aplic la combinacion de agentes, se produjo la
misma reduccion inicial, pero posteriormente se alcanzd
una reduccion de 2 unidades logaritmicas por sobre lo
alcanzado al aplicar sélo el fago P100.

Consideraciones de salud publica

Aun cuando se ha demostrado que los bacteriofagos
liticos no exhiben efectos dafiinos sobre las personas y los
animales®!, son necesarias pruebas de seguridad y eficacia.
Estas pruebas idealmente deben considerar estudios de
secuenciacion para confirmar que los fagos utilizados
son exclusivamente virulentos (no lisogénicos), y que
ademas se asegure que su genoma esté libre de genes que
codifiquen para factores de virulencia y elementos genéti-
cos que faciliten la transferencia génica entre bacterias®.

Conclusiones

Desde el aislamiento y caracterizacion de los bacterio-
fagos, no es extraio que su uso se dirigiera hacia la terapia
en personas. Sin embargo, la aparicion de los primeros
antimicrobianos de amplio espectro origind el fin de la
fagoterapia. El uso y abuso sistematico de estos formacos
desencadenaron la aparicion de bacterias resistentes a los
antimicrobianos, situacion que actualmente es considera-
da prioritaria para la Organizacion Mundial de la Salud
(OMS), la Organizacion Mundial de Sanidad Animal
(OIE) y Organizacion de las Naciones Unidas para la
Alimentacion y la Agricultura (FAO). De esta forma vy,
bajo el concepto de “Una Salud”, es imperativo que los
esfuerzos se dirijan hacia la investigacion de elementos
alternativos a los antimicrobianos para uso humano,
veterinario, agricola y ambiental. En este contexto, renace
la antigua idea de utilizar los bacteriéfagos, ahora con una
vision mas amplia que abarca ademas de la terapéutica,
el control de patégenos en los alimentos.

Trabajar para lograr la inocuidad de alimentos es una
tarea importante para el sector productor y comercializa-
dor de nuestro pais ya que asegura la disponibilidad de
alimentos inocuos para la poblacion y ademas, nos permite
cumplir con los exigentes estandares del comercio inter-
nacional, favoreciendo con ello el desarrollo exportador.
Siendo la vision global de la inocuidad alimentaria el
control de los patogenos en toda la cadena alimentaria,
desde la “granja a lamesa”, la aplicacion de bacteriéfagos
directamente en el alimento debe ser considerada en nues-
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tro pais como un aporte innovador que nos pone a la altura
de otras naciones desarrolladas que han aceptado su uso.

En vista de los antecedentes expuestos en este articulo,
se hace manifiesto que los bacteriofagos resultan ser una
eficaz forma de bio-control de patdogenos alimentarios,
dependiendo fuertemente su efectividad de una serie de
factores que deben ser analizados experimentalmente
antes de su potencial comercializacion. Dentro de los fac-
tores a considerar, se encuentra no solo la concentracion
viral, sino también la concentracion de la bacteria blanco,
las propiedades fisico-quimicas de la matriz alimentaria y
las caracteristicas de estabilidad y tolerancia de los fagos
a diversas condiciones ambientales. En nuestra expe-
riencia, el aislamiento, caracterizacion, amplificacion y
aplicacion de bacteriofagos en los alimentos constituyo
un proceso rapido, eficiente y sin mayores restricciones
econdmicas ni tecnoldgicas. Sumado a esto, otro factor
fundamental que no puede dejarse de lado, es la percep-
cion de los consumidores frente al hecho de consumir
virus en sus alimentos cotidianos. Este hecho debe ser
abordado tanto por la academia como por la industria en
su conjunto, para asi poder utilizar de manera efectiva
esta promisoria herramienta con el consecuente beneficio
para la salud publica, para el sector productor y para el
comercio exterior.

Resumen

Las enfermedades transmitidas por alimentos son un
creciente problema de salud publica, donde los agentes
patdgenos bacterianos juegan un rol trascendental. La
industria alimentaria ha implementado diversas medidas
de control para enfrentar esta situacion, utilizando en
la ultima década algunas herramientas biotecnologicas,
como es la aplicacion de bacteriofagos directamente en los
alimentos. Sus propiedades exclusivamente bactericidas e
inocuas para el hombre y los animales han sido descritas
ampliamente en la literatura cientifica, existiendo a la
fecha algunos productos comerciales disponibles en el
mercado internacional. A pesar de esto, diversos son los
factores que pueden influir en su efectividad bio-contro-
ladora en alimentos, por lo que conocer dichos factores
resulta fundamental antes de considerar su aplicacion.
De esta manera, se lograra obtener la maxima actividad
reductora de la carga bacteriana, generando asi un ali-
mento mas seguro. Esta revision aborda ciertos factores
a considerar para el uso de bacteriofagos como agentes
bio-controladores de patogenos alimentarios, incluyendo
antecedentes historicos, taxonomia y descripcion biolo-
gica de bacteriofagos, asi como ventajas, desventajas y
consideraciones de su aplicacion en alimentos.
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