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» Virus de bacterias
» Muy abundantes

» Origen natural - ubicuos
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,& , Recognition Adsorption \

£% >  lyticPhage o @

injection

Bacteriolysis and cyc I e
phage release
Phage replication

Phage assembly
Synthesis of

new phage particles

~ > &

» Muy especificos

« Especie — género

* No afectan microbiota, probidticos, starters

« Inofensivos para humanos, animales y plantas
» Gran potencial antibacteriano

« Activos frente a resistentes a antibioticos
 Evolucionan con las bacterias
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1. OBJETIVOS

o
SEGURIDAD N

v

Avanzar en la busqueda de nuevas soluciones biotecnoldgicas, basadas en el empleo de
bacteriéfagos, para el biocontrol de patégenos en alimentos y entornos de procesado.

Optimizar la aplicacién de dichas soluciones y promover el desarrollo de nuevos
procesos en la industria alimentaria a fin de obtener alimentos de mayor seguridad.

Campylobacter spp.

Listeria monocytogenes

ALIMENTARI,

—
—
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2. RESULTADOS RELEVANTES
. Potencial litico — Rango de Huésped
Punto de pa rtida (30 fagos vs 160 cepas bacterianas) ?‘Wv .
CoIeCC|on>300fagos - Seleccion 8 fagos (mayor potencial) : - 4
- Caracterizacion preliminar { + Propiedades tecnoldgicas, %)& e
i = Seleccion de 30 fagos morfologicas y genéticas el
Campylobacter * Estabilidad ﬁﬁ“

Aislamiento Caracterizacion Formulacion Pruebas de eficacia Produccidon
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<
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2. RESULTADOS RELEVANTES

Punto de partida

Coleccion > 300 fagos
Caracterizacion preliminar
Seleccion de 30 fagos

Campylobacter

Aislamiento

Listeria

monocytogenes) Punto de partida

i « Coleccion > 75 fagos
« Caracterizacion preliminar
» Seleccion de 16 fagos

................................................

Potencial litico — Rango de Huésped
(30 fagos vs 160 cepas bacterianas)

Seleccion 8 fagos (mayor potencial)
Propiedades tecnoldgicas,

morfoldgicas y genéticas ' P i / . Ei
Estabilidad N < #

Caracterizacion Formulacion Pruebas de eficacia Produccidon

Potencial litico — Rango de Huésped % 2;@
(30 fagos vs 160 cepas bacterianas)

Seleccion 8 fagos (mayor potencial) &

Propiedades tecnoldgicas,
morfoldgicas y genéticas

Estabilidad

A
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Imagenes obtenidas por el servicio de microscopia electronica del CNB

 DNA doble cadena

* Cabeza icosaédrica (@=50-67 nm)

e Larga cola no contractil
(longitud=265-292nm)

* Fagos atemperados (NO liticos)
* Genes asociados a lisogenia
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A
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DNA doble cadena
* Cabezaicosaédrica (#=83-94 nm)
* Larga cola contractil (longitud=190-211nm)

---------------------------------------------------

* Fagos virulentos

* Sin genes asociados a lisogenia, produccion de |
toxinas, virulencia bacteriana o resistencia a
antibidticos

H BIOCONTROL
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TRANSFERENCIA DE RESULTADOS DE

2. RESULTADOS RELEVANTES : Fagos contra Listeria monocytogene

v

P200
AZT154 $=
.| AZT450 N
"2 | AZT150 4=
. c LMTA94
: 3—LMSP_25
—LMTA_57
{ o 2 LMTA148
‘ 3 9 AZT451 4
4 AZT153 =
(\ g 2 L2 L—(ist 36
L AZT356 {=m
. P61
Y, IALP 084 eeeeeeeuesessssssss s s s s s s s s bbb bbbt
5100 <:LIP—125 Diferencias significativas a nivel de genoma entre
P100plus los seis nuevos fagos y otros fagos de Listeria
b analizados conocidos en el estado de la técnica
N S
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2. RESULTADOS RELEVANTES : Fagos contra Listeria monocytogenes

4°C
1,E4+10
r—o——o—o0—¢ —C o —8—AZT451
—e—AZT356
16000 & S¢—$ ——$_—3 —e—AZT153
—
£ AZT154
5
& —e— AZT450
*—o——%9 2+ *— o o
1E+08 —e—AZT150
1,E407
0 2 4 6 8 10 12 14

Tiempo (meses)

Estables durante su almacenamiento a 4°C
(pH 7,5) durante un afo

v

25°C
1,E4+10
—8— AZT451
‘:—_ —a—’\. —@— AZT356
1,E+09 . ;1 ————9 —@— AZT153
E AZT154
o
= —@— AZT450
1E+08 $———¢ t t —8— AZT150
1,E407
0 1 2 3 4 5
Tiempo (meses)
Estables (excepto AZT153) durante su :
almacenamiento a 25°C (pH 7,5) durante 4 meses:

iy
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2. RESULTADOS RELEVANTES : Fagos contra Listeria monocytogenes
4°CpH 3.5 4°CpH 7.5 4°C pH 9.5
1’E+ 10 .‘ llllllllllllllll l,E+1O l(E+1O ........
1,E+09 1,E+09 1,E+09
1,E+08 1,E+08 1,E+08
1,E+07 | | 1,E+07 II 1,E+07 II
1,E+06 . . 1,E+06 1,E+06 : -
AZT451 AZT356 E AZT153 E AZT154 E AZT450 E AZT150 AZT451 AZT356 AZT153 AZT154 AZT450 AZT150 AZT4A51 AZT356 AZT153 AZT154 : AZTA50 : AZT150
-'fd' '-'55('1 eod mid m30d =60d mid m30d meod
Estables a pH 3,5-9,5 (4°C) durante, al menos, 30 dias
. Menor estabilidad de AZT153 y AZT450
(T— Aﬁﬁ‘s’:'ﬂﬁ ' < :n::. Eus;c: J:unbi;r;lrm
- *A:'rfa*g:&:"i @ el I ka e ——
—) CE =
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2. RESULTADOS RELEVANTES : Fagos contra Listeria monocytogene ‘
~ Rango de huésped — Potencial litico :
N .......................................................................................
Phage ] 6 fagos AZTI
1 céctel de fagos (combinacién 5 fagos AZTI)
AZT451 85 Producto comercial Listex P100
AZT356 85
AZT154 85 105 cepas bacterianas (silvestres y de coleccion)
AZT450 85 = 85 Listeria spp
AZT153 85 = 80 L. monocytogenes
AZT150 85 = [.innocua, L.seeligeri, L. ivanovii,
L.whelsimeri, L. grayi
PC1 85

= 20 no Listeria spp.
Listex P100 85

: .“d'_ 3 . EUSKO JAURLARITZA
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Histeria strains Rango de huésped — Potencial litico
N ReS|Stant Moderately H|gh|y Total .......................................................................................
Phage
susceptible  susceptible  susceptible v Especificos frente a Listeria
n (%) n () n () n (%) v Activos vs Lm, Lin, Liv, Lse, Lwe
AZT451 85 6 (7% 32 (38% 47 (55% 79 (93% . S .
(7%) (38%) (55%) (93%) v' Activos vs Lm : diferentes origenes y serotipos
AZT356 85 14 (16%) 28 (33%) 43 (51%) 71 (84%) % . ,
Espectro litico diferente entre ellos y con P100
AZT154 85 10 (12%) 32 (38%) 43 (51%) 75 (88%)
v Rango de hospedador 81-93%
AZT450 85 10 (12%) 35 (41%) 40 (47%) 75 (88%)
AZT153 85 8 (9%) 40 (47%) 37 (44%) 77 (91%)
AZT150 85 11 (13%) 38 (45%) 36 (42%) 74 (87%)
PC1 85 6 (7%) 19 (22%) 60 (71%) 79 (93%)
Listex P100 85 16 (19%) 40 (47%) 29 (34%) 69 (81%)
& T sne i
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Listeria strains

------

Ph N ReS|Stant Moderately nghly Total .......................................................................................
age
J susceptible  susceptible  susceptible v Especificos frente a Listeria
n (%) n (%) n (%) n (%) v Activos vs Lm, Lin, Liv, Lse, Lwe
AzTasL 85 6 (7%) 32 (38%) 47 (55%) 79 (93%) v Activos vs Lm,' dh:ere,ntes,orl'genes y serotipos
ALTIS6 85 14(16%)  28(33%) 43 (51%) 71 (84%) v’ Espectro litico diferente entre ellos y con P100
AZT154 85 10 (12%) 32 (38%) 43 (51%) 75 (88%) / Rango de hospedador (RH) : 81-93%
N = 0
AZT450 85 10 (12%) 35 (41%) 40 (47%) 75 (88%) ) ,
v' AZT451y PC1 : RH mas amplio (93%)
AZT153 85 8 (9%) 40 (47%) 37 (44%) 77 (91%)
v Cdctel PC1;
AZT150 85 11 (13%) 38 (45%) 36 (42%) 74 (87%)
=> no mejora el RH
PC1 85 6 (7%) 19 (22%) 60 (71%) 79 (93%) 5 (yo N €jo ate b
6 altamente susceptible
Listex P100 85 16 (19%) 40 (47%) 29 (34%) 69 (81%)
\ Aﬁﬁ:ﬁfﬁ% < . ‘ 3 / EUSKO JAURLARITZA
AEEE\TJ:S_EN eI I ka . GOBIERNO VASCO
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2. RESULTADOS RELEVANTES : Fagos contra Listeria monocytogene

v

Elm ELm+Phl ELm+Ph2

--------------------------------------------------------------------
* L4
*

Los dos cocteles disenados fueron
efectivos para la reduccion de >2 Log
UFC/g de L. monocytogenes en la

. superficie de salmén ahumado y
I I ' ' :  salmon fresco (musculo y piel)
NS/ S

S ¥iu
e
s
. I/ ‘l » u
/, - ‘ o
y >

., v,
e/,-'_’; PR o e

L. monocytogenes (Log CFU/g)

.
.
.
.,
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Inoculacion Tratamiento Almacenamiento Enumeracion de Lm
* Mezcla de 2 Lm (1/2a;4b) e PC1 * Envasado vacio * Recuento en ALOA
e Cultivadasa 8 °C . 107 » 2/3 vida util 4°C e >4 muestreos
107 ufp/g )
* 50-100 ufc/g . MOl 105 1/3 vida util 8°C * 3 muestras/muestreo
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o @ & Lm100
< g
Q @ 5] -4 LmS0
S <)
52 .3..2’ ~e- LM 100 + Ph
S 4 o2 4 @ Lm50+Ph
€O €0 a e
£ 8- 2 24 °
° 3 8- I wC
5 - 8 + 100 CFU/g
t‘-‘-; n e S
2 5 ?
1
u U rrrrrrerrrrrirrrrrrrrrrrrrrrrrrrrret
1 T T T T T T T T 1 1 7
1 4 7 1"
Time (days) Tione {days)
o d El coctel de fagos redujo la carga inicial de L. monocytogenes, que se mantuvo por debajo del
J limite legal de 100 UFC/g hasta el final de la vida util del salmdn crudo y salmén ahumado
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4. ACTIVIDADES DE DIFUSION Y TRANSFERENCIA

v

Page
Crime hbelecr,p per

2021 2022 2023 2024 TOTAL

' Patentes (PTC) solicitadas - 1 - - 1+1 " —
‘ copyright p
Fenord 0 robecblon ww?f - Articulos cientificos - 1 1 1 3 TRANSFERENCIA y EXPLOTACION
r’ Articulos técnicos - divulgacion 1 1 1 1 4 En contacto con varias empresas
Comunicaciones a congresos: Oral 1 3 4 4 12 biotecnoldgicas y productoras de
Comunicaciones a congresos : Poster - 1 1 1 3 microorganismos a nivel mundial:
. » CAPV
Organizacion de congresos 1 - - 1 2 )
» Nacional
Entrevistas radio/ TV~ 2 1 1 1 5 > Europa
Tutorizacion estancias > 6 meses 1 1 1 - 3 > USA
Co-direccion TFG (UPV-EHU) 1 - - - 1 » Sudamérica
Co-direccién TFM (UPV-EHU) - 1 - 1 2
Co-direccion Tesis Doctoral (UPV-EHU) - - - 1 1

DDDDDDDDD
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