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RESUM

Aquest treball fa una breu revisié bibliografica sobre els bacteridfags, les seves caracteristi-
quesi els seus mecanismes de replicacio. A partir dels estudis revisats, s’avalua la fagotera-
pia, com a mesura profilactica en ’agricultura i els animals de renda. Es comenta la legisla-
cid sobre aquesta técnica, i es constata que a la Unié Europea (UE) no s’inclou la fagoterapia
com a metode de tractament, rad per la qual, actualment, no és possible aplicar-la. S’apor-
tenis’exposen els avantatges i les dificultats derivades de I'aplicacié dels bacteridofags com
a eina de prevencid i de control enfront de les infeccions d’etiologia bacteriana.
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Study and evaluation of the role of bacteriophages in the prevention
of infections in agriculture and in production animals

ABSTRACT

This paper provides a brief literature review on bacteriophages, their key features and
their replication mechanisms. On the basis of the reviewed studies, phage therapy is
evaluated as a prophylactic measure in agriculture and for livestock. The relevant legis-
lation is discussed and it is noted that phage therapy is not contemplated in the European
Union (EU), which is why it is currently not possible to apply it. The benefits and difficul-
ties involved in the application of bacteriophages as a tool for the prevention and con-
trol of infections of bacterial etiology are listed and discussed.

KEYWORDS: bacteriophages, pathogenic bacteria, control, prevention, agriculture, animal
production.

Estudio y evaluacion del papel de los bacteriéfagos en la prevencion
de infecciones en agricultura y en animales de produccion

RESUMEN

Este articulo realiza una breve revision bibliogréfica sobre los bacteriéfagos, sus caracte-
risticas y sus mecanismos de replicacién. A partir de los estudios revisados, se evalta la
fagoterapia, como medida profildctica en agricultura y animales de renta. Se comenta
la legislacién, y se constata que en la Union Europea (UE) no estd incluida la fagoterapia,
por lo que, actualmente, no es posible aplicarla. Se aportan y se exponen las ventajas y
dificultades derivadas de la aplicacién de bacteriéfagos como herramienta de preven-
cién y de control frente a las infecciones de etiologia bacteriana.

PALABRAS CLAVE: bacteridfagos, bacterias patdgenas, control, prevencion, agricultura, pro-
duccién animal.
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1. Introduccio

L’increment de la deteccid i dispersié de bacteris multiresistents als antibiotics és un pro-
blema greu arreu del mén, amb una implicacié important en ’ambit veterinari, ates
que, en volum, els antibiotics sén majoritariament consumits per animals de renda (Aa-
restrup, 2012). Per a evitar I'tis indiscriminat d’aquests farmacs, la Unié Europea (UE) en
el Reglament (CE) 1831/2003, sobre els additius en I’alimentacié animal (DOUE, 2003),
no va autoritzar els antibiotics, cosa que va impossibilitar que fossin usats com a promo-
tors de creixement en ’alimentacié animal.

Aixi doncs, és necessari buscar alternatives als antibiotics per a evitar o reduir les in-
feccions i contaminacions bacterianes en la produccié d’aliments destinats al consum
huma o dels animals. Un dels camps de recerca que ha recobrat importancia en els dar-
rers anys €s I's de bacteriofags per a controlar, disminuir o eliminar la preséncia de
bacteris patogens, €s a dir, la fagoterapia.

Els objectius d’aquest treball son donar a coneixer els bacteriofags, les seves caracte-
ristiques fonamentals i els seus mecanismes de replicacid, aixi com avaluar la fagotera-
pia com a eina de prevencio i de control davant d’infeccions d’etiologia bacteriana, a
partir dels estudis revisats i de la legislacié vigent.

2. Bacteriofags

Els bacteriofags, o fags, sén virus que infecten exclusivament cel-lules bacterianes per tal
de mantenir-ne el cicle biologic i poder-se replicar. Estan formats per un acid nucleic que
pot ser tant acid desoxiribonucleic (DNA) com acid ribonucleic (RNA) dins d’una capsi-
da (El-Shibiny i El-Sahhar, 2017).

Van ser descoberts el 1915 per Twort i el 1917 per D’Herelle de manera independent,
pero, tot i tenir un futur prometedor com a terapia antibacteriana, van quedar eclipsats
per I’aparicié dels antibiotics uns anys més tard (Keen, 2012). Aix0 no obstant, es van se-
guir investigant a paisos d’Europa de I’Est com Georgia, Polonia i Russia i, avui en dia,
en aquests paisos, sén una practica implementada per a tractar infeccions bacterianes en
humans. Tot i aix0, les investigacions que s’han dut a terme en aquests estats no estan a
I’abast dels altres paisos, atés que no estan escrits en angles (EI-Shibiny i EI-Sahhar, 2017),
iels que si que estan disponibles no sén aplicables als paisos de ’oest degut a la manca
d’assajos clinics que compleixen els estandards requerits (Thiel, 2004).
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2.1. Cicle biologic

Els bacteriofags reconeixen receptors especifics de la superficie de la cel-lula bacteriana
a la qual s’adhereixen, fet que els dona una alta especificitat d’hoste ja que aquests re-
ceptors (lipopolisacarids, fimbries o altres proteines de superficie) sén tnics per a cada
espeécie o soca bacteriana (Wernicki, Nowaczek i Urban-Chmiel, 2017). Un cop el seu ge-
noma penetra dins la cel-lula bacteriana, hi replica els acids nucleics i es formen els vi-
rions, que provoquen la lisi del bacteri, la qual cosa en permet I’alliberacié i ’'atac de no-
ves cel-lules hoste. Aquest cicle és conegut com a litic o virulent, el qual causa la mort del
bacteri, i és el que té interés terapéutic (figura 1). Tanmateix, hi ha una altra via, la
del cicle lisogenic, en que el genoma viric s’integra dins del bacteria, on es pot quedar de
manera latent sense causar la lisi de la cel-lula (EI-Shibiny i El-Sahhar, 2017). Després
d’un nombre variable de generacions bacterianes lisogenitzades, és a dir, amb el genoma
viric integrat en el bacteria, el genoma del virus s’allibera del propi del bacteri i s’inicia el
cicle litic que acabara provocant la lisi del bacteri lisogenitzat (figura 1).

Cicles d’infeccié que poden fer els bacteriofags: cicle litic (a) i cicle lisogénic (b)

Pas 1: el fag s'uneix al bacteri (adsorcid). Pas 2: el material
genétic del fag entra al citoplasma bacterid (penetracio).

Pas 3: sintesi de proteines primerenques del fag que permeten
I'inici del cicle reproductiu del virus i detenen el metabolisme
bacteria. Pas 4: sintesi de proteines estructurals virals. Pas 5:
assemblatge d’estructures virals. Pas 6: alliberament

de la progénia viral.

FONT: Elaboracié propia a partir de Prada-Pefiaranda et al. (2015).

Pas 1: el fag s'uneix al bacteri (adsorcié). Pas 2: el material
genétic del fag entra al citoplasma bacteria (penetracio).

Pas 3: formacié de lisogen, insercié del material genétic

del fag al cromosoma bacterid. Pas 4: multiplicacio bacteriana
amb el profag al seu genoma. Pas 5: escissid del profag

i activacio del cicle litic.
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2.2. Obtencié dels fags interessants

Per tal d’aillar i, posteriorment, identificar i caracteritzar els bacteriofags que afecten les
especies 0 soques bacterianes que interessa eliminar, es poden analitzar residus animals
com les femtes, aigties residuals no tractades o efluents d’escorxador i també productes
vegetals afectats per problemes d’etiologia bacteriana. D’aquesta manera, es poden se-
leccionar fags litics especifics per a les espécies bacterianes presents en el tracte digestiu
dels animals en funcid de la seva capacitat litica i, per tant, de la seva eficacia (Akhtar et
al., 2014), aixi com aquells d’interes en agricultura. Aquest metode de seleccid permet
que, quan aquests bacteriofags siguin utilitzats com a terapia, no s’introdueixi cap mi-
croorganisme nou a la cadena alimentaria (Loc Carrillo et al., 2005).

A partir de les mostres de femta o altres substancies, s’indueix el creixement dels bacte-
ris que es volen eliminar (per exemple, Campylobacter o Salmonella) i s’incuben juntament
amb els bacteriofags obtinguts de les mateixes mostres per a avaluar el creixement de les
colonies bacterianes (Sevilla-Navarro et al., 2018). D’aquesta manera, es trien aquells fags
que tenen més facilitat per a propagar-se, que mantenen els titols constants durant un
temps determinat abans de ser administrats i que presenten la maxima estabilitat als canvis
de pH (Loc Carrillo et al., 2005). Aixd no obstant, és necessari encapsular-los, atés que, per
naturalesa, els bacteriofags s’inactiven a pH acid; per tant, no sobreviuen en un medi gastric
ipoden degradar-se amb els acids biliars i els enzims del duode (Gigante i Atterbury, 2019).

2.3. Encapsulacio

La microencapsulacié permet augmentar la supervivéncia dels fags en un medi acid
(pH entre 21 7), incrementa la resisténcia a temperatures extremes i redueix la sensibili-
tat a la llum ultraviolada (Lewis i Hill, 2020).

S’ha estudiat I’encapsulacié amb diferents polimers hidrofilics i hidrofdbics com aga-
rosa, alginat, pectina, metacrilat d’acid hialuronic, diacetat de cel-lulosa, etc. (Malik et
al., 2017), i també s’ha demostrat 'efectivitat de ’encapsulacié amb diferents biomate-
rials. Diferents autors (Colom et al., 2015) van assenyalar una diferéncia significativa en-
tre la supervivencia de bacteriofags encapsulats en un liposoma en relacié amb els no
encapsulats, amb una estabilitat més gran dels primers a un pH de 2,8. Més tard, el ma-
teix equip de recerca va comprovar que els bacteriofags encapsulats en un alginat amb
CaCO, tenien més eficacia i durabilitat en relacié amb els no encapsulats quan eren ad-
ministrats oralment (Colom et al., 2017).

Tang et al. (2013) també van comprovar-ho amb un alginat (en el seu cas amb protei-
na serica) encapsulant el bacteriofag Felix O1, cosa que demostra que es mantenia viable
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aun pH de 2 durant dues hores, mentre que els no encapsulats s’inactivaven pocs minuts
després d’entrar en contacte amb un fluid gastric simulat.

2.4. Proteines derivades de bacteriofags

Cal tenir molt presents algunes de les proteines dels bacteriofags, com ara les endoli-
sines, exolisines i depolimerases, atesa la seva possibilitat terapeutica.

Les endolisines s6n enzims que destrueixen la paret de peptidoglica del bacteri. Sén
utilitzades pel bacteridfag virulent per a poder alliberar els virions un cop s’ha replicat.
Un dels avantatges que presenten respecte dels fags és que, de moment, no s’han detec-
tat resisténcies a aquestes molecules, probablement perquée quan s’apliquen actuen de
manera exogena i, per tant, eviten molts dels mecanismes de resisténcia bacterians. Tan-
mateix, degut a la naturalesa de la seva diana, tenen efecte prioritari sobre els bacteris
grampositius (Carvalho et al., 2017). Actualment, també s’ha demostrat I’activitat sobre
bacteris gramnegatius (Gutiérrez et al., 2020).

Cal considerar també les exolisines, les quals formen part de I’estructura del fag i
també degraden els peptidoglicans. En condicions normals, serveixen per a facilitar I’en-
trada del bacteriofag en el bacteri en la primera fase de la infeccié. L’avantatge de les
exolisines rau en el fet que també tenen poca probabilitat d’induir resisténcies microbia-
nes i, a més, tenen estabilitat a temperatures altes (Carvalho et al., 2017).

Pel que fa a les depolimerases, sén proteines que degraden els polisacarids de la paret
bacteriana, també per a facilitar 'entrada del bacteriofag a la cel-lula. No obstant aixo,
encara hi ha pocs estudis en que s’hagin utilitzat aquestes molecules in vivo (Carvalho
etal., 2017).

3. Fagoterapia profilactica

Tal com s’ha comentat, la fagoterapia esta adquirint importancia com a possible mesura
antibacteriana. Tanmateix, aquesta terapia es pot aplicar per a obtenir un efecte curatiu
perd també profilactic. En ambdds casos, la finalitat és reduir la colonitzacié bacteriana.
Concretament, I’objectiu de la terapia preventiva €s garantir la salut animal i dels vege-
tals abans que es vegi compromesa, i d’aquesta manera oferir un aliment segur.

Cal destacar que I'tis dels fags per a prevenir la infeccié en ’animal o vegetals vius no
és I'tinica utilitzacid possible per a assegurar la salubritat alimentaria. Els fags també es
poden utilitzar per a controlar o eliminar bacteris en la cadena alimentaria, per a higie-
nitzar les superficies que entren en contacte amb els aliments i per a prevenir la conta-
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minacié dels aliments emmagatzemats (Sillankorva, Oliveira i Azeredo, 2012). Aix0 sig-
nifica que per a obtenir un aliment totalment segur és possible combinar diverses
aplicacions, cosa que permet maximitzar els resultats (Newell et al., 2011).

En qualsevol cas, la fagoterapia profilactica no substitueix la curativa. Tal com ja s’ha
mencionat, els fags virulents utilitzen la maquinaria del mateix bacteri per a replicar-se.
Aix0 implica que, si d’entrada no hi ha infeccid, els bacteridofags no tenen cel-lules hoste
per infectar i s’acaben inactivant sense haver causat cap efecte. Logicament, la poblacid
de bacteriofags fluctua en funcio de la bacteriana, de manera que els bacteriofags s’am-
plifiquen a partir de les cel-lules bacterianes presents (figura 2). Consegtientment, dismi-
nueixen les unitats formadores de coldnies bacterianes (UFC) i, posteriorment, també
ho fan les unitats formadores de plaques de lisi (UFP), cosa que comporta la disminucié
dels bacteriofags en la mostra analitzada (Moelling, Broecker i Willy, 2018). Per aquest
motiu, sembla necessari que hi hagi una infeccié bacteriana en el moment de ’adminis-
tracio dels fags, fet que pot suggerir que la fagoterapia curativa és més efectiva que la
profilactica.

Representacio grafica de I'oscil-lacié de la poblacié de bacteriofags d’acord amb la de bacteris

Inici de la X
fagoterdpia = Bacteris

I Bacteriofags

Nre. de bacteris (UFC)

(24n) sjoLa12Dq 3p 21N

Temps

FONT: Elaboraci6 propia a partir de Moelling, Broecker i Willy (2018).

La profilaxi és atractiva tant per al sector productiu com per al sector alimentari en
general. Les malalties infeccioses solen augmentar la mortalitat i disminuir la fertilitat i
els rendiments dels animals —i, en consequiéncia, la quantitat de productes alimentaris
obtinguts (llet, ous, vegetals...)—, cosa que es tradueix en una reduccio del benefici eco-
nomic; és interessant, per tant, prevenir aquestes patologies (Carvalho et al., 2017). A més,
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reduir la colonitzacié de bacteris patdogens durant la vida de ’animal, ja sigui durant el
creixement o abans del sacrifici, disminueix el risc de contaminacio creuada a través de
les femtes en la fase de processament de I’aliment (Sillankorva, Oliveira i Azeredo, 2012).

En les diferents investigacions que s’han dut a terme, s’ha vist que I'eficiencia dels
fags depen de molts factors: de la dosi, el moment i la via d’administracid o d’aplicaci6
dels virus; de si s’aplica un bacteriofag o un conjunt (coctel); de la concentracio de bacte-
ris diana al tracte digestiu i dels seus mecanismes d’adaptacid, entre d’altres (Grant, Has-
hem i Parveen, 2016; Wernicki, Nowaczek i Urban-Chmiel, 2017).

3.1. Bacteriofags com a promotors del creixement

Atesa la prohibicid a la UE d’emprar antibiotics com a promotors del creixement en I’ali-
mentacié animal, s’esta investigant I'aplicacié dels bacteriofags amb aquest objectiu.
Kim i col-laboradors (2014) van comprovar I’eficiéncia d’un coctel de fags de diferents
especies de bacteris patdgens entérics administrats com a suplement dietetic per a millo-
rar els resultats productius en porcs d’engreix, tot i que, en comparacié amb altres ex-
periments amb pitjors resultats, es creu que aquesta millora depen d’altres factors, entre
els quals la higiene de la granja, la dieta i el tipus de bacteriofag. Yan, Hongi Kim (2012)
van comparar I'efecte sobre el creixement de porcs de la suplementacié amb antibiotics
iamb bacteriofags contra Salmonella a la dieta, i van arribar a la conclusio que els segons
podien ser una bona alternativa a partir de 0,5 g/kg de pinso.

També s’ha proposat administrar fags els primers dies de vida, en els quals no és reco-
manable donar antibidtics i no és possible vacunar (Seal et al., 2013). En qualsevol cas,
considerem que és un camp poc estudiat i que necessita investigacié addicional.

4. Control de bacteris en produccié animal
4.7. Aviram

Les aus de corral sén un reservori important de Salmonella i Campylobacter (Endersen et
al., 2014), per aix0 se’ls ha destinat un elevat nombre d’estudis de fagoterapia oral, ja
sigui a través de sonda oral, del pinso o de ’aigua de beguda (Sillankorva, Oliveira i Aze-
redo, 2012), especialment en pollastres. Aquests géneres bacterians sén a Europa i als
Estats Units els géneres amb més prevalencga en produccié aviar i causants de brots en
humans. Aquesta és una raé més de 'interés d’aplicar la terapia fagica en ’ambit de la
produccié animal i el sector agroalimentari.
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Actualment, s’administren vacunes per a controlar infeccions per Salmonella en ga-
Ilines i pollastres, les quals redueixen efectivament la transmissié horitzontal i vertical
entre individus. No obstant aix0, no eviten la disseminacié del bacteri ni la infeccio, la
qual esdevé subclinica i dificulta ’erradicacié dins de la granja. Aixi doncs, pot ser indi-
cat afegir bacteriofags al pinso com a additius per a ajudar a controlar Salmonella junta-
ment amb la vacunacio (Lim et al., 2012).

Ahmadi i col-laboradors (2016) van aillar un bacteriofag de Salmonella Enteritidis
(Salmonella enterica, subespecie enterica, serovar Enteritidis) a partir de femta d’aviram i
van establir en guatlles dues pautes d’administracid: una amb objectiu profilactic, en la
qual es van subministrar els virus tres dies abans d’inocular els bacteris, i ’altra amb un
objectiu terapeutic, en la qual els fags es van aportar just després de 1’exposici6 al pato-
gen. Set dies després de la infeccid, la prevalenca en el cec de S. Enteritidis en el grup
preventiu va ser del 20 %, mentre que en el grup terapeutic va ser del 100 %, amb la qual
cosa es pot concloure que ’administracié preventiva era més efectiva que I’administra-
cid postinfeccid. L’estudi també va mostrar que la via oral era eficag.

També s’ha comprovat la utilitat de tractar animals infectats per a evitar la transmis-
si6 horitzontal a animals sans. Lim i col-laboradors (2012) van mostrar que en inocular
S. Enteritidis a pollets d’un dia i fer-los conviure amb altres pollets no infectats, després
d’administrar-los fags addicionats al pinso durant vint-i-un dies, la colonitzacié intesti-
nal del grup es reduia. De fet, tres setmanes després del tractament, no es va detectar
Salmonella a'intesti en el 70 % dels animals no infectats (grup que va rebre 10° UFP/g de
bacteriofag).

Convé destacar la importancia de la dosi i el moment d’administracié dels bacterio-
fags. La multiplicitat d’infeccié (MOI, de ’angles multiplicity of infection), que indica el
nombre de virions que s’han afegit per c¢l-lula durant la infeccid, permet calcular el nom-
bre de particules virals necessaries per a eliminar una cél-lula hoste. Idealment, la MOI
hauria de ser baixa per tal de reduir despeses en la produccio dels fags. Tanmateix, en el
cas de Salmonella, en que la seva concentracio al tracte digestiu és baixa, hi ha menys
probabilitats que els bacteridfags localitzin la diana i, per tant, se’n necessita una dosi
més alta. De vegades, quan el nombre de bacteris és molt baix, és inviable augmentar la
dosi de fags perque siguin efectius (Atterbury et al., 2007).

D’altra banda, Bardina i col-laboradors (2012) van comprovar que en infectar alguns
pollastres amb Salmonella (108 UFC/animal) i la resta per contacte (seeder bird method) i
administrar per via oral un coctel de fags (10'° UFP/animal) dos cops al dia el quart i cin-
que dia de la infeccid, s’obtenia una reducci6 de només 0,5 log,, dotze dies després de la
infeccio, ja que Salmonella havia colonitzat de manera eficient el tracte intestinal dels
animals. En canvi, en els dos altres grups experimentals, amb animals infectats individual-
ment amb una dosi inferior de Salmonella (10° UFC/animal), quan els bacteriofags s’admi-
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nistraven el dia abans o el mateix dia de la infeccid, i es continuava el tractament dues
vegades al dia durant quatre dies i una dosi diaria durant la setmana segiient, la reduccié
de S. Typhimurium va ser significativament superior (entre 2 i 4 log,,, aproximadament,
depenent del periode d’estudi). Aquest experiment remarca la importancia de combatre
la infeccié quan la concentracié de bacteris és encara reduida i que una administracié
continuada de bacteriofags ajuda a mantenir aquest efecte inicial a llarg termini.

D’altra banda, s’ha valorat I’eficacia de tractar els animals una tinica vegada pocs dies
abans del sacrifici. En un estudi d’Atterbury i col-laboradors (2007) es va avaluar en dos
assaigs I’efectivitat de bacteriofags contra els serovars de Salmonella enterica Enteritidis,
Typhimurium i Hadar administrats a pollastres de trenta-sis dies d’edat dos dies abans
de ser infectats. En el primer assaig es va utilitzar una dosi de 10° UFP i en el segon de
10" UFP. El segon assaig va mostrar una reduccio significativa del contingut cecal per als
pollastres infectats amb S. Enteritidis i per als infectats amb S. Typhimurium, mentre
que en el primer assaig no es van registrar reduccions significatives per a cap dels sero-
vars analitzats. Aquest treball mostra que el tractament profilactic permet reduir la colo-
nitzacié intestinal dies abans del sacrifici dels animals.

Finalment, s’ha estudiat I'opcié d’administrar els bacteridfags mitjancant I’aigua de
beguda, meétode molt utilitzat en aus de corral per altres farmacs. La preséncia d’ions
de calci i magnesi beneficia la unié entre els virions i els receptors de la paret cel-lular
hoste; per tant, si 'aigua és pobra en ions divalents, hi ha menys activitat dels bacterio-
fags (Grant et al., 2017).

Pel que fa a Campylobacter, diversos autors consideren que la incidéncia d’infeccions
humanes seria trenta vegades inferior si es redufs la concentracio del bacteri en la carn
d’aviram en dues unitats logaritmiques, cosa que es podria aconseguir amb fagoterapia
quan les aus son a la granja (Carvalho et al., 2010; Johnson et al., 2008). En ser Campylo-
bacter un bacteri ubiqiitari, caldria fer tractaments en diferents moments de la vida
productiva dels animals per tal d’anar-lo reduint (Lewis i Hill, 2020), o bé en un sol cop
abans del sacrifici, tot i que, en aquest cas, no es pararia la circulacié del bacteri a la gran-
ja (Kittler et al., 2013).

Carvalho i col-laboradors (2010) van infectar pollastres amb Campylobacter mimetit-
zant a les granges comercials, €s a dir, amb nivells de colonitzaci6 entre 10°1i 10° UFC/g
de femta i abseéncia de simptomatologia, i van administrar fags contra C. jejuni i C. coli. El
titol de Campylobacter va disminuir 2 log,, UFC/g de femta ja als dos dies d’iniciar el trac-
tament administrat a través del pinso.

En un altre assaig fet en condicions de camp en una granja de pollastres comercials,
es van formar tres grups experimentals, tots contaminats de manera natural per Cam-
pylobacter, i se’ls va administrar bacteridofags als trenta-sis, trenta-dos i trenta-un dies
d’edat, respectivament. Només es va aconseguir una reduccid significativa de la concen-
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tracié de Campylobacter abans del sacrifici en el primer grup (superior a 3,2 log,, UFC/g
de contingut cecal), cosa que indica que la disminucid de la colonitzacié presacrifici és
possible pero calen unes pautes concretes perque succeeixi (Kittler et al., 2013).

Wagenaar i col-laboradors (2005) van comparar en pollastres el tractament preventiu
(administrant bacteriofags els quatre dies previs a la inoculacio de C. jejuni i durant els
sis dies seglients) i el terapeutic (iniciant el tractament amb fags cinc dies després de la
inoculacié i aplicant-lo durant sis dies). El tractament preventiu no va evitar la colonitza-
cio, pero s que la va endarrerir i disminuir, i es va estabilitzar a una unitat logaritmica
per sota del grup de control (infectat i no tractat). En canvi, el grup terapeutic va experi-
mentar una reduccio de la colonitzacié immediata de 3 log UFC/g, per0, en acabar el
tractament, aquesta colonitzacié va augmentar i es va situar al nivell del primer grup.
Aixi doncs, tot i que el tractament preventiu no impedeix la contaminacié ni la redueix a
nivells segurs, ’administracié de fags abans del sacrifici té un efecte positiu.

4.2. Porci

La disseminacié de Salmonella en porcs augmenta durant el transport i la retencié a I'es-
corxador degut a 'estres, el qual indueix la reactivacié d’infeccions antigues o facilita
contagis nous a través d’instal-lacions contaminades, com el camid o les gabies. Aix0
comporta un perill de contaminacié de les canals i, en consequiéncia, d’entrada d’una
quantitat més elevada de bacteris en el processament de la carn i els seus productes. Per
tant, 'objectiu de la fagoterapia preventiva en porci haura de ser reduir la colonitzacié
intestinal de Salmonella per a prevenir la contaminacié creuada a ’escorxador (Saez
etal., 2011).

En un estudi amb dos grups (de control i tractat amb bacteriofag) de porcs deslletats,
es van inocular 2 x 10'° UFC/animal de Salmonella Typhimurium i 24 i 48 hores més tard
se’ls van administrar per via oral 3 x 10° UFP d’un coctel de bacteriofags. Al cap de dos
dies de I'tiltima dosi es van sacrificar tots els animals i se’n va analitzar el contingut intes-
tinal. Es van detectar concentracions inferiors de Salmonella en el grup tractat que en el
de control, tot i que només al recte la reduccio va ser significativa. Aix0 va permetre
concloure que la fagoterapia pot ser una bona estrateégia per a reduir la presencia de Sal-
monella en porcs dies abans del sacrifici (Callaway et al., 2011).

D’altra banda, cal tenir en compte que a partir de ’any 2022 estara prohibit 1'as
d’0xid de zinc (ZnO) a dosis farmacologiques en el pinso de porcins a la UE. El ZnO s’ad-
ministra amb Pobjectiu de disminuir les diarrees postdeslletament i promoure el crei-
xement, pero ja no es permetra usar-lo atés que comporta un perill de contaminacié
ambiental i de desenvolupament de resisténcies bacterianes (Wang et al., 2019).

DESEMBRE 2022, P.29-51/ QUADERNS AGRARIS 53

39



Laura Arranz, Anna Cardona, Aida Yuste, Euldlia Nogué, Esteban L. Arosemena, M. dels Angels Calvo-Torras

En conseqiiéncia, cal buscar alternatives a aquest producte, entre les quals hi ha els bac-
teriofags.

En un assaig per a testar I’efecte de bacteridofags enfront de Escherichia coli enteroto-
xigénica administrada (10'° UFP) per via oral en porcs deslletats, es va inocular el bacteri
quinze minuts abans que el fag administrat a dosi alta (10'° UFP). Es van monitorar du-
rant sis dies, entre altres parametres, la duracid i la severitat de la diarrea i la dissemina-
cid del bacteri en femtes. Es va concloure que, en comparacié amb el grup de control
(infectat perd no tractat), hi va haver una variacié més petita de pes entre els individus,
la diarrea va ser més curta i lleu i els bacteris excretats per femtes no van desenvolupar
cap resisténcia al bacteridfag (Jamalludeen et al., 2009).

5. Control de bacteris a I'agricultura

Els bacteriofags es van descobrir per primera vegada en associacié a bacteris patdogens de
plantes I’any 1924, quan Mallmann i Hemstreet (1924) van demostrar que el filtrat de col
fermentada era capag¢ d’inhibir el creixement de Xanthomonas campestris pv. campestris,
agent etiologic de la podridura de la col. Més tard, es van proposar els fags com a agents
de control de malalties (Moore, 1926) i es van emprar amb &xit per a la prevencié de la
podridura dels tubercles de patata causada per Erwinia carotovora subsp. atroseptica
(syn. Pectobacterium carotovorum) (Kotila i Coons, 1925) i com a tractament de llavors
per tal de reduir la incidéncia del marciment del blat de moro descrit per Stewart, pro-
duit per Pantoea stewartii (Thomas, 1935). Malgrat els primers resultats prometedors, la
terapia amb fags no va ser considerada aplicable per diversos especialistes en agricultura
(Vidaver, 1976).

A partir de la decada de 1990 es va demostrar que la terapia amb fags és eficag per al
control d’una serie de malalties causades per bacteris fitopatdgens. Cal destacar les cau-
sades per Xanthomonas spp., com la taca bacteriana del tomaquet, préssec, gerani, ceba,
nogueraila cancrosi asiatica dels citrics (Balogh et al., 2008; Civerolo i Kiel, 1969; Flaher-
ty et al., 2001; McNeil et al., 2001); per Pseudomonas spp., com la taca bacteriana dels
bolets (Munsch i Olivier, 1995); per Erwinia spp., com E. amylovora, causant del foc bac-
teria de la pomera i perera o d’alteracions diverses com la podridura suau bacteriana
(Svircev et al., 2005; Schnabel et al., 2010); per Ralstonia solanacearum, causant del mar-
ciment bacteria del tabac (Tanaka, Negishi i Maeda, 1990), o per Streptomyces scabies,
causant de la sarna de la patata (McKenna et al., 2001). El primer bacteridfag es va regis-
trar als Estats Units ’any 2005; ho va fer la companyia OmniLytics Inc., Salt Lake City,
UT (Registre EPA # 67986-1) i, actualment, s’hi comercialitzen bacteriofags per al control
de la taca bacteriana del tomaquet i el pebrot (Xanthomonas pv. campestris vesicatoria
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i Pseudomonas syringae). Alguns autors han adoptat un enfocament polivalent en el qual
la terapia amb fags s’utilitza com a part d’una estrategia de gestid integrada, com, per
exemple, combinada amb antibiotics com I'estreptomicina (Borah, Jindal i Verma, 2000)
0 amb bactericides derivats del coure (Balogh et al., 2008). Tanmateix, els antibidtics no
estan autoritzats a la UE en agricultura.

Els principals reptes de ’agricultura deriven del fet que la produccié agricola es fa en
un entorn obert. En conseqiiéncia, els fags s’apliquen en sistemes on hi ha poc control o
cap dels factors ambientals, com la temperatura, la irradiacio solar, els nivells d’humitat
o el pH. A més, els fags han de proporcionar proteccid dels teixits susceptibles, els quals,
en entorns agricoles, es troben dispersos en grans superficies, enfront de bacteris pato-
gens, els quals poden dispersar-se lliurement pel medi ambient. Davant aquests reptes,
cal indicar que, a I’agricultura, la terapia amb fags té més potencial en sistemes carac-
teritzats per entorns tancats i controlats, per variabilitat de la susceptibilitat de les plan-
tes reduida, per bacteris diana que constitueixen una poblacié clonal i per bacteriofags
amb capacitat d’infectar el bacteri adient.

6. Marclegal ala Unio Europea

La legislacié actual a 1a UE, tant veterinaria com humana, no regula I’as dels bacteriofags
i cap normativa sobre medicaments o additius els inclou. D’una banda, cal remarcar la
dificultat en la contextualitzacié dels bacteriofags dins la normativa comunitaria sobre
medicaments veterinaris (DOUE, 2019). En la definicié de medicament veterinari, el re-
glament indica que la substancia, o la combinacié dels que el componen, ha de ser d’ori-
gen huma, animal, vegetal o quimic, per la qual cosa hi ha falta de precisié a ’hora d’es-
tablir si els bacteriofags es podrien considerar un medicament. De ’altra, els bacteriofags
tampoc consten en la normativa que fixa els limits de residus de les substancies farmaco-
logicament actives (DOUE, 2009). En els annexos 1, 11 i 111 hi figuren les llistes de medica-
ments veterinaris per als quals s’estableixen limits maxims de residus, que no hi estan
subjectes i per als quals s’han fixat limits maxims de residus provisionals, respectivament.
La falta de regulacié dels fags com a medicaments veterinaris fa que no figurin a les llis-
tes esmentades, la qual cosa demostra que no estan autoritzats per a la seva administra-
cid en animals destinats al consum huma. A més, I’Ageéncia Europea de Seguretat Ali-
mentaria (EFSA, de I’anglés European Food Safety Authority) (EFSA BIOHAZ Panel,
2022), a actualitzacio de la llista QPS (qualified presumption of safety, presumpcié quali-
ficada de seguretat), fa notar que els fongs filamentosos, els bacteriofags i altres microor-
ganismes queden exclosos de les avaluacions QPS d’acord amb una posicié taxonoOmica
ambigua o perque presenten caracteristiques potencialment perilloses per a la salut.
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Pel que fa a I'tis de bacteriofags com a additius del pinso, tampoc no estan previstos
en el Reglament 1831/2003 (DOUE, 2003) sobre els additius en I’alimentacié animal; per-
que s’autoritzin, cal demostrar que no suposen un risc per a la salut animal, humana o el
medi ambient. Sobre aquesta qiiestid, 'EFSA és I’encarregada de fer ’avaluacio cientifi-
cade la innocuitat dels additius. A més, cal tenir present que, per a congixer els mecanis-
mes d’accié i demostrar que els bacteridofags no suposen un perill de seguretat pel fet de
tenir factors de viruléncia o gens de resisténcia microbiana, se n’hauria de seqiienciar el
genoma, cosa que dificultaria immensament el procés de registre (Zbikowska, Michalczuk
i Dolka, 2020).

Tot ila dificultat d’adoptar la fagoterapia clinica a la practica, s’Tha aconseguit aplicar
els fags en camps no terapeutics, com en el diagnostic de determinats bacteris, en 1’agri-
culturai en la indtstria alimentaria (Lu i Koeris, 2011). Tant és aix{ que en alguns paisos
(Estats Units, Canada, Israel...) ja es comercialitzen biocides a base de fags per a eliminar
certs bacteris directament en els aliments, com el ListShield® per a Listeria monocytoge-
nes en productes carnis i avicoles. Aquesta ha estat la primera substancia aprovada, i des
de llavors se n’han seguit desenvolupant a escala mundial (Endersen et al., 2014). A més,
tot i les dificultats imposades per les entitats reguladores, fora de 1a UE ja hi ha al mercat
additius per al pinso, els productes BIOTECTOR® contra Escherichia coli tant en aus com
en porcs, i contra Clostridium perfringens i Salmonella spp. en aus (CJBIO, 2020).

Encara que és dificil encabir els bacteriofags dins les lleis europees actuals, la necessi-
tat de desenvolupar nous productes antibacterians esta impulsant projectes de recerca i
nous productes comercials. Tot i aix{, cal modificar la legislacié perque permeti la utilit-
zacio dels bacteriofags, i aixi augmentar I'interés de la inversid i, per tant, la recerca en
aquest camp (Keen, 2012).

7. Discussio: obstacles que cal superar

La falta de regulacié no és I'tinic obstacle per a I’aplicacio dels bacteriofags; hi ha altres
impediments que dificulten el desenvolupament d’aquests productes. En primer lloc, els
fags tenen un rang d’actuacié limitat, ja que només afecten espécies o soques concretes.
Aix0 implica que, per a dur a terme un tractament efectiu, abans cal identificar el pato-
gen que s’ha d’eliminar i el bacteridfag més efectiu. Aixd es pot solucionar combinant el
fag amb altres agents antimicrobians, també amb altres fags, amb els anomenats coctels
de bacteriofags (Loc-Carrillo i Abedon, 2011).

Els coctels de bacteriofags amplien I’espectre d’activitat i augmenten el nombre
d’hostes susceptibles. També redueixen la probabilitat de desenvolupar resisténcies bac-
terianes: encara que els bacteris desenvolupin resisténcia a un fag, els altres virus del
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cOctel podran mantenir I’activitat (Ly-Chatain, 2014). El problema d’aquesta técnica és
la dificultat legislativa per a la seva aprovacid, ja que, en ser administrats conjuntament,
s’ha de demostrar la seguretat de tots els components per separat i, també, la de la com-
binacié (Colavecchio i Goodridge, 2018).

Si bé 'especificitat d’hoste comporta limitacions terapeutiques, aquest pot ser també
un factor favorable, ja que tinicament s’eliminen els bacteris diana i no es modifica la
microbiota dels animals, cosa que suposa un avantatge respecte dels antibiotics (Sevi-
lla-Navarro et al., 2018).

En el cas de fags temperats o de cicle lisogenic, cal tenir en compte que quan s’escin-
deixen del genoma bacteria, poden endur-se fragments de DNA. Dins d’aquest material
hi pot haver gens de resisténcia a antibiotics, entre altres seqiiéncies patogeéniques, que
poden ser transportats a altres bacteris (Thiel, 2004). Per aquest motiu, és imprescindible
que els fags seleccionats tinguin un cicle litic (Loc-Carrillo i Abedon, 2011), de mane-
ra que, encara que es traslladin fragments de DNA d’un bacteri a un altre, ambdds quedin
destruits. Una altra alternativa per a evitar la transduccio és utilitzar proteines derivades
de bacteriofags (lisines, holines...), que no s’insereixen al genoma.

L’ts de fags pot suposar un problema quan la patogenia del bacteri es basa a produir
toxines, ja que amb la seva lisi s’alliberen. Aquest inconvenient es podria solucionar uti-
litzant també proteines de fags no litiques que causin la mort bacteriana (Wernicki,
Nowaczek i Urban-Chmiel, 2017), o bé modificant els bacteriofags mitjangant enginyeria
genetica amb el mateix objectiu (Colavecchio i Goodridge, 2018).

També és possible que el bacteriofag no arribi a la seva diana perque el sistema im-
munitari de I’animal el reconeix com una substancia exogena i ’elimina (Wernicki,
Nowaczek i Urban-Chmiel, 2017). En aquest cas, una possible solucié és ’encapsulacio,
per exemple, amb nanovesicules lipidiques (Choinska-Pulit et al., 2015).

Una altra dificultat podria ser la produccié i distribuci6 dels fags per tal d’obtenir
productes estables i purs a gran escala, ja que molta de la recerca feta sobre la fabricacid
d’aquests virus és a petita escala (Ali, Rafiq i Ratcliffe, 2019). Tot i aix0, s’estan desenvo-
lupant models de fabricaci6, com el de Krysiak-Baltyn, Martin i Gras (2018), en els quals
se simula la produccié a escala industrial. També s’han estudiat els parametres fonamen-
tals per a la fabricacié Optima a gran escala, i s’ha conclos que és necessari utilitzar un
medi de cultiu ric i temperatures baixes, de ’ordre de 29 °C, ja que a temperatures més
altes hi ha més creixement bacteria i, de manera proporcionalment inversa, menys pro-
pagacid del virus (Warner et al., 2014).

Finalment, cal destacar la possibilitat que hi hagi una mala percepcié sobre els bacte-
riofags per part de la ciutadania (Lewis i Hill, 2020). Tot i aixi, en una enquesta feta als
Estats Units s’observa que hi ha potencials consumidors que no només estan d’acord a
emprar bacteriofags, sind que estan disposats a pagar més pel producte que en contingui
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si aix0d garanteix la seguretat alimentaria. Amb tot, les opinions van variar segons el ni-
vell social i ’¢tnia dels enquestats (Naanwaab et al., 2014).

Cal remarcar que la majoria de propostes exposades en aquest apartat requereixen
més recerca, per a la qual sén imprescindibles fons econdmics. A més, tal com s’ha co-
mentat, els processos que cal superar per a aprovar un producte sén complexos i costosos
(Fauconnier, 2019). Una altra quiestié és la impossibilitat de patentar els bacteriofags.
Aquest fet minva 'interes de les empreses privades a invertir en aquest camp de recerca
(Thiel, 2004; Verbeken et al., 2014).

8. Conclusions

En els dltims anys, ha incrementat I'interés per la fagoterapia com a alternativa als anti-
biotics, fet que obre noves portes a ser utilitzada en veterinaria com a eina profilactica
en els animals de renda i a I’agricultura, en el control de plagues d’origen bacteria. El
nombre creixent d’estudis sobre aquest tema indica que, tot i no evitar completament les
infeccions, la fagoterapia profilactica sf que n’endarrereix ’aparicié o en disminueix la
carrega bacteriana, fet que permet garantir la seguretat del producte alimentari, sobre-
tot si s’aplica poc abans del sacrifici dels animals.

Tot i aixo, les lleis actuals a la UE no preveuen I’aplicacié de bacteriofags ni com a
medicaments veterinaris ni com a additius, motiu pel qual caldria fer-ne una reforma. A
més, hi ha una serie d’obstacles relacionats amb aquesta terapia, com I’alliberacié d’en-
dotoxines bacterianes o la inactivacio dels fags pel sistema immunitari, que requereixen
més recerca.
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