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. Introduccidn
Objetivos proyecto
Resultados relevantes alcanzado como riesgo agroalimentario

PwoN R

Actividades de difusion y transferencia realizadas
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Presencia de patogenos en alimentos

Bacterias resistentes a antibioticos

Desarrollo de nuevas soluciones efectivas, viables y rentables
para el control de patdgenos alimentarios
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Los bacteriéfagos son virus que infectan especifica y exclusivamente bacterias

bacteriophage

host
bacterial cell

phage DNA
host DNA

Ciclo litico: Tras la infeccion de |la bacteria huésped, se produce un gran numero de
particulas fagicas que con la lisis celular son liberadas al ambiente
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Introduccion
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Empleo de bacteriofagos y de sus proteinas liticas (endolisinas y
peptidoglicano hidrolasas) como estrategia de biocontrol:

Muy especificos frente a su bacteria diana
* Inofensivos para seres humanos, animales y plantas
* Ampliamente distribuidos en la naturaleza

* Habitualmente consumidos en nuestra dieta
* No afectan la microbiota natural del alimento
No alteran las propiedades organolépticas
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Introduccion

I
Phage
Phagetherapy Biosanitation Biocontrol Biopreservation
Reduction of Disinll‘ec:iionni Carcasses __
colonization equipment, Rawproducts Final product
contact surfaces | | RTE products

™ O e

Animals
Garcia et al. (2008). Lett. Appl.

Microbiol. 47(6) 479-485

Foodstuff Storage and  coneumer
industry marketing
“Farm to fork” >—
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Desarrollo de nuevas herramientas basadas en el uso de fagos y/o sus proteinas,
como estrategia de seguridad alimentaria para el biocontrol de patogenos en
alimentos y entornos de procesado.

Impulsar la implantacion de nuevos procesos que permitan obtener alimentos mas
seguros pero sin comprometer la calidad de los mismos.
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Campylobacteriosis
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2019

“1 mediante bacteriéfagos  Rresultados

N = 246.158 casos confirmados
N =45 (0,04%) mortalidad

Salmonellosis (N =91,662)
Yersiniosis (N =6,823)
STEC infections (N =6,073) Yersiniosis (N =6,823)
s )N 2A80) STEC infections (N=6,073)
' N=2.480 casos confirmados
" Qover | =02 Qfever § \ N =225 (13,8%) mortalidad
g Tularaemia | (N =321) Tularaemia [ (N =321)
E Echinococcosis |l (N = 827) ° 7 4
ead o ancelosis (V=379 Seleccion de patdgenos
Brucellosis | (N =378 West Nile fever |(N =212)'

West Nile fever | (N =212)

TB caused by M. bovis | (N = 185)

Trichinellosis | (N = 168) Rabies | (N=

TB caused by M. bovis |(N = 185) alimentarios

Trichinellosis | (N = 168)

Congenital toxoplasmosis [N (N=40)2 > CamplebaCter S p p o

1)

0
Congenital toxoplasmosis |l (N=40)2

Rabies |(N=1)

Notification rate per 100,000 |:)c:|3ulation2

T B » Listeria monocytogenes

T T
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75

Notification rate per 100,000 population®

EFSA Journal 2018;16(12):5500
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Aislamiento de nuevos fagos y mantenimiento de la coleccion
Listeriafagos Campilofagos
375 bacteriofagos O N g Fagos
> Campylobacter spp. _ - T _ - %
. X Alimentos 13 19% Alimentos 280 92%
> Listeria monocytogenes bacon 3% Piel de pollo 208  68%
Jamon cocido 10% Hamburguesa de pollo 20 7%
Salmén ahumado 1 1% Carne picada de pollo 20 7%
Queso fresco 1 1% Carne picada de cerdo 20 7%
fiambre de cerdo 2 3% Pavo guisado 12 4%
heces ganado 55 79% heces ganado 24 8%
ovino 17 24% gallina 6 2%
bovin 1 21% porcino 18 6%
equin 10 14% TOTAL 304  100%
ave 10 14%
otros 3 4%
Otros 2 3%
TOTAL 70 100%
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Aislamiento de nuevos fagos y mantenimiento de la coleccion

375 bacteriofagos
» Campylobacter spp.
» Listeria monocytogenes

300 cepas bacterianas
» Campylobacter spp.
» Listeria monocytogenes

1 2 3 4 5 6 7 8 9

v Identificacion
v Tipado

v Resistencia a antibioticos
(Campylobacter)
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Aislamiento de nuevos fagos y mantenimiento de la coleccion

375 bacteriofagos

» Campylobacter spp.

» Listeria monocytogenes

6 proteinas fagicas —
» Campylobacter spp.

300 cepas bacterianas

» Campylobacter spp.

» Listeria monocytogenes
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Resultados

Aislamiento de nuevos fagos y mantenimiento de la coleccion

375 bacteriofagos
» Campylobacter spp.
» Listeria monocytogenes

6 proteinas fagicas
» Campylobacter spp.
300 cepas bacterianas

» Campylobacter spp.
» Listeria monocytogenes

Stocks de almacenamiento a -802Cvy 4 2C
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tecnalia
Resultados

Aislamiento de nuevos fagos y mantenimiento de la coleccion

375 bacteriofagos

- Campiobactr spp ) ) cnceracion

» Listeria monocytogenes

6 proteinas fagicas
» Campylobacter spp.
300 cepas bacterianas

» Campylobacter spp.
» Listeria monocytogenes
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Caracterizacion de fagos con actividad frente a L. monocytogenes

[ Rango de huesped ]

» 73 listeriafagos
e 54 cepas de Listeria (48 L. monocytogenes)
* Método del spot test / test de la gota

Dt

[ Preseleccion de los 30 fagos mas prometedores]

* Eficacia
* Rango de huésped amplio
* Activos frente a cepas resistentes
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Caracterizacion de fagos con actividad frente a L. monocytogenes

[ Evaluacion de la diversidad genética (RAPD-PCR) J

L 12 34 L 56 7 89 L 10111213 141516 L

.« 4 primers (OPL5, RAPDS, P1 and P2)
. PCR reactions with purified phage DNA (10ng)
. » Gel electrophoresis of the RAPD-PCR reaction products

e Comparison of DNA band-patterns

27 genetically different phages (n=30)

[ Seleccion de 10 fagos mas prometedores ]

RAPD band-patterns obtained from 16 different
listeriaphages using primer RAPD5
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Caracterizacion de fagos con actividad frente a L. monocytogenes

9 10 11

=

12 13 14 M

[ Tamaio del genoma (PFGE) ]

——————————————————————————————————————————————————————————————

PFGE of listeriaphages using
Lambda ladder as DNA marker
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Caracterizacion de fagos con actividad frente a L. monocytogenes

{ Family Siphoviridae (TEM) ] [ Estabilidad y eficacia Ty pH J

@=50-67 nm e T=4°C-25¢C
Double-stranded linear DNA e pH=45-9.5

Non-contractile long tail
265-292nm, P=8-12nm)

ANRRARARRRERERERRRRR RN DR R R RO PR RART 0

Tail fibers
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Resultados

Disefio de nuevas formulas a base de fagos frente a L. monocytogenes

e Diseiio de 20 nuevas formulas (3-8 fagos)

e 5/20 formulas activas frente a aprox. 90% de las cepas de L. monocytogenes testadas (n=34)

e Optimizacion de eficacia e identificacion de féormula mas prometedora (2019)

______________________________________________________________________________________________________________________________________________________

[ Nuevo prototipo J
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Caracterizacion de fagos con actividad frente a Campylobacter spp.

[ Tamafio del genoma (PFGE) y clasificacién J
Gupo |Tamaogenomalk) | n
| 320 0

Il (Cp220likevirus) 184 18

138 286

I T

I1I(Cp8unalikevirus)

194.0 kb
179.0 kb

160.5 kb
145.5 kb
130.5 kb
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Actividades de difusion y transferencia:

* 2 comunicaciones orales y 4 posters en congresos internacionales
* 1 publicacion técnica

* 1 Tesis Doctoral y 1 TFM
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