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1. RESUMEN

El aumento de bacterias multirresistentes en los Gltimos afios es un problema creciente
para la salud publica, estimandose como primera causa de muerte en el mundo para 2050.
Entre las posibles soluciones, los investigadores han puesto el foco en el tratamiento con
bacteriofagos, virus que parasitan bacterias de manera muy especifica provocando su lisis sin
dafar las células del paciente.

Los bacteriéfagos han demostrado claras evidencias de su eficacia en la eliminacion
bacterias in vitro. En este trabajo revisaremos diversas investigaciones realizadas que han
proporcionado datos esperanzadores referentes al uso de cécteles de fagos, fagos asociados
con terapia antibidtica y tratamiento con fagos obtenidos mediante ingenieria genética como
tratamientos frente a infecciones causadas por bacterias multirresistentes.

Actualmente su uso clinico en humanos esta Unicamente autorizado en Rusia, Georgia,
Polonia y en casos de uso compasivo ya que a pesar de que existen diversos ensayos clinicos
en curso, los rigurosos controles de calidad y seguridad suponen un obstaculo en su
desarrollo.

Para afrontar el salto hacia su aplicacion segura en clinica es necesaria la participacion de una
nueva industria farmacéutica y cambios legislativos que impulsen la investigacion de estas
terapias, en la que ya es la era post-antibidtica.

2. ABSTRACT

The increase of multi-resistant bacteria in recent years is a public health growing problem,
being estimated as the first cause of death in the world by 2050. Among the possible
solutions, researchers have been focusing on treatments with bacteriophages, viruses that
parasitize bacteria in a very specific way causing their lysis without damaging the patient's
cells.

Bacteriophages have shown clear evidence of their effectiveness in killing bacteria in vitro. In
this work, we will review various investigations that have provided promising data using
phage cocktails, phages associated with antibiotic therapy, and treatment with phages
obtained by genetic engineering as treatments against infections caused by multi-resistant
bacteria.

Currently, phage’s clinical use in humans is only authorized in Russia, Georgia, Poland and in
cases of compassionate use. Despite the fact that there are several ongoing clinical trials, the
rigorous quality and safety controls are preventing its development.
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To advance in its safe clinical application, the participation of a new pharmaceutical industry
and legislative changes are necessary to promote the research of these therapies. This will
contribute to reaching the so-called post-antibiotic era.

3. OBJETIVOS

En el presente trabajo se realizard una revision bibliografica de las posibles
alternativas a la terapia contra bacterias multirresistentes que encontramos en el
tratamiento con bacteriéfagos. Se analizara su trayectoria desde el descubrimiento por
D’Herelle hasta su momento presente de investigacién y uso clinico, recopilando las
posibles ventajas y desventajas, experiencias en casos clinicos y futuros problemas a
afrontar para su desarrollo.

4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Un problema creciente: resistencia bacteriana a antibioticos

En los dltimos afios se ha producido un crecimiento de las bacterias multirresistentes a
antibidticos, debido a su mal uso, lo que ha provocado un gran interés en la terapia con
bacteriofagos como terapia alternativa. Esta terapia, precede histéricamente al uso de
antibioticos frente a patologias infecciosas, pero no se ha desarrollado con tanto éxito como
los antibidticos debido a su complejidad.

En 1940, 5 afios después del descubrimiento de la penicilina por Alexander Fleming,
Abraham y Chain aislaron y caracterizaron una enzima de Escherichia Coli que era capaz de
hidrolizar la penicilina, lo que significé el comienzo de la lucha entre bacterias y antibidticos.
Mas tarde, se describieron otros mecanismos de resistencia causados por la adaptacion de las
bacterias a un ambiente en el que cada vez era mas frecuente la presencia de antibioticos. Esta
adaptacion ha provocado que las posibilidades terapéuticas para el tratamiento de infecciones
bacterianas se vean cada vez mas limitadas, obligando a la busqueda de nuevas alternativas en
su tratamiento.

La gran capacidad que poseen las bacterias para mutar, intercambiar y adquirir material
genético es una de las causas principales del rapido desarrollo de resistencias. LoS
mecanismos mas comunes de resistencia por parte de las bacterias son: aparicién de beta-
lactamasas, modificacion de la diana de actuacion, inactivacion enzimaética, reduccion de la
permeabilidad de la membrana y mecanismos de expulsion activa. Asi, las bacterias pueden
ser resistentes a uno o varios grupos de antibioticos dependiendo de las mutaciones o
mecanismos de resistencia adquiridos. (1)

En 2017 la OMS publicd la siguiente lista con los patdgenos que causan mayores problemas
de salud publica por su multirresistencia a antibioticos (2):

e Prioridad 1: Critica
- Acinetobacterbaumannii: resistente a carbapenémicos.
- Pseudomonas aeruginosa: resistente a carbapenémicos.
- Enterobacteriaceae: resistentes a los carbapenémicos, productoras de
ESBL (bectalactamasas de espectro extendido).
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e Prioridad 2: Elevada
- Enterococcus faecium: resistente a la vancomicina.
- Staphylococcus aureus: resistente a la meticilina, con sensibilidad
intermedia y resistencia a la vancomicina.
- Helicobacter pylori: resistente a la claritromicina.
- Campylobacter spp: resistente a las fluoroquinolonas.
- Salmonellae: resistente a las fluoroquinolonas.
- Neisseria gonorrhoeae: resistente a la cefalosporina y a fluoroquinolonas.

e Prioridad 3: Media
- Streptococcus pneumoniae: sin sensibilidad a la penicilina.
- Haemophilus influenzae: resistente a la ampicilina.
- Shigella spp : resistente a las fluoroquinolonas.

El rapido avance de las bacterias multirresistentes debido a un abuso de antibioticos
convierte la concienciacion sobre su uso racional en una prioridad para organizaciones
sanitarias como la OMS, CDC, etc. Este uso racional se fundamenta en:

1. La utilizacion de antimicrobianos exclusivamente para tratar una infeccidn bacteriana
verdadera basada en un diagndstico etiologico correcto.

2. La realizacion de pruebas in vitro de sensibilidad para prever el antibidtico mas

efectivo frente al patégeno a tratar, asegurandonos asi un tratamiento mas

individualizado y efectivo.

La adherencia a las pautas de dosis, duracion y periocidad del tratamiento prescrito.

Instauracion de sistemas de rotacion de antimicrobianos en los protocolos de

quimioprofilaxis y tratamientos empiricos.

5. Realizacién de programas formativos para fomentar un mayor conocimiento de los
antimicrobianos. (1)

Hw

En la actualidad, mueren casi 700.000 personas al afio en todo el mundo debido a
resistencia a antibidticos, cifra que se prevé en aumento hasta los 10 millones de personas en
el 2050. Teniendo en cuenta estas previsiones, y a pesar de todos los beneficios que nos han
proporcionado desde su descubrimiento, podemos afirmar que la era de los antibidticos esta
en declive y cientificos de todo el mundo investigan la manera de afrontar el tratamiento de
infecciones bacterianas en el futuro. (3)

4.2. Una posible solucion: los bacteriofagos.

a. Contexto historico

En 1896, Ernest Hanbury Hankin, un bacteriologo britanico que trabajaba en la India,
demostro que el agua de los rios Ganges y Jumna contenian un principio biologico que
destruia colonias de bacterias inductoras de colera. Este material transparente encontrado, fue
descrito por Twort en 1915 como un fermento secretado por microorganismos por una causa
desconocida, planteo la hipdtesis basada en que un virus podria ser la causa detras de esta
actividad antibacteriana. Realiz0 cultivos del virus Vaccinia en un medio con agar y observé
el crecimiento de colonias de micrococos con zonas claras. Cuando examind estas colonias
descubri6 agrupaciones de bacterias muertas, lo que le ayudo6 a formular esta hipétesis.

-5-
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Dos anos después, Felix d’ Herelle describid en su primer paper un experimento
similar mientras estudiaba pacientes con disenteria bacteriana. Aislo de las heces de pacientes
recuperados de Shigelosis, un denominado “microbio anti-shiga”. Para demostrar su actividad
lo inocul6 en conejos de laboratorio confirmando la significancia clinica de su hallazgo ya
que este filtrado era capaz de detener el crecimiento de las bacterias y provocar la lisis y
muerte de los bacilos, dando asi proteccion frente a la infeccidn por Shigella en los conejos
inoculados. D’Herelle describi6 su hallazgo como un microbio de inmunidad bacteriana y
obligado bacteriofago (“come bacterias”). Por este experimento y su gran hallazgo D"Herelle
es considerado el descubridor de lo que ahora conocemos como terapia fagica.

Ademas, d"Herelle introdujo el uso de bacteriofagos en medicina clinica y publico
nUMerosos ensayos no aleatorizados, incluso empleando un tratamiento con fagos
intravenosos para infecciones invasivas. (3)

La primera publicacion sobre el uso clinico de los fagos fue realizada en Bélgica por
Bruynoghe y Maisin, que usaron inyecciones de fagos especificos para tratar fordnculos y
carbuncos cutaneos provocados por estafilococos. Describieron evidencias claras de mejora
clinica en 48 horas, con reduccion del dolor, hinchazon y fiebre en pacientes tratados. (4)

Siguiendo estos importantes hallazgos, equipos de microbiélogos comenzaron a usar
bacteriéfagos con fines terapéuticos tanto en animales como en humanos. A partir de este
punto, hay un crecimiento notable en el desarrollo de terapias con bacteriéfagos. Incluso
D’Herelle establecié su propio laboratorio, que produjo el primer coctel comercial de
bacteriofagos.

Sin embargo, este entusiasmo por la terapia con bacteriéfagos disminuyd después del
descubrimiento de la sulfonamida y la penicilina, ademéas del informe con duras criticas
hechas por Eaton y Bayne-Jones de 1934 que cuestiond la precision y la consistencia de los
protocolos de terapias con bacteriéfagos, estos hechos sumados a la falta de conocimiento
sobre la naturaleza esencial del ADN y ARN como la esencia genética de la vida, obstaculizo6
y paralizo el entendimiento y desarrollo de los fagos a principio de siglo XX en la mayor
parte del mundo (1).

Después de este abandono, hace unas pocas décadas, paises tales como Polonia,
Georgia y Rusia continuaron la investigacion en el campo de las terapias con bacteriéfagos
contra las infecciones bacterianas. Lamentablemente, la documentacién de dichos estudios no
suele estar disponible a escala internacional, debido al uso de otros idiomas. Hoy en dia
solamente una seleccion especifica de bacteriéfagos virulentos son usados como agentes
biocontroladores y considerados seguros, especialmente por no transferir genes de sintesis de
toxinas o resistencia antibiética de una bacteria hospedadora a otra (1). Estos bacteriéfagos se
han considerado como no toxicos y actualmente su uso se limita como aditivos en la comida,
su funcidn es antimicrobiano segun agencias reguladoras.

b. Biologia de los bacteri6fagos

Se les considera elementos antibacterianos capaces de regular las poblaciones
bacterianas, son esenciales para los ciclos bioldgicos de la naturaleza y se les puede detectar
en cualquier ecosistema, habiéndose calculado que son capaces de infectar a mas de 140
géneros bacterianos distintos, son las entidades bioldgicas mas abundantes del planeta con
cerca de 10! fagos como masa bioldgica. (5)
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Los fagos son entidades bioldgicas no vivas, simples, e increiblemente diversas que
consisten en ADN o ARN encerrado por una capsida proteica. Al ser parasitos bacterianos,
los fagos son incapaces de reproducirse de manera independiente, y dependen de su
hospedador bacteriano para la supervivencia. (5) (Figura 1)
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Figura 1. Representacion esquematica de la estructura de un bacteriéfago.

Una vez que un bacteriéfago se une a su hospedador, llevara a cabo una de dos
estrategias de replicacion: litica o lisogénica. (Figura 2)

Ciclo litico: el fago se une a su huésped bacteriano, introduce su genoma en el
interior y emplea los ribosomas del hospedador para fabricar sus propias
proteinas y producir la siguiente progenie de fagos, que dependiendo de las
condiciones ambientales activan proteinas liticas que hidrolizan la pared
celular, liberando los ndveles fagos para reiniciar el ciclo litico en otra
bacteria.

Ciclo lisogénico: el fago comienza de la misma forma uniéndose al huésped e
introduciendo su genoma en el interior. Sin embargo, este genoma virico es
integrado en el genoma bacteriano o se mantiene como episoma (molécula de
ADN que es capaz de replicarse de forma autonoma), en ambos casos es
replicado y se transmite a las células hijas sin causar la muerte de la bacteria.
Estos bacteri6fagos son denominados fagos atemperados y en algunos casos
pueden cambiar su ciclo al litico dependiendo de las condiciones ambientales.

(6)
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Figura 2. Ciclo litico y ciclo lisogénico (7)

Los fagos varian de gran forma en tamafio, forma y complejidad, y el genoma que
contiene es mas diverso aun si cabe. Su genoma en tamafio puede ir desde 3.4kb hasta 500kb
y a diferencia de las bacterias no hay un solo gen presente en todos los fagos. De hecho, el
genoma de los bacteriofagos representa el reservorio de genes y proteinas inexplorados mas
grande de la biosfera.

Los bacteri6fagos son conductores de la evolucion bacteriana, porque las bacterias
deben constantemente evolucionar para evitar ser eliminados por sus depredadores virales y
también porque los fagos, especialmente los atemperados (aquellos que pueden integrar de
manera estable su propio genoma en el del huésped) son agentes de transmision horizontal de
genes. (8)

La formacion de biofilms durante la infeccion bacteriana es uno de los principales
problemas en el control de estas. Las bacterias en los biofilms son extremadamente resistentes
a los antibidticos, estan protegidas de las defensas del huésped y acaban convirtiéndose en
infecciones cronicas. Algunos fagos son capaces de penetrar estos biofilms y podrian
suplementar al tratamiento antibiotico convencional. Algunos autores han comprobado como
una mezcla de diferentes fagos frente a Clostridium difficile reducen significativamente los
biofilms y previenen la colonizacion bacteriana de los mismos. (9)

Algunas consideraciones bioldgicas importantes a tener en cuenta de los fagos son:

= Especificidad

La infeccion de una célula bacteriana por un fago comienza con el que llamamos
proceso de adsorcidn, cuando tiene lugar la interaccién de las fibras de la cola del fago con
estructuras compatibles en la superficie de la bacteria. A menudo, estas estructuras
bacterianas denominadas “receptores de fagos” son muy variables y especificas, no siendo
raro que el rango de posibles hospedadores de un fago se limite a muy pocas cepas dentro de
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la misma especie bacteriana. Esta especificidad es una gran ventaja desde el punto que no
dafa el resto de microbiota, sin embargo a su vez también es uno de los puntos débiles a la
hora de pensar en como adaptar la terapia con fagos para tratar una amplia cantidad de
patdgenos.

Existen varias maneras de ampliar el espectro de los fagos, tanto de forma biologica
como en preparaciones. Una de las formas de afrontar este desafio puede ser la utilizacion de
ingenieria genética para facilitar el intercambio de las fibras de la cola entre diferentes fagos.
Este método tiene sus propias limitaciones, ya que los fagos no son universalmente
compatibles, y no todos presentan la misma proporcion a la hora de expresar las fibras de la
cola.

La manera mas facil de ampliar el rango es afiadir mas fagos, formando cocteles de
fagos, que son combinaciones de varios fagos en la misma preparacion, sin embargo, los
costes para demostrar seguridad clinica y eficacia para cada fago dentro del céctel suponen un
problema.

= Resistencia a los fagos

Las bacterias presentan nUmeros mecanismos para contrarrestar las infecciones por fagos,
como la alteracion o enmascaramiento del receptor de fagos, sistemas de restriccion-
modificacion y sistema CRISPR-Cas.

El sistema CRISPR-Cas, que ahora es sinénimo de modificacion genética, fue
primeramente propuesto como un “sistema adaptativo inmune” por Francisco Mojica y
independientemente por un grupo de la Université Paris-Sud en 2005. CRISPR es un locus
formado por una serie de secuencias cortas repetidas de la bacteria intercaladas por
espaciadores (fragmentos de la secuencia de ADN del fago viral).

Cuando una bacteria es atacada por un fago al que no se habia enfrentado anteriormente,
se afiaden nuevos espaciadores procedentes de fragmentos del ADN viral al final de uno de
los lados del CRISPR, haciendo de CRISPR un recordatorio cronoldgico de los fagos a los
que la bacteria y sus antecesoras se han enfrentado. En respuesta a la invasion de los fagos,
estas secuencias espaciadoras de CRISPR son transcritas y en colaboracion con las proteinas
nucleasas Cas, sefializan y destruyen las secuencias del fago que son homologas a las
secuencias espaciadoras que ya poseen. (10)

La creacion de cécteles de fagos capaces de infectar al mismo huésped por adsorcion
mediante diferentes receptores debe prevenir o por lo menos retrasar la aparicion de mutantes
resistentes. Esta adicion de diferentes fagos especificos para el mismo tipo de bacteria no solo
disminuye la probabilidad de resistencia genética, también incrementa la posibilidad de que
ciertos mutantes tengan defectos en otras aptitudes, ya que se producen compensaciones a
costa del crecimiento bacteriano y la pérdida de genes, como pueden ser genes de resistencia
antibiotica.

Esto convierte la resistencia de los fagos clinicamente relevantes en algo dificil de
predecir, ya que las bacterias fago-resistentes que surgen bajo condiciones de laboratorio
puede que nunca aparezcan en condiciones fisioldgicas, donde el acimulo de estos defectos
en genes accesorios puedan derivar en destruccion inmunoldgica, resensibilizacion antibidtica
o error a la hora de prosperar.

-9-
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La resistencia siempre sera un obstaculo para cualquier agente antibacteriano. Los fagos,
como entidades replicativas sujetas a las fuerzas de la evolucion estan mejor equipados para
tratar con estas que la mayoria. Millones de afios de coevolucion han dotado a los fagos con
una serie de defensas antibacterianas tales como, metilacion gendémica para evitar el
reconocimiento por enzimas de restriccibn (endonucleasas bacterianas  Cas),
despolimerizacién de la capsula bacteriana para favorecer el acceso a su receptor y moléculas
antitoxina presentes en el codigo genético para revertir el sistema Abi (abortive-infection) de
las bacterias. (16)

c. Fagos como agentes terapéuticos

Algunas caracteristicas deseadas en la seleccion de fagos para su aplicacion terapéutica a
tener en cuenta son:

* Virulencia del fago

La habilidad de lisar completamente un cultivo bacteriano es el resultado de dos
propiedades del fago. En primer lugar, los fagos deben tener la suficiente virulencia y
productividad para que la velocidad de multiplicacion de la bacteria no sea superior a la tasa
de mortalidad causada por el fago, ya que a no ser que la dosis inicial del fago sea tan alta
para infectar a todas las células bacterianas, seré necesario que el fago se reproduzca hasta el
punto que todos los huéspedes estén infectados.

En segundo lugar, las bacterias mutantes que puedan resistir la infeccion deben aparecer
en bajo porcentaje, de lo contrario una poblacién de bacterias resistentes reemplazaria
rapidamente la poblacién de las bacterias que si son sensibles al fago y continuaria la
infeccion del paciente por la bacteria resistente.

= Fago de ciclo litico obligado

Los fagos liticos son preferidos sobre los atemperados o de ciclo lisogénico para la terapia
fagica debido a tres razones:

- Los fagos atemperados pueden portar genes de toxinas que actian como factores de
virulencia en las bacterias que sufran el ciclo lisogénico, incrementando la
probabilidad de crear un patdégeno bacteriano mas virulento en los pacientes bajo
tratamiento.

- Muchos fagos atemperados son capaces de realizar transduccion genética, pudiendo
transmitir genes de una bacteria a otra con el potencial de incrementar la virulencia de
la bacteria receptora.

- Las bacterias que han sufrido un ciclo lisogénico normalmente también adquieren
inmunidad frente a la infeccion litica por el fago al igual que a otros fagos que
compartan sistemas de represion.

= Espectro de huéspedes
El espectro de infeccion de un fago son las diferentes cepas bacterianas capaces de ser

infectadas por €l y de producir nuevos viriones, por tanto, es una propiedad critica a la hora de
decidir la utilidad de un fago para su uso en terapia.

-10 -
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De manera ideal un fago no deberia infectar otras especies porque esto provocaria la
muerte de bacterias no patdgenas de la flora normal y ademas diluiria la concentracion
efectiva del fago hacia la bacteria objetivo. Generalmente, se piensa que este factor es
unicamente cuestion de la presencia del receptor correcto en la bacteria, sin embargo, también
incluye las defensas anti-fagos que presenta la bacteria tales como CRISPR- Cas, enzimas de
restriccion y sistemas de toxinas anti-toxina. A su vez los fagos también presentan sistemas
para contrarrestar los anteriores, convirtiendo el espectro de accion de los fagos en una
propiedad dinamica a lo largo del tiempo. (11)

d. Tipos de terapia

I. Terapia convencional (monofagica vy polifagica)

La terapia con bacteriofagos administrada a pacientes la podemos clasificar segun la
variedad de fagos que contenga, de manera que esta puede contener una dosis de un solo tipo
de fago, y por tanto sera una terapia monofagica o bien un coctel que incluya varios tipos de
fagos, denominandose polifagica.

En las terapias monofégicas se selecciona una cepa de bacteriéfago especifica para la
bacteria patogena. Las dosis se pueden repetir sin efectos adversos, pero con este tipo de
terapia es mas probable que la bacteria desarrolle resistencias a los fagos (20)

En los cocteles polifagicos sucede al contrario, se selecciona un espectro mayor de
bacteriofagos para que entre ellos compensen las resistencias que puedan desarrollar las
bacterias patogenas.

En la practica clinica y el disefio de la terapia fagica diferenciamos dos enfoques
diferentes:

- Preparacién de fagos personalizados: inicialmente se aisla la bacteria causante de la
infeccion del paciente y se ensaya in vitro con una bateria de fagos para seleccionar la
combinacién 6ptima, aquella reduzca al minimo las probabilidades de desarrollo de
resistencia y supervivencia de la bacteria patdgena. Este es un proceso complejo y que
consume gran cantidad de recursos, sin embargo, al ser una terapia individualizada
obtenemos muy buenos resultados.

- Preparacion comercial de céctel de fagos: es una combinacién de mdltiples fagos con
eficacia in vitro contra una determinada infeccion bacteriana. Estos fagos deben tener
un amplio espectro de actividad para poder hacer frente a las diversas bacterias que
suelen provocar la infeccidn a tratar. Estas preparaciones comerciales de cocteles ya
estan preformuladas, lo que hace que estas terapias no sean tan especificas ni eficaces
como las anteriores, pero el proceso es mas rapido. Este modelo de fabricacion encaja
mejor a nivel legal y de regulacion de compuestos farmacéuticos con el sistema
médico actual de los paises europeos. (12)

-11 -



Este trabajo tiene una finalidad docente. La Facultad de Farmacia y el/la Tutor/a no se hacen responsables de la informacion contenida en el mismo.

II.  Terapia conjunta de fagos y antibidticos

Existen diversos factores que pueden resultar en resistencia bacteriana a los fagos,
tales como la modificacion de los receptores de la superficie celular, degradacion del DNA
fagico por endonucleasas de restriccion (CRISPR-Cas) producidas por la bacteria, o
mecanismos que inhiben la entrada del material genético del fago a la bacteria entre otros.
Estos mecanismos sumados a ciertas condiciones como un ratio de fagos por bacteria bajo, o
el uso de terapia monofégica pueden provocar esta aparicion de resistencias por parte de la
bacteria. Una posible solucion a este problema de resistencias emergentes la encontramos en
la terapia conjunta de fagos con antibi6ticos.

Segun estudios realizados, el uso combinado de fagos y anibioticos proporciona una
mayor supresion del crecimiento bacteriano y ayuda a reducir las resistencias bacterianas
tanto a los fagos como a los antibidticos, ya que es poco probable que una bacteria adquiera
resistencia a los fagos y a los antibidticos simultdneamente debido a que usan diferentes
dianas. (13)

Estudios in vitro e in vivo recientes han demostrado una mayor eficacia en el control
del crecimiento de patdgenos bacterianos como Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas
aeruginosa, Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter
baumannii, Enterococcus faecalis y Burkholderia cepacia utilizando combinaciones de fagos
y antibioticos. (21,22)

Esta terapia es especialmente Gtil en el tratamiento de bacterias formadoras de
biofilms como Pseudomonas Aeruginosa, ya que tiene una fuerte capacidad de colonizar en
superficies bidticas y abidticas, y persiste a una amplia gama de antimicrobianos. El
tratamiento inicial de la biopelicula con fagos provoca la desintegraciéon de la biopelicula,
estos penetran en las capas mas profundas donde se replican y facilitan la penetracion del
antibidtico al biofilm cuya actividad va a inhibir el crecimiento de nuevo de la biopelicula,
degradando por completo la matriz del biofilm.

Las biopeliculas y los cultivos plancténicos de P. aeruginosa fueron el objetivo
principal de muchos estudios que utilizaron principalmente la cepa PAOL u otras cepas de
referencia, como PA14, CHA y PAK. (5) Chaudhry y col. trataron una biopelicula de 48 h de
PA14 con los dos fagos NP1 (Siphoviridae, NP1Virus) y NP3 (Myoviridae) juntos o ambos
en combinacién con cinco antibiéticos (21). Cada antimicrobiano administrado solo mostrd
una eficacia anti-biofilm moderada, sin embargo, cuando se aplicaron simultdneamente, se
observaron verdaderos efectos sinérgicos entre fagos con ceftazidima o ciprofloxacino.

El resultado terapéutico difirié con el uso retardado de fagos y antibioticos. La adicion
de tobramicina o gentamicina 24 h despues de la aplicacion del fago condujo a un efecto
sinérgico significativo. Por el contrario, la adicion sucesiva de ciprofloxacina o ceftazidima
no condujo a un mejor resultado en comparacion con la aplicacion simultanea. Por lo tanto,
para una aplicacién combinada exitosa es fundamental conocer la dosis y el momento éptimo
de la adicidn cada antibiotico en particular respecto al fago.
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Ill.  Terapia con fagos genéticamente modificados

Ademas de tener actividad antimicrobiana directa, los fagos pueden ser disefiados para
Su uso junto con otras estrategias antimicrobianas. Lu y Collins modificaron el fago
lisogénico M13mp18 para sobreexpresar lexA3, un represor del sistema de reparacion de
ADN, que administrado junto a un antibidtico quinolénico (ofloxacina) mejorar en hasta 4,5
veces la accion bactericida frente E. coli en comparacion con la administracién Unica del
antibiotico.

En otra estrategia para disminuir el desarrollo de bacterias resistentes a los
antibioticos, Edgar et al. disefiaron fagos con el fin de incorporar en las bacterias genes que
aumentan la sensibilidad a los antibiéticos. Mas precisamente, los genes dominantes rpsL y
gyrA, que confieren sensibilidad a la estreptomicina (un aminoglucésido) y nalidixico &cido
(una quinolona), respectivamente, se insertaron en el fago por recombinacién homologa.

Para superar la eficacia reducida de fagos y antibidticos contra biopeliculas, Lu y
Collins disefiaron un fago T7 para expresar la enzima degradante de biofilms dispersina-B
(DspB) procedente de un gen aislado de Actinobacillus actinomycetemcomitans que redujo en
4,5 veces la poblacion de bacterias de E.Coli en biofilms después de 24 h de tratamiento.

La combinacion de fagos en un solo coctel, es actualmente la forma mas comun de
obtener un espectro de huéspedes bacterianos amplio. Compuestos por un grupo grande y
diverso de fagos, pueden plantear desafios para la fabricacion, caracterizacion e ingenieria.
Como alternativa, es posible disefiar un conjunto mas uniforme de fagos basados en rasgos
comunes y un espectro de huespedes que se puede expandir y modificar, y para demostrarlo
maultiples estudios apuntan a que el espectro esta relacionado con la composicion de las fibras
de la cola de algunos fagos.

Yoichi et al. modific6 genéticamente un fago T2 intercambiando los genes (gp37 y
gp38) de las fibras de la cola con los del fago PPO1, el cual tiene especificidad por E.Coli
0157:H7. El fago recombinante T2ppD1 tenia el mismo espectro de rango que el fago PP0O1
pero perdio la capacidad de infectar al huésped original del fago T2, E.Coli K-12. Este trabajo
demostrd que los cocteles de fagos sintéticos compuestos por fagos con la misma estructura
pero diferentes componentes en la cola pueden ser usados para eliminar especies bacterianas
especificas dentro de una poblacién bacteriana diversa.

Una preocupacion asociada al uso de fagos en terapia antibacteriana es la capacidad
del sistema inmune humano de neutralizarlos debido a su inmunogenicidad. Para evitar este
problema de eliminacién de fagos por el paciente, en particular por el sistema de reticulo
endoplasmatico (RES), Merril et all. inyectd una serie de fagos en ratones en la basqueda de
fagos mutantes capaces de permanecer en el sistema circulatorio por un tiempo mayor,
encontrando que estos presentaban una mutacion en la proteina D de la capsida, sugiriendo
gue gracias a esta técnica podemos aislar fagos capaces de evadir el sistema RES.

Como afiadido, el tratamiento con fagos liticos puede causar una lisis bacteriana
masiva y la consecuente liberacion de componentes y toxinas bacterianas que posiblemente
desencadenen una respuesta inmune. Para solucionar este problema, Hagens y Blasi disefiaron
mutantes como el fago M13R que expresan proteinas letales pero no liticas, como la enzima
de restriccion Bglll que induce la rotura de la doble hebra del cromosoma bacteriano.
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Los fagos también pueden ser disefiados para matar bacterias segin su genética, dando
lugar a una actividad antimicrobiana muy precisa. Basados en la tecnologia CRISPR-Cas,
Citorik et al. y Bikard et al. desarrollaron fagos cuyo espectro de actividad estaba programado
contra secuencias DNA bacterianas especificas. Lo consiguen mediante la introduccion de
nucleasas guiadas por RNA a través de vectores en bacterias, donde la nucleasas buscaran la
secuencia objetivo y como resultado, si la encuentran, produciran un corte en la cadena de
doble hebra, matando a la bacteria.

La mayoria de métodos usados actualmente para identificar estos patdégenos en
comida, hospitales e industria consumen mucho tiempo. Loessner et al. describié un método
rapido, facil y sensible para detectar Listeria monocytogenes en comida contaminada.
Consiste en la insercién mediante recombinacion homologa de una fusion de los genes luxA 'y
luxB (luxAB) del Vibrio harvevi en el gen que codifica para la capsida proteica del fago de
Listeria A511. Tras la infeccidn de las bacterias objetivo, este fago disefiado genéticamente
genera luz, esta luminiscencia es detectada rapidamente, tan solo 2 horas después de su
aplicacion incluso en comida contaminada con un nimero muy pequefio de bacterias (500
células de L.monocytogenes/ml ) (15)

IV. Terapia con proteinas derivadas de fagos

Las proteinas de los fagos se pueden extraer o disefiar y emplearse como alternativa
terapéutica a los fagos completos. En especial se utilizan las endolisinas, enzimas codificadas
por los fagos al final de su ciclo litico que facilitan la lisis de la pared celular bacteriana y la
liberacion de la progenie fagica al medio. Esta capacidad de degradar el peptidoglicano de la
pared bacteriana desde el exterior permite que se emplee como potencial agente
antimicrobiano sin dafiar la flora natural del paciente debido a la especificidad de la actividad
enzimatica.

La mayoria de endolisinas tienen efecto limitado en bacterias Gram negativas debido a
la presencia de la membrana externa que protege al peptidoglicano, sin embargo, podemos
lograr la inactivacion de estos patdégenos aumentando la permeabilidad de la membrana
externa de manera fisica o mediante la creacion de fusiones “endolisina-péptido” capaces de
permeabilizar la membrana externa.

Ademas, la probabilidad de desarrollar resistencia a endolisinas es baja ya que tienen
como diana las moléculas esenciales de la pared bacteriana, por lo que son grandes candidatos
para el tratamiento de infecciones resistentes a multiples farmacos. Una de las aplicaciones
principales de esta terapia es el control biologico contra patdgenos bacterianos en la industria
alimentaria y agricola. (13)

e. Ventajas e inconvenientes

Ventajas

v Agentes bactericidas: se ha demostrado que las bacterias que han sido infectadas por
un fago litico son incapaces de recuperar su viabilidad, al contrario que el tratamiento
con algunos antibioticos bacteriostaticos, como la tetraciclina, que pueden provocar un
rapido desarrollo de resistencia por parte de las bacterias al no ser bactericida.
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Auto “dosificacion”: los fagos, durante el proceso de lisis de las bacterias pueden ir
aumentando su numero en aquellas zonas donde haya mayor concentracion de
bacterias, por eso se llama auto “dosificacion” ya que son capaces de aumentar su
ndmero segun el nimero de bacterias.

Toxicidad inherente baja: ya que los fagos estan formados por &cidos nucleicos y
proteinas no son toxicos por si mismos. Hay estudios que han demostrado que la
terapia con fagos puede provocar respuestas inmunes dafiinas o respuestas
anafilacticas, este hecho se puede deber a que los fagos al provocar la lisis de las
bacterias hacen que se liberen las endotoxinas y otros componentes bacterianos que
inducen una respuesta inmune. Este proceso también ocurre cuando se emplean
antibidticos que alteran la pared celular.

Alteracion minima de la flora: debido a la gran especificidad de los fagos por las
cepas bacterianas es muy poco probable que infecten a otras cepas, por lo que la
terapia con fagos no tendria el inconveniente que tienen muchos antibidticos de su
poca especificidad y por lo tanto la destruccion de la flora natural.

Menor potencial para inducir resistencias: el estrecho espectro de accion
antibacteriana que presenta cada tipo de fago limita el nimero de tipos bacterianos que
pueden desarrollar mecanismos especificos de resistencia fagica. Esto contrasta con la
gran parte de bacterias que pueden ser afectadas por antibiéticos. Ademas, algunas
mutaciones causantes de resistencia a fagos pueden provocar una pérdida de la
patogenicidad bacteriana.

No tienen resistencia cruzada con antibidticos: los fagos emplean mecanismos
diferentes para matar a la bacteria, por lo que la resistencia a antibidticos que haya
adquirido la bacteria no se traduce en mecanismos de resistencia a los fagos, por ello
se emplean en el tratamiento de infecciones resistentes a antibidticos.

Rapido descubrimiento: el proceso de descubrimiento de un nuevo fago contra una
bacteria es muy rapido, se descubren facilmente en aguas residuales y materiales de
desecho que contienen grandes cantidades de bacteria, como por ejemplo de los
hospitales. EI proceso de aislamiento del fago es mas complicado, ya que no se puede
cultivar individualmente, sino que necesita la bacteria hospedadora para multiplicarse.

Versatilidad de formulacion y aplicacion: los fagos se pueden aplicar de diferentes
formas: liquidos, cremas o sélidos impregnados, por lo que son adecuados para la
mayoria de las vias de administracion. Ademas, en su formulacion también se pueden
mezclar con otros fagos y asi aumentar su espectro de actividad antibacteriana.

Eliminacion de biofilms: las biopeliculas suelen ser muy resistentes antibidticos por
lo que su erradicacion es un desafio. Los fagos tienen la capacidad de eliminar algunos
biofilms penetrando a través de la pelicula gracias a sus polimerasas que degradan los
exopolimeros que presentan.
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Inconvenientes

% No todos los fagos son buenos agentes terapéuticos: para que lo sea debe tener un
alto potencial para alcanzar y matar a las bacterias combinado con un bajo potencial
para modificar el entorno. Estas caracteristicas se pueden asegurar si empleamos un
fago obligatoriamente litico (no templado), estable a temperaturas tipicas de
almacenamiento, sujeto a estudios de eficacia y seguridad, e idealmente también
completamente secuenciado genéticamente.

La baja virulencia mostrada por algunos fagos puede ser por una mala adsorcién a la
bacteria, bajo potencial para invadir ciertas bacterias o caracteristicas de replicacion
ineficientes. Ademaés, los fagos deben mostrar poco potencial transfiriendo genes
bacterianos entre las bacterias (transduccion).

La caracterizacién de fagos es un punto muy importante en su estudio, se puede
observar la morfologia del virion, perfiles de proteinas y la secuenciacion del genoma
completo, de lo que se obtiene mucha informacion para la puesta en practica de un
nuevo fago. El problema es que los costes de estos procesos son muy altos, por lo que
muchos laboratorios no pueden investigarlos.

x Estrecho rango de hospedadores: los fagos son muy especificos de algunas cepas,
unas pocas especies o0 tan sélo de algin género bacteriano. Este estrecho espectro de
huéspedes es un problema practico debido a la necesidad de establecer rapidamente la
etiologia de la bacteria causante de la infeccion.

x Los fagos no son productos farmacéuticos: los fagos son agentes vivos que
potencialmente pueden presentar problemas de seguridad debido a la necesidad de
comprobar que no actdan como traductores de ADN entre bacterias que generen
bacterias con mayor patogenicidad o resistencia, y también que no pueden interactuar
con el sistema inmunoldgico, por sus procesos de replicacion activa y las toxinas
bacterianas liberadas in situ tras ser lisadas. No deben ser descartados por este motivo,
pero la falta de estandares establecidos en la medicina occidental supone un gran
desafio para continuar con su desarrollo y uso.

4.3 Ensayos y casos clinicos.

Uno de los desafios actuales que afronta el progreso de la terapia fagica en la practica
clinica es la falta de ensayos clinicos validados y controlados adecuadamente. Hay
determinados factores que no son comparables con los ensayos clinicos de farmacos,
incluyendo consideraciones farmacoldgicas como la dosis (al ser virus que se replican su
dosis tiene un potencial de crecimiento exponencial) y la seguridad (la posibilidad de
provocar un shock téxico debido al efecto bactericida de los fagos), a pesar de que este
método antibacteriano es compartido con determinados antibidticos.

Los primeros ensayos clinicos controlados en humanos fueron realizados en 2009, y
son tomados de ejemplo por la literatura cientifica como ejemplos de seguridad y eficacia.
Rhoads et al. demostraron la seguridad de los fagos en un pequefio ensayo en fase 1 en
pacientes con ulceras venosas en las piernas y no reportaron ningun efecto adverso con la
administracion de fagos. Por otra parte, Wright et al. demostraron la eficacia y seguridad de
fagos anti-pseudomonas contra los ultimos estadios de otitis recurrente, habitual en P.
aeruginosa multirresistente. (17)
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Uno de los Gltimos casos més citados por la literatura cientifica es el de un paciente de
15 afios de edad que sufria fibrosis quistica con una infeccion diseminada provocada por la
bacteria Mycobacterium abscessus, fue tratado con un coctel de tres fagos después de un
trasplante pulmonar bilateral. El paciente estaba infectado de manera cronica por
Pseudomonas aeruginosa y M. abscessus y estuvo en tratamiento con farmacos anti-
tuberculosos durante 8 afios previos al trasplante, se le administraron antibioticos e
inmunosupresores post-trasplante por via intravenosa. Se desarrollaron dos lesiones en la piel
del antebrazo y biopsias de heridas externas revelaron inflamacién granulomatosa. El paciente
fue diagnosticado con una infeccidn micobacteriana diseminada 7 meses después del
trasplante. La terapia antimicrobiana continué con un plan de cuidados paliativos.

Un mes después del trasplante fueron aislados M. abscessus para su uso en la
identificacion de posibles fagos terapéuticos y se exploré una coleccion de méas de 10.000
fagos, este cribado identificé uno (Muddy) que mata la micobacteria objetivo (GD01). Un
segundo fago, Zoej también infecta a GDO1 pero con una eficacia reducida, por lo que se
disefid un derivado litico usando recombinacion de ADN bacteriéfago electroporado para
eliminar el gen represor. Un tercer fago (BPs) y su derivado infectan deficientemente a GDO01
pero se aislan mutantes del rango de hospedadores que infectan de manera efectiva a GDO1.
Cada uno de estos tres fagos, Muddy, BPs33 y ZoeJ, infectan y matan GDO1 en un gran rango
de diferentes concentraciones de células y fagos.

Un dia después de una Unica dosis de este coctel via tdpica en la herida externa, se
inicio la terapia I.V. con el coctel de estos tres fagos (109 UFP / dosis de cada fago) cada 12
horas durante 32 semanas. El tratamiento con fagos fue bien tolerado en todo momento, sin
efectos secundarios significativos. Después de nueve dias el paciente fue dado de alta y
continud la administracion 1.V. en su domicilio. Después de un mes de tratamiento la herida
superficial habia mejorado mas que el resto de las lesiones cutaneas. Durante los siguientes 6
meses la paciente continu6 mejorando clinicamente, con la curacién gradual de la lesion
externa y heridas cutaneas, también se observé mejoria en la funcion pulmonar y hepatica.

Hasta donde sabemos este es el primer uso terapéutico de fagos para una infeccion
micobacteriana humana y el primer uso de fagos modificados genéticamente. Este tratamiento
se asocid con mejoria clinica, aunque no podemos excluir la posibilidad de que se hubiera
producido en ausencia del tratamiento con fagos, observamos la gran morbilidad y mortalidad
de pacientes con condiciones clinicas similares y se demostré evidencia de la replicacion de
fagos in vivo. (18)

5. CONCLUSIONES

Debido a la creciente aparicion de bacterias multirresistentes a antibidticos, el interés por
la terapia con bacteri6fagos ha aumentado en los ultimos afios y con ella, la cantidad de
articulos y revisiones de ensayos clinicos que encontramos en la actualidad.

Como hemos visto, se ha demostrado que los bacteriéfagos son capaces de eliminar

eficazmente las bacterias que se encuentran dentro de su estrecho espectro de accion,
respetando asi la flora natural del paciente.
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La seleccion de fagos para su uso terapéutico es un proceso critico, ya que los fagos deben
ser capaces de eliminar las bacterias rapidamente sin intervenir en procesos de transmision
genética horizontal (fagos liticos obligados).

Comparando los diversos tipos de terapias con fagos, encontramos una mayor eficacia en
la terapia polifagica (cocteles de fagos) y en la terapia combinada con antibioticos. Estas
terapias se benefician de la eleccion evolutiva que debe realizar la bacteria a la hora de
presentar resistencias frente a un compuesto antibidtico o frente a un fago que le parasite.

Una de las terapias mas prometedoras esta basada en fagos obtenidos por ingenieria
genética, técnica que nos permite adaptar el espectro de huéspedes bacterianos, evitar
problemas de resistencias y evadir una posible respuesta exacerbada del sistema inmune
frente a ellos.

Aun con los beneficios descritos, debido a una legislacion no adaptada a productos
farmacologicos “vivos”, la percepcion negativa frente a los virus, y los estrictos estandares de
seguridad es necesario un gran avance en la regulacion de estas nuevas terapias para llevar a
cabo su desarrollo a gran escala.
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