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RESUMEN

Un virus es un microorganismo acelular que se replica en
el interior de células hospedadoras y produce
enfermedades, por ello, la mayoria de la poblacion lo
considera danino, pero, jy si constituye una de las
soluciones para otro pro-blema que haincrementado enla
actualidad? La resistencia a antibidticos es una amenaza
cada vez mayor para la salud publica, por tanto, es
necesario buscar alternativas que con-trolen las
enfermedades producidas por bacterias resisten-tes a
multiples farmacos (MDR). El empleo de fagos como
alternativa a los antibioticos es una de ellas, veremos sus
principales caracteristicas, mecanismos, y los efectos que
producen en su aplicacién terapéutica.

Para el desarrollo del articulo, se ha realizado una revisién
bibliografica, con el fin de actualizar conocimientos de la te-
rapia fagica como estrategia resurgida en los ultimos afos,
a través de busquedas en Google académico y bases de da-
tos PubMed y Medline.

En multiples ensayos relativos a MDR se muestra que al
emplear fagos o cocteles de fagos contra dichas bacterias
se consigue una reduccion de la carga bacteriana y un in-
cremento de la tasa de supervivencia en aquellos modelos
que han sido tratados. Incluso se descubre una mejora en el
efecto curativo al combinar fagos con antibiéticos, abrién-
dose asi un enfoque de terapia combinada util.

La terapia fagica es una alternativa segura y eficaz a los an-
tibidticos. Actualmente ya se conocen casos reales en los
que su aplicacién ha resultado exitosa, por tanto, aportan
credibilidad y permiten considerarla un tratamiento 6ptimo
contra MDR.

Palabras clave: virus, bacteriofagos, terapia, resistentes a
los antibidticos.
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ABSTRACT

A virus is an acellular microorganism that replicates inside
host cells and produces diseases, so the majority of the po-
pulation considers it harmful, but what if it is one of the solu-
tions to another problem that has increased today? Antibio-
tic resistance is a growing threat to public health, therefore,
it is necessary to look for alternatives that control diseases
produced by multi-drug resistant bacteria (MDR). The use of
phages as an alternative to antibiotics is one of them, we will
see their main characteristics, mechanisms, and the effects
they produce in their therapeutic application.

Forthe development of the article, a bibliographic review has
been carried out, in order to update knowledge of phage the-
rapy as a strategy resurfaced in recent years, through sear-
ches in academic Google and databases PubMed and Med-
line. Multiple MDR trials show that using phages or phage
cocktails against these bacteria results in reduced bacterial
load and increased survival rate in those models that have
been treated. Even an improvement in the healing effect is
discovered by combining phages with antibiotics, thus ope-
ning up a useful combination therapy approach.

Phage therapy is a safe and effective alternative to antibio-
tics. At present, there are real cases in which its application
has been successful, thus providing credibility and allowing
it to be considered an optimal treatment against MDR.

Keywords: virus, bacteriophage, therapy, antibiotic-resis-
tant.

1. INTRODUCCION

La resistencia a antibidticos supone una amenaza cada
vez mayor para la salud publica mundial. Sélo en 2015
las bacterias resistentes causaron 670.000 infecciones y
33.110 muertes (1.899 en Espana) y la OMS vaticina que
seran 10 millones las personas fallecidas en 2050. Esto im-
plica la busqueda de alternativas para controlar enferme-
dades infecciosas causadas por bacterias donde el uso de
antibioticos ya no es efectivo.

Un virus es un microorganismo acelular constituido por
proteinas y dcidos nucleicos DNA o RNA, de cadena doble
o sencilla, que es replicado en el interior de células hos-
pedadoras y presenta dos estados diferentes: uno extra-
celular (virién) y otro intracelular. Los virus que infectan
bacterias se llaman bacteriéfagos o fagos.

Los fagos se caracterizan por su especificidad y eficacia,
y los que matan bacterias patdgenas podrian constituir
una alternativa a los antibidticos. El 96% de los fagos
conocidos pertenecen a tres familias: Myoviridae, Po-
doviridae y Siphoviridae, del orden de los Caudovirales.
Morfoldégicamente son virus con cola y receptores para
el reconocimiento bacteriano. En las familias Myoviridae
y Siphoviridae son colas largas, contractiles y no contrac-
tiles, respectivamente; y en Podoviridae son colas cortas
no contractiles.



La historia de la terapia fagica se divide en cuatro periodos’:

1. Su descubrimiento se remonta a 1913 cuando el mi-
crobidlogo inglés Frederick Twort descubrié un agente
bacteriolitico que infectaba y mataba bacterias, pero no
supo definirlo. En 1917 fue el microbidlogo canadiense
Félix d'Herelle quien anuncié el descubrimiento de "un
invisible antagonista microbiano del bacilo de la disen-
teria", y afirmé que se trataba de un virus que denominé
"bacteriofago”

2. Tras anos de experimentos con resultados prometedo-
res, se descubrieron caracteristicas que dificultaban el
uso terapéutico de los fagos, como su baja estabilidad,
su neutralizacién por anticuerpos y su rapida eliminacién
por el sistema fagocitico mononuclear (MPS, conjunto de
células derivadas de macréfagos y monocitos).

3. En la década de los 40, el descubrimiento de antibiéti-
cos y su uso generalizado en la segunda guerra mundial,
junto con los problemas antes mencionados, relegé al
olvido el uso clinico de los fagos en el mundo capitalista
occidental. Sin embargo, los paises del antiguo bloque
soviético (Rusia, Georgia y Polonia) continuaron utilizan-
dolos como tratamiento médico, destacando como cen-
tros de la época el Instituto Estatal de Vacunas y Sueros
en Thilisi (Georgia), y el Instituto Hirszfeld de Inmunolo-
gia y Terapia Experimental (HIIET) en Varsovia (Polonia).

4. Ante los recientes vaticinios de la OMS, se ha recuperado
en la medicina occidental el interés por los fagos como
alternativa a los antibidticos. Esto ha venido propiciado
por el aumento en la frecuencia de infecciones bacteria-
nas resistentes a multiples farmacos y el extenso conoci-
miento actual sobre la biologia de estos virus.

Tras el descubrimiento de la penicilina por Alexander Fle-
ming en 1928 y el uso generalizado de antibioticos en la dé-
cada de 1940, Fleming advirtié que el uso indebido de estos
medicamentos podria dar lugar a bacterias resistentes a los
mismos (Fleming, 1945)% Los antibioticos fueron el origen
del declive del uso de los fagos, y ahora son la principal cau-
sa de su resurgimiento.

El objetivo de este TFG es la revision del uso terapéutico de
los fagos como alternativa al actual problema de la multi-
rresistencia bacteriana a los antibidticos convencionales.

2. MATERIALES Y METODOS

Con el fin de dar respuesta al objetivo planteado, se ha lle-
vado a cabo una revisién bibliografica utilizando articulos
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Tabla 1. Conjunto de descriptores DeCS (Descriptores en
Ciencias de la Salud)/MeSH (Medical Subject Headings) uti-
lizados en la revision bibliogrdfica.

DeCS MeSHTerms

Bacteriofago Bacteriophages

Terapia biolégica Biological Therapy

Bacteria Bacteria

Antibacterianos Anti-Bacterial Agents

cientificos a través de busquedas en Google académico, y
bases de datos PubMed y MedLine, empleando palabras
clave como “phage’, “therapy”, “antibiotic-resistant”, y los
descriptores reflejados en la Tabla 1; o revistas como Na-
ture Reviews Microbiology y otras de Springer Nature dis-

ponibles electrénicamente.

Para seleccionar los articulos incluidos en la revisién, se
han usado los siguientes filtros:

« Publicaciones de los ultimos 5 afios, generalmente.

- Referentes a fagos y a enfermedades causadas por bac-
terias resistentes a multiples farmacos.

+ Enlengua inglesa y/o espafola.

« Todo tipo de estudios (revisiones, retrospectivos, pros-
pectivos, comparativos, etc).

3. RESULTADOS
Mecanismos y caracteristicas de los fagos

Estos agentes antibacterianos poseen diversos mecanis-
mos de acciéon: ataque directo, enzimas liticas, enzimas
dispersantes, y enzima anti-antibiético (Figura 1).

El ciclo de vida de un fago (Figura 2) puede ser litico (CL)
o lisogénico (CLSG), aunque Unicamente los fagos liticos
producen la eliminacién eficaz de las bacterias. El CL se
divide en cinco fases y el CLSG en cuatro: primero se pro-
duce la adsorcidn de fagos a la célula huésped mediante
la unidén a receptores especificos de la superficie bacte-
riana (1). Posteriormente, el fago inyecta el material ge-
nético en la bacteria mediante la contraccion de la cola
y la formacidn de un agujero en la pared celular (2). En el
citoplasma, los genes fagicos se incorporan al DNA bac-
teriano, denominandose profago (3 en CLSG), permitien-
do que la bacteria sobreviva (4 en CLSG), aunque puede
perder la capacidad de producir biofilms; o se expresan y
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Figura 1. Mecanismos de accion de los fagos. En la foto de la izquierda se ve un halo de lisis en un cesped de la bacteria Bacillus
anthracis causado por un fago.
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Figura 2. Esquema del ciclo de vida de un fago.
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Figura 3. Combinaciones de fagos que forman los cdcteles, y su actividad in vitro. A) Actividad myPSH2311 de Escherichia y
myPSHI1235 de Klebsiella, y su combinacion (EK1); (B) Actividad myPSH1235 de Klebsiella y myPSH1140 de Enterobacter, y
su combinacion (KL2); (C) Actividad myPSH2311 de Escherichia 'y myPSH1140 de Enterobacter, y su combinacion (EL3); (D)
Actividad myPSH2311 de Escherichia, myPSH1235 de Klebsiella, myPSH1140 de Enterobacter, y su combinacion (EKL4).

la bacteria los replica originando varias copias del genoma
virico (3 en CL). Las proteinas estructurales de los nuevos vi-
riones se ensamblan formando particulas fagicas (4 en CL),
y finalmente tiene lugar la degradacion de la pared bacte-
riana por accién de proteinas del fago (5 en CL), lo que oca-
siona la lisis y liberacién de la progenie viral®. La mayoria de
fagos utiliza dos grupos de proteinas: holinas y endolisinas,
que forman sistemas holin-lisina, causantes de la lisis. Las
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enzimas liticas de los fagos también destruyen la pared
bacteriana desde el interior, facilitando la liberacién de la
descendencia fagica*.

Las bacterias se protegen del ataque virico mediante es-
trategias de defensa clasificadas en sistema inmune in-
nato (toxina-antitoxina/infecciéon abortiva) y adaptativo
(sistema CRISPR-Cas)’. El primer mecanismo innato toxi-
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Figura 4. Actividad litica del fago Bdp-R2096 sobre Acineto-
bacter baumannii.

na-antitoxina consiste en inhibir la traducciéon del mRNA de
la toxina [ej. ribonucleasa tipo lll (ToxN) que destruye cé-
lulas infectadas por el fago] o inhibir directamente la pro-
teina téxica que, como resultado, impide la inhibicién del
crecimiento de la bacteria infectada. Para superar la defen-
sa bacteriana y proseguir con su replicacion, el fago utiliza
dos estrategias: i) secuestrar la toxina y agregar a su propio
genoma el gen que la codifica; o ii) producir una molécula
(pseudo-Toxl), que mimetiza y neutraliza la antitoxina ToxI
(ncRNA que se une a ToxN), y tras ello, las células bacteria-
nas infectadas se autodestruyen, evitando que la infeccion
se propague a otras células. Para conseguirlo, las bacterias
utilizan un sistema denominado CBASS donde proteinas
HORMA detectan la infeccién y estimulan una segunda pro-
teina para activar una endonucleasa que destruye el geno-
ma bacteriano y evita la replicacion del fago®’. Finalmen-
te, el sistema CRISPR-Cas “Clustered Regularly Interspaced
Short Palindromic Repeats” confiere inmunidad adaptativa
a las bacterias, ya que captura los extremos libres del DNA
cuando es inyectado por los fagos, deteniendo la infeccion
posterior antes de que comience el CL. Se compone de dos
partes: varias secuencias de DNA espaciadoras procedentes
del fago, alternadas con secuencias repetidas (array CRIS-
PR), y proteinas con actividad endonucleasa (Cas)®. El fago
puede evitar esta inmunidad mediante activacién de la re-
plicaciéon de su DNA (mecanismo denominado “protein pri-
ming”) o incorporando proteinas anti-CRISPR.

El empleo de fagos como alternativa a los antibiéticos, em-
pieza a ser una realidad en la busqueda de terapias nove-
dosas y eficaces contra las bacterias resistentes a multiples
farmacos (MDR).
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Bacterias multirresistentes a antibioticos o MDR

La fagoterapia actualmente estd ganando atencién en cli-
nica, porque las infecciones causadas por MDR son difici-
les de tratar usando los antibiéticos disponibles. De todas
ellas, las mas relevantes son: Klebsiella pneumoniae, Sta-
phylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Acinetobac-
ter baumannii, Mycobacterium spp. y Escherichia coli, por
lo que ahondaré en ensayos, todos ellos muy recientes,
que demuestran que los fagos son una alternativa segura
y eficaz a los antibioticos.

El uso generalizado de antibiéticos ha supuesto la apari-
cion de cepas de K. pneumoniae resistentes a carbapenem
y productoras de B-lactamasas de espectro extendido. En
2019, se publicaron unos trabajos que describen ensayos
con terapia fagica frente a dos de esas cepas de K. pneu-
moniae: en el primero® se evaluaron los efectos terapéu-
ticos del fago litico VTCCBPA43 (BPA43) en un modelo de
ratén neumoénico por via intranasal, observandose que
BPA43 produjo placas de lisis transparentes y circulares de
2-3 mm en K. pneumoniae MTCC109. En el segundo’®, se
prepararon cécteles de tres fagos (myPSH2311 de Esche-
richia, myPSH1235 de Klebsiella y myPSH1140 de Entero-
bacter) contra sendas bacterias resistentes a meropenem
y colistina (Figura 3), obteniéndose una reduccién en la
carga bacteriana desde 10%a < 10° UFC/ml en 2 h, hasta
llegar a cero en 24 h. El fago myPSH2311 de Escherichia
presenté actividad litica contra el 73% de los aislados de
E. coliy el fago myPSH1235 de Klebsiella contra el 52%. Por
tanto, el fago BPA43 posee potencial terapéutico en el tra-
tamiento de la bronconeumonia inducida por K. pneumo-
niae MDR; y los resultados del céctel de fagos permiten
considerarlos como terapia fagica efectiva.

En un trabajo de 2020, se aplica el fago litico AB-SA01
sobre aislados clinicos de S. aureus meticilina resistentes
(MRSA)™. En este ensayo, se administraron fagos intrave-
nosos, en 50-100 ml de NaCl 0,9% durante 10-30 min dos
veces al dia durante 14 dias, en 13 pacientes con infeccio-
nes severas de MRSA. Los fagos se aplicaron a una con-
centracion de 10°unidades formadoras de placa (pfu) por
ampolla de 1 ml. Las mediciones de cinética bacteriana
y fagos en sangre sugieren que esta dosis aplicada 12 h
puede ser una base racional para otros estudios que vali-
den la eficacia de AB-SA01 frente a MRSA.

La terapia fagica contra P. aeruginosa se valora en un tra-
bajo que utiliza fagos en infecciones por la cepa MDR P,
aeruginosa PAO1 en un modelo de pez cebra con fibrosis
quistica’. Se inyectaron 2 nl del céctel de fagos, que con-
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Figura 5. Isabelle Holdaway (segunda persona empezando por la derecha) y el cdctel de tres fagos anti M. abscessus GDO1.
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tenia aproximadamente 300-500 pfu/embrién de pez, en el
saco vitelino de embriones infectados con PAO1, y se obser-
vé una reduccién muy significativa en términos de letalidad
embrionaria. El efecto curativo mejoré al combinar fagos y
antibiéticos, abriéndose un enfoque de terapia combinada
util que podria reducir en presencia de fagos las dosis de
antibioticos y su tiempo de administracién.

Si planteamos el uso de bacteriéfagos contra infecciones
por A. baumannii, consideramos dos articulos cuyos ensa-
yos dan resultados efectivos y seguros: en el primero se
utilizd un céctel de dos fagos (PBAB0O8 y PBAB25) que infec-
tan cepas MDR de A. baumannii en un modelo de ratén con
infeccion nasal. Los resultados mostraron que los ratones
tratados presentaban una tasa de supervivencia 2,3 veces
mayor que los no tratados, ademds de una reduccién de
1/100 de bacterias en el pulmén; por tanto, el uso de cécte-
les es una opcidn potencial en intervenciones terapéuticas
contra infecciones por A. baumannii in vivo. En el segundo
estudio™, se utilizé el fago B-R2096 con actividad litica so-
bre cepas resistentes a carbapenem, se caracterizé in vitro
ein silico, y se evalud la eficacia in vivo sobre la polilla de la
cera Galleria mellonellay un modelo de ratén con neumonia
aguda. Los resultaros demostraron un aumento en la tasa
de supervivencia de 0 a 50% en 24 h para las larvas de G.
mellonella, y de 30 a 100% en los ratones. Aunque se trata
de un fago recientemente conocido, tiene gran poder litico
(Figura 4) y es una opcidn de terapia fagica viable.

Finalmente, el éxito de la terapia fagica ya es una realidad,
gracias a un ensayo muy reciente de la Universidad de Pi-
ttsburgh (USA), con una paciente de 15 afios con fibrosis
quistica e infeccién diseminada por una cepa MDR Myco-
bacterium abscessus GDO115. Tras un doble trasplante de
pulmén, Isabelle Holdaway fue tratada contra la cepa GDO1
con un coctel de fagos Muddy, Zoel y BPs, los tres de Myco-
bacterium, aplicados a una concentracién de 10° pfu (Figura
5). Los resultados son, de momento, satisfactorios.

4.DISCUSION

Estos ensayos nos dan una idea de que la terapia fagica esta
en proceso de considerarse un tratamiento éptimo contra
bacterias resistentes a antibiéticos. Actualmente ya se co-
nocen casos en los que su aplicacion ha resultado exitosa y
nos aportan credibilidad en esta vieja estrategia resurgida
en los ultimos afos.

Cada vez hay mas evidencias para creer que es posible fre-
nar la MDR. El conocimiento que hoy tenemos de los fagos,
de sus ciclos liticos y lisogénicos, de la manipulacién de sus
genomas, del desarrollo de modelos animales adecuados,
de su administracién y posologia, y de las respuestas clini-
cas de los hospedadores a estos tratamientos, incrementa
sin duda nuestra confianza. Es el momento de apostar por
el uso de fagos en terapia clinica, la vida de muchos pacien-
tes depende de ello.
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