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1. RESUMEN

Los bacteriofagos son virus que atacan de forma selectiva a las bacterias, caracteristica que se
ha empleado en la terapia de fagos para el tratamiento de infecciones producidas por colonias
bacterianas resistentes a los antibioticos. Por esta razon, la terapia fagica, pese a no tener gran
presencia en la préctica clinica actual, se plantea como una alternativa terapéutica Util y nece-
saria debido a la creciente inefectividad de los antibiéticos.

Los fagos presentan mdltiples ventajas frente a la antibioterapia, entre las cuales se puede des-
tacar su alta especificidad y seguridad, ademés de poder ser empleados en cocteles de fagos y
en combinacién con antibioticos para aumentar considerablemente la eficacia del tratamiento.
Gracias a los avances tecnoldgicos también se han podido utilizar con éxito las enzimas liticas
y los fagos modificados mediante ingenieria genética proporcionando nuevas funciones a los
virus naturales.

No obstante, la fagoterapia se encuentra ain en fase de investigacion para su uso clinico en
humanos puesto que todavia deben superarse algunas limitaciones como la respuesta inmune
generada por el organismo o el desarrollo de resistencias, asi como, definir su seguridad y efi-
cacia in vivo.

PALABRAS CLAVE: Bacterias ESKAPE - Bacteriofago - Biofilms - Cdctel de fagos - Enzimas
liticas - Terapia de fagos

2. INTRODUCCION Y ANTECEDENTES

Los antibidticos se utilizan como los principales farmacos para combatir las enfermedades in-
fecciosas producidas por bacterias desde mediados del siglo XX. Sin embargo, la aparicion de
bacterias multirresistentes plantea una verdadera amenaza a escala global para el control y pro-
filaxis de infecciones bacterianas, puesto que, el desarrollo de resistencias disminuye la efecti-
vidad de estos antibidticos!. Surge asi, la necesidad de encontrar nuevas opciones terapéuticas
para el tratamiento de dichas infecciones, siendo la terapia con fagos una de las mas populares.

El origen de esta terapia se remonta al descubrimiento de los bacteriéfagos por Frederick Twort
y Félix d"Hérelle. Frederick Twort, en 1915, investigé cultivos de Staphylococcus sp. junto con
las vacunas de virus vaccinia en los cuales observd zonas en las que no se habia producido
crecimiento bacteriano, a esto lo designd como un «agente bacteriolitico». Si bien no fue hasta
dos afios mas tarde, donde Félix d"Hérelle, después de estudiar cultivos de Salmonella gallina-
rum, acufio el término «bacteriofago» haciendo referencia a ciertas entidades que podian lisar
células bacterianas?.

En 1919 se realizaron en Paris los primeros ensayos clinicos con bacteriéfagos para el trata-
miento de la disenteria en nifios provocada por Shigella; estos ensayos proporcionaron resulta-
dos positivos dado que el tratamiento resulto ser altamente eficaz en la erradicacién de la in-
feccion®.

Sin embargo, el estudio clinico con bacteriéfagos fue abandonado por diversos motivos: por la
falta de ensayos controlados, por el rapido éxito de la terapia antibidtica y por la capacidad de
produccién a gran escala de los antibidticos. A pesar de ello, paises como Rusia, Georgia y
Polonia siguieron investigando la aplicacion de estos bacteriéfagos hasta hoy en dia donde se
emplean eficazmente en distintos campos como en veterinaria, en seguridad alimentaria, en
control ambiental e incluso, en terapia humana®.
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2.1 INTRODUCCION A LA BIOLOGIA DE FAGOS

«Los bacteridfagos son virus que infectan de forma selectiva a las bacterias. Son entidades
bioldgicas simples no vivas que consisten en DNA o RNA encerrado dentro de una capside de
proteina. Son parasitos bacterianos obligados incapaces de reproducirse independientemente
y que dependen de un huésped bacteriano para sobrevivir»°®,
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de bacteriéfago T4 (Myoviridae) (B).

Los bacteri6fagos para infectar al huésped se unen a receptores especificos presentes en la pared
celular como carbohidratos, lipopolisacaridos y proteinas. De esta manera, los fagos se adsor-
ben en la superficie de la célula bacteriana antes de introducir el material genético e iniciar el
proceso viral caracteristico de cada ciclo de vida.

Este ciclo de replicacion es el principal criterio que se utiliza para dividir a los bacteriéfagos en
liticos y lisogénicos, a estos ultimos asimismo se denominan fagos templados.

En el ciclo litico el fago inyecta su genoma en el huésped dando comienzo a distintos procesos
que secuestran la maquinaria molecular bacteriana para finalmente producir multiples proge-
nies virales y lisar la célula. Al alcanzar una masa critica de progenie, los nuevos componentes
virales se ensamblan y se liberan del huésped utilizando proteinas liticas codificadas por el
fago. Estas enzimas hidrolizan la pared celular de peptidoglucano dando lugar a la liberacion
de fagos que pueden infectar a nuevas bacterias iniciando de nuevo el ciclo.

En el ciclo lisogénico el fago inyecta el material genético en la célula huésped, convirtiendo al
fago en un profago que puede integrar su material genético en el genoma del huésped o formar
un plasmido circular o lineal dentro del citoplasma. El profago se replica simultaneamente con
el genoma bacteriano y se reproducen verticalmente de la célula madre a la hija durante varias
generaciones, creando nuevas células bacterianas con el material genético del virus. El fago
puede permanecer en ese estado hasta que una sefial ambiental (p. ej.: estrés celular) induzca el
ciclo litico>”.
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Como se ha explicado anteriormente, los fagos son virus y los virus se pueden encontrar en
multiples ambientes siendo de esta manera la entidad biologica méas abundante en la biosfera,
tanto en entornos naturales como artificiales; se aproxima que existe una cantidad de 10 3! -
10 32 viriones.

En entornos naturales los fagos son cruciales para los ciclos bioldgicos puesto que, debido a
su capacidad de replicarse dentro del huésped, afectan a la diversidad de las colonias bacteria-
nas. Podemos destacar tres ambientes en los que se encuentran: en el cuerpo humano (en piel,
tracto digestivo y respiratorio, cavidad oral y tracto urinario formando el llamado «fagooma»)
donde participan en la homeostasis del organismo protegiéndole de bacterias patdgenas; en el
ambiente marino siendo este el mayor reservorio de fagos (se estima que contiene 4 x 10 *
virus) y en el suelo, que pese a haber sido el medio menos estudiado, se ha descubierto que los
fagos cor21tribuyen a la simbiosis del ciclo de nutrientes entre las raices de las plantas y las
bacterias®’. "

En cuanto a los entornos artificiales pode-
mos destacar su importancia en las plantas
de tratamiento de aguas residuales y en la
industria alimentaria, petrolifera y far-
maceutica. En todas ellas son utilizados con
el mismo fin: reducir el nimero de bacterias
para controlar asi patégenos y disminuir los
problemas asociados a ellos.

Pese a que la aplicacién en la industria far-
macéutica aln es escasa, el creciente estudio
con bacteriéfagos y la pérdida progresiva de
la eficacia de los antibidticos convierte a
esta terapia en una posible y util alternativa
terapéutica’.
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Fig. 3. Bacteriofagos en entornos naturales y artificiales

3. OBJETIVOS

Como consecuencia a la actual crisis de los antibidticos y a la aparicion de bacterias resistentes
a un gran namero de farmacos, emerge la extrema necesidad de buscar y encontrar otras opcio-
nes terapéuticas a la antibioterapia.

Es por esta razon, que el principal objetivo de este trabajo es describir y analizar una de esas
alternativas prometedoras como lo es la terapia de fagos.

Para alcanzar dicho objetivo se ha realizado una busqueda de informacion acerca de los bacte-
ri6fagos, haciendo especial hincapié en sus ventajas e inconvenientes a nivel tedrico y en como
estas se han trasladado a los actuales ensayos clinicos.

4. MATERIAL Y METODOS

Para alcanzar dicho objetivo se ha aplicado un estricto método compuesto de una revision bi-
bliografica de multiples articulos publicados en los ultimos afios en las bases de datos de Pub-
med y Google Scholar seguido de una ordenacién de la informacion prestando especial atencion
a las posibilidades terapéuticas de la terapia analizada.
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Ademaés, ha resultado de gran utilidad la bibliografia de los articulos encontrados en las bases
de datos previamente citadas a través de las siguientes palabras clave: «phage», «phage the-
rapy», «biofilms», «phage proteins» y «<ESKAPE».

Se han consultado otros articulos publicados en la pagina web de Infectious Diseases Hub y en
la pagina de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS).

Para realizar la bibliografia se ha utilizado el gestor bibliografico Mendeley.

5. RESULTADOS Y DISCUSION

La terapia con fagos consiste en el uso terapéutico de los bacteriéfagos para tratar infecciones
bacterianas utilizando su capacidad intrinseca de atacar selectivamente a las bacterias®.

Los fagos, como se ha mencionado anteriormente, se dividen segun su ciclo litico o lisogénico,
siendo escogidos preferentemente los fagos denominados liticos para el empleo en el trata-
miento puesto que, al final de su ciclo destruyen a la bacteria y liberan nuevos viriones dando
lugar a la propagacion del virus. Mientras, los fagos lisogenicos o templados al introducir su
genoma y replicarse junto al material genético del huésped van a contribuir a la transferencia
horizontal de genes; siendo esta la principal causa de transmision de genes de virulencia y re-
sistencia a los antibioticos®°,

Cabe destacar que los antibidticos y los fagos tienen en comin su funcion antibacteriana al
inhibir o lisar a las bacterias que producen la infeccion.

A continuacion, se van a tratar las ventajas e inconvenientes fundamentales de la terapia fagica
en comparacion con los antibiéticos.

5.1 VENTAJAS DE LA TERAPIA DE FAGOS

Las principales ventajas que presenta esta terapia frente a la utilizacion de los antibidticos se
pueden resumir en elevada seguridad y especificidad. Ademas, esta terapia puede emplearse
en combinacién con los antibidticos para mejorar la eficacia del tratamiento.

5.1.1 Sequridad

La seguridad de los fagos se debe a su capacidad de auto-amplificacion y auto-limitacion, ya
que, cuando el fago infecta a la bacteria patdgena, este introduce su material genético dando
comienzo al ciclo litico en el que se formaran y se liberaran los nuevos fagos capaces de infectar
a nuevas bacterias propagandose de este modo el virus; esta multiplicacion se llevara a cabo
hasta que no existan mas huéspedes que infectar lo que dara lugar a la eliminacion de los fagos.
El crecimiento exponencial y la rapida proliferacion permite la administracién en dosis menores
y en intervalos de tiempo mas distanciados®?°.

A lo mencionado anteriormente se debe afiadir que los bacteriéfagos por si mismos presentan
baja toxicidad puesto que estan compuestos principalmente por acidos nucleicos y proteinas,
no obstante, antes de su utilizacion en terapia se realiza una secuenciacién y analisis del genoma
y una posterior purificacion mediante cromatografia de intercambio ionico y centrifugacion a
alta velocidad para eliminar de esta manera las posibles sustancias toxicas®%1?,

Pese a ser bastante seguros, dado que la estructura externa del fago consiste en una céapside de
proteina, es muy probable que se produzcan interacciones entre el fago y el sistema inmune
pudiendo ocasionar casos de anafilaxial®?,
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Es importante saber que los fagos estan presenten en nuestra vida ya que son ingeridos en di-
versas acciones cotidianas como respirar, consumir alimentos fermentados o ingerir agua del
mar por accidente. Por este motivo, cabe suponer que los bacteriofagos no plantean una poten-
cial amenaza para la seguridad del individuo aunque deben seguir realizandose estudios sobre
su seguridad?.

A diferencia de los fagos, los antibioticos requieren altas dosis de farmaco para ejercer su efecto
antimicrobiano lo que puede producir dafios en los diferentes tejidos. Con el uso de estos se han
descrito diversas reacciones adversas en las que se incluyen anafilaxia, nefrotoxicidad, cardio-
toxicidad, hepatotoxicidad, neurotoxicidad y alteraciones gastrointestinales y hematologicas®.

5.1.2 Especificidad

Los bacteriéfagos inician la infeccion del huésped con el reconocimiento y la adsorcion a los
receptores celulares existentes en la pared de las células Gram positivas y Gram negativas®,
Esta interaccidn fago-receptor es la que va a determinar la especificidad del fago, si este reco-
noce una region unica en la pared bacteriana puede conducir a la infeccion de una sola especie
o cepa’. Por lo tanto, la especificidad, primordial ventaja de esta terapia, va a depender princi-
palmente de los receptores de la superficie de la célula huésped y de los mecanismos de defensa
antivirales.

La especificidad de los fagos supone un beneficio importante frente a la utilizacion de antibio-
ticos ya que estos eliminan un amplio espectro de bacterias incluidas las que forman parte del
microbioma intestinal causando disbiosis®. Esta alteracion de la microbiota genera diversos
efectos dafiinos como diarrea, candidiasis de las mucosas y colitis pseudomembranosa causada
por Clostridium difficile entre otros®. Los fagos no causan dichas alteraciones puesto que atacan
de formar directa y selectiva a las bacterias patdégenas resultando inocuos para las células euca-
riotas y para aquellas células procariotas que no reconozcan como huésped®*2,

A su vez, esta elevada especificidad se presenta también como la limitacion mas importante de
esta terapia ya que para que los fagos puedan atacar de forma tan especifica a las bacterias
patdgenas es necesario la identificacion del agente etioldgico causante de la infeccion. Este
diagndstico, en ocasiones, conlleva mucho tiempo y recursos, o incluso, ciertas infecciones
pueden estar causadas por mas de una cepa bacteriana como ocurre en las heridas de quemadu-
ras>*3,

Por lo tanto, esta especificidad resulta muy util en infecciones cronicas donde el patdégeno que
causa dicha infeccion se encuentra debidamente caracterizado. Sin embargo, en infecciones
agudas se plantea la creacion de cocteles de fagos o la utilizacién de enzimas liticas dado que
ambos presentan una especificidad méas amplia a nivel de género y especie®.

e Cocteles de fagos

Una de las alternativas para afrontar las limitaciones que genera la elevada especificidad de
la terapia monofagica son los cocteles de fagos los cuales estan formados por una combi-
nacion adecuada y estudiada de bacteriéfagos. Esta asociacidon produce una ampliacion del
espectro de actuacion frente a la bacteria patégena y disminuye el riesgo de aparicion de
resistencia ya que si el huésped desarrolla resistencia a uno de ellos, el resto de los fagos
todavia puede ejercer su actividad pues resulta inusual que se produzca resistencia simulta-
nea contra diferentes fagos'#1°. Estos cocteles pueden elaborarse de forma estandarizada o
personalizada donde dicha personalizacion ofrece la especificidad de la cepa requerida
dando mejores resultados en la terapia, sin embargo, esta resulta muy costosa e implica gran
cantidad de tiempo®.
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Por otra parte, los cOcteles necesitan procesos mas prolongados de elaboracion y purifica-
cion lo que incrementa la probabilidad de producir una respuesta inmune ademas de pre-
sentar una baja prediccion de sus caracteristicas farmacocinéticas y farmacodindmicas. Para
mitigar dichas limitaciones deben eliminarse aquellos fagos poco activos y evaluar la efi-
cacia individual de cada fago que forma el coctel3,

A pesar de haber resultado eficaces para combatir distintas infecciones, se han dado casos
de «resistencia cruzada» entre fagos que se dirigen hacia un mismo receptor lo que se ha
solucionado utilizando fagos que interaccionen con diferentes receptores de superficie®®.

e Enzimas liticas derivadas de fagos

Otra de las alternativas que resulta de gran utilidad y supone un importante avance en la
terapia fagica es el aislamiento y uso de enzimas derivadas de fagos. Estas enzimas son
producidas por los mismos bacteriéfagos en el curso de su ciclo litico y son esenciales para
atacar a envolturas bacterianas como el peptidoglucano, la capsula y la membrana celular.
La destruccion de estos componentes presenta gran importancia puesto que son las partes
que utiliza la bacteria para protegerse de ser infectada®!’. Dichas enzimas se pueden em-
plear como enzibidticos debido a que por si mismas tienen la capacidad de eliminar las
bacterias cuando se utilizan como proteinas recombinantes?.

Las enzimas generadas por dichos fagos se pueden diferenciar en lisinas y polisacaridos
despolimerasas.

Por un lado, las lisinas son las encargadas de degradar la pared de peptidoglucano produ-
ciendo la lisis por desequilibrio osmético. Estas lisinas a su vez se pueden diferenciar en
lisinas asociadas a viriones (VAL) y en endolisinas.

Las lisinas asociadas a viriones (VAL) son las responsables de la hidrélisis de los enlaces
quimicos de la pared de mureina que van a permitir la introduccion del genoma virico en el
huésped?*8, En cambio, las endolisinas son las encargadas de la degradacion de la pared
para la posterior liberacion de los nuevos viriones; las endolisinas para ejercer su accion
litica necesitan la asociacion con otras proteinas codificadas por el fago denominadas holi-
nas y spaninas; estas Ultimas son necesarias Unicamente en las bacterias Gram negativas
debido a la presencia de la membrana externa®'°,

El empleo de las lisinas en terapia se debe a su carencia de toxicidad, puesto que no presen-
tan actividad frente a las células eucariotas, a su velocidad de accion, a su escasa probabili-
dad de desarrollar resistencias y a su elevada potencia y eficiencia®*’.

Por lo que estas lisinas se han utilizado con gran éxito en diversos estudios frente a bacterias
resistentes a los antibidticos como por ejemplo la endolisina LysEF-P10 frente a Enteroco-
ccus faecalis que aplicada a modelos de ratones consiguid erradicar las colonias bacterianas
resistentes a vancomicina sin originar dafios colaterales en la microbiota intestinal demos-
trando asi, ser una alternativa eficaz al uso de bacteriéfagos?.

Por otro lado, las enzimas polisacaridos despolimerasas se encargan de la degradacion de
los polisacaridos capsulares o estructurales de la célula huésped mediante el reconocimiento
especifico del polisacarido. Segun el mecanismo de degradacion podemos diferenciar las
hidrolasas, que producen la hidrdlisis de los polisacéridos capsulares o de las cadenas la-
terales del antigeno O del LPS y las liasas que acttan sobre los polimeros que constituyen
la capsula reduciendo de este modo la virulencia bacteriana al facilitar la accion del sistema
inmune 218,
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Ademas de su elevado potencial para combatir la infeccion, estas enzimas permiten la pe-
netracion de los fagos en los biofilms dado que son capaces de degradar sustancias polimé-
ricas extracelulares.
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e Penetracion de biofilms

La formacion de biopeliculas por parte de las bacterias es muy frecuente en entornos natu-
rales y artificiales como por ejemplo, en la placa dental. Estas biopeliculas son una de las
principales causas de morbilidad y mortalidad entre los pacientes puesto que contribuyen a
la supervivencia de las bacterias y por tanto, a su patogenicidad. Los biofilms protegen a
las bacterias de la fagocitosis, de la accion del sistema inmune, de los antimicrobianos y de
los diferentes agentes desinfectantes como cloro, alcohol o calor!?.

La antibioterapia ha intentado la erradicacion de estas biopeliculas, sin embargo, para al-
canzar este fin se requieren altas concentraciones de farmaco lo que resulta toxico para los
tejidos y, ademas, una vez terminado el tratamiento es muy probable que se reanude el
crecimiento bacteriano. Es por ello por lo que se necesitan otras opciones para conseguir la
penetracion y eliminacion de estos biofilms, sobre todo en infecciones cronicas®.

Por este motivo los fagos se presentan como una alternativa valiosa ya que son capaces de
infectar a las bacterias de las capas méas externas del biofilm y por medio de la liberacién
de nuevos viriones tras su ciclo de replicacion consigue atacar a aquellos patdgenos de las
zonas internas produciendo una erradicacion mas eficaz. Asimismo, lo que resulta mas
interesante es la produccion, por parte de los fagos, de enzimas capaces de degradar sustan-
cias poliméricas extracelulares (EPS) que facilitan el acceso de los bacteriéfagos y ocasio-
nan una mayor exposicion de las bacterias, obteniendo asi, la eliminacion del biofilm. Esta
capacidad ha sido demostrada por diversos ensayos clinicos contra diferentes bacterias pro-
ductoras de biofilms como Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa y Acinetobac-
ter baumannii que producen diferentes infecciones asociadas a la produccion de estas bio-

peliculas como endocarditis, fibrosis quistica, otitis media, periodontitis y prostatitis cro-
nical4'11'21.

A 2 B C
* 22p
l 1 2 ¢ 2
=S A ~ @ ., & @® =<
— , —
Penetration across the biofilm  Propagation inside the biofilm Infection of biofilm cells

(including persisters)

é ,ﬁ‘
2
g C’f
_o° e )
(s . . i s

: ; = s : T s _ Fig.5. Capacidad antibiofilm
Production of exopolysaccharide No inactivation by matrix No induction of biofilm formation .,

depolymerases components de un bacterlofago

-8-



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.

Gracias a los avances en ingenieria genética se ha podido modificar el genoma de los fagos
para la induccidn de las enzimas mencionadas anteriormente y también, para aumentar su
especificidad; lo que dota al tratamiento con bacteriéfagos de mayor eficacia.

¢ Modificacion mediante ingenieria genética

La evolucion en biotecnologia ha posibilitado el disefio de nuevos fagos y la introduccion
de modificaciones en los virus ya existentes lo que ha permitido incrementar la capacidad
terapéutica y la disminucion de la inmunogenicidad. Por medio de estas modificaciones del
genoma viral se posibilita la insercion de nuevas funciones como bacteriocinas, enzimati-
cos, inhibidores de deteccidn del quorum, sistemas CRISPR y enzimas capaces de degradar
biopeliculas para hacer méas efectiva la fagoterapia®*3.

Una demostracion de este procedimiento es la modificacion de la nucleasa guiada por ARN
(RGN). Estas nucleasas se dirigen a secuencias especificas del ADN no deseadas como
genes o polimorfismos que participan como determinantes de virulencia o en el desarrollo
de resistencias. Gracias a estas se disefian antimicrobianos altamente selectivos frente a se-
cuencias concretas presentes en el genoma bacteriano. Una muestra de esta practica es la
modificacion de la nucleasa guiada por ARN Cas9 mediante el sistema CRISPR, en este
estudio se reprogramé a Cas9 para atacar genes de virulencia de Staphylococcus aureus lo
que supuso la muerte de las bacterias virulentas pero no de las avirulentas?22324,

Tal y como se ha adelantado en el apartado de penetracion de biofilms, el empleo de la
ingenieria genética ha hecho posible el disefio de fagos que codifiquen determinadas enzi-
mas para combatir la formacion de biofilms. Un ejemplo de ello es el fago T7 el cual no
presenta de forma natural genes de enzimas polisacaridos despolimerasas por lo que se ha
modificado para producir la expresion de la dispersina B (DspB) la cual provoca la dismi-
nucion de células bacterianas en las biopeliculas ya que ataca a una adhesina necesaria para
la formacion e integridad de estas’.

5.1.3 Uso combinado de antibiéticos y bacteriéfagos

La aplicacion conjunta de antibidticos y fagos se utiliza como téctica terapéutica para aumentar

la eficacia del tratamiento en infecciones producidas por bacterias resistentes a los antibi6ti-
14

cos™.

Diversos ensayos consideran el uso combinado como una mejor opcion que los cocteles de
fagos puesto que cada uno posee un mecanismo de actuacion distinto limitando de esta forma
la aparicion de resistencias. También se ha comprobado mediante varios estudios que la admi-
nistracion de fagos antes de la antibioterapia genera mejores resultados al provocar una mayor
destruccion bacteriana. Es importante el orden de exposicion de ambos tratamientos para obte-
ner la maxima eficacia ya que, si se aplica primero el antibidtico no se obtienen los mismos
resultados®®.

Por un lado, este aumento de la eficacia del tratamiento se debe al llamado «efecto sinergia de
fago-antibiotico» (PAS) que hace referencia al descubrimiento del aumento de la virulencia del
fago como consecuencia a la administracion de concentraciones subletales de antibioticos que
podrian incrementar la produccion bacteriana de fagos liticos. Dichas concentraciones no cau-
san la muerte de las bacterias pero inhiben la division celular. Esto le proporciona al bacterio-
fago un menor tiempo de latencia lo que incrementa la produccion de fagos al aumentar los
precursores disponibles que facilitan y mejorar el ensamblaje y la maduracion. Todo ello per-
mite una mayor propagacion del virus y una disminucion mas rapida de las colonias bacterianas
dado que se acelera la lisis celulart®!4,
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Asimismo, el esquema de terapia combinada fago-antibidtico también incluye la actuacion del
sistema inmune para la eliminacion completa de la infeccion. Multiples estudios han investi-
gado el efecto sinérgico entre los tres componentes para un tratamiento plenamente eficaz. Am-
bos tratamientos ejercen su efecto en la célula huésped y una vez que han actuado, las células
del sistema innato, especialmente los neutrofilos, atacan a las bacterias persistentes produ-
ciendo la eliminacion total de la infeccion; esta cooperacion se ha denominado «sinergia de
inmunofagicos». Por lo que el estado inmunoldgico del paciente es un aspecto a tener en cuenta
ya que la respuesta inmunitaria desempefia un papel fundamental en el éxito de esta terapia?®?’.

Por otro lado, la administracion conjunta de antibiéticos y fagos ha demostrado un aumento de
la sensibilidad hacia los antibi6ticos debido a la presion selectiva que ejercen los fagos en las
bacterias provocando el desarrollo de resistencias contra los bacteri6fagos. A su vez, esta pre-
sion produce diferentes alteraciones en los mecanismos de resistencia bacterianos hacia los an-
tibidticos como, por ejemplo, en las bombas de eflujo, generando una pérdida de funcionalidad
de estas lo que provoca una expulsion ineficiente del antibidtico incrementando por ende la
sensibilidad hacia estos farmacos?’.

Ademas de todas las ventajas que implica la combinacion de ambos tratamientos, la falta actual
de conocimiento sobre la terapia de fagos hace que esta asociacion tenga mayor aceptacion en
la préactica clinica.

5.2 INCONVENIENTES DE LA TERAPIA DE FAGOS

A pesar de las multiples ventajas, en esta terapia ain existen una serie de limitaciones que deben
seguir investigandose, entre las que destacan:

5.2.1 Respuesta inmune

El sistema inmunitario desempefia un papel fundamental tanto en la eliminacion de fagos, lo
que compromete el éxito de la terapia, como en la erradicacion de las colonias bacterianas®®.

Ante el hecho de que la estructura externa del fago se encuentra formada por una cépside pro-
teica resulta bastante probable que el sistema inmune del paciente reaccione ante su presencia
en el organismo. Previamente a su administracion, las preparaciones de fagos deben ser purifi-
cadas para que resulten exentas de cualquier sustancia toxica o que pueda generar alergia en el
organismo.

Los anticuerpos especificos contra fagos han sido el factor méas estudiado de la respuesta in-
mune en mamiferos. En la mayor parte de los casos, estos anticuerpos reducen la concentracién
de fagos activos en sangre y suero originando asi un efecto negativo sobre la terapia. Sin em-
bargo, en algunas situaciones esta formacion de anticuerpos no supuso una alteracion en la
capacidad antibacteriana del fago ya que diversos estudios comprobaron, tras una administra-
cion oral e intravenosa a roedores, que la aparicién de los anticuerpos neutralizadores se pro-
ducia fuera del cuadro temporal del tratamiento efectivo, ademas de necesitar elevadas dosis
por via oral. Por lo tanto, la produccién de anticuerpos va a depender de la dosis administrada
de fago y del tiempo que el sistema inmune necesita para producir una respuesta?,

Otros estudios avalan que la activacion del sistema inmune dependera del tipo de fago, de la
dosis suministrada y de la via de administracién del fago puesto que no se han documentado
efectos adversos por aplicacion topica pero si por via intravenosa®®.

Actualmente, se encuentra en investigacion la posibilidad de disefiar fagos menos inmunogéni-
cos gracias a la ingenieria genética. Aunque por el momento no existen datos suficientes ni con
gran relevancia clinica sobre la inmunogenicidad de los fagos, estos deben seguir como tema
de estudio®.
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5.2.2. Aparicion de resistencias contra fagos

Al igual que sucede con los antibioticos, las bacterias también han desarrollado mecanismos de
resistencia contra los fagos aunque la tasa de desarrollo hacia estos es menor y es evitable me-
diante el uso de varios fagos o con la seleccion de un fago activo diferente?,

Dichas resistencias se producen como resultado de la mutacion y de la seleccion o adquisicion
de fagos templados, siendo trasmitidas bien verticalmente, de la célula madre a la hija, o bien,
horizontalmente a traves de plasmidos. Se pueden generar mecanismos de resistencia en los
diferentes pasos del ciclo.

En primer lugar, se puede producir la alteracion o pérdida del receptor siendo este el meca-
nismo mas comun de resistencia contra fagos. La pérdida de un receptor puede deberse a cam-
bios en las proteinas de membrana lo que produce una alteracion en la composicion de la su-
perficie celular. Como consecuencia de esta pérdida o alteracion, el fago no reconocera al hués-
ped lo que evitara la adsorcién y la produccion de nuevos fagos. Ademas, algunas bacterias son
capaces de secretar ciertas moléculas, entre ellas glicoconjugados, alginatos o sustancias po-
liméricas extracelulares (EPS) como los exopolisacéaridos que producen el enmascaramiento
del receptor evitando asi la adsorcion del fago. Este problema se puede solucionar mediante la
eleccion de otro receptor o con la secrecion de enzimas que degraden las sustancias®’°,

En segundo lugar, la bacteria también puede desarrollar sistemas para la eliminacion del ADN
viral como el sistema de Repeticiones Palindromicas Cortas Agrupadas y Regularmente
Interespaciadas (CRISPR) o el sistema de exclusion de superinfeccidn (Sie). Este ultimo
estd formado por proteinas asociadas a la membrana, las cuales interaccionan con las proteinas
implicadas en la introduccion del ADN impidiendo su inyeccidn, de esta manera, disminuye la
virulencia y la propagacion del virus?.

En Gltimo lugar, actda el sistema de infeccién abortiva (Abi) que tiene como objetivo la des-

truccion de la célula infectada para evitar la transmision al resto de células. Es el responsable

del bloqueo de la replicacion, transcripcion, traduccién, ensamblaje y liberacion de nuevos vi-
H 2,17

riones=’.

De acuerdo con lo explicado con anterioridad, los fagos liticos ejercen una presion selectiva en
las bacterias lo que provoca que el huésped desarrolle mecanismos de resistencia. No obstante,
en algunas circunstancias, esto puede ser Gtil como por ejemplo en la «resensibilizacion anti-
bidtica» que describiremos en algunos estudios clinicos cuando se administran fago y antibid-
tico conjuntamente®.
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5.2.3 Falta de datos clinicos

La falta de informacion sobre la utilidad en clinica de los fagos y la ausencia de regulacion y
aprobacién por los organismos oficiales como la Agencia Europea del Medicamento (EMA) o
la Administracion de Alimentos y Medicamentos (FDA) son algunas de las principales limita-
ciones de la fagoterapia®®.

Durante décadas, en paises del este de Europa se ha estudiado esta terapia, sin embargo, para
la obtencidn de sus datos clinicos se han encontrado con diversos impedimentos referentes a
los procedimientos de realizacion (p. ej.: ensayos no aleatorizados ni controlados con placebo),
al idioma y al contexto politico® 3L,

A raiz de esto, se produce una ausencia de protocolos validados para la via de administracion,
dosis, frecuencia y duracion del tratamiento lo que hace més dificil su aprobacion y validacion
y, por tanto, su aplicacion en la clinica®.

Actualmente, la FDA ha autorizado el uso de fagos para suplementos dietéticos, profilaxis am-
biental y descontaminacidn de alimentos. En cuanto al uso en humanos, esta terapia se encuen-
tra en ensayos clinicos de fase | y fase 1l para definir su eficacia y seguridad®.

5.3 ESTUDIOS CLINICOS

La Organizacién Mundial de la Salud (OMS) publicé en 2017 la primera lista de «patdgenos
prioritarios resistentes a los antibidticos» con el propdsito de fomentar la investigacion de nue-
vas posibilidades terapéuticas puesto que los expertos estiman que en el afio 2050 se produciran
mas muertes por resistencia a los antibidticos que por cancer, de ahi, la importancia de la apli-
cacion de la terapia de fagos. En esta lista se incluyen seis patdgenos nosocomiales resistentes
a antibioticos englobados por el acronimo ESKAPE (E. faecium, S. aureus, K. pneumoniae, A.
baumannii, P. aeruginosa y Enterobacter spp.). Dichas bacterias son las principales causantes
de mortalidad asociada a resistencia con antibidticos®2%,

Este trabajo se va a centrar en los estudios clinicos realizados para combatir las infecciones
provocadas por dichas bacterias:

5.3.1 Enterococcus faecium y Enterococcus faecalis

Las dos especies méas habituales de Enterococcus que se asocian a infecciones nosocomiales
son E. faecium y E. faecalis los cuales se vinculan con la produccion de endocarditis, bacterie-
mias, meningitis, infecciones del tracto urinario y del conducto radicular entre otras infecciones
sistémicas y locales. Estas bacterias generan biofilms con gran facilidad lo que les dota de re-
sistencia frente a la accion de diferentes antibioticos y frente a la accion del sistema inmunitario.
Por lo que estas infecciones resultan 6ptimas para la aplicacion de la terapia de fagos. Los
estudios realizados se centran en la utilizacion de diferentes fagos para combatir la formacion
de biopeliculas en infecciones dentales.

En el primer estudio analizado se aislé un fago procedente de aguas residuales para valorar su
eficacia contra la formacion de biopeliculas en la infeccidn de periodontitis cronica. Las mues-
tras de enterococos fueron tomadas de 100 pacientes con dicha infeccidn de las cuales se aisla-
ron 46 enterococos, entre ellos, E. faecium y E. faecalis. Mediante el cultivo in vitro para la
formacion de las biopeliculas y posterior analisis estadistico e identificacion del fago a través
de microscopia de transmision (TEM) se observé una reduccion significativa en la actividad
metabolica de las biopeliculas dentro de las 24 horas de contacto. Se obtuvo un mejor resultado
frente a las colonias de E. faecalis que frente a E. faecium lo que indica la alta especificidad del
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fago y el estrecho rango de hospedadores de este. Como conclusion se obtuvo que la adminis-
tracion de fagos resulta eficaz para limitar el crecimiento de enterococos y la formacion de
biopeliculas®*.

Otro estudio in vitro analizé el fago EFDG1, aislado de agua de alcantarillado, el cual resulto
ser muy eficaz al reducir de forma significativa la biomasa de las biopeliculas en siete dias en
las muestras tratadas frente a las muestras no tratadas con dicho fago. Con esto, se llevaron a
cabo ensayos ex vivo en un modelo experimental de dientes humanos donde mediante imagenes
de microscopia confocal se observo que aquellos tratados mediante irrigacion de EFDGL1 en los
conductos radiculares obturados mostraron bacterias muertas mientras que en los controles las
bacterias seguian vivas®¢,

En ambos estudios se ha demostrado la eficacia y la especificidad de determinados fagos como
el EFDG1 contra los biofilms producidos por E. faecalis y por algunas cepas de E. faeciumy,
ademas, en ninguno de ellos se ha observado la aparicion de resistencias a dicho fago.

Asimismo, se estudiaron la utilizacion de bacteriéfagos para el tratamiento de la bacteriemia
producida por E. faecium resistente a vancomicina. La cepa bacteriana fue introducida en rato-
nes mediante una inyeccion intraperitoneal para producir la bacteriemia en 48 horas. Con la
posterior administracion de los fagos se obtuvieron resultados del 100% de los ratones recupe-
rados. También se realizé el mismo ensayo, pero retrasando la administracion del fago a los
ratones el maximo tiempo posible consiguiendo que el 50% se recuperara con una sola dosis
de fagos. Con esto se demostrd la eficacia de los fagos para destruir bacterias resistentes a los
antibidticos®’.

5.3.2 Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus es uno de los principales patdgenos causantes de diferentes infecciones
tanto en hospitales como en la cria de ganado produciendo infecciones en piel, tejidos blandos,
huesos, heridas y torrente sanguineo; siendo también el responsable del shock téxico y de di-
versas intoxicaciones alimentarias debido a la produccion de enterotoxinas®,

En un primer estudio in vitro, se analizé la capacidad de prevencién y erradicacion de biopeli-
culas de dos formulaciones comerciales de fagos para uso humano, una de ellas contenia el fago
Sb-1y laotra un coctel de fagos denominado PYO la cual presentaba virus dirigidos a diferentes
especies bacterianas. Ambas se habian utilizado anteriormente de manera satisfactoria: Sb-1 se
empleo en el tratamiento de osteomielitis y Ulceras en los pies mientras que PYO resulto eficaz
para tratar infecciones en heridas. Por microcalorimetria isotérmica (IMC) y microscopia de
alta resolucion se comprobd que ambas formulaciones consiguieron prevenir la formacion de
biopeliculas al destruir las bacterias y evitar su adhesion, pero solo fueron capaces de eliminar
los biofilms ya formados con una administracion a mayor dosis durante 5-7 dias. Ademas, se
realizaron experimentos in vivo para probar su eficacia como tratamiento o profilaxis en una
infeccion sistémica con larvas de Galleria mellonella donde se determino que si se producia la
administracion una hora antes de la infeccion la tasa de supervivencia era mayor que si se ad-
ministraba una hora después de dicha infeccion poniendo de manifiesto la importancia del
tiempo de administracion del fago. El coctel presenté mejores resultados que la terapia mono-
fagica aunque ambas aumentaron la tasa de supervivencia y una sola dosis fue suficiente para
reducir la mortalidad de las larvas®.

Otro estudio efectud diversos ensayos en ratas a las que se provoco una infeccion articular
periprotésica asociada a biopeliculas para estudiar la eficacia de un coctel de fagos administrado
de forma individual y en combinacion con el antibi6tico vancomicina. Los resultados demos-
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traron que la utilizacién conjunta de fago y antibiotico resulta mas eficaz que la terapia indivi-
dual consiguiendo una reduccién de la inflamacion. La terapia con fagos logro reducir la carga
bacteriana sin desarrollar inflamacion o resistencia al tratamiento®.

Un altimo estudio comprobd, en un modelo de ratas con S. aureus formadores de biopeliculas,
la eficacia del empleo de fagos modificados genéticamente por la técnica CRISPR-Cas9 para
el tratamiento de la osteomielitis y de las infecciones en tejidos blandos. Este fago modificado
presenta mayor potencial bactericida que el fago natural o que los antibi6ticos vancomicina y
fosfomicina puesto que presenta dos mecanismos de lisis bacteriana, el primero por la accion
de las enzimas liticas como holinas e hidrolasas y el segundo por la actividad de endonucleasas
CRISPR-Cas9. Esto demostré que la modificacion mediante ingenieria genética aumenta la
capacidad del fago para atacar y destruir a las bacterias*.

5.3.3 Klebsiella pneumoniae

Klebsiella pneumoniae es una bacteria encapsulada comensal y oportunista resistente a una
gran variedad de antibioticos y causante de diferentes infecciones nosocomiales. Ocasiona in-
fecciones del tracto urinario, neumonia, colecistitis, diarrea, osteomielitis, meningitis y sepsis;
todas estas resultan potencialmente mortales en individuos inmunocomprometidos, recién na-
cidos y ancianos*>*3, Se efectuaron diversos estudios para valorar la eficacia de la utilizacion
de fagos y cocteles, el empleo junto a antibidticos y la aparicidn de resistencias al tratamiento.

Un estudio inicial analizé el efecto sinérgico in vitro e in vivo del tratamiento conjunto de anti-
bidticos y fagos para combatir una infeccion urinaria recurrente que ocasiond pielonefritis
aguda y shock séptico causada por K. pneumoniae resistente a los antibioticos. La muestra fue
tomada de la orina de una paciente inmunocomprometida, la cual habia sido tratada anterior-
mente con diferentes antibi6ticos donde ninguno resulté eficaz. Se emplearon tres cocteles dis-
tintos con varios fagos liticos dando como resultado la aparicion de resistencia para cada uno
de ellos. Posteriormente, se administr6 el ultimo coctel junto con una dosis alta del antibiético
trimetoprima-sulfametoxazol (muy utilizado en infecciones urinarias) lo que inhibié tanto el
crecimiento bacteriano como la aparicion de bacterias resistentes, demostrando asi, la sinergia
entre ambos tratamientos. Es significativo el hecho de que la paciente fuese inmunocomprome-
tida ya que el sistema inmune ejerce un papel esencial en la erradicacion total de las infecciones
y en la prevencion del desarrollo de resistencias por el efecto sinérgico entre fago, antibi6tico
y sistema inmune que evita la supervivencia de bacterias resistentes*.

En otro ensayo se investigd la eficacia y los efectos de la aplicacion de fagos liticos en un
modelo de raton para combatir la neumonia causada por K. pneumoniae. Se aislé el fago
VTCCBPAA43y se administrd al raton una dosis unica intranasal de este, observandose a las 48
horas una disminucidn significativa del recuento bacteriano pulmonar en los animales tratados
frente a los no tratados. Ademas, la administracion del fago protege y disminuye el desarrollo
y laintensidad de lesiones histopatoldgicas graves como se detect6 en el grupo no tratado (trom-
bosis con infiltracién de neutrofilos, necrosis del parénquima alveolar, vasculitis...). Esto ma-
nifestd la capacidad terapéutica in vivo del fago VTCCBPA43 para disminuir la carga bacte-
riana y las lesiones pulmonares administrado por via intranasal®.

Un altimo ensayo in vitro estudio la utilizacion de enzimas despolimerasas como agente tera-
péutico y la importancia de la capsula de K. pneumoniae como determinante de virulencia y
marcador epidemiologico. El fago SH-KP152226 codifica enzimas con actividad despolime-
rasa como Dep42. Esta enzima recombinante origin6 la despolimerizacién de la capsula K47,
limito la formacion de biopeliculas y ayudé en la degradacion de las ya formadas. También se
obser4\g(’) un efecto sinérgico con el antibidtico poliximina para combatir la formacion de bio-
films™.
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5.3.4 Acinetobacter baumannii

Las infecciones por Acinetobacter baumannii resistentes a los antibioticos se han convertido en
un importante problema de morbilidad y mortalidad en hospitales, sobre todo, en pacientes de
cuidados intensivos (UCI) al ser causantes de neumonia adquirida en el hospital, de infecciones
del torrente sanguineo, del tracto urinario y de heridas. Se realizaron diferentes estudios para la
determinacion de la eficacia y seguridad del tratamiento, asi como para analizar las vias de
administracion, la posible respuesta inmune y la aparicion de resistencias.

En un primer estudio se investiga el bacteriofago Abpl frente a una muestra de A. baumannii
recogida de un paciente con quemaduras para comprobar su eficacia en infecciones locales en
modelos de ratones. Con este fin, se provoco a los ratones dos heridas en las que se inocul6 una
muestra de la bacteria con una posterior administracion de los fagos por via topica o via sisté-
mica. Los ratones tratados con el fago por via topica tuvieron mejores resultados (heridas mas
pequefias, secas Yy limpias) que los que lo recibieron por via sistémica, en estos se redujo el
tamario de la herida pero no obtuvieron resultados significativos frente al grupo control. Esto
demostro que el tratamiento con fagos ayuda a la cicatrizacion y al tratamiento de heridas y que
para ello es también importante la via de administracion®’.

En otro estudio se analizaron 34 cepas de A. baumannii resistente a multiples antibidticos y se
aislaron 8 fagos que provenian de las aguas residuales de diferentes hospitales. Mediante diver-
sas pruebas se identifico el rango de hospedadores siendo el fago km18p el que resulté mas
activo al lisar mayor cantidad de bacterias y ofrecer un mayor rango de huéspedes. Este fago
aumento la tasa de supervivencia de las células epiteliales del pulmén humano 24 horas después
de ser incubadas con la bacteria. El fago produjo la eliminacién bacteriana y la proteccion de
las células pulmonares sin afectar al crecimiento de estas*.

En Rusia, donde esta terapia lleva utilizandose afios, se realizé un estudio en los que se tratd
con fagos a 42 pacientes ingresados en cuidados intensivos (UCI), los cuales el 87,5% presen-
taban existencia de A. baumannii, K. pneumoniae y P. aeruginosa. Se administr6 de forma
repetida un coctel de fagos de manera terapéutica o profilactica y se evaluaron los resultados
24 horas después de la dosis final del tratamiento. Dos o tres semanas mas tarde, se volvieron
a analizar los resultados detectandose anticuerpos anti-fago. Esto demostrd que la administra-
cién repetida no resulta mas eficiente que la dosis Unica e incluso, las dosis repetidas, pueden
generar una respuesta inmune hacia los fagos*.

5.3.5 Pseudomona aeruginosa

Las infecciones por Pseudomona aeruginosa resistente a antibioticos son una prioridad para la
investigacion de nuevas terapias debido a la alta incidencia, a la posible cronificacion y a la
elevada mortalidad de las infecciones. Afecta mayoritariamente a pacientes inmunocomprome-
tidos como a aquellos con quemaduras graves, fibrosis quistica, diabetes y en tratamiento con
quimioterapia. Es responsable de infecciones oportunistas en piel, tejidos blandos, abscesos,
tracto urinario, meningitis, huesos y articulaciones®. En los diferentes ensayos se estudiaron la
actividad de los fagos como agentes antimicrobianos, tanto en terapia monofagica como en
coctel y en administracion conjunta con antibioticos.

Este primer ensayo investigé la eficacia de la utilizacion de bacteriéfagos en el esputo de pa-
cientes con fibrosis quistica (FQ) para combatir la infeccién de P. aeruginosa. Se tomaron
muestras de esputo de 58 pacientes con FQ de las cuales 48 presentaban dicha bacteria. A las
muestras se aplicd un coctel de 10 fagos no seleccionados especificamente lo que generd una
disminucion significativa en el nimero de bacterias en comparacion con las que no habian sido
incubadas y, ademas, se observd un aumento considerable en el nimero de fagos. Con este
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estudio se probo la eficacia del coctel de fagos y se estudio la posible mejora si se utilizase un
coctel personalizado para las cepas concretas de los pacientes pues potenciaria el tratamiento®?.

Otro estudio analizo el empleo del fago OMKO1 para aumentar la sensibilidad de los antibio-
ticos en el tratamiento de una infeccion de injerto aortico. Se basa en que dicho fago utiliza
como sitio de unién la proteina porina M (OprM) de la membrana externa de los sistema de
eflujo de P. aeruginosa. El bacteriéfago provoca una presion de seleccion haciendo que las
bacterias desarrollen resistencia al fago, esto produce un incremento en la sensibilidad y efica-
cia de los antibidticos administrados por un flujo de salida ineficiente de estos. Este estudio se
realizd en un paciente sometido a cirugia de reemplazo adrtico con injerto en el que se origina-
ron recurrentes infecciones por P. aeruginosa productora de biofilms. Finalmente se propuso
la utilizacion de fagos como alternativa terapéutica. Se le administré el fago OMKOL1 junto al
antibiotico ceftazidima dando como resultado un efecto sinérgico, aumentando la sensibilidad
al antibidtico y reduciendo las biopeliculas®?52,

En un ultimo ensayo se evalud la eficacia de la proteina de fago PA-PP para el tratamiento de
ulceras del pie diabético. La actividad de dicha enzima se analiz6 por zimografia, espectrofo-
tometria y microscopia electronica de barrido de alto voltaje (SEM-LV) donde se demostro la
eficacia antimicrobiana para la cepa PAR50 de P. aeruginosa. Ademas, se administro junto al
antibidtico piperacilina incrementando la eficacia del tratamiento por un efecto de sinergia entre
ambos. La proteina PAP-PP también se une a la porina M (OprM) mencionada en el anterior
estudio siendo una parte importante en la produccién de resistencias a fagos y en la llamada
«resensibilizacion antibiotica»*®.

5.3.6 Enterobacter spp.

Dentro del género Enterobacter spp. podemos destacar la especie E. cloacae para el estudio de
la terapia de fagos. Esta especie es un patdgeno oportunista resistente a los 3- lactdmicos cau-
sante de infecciones nosocomiales. Generalmente afecta a pacientes inmunocomprometidos
produciendo endocarditis y bacteriemia pudiendo ocasionar incluso la muerte. Se han realizado
pocos ensayos acerca del empleo de bacteriéfagos para combatir las infecciones originadas por
dicha bacteria puesto que es un patégeno emergente®*>°,

El Unico estudio encontrado se basa en la caracterizacion del fago vB_EcIM_CIP9 frente a E.
cloacae. Este fago se aisld a partir de aguas residuales, fue cultivado, incubado, purificado y
visualizado a través de microscopia electronica para analizar su morfologia y posterior secuen-
ciacion del genoma. Esto sirve como punto de partida para su posterior aplicacion en ensayos
in vitro o in vivo®.
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TERAPIA DE FAGOS VS ANTIBIOTICOS

FAGOS

VENTAJAS

INCONVENIENTES

ANTIBIOTICOS

C ‘ . . + Necesidad de elevadas dosis 2
+ Composicion: acidos nucleicos y proteinas = baja N -
toxicidad + Capside proteica = interacciones daiios en tejidos
SEGURIDAD e Lo . . : + Reacciones adversas 2>
+  Auto-amplificacién y Auto-limitacién 2 Dosis con el sistema inmune . L
, . X anafilaxia, nefrotoxicidad,
menores y mayor intervalo entre administraciones :
alteraciones GI...
+ Adsorcion a receptor especifico = infeccién de una [+ Necesidad de identificacién exacta |+ Ataque a un amplio espectro de
especie o cepa del agente etiologico bacterias = alteracion microbiota
+ Inocuo para células eucariotas intestinal (diarrea, candidiasis...)
+ Resistencia cruzada = evitar con
fagos que se adsorban a distinto
COCTELES DE |+ Mayor espectro de actividad receptor
FAGOS + Disminucién de resistencias= |+ Procesos largos de elaboracion y
(Administracién no desarrollo de resistencia a purificacion
simultinea de fagos) todos los fagos + Baja prediccion caracteristicas
farmacocinéticas y
ESPECIFICIDAD farmacodinamicas
+ Potente lisis bacteriana
. + No toxicidad frente células
ENZIMAS eucariotas
LITIC%S + Rapida velocidad de aceion
(chrzdacl“:;n de |4 Escasa probabilidad de
i EZE v:z;la;ma desarrollo de resistencias
v celular) + Penetracion y eliminacion de
biofilms (polisacaridos
despolimerasas)
.. |* Infeccion de las capas mas
PENETRACION externas y propagacion hacia + Altas dosis para atacar a las
DE BIOFILMS las mas internas bacterias de los biofilms = daiios
(Los biofilms + Degradacion sustancias en tejidos
suatil»iit:i}: v poliméricas extracelulares + Alta probabilidad de reanudar
P ’ (EPS) = polisacaridos crecimiento bacteriano después
patogenicidad de las . ., .
bacterias) despolimerasas = penetracion del tratamiento
v eliminacion biofilms
+ Aumentar capacidad
INGENIERIA terapéutica — Insercion de
GENETICA nuevas funciones
+ Disminuir inmunogenicidad
+ Aumenta la eficacia del tratamiento = sinergia
Uso fago- antibiotico (PAS)
COMBINADO + Aunllgnto de l;.a sensibilidad hacia el antibiotico =
CON presion selectiva del fago
. + Disminuye aparicion de resistencias = farmacos
ANTIBIOTICOS con distinto mecanismo de accion
+ Proteinas de superficie
RESPUESTA + Flilninac}éfl total de la infeccién—=> «sinergia de inmynogénicas . . filaxia
inmunofagicos» + Anticuerpos anti-fagos =
INMUNE disminucion de actividad de fagos
Alteracion o pérdida de receptores
Secrecion de moléculas que evitan
adsorcion al receptor
DESARROLLO a — . Sistema CRISPR = eliminacién d .
Resensibilizacién antibictica = fagos presion de 1stema SUMIMACION A | o a0 aumento de bacterias
DE . i e ADN viral . L A
seleccion = aumento de sensibilidad a antibidticos . - resistentes a multiples antibioticos
RESISTENCIAS Sistema de exclusion de
superinfeccion = impiden
inyeccion ADN viral
+ Sistema de infeccion abortiva

Tabla 1. Resumen de ventajas y limitaciones de los bacteriéfagos frente a los antibi6ticos
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6. CONCLUSIONES

Tras el analisis realizado en el presente trabajo podemos considerar la terapia de fagos como
una alternativa al tratamiento con antibiéticos tanto a corto como a largo plazo. A pesar de que
el uso de bacteriofagos en la préactica clinica humana aun es limitado y se encuentra en fase de
investigacion, los diversos estudios abordados en este trabajo sobre su aplicacion en las bacte-
rias ESKAPE traen consigo nuevas expectativas terapeuticas para combatir aquellas infeccio-
nes resistentes a los antibidticos.

Después del estudio de las ventajas y limitaciones tedricas que poseen dichos bacteriofagos se
ha evaluado cada una de ellas por medio de los ensayos clinicos permitiéndonos de esta manera
valorar su eficacia y seguridad in vivo e in vitro.

Teniendo en cuenta los aspectos examinados en los estudios, los fagos demuestran una elevada
especificidad y un estrecho rango de hospedadores lo que les hace altamente eficaces y seguros
para atacar a su huésped. Sin embargo, en ciertas ocasiones, las bacterias han desarrollado re-
sistencias frente a ellos como en el ensayo de P. aeruginosa. Por ello, es necesario la busqueda
de otras opciones de tratamiento como los cocteles de fagos, las enzimas liticas, la modificacion
por ingenieria genética o la administracion conjunta con antibioticos. Cabe destacar entre ellas
la terapia combinada de antibi6tico y fago puesto que ha resultado altamente efectiva tanto para
la resolucion de la infeccion como para la disminucion de la aparicion de mutantes resistentes.

Considerando los estudios analizados, todas ellas han sido igual o incluso mas eficaces que el
uso de fagos en monoterapia abriendo de esta forma un amplio abanico de posibilidades para
el tratamiento de las infecciones resistentes.

En conclusidn, los fagos deben continuar investigandose para abordar el desarrollo de resisten-
cias y la aparicién de respuesta inmune. Pese a esto, los estudios realizados suponen un avance
sustancial en la fagoterapia considerandose asi una alternativa prometedora y eficaz frente al
uso tradicional de los antibioticos.
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