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Bacteriofagos: aspectos generales y aplicaciones clinicas

Bacteriophages: general aspects and clinical applications

Jhon Carlos Castano Osorio”

RESUMEN

En este articulo se recopila la informacién publicada disponible respecto a la terapia con bacteriéfagos, para asi brindar
al lector un documento de referencia en espafiol para su consulta el cual incluye la definicién, estructura morfoldgica,
ciclo de vida de estos organismos, historia, alternativa a la antibiético-resistencia, clasificacién de los fagos, mecanismos
de accién, implicaciones terapéuticas, ventajas y desventajas de esta terapia, asi como el estado actual de la terapia con
fagos. También se describen algunos ejemplos de utilizacién de fagos como en el control biolégico de plagas en plantas
e infecciones en animales, asi como otras areas de uso de los bacteriéfagos, y se revisan los mecanismos de resistencia
a los fagos, ademas del futuro de la terapia con bacteriéfagos y termina con unas reflexiones finales de la fago terapia.

PALABRAS CLAVE: bacteridfagos, control biolégico, resistencia bacteriana.

ABSTRACT

This article is an effort to gather publicly available information regarding therapy with bacteriophages in order to provide
the reader with a reference document in Spanish for consultation, which includes the definition of bacteriophages,
a description of their morphological structure, their life cycle, history, alternative use in bacterial drug resistance,
classification, mechanisms of action, therapeutic implications, advantages and disadvantages of this therapy and the
state of phage therapy Some examples of the use phages are also included, such as their role in the biological control of
plant pests and animal infections, among other areas. In addition, resistance mechanisms to paghes are also reviewed,
together with the future of therapy with bacteriophages to conclude with some final thoughts on phage therapy.
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BACTERIOFAGOS

Los bacteriéfagos, como su nombre lo indica, son vi-
rus que infectan exclusivamente a las bacterias, cuyo
material genético puede ser RNA o DNA, el cual esta
rodeado por una envoltura proteica. Estos fagos nece-
sitan de un huésped viable (bacteria) en cuyo interior
se replican usando su maquinaria metabdlica y de esta
manera sintetizan su propio material genético y las
proteinas de la envoltura.

Su tamafio oscila entre 20 y 200 nm, son ubicuos
(estan en todas partes) y los entes mds abundantes de
la biosfera, y se ha estimado que existen 10" fagos/
litro de agua de mar, lo que representa un excelente
mecanismo de control de las bacterias marinas dado
que destruyen una parte de esa poblaciéon bacteriana.

Hay dos tipos de bacteriéfagos, los liticos o viru-
lentos, que infectan a las bacterias y las matan, y los
lisogénicos o temperados, que establecen una relacién
simbidtica con la bacteria que ataca, que tienen un ci-
clo replicativo no litico, es decir pueden convivir con
ella e incluso pueden causar cambios fenotipicos en
estas. Estos fagos se han aislado de muchas especies
bacterianas, incluso de clamidias. La gama de hospe-
deros, morfologia, tamafio (20-2000nm) y estrategias
de replicacién son muy variadas.'

El organismo humano, estd acostumbrado al con-
tacto con los fagos dado que son consumidos regu-
larmente en los alimentos, por lo que son colonizado-
res habituales del intestino humano, el cual contiene
aproximadamente 10" bacteridfagos (el ‘phageoma’),
de aqui que no resulte extrafio que los fagos no pro-
duzcan graves efectos inmunolégicos sobre los ani-
males. El phageoma individual varfa dependiendo de
la edad y salud de la persona, proporcionando asf un
biomarcador util de la salud humana.*’

MORFOLOGIA

Los bacteriéfagos complejos poseen una cabeza de
simetria icosaédrica que contiene el genoma, unido a
ella se encuentra una estructura helicoidal denomina-
da cola, la cual permite inyectar el genoma viral en la
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bacteria hospedera. Segun el tipo de fago, un disco se
asocia a esta cola, al cual se encuentran unidas fibras
flexibles de tipo proteico que permiten que este se fije
a la superficie de la bacteria y se produzca la inyeccién
del genoma en su citoplasma. Los fagos de la setie T
par son ejemplos tipicos (Fig. 1).*
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Figura 1. Aspectos estructurales de un bacteriéfago T

Fuente: adaptado de Norkin.®

Uno de los fagos mas ampliamente estudiados es
el bacteriéfago T4; el cual presenta una estructura en
forma de renacuajo, compuesta por una cabeza, cuello
y cola; los cuales median la adherencia del fago a la su-
perficie de las células hospederas. Las fibras de las co-
las de los fagos, se unen especificamente a moléculas
receptoras de lipo-polisacatidos presentes en el exte-
rior de la membrana de la célula bacteriana hospedera.
Esta unién desencadena una serie de cambios confot-
macionales de las fibras mencionadas que permiten la
inyeccién del material genético: la funda extetrior de
la cola y el agujero en el centro se dilatan, y se da la
contraccion de la vaina del tubo a través del otificio
en la base del disco, lo que permite la insercién de
su genoma a través de la pared celular de la bacteria
hospedera; dicho proceso estd probablemente facilita-
do por una enzima viral (una lisozima), que facilita la
incorporacién de la cola del fago por la degradacién
de la patte extetior de la pared celular® (Fig. 2).
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Figura 2. Fases de adherencia e inyeccion del material genético a la bacteria hospedera

Fuente: adaptado de Norkin.®

CICLO DE REPLICACION

El ciclo de replicacion del bacteriéfago T4 es el
siguiente (Fig. 3):

Adsorcién o acoplamiento.

Inyecc1on del material genético viral.
Replicacion del material genético viral.
Sintesis de las envolturas proteicas.
Empaquetamiento del DNA dentro de la en-
voltura proteica y ensamblaje de la envoltura.
6. Lisis y liberacién de las particulas viral.

R

(@ D=0

Interruptor
6. Lisis y I genético = 2. Inyeccion
liberacion Integracién
<
- 80 _p l—.

Induccién

3. Subversion
y sintesis
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Figura 3. Ciclo de replicacion del fago T4. Como se puede
observar cuando se da la activacién de un interruptor genético,
los fagos pueden tomar dos rutas, la de integracion al genoma
bacteriano, estableciéndose el ciclo lisogénico; o la ruta de la
induccion, estableciéndose el ciclo litico

Fuente: adaptado de Stutino & Klaenhammer.®
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HISTORIA

En 1913, el bacteridlogo britanico Frederick Twort
descubri6 un agente bacteriolitico que infectaba y ma-
taba a las bacterias, pero no fue capaz de saber qué
era exactamente dicho agente. Independientemente,
el microbidlogo canadiense Félix d’Herelle, anuncié
el 3 de septiembre de 1917 su descubrimiento de “un
microorganismo invisible que antagonisaba al bacilo
de la disenterfa”, al cual llamé bacteridfago.

Entre los afios 20 y 30%, d’Herelle y otros
investigadores, usaron inicialmente la fago terapia; Eli
Lilly & Company, vendieron “Staphylo jel”, y otro
fago “Jel labeled” para el tratamiento de infecciones
pot Streptococcus y por coliformes; E.R. Squibb & Sons
y la division Swan-Myers de Laboratorios Abbott
hicieron preparaciones de filtrados de bacteriéfagos
de Staphylococcus, y combinaciones de filtrados de
bacteriéfagos de Staphylococcus spp. y bacilos coliformes.

Con el descubtrimiento de los antibioticos en 1940
en EEUU y Europa, desapareci6 el entusiasmo inicial
de la terapia con fagos para las infecciones bacteria-
nas; sin embargo, continué en la Unién Soviética y
permanece hoy en la Republica Soviética de Georgia.
La terapia fagica es usada extensamente para el trata-
miento de infecciones en paises de la ex Unién Sovié-
tica, especialmente en unidades de cuidado intensivo
pediatrico, unidades de quemados y hospitales quirdr-
gicos. La preparacion de fagos se hacia a escala indus-
trial, empleando a mas de 1200 personas antes de la
ruptura de la URSS. Toneladas de tabletas, prepatracio-
nes liquidas y sprays conteniendo mezclas cuidadosa-
mente formuladas de fagos para la terapia y profilaxis
se distribuyeron en la Unién Soviética cada afio (para
un grupo selecto de médicos). Lo fagos, se usaron
cominmente en los hospitales, para el tratamiento
tanto de infecciones primarias como las infecciones
asociadas a la atencién en salud, ellos jugaron un papel
particularmente importante cuando se encontraron
organismos resistentes a los antibidticos. Los milita-
res fueron un fuerte soporte para la investigaciéon y
el desarrollo de la terapia fagica, pues los usaron en
el tratamiento de quemaduras y en la prevencién de
epidemias debilitantes por bacterias gastrointestinales
en las tropas.”*

La emergencia de bacterias patdgenas resistentes
a los antibiéticos disponibles constituye un proble-
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ma critico de la medicina moderna y el incremento
concomitante de los pacientes inmunodeprimidos, ha
permitido el resurgimiento de la era “preantibiética”
y el desarrollo de alternativas anti-infecciosas con el
apoyo de la medicina moderna y la biotecnologfa. De
acuerdo con Ackermann e# a/’ el petiodo actual de la
historia de los fagos (1965-a hoy) se caracteriza por la
diversificacién de la investigacién de los fagos: des-
cubrimiento de nuevos fagos y nuevas familias y el
desarrollo de una taxonomia. Al menos 5.500 fagos se
conocen actualmente, incluyendo fagos para las cia-
nobacterias y arqueas. LLos campos de investigaciones
mas importantes son sobre su morfologfa, ensam-
blaje, estructura tridimensional, secuenciamiento del
genoma y gendmica, evolucién, su papel en la pato-
génesis bacteriana, papel de los fagos en la industria
lactea, aplicaciones practicas (como indicadores de la
contaminacién fecal con bacterias, en biotecnologia,
en aplicaciones como “phage display” y la terapia fa-
gica); y ecologia propia.’

Desde su descubrimiento, los bacteriéfagos han
contribuido enormemente a nuestra comprensiéon de
la biologfa molecular, como un sistema modelo; ade-
mas, han proporcionado muchas herramientas para
el avance de los campos de la ingenierfa genética y
la sintética. La preocupacién por el arsenal, cada vez
menor, de antibiéticos para el tratamiento de bacte-
rias resistentes como Mycobacterium tuberculosis, también
han dado lugar a un renacimiento en el estudio de los
fagos y el desarrollo de terapias alternativas.'’

CLASIFICACION

Los bacteriéfagos como todos los virus se clasifican
de acuerdo al tipo de material genético que contienen
(DNA de cadena simple —ssDNA— o doble —dsD-
NA—, RNA de cadena simple —ssRNA— o doble
—dsRNA—). Y se han agrupado en las siguientes fa-
milias'' (Fig, 4):

Corticoviridae: casipde icosahedrica, envueltos
por una cubierta lipidaca, dSDNA superenrollado.

Cystoviridae: capside icosahedrica, envueltos por
una cubierta lipidaca, tres moleculas de dsRNA lineal.

Fuselloviridae: pleomoérfico, envueltos por una
cubierta lipidica, sin capside, dsSDNA circular supet-
enrrollado.
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Inoviridae (genus Inovirus): largos filamentos
con simetria helicoidal, ssDNA circular.
Plectrovirus):
cortos con simetria helicoidal, ssDNA circular.

Inoviridae (genus bastones

Leviviridae: capside cuasi icosahédricas, una
molécula de ssRNA lineal.

Lipothrixviridae: filamentos envueltos por una
cubierta lipidica, dsDNA lineal.

Myoviridae, Al: cola contractil, cabeza isométrica.

Myoviridae, A2: cola contractil, cabeza alongada
(longitud /ancho ratio = 1,3-1,8).

Myoviridae, A3: cola contractil, cabeza alongada
(longitud/ancho = 2 o0 mis).

Plasmaviridae:

pleomérfico,  envueltos

pot

una cubierta lipidica, sin capside, dsDNA circular

superenrollado.
Microviridae: ssDNA

capside icosahedrica,

circulat.

ssDNA
Microviridae
asoNA >
Corticoviri F i
Podoviridae
O
|
Myoviridae
Slphovirides Tectiviridae Plasmaviridae
- J )
Lipothrixviridae Rudiviridae
ssRNA O dsRNA @
Leviviridae

Cystoviridae

Figura 4. Familias de bacteriéfagos

Fuente: tomado de Ackerman.'

MECANISMOS DE ACCION

Los bacteriéfagos (fagos) como ya se mencioné son
virus que infectan bactetias.” Son especificos, es decir
que cada uno reconoce un receptor diferente que le
permite adherirse a estas; tienen tropismo unicamen-
te por bacterias, no pueden unirse ni infectar células
eucariotas. Los bacteriéfagos utilizados en la terapia
fagica, se replican usando el ciclo litico, es decir, el
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bacteri6fago primero se adhiere a un receptor especi-
fico en la célula bacteriana, y a continuacion, inyecta
su DNA o RNA en la bacteria mediante la liberacion
de una lisozima del fago a través de su cola, la cual
degrada una porcién de la pared celular, esto permite
que la vaina de la cola entre en contacto y empiece
su introduccioén a través de la membrana bacteriana,
mientras el acido nucleico es liberado y entonces em-
pieza la biosintesis del acido nucleico viral por parte de
la bacteria hospedera. Igualmente, el DNA de la bac-
teria hospedera es degradado y se detiene la sintesis de
proteinas bacterianas, gracias a que el DNA o RNA
del fago toma el control de la célula bacteriana, utili-
zando los nucleétidos y enzimas de replicaciéon de la
bacteria, para replicar su genoma. Después de esto, el
fago utiliza la maquinaria de la célula para producir las
proteinas virales, que sucede exactamente de la misma
manera como si la célula bacteriana estuviera hacien-
do sus propias proteinas, peto solo el RNA viral se
transcribe ahora, y no el de la bacteria. El genoma del
fago y la capside del virus se ensamblan, las lisozimas
sintetizadas dentro de la célula bacteriana rompen la
pared y permite la liberacion de los nuevos virus. La
célula bacteriana muere, mientras que los virus recién

producidos pueden infectar otras células.'!

IMPLICACIONES TERAPEUTICAS

Dada la creciente crisis de la resistencia a los anti-
bibticos, se crea la necesidad de realizar un esfuerzo
coordinado por parte del sector de la salud publica
para evaluar el potencial de la terapia con fagos como
un complemento de los antibidticos.” Actualmente,
las aplicaciones de los bacteriéfagos, presentan una
gran diversidad que van desde su uso terapéutico
para enfermedades infecciosas como vectores de
genes para enfermedades de diversa indole como
las enfermedades neurodegenerativas (utilizaindolos
como componentes estructurales para el empaque-
tamiento del material genético de los césmidos),
asi como biomarcadores del estado de salud/enfer-
medad y a su vez utilizados como reporteros de la
diversidad microbiana y el control de la microbiota
intestinal, entre otros (Fig. 5).”
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Elintestinohumano contieneaproximadamente'™"?

bacteri6fagos los cuales son tan diversos como la mi-
croblota presente en el intestino, dado que estos mi-
croorganismos hacen parte de los mecanismos que
mantienen la homeostasis bacteriana en este 6rgano
gracias a su especificidad por cada una de las especies
bacterianas residentes en el tracto gastrointestinal. L.os
bacteriéfagos, por muchos afios, se han utilizado para
el tratamiento de infecciones bacterianas, pero recien-
temente se ha aprobado su uso para disminuir la carga
bacteriana en la cadena alimenticia. El “phagenoma”

Fagos para la
seguridad en los
alimentos

Fagos como
bimarcadores de
salud/ enfermedad

Fagos como
reporteros de
diversidad microbiana

!

—-
Ik

b

individual varfa dependiendo de la edad, y estado de
salud de la persona, por lo que su andlisis se constituye
en un biomarcador util del estado de salud y se puede
pensar en la posible intervencién de la microbiota in-
testinal por medio de la terapia con fagos (Fig. 5-7).>*

La basqueda de alternativas para el tratamiento de
bacterias multiresistentes a muchos de los antibiéticos
utilizados en la actualidad ha hecho resurgir el interés
en la fago terapia como estrategia para el control de

patogenos (Fig. 5).

Fagos para terapia de
enfermedades

A~

Fagos como
controladores de la
microbiota

fagos como vectores
geneticos o de
medicamentos

Modificado de
Dalmasso M, 2014
TRENDS in Microbiology

Figura 5. Aplicaciones potenciales de los bacteriéfagos en la salud humana

Fuente: modificado de Dalmasso et al.”
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Nifios saludables

Fagos predominantes:

Siphoviridae, Myoviridae, Podoviridae
Profagos y fagos de:

Bocteroidestes {Bacteroides), Fimicutes
(Bacillus, lactobacillus, Enterococcus,
Streptococcus, Staphylococcus),
Proteobacterio (Listonella)

Caracteristicas:

Colonizacidn rapida 10° VLP/gr de heces enla
primera semana, Baja diversidad (&

genotipos), rapida rotacidn en el tiempo

Madre

Nifios saludables

Microbiota:
Bacterias Gram
positivas

\J

Fuente de los fagos

Profagos

Adultos saludables
Fagos predominantes:

Siphoviridae, Myoviridae, Podoviridae,

Microviridae

Profagos y fagos de:

Actinabacterio, Bacteroidestes (Bacteroides),
Fimicutes {Eubacterium,
Lactococcus, Loctobacillus, Streptococcus,
Listeria, teobacteria

lococcus), Pri

(Escherichia, Klebsiella)

Caracteristicas :

Variaciones relacionadas con la dieta, alta
diversidad (2000 genotipos) estables en el
tiempao, variacion inter-individual

Adultos saludables

Microbiota:
Bacteroides,
Fimbcutes,
Proteobacteria

Figura 6. Relacion entre los fagos y la microbiota en nifios (izquierda) y adultos (derecha) saludables

Fuente: tomado y adaptado de Dalmasso et al.”

Nifios prematuros

Fagos predominantes:
No claramente identificados
Profagos y fagos de:
Buocteroidestes (Bacteroides), Firmicutes
(Staphylococcus, Enterococcus), Proteobacteria
(Escherichia, Citrabacter)
Caracteristicas:
Cambio rapido en fagos relacionada con él hospedero,
baja dversidad

Microbiota: Actinobacteria,
Bacteroidetes, Firmicutes,
Protecbacteria

Figura 7. Relacion entre los fagos y la microbiota en nifios prematuros (izquierda) y pacientes con enfermedad de Cronh (EC) (derecha)

Fuente: tomado y adaptado de Dalmasso et al.”
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Enfermedad de Cronh(EC)

Fagos predominantes:

iphoviridas, Myoviridae, Podovididse:
Microviridae (Iinoviridae en algunos casas)
Profagos yfagos de:
'Actinobacteria, Bocteroidestes (Bocteroides), Fimicutes
cl i Al les, Ci i
(oeetobutylicum), F b il terigceae),
synechococcus.
Caracteristicas :

Variacionesentre pacientes, bajadiversidad, numerosos,

Microbiota: Bactercidetes,

Firmicutes , Fusobacteria,
Proteobacteria
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Entre las potenciales ventajas del uso de fagos res-
pecto a los antibidticos pueden citarse:'

* Laalta especificidad de infeccién.

¢ Un mecanismo de accion totalmente diferente al
de los antibibticos, lo que hace a los fagos efecti-
vos incluso frente a bacterias resistentes a multi-
ples antibiéticos.

* Una farmacocinética tal que la dosis inicial de fa-
gos se incrementa exponencialmente al alcanzar el
foco de la infeccion.

* Lahabilidad de los fagos de mutar como respuesta
ante la aparicién de bacterias resistentes a la infec-
cion.

Kittler ez al'” plantean que, considerando estas ca-
racteristicas biologicas, la aplicacién de fagos como
herramienta natural es un enfoque futuro realista, para
mejorar la salud humana y animal, asi como para redu-
cir la carga de firmacos en el medio ambiente a largo
plazo y en beneficio de las generaciones futuras. Los
fagos se deben utilizar en lugar de los medicamentos
antimicrobianos, siempre que sea posible.

DESVENTAJAS

Una de las principales desventajas de los fagos fue
descrita por Subirats ¢f a/.'® quienes mediante un ana-
lisis metagenémico encontraron la presencia de genes
de resistencia a los antibidticos en bacteriéfagos ais-
lados de aguas residuales de un hospital en Girona,
Espafia; hallazgos que corroboran el papel de los bac-
teriéfagos como reservorios de genes de resistencia
y as{ poner de relieve la necesidad de incluirlos en
futuros estudios sobre la aparicién y propagacion de
la resistencia a los antibidticos en el medio ambiente.

ESTADO ACTUAL DE LA TERAPIA CON FAGOS:

Actualmente se dispone de medios adecuados para
conseguir preparaciones de fagos altamente purifica-
das, y los paises occidentales han comenzado a mirar
con cierto interés el empleo de los fagos en la tera-
pia clinica y en el tratamiento de los alimentos para
evitar las infecciones bacterianas transmitidas por es-
tos."” Asi, cabe citar su uso para el control de la bac-
teria Escherichia coli 0157, asociada con la produccién
de colitis hemorragicas; ademas se han usado fagos
en ensayos animales infectados con Enterococcus alta-
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mente resistentes a la vancomicina, el antibiético que
representa el ultimo recurso en infecciones asociadas
a la atencién en salud. También se han utilizado con
éxito en la prevencién de infecciones por Psexdomonas
en quemados. Los fagos en estos casos se administra-
ron tépicamente o por via oral previo tratamiento de
los pacientes con antiacidos y gelatina para asi prote-
ger a los fagos de la acidez gastrica. Se ha verificado
que los fagos usados por esta via llegan al torrente
sanguineo, lo que podtria tener implicaciones en el re-
conocimiento de estos por el sistema inmunolégico
del hospedero.®!

La terapia fagica, es decir, el uso de bacteriéfagos
para combatir infecciones, se ha aplicado satisfacto-
riamente como una alternativa a los antibioticos en
numerosos paises de la antigua Unidn Soviética, cuyos
médicos disponen de una experiencia clinica de mas
de 80 afios en el uso de estos.”? En sus centros de
investigacion se siguen produciendo en la actualidad
preparaciones fagicas para el tratamiento de diversas
enfermedades.”

Ghang ¢ al* en Japén aislaron dos tipos de bac-
teribfagos especificos para Pseudeomonas plecoglossicida, el
agente bacteriano causal de la ascitis hemorragica en
cultivos de peces ayu (Plecoglossus altivedis), uno de los
bacteriéfagos se clasific6 como miembro de la familia
Myoviridae y el otro de la familia Podoviridae. En los pe-
ces que se alimentaron con comida impregnada con los
fagos, se observé como resultado la proteccién contra
la infeccién experimental con Pseudeomonas plecoglossici-
da, las bacterias rapidamente desaparecfan de las células
renales de los peces alimentados con comida mezclada
con fagos y retados con estas bacterias, efecto que no
se observé en los peces que no recibieron los fagos en
el alimento. Adicionalmente, se observé un menor cre-
cimiento bacteriano en las aguas tratadas con lo fagos.
Estos resultados sugieren la posibilidad de utilizar estos
fagos en el control de la enfermedad causada por Psex-
deomonas plecoglossicida” Ronda et al?* en 2003 reporta-
ron los efectos protectores de los fagos PLgY y PLgW
frente a la infeccién por Lactococcus garvieae en peces jo-
venes infectados experimentalmente con esta bactetia.
Se observé una supervivencia del 100% de los peces
inoculados con los fagos. En los peces tratados con fa-
gos por via petitoneal, incluso vatias horas después de
la infeccidén con L. garviae, se constaté un efecto pro-
tector. Asimismo, se observaron resultados positivos



Castano-Osorio JC.

cuando se utilizé la via oral para suministrar los fagos
mediante alimentos impregnados con los mismos, sien-
do detectados estos fagos en el bazo e intestino de los
peces después de 48 horas.”

De igual manera, Wang ¢ a/” observaron que la
inoculacién de ratones con altas dosis del bacterio-
fagos DWA392 no producian efectos adversos y estos
fagos protegieron a los animales de la infeccién por
Pseudomona aernginosa resistente al imipenen (IMPR-Pa),
y sugieren que la terapia con fagos puede ser potencial-
mente utilizada como una terapia independiente para
pacientes con infecciones por IMPR-Pa.” Cappatelli e
al* en 2007 reportaron el uso efectivo del bacteriofago
M contra Staphylococcus aurens, incluyendo cepas meti-
cilino resistentes, en ratones, logrando la eliminacion
completa de estas bacterias. Gatcia e# a/”’ encontraron
una eficacia antimicrobiana de los fagos @ H5 y d A72
en leche contaminada con Staphilococcus anreus a la que
se afladié una mezcla de ambos fagos. En ausencia de
fagos, la bacteria patégena se multiplicé en la leche
alcanzando mas de 10° células/ml tras ocho horas de
incubacién. Sin embargo, en presencia de los fagos @
H5 y ®© A72, el patégeno desaparece tras dos horas
de incubacién.”” Goldman e a/” lograron la inhibicién
de la formacién de biopeliculas bacterianas en mem-
branas de ultrafiltracién utilizando bacteriéfagos espe-
cificos. Janez et al” reportaron el uso de bacteriéfagos
para el control de Campylobacter spp. tanto a nivel del
campo como en los alimentos procesados, pero aun se
requiere caracterizar mejor los fagos y la realizacion de
experimentos 7 vivo necesarias para llevar de la teorfa a
la prictica esta posibilidad. Akthtar ez 2. aislaron una
serie de bacteriéfagos liticos contra serovariedades de
Salmonella entérica a partir de muestras de estiéreol de
los cerdos, las deyecciones ganaderas y aguas residua-
les para utilizarlos en el control de una amplia variedad
de Salmonellas en diferentes matrices. Shivshetty ez al.
en el 2014, reportaron el uso de bacteriéfagos para el
tratamiento de P. Aeruginosa multiresistente, observan-
do que una dosis unica intraperitoneal en ratones con
3x10” UFP/ml de fagos GNCP, mostt6 una proteccién
eficiente frente a la bacteriemia, tanto en ratones diabé-
ticos (90%) como en no diabéticos (100%) y fue mas
efectivo que multiples dosis de imipenem. Estos resul-
tados ratifican la eficacia de la terapia de fagos contra
las infecciones por P. aeruginosa, especialmente en casos
de hospederos inmunodeficientes.”’
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UN EJEMPLO DE UTILIZACION DE FAGOS
EN EL CONTROL BIOLOGICO DE PLAGAS EN
PLANTAS E INFECCION EN ANIMALES

Trabajos realizados por Fujiwara e a/.*' sobre el con-
trol de Ralstonia solanacerum la cual fue tratada con
tres fagos liticos: pRSA1, 9pRSB1 y 9RSL1, reportan
que el uso de 9RSA1 y ¢RSB1, ya sean solos o en
combinacién con los otros fagos, se tradujo en un
rapido descenso en la densidad de la célula huésped
bacteriana. Las células de Ralstonia solanacerum infec-
tadas solamente con el fago 9RSL1, se mantuvieron
auna densidad celular mas baja (1/3 comparado con
el control) durante un largo periodo. El pretrata-
miento de las plantulas de tomate con el fago 9RSL1
limit6é drasticamente el crecimiento y diseminacién
de Ralstonia solanacearum en las raices inoculadas con
esta bacteria. Todas las plantas de tomate tratadas
con el fago pRSL1 no mostraron sintomas de mar-
chitamiento durante el perfodo experimental, mien-
tras que todas las plantas no tratadas se habian mar-
chitado a los 18 dfas después de la infecciéon. El fago
9RSL1 ha demostrado ser relativamente estable en
el suelo, especialmente a altas temperaturas (37 a 50
°C). Particulas activas de pRSL1 fueron recuperadas
de las raices de las plantas tratadas y del suelo des-
pués de 4 meses de la inoculaciéon.”

Lee et al?* observaron que cuando se incluyé en
la dieta una combinacién de bacteriéfagos especificos
contra Escherichia coli (k88, k99 y t41) y Clostridium
perfringens tipos Ay C obtenidos de una compafifa
comercial de alimentos (CTCBIO Inc., Seoul,Republic
of Korea), se dio una reduccién en las poblaciones
de Clostridium spp. y coliformes totales, asi como
un aumento de Lactobacillus fecal en las heces de los
lechones lactantes; sin embargo, durante el periodo
del estudio no hubo un efecto positivo en el tamafio
de los animales.

Hoang ¢# al.* en Japdn, reportaron una buena efec-
tividad, evidenciada por la disminucién de varios loga-
ritmos en el numero de unidades formadoras de colo-
nias, cuando usaron el céctel de fagos PBL66 - CL1 y
PBL116-CS6 para el control de E. ¢o/i productoras de
beta-lactamasa de espectro extendido (ESBL) aisladas
de carnes crudas de pollo.
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OTRAS AREAS DE USO

Los fagos a nivel experimental han contribuido con el
avance de la biologia molecular y han impulsado mul-
tiples desarrollos biotecnolégicos, como su utilizacién
en la nanotecnologfa. Ademas, son una herramienta
para enfrentar el problema de la emergencia de bacte-
rias resistentes a los antibiéticos.**

Desde 20006, Agencia de Alimentos vy
Medicamentos de los Estados Unidos (en inglés,
Food and Drug Administracién —FDA) y el
Departamento de Agricultura de los Estados Unidos
(en inglés, United States Department of Agriculture
—USDA) han aprobado wvarios productos con
bacteriéfagos. Intralytix introdujo LMP-102, también
llamado ListShield como aditivo alimentario dirigido
a la eliminacién de Listeria monocytogenes. LMP-102

la

fue aprobado para el tratamiento de productos de
aves de corral y carnes. En ese mismo afio, la FDA
aprob6 LISTEX de la compafifa MICREOS que es un
preparado de bacteriéfagos para eliminar la bacteria
L. monocytogenes, del queso. En julio de 2007, el mismo
bacteriéfago fue aprobado para su uso en todos los
productos alimenticios. En 2011 el USDA confirmé
LISTEX como seguro. La investigacién en el campo

« Reduccién de colonizacion
en animales vivos durante la
produccion primaria

Terapia

Control

*Reduccion de colonizacién
de alimentos durante el
procesamiento industrial

Aplicaciones
de los fagos

de la seguridad alimentaria estd en marcha para
determinar si los fagos liticos son una opcién viable
para el control de otros patdégenos transmitidos pot
los alimentos en vatios productos alimenticios."

Las agencias gubernamentales en Occidente des-
de hace varios afios acuden a Georgia y la ex Unién
Soviética en busca de ayuda en la explotacién de los
fagos para contrarrestar armas biolégicas y toxinas,
como el antrax y el botulismo. Otros usos incluyen la
aplicacién por pulverizaciéon en la horticultura para la
proteccién de la descomposicion y la propagacion de
la enfermedad bacteriana de plantas y productos ve-
getales procedentes, asi como su uso para aumentar la
seguridad microbiolégica en el procesamiento de ali-
mentos a nivel industrial® (Fig. 8). Otras aplicaciones
para los bacteriéfagos incluyen su uso como biocidas
para superficies ambientales, por ejemplo, en hospi-
tales; y como tratamientos preventivos para catéteres
y dispositivos médicos antes de su uso en el ambito
clinico. La tecnologia de fagos que se aplicaran a las
superficies secas, por ejemplo, uniformes, cortinas, o
incluso suturas de cirugfa;* como se puede observar
en la tabla 1 existen actualmente varias compaiifas de-

icadas a la investigaciéon y comercializacién de fagos
dicadas a la investigacion y comercializacion de f:
para diferentes aplicaciones.”

-Desinfeccion de alimentos
gue entran en contacto con
superficies y equipos

Saneamiento

Preservacion

Prevencion de
contaminacion y proliferacion
de patogenos en alimentos
durante el almacenamiento y
mercadeo de los productos finales

Figura 8. Posibles aplicaciones de los fagos para incrementar la seguridad de los alimentos a lo largo de la cadena alimenticia

Fuente: tomado de Sillankorva e# a/.*®
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Tabla 1. Seleccion de companias productoras de fagos terapéuticos Compaiiia (localizaciéon)

Biophage Pharma
(Montreal, Canada)

Enzobiotics/New horizons
diagnostics (Columbia, MD,
USA)

Exponential biotherapies
(Port Washington, NY, USA)

GangaGen (Bangalore,
India, San Francisco, CA,
USA; Ottawa, Canada)
Hexal Gentech
(Holzkirschem, Alemania)
Intralytix (Balminore, MA,
USA)

MicroStealth Technologies
(Cambridge, MA, USA)

Phage Biotech (Tel Aviv,
Israel)

Phage Therapeutic (Bothell,
WA, USA)

PhagoGen (Las Vegas, NV,
USA; Previamente Regma
Bio technologies of London)

PhageTech (Montreal,
Canada)

Phage-Therapy (Thbilisi,
Georgia)

Phico Therapeuctics
(Cambridge, UK)

Céncer, infecciones/ modulacién de la inflama-
cién e inmunidad. E.coli asi como Salmonella
typhimurium en el ganado y carne de canales

Enzima Lysin derivada de fagos como agente
diagnostico y terapia topica

Estudio clinico fase 1 de Fagos contra bacterias
resistentes a Vancomicina (VRE) y contra
Staphylococcus meticilino resistente (MRSA) y
biodefensa

Fagos no liticos para uso en terapia humana;
aplicaciones en agricultura/medio ambiente

Fagos como paquetes para entregar plasmidos
letales a bacterias blanco

Fagos para el ambiente, procesamiento de
alimentos y aplicaciones médicas

Fagos como vehiculos de péptidos antimicro-
bianos

Tecnologia de bacteriéfagos liticos para
aplicaciones clinicas, veterinarias, agricolas,
industriales y ecoldgicas

Fagos contra bacterias humanas resistentes a
antibioticos

Fagos terapéuticos que liberan proteinas
letales

Fago gendmica para el descubrimiento de
nuevos blancos para el desarrollo de pequenas
moléculas de antibidticos

Provee soporte logistico para pacientes que
buscan terapia con fagos en la republica de
Georgia

Fagos para liberar proteinas letales

Fuente: tomado y adaptado de Thiel.”’

http://www.biophage.com/ 1995
http://www.nhdiag.com/ 2003
http://www.expobio.com/ 1994
http://www.gangagen.com/ 2000
http://www.hexal-gentech.com/ 1998
http://www.intralytix.com/ 1998
N/A 2002
http://www.phage-biotech.com/ 2001
N/A 1997
http://www.phagegen.com/ 2000
http://www.phagetech.com/ 1997
http://www.phage-therapy.com/ 2000
http://www.phicotheraputics.co.uk/ 2000

RESISTENCIA A LOS FAGOS

Al infectar células bacterianas, los fagos se enfrentan a
una serie de mecanismos antivirales que han desarro-
llado las bacterias mediante su evolucién, contando
con varios mecanismos para evitar, eludir o perturbar
los mecanismos de infeccién de los bacteriéfagos, con
el fin de prosperar en la mayorfa de los ambientes.
Cada uno de los pasos del ciclo de vida de los bacte-
riéfagos puede ser blanco de un mecanismo antifgi-
co™ (Fig. 3). Los mecanismos de resistencia bactetiana
a los bacteriéfagos incluyen la resistencia o inhibicién
de la adsorcién, que resulta en una reducciéon de la in-
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teraccion entre el fago y la bacteria, que son descritos
como “restricciéon” donde la bacteria sobrevive y el
fago muere; y las infecciones abortivas (como el siste-
ma REX descrito en E. /), donde tanto el fago como
la bacteria mueren. Dentro de los mecanismos de re-
sistencia a la adsorcion se incluye: pérdida de recepto-
res moleculares del fago en el hospedero, asi como la
generacion de barreras fisicas que ocultan la molécula
receptora (ejemplo: capsula) (IFig. 9). Los mecanismos
de restriccién incluyen: bloqueo de la captaciéon del
genoma del fago (Fig. 10), superinfeccién inmune,
modificaciones de la restriccién y CRISPR (clustered
regularly interspaced short palindromic repeat), todos


http://www.hexal-gentech
http://www.phagegen.com/
http://www.phagetech.com/
http://www.phage-therapy.com/
http://www.phicotheraputics.co.uk/
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los cuales funcionan después de la adsorcion del fago, condicién implica disponer de una variedad de fagos
pero antes de terminar la toma por parte del fago del que puedan ser usados para una determinada bacte-
metabolismo de la célula hospedera; sin embargo, los ria. Se trata de una circunstancia factible de superar,
fagos también tienen mecanismos para evadir estos que da cuenta de la gran abundancia de fagos en el
sistemas de proteccidn bactetiana.”" medio, aunque la misma requiere de tiempo y recur-

Como estrategia de control de la resistencia, esta sos econémicos y tecnolégicos para la identificacion,
la facilidad de alternar fagos o usar un coctel de fa- aislamiento, seleccién y caracterizacién del fago, asi
gos para eludir la aparicién de resistencias de la bac- mismo para disponer de este como un producto final
tetia hospedera frente a un determinado fago. Esta para uso terapéutico.

a b

0 Protein A ¢ Polysaccharide lyase O o Phage receptors g8 eps > Masking
or polysaccharide hydrolase protein

Figura 9. Diferentes estrategias usadas por la bacteria para bloquear la absorcion del fago: a) Escape de la infecciéon por fagos en la etapa
de adsorcion. La adsorcidn del fago a la superficie celular bacteriana se produce a través del reconocimiento de un receptor de fago en

la superficie. Las bacterias pueden hacerse resistentes a los fagos mediante la modificacion de estos receptores de la superficie celular
(paso 1); Los fagos pueden adaptarse a reconocer estos nuevos receptores (paso 2). Las bacterias también pueden producir proteinas
que enmascaran el receptor del fago (paso 3). Staphylococcus aureus produce la proteina A, lo que reduce la adsorcién de fagos (paso

4). b) La adsorcién de fagos también puede ser bloqueado por la produccién de exopolisacaridos (EPS), pero los fagos superan la capa
de EPS mediante la produccién de una liasa del polisacarido o una hidrolasa de polisacarido para escindir EPS. c) Los fagos también han
evolucionado para reconocer especificamente polisacaridos tales como el antigeno O y el antigeno K

Fuente: tomado de Labrie et al.”

Membrana externa :

Capa de peptidoglicano = ¥ || s

Figura 10. Bloqueo de la entrada del DNA del fago dentro de la célula bacteriana. a) Infeccién normal del fago T4 de una célula de
Escherichia coli. La capa de peptidoglican se degrada, y una proteina de la membrana interior estd implicado en la translocacién del DNA
en el citoplasma. b) el fago T4 codifica la proteina Imm, que bloquea la translocacién de DNA del fago en el citoplasma, impidiendo asi
la infeccién por otros fagos T-similares. ) La proteina SP, también codificada por el fago T4, bloquea la degradacion del peptidoglicano,
atrapando el DNA entre la capa de peptidoglicano y la membrana externa.

Fuente: tomado de Labrie ¢f al™®
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FUTURO DE LA TERAPIA CON BACTERIOFAGOS

REFLEXIONES FINALES

El estudio de los fagos y de algunos de los produc-
tos por ellos codificados, se presenta como un area
de investigacién prometedora en los préximos afios
a la hora de desatrrollar nuevos mecanismos de anti-
bidticos que son tan necesarios a causa de la crecien-
te resistencia de las bacterias frente a los antibidticos
clasicos.

LAS ENZIMAS LITICAS FAGICAS CONOCIDAS TAMBIEN COMO
ENnziBi6TICOS

Los enzibidticos son una interesante alternativa al
uso de fagos intactos para combatir a las bacterias
patégenas, y se centra en el empleo de algunos pro-
ductos fagicos, en concreto las enzimas liticas co-
dificadas por el genoma de los fagos. Las enzimas
liticas de los fagos se utilizan para destruir la pared
bacteriana desde el interior de la célula infectada y
asi facilitar la liberacion de la descendencia fagica
(Fig. 1). Estas enzimas reciben diferentes denomi-
naciones de acuerdo con el enlace quimico que des-
truyen en la pared del huésped. De esta manera, se
habla de lisozimas, amidasas, glucosaminidasas, en-
dopeptidasas y transglucosidasas. El grupo de Vicent
Fischetti de la Universidad Rockefeller ha empleado
recientemente tales enzimas para prevenir y elimi-
nar microorganismos patégenos de ratones coloni-
zados por estreptococos del grupo A y neumoco-

co. 4142

Yoong et al.¥ reportaron que la enzima litica
de bacteriéfago PlyV12, aislada del bacteriéfago en-
terococcal @1 de la familia Myoviridae, que infecta
la cepa V12 de E. faecalis mostrd efectividad para
destruir tanto Enterococcus faecalis y Enterococcus faecium
(incluyendo cepas resistentes a vancomicina), asi
como a otros patégenos humanos como S. pyogenes
y streptococens del grupo B, C, E, y G, con un efecto
minimo contra bacterias comensales (a excepcion
de Streptococcus gordonii). Estos hallazgos sugieren un
espectro de aplicacién amplio de esta lisina como
agente terapéutico especifico contra multiples pato6-
genos responsables de infecciones serias.”
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Una de las ventajas que tienen los fagos frente a los
antibidticos es su extraordinaria especificidad, unica-
mente van a eliminar los patdégenos de los cuales se
han aislado, dejando intacta el resto de la microbiota
del individuo. El mantenimiento de esta microbiota
es muy importante pues disminuye el riesgo de infec-
ciones producidas por microorganismos oportunistas.

Otra de las ventajas es el hecho de que los fagos se re-

pliquen solamente en presencia de la bacteria patége-

na, por lo que cualquier incremento en los niveles del
patégeno supondria la replicacién inmediata del fago

y, consecuentemente, la inhibicién de la proliferacién

de la bacteria patdgena.

Entre las ventajas que reporta la terapia fagica so-
bre la antibidtica cabe destacar (Tabla 2):

a) La alta especificidad de los fagos para un determi-
nado hospedero que se quiera combatir evitando
de esa manera la eliminacién de la microbiota que
puede resultar beneficiosa para los organismos.

b) La facilidad de alternar fagos o usar un coctel de
fagos para eludir la aparicién de resistencias de la
bacteria hospedera frente a un determinado fago.
Esta condicién implica disponer de una variedad
de fagos que puedan ser usados para una determi-
nada bacteria. Se trata de una circunstancia ficil de
superar teniendo en cuenta la gran abundancia de
fagos en el medio marino, si bien existe la limita-
ci6én dado que no existe un universo ilimitado de
fagos.

c) La baja respuesta inmunogénica que inducen los
fagos en muchos de los hospederos analizados
hasta el momento, en particular en el caso de los
peces en los que se ha usado la fago terapia de
forma experimental para el tratamiento de infec-
ciones bacterianas sistémicas, suministrandolos en
el alimento.

Finalmente, como podemos observar, la terapia
con bacteri6fagos es un campo prometedor, pero de-
safiante dentro de la terapia antimicrobiana que tiene
que superar una serie de obstdculos técnicos y legisla-
tivos para lograr su aprobacién dentro del uso clinico
en la medicina occidental.*
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Tabla 2. ventajas y desventajas de la terapia antibiotica y la terapia fagica

Muy especificos (usualmente afectan
solo la especie bacteriana blanco), por
lo que no se presenta la disbiosis ni las
infecciones secundarias

Replicacion en el sitio de la infeccion
y estan disponibles donde més se
necesita

No se han descrito efectos secundarios
serios

Las bacterias resistentes a los fagos
siguen siendo susceptibles a otros
fagos que tienen un rango similar

Seleccion de nuevos fagos (por
ejemplo, contra las bacterias
resistentes a los fagos) es un proceso
relativamente rapido que con
frecuencia se puede lograr en dias

0 semanas, aunque los estudios
preclinicos y clinicos llevan unos
cuantos anos, incluso décadas para
poder estar disponibles para su
suministro

Los antibidticos atacan tanto

los microorganismos patégenos
como la microbiota, afectando el
balance microbiano en el paciente,
lo que puede originar infecciones
secundarias

Ellos son metabolizados y
eliminados por el cuerpo y no se
concentran necesariamente en el
sitio de la infeccion

Se han reportado multiples efectos
secundarios, incluidos desordenes
intestinales, alergias e infecciones
secundarias (ejemplos: infecciones
por hongos)

La resistencia a los antibioticos
no esta limitada a la bacteria
especifica

Desarrollo de nuevos antibiéticos
(ejemplo: antibidticos contra
bacterias resistentes) es un
proceso que consume tiempo y
puede llevar varios afios

La alta especificidad puede ser considerada como una
desventaja de los fagos, porque la bacteria causante
de la enfermedad debe ser identificada antes de que
la fago terapia apropiada sea iniciada, mientras que los
antibioticos al ser inespecificos y de amplio espectro,
tienen una mayor probabilidad de ser eficaces

cuando la identidad del agente etiolégico no se ha
determinado.

El crecimiento exponencial de los fagos en el sitio
de infeccion puede requerir menos frecuencia de
administracion de fagos para lograr los efectos
terapéuticos

Se han reportado unos pocos efectos secundarios
menores para fagos terapéuticos, lo cual pudo deberse
ala liberacion de endotoxinas de las bacterias lisadas
in vivo por los fagos. Estos efectos también se pueden
observar cuando se utilizan antibiéticos

Debido a su mas amplio espectro de actividad, los
antibioticos seleccionan muchas especies bacterianas
resistentes, no sélo las mutantes resistentes de las
bacterias especificas

Desde el punto de vista evolutivo, en la naturaleza es
posible disponer de fagos activos contra cada bacteria
resistente a los antibidticos obtenidos mediante los
mecanismos de seleccidn natural, pero igualmente
puede ocurrir la seleccion natural de bacterias
resistentes a los fagos
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