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RESUMEN

Introduccion: Uno de los grandes problemas de la actualidad es la resistencia
bacteriana a los antimicrobianos actuales y las escasas alternativas para
combatir dicha resistencia. Entre esas alternativas se encuentra la terapia con

fagos.

Objetivos: El objetivo de este trabajo es exponer los avances de la fagoterapia

frente a las bacterias resistentes.

Metodologia: El trabajo se trata de una revision sistemética que examina la
evidencia cientifica disponible a través de la base de datos Medline (Pubmed).

Resultados y discusién: Tras realizar la busqueda y el andlisis de los articulos,
se conto finalmente con 8 articulos. Existen multiples mecanismos de resistencia
de las bacterias frente a los antimicrobianos actuales, sin embargo, la fagoterapia

es una alternativa prometedora frente a dicho problema.
Conclusion:

Los fagos son una alternativa prometedora frente a la resistencia bacteriana a
los antimicrobianos convencionales. La combinacion de los fagos y antibiéticos
es otra estrategia importante a tener en cuenta. A pesar de sus limitaciones, la

fagoterapia muestra resultados positivos frente a los antimicrobianos



ANTECEDENTES

El primer producto antibacteriano de origen natural fue descubierto por E.
Freudenreich al estudiar un pigmento azul liberado por la Pseudomona
aeruginosa. En 1928 Alexander Fleming descubrié la penicilina (procedente de
del hongo Penicillium notatum). Posteriormente a la penicilina, en 1935 el
descubrimiento del colorante rojo de Prontosil en las infecciones por
estreptococos propulsaron las sulfonamidas y por lo tanto el descubrimiento de
otros antimicrobianos como los macrélidos y los aminoglucésidos. Estos dos
hechos marcaron el inicio de la edad de oro del descubrimiento de antibioticos,
siendo el mayor avance médico del siglo XX. Esta edad de oro alcanz6 su punto
maximo en 1950 y desde entonces ha habido una disminucién del

descubrimiento y del desarrollo de estos.

Hasta finales del siglo XXy principios del siglo XXI no se reconoci6 la importancia
de la aparicion de resistencias frente a los grupos de antibiéticos. Es entonces

cuando se empezé a tomar medidas para intentar frenarlas o revertirlos. *
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FIGURA 1: Fechas aproximadas de descubrimiento de nuevas
clases de antibioticos e identificacion de resistencia bacteriana. 2

Discovery

Unos de los factores que han influido en la aparicion de las resistencias, ha sido
el uso excesivo y mal controlado de los antibiéticos tanto a nivel clinico como
animal. Esto es debido a que estos farmacos se han usado como promotores del

crecimiento en animales desde su descubrimiento.



Sin embargo, los principales motivos por los que se desencadenan las
resistencias son debido al mal uso en humanos. Como son:

- El desconocimiento o falta de confianza al no estar seguros del

diagndstico los médicos prescriben antibioticos.
- Presién por parte del paciente
- Prescripcion del antibidtico de mayor espectro y mas nuevo.
- Duracion incorrecta del tratamiento.
- Profilaxis inadecuadas. 3
1.1 Concepto

Un antimicrobiano es una sustancia producida por un organismo vivo capaz de
inducir la muerte o suprimir el crecimiento de otros microorganismos como son
los virus, las bacterias y los hongos. Pueden ser naturales, semisintéticos y

sintéticos. 4

Los antimicrobianos se pueden a su vez dividir en dos grandes grupos segun su
accion sobre el microorganismo. De esta manera y tomando como ejemplo

aguellos antibioéticos con accion sobre las bacterias hablariamos de:

e Bactericidas: tienen una accion letal produciendo la muerte de la
bacteria. Atacan la pared bacteriana e inhiben la sintesis de proteinas

entre otros. (Betalactdmicos, aminoglucésidos y la rifampicina)

e Bacteriostaticos: No matan al microorganismo, previenen la
proliferacion de estos mediante la inhibicion de su crecimiento. Son las
Tetraciclinas, Cloranfenicol, Macrélidos, Lincosaminas, sulfamidas y

Trimetropina®

Esta misma agrupacion se puede extrapolar a los agentes antivirales y a los

antifangicos.



1.2 Clasificacion y mecanismo de accion:

Independientemente de si son bactericidas o bacteriostaticos, los antibioticos se

clasifican segun su mecanismo de accion en diferentes grupos:

e Inhibidores de laformacién de la pared bacteriana:

Betalactamicos: son bactericidas, de amplio espectro, con
caracteristicas farmacocinéticas favorables y escasos efectos adversos.
Entre ellos se encuentran las penicilinas, cefalosporinas,
monobactamicos y los cabapenemes. Su mecanismo de accion consiste
en inhibir la dltima parte de la sintesis de peptidoglicano y tiene accion
de las PBP (Penicillin Binding Protein), enzimas transpeptidasas y
endopeptidasas a las que se unen a los betalactdmicos impidiendo la
formacion de la pared de peptidoglucano y produciendo la muerte de la
bacteria.

Glicopéptidos: entre ellos se encuentra la vancomicina y teicoplanina.
Se unen a las bacterias y ejercen un efecto bactericida mediante la
inhibicibn de la sintesis y ensamblaje de la segunda etapa del

peptidoglicano de la pared celular.

e Inhibidores de la sintesis proteica:

Aminoglucésidos: Se unen de forma irreversible a la subunidad 30S del
ribosoma y por lo tanto bloquea la sintesis proteica de la bacteria. Son

bactericidas de accién rapida.

Macrolidos: EI mecanismo de accion es similar al de los
aminoglucdsidos, sin embargo, se unen a la subunidad 50S del ARN
ribosémico de forma reversible. Son bacteriostaticos, pero a altas

concentraciones son bactericidas.

Cetolidos y las lincosamidas tienen un mecanismo de accion similar a

los macroélidos.



- Tetraciclinas: Se unen a la subunidad 30s ribosémica impidiendo el
acceso de los aminoacil-t-ARNs que no pueden unirse a la proteina en
crecimiento. La sintesis de proteinas por lo tanto se detiene y ocasiona

la muerte de la célula.

Inhibidores de la duplicacion del ADN:

- Quinolinas: actuan inhibiendo la ADN girasa (enzima que cataliza el

superenrollamiento del ADN cromosomico y asegura la division celular)

- Rifampicina: Inhiben la transcripcién a nivel de la ARN-polimerasa, ésta
se fija en la subunidad B de esta enzima e impide la formacion y la del
complejo que inicia la transcripcion. -Metronidazol, Quinolonas vy

Antiviricos.

Inhibidores de la membrana citoplasmatica: Estos alteran la membrana

citoplasmatica modificando la permeabilidad y por lo tanto provocan la salida de
iones de potasio, estos iones son elementos esenciales para la vida de la
bacteria. Son bactericidas. En este grupo pertenecen las polimixinas,
lipopéptidos y los antibidticos poliénicos.

Inhibidores de las vias metabdlicas:

Inhiben las vias metabdlicas y por lo tanto impiden el crecimiento bacteriano, son

bacteriostaticos.

-Sulfamidas: Inhiben de manera competitiva el acido paraaminobenzoico
(PABA) impidiendo la sintesis del &cido félico bacteriano (factor para el
crecimiento de microorganismos), es un analogo de los metabolitos

bacterianos.



-Trimetoprima: Inhibidor de enzimas bacterianas, inhibe la enzima dihidrofolato
reductasa obstruyendo la formacion de acido tetrahidrofélico, metabolito

necesario para la sintesis de purinas por la bacteria.*®
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FIGURA 2 Mecanismo de accion de los antimicrobianos 7.

1.3Resistencia antibi6ticos

Segun la OMS, la resistencia a los antimicrobianos se produce cuando los
microorganismos sufren cambios que hacen gue los medicamentos utilizados
para curar las infecciones dejen de ser eficaces. Se refiere por tanto al

comportamiento de un determinado antibiético frente a un germen.

El antibiograma se utiliza para evaluar la resistencia y sensibilidad de las
bacterias a los antibiéticos de uso clinico. Las pruebas de sensibilidad se basan
en la difusion o bien en el calculo de la concentraciébn minima inhibitoria (CMI).



Se han llevado a cabo mediante grandes farmacéuticas! y organizaciones
gubernamentales?, colegios profesionales® y hospitales diferentes iniciativas

para para poder controlar el uso de los antibiéticos. 8

1.4 Mecanismos de resistencia
Frente a los mecanismos de accion de los diferentes antibiéticos las bacterias

han desarrollado unos mecanismos de resistencia. A su vez, la resistencia puede

ser natural o adquirida.

La resistencia natural es caracteristica de la bacteria y es inherente a una
especie en particular. La resistencia adquirida en cambio es un cambio de la

composicién genética de la bacteria y es el verdadero problema en la clinica.

Existen mecanismos por los cuales una bacteria se puede deshacer de la accion
de una molécula antimicrobiana como son: las bombas de eflujo o excrecion,
modificacién o inactivacion del antibiotico mediante enzimas hidroliticas, bloqueo
de la penetracion del antibacteriano mediante la modificacion del sitio activo,
alteracion o disminucién de la permeabilidad de la membrana celular bacteriana,

sobreexpresion del sitio blanco y la formacion de biofilms

Estos mecanismos resistentes pueden desarrollarse por mutaciones
cromosdmicas o0 por intercambio o adquisicibn de material genético con otras

bacterias o mediante procesos como (Figura 3):

-Transformacion: Transferencia o incorporacién por una bacteria de ADN

libre extracelular procedente de la lisis de otras bacterias.

-Transduccion: Transferir el ADN cromosdmico o plasmidico de una

bacteria a otra por un bacteriéfago.

t AMR Action Fund Antimicrobial Resistance Research

2 ECDC: European Centre for Disease Prevention and Control y PRAN: Plan Nacional Resistencia
Antibidticos

3 CGCOF: Consejo General de Colegios Oficiales de Farmacéuticos



-Transposicion: Movimiento de una seccion de ADN con genes para la
resistencia a antibiéticos y otros genes unidos para expresar un promotor

en particular.

-Conjugacion: Intercambio del material genético entre dos bacterias.®

Antimicrobial Resistance Mechanisms Resistance Acguisition Mechanisms
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FIGURA 3: Mecanismos de resistencia a los antimicrobianos y
mecanismos de adquisicion en bacterias 1©

Las principales bacterias que presentan mayor resistencia a los antibioticos son:

Gram positivas: Enterococcus sp, Staphylococcus aureus, Staphylococcus
epidermis, Streptococcus penumoniae, Streptococcus pyogenes, Streptococcus

agalactiae, Micobacterium tuberculosis, Clostridium perfringes

Gram negativas: Escherichia coli, Acitenobacer sp, Pseudomona aeruginosa,

Klebsiella neumoniae, Neisseria gonorrhoeae, Haemophilus influenzae.*



1.4Fagoterapia

Debido al incremento de la resistencia antibacteriana en las bacterias humanas
se ha favorecido el estudio de terapias alternativas para combatirlo. Una de estas

terapias es la fagoterapia.

La fagoterapia es una técnica antimicrobiana que actia mediante virus. Estos

virus al afectar a las bacterias se llaman bacteri6fagos o fagos.

Un virus es un microorganismo constituido por acidos nucleicos y proteinas que
se replica en el interior de las células hospedadoras y presenta dos estados
diferentes: extracelular e intracelular. En este caso, se tratan de virus con colay
receptores para el reconocimiento bacteriano. Las familias de bacteriéfagos mas

relevantes son: Myoviridae, Podoviridae y Siphoviridae.

El mecanismo de accién de los fagos es mediante el reconocimiento de la
superficie de la célula bacteriana con alta especificidad, inyectan su ADN O
ARNS y se multiplica dentro de la bacteria, para finalmente romper la célula y
liberar su progenie, provocando por tanto la infeccion de nuevas células
bacterianas (Figura 4).12
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FIGURA 4: Ciclos de infeccién de los fagos. 13



OBJETIVOS:

El objetivo principal es realizar una revision sistematica de la documentacion
cientifica disponible sobre los tratamientos en los Ultimos 5 afios para las cepas
multirresistentes a los antibioticos. Para ello se plantean los siguientes objetivos

especificos:
e Seleccionar la bibliografia mas relevante sobre el tema

¢ Identificar los principales tratamientos empleados y valorar la evidencia

cientifica de su accion.

e Estudiar las perspectivas futuras e identificar las principales lineas de

investigacion actuales sobre el tema.

2. MATERIALES Y METODOS

2.1 Disefo:

Se ha realizado una revision sistematica de los articulos cientificos existentes

acerca de los tratamientos a las cepas multirresistentes a los antibiéticos.

2.2 Estrategia de busqueda

Una vez identificado el concepto de interés y el tema de estudio, se realiz6 una
bldsqueda bibliografica. Para lleva a cabo esta revision se utilizé como fuente de
informacién cientifica principal la base de datos de MEDLINE (mediante
PUBMED). También se consultaron algunas paginas web como EIl Plan Nacional

frente a la Resistencia a los Antibiéticos (PRAN).

Para realizar la busqueda en primer lugar se han seleccionado unas palabras
clave a través de la pagina web de Descriptores en Ciencias de la Salud (DeCS).
Posteriormente, se delimitan los Medical Subject Heading (MeSH). Los términos
de busqueda utilizados en nuestro trabajo son: "Bacteriophages”,"Drug
Resistance, Bacterial" y “Anti-Bacterial Agents".



Finalmente, la ecuacién de busqueda es la siguiente: (("Bacteriophages”[Mesh])
AND ("Drug Resistance, Bacterial'[Mesh])) AND ("Anti-Bacterial Agents"[Mesh])
mediante MEDLINE, via PubMed

2.3 Criterios de seleccion
Con el fin de obtener la informacién adecuada para la realizacion del trabajo se

seleccionaron todos los articulos que estuvieran publicados en inglés y
castellano y siendo en la poblacion de humanos la poblacién de estudio.
Ademas, se incluyeron solo articulos publicados en los ultimos cinco afios con la
finalidad de obtener los articulos mas recientes. Los filtros utilizados por tanto

son: “humans”, “English” OR “Spanish”, “5 years” y que tenga la disponibilidad

de leer el resumen y a leer el texto completo.

Fueron excluidos de esta revision, los articulos que presentaban informacion
diferente al tema de estudio, los que estuviesen publicados en otro idioma que
no fuese inglés o espafiol, asi como las publicaciones cuya poblacion de estudio

fuese diferente a la de humanos.

Por otro lado, se analizaron las referencias bibliograficas de cada uno de los
articulos finalmente seleccionados con el fin de rescatar otros estudios
diferentes, que contengan también informacién en relacion con el tema, para

tener la posibilidad de incluirlos en el tema
2.4 Consideraciones éticas
Este TFG ha sido aprobado por la Oficina de Investigacion Responsable de la

Universidad  Miguel Hernandez de Elche con la referencia:
TFG.GFA.EBC.ARR.201112. (ver documento anexo)

3. RESULTADOS Y DISCUSION

Siguiendo la ecuacion de busqueda se obtuvieron un total de 460 articulos en
MEDLINE. Tras aplicar los criterios de inclusion y exclusion y consultar los

listados bibliograficos de los articulos se seleccionaron 105 articulos.

Se examind cada uno de los estudios y se descartaron 96, teniendo como

resultado final 9 articulos como se muestra en el siguiente diagrama de flujo
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Figura 5: Identificacion y seleccion de estudios




Titulo Autor Afo Disefio Resultado
Resistance Frank 2018 | Revision Variantes resistentes a los
Development to Oechslin fagos 80% medio intestinal y
Bacteriophages en el 50% en los modelos de
Occurring durin sepsis, variantes resistentes
Bacteriophage en humanos, mutaciones,
Therapy mutaciones animales

confieren resistencia
The disparate Clara 2018 | Revision Las ventajas especificas de
effects of Torres la terapia con fagos frente a
bacteriophages on | Barcel6 los antibacterianos frente a la
antibiotic-resistant resistencia bacteriana
bacteria
Fagoterapia ¢Una | Jordi 2018 | Revision Las ventajas y desventajas
alternativa a la Reina et al de los fagos frente a los
antibioticoterapia? antimicrobianos.
Defeating Chih- 2020 | Revision Las diferentes alternativas
Antibiotic- Resistant | Hung terapéuticas para combatir a
Bacteria: Exploring | Wang et al microorganismos
Alternative multirresistentes.
Therapies for a
Post- Antibiotic Era
Phage-Derived Bi-O Kim 2019 | Revision Las diferentes utilidades de
Antibacterial: et al los fagos y los enfoques
Harnessing the principales para las
Simplicity, aplicaciones de ellos.
Plasticity, and
Diversity of Phages
Fitnees-Trade-Offs | Mihnea R | 2020 | Revision Mecanismos de resistencia
Resulting from Mangalea de las bacterias frente a los
Bateriophage et al fagos.
Resistance
Potentiate
Synergistic
Antibacterial
Strategies
Ameliorating the Dibya 2019 | Revision Ensayos clinicos que
antimicrobial Saha et al demuestran los beneficios de
resistance crisis: la terapia con fagos
phage therapy
What's Old Is New | Saima 2019 | Comentario | Caracteristicas de la terapia
Again: Aslam et con fagos para las

Bacteriophage
Therapy in the 21st
Century

al

infecciones a multiples
farmacos y sus desafios en
cuanto al disefio y ejecucion
de los ensayos clinicos para
evaluar su eficacia.




La resistencia a los antimicrobianos es un importante problema de salud publica
a nivel mundial, segun los datos publicados por la Comision Europa y el Centro
Europeo para la Prevencion y el Control de Enfermedades (ECDC) las
infecciones por bacterias resistentes a los antibioticos causaron 33.000 muertes
en 2015 en Europa. Por ello, se desarrollan nuevas estrategias terapéuticas
ademas de los antimicrobianos ya existentes. Entre estas estrategias se
encuentran los bacteri6fagos. En 2015 se celebrd una reunién por la Agencia
Europea del Medicamento (EMA) para tratar el papel de la fagoterapia en el

tratamiento de las bacterias multirresistentes.

3.1 Mecanismos de resistenciay caracteristicas de los fagos
Las bacterias son capaces de resistir los ataques de fagos a través de multiples

mecanismos, entre ellos se encuentran las mutaciones espontaneas, los
sistemas de modificacion de restriccion e inmunidad adaptativa a través del
sistema CRISPR-Cas. 14

En primer lugar, las mutaciones pueden formarse de manera espontanea o
mediante la transferencia horizontal entre las células de la distinta o misma
especie. Los genes de resistencia a antibioticos (ARG) en los cromosomas
bacterianos o en los plasmidos pueden movilizarse por los fagos durante su ciclo
de infeccién, este mecanismo es la transduccion y consiste en transferir el

material genético entre organismos. Existen dos tipos de transduccion:

e Generalizada: Los fagos transfieren cualquier parte del cromosoma

bacteriano. Durante la lisis inducida por fagos, el cromosoma bacteriano
se fragmenta, una pieza se encapsula y forma una particula traductora.
Estos fagos no contienen los genes, solo la capside tiene origen viral. A
pesar de ello, la particula transductora inyecta los genes bacterianos en
la célula receptora y mediante recombinacién se puede incorporar en la
célula del huésped. Para ellos los receptores de la célula deben de ser
reconocidos por el fago y parte de la célula debe ser homologada para

gue se lleve a cabo la recombinacion.



e Especializada: Se transfieren Unicamente algunas partes. Esta

transduccion se lleva a cabo mediante la insercién de los genomas del

fago en una region concreta del cromosoma del huésped.

Este proceso de transferencia horizontal, podria ser la responsable de aportar
determinantes de patogenicidad y factores de virulencia, determinando la
formacion o aparicion de nuevas bacterias patdbgenas o mucho mas resistentes.
Para ello habria que elegir fagos sin capacidad de transmisién genética o

modificarlos previamente para eliminar este proceso natural.

La transmision de ARG por fagos estd demostrado en bacterias como son la

Salmonella, Clostridium, Streptococcus, Staphylococcus y Bacillus.

En un estudio se mostré que un producto humano liberado por células faringeas
desencadena la induccién y la transduccion generalizada de fagos enddgenos
de S.pyrogenes. Esta transduccion in vivo de los genes bacterianos incluy6 uno
que codificaba la bomba de eflujo y por lo tanto conferia resistencia a los
antibiéticos macrolidos. Este hallazgo es importante dado que es un patégeno

humano estricto y los fagos pueden propagar los genes de resistencial®.

En cuanto a las mutaciones espontdneas son los principales mecanismos de

resistencia a los fagos, ademas, impulsan la coevolucion fago-bacteriana. Las
modificaciones espontaneas confieren resistencia a los fagos ya que modifican
la estructura de los componentes de la superficie bacteriana, la cual actia como
receptora del fago y determina su especificidad. Aun asi, las bacterias resistentes
a los fagos pueden volverse menos virulentas en caso de mutaciones en factores
de virulencia de superficie como en los lipopolisacaridos (LPS)*. Los
polisacéaridos, son polimeros extracelulares producidos por la bacteria que
abundan como receptores asociados a la pared celular del huésped, estos
proporcionan beneficios estructurales y funcionales a la célula bacteriana 16 Asi
pues, tanto los polisacéridos, como las proteinas integrales, los factores de
virulencia, los antigenos y los transportadores de nutrientes son una de las

principales lineas de defensa de las bacterias contra la infeccion de los fagos.



Es decir, la superficie de la célula bacteriana esta repleta de moléculas
receptoras para la posible infeccién y adsorcion de los fagos, ya que estos no
son moviles y dependen de interacciones, de su rango y especialidad con las
células del huésped.

Entre otros de los sistemas de defensa bacterianos frente a la infeccién por
fagos, se encuentran las proteinas CRISPR-Cas y los sistemas de modificacion
de restriccidn que protege a las bacterias del ADN invasivo extrafio. Existen
también sistemas de infeccién por aborto para facilitar la destruccion de las
células bacterianas infectadas para asi reducir la carga de los fagos dentro de la
poblacion. Estos mecanismos de resistencia suelen ser efectivos, pero no del
todo infalibles y pueden combatirse mediante la dosis infecciosa del fago y las
mutaciones en el rango del hospedador que permiten a los fagos alterar la
inmunidad bacteriana una vez sus genomas estan dentro de las células. Con ello
se permite a los fagos superar la inmunidad bacteriana una vez dentro de las
células. Los mecanismos que bloquean la adsorcion inicial de fagos a la célula'y
prohiben la infecciébn se seleccionan durante la evolucion de la resistencia
bacteriana, a pesar de los defectos de aptitud que dan lugar a desventajas

competitivas bacterianas.

Otro problema en cuanto a combatir a las bacterias resistentes es la formacién
de biofilms, ya que su resistencia es extrema frente a los antimicrobianos. Esto
es debido a que al estar protegidas de las defensas del huésped acaban
convirtiéendose en enfermedades crénicas. Los fagos son capaces de penetrar
estos biofilms lo que supone una ventaja a la hora de acabar con la resistencia
ocasionado por ellos. Ademas, se pueden suplementar con antibioticos

convencionales para mayor efectividad. ’

En ausencia de terapia contra las bacterias se puede llegar a una situacion en la
gue las defensas del hospedador no son capaces de combatirlas y desencadenar
la muerte del paciente. En cambio, la combinacion de la propia defensa del
huésped y la terapia con fagos conduce al crecimiento bacteriano negativo y por

lo tanto no se alcanzarian densidades que podrian ser letales.



Existen pocos ensayos clinicos sobre la terapia de fagos y su resistencia, entre

ellos podemos destacar:

-Miedzybrodzki et al en su estudio observd cémo en el 40% de los pacientes con
un resultado positivo, se erradicé del 20% de los patégenos utilizando la
monoterapia de fagos. La aparicion de resistencia durante la terapia de fagos
también se documento6 en un estudio sobre la infeccion cutanea cronica por S.
aureus, demostrando como con el tratamiento de dos productos
antiestafilococicos mejord los sintomas de un paciente, a su vez se observd
resistencia de fagos al empleo de una combinacién de ellos después de tres

meses de tratamiento por lo que llevé a un cambio de combinacién.t®

- Otros estudios europeos en Polinia y la Union Soviética, Slopek et al. Estos
autores administraron preparaciones de fagos en pacientes con infecciones
superficiales causadas por Staphylococcus, Escherichia, Proteus vy
Pseudomonas. En este estudio se demostré una curacion del 92,4%. En otro
estudio en paciente con cancer y bacteriemia la administracion oral de fagos tres
veces al dia permitio la curacion cuando el tratamiento antibiético en cambio
habia fallado. En el texto no se recoge informacién acerca de los virus usados.
A pesar de no ser un estudio aleatorizado ni un ensayo clinico controlado, pero
consideraban que era una curacion cercana al 85% y por lo tanto una terapia

eficaz.1’

3.2 Bacterias multirresistentes a antibiéticos o MDR

Entre las bacterias resistentes a antimicrobianos estan los patégenos “ESKAPE”
incluidos entre ellos Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella
pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeroginosa y las especies
de Enterobcater, que son las principales causantes de los ingresos hospitalarios.
Estas bacterias escapan eficazmente de los efectos de los farmacos bacterianos
y son por lo tanto una causa de coste hospitalario 8. En Europa mueren
aproximadamente 400.000 personas por las bacterias MDR en 2007 y provoco

millones de euros en costes hospitalarios.*®



Las bacterias MDR se etiquetan por su resistencia a mas de un agente
antimicrobiano segun las pruebas de susceptibilidad in vitro. Los pacientes que
son infectados por estas bacterias y se les administra una terapia antimicrobiana
tardia la posibilidad de obtener un tratamiento clinico adecuado es menor

independientemente del paciente y de la especie. 18

Por todo ello, los bacteri6fagos liticos se han estudiado para ser agentes
antimicrobianos contra las bacterias MDR. y se han realizado diferentes estudios

para comprobar su eficacia:

En el estudio de Kuipers et al. Se intento erradicar la colonizacion por Klebsiella
pneumoniae productora de carbapenemasas. Este microorganismo estaba
asociado a infecciones en el tracto urinario recurrentemente en un paciente con
urostomia permanente. Al utilizar una combinacion personalizada de fagos se
observé una completa eliminacion de la bacteria hasta un afio después de la

administracion del tratamiento %° (Figura 6)

Figura 6: Actividad litica de bacteri6fagos anti-Klebsiella
pneumoniae en el agar de doble capa. %

3.3 Estrategias utilizadas para la revertir la resistencia mediante la
fagoterapia
Para combatir la resistencia de las bacterias se propusieron entre otros dos

modelos de terapia con fagos. Por un lado, se encuentran los cécteles de fagos
y en segundo lugar, adaptar los fagos de manera individual a las caracteristicas
de cada pacientes, es decir una terapia de fagos personalizada.

e La terapia de fagos en cécteles se trata de combinar diferentes y
multiples fagos para asi mejorar la efectividad tras aumentar el nimero de

patdgenos potenciales objetivo y ampliar el rango del hospedador. A su



vez, es una estrategia para revertir la resistencia ya que se espera que
con dicha combinacién, la resistencia disminuya dado que se dirigen a

diferentes receptores de la superficie bacteriana.

Mediante la recoleccion del patdégeno aislado del paciente se puede llegar
a la produccion de fagos personalizados, ya sean Unicos o en cOcteles.
En contra de esta estrategia estaria el coste, ya que al ser un tratamiento
personalizado y no poder aprovecharlo para distintos pacientes
aumentaria el valor de éste, sin embargo, contiene una ventaja ya que
puede combatir la aparicién de las resistencias de manera mas eficaz
ademas de otorgar una mayor flexibilidad en lo que se refiere al espectro
del fago. 1°

Se ha comprobado por medio de diferentes autores como al mezclar diferentes

fagos frente a la bacteria Clostridium difficile previene la formacién de biofilms

mencionados anteriormente, asi como también en Proteus mirabilis, también

formadora de estos en las infecciones del catéter urinario 1/

Por otro lado, en 2006, se aprob6 un ensayo clinico de fase | por la FDA, en

donde participaban 42 pacientes con Ulceras cutaneas. Este ensayo pretendia

evaluar la seguridad de combinaciones ocho fagos (Tabla 1) para lisar a

Staphylococcus aureus, P. aeruginosa y E. coli. Los resultados obtenidos fueron

positivos tanto en la eficacia terapéutica como en la seguridad. *’

Administracion

Condicién

Fase

Resultado

Bacteriofago WPP-

Ulceras venosas en

No se encontrd

201 las piernas problemas en la
seguridad del
tratamiento

Céctel de fago T4 | Diarrea I/ Los fagos orales
mostraron un
transito  intestinal

seguro en los
nifios, sin embargo,

no se mostré




mejora en cuanto a
la diarrea, debido
probablemente a la

poca cobertura de

fagos.
Céctel de fago | Infeccidon por | I/ll en curso Aln no se han
E.coli heridas publicado
resultados
Terapia topica anti- | Infecciones En curso Aln no se han
Staphylococcus estafilococas de pie publicado
bacteriofago Lysin | diabético, resultados
CF-301 infecciones del
torrente sanguineo
por S. aureus.
VAPGH P128 Colonizacién nasal | I/l completado Aln no se han
S.aureus en Ulcera publicado
venosa resultados
Tabla 1: bacteri6fagos y proteinas derivadas de fagos

aprobadas en los ensayos clinicos. 17

AUn asi, se han documentado casos como el de Zhvania et al. Donde en una

infeccion cutanea cronica por S.aureus se utilizaba un tratamiento con dos

productos anti estafilocociticos y mejoro los sintomas de pacientes a partir de los

siete dias (Tabla 2). Sin embargo, se obtuvo resistencia de fagos al céctel

después de tres meses de tratamiento y se tuvo que cambiar por un céctel

alternativo. 14

Preparacion fago

Composicion

Bacteria pyo

Lisados de fago de Streptococcus,
Staphylococus spp, E.Coli, Pseudomona

aeruginosa y Proteus spp

Estafilococo bacteriofago

Lisados de fago de Straphylococcus spp

Bacteria de fersis

Lisados de fago Staphylococcus spp,

Streptococcus spp.

Tabla 2: preparaciones de fagos utilizados en el tratamiento. 14




En cuanto a la terapia individualizada, se informé en un paciente con A.
baumanni diseminada resistente a multiples farmacos. Se administré via
parenteral, fagos personalizados (Figura 7), estos se seleccionaron mediante
pruebas in vitro de pases seriados y se observo resistencia a dos de los cécteles.
Por lo tanto, se prepar6 un tercer coctel utilizando los aislados resistentes que
luego se administré al paciente y se observo un resultado positivo de la infeccién.
El fenotipo resistente a los fagos surgid al tiempo se asocia a mayor
susceptibilidad a los antibiéticos cuando se administré simultaneamente los

fagos y los antibioticos. 14

Figura 7: Fagos utilizados; (A) Micrografias electronicas de
AB-Armyl y AB-Navyl-4. Barra de escala, 100 nm. (B)
Morfologias de placa de AB-Armyl y cada uno de los fagos
AB-Navy1-4 en placas de agar superior AB5075 y AB5075P
LB, respectivamente.??

Otro caso de terapia personalizada con fagos exitosa es en un paciente de
trasplante de pulmon, por infeccion de P aeruginosa resistente a farmacos. Se
administré al paciente diferentes cocteles por via intravenosa o inhalacion. La



susceptibilidad de las bacterias al fago se control6 durante el tratamiento.
Conforme iban surgiendo resistencias se administraban nuevos cocteles de

fagos. 14

Por lo tanto, mediante la terapia con fagos en humano, se aprecia la aparicion
de resistencia y es un caso grave asociado a un fracaso de la terapia si no se
logra controlar adecuadamente. En los casos estudiados se monitored la
resistencia y se observdé adaptacion de la composicibn de los fagos

administrados.

Por todo ello, los tratamientos individualizados y el uso de cécteles de fagos
podrian ser una solucion para las infecciones bacterianas polimicrobianas o
resistentes a fagos y se ha demostrado en varios casos ya mencionados
anteriormente ademas de en infecciones del tracto urinario asociada a otras
bacterias como son P. aeruginosa y Proteus mirabilis. Los fagos naturales tienen
una capacidad evolutiva que en el laboratorio antes de la administracion se
puede guiar para obtener una mejora de infectividad, ampliar la gama de los

huéspedes o promover capacidades deseadas.

3.4 Combinacion de fagos y antibioticos

Debido al interés surgido hacia las terapias con fagos para las infecciones
bacterianas se plantea también una combinacion de estos con antimicrobianos,
es decir, un ataque sinérgico sobre las bacterias diana que impida la evolucion

de la resistencia debido a sus limitaciones de la aptitud fisica.*®

Se explica de la siguiente forma: Durante la infeccién, mediante la colonizacién
y las presiones del hospedador se impulsa a la produccion del factor de virulencia
de las bacterias, en cambio, la presion del depredador (en este caso el fago)
puede producir una disminucion del factor de virulencia, lo que produciria una

compensacion a la resistencia.

Ademas, los fagos son capaces de utilizar moléculas que se encuentran en la

superficie bacteriana las cuales son la defensa contras los antibiéticos a través



del flujo de salida, la absorcion de nutrientes en entornos donde los
hospedadores con recursos limitados o en el mantenimiento general de la pared
celular. Esta asociacién entre las moléculas receptoras a los fagos y la respuesta
bacteriana a los antibiéticos es una consideracion importante para la terapia de

fagos.

Por lo tanto, la terapia de combinacion entre antimicrobianos y fagos es una

opcién terapéutica innovadora para las bacterias resistentes.

Aun asi, existen dudas, ya que en algunas ocasiones se utilizan dosis subletales
de antibidticos que puede aumentar la inefectividad de los fagos, siendo inde-
pendiente de la resistencia a los antibioticos caracteristica de cada bacteria. Esto
es debido a que se encargan de aumentar el nimero de virus producidos y a su

vez disminuye la densidad bacteriana de manera sinérgica. 1°

Sin embargo, se ha demostrado que el mecanismo causante de la sinergia fago-
antibiotico se asocia al desencadenamiento del alargamiento celular por los an-
tibi6ticos y esto beneficia a la replicacion del fago y a la unién externa a la bac-
teria por un aumento de la superficie celular. Ademas, los fagos y los antibioticos
tienen compensaciones evolutivas entre los mecanismos de resistencia. Se ha
comprobado que la combinacién puede ser beneficiosa para muchas bacterias
resistentes como la P aureginosa y la S aureus. Los fagos por lo tanto podrian
prolongar la vida de los antibiéticos agotados por su falta de efectividad y la apli-
cacion de ambos también podria hacer mas facil el camino hacia el tratamiento

Gnicamente de fagos.

Una de las caracteristicas de los fagos, es que debido a su genoma es facil
realizar alteraciones mediante ingenieria genética. Es decir, al modificarlos y
utilizarlos junto con antimicrobianos se incrementa la actividad bactericida de

estos y permite la disminucién de resistencias a ciertos antimicrobianos.*’

Esta combinacién es beneficiosa en gran parte debido a que la mayoria de la
resistencia a los antimicrobianos son causadas por caracteristica de las

bacterias, como pueden ser:

-Permeabilidad al farmaco



-Su extrusion a través de bombas de salida, ya que su despliegue en la

membrana puede ser inducido por la presencia de antibioticos.

En las bombas de eflujo, los fagos utilizan las regiones expuestas en la superficie
de la membrana como receptores, por lo tanto, se dirigen a las bacterias que
expresan mayor numero de estos. La idea detras de esta estrategia es imponer
la presion de seleccion sobre una poblacion heterogénea de bacterias donde las
células positivas de la bomba de eflujo de mdultiples farmacos son lisadas por el
fago y evitando la resistencia a los antibidticos. Asi pues, al utilizar el
antimicrobiano posteriormente se puede eliminar los restantes. Esta estrategia

se ha demostrado con la P. aureginosa resistente a mdltiples farmacos 23

Las bacterias, ademas, tienen un sistema SOS, cuando ocurre un dafio del ADN
causado por antimicrobianos, lo que le otorga resistencia. La combinacién de
bacteriéfagos y antimicrobianos se ha demostrado que produce una mayor
eliminacion de los patégenos. Algunos antibiéticos al inhibir la division celular
inducen la respuesta SOS de la bacteria, y por lo tanto aumenta la biomasa y la
capacidad biosintética de las células, esto puede producir filamentacion, que se

asocia a una mayor produccion de fagos y por lo tanto una mayor efectividad. 23

3.5 Ventajas y desventajas de la fagoterapia.

Los estudios revisados destacan la importancia de buscar una alternativa a los
antimicrobianos existentes y a alternativas como la fagoterapia, sin embargo, los
autores reflejan varias ventajas frente a las terapias convencionales actuales
pero algunas desventajas y retos que supone esta nueva estrategia para

combatir la resistencia.

e Desventajas:

- En la fagoterapia se necesita establecer la etiologia de las bacterias causante
de la infeccibn de manera répida, ya que los fagos son extremadamente
especificos. Aun asi, con la combinacion de fagos podria resolverse dicho

problema.



-La seguridad; los fagos son capaces de transferir el ADN de una bacteria a otra,
por lo que durante este proceso se podria también transferir factores de
virulencia o determinantes de patogenicidad, formando nuevas resistencias.
También en este caso, se podrian emplear alternativas para modificar los fagos

de manera que no tuviesen capacidad de transmitir genéticamente.

- Otra de las limitaciones de los fagos es que pueden ser reconocidos por el
sistema inmunitario, al igual que cualquier otro virus, y por lo tanto el organismo
puede eliminarlos disminuyendo su eficacia. Sin embargo, para este tipo de
anticuerpo que crea el sistema inmune se han desarrollado tres posibles
soluciones como son: Utilizar una nueva combinacion de fagos, incrementar la
dosis o administrar dosis més frecuentes para dificultar la respuesta inmune.

Hasta aqui todas las mencionadas son del 1/

- El tamafo de los fagos, en comparacién con otras particulas es grande (20-
200nm) y por lo tanto los fagos con unas dimensiones mas grandes son mas

facilmente reconocidos por lo que dejan de ser efectivos. 1°

-Escaso interés por parte de la industria farmacéutica, apenas existen

preparaciones comerciales de fagos en Europa o EEUU para uso humano. 1/

-Las autoridades sanitarias mundiales no han reconocido que la fagoterapia
beneficie a los pacientes y por lo tanto no se han elaborado guias de produccion,
calidad y seguridad. Aunque pueden regularse siguiendo las directrices de las
vacunas viricas atenuadas, son biolégicamente distintos a otras preparaciones
farmacéuticas. Ya que ademas existen preparados aprobados por la FDA de
fagos, estos son utilizados en la industria alimentaria para eliminar bacterias

enteropatogenas.t’

-Después del tratamiento con fagos existe una rapida resistencia de los

patdgenos a estos. 18

e \Ventajas

- Los antibacterianos producen una modificacién del microbiota intestinal que en
ocasiones es un problema grave, en cambio con el uso de la fagoterapia este

efecto es evitable. Es importante destacar que el coctel de fagos no dejé un



impacto detectable en la composicidbn del microbiota intestinal normal en
comparacion con el tratamiento con ampicilina, que alteré significativamente el

microbiota intestinal 18
-Al poder combinar fagos con antibiéticos pueden aumentar su eficacia.

- Una gran ventaja frente a los antibacterianos, es su cinética de destruccién

rapida y capacidad de autorreplicarse en el sitio de infeccién.*

-A pesar de la mayor duracion de la fagoterapia, se ha demostrado que su coste
es inferior al de los antibiéticos, por ello supondrian un ahorro en la sanidad.’

Ademas, los fagos se consideran antibidticos de la naturaleza y también pueden
ser beneficiosos para otros usos, como desinfectante quirdrgico y hospitalario,
pero aun no se han explotado por completo 8

-Eliminan especificamente a las especies o cepas objetivo ademas de tener
mayor eficacia, se localizan el sitio de infeccidén y son solo eficaces hasta que la
bacteria diana desaparece, por lo que no produce ninguna otra alteracion.

-Los fagos son biolégicos con poca toxicidad o efectos secundarios ya que estan
compuestos por ADN y proteinas por lo tanto garantiza el desarrollo y la

produccion rentable.

- Los fagos, tienen un espacio para el disefio y redisefio mayor que los

antimicrobianos, o que permite una continua mejora en los productos biolégicos.
19



4. CONCLUSION

Tras la realizacion de esta revision bibliografica se han podido establecer, de

acuerdo con los objetivos fijados las siguientes conclusiones:

-La terapia con fagos es una alternativa para combatir la resistencia bacteriana

gue cada vez es un problema de salud mas grave.

-Pese a los multiples mecanismos de resistencia de las bacterias los fagos son

capaces de combatirlos mediante diferentes estrategias.

-La combinacion de fagos con antimicrobianos es otra alternativa prometedora.
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Tipo de actividad 1. Revision bibliografica (no incluye revision de historias clinicas ni ninguna
fuente con datos personales)

Titulo del 1. TFG (Trabajo Fin de Cepas resistentes a antibidticos en los altimos 5 afios

Grado)

Codigo/s GIS estandias

Evaluacion Riesgos Laborales No procede

Evaluacidn Etica No procede

Registro provisional 201112185831

Codigo de Investigacidn Responsable TFG.GFA.EBC.ARR.201112

Caducidad 2 afios

Se considera gue el presente proyecto carece de riesgos laborales significativos para las personas que participan en el
misma, ya sean de la UMH o de otras organizaciones.

La necesidad de evaluacidn ética del trabajo titulado: 1. TFG (Trabajo Fin de Grado) ha sido realizada de manera
automdtica en base a la informacion aportada en el formulario online: “TFG/TFM: Solicitud Codigo de Investigacion
Responsable (COIR)", habiéndose determinado gue no requiers someterse a dicha evaluacion. Dicha informacion se
adjunta en el presente informe. Es importante destacar que si la informacidn aportada en dicho formulario no es
correcta este informe no tiene validez.

Por todo lo anterior, se autoriza la realizacidn de |a presente actividad.

Atentamente,

)l,f_/ i)

/
Alberto Pastor Campos Domingo L Orozco Beltran
Secretario del CEII Presidente del CEIl
Vicerrectorado de Investigacidn Vicerrectorado de Investigacidn

Infarmacidn adicanal-

En casa e que |2 presente actividad se desarralle total o pardalmente en otras institiciones es responsabilidad del investigadar principal
solicitar cuantas autorizaciones sean pertinentss, de manera gue se garantice, sl mends, que los resporsables de las mismas estin
informadas.

Le recardamos que durante la realizacion de este trabiajo debe cumplir con las exigencias en materia de prevencidn de resgos laborales. En
eaneretn: las recogidas en el plan de prevenddn de la UMM y en las planificacionss preventivas de las unidades en las que se integrs la
investigacion. |gualmente, debie promover la realizacidn de reconacimientas médicos peribdices entre w personal; eumplic eon las

P solire idn de activi empresariakes en ol caso de que trabaje en el centro de trabajo de atra empresa o que
personal de atra empresa se desplace a las instalaciones de la UMH; y atender a las obligaciones formativas del personal en materia de
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prevencion de riesgos laborales. Le indicamos gue tiene & su disposicién al Servicio de Prevencidn de la UMH para ssesararle en esta
materia.

La informacion descriptiva bdsica del
presente trabajo serd incorporada al
repositorio  plblico de Trabajos fin de
Grado y Trabajos Fin de Master
autorizados por la Oficina de Investigacion
Responsable de la Universidad Miguel
Herndndez en el curso académico
2020/2021. También se puede acceder a
través de https://oir.umh.es/tfg-tfm/




