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1. RESUMEN
Debido al uso indebido y excesivo de antibiéticos, en los ultimos afios la
resistencia a antibidticos se ha convertido en una importante amenaza a nivel
mundial para la salud publica, lo que preocupa para el tratamiento de infecciones
en un futuro. Este fendmeno ha obligado a la busqueda de nuevas estrategias
para combatir infecciones bacterianas cuando estos farmacos no tengan efecto.
Una alternativa que ha surgido es el uso de bacteriéfagos, virus capaces de
infectar y matar bacterias de forma natural. La fagoterapia o terapia con
bacteriéfagos se presenta como una opcion eficaz y selectiva para tratar
infecciones bacterianas multirresistentes, ya que estos virus suelen atacar solo

bacterias especificas, minimizando asi el dafio a células humanas.

La presente revision bibliografica se ha basado en estudios de la base de datos
de Medline utilizando PubMed. En estos estudios son varios los que demuestran
que la fagoterapia presenta éxito al revertir infecciones bacterianas cuando se
utiliza sola. Sin embargo, al igual que ocurre con los antibidticos, se ha
evidenciado que el riesgo de que las bacterias desarrollen resistencia a los fagos
también esta presente. Con el fin de hacer frente a este riesgo, se esta
explorando el uso de fagos en combinacién con antibiéticos, asi como el uso de
fagos en combinacién, lo conocido como cdctel de fagos, lo que podria ofrecer

un enfoque mas robusto para el tratamiento de infecciones dificiles.

Ademas de su potencial como terapia directa, los fagos también estan siendo
utilizados en bioingenieria genética. Gracias a su capacidad para modificar el
ADN bacteriano, los investigadores estan explorando formas de personalizar
tratamientos y desarrollar nuevas estrategias para combatir bacterias

resistentes.

Estos estudios sugieren que la utilizacion de fagos en monoterapia presenta
desventajas frente a la utilizacion de coctel de fagos o combinacion de fagos con
antibioticos, lo cual podria ser clave para abordar la resistencia bacteriana. Es
importante sefalar la necesidad de mas investigacion para entender
completamente la seguridad y eficacia de esta terapia en contextos clinicos

variados.



2. INTRODUCCION

2.1. Laresistencia a antibiéticos
Los antibiéticos son medicamentos que combaten las infecciones causadas por

bacterias. Un buen uso de antibiéticos puede salvar vidas, curan infecciones que
de lo contrario podrian ser mortales. El problema viene cuando se hace un mal
uso de los antibidticos, ya que entonces las bacterias se modifican y se hacen
resistentes a estos. Como consecuencia se encuentran infecciones que cada vez

son mas dificiles de tratar.

Alexander Fleming, en su discurso de aceptacion del premio Nobel de Medicina
y Fisiologia en 1945 ya advirtio de que, si no se usaban los antibidticos de
manera adecuada, las bacterias se harian resistentes y estos dejarian de ser
efectivos. La prescripcion indiscriminada de antibiéticos en salud humana y
animal, asi como el mal uso de los mismos han favorecido a lo largo de las
Ultimas décadas la seleccion de bacterias resistentes a los antibiéticos. Estas
son especialmente preocupantes en los ambitos clinicos porque la ineficacia de
los antibidticos puede convertir cirugias menores en un riesgo mortal y puede

afectar a pacientes inmunodeprimidos.

Las bacterias resistentes son capaces de propagarse entre personas Yy
desarrollar infecciones para las que no existe tratamiento. Una bacteria
desarrolla resistencia a un antibiético cuando se produce algin cambio en ella,
que puede proteger a la bacteria de la accién del medicamento o neutralizar el
efecto de este. El problema es que cualquier bacteria que sobrevive a un
tratamiento con antibiéticos puede multiplicarse y transmitir sus propiedades de
resistencia. Es un fendmeno natural y esperable que las bacterias desarrollen
resistencia, pero la forma en la que se usan los antibioticos acelera esta
propagacion. Cada vez que se ha empleado un nuevo antibiético para el
tratamiento contra bacterias, estas se han adaptado a él, cada vez con mayor
rapidez, ya que necesitan de dos a cuatro afios para desarrollar un nuevo
mecanismo de defensa contra los antibidticos creando asi una resistencia a

estos.



En 2020, méas de 800 000 personas fueron infectadas en Europa por bacterias
resistentes a los antibidticos, que causaron neumonias, septicemias e
infecciones intrabdominales, entre otras enfermedades. Algunas infecciones que
tenian cura en el pasado se han vuelto dificiles o incluso imposibles de tratar. Si
la resistencia sigue aumentando, un pequefio corte, una infeccion leve o una
intervencion quirdrgica puede llegar a ser mortal. El coste estimado de la
resistencia a los antimicrobianos para los sistemas sanitarios en Europa es de

1.100 millones de euros anuales?!.

Para hacer frente a este problema, la Organizacién Mundial de la Salud (OMS)

recomienda2:

e Tomar antibioticos unicamente cuando los prescriba un profesional de la
salud.

e No exigir antibidticos si el profesional de la salud no los considera
necesarios.

e Segquir las indicaciones del médico sobre el uso de los antibioticos.

e No utilizar los antibiéticos que le hayan sobrado a otras personas.

e Lavarse las manos con regularidad.

e Preparar alimentos en condiciones higiénicas.

e \Vacunarse.

Desde hace ya afios existe una pandemia silenciosa que acaba con miles de
personas, causada por las superbacterias: cepas de bacterias con genes de
resistencia a farmacos. Una de cada cinco infecciones bacterianas resiste al
tratamiento con antibiéticos en la actualidad, esta resistencia es la responsable
de alrededor de 79.000 muertes cada afio. La resistencia a los antibiéticos
representa una amenaza a nivel mundial para la salud. De hecho, se espera que
para 2050 la resistencia a los antibiéticos provoque la muerte de 10 millones de

personas en el mundos.

2.2. Mecanismos de resistencia a los antibiéticos
La resistencia antibiética puede ser natural o adquirida. La resistencia natural es

propia de cada familia, especie o grupo bacteriano, y su aparicion es previa a la



exposicion al antibiético mientras que la resistencia adquirida es variable, y es

adquirida por una cepa de una especie bacteriana*.

Los mecanismos por los que las bacterias desarrollan estas resistencias son

variados, algunos de los principales son:

- Impermeabilidad: algunos antibioticos acceden al interior de las
bacterias a través de las porinas que son proteinas de membrana de la
bacteria que estan especializadas en el transporte de sustancias al
interior. Cuando las bacterias sufren ciertas modificaciones o mutaciones
en los genes que codifican las porinas pueden alterar su estructura y asi
impedir al antibidtico acceder al interior de la bacteria o directamente
disminuir su expresion.

- Modificacion enziméatica del antibiético: las bacterias son capaces de
producir una reaccién enzimatica capaz de inactivar el antibiético y que
pierda su efecto. Por ejemplo, los antibiéticos beta-lactamicos, los cuales
pueden ser inactivados al ser hidrolizados por las beta-lactamasas.

- Expulsion del antibiético por un mecanismo activo de bombeo: las
bombas de eflujo son proteinas de membrana presentes en las bacterias
que se encargan de expulsar al exterior de la bacteria compuestos toxicos
0 metabolitos. Si se produce una mutacion, estas proteinas pueden
identificar el antibiético como extrafio y expulsarlo, reduciendo su
concentracion en el interior de la bacteria.

- Modificacién de la diana o sitio de accién del antibiético: algunas
bacterias tienen la capacidad de modificar el sitio de accion del antibiético
para ejercer su accion, esto hace que el antibidtico no tenga afinidad por
el sitio al que se une, ya que este ha disminuido o directamente ha
desaparecido.

- Produccion de una enzima alternativa que evita el efecto inhibidor:
al producir una enzima diferente que deja sin efecto la enzima normal de
la propia bacteria. Esto ocurre en el caso de la trimetoprima, ya que las
bacterias desarrollan resistencia a esta al producir una dihidrofolato-

reductasa diferente®.



Entre las bacterias superresistentes estan incluidas Enterococcus faecium,
Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii,
Pseudomonas aeruginosa Yy especies de Enterobacter (denominadas
colectivamente ESKAPE).

La resistencia a todos los antibioticos estudiados en Escherichia coli ha
aumentado desde 2001 hasta 2020. Alrededor de una cuarta parte de las cepas

aisladas de sangre presentan resistencia a tres o0 mas familias de antibiéticos.

La resistencia a cefalosporinas de 32 generacion en Klebsiella pneumoniae ha
aumentado del 10,2% en 2010 al 30% en 2020. Este incremento se ha
acompafado del aumento significativo de la resistencia a otras familias de
antibioticos como fluoroquinolonas (30% de resistencia a ciprofloxacino en 2020)

y aminoglucésidos (17% de resistencia a gentamicina en 2020)°®.

2.3. Abordaje actual de la resistencia a los antibidticos
La resistencia a los antibioticos se produce con el uso indebido y excesivo de

estos farmacos, por lo que se pueden abordar diferentes medidas para frenar y

reducir el impacto de este fenémeno.

En primer lugar, la poblacién debe tomar conciencia de la importancia del
correcto uso de los medicamentos y tomarlos inicamente cuando un profesional
sanitario lo prescriba y seguir las indicaciones de uso. No deben usar antibiéticos
gue hayan sobrado de otros tratamientos anteriores. Ademas, hay que mantener
una buena higiene de manos, evitar el contacto con enfermos, adoptar medidas
de proteccion en las relaciones sexuales y mantener las vacunaciones al dia. Es
importante preparar alimentos en condiciones higiénicas y elegir aquellos en
cuya produccion no se hayan utilizado antibiéticos con el fin de estimular el

crecimiento ni de prevenir enfermedades en animales sanos.

Por parte de los organizadores de politicas se pueden poner en practica planes
nacionales de accion para hacer frente a las resistencias, mejorar la vigilancia
de las infecciones resistentes, reforzar las politicas, programas y aplicacion de
medidas de prevencion y control e informar sobre el impacto de la resistencia a

los antibiodticos.



Los profesionales de salud deben prescribir y dispensar antibiéticos solo cuando
sean necesarios y notificar las infecciones resistentes a los antibioticos a los
equipos de vigilancia. Sobre todo, deben informar a los pacientes de la toma
correcta de los antibioticos y la importancia de terminar el tratamiento, asi como
concienciarlos de cdmo se pueden prevenir las infecciones (vacunas, lavandose

las manos, proteccion en las relaciones sexuales, etc.).

El Plan Nacional frente a la Resistencia de Antibi6ticos 2022-2024 (PRAN) es
una apuesta de la Agencia Espafiola del Medicamento y Productos Sanitarios
(AEMPS) en respuesta a la creciente aparicion y propagacion de las infecciones
causadas por bacterias resistentes a antibioticos. El PRAN es una iniciativa “One
Health” que incluye salud humana, sanidad animal y medioambiente, y esta

estructurada en seis lineas estratégicas’:

Linea 1: Vigilancia del consumo de antibi6ticos y de la resistencia a los
antibiéticos.

- Linea 2: Control de la resistencia a los antibioticos

- Linea 3: Prevencion de la necesidad del uso de los antibioticos

- Linea 4: Estrategia en investigacion.

- Linea 5: Desarrollo de formacién especifica.

- Linea 6: Comunicacion y sensibilizacién de la poblacion.

El abordaje terapéutico empleando la combinacion de antibiéticos para potenciar
su efecto mediante diferentes mecanismos de accion, asi como antibiéticos de
uso restringido, es indispensable para la lucha contra las superbacterias. Los
antibioticos de uso restringido son aquellos que se utilizan para el tratamiento de
cuadros infecciosos determinados, estan reservados cuando el tratamiento de
primera eleccion no ha funcionado. La utilizacion de estos antibidticos debe estar
visada por el infectélogo a través de un Protocolo de Antibidticos de Uso
Restringido que rellena el médico para justificar su uso y asi asegurarse de que
se utilizan correctamente. Asimismo, es crucial poder emplear terapias dirigidas
mediante el uso de antibiogramas que indiquen la sensibilidad especifica de la

bacteria(s) que esté causando una infeccién complicada o resistente.



2.4. Nuevas lineas de investigacion ante las resistencias

Hasta hace unos afios, la industria farmacéutica actuaba desarrollando farmacos

mas caros frente a la aparicion de bacterias superresistentes incrementandose

asi el coste de atencidn sanitaria y la carga econdmica para la sociedad.

Es necesario afrontar nuevas lineas de investigacion frente a lo que parece ser

la nueva pandemia silenciosa por la falta de sensibilizacion internacional de esta

problematica. Los grupos de investigacion publicos, ya concienciados del

problema impulsan el desarrollo de nuevas herramientas y estrategias que

exploran, con mas o menos éxito®.

Trasplante de microbiota fecal: la microbiota mas abundante del ser
humano reside en el tracto intestinal, y consta de numerosas bacterias,
virus 'y hongos que viven en el contenido intestinal. Estos
microorganismos confieren resistencia ante infecciones, asi como ante
procesos inflamatorios y frente al desarrollo de neoplasias o
autoinmunidad. Esta terapia se basa en la introduccion de una suspension
de microbiota fecal, debidamente procesada y derivada de un donante
sano, que es inoculada en el tracto gastrointestinal de un individuo
enfermo®.

Vacunacién: se han indicado beneficios significativos de la vacunacion
en la reduccién de la carga de resistencia a los antimicrobianos para
patdgenos especificos. La disminucién de la carga de morbilidad debida
a patdgenos susceptibles y resistentes deberia disminuir el uso de
antimicrobianos, y como consecuencia aumentar la proporcién de
organismos susceptibles aislados™.

Anticuerpos IgY: Esta terapia se basa en la inmunizacion de pollos con
antigenos especificos, esto permite crear anticuerpos especificos

dirigidos a una amplia gama de bacterias resistentes a los antibioticos.

Los anticuerpos estan dirigidos a varios antigenos del mismo
microorganismo, lo que reduce la posibilidad de desarrollar resistencia a
todos estos antigenos al mismo tiempo, ya que precisa de muchos genes

para su sintesis. Esta aproximacion puede resultar ventajosa frente a los



antibioticos y, ademas, no causa alteracion de la flora del huésped porque
los tratamientos se dirigen a patdégenos especificos que causan

enfermedadesii,

Inhibidores de bombas de eflujo: Una de las posibilidades para reducir
la aparicion y propagacion de la resistencia a los antibidticos es el uso de
compuestos  antirresistencia  capaces de  resensibilizar  los
microorganismos resistentes a los antimicrobianos actuales. Para ello,
han surgido como objetivos adecuados las bombas de eflujo de multiples
farmacos, cuya inhibiciébn puede aumentar la susceptibilidad bacteriana a
varios antibiéticos?2.

Nanotecnologia: La nanotecnologia utiliza materiales y estructuras que
miden de 1 a 100 nandmetros. Los nanomateriales confieren mecanismos
gue matan las bacterias sin usar antibioticos, los cuales pueden generar
dafos letales a los patégenos a través de procesos predominantemente
fisicos o bioquimicos. Hay nanoestructuras que toman una forma afilada
a modo de cuchillas: cuando las superficies cierran a las bacterias, estas
estructuras las perforan y crean poros que destruyen las células de los
agentes infecciosos?s.

Terapia con fagos: La fagoterapia es una alternativa terapéutica
prometedora frente a la resistencia a los antibiéticos. Los bacteriéfagos
son depredadores naturales de las bacterias, estos reconocen e infectan
a sus bacterias objetivo, lo cual les permite producir nuevos bacteriéfagos.
Al final, las bacterias estallaran y liberardn nuevos bacteriéfagos en la
zona, que a su vez pueden infectar a otras bacterias reiniciando el

proceso™.

Potencial terapéutico de la fagoterapia en la lucha contra las
superbacterias

Un bacteriofago (o fago) es un virus que infecta a las bacterias. Los bacteriéfagos

varian mucho en su forma y material genético. EI material genético esta

contenido dentro de una cubierta proteica o capside como se puede observar en

la figura 1, la cual esta conectada a la cola a través del collar. La cola, en su
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extremo mas distal, estd en contacto con espiculas que reconocen lugares de

acoplamiento en los receptores de la superficie bacteriana celular.

Capside

Cola

Estructura de un bacteri6fago. Imagen de elaboracién propia creada con

ayuda de BioRender.com

El ciclo de vida de los bacteri6fagos comienza con el llamado paso de “adsorcion”
gue se basa en el acoplamiento a los receptores de la pared celular bacteriana,
con el fin de que el fago pueda entrar a la bacteria. La mayoria se adsorben por
la pared bacteriana, pero hay algunos que lo hacen sobre el flagelo o los pili

sexuales.

Después de unirse al receptor, los fagos crean un poro en la pared celular para

inyectar su material genético mientras la capside viral permanece en el exterior.

A partir de aqui, los fagos pueden actuar mediante 4 ciclos diferentes para
infectar la bacteria hospedadora: litico, lisogénico, pseudo-lisogénico e infeccién

cronica.

- Ciclo litico: Tras unirse al receptor, se produce la activacion de genes
fagicos de expresion rapida, lo que deriva en la reproduccién de material
genético y proteinas virales. Después, se puede observar un proceso de
empaquetado de fagos. Finalmente, enzimas tardias de los fagos se
emplean para la liberacion de viriones hacia el entorno extracelular, que

ocurre tras la lisis de la bacteria [Figura 2].

11



1. Adsorcion ST 2. Penetracion '--i J

Cromosoma
bacteriano

3. Copiado de ADN y
sintesis de proteinas

l

5. Lisis )
Byr )
& ,:@‘ .

Ciclo litico de un bacteri6fago. Imagen de elaboracién propia creada

con ayuda de BioRender.com

Ciclo lisogénico: En este ciclo, después de que el fago se una al receptor
de la bacteria, integra su contenido en forma de profago enddgeno, y
permanece dentro del ADN de la bacteria por largos periodos. El profago
se transmite en cada division celular, y los factores ambientales pueden
estresar la bacteria e inducir la evolucion del fago hacia un ciclo litico. Por
lo tanto, esto provoca que los fagos lisogénicos no sean aptos para la
terapia fagica convencional, sin embargo, este proceso puede ser
utilizado de manera terapéutica usando los fagos para la transferencia de
genes de forma que provoquen que las bacterias sean mas sensibles a

determinados antibioticos [Figura 3].
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Ciclo lisogénico de un bacteriéfago. Imagen de elaboracién propia

creada con ayuda de BioRender.com

- Ciclo pseudo-lisogénico: Este ciclo ocurre cuando el ADN viral aparece
en forma de plasmido en la bacteria, pero de forma independiente, por lo
gue no hay multiplicaciéon del genoma fagico. Esto puede ser causado por
factores que son desfavorables para la replicacion del fago, pero cuando
estos factores mejoran, el fago evoluciona a su ciclo lisogénico o litico

- Infeccion crénica: Ocurre cuando el fago muta, y su material genético
forma parte del cromosoma bacteriano. La bacteria estaria infectada, pero

ocurre de manera que se libera la progenie del fago sin lisar la bacteria *°.

Por lo tanto, los bacteri6fagos son capaces de eliminar superbacterias que han
sido resistentes a otros antibioticos, lo que hace que esta nueva terapia, la
fagoterapia, sea altamente prometedora ante esta lucha que tanto amenaza a la
salud actualmente. A diferencia de los antibidticos, los bacteriéfagos
permanecen en el cuerpo por mas tiempo y su multiplicacién depende de la
bacteria huésped, por lo tanto, no se necesitan dosis repetidas ya que la cantidad
de bacteriéfago aumenta en el sitio de la infeccion debido a su proliferacion en
el huésped bacteriano. Los bacteridofagos se encuentran en nuestro ecosistema,
por lo tanto, los humanos presentan una continua exposicién a estos, lo que los

hace mas seguros a nivel inmunolégico.

En definitiva, la fagoterapia se presenta como una alternativa terapeutica
bastante esperanzadora frente a las terapias actuales, ya que se esta viendo

como cada vez son mas los casos en los que las terapias actuales contra las
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infecciones no presentan los resultados esperados. Sin embargo, todo apunta a
que la fagoterapia podria acabar con las infecciones por bacterias
superresistentes que no responden a ningun tratamiento. En cambio, el empleo
de bacteriéfagos todavia no es una realidad total, ya que son muy pocos los
centros en Espafa que se dedican a la preparacion de cocteles de fagos, por lo
gue eso presenta una limitacion bastante importante respecto a su uso. Ademas,
al ser altamente especificos, es complicado encontrar un bacteriéfago para la
bacteria a tratar.

2.6. Métodos de deteccion de fagos
Como ya se ha comentado, los fagos presentan una alta especificidad, por lo

gue a menudo, encontrar un fago que se dirija a una cepa de bacterias concreta
puede ser complicado. Para ello se han desarrollado una serie de métodos de

identificacion de fagos:

-  Meétodo de agar de doble capa: es el mas tradicional. Consiste en colocar

el bacteriéfago en un césped de la bacteria original. Puede llegar a tardar
48 horas, por lo que en los casos en los que un diagndstico rapido es
crucial no es conveniente.

- Metodologias de PCR en tiempo real: este método requiere un conjunto

de cebadores y condiciones optimizadas para casi todos los fagos, lo cual
cuando se trata de colecciones de fagos grandes no es de alto
rendimiento ni factible.

- Citometria _de flujo: es rapido, pero tiene un rendimiento bajo y

probablemente no sea universal.

- Liberacion de enzimas: se mide la liberacidon de enzimas de las células

bacterianas debido a la lisis celular inducida por fagos. Esta liberacion se
detecta mediante la generacion de una bioluminiscencia o sefial de color
después de la escision de un sustrato especifico. Se trata de una técnica
de alto rendimiento y en teoria funciona con cualquier fago, pero
posiblemente sea necesario optimizarlos para cada especie bacteriana.

- Técnicas de resonancia de plasmones superficiales: las bacterias se

inmovilizan en chips sensores de oro utilizando avidina-biotina y la union
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de los fagos a las bacterias y la consiguiente lisis bacteriana se puede
detectar y medir con alta sensibilidad en dos horas. Pero presenta bajo
rendimiento.

- Respiracién celular: la respiracion celular se mide mediante quimica redox

con la reduccion de un tinte de tetrazolio que produce un cambio de color
medido en placas de microtitulacion. Cuando hay una infeccion por fagos
se detecta una reduccion del color debido a la reduccién del crecimiento
bacteriano. Es simple y de alto rendimiento, pero podria limitarse a
bacterias aerobicas.

- Andlisis de la cinética de densidad 6ptica en cultivos bacterianos para la

deteccion y cuantificacién de fagos: este método detecta fagos en

cantidades bajas con un tiempo de respuesta de 3,5 horas y es
susceptible de miniaturizacidén y automatizacion para aplicaciones de alto
rendimiento que pueden implementarse en analisis de rutina. El
inconveniente es que no siempre es observable para los fagos liticos, ya
que se basa en un cambio en la densidad Optica del cultivo bacteriano.

Por lo tanto, es necesario implementar un método simple, rapido y de alto
rendimiento para la deteccion de fagos, con el fin de que se utilice como opcién

de tratamiento’®.

En esta presente revision bibliografica, se expondran los resultados obtenidos
por diferentes estudios para tratar de concluir si el uso de bacteriéfagos puede
llegar a ser beneficioso para el tratamiento de infecciones resistentes a

antibiéticos.
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3. OBJETIVOS
El objetivo de este trabajo consiste en reflejar los resultados basados en
diferentes estudios acerca del potencial terapéutico de los bacteriéfagos en el
tratamiento de infecciones resistentes a antibioticos. Para ello se plantean los

siguientes objetivos especificos:

- Reunir los estudios mas recientes en los que se refleje el uso de la terapia
con bacteriéfagos.

- Exponer las posibles resistencias de las bacterias a los fagos, asi como
su forma de abordarlas.

- Valorar las combinaciones terapéuticas de bacteriéfagos con antibiéticos,
asi como otras terapias que puedan ser de utilidad.

- Determinar las estrategias terapéuticas de los fagos derivadas de la

bioingenieria de estos.

4. METODOLOGIA
Con el fin de recopilar articulos empleados en la presente revision bibliografica,
la base de datos empleada ha sido Medline a través del buscador Pubmed.

Debido al amplio tema a tratar se han realizado dos busquedas diferenciadas:

* Resistencia a antibioticos y fagoterapia

* Bioingenieria de fagos

Los descriptores utilizados en la primera busqueda han sido los siguientes:

Términos Descriptores DeCS Mesh

Farmacorresistencia Resistencia a Drug Resistance
medicamentos

Fagoterapia Terapia de Fagos Phage Therapy

Antibibticos Antibacterianos Anti-Bacterial Agents

Tabla 1. Términos y descriptores utilizados en la busqueda

Estos descriptores han sido combinados de las siguientes formas:
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e ("Phage Therapy/trends"[Mesh]) AND ("Drug Resistance"[Mesh] AND
"Anti-Bacterial Agents"[Mesh])) Filters: English, Spanish
o 2 articulos
o Al acceder a la caja de busqueda “Phage Therapy” se ha
seleccionado dentro de esta “Phage Therapy/trends” para ver las
tendencias actuales de la fagoterapia. Se ha afiadido el operador
booleano “AND”. Se ha agrupado “Drug Resistance” junto a Anti-
Bacterial Agents” para centrar en la resistencia de antibacterianos
e (("Drug Resistance, Bacterial'[Mesh]) OR "Drug Resistance, Multiple,
Bacterial"[Mesh]) AND "Phage Therapy"[Mesh] Filters: English, Spanish
o 125 articulos
o Al buscar el término “Drug Resistance” se han seleccionado dos
términos concretos del tema a los que se les ha afiadido el
operador booleano “OR” (entre la “Drug Resistance, Bacterial’ y
“Drug Resistance, Multiple Bacterial”)
e ("Anti-Bacterial Agents"[Mesh]) AND "Phage Therapy"[Mesh]

o 281 resultados

En la segunda busqueda, la caja de busqueda que se ha utilizado con la
combinacion de dos términos (Tabla 2) es la siguiente:

Términos Descriptores DeCS Mesh
Fagoterapia Terapia de Fagos Phage Therapy
Bioingenieria Bioingenieria Bioengineering

Tabla 2: Términos y descriptores usados en la busqueda

e ("Phage Therapy"[Mesh]) AND "Bioengineering"[Mesh]

o 9 articulos

Finalmente, se han empleado los siguientes criterios de exclusién e inclusion

durante la busqueda y seleccion de articulos:

e Criterios de inclusioén:
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o Articulos publicados en los ultimos 4 afios
o Articulos originales preclinicos y clinicos
o Centrados en el tratamiento de bacterias multirresistentes con
fagoterapia en combinacion o no con antibiéticos
e Criterios de exclusion
o Fuera de la tematica del estudio.
o ldioma diferente a inglés o espafiol.

o No accesible a través del acceso personalizado de la UMH.

En la figura 4 se representa el diagrama de flujo que se ha seguido en la
bldsqueda bibliogréfica hasta la obtencion de las referencias que se analizan en
el apartado de resultados.

l' Aplicando criterios de
inclusion y exclusion

=

Tras una lectura
exhaustiva

Esquema de la busqueda bibliogréfica realizada

5. RESULTADOS
Las investigaciones sobre el uso de la fagoterapia como alternativa terapéutica
frente a las bacterias superresistentes basan sus esfuerzos en averiguar y
demostrar su eficacia, efectividad y seguridad, asi como sus ventajas selectivas
frente a las terapias ya existentes. Para la presente revision bibliografica se han
seleccionado una serie de infecciones mas comunes (aunque no las unicas) por
las que se han llevado a cabo una serie de ensayos clinicos y preclinicos, in vivo
e in vitro evaluando asi la eficacia de la fagoterapia en estas infecciones.

Finalmente, se expondran las combinaciones terapéuticas 0 variaciones
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terapéuticas que se han llevado a cabo para mejorar y optimizar la eficacia de

esta terapia.

5.1. Estado actual de la terapia con fagos
Actualmente, la mayoria de ensayos clinicos no han logrado proporcionar

evidencia inequivoca de la eficacia de la terapia con fagos, aun asi, esta
aumentando el numero de estudios de casos en los que la terapia con fagos se

utiliza para tratar infecciones potencialmente mortales.

Es evidente el creciente interés de la fagoterapia por parte de pacientes y
médicos, sobre todo en aquellos casos en los que las alternativas son escasas
o nulas. Es por esto que ya se han creado algunos bancos de fagos. Los
investigadores de fagos deben alimentar estos bancos para tener una mayor

cobertura de especies bacterianas.

Entre el éxito para las terapias con fagos es muy importante garantizar calidad y
seguridad. Por lo tanto, actualmente la terapia con fagos presenta desafios

como:

- Cumplir con los requisitos actuales de calidad y seguridad.

- Garantizar la estabilidad de las preparaciones de fagos durante largos
periodos de tiempo.

- Desarrollar un ensayo de alto rendimiento para la deteccién de fagos.

- Superar la actividad limitada de los fagos en las biopeliculas.

- Controlar y superar el desarrollo de resistencia bacteriana a los fagos.

- Establecer un marco regulatorio mas adecuado a los productos de los

fagos.

De igual forma, también es importante ir desarrollando nuevos enfoques

mejorados en la terapia con bacteridfagos:

- Terapias combinadas antibioticos y bacteriéfagos
- Explotacién de herramientas de biologia sintética para disefiar fagos con

caracteristicas mejoradas’®.

19



5.1.1. Terapia con fagos en trasplantes
Las infecciones causadas por bacterias multirresistentes en pacientes sometidos
a trasplantes representan un desafio critico. Los trasplantes implican la
introducciéon de un oOrgano extrafio al cuerpo, lo que requiere supresion
inmunologica para evitar el rechazo del 6rgano trasplantado. Esta supresion
inmunoldgica debilita las defensas del paciente, haciéndolo especialmente
vulnerable a las infecciones, y si ademas son causadas por bacterias

multirresistentes, la situacién se vuelve aun mas compleja y peligrosa.

En un estudio realizado en marzo de 2023, se tratd con terapia con fagos
inhalados a una mujer con fibrosis quistica y sepsis grave por Burkholderia
multivorans 3 afios después de un trasplante de pulmén que, a pesar del
tratamiento con antibiéticos, continué deteriorandose. La paciente recibi6 el fago
Bch7 inhalado (dia 0) bajo uso compasivo a 3,33 x 10°UFP por dosis (3 ml por
dosis, donde cada dosis contenia 1543 unidades de endotoxina) tres veces al
dia (para un total de 1x10'" UFP/dia, es decir, 9 ml administrados por dia) a
traves de un circuito de ventilacion mecanica utilizando un nebulizador de chorro
AirLife (Vyaire Medical, Mettawa, IL) segun los procedimientos habituales de la
unidad de cuidados intensivos, ademas de antibiéticos. La administracion inicial
de fagos fue bien tolerada y no se observaron efectos secundarios inmediatos.
Para el dia +1, la paciente comenzé a mejorar durante los siguientes 4 dias. Sin
embargo, el dia 5 comenz6 a empeorar. Se tomo la decisién de administrar una
Unica dosis intravenosa de fagos, se infundieron 0,5 ml de fagos diluidos en 100
ml de solucion salina normal durante un periodo de 3 h. La condicién de la
paciente, continué empeorando. La paciente finalmente falleci6 el dia +8. En esta
paciente, aunque no hubo eventos adversos inmediatos relacionados con la
terapia con fagos, no se puede excluir la posibilidad de que el empeoramiento
clinico y la eventual muerte estuvieran relacionados con la administracion de

fagos, tal vez al facilitar la liberacion de citocinas®’.

5.1.2. Terapia con fagos en infecciones respiratorias
El estudio de la fagoterapia en infecciones respiratorias es un area de

investigacion cada vez mas relevante, especialmente frente al creciente desafio
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gue representa la resistencia a los antibidticos. Las infecciones respiratorias
tienen una importancia particular frente a otras infecciones debido a varios
factores criticos porque combinan alta transmisibilidad, impacto significativo en
la salud publica, escasez de opciones de tratamiento y un costo econémico y

social elevado.

Acinetobacter baumannii es un patégeno oportunista gramnegativo que causa
neumonia grave y exhibe cierta resistencia intrinseca a multiples clases de
antiinfecciosos como por ejemplo los beta-lactdmicos (penicilinas, cefalosporinas
y carbapenémicos), quinolonas y fluoroquinolonas, aminoglucésidos,
tetraciclinas... Por lo que las opciones terapéuticas para tratar Acinetobacter
baumannii son limitadas y a menudo implican el uso de antibidticos “antiguos”
como la colistina o tigeciclina que pueden tener efectos secundarios

significativos.

En el afio 2021 se realiz6 un estudio con el fago vB_AbaM_Acibel004 de la
familia Myoviridae, para valorar la capacidad de acabar con la infeccion en
ratones. Se utilizaron ratones hembras C57BL/6N, libres de patdgenos que
presentaban de 8 a 10 semanas de edad. Fueron infectados por via intranasal
con 5x108UFC de A.baumannii y entonces se controlaron parametros como la
temperatura y el peso corporal. Tras doce horas infectados, se administré6 una
aplicacion unica de 5x10° UFP/mL de fagos o solucion de control mediante
aerosolizacién intratraqueal después de la intubacion orotraqueal bajo anestesia
con isoflurano. La eleccion del fago a utilizar se hizo a partir de un aislado clinico
de Acinetobacter baumannii de un brote anterior para determinar la
susceptibilidad contra un panel de bacteriéfagos previamente aislados y
caracterizados. Una vez que estaba elegido, se empled un proceso secuencial
para reducir los niveles de endotoxinas en la suspension de fagos preparada.
Finalmente se evalué su uso terapéutico contra la infeccién pulmonar por
Acinetobacter baumannii en ratones inmunocompetentes y pulmones humanos
en cuanto a eficacia y posibles efectos adversos, al demostrarse que el fago
elegido era eficaz y no provocaba efectos adversos detectables, se confirmé su

utilizaciéon en el estudio.
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Se demostré una mejora de la condicion clinica y una reduccion de la carga
bacteriana de los pulmones de los ratones infectados que fueron tratados con
fagos. El tratamiento con fagos se asocio con recuentos bacterianos méas bajos

en pulmones y bazo.

Dichos hallazgos mencionados fueron validados en un modelo ex vivo utilizando
tejidos pulmonares humanos extirpados. Después de dos horas de tratamiento
no se pudo aislar ninguna bacteria viable. Tras dos horas adicionales la viabilidad
de las bacterias estuvo comprometida excepto en dos muestras que mostraron

crecimiento detectable.

Finalmente, los resultados del estudio demostraron que el resultado de la
neumonia tras una infeccion pulmonar por A. baumannii en ratones
inmunocompetentes es mejorable mediante la administracion de una dosis Unica
de fagos. Es importante destacar la falta de efectos inflamatorios u otros efectos
adversos, lo que fomenta mayores esfuerzos para desarrollar fagos para

aplicacion clinica contra infecciones pulmonares A. baumannii’e.

Por otro lado, en otro estudio realizado en 2022 se revelaron los éxitos de una
terapia de fagos, en este caso en combinacion con antibiéticos. Trata de un
hombre de 52 afios que presentaba fiebre, tos, debilidad generalizada y
disminucién del apetito, lo cual reveld una infeccidn por Acinetobacter baumannii.
El paciente estuvo 19 dias en terapia con antibiéticos. El prondstico de estos
pacientes es malo, y la tasa de mortalidad suele acercarse al 50% o mas. En
base a estos hallazgos y con pocas opciones de antibiéticos para continuar otra
terapia, se decidi6 iniciar una terapia con bacteriéfagos en combinacion con la
terapia de antibidticos. Para seleccionar el bacteriéfago, se enviaron 23 aislados
previamente sensibles a Acinetobacter baumannii desde el Instituto de Salud
para Investigacion y Desarrollo del Desarrollo Humano y Rehabilitacién, de los
cuales se identificaron dos perfiles de sensibilidad. Se cogié un aislado de la
muestra de esputo del paciente y se envid al laboratorio para determinar si
alguno de los dos bacteriéfagos seria candidato, y el aislado AbW4878g1 inhibid
el crecimiento de la muestra del paciente durante aproximadamente 40 horas,

por lo que fue el seleccionado. En este momento se procedié a la administracion
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de bacteriofagos, continuando con la terapia de antibidticos la cual se
administraba fuera de un periodo minimo de 2 horas antes y después de la
infusion de bacteriéfagos intravenosos y nebulizados, asi se conseguia que las
bacterias residuales fueran lo suficientemente robustas como para soportar la
replicacion exponencial de los bacteriéfagos. Respecto a los efectos adversos,
fueron controlados y al no observarse nada alarmante la terapia continud. Se
observé que la carga de Acinetobacter baumannii se redujo significativamente,
por lo que se aprobd continuar con el tratamiento. Después del tratamiento con
nebulizaciéon y terapia con bacteriéfagos intravenosos junto con antibiéticos
durante un total de 35 dias, la condicidén del paciente mejor6 significativamente.
Finalmente, el paciente fue dado de alta y se derivé a un centro de rehabilitacion
a largo plazo para continuar con la atencibn médica. La mejoria clinica del
paciente sugiere que la terapia con bacteri6fagos en combinacion con
antibioticos puede ser un método eficaz para atacar a los patdgenos. El resultado
es alentador y proporciona un enfoque alternativo para tratar a pacientes con

Acinetobacter baumannii resistentes a antibiéticos’®.

Por otro lado, en los pacientes con fibrosis quistica cada vez es mas comun la
infeccion por Mycobacterium abscessus, una micobacteria no tuberculosa que,
debido a su resistencia intrinseca a los antibiéticos y a sus mecanismos de
defensa, presenta desafios significativos para el tratamiento. Algunos ejemplos
de antibidticos que suelen ser ineficaces contra Mycobacterium abscessus son
los beta-lactamicos, las quinolonas y fluoroquinolonas (aunque a veces presenta
sensibilidad con el ciprofloxacino), algunos aminoglucésidos, macrélidos... La
resistencia significativa de esta bacteria resalta la necesidad de desarrollar

nuevos enfoques para tratar infecciones resistentes.

En un estudio realizado en 2023, se administraron fagos a 20 pacientes con
infeccion por Mycobacterium abscessus por via intravenosa, mediante
aerosolizaciébn o ambos, con caracter compasivo y se monitorizo a los pacientes
para detectar efectos adversos. Finalmente, no se observaron efectos adversos
que fueran atribuidos a la terapia en ningun paciente, las dosis fueron bien
toleradas, y se observaron respuestas clinicas o microbiolégicas favorables en 5
pacientes y respuestas parciales en 6 pacientes. Se identificaron anticuerpos
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neutralizantes en el suero después del inicio de la administracion de fagos por
via intravenosa en 8 pacientes, lo que contribuy6 a la falta de respuesta al
tratamiento en 4 casos, pero no se asociaron consistentemente con respuestas
desfavorables en otros. Aunque sigue siendo un desafio la terapia con fagos, se
concluyé que puede ser una opcidn para pacientes que carecen de otras

opciones de tratamiento?.

5.1.3. Terapia con fagos en infecciones cutaneas
El acné vulgar es un trastorno inflamatorio crénico que afecta al 80% de la
poblacién durante la adolescencia, asi como a algunos adultos. Cutibacterium
acnes es una bacteria gram positiva, lipdfila, anaerdbica y miembro del
microbioma de la piel que desempefia un papel importante en el desarrollo del
acné. En las ultimas dos décadas se ha documentado un aumento global

alarmante de cepas de C.acnes resistentes a los antibioticos.

En un estudio realizado en 2023 se evaluo el potencial de la terapia con fagos
en un modelo de lesiones similares al acné inducidas por C.acnes en 38 ratones
ICR hembras de 8 semanas de edad. Se seleccion6 el fago FD3, tras valorar en
primer lugar su estabilidad en gel de carbopol durante 30 dias a 4°C, este fue el
mas estable, ya que no present6 una reduccion significativa del titulo durante los
30 dias. En primer lugar se les administraron dos inyecciones intradérmicas de
la cepa 27 de C.acnes o solucién salina en ratones, seguida de la aplicacién
topica de sebo humano artificial. Tal y como se ve en la figura 5,
aproximadamente en el dia 3, se establecieron las lesiones, por lo que se
dividieron en dos grupos, uno tratado con fago FD3 en gel de carbopol y otro
tratado Unicamente con gel de carbopol. Ningun raton mostré ningin evento
adverso durante este experimento. Finalmente, al décimo dia los ratones fueron
sacrificados. Respecto a la capacidad de los fagos FD3 de atravesar la piel de
espesor total de ratones, se observo que efectivamente era capaz de cruzar la
piel de ratdbn ya que se pudieron detectar niveles crecientes de UFC con el
tiempo, hasta 6 horas después en gel de carbopol.
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Figura 5: Infeccién por C.acnes en ratones hembra ICR y posterior tratamiento y
evaluacion de la eficacia de los fagos. Imagen de elaboracién propia creada con ayuda

de BioRender.com

Respecto a las lesiones inducidas por C.acnes, la aplicacion diaria de FD3
durante cinco dias consecutivos mejord significativamente la gravedad de las
lesiones, basandose en su diametro, papulacion/elevacion y presencia y
gravedad de escaras sobre las lesiones. En la figura 6 se observa la mejora
significativa en las lesiones de acné antes de ser tratados por el fago y después.
En resumen, se observaron mejoras significativas entre el grupo de los tratados

y no tratados.

Figura 6: Infeccion por C.acnes en ratones previamente a ser tratados por el fago y
una vez que se han observado los resultados del fago. Se trata de 3 ratones
diferentes, en las imagenes de arriba (A-C) encontramos imégenes de las marcas de
acné previas a ser tratadas por fagos, mientras que las imagenes de abajo hacen
referencia a esos mismos ratones una vez tratados con fagos. Comparando las

imagenes de arriba con las de abajo, se puede observar claramente una mejora
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significativa. Imagen extraida de Rimon A et al. 2023. doi: 10.1038/s41467-023-36694-
8. PMID: 36813793; PMCID: PMC9947178.

Finalmente, se demostro el potencial de la terapia con fagos como una
herramienta adicional a los antibiéticos, dada la creciente resistencia a estos?!.

5.1.4. Terapia con fagos en infecciones urinarias
En el aflo 2021, se realizd una terapia experimental con bacteriéfagos en un
hombre de 60 afios que desarrollé una infeccion cronica del tracto urinario (ITU)
con Klebsiella pneumoniae resistente a mdultiples farmacos, después de un
trasplante de rifion. El paciente, antes de ser receptor de tratamiento con
bacteri6fagos se sometid a varias intervenciones, que llevaron hasta a 10
episodios graves de ITU con hospitalizaciones. El paciente fue remitido a la
Unidad de Terapia con Fagos (PTU) ante pocas otras opciones de tratamiento.
Se inici6 una aplicacién intrarrectal del preparado de fagos especifico contra la
cepa, a una dosis de 10 mL dos veces al dia. Al quinto dia el paciente empez6 a
tener dolor en el area lumbar acompafiado de aumento de la temperatura
corporal, lo que llevé a detectar quistes en los riflones del paciente, por lo que
se decidié empezar tratamiento con meropenem junto a los bacteriéfagos. No se
observaron reacciones adversas especificas del bacteridfago y no se produjeron
intolerancias durante todo el periodo de tratamiento combinado. El tratamiento
durd 29 dias en total, pero debido a los episodios infecciosos recurrentes previos,
los rifiones presentaban quistes con contenido sospechoso de caracter
infeccioso, las cuales probablemente fueran no penetrables en un grado 6ptimo
ni por antibidticos ni por fagos, por lo que fue calificado para una reseccion
planificada de su rifidén poliquistico izquierdo. El paciente finalmente fue dado de
alta el cuarto dia después de la cirugia, sin signos de infeccion. Aunque no se
haya podido observar la eficacia de los fagos, si se confirma que estos han sido
seguros, ya que no causo efectos secundarios ni afectd negativamente a la

funcién renal?2,

A continuacion, se presenta una tabla [Tabla 3] con el resumen de este primer
bloque, con el fin de llegar a entender y visualizar mejor los resultados de los

estudios presentados.
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TIPO DE SUJETOS DISENO DEL ESTUDIO METODOLOGIA RESULTADOS REFERENCIA
INFECCION
Asociada a | Mujer 32 afios con | Estudio de la sensibilidad para eleccién del Para valorar la eficacia de la No EA (efectos adversos). Haidar G et al.
trasplante de | fibrosis quistica y fago fagoterapia se midio la Al 8 dia el paciente fallecio 2023. PMID:
érgano sepsis grave por 3 mL del fago Bch7 inhalado tres veces al ventilacion, hemodinamica y 36864824
B. multivorans dia y tras 5 dias 0,5 mL de fagos diluidos en leucocitosis. Ademas de PMCID:
100 mL durante 3 h recogerse cultivos PMC10085838
respiratorios
Respiratoria Ratones hembra 1° Fueron infectados por via intranasal por Se estudiaron muestras de No EA Wienhold SM et
C57BL/6N A.baumannii los pulmones y bazo para El resultado de la neumonia al. 2021 doi:
infectados por 2° Aplicacion unica de 5x10° UFP/mL de valorar la carga bacteriana mejoré 10.3390/v140100
A.baumannii cB_AbaM_Acibel004 de la familia Myoviridae | asi como la condicion clinica 33. PMID:
35062236;
PMCID:
PMC8778864.

Hombre de 52
afos infectado por
A.Baumannii

Administracién de antibiéticos en
combinacion con el fago AbW4878¢1.
Los antibiéticos se administraban en un
periodo minimo de 2 horas antes y después
de los bacteriéfagos

La bilirrubina, aspartato
aminotransferasa, alanina
aminotransferasa y dafo

total se controlaron
diariamente. No parecié dar
ninguna disfuncién de ningun
érgano.

J carga bacteriana
35 dias después, el paciente
mejoré

Rao S et al. 2022.
PMID: 34662188;
PMCID:
PMC876527

20 pacientes Administracién de fagos por via intravenosa, | Se monitorizé a los pacientes No EA Dedrick RM et al.
infectados por mediante aerosolizacion o ambos, con para detectar efectos Respuesta favorable 5 2023. doi:
M.abscessus caracter compasivo adversos pacientes 10.1093/cid/ciac4
Respuesta parcial 6 53. PMID:
pacientes 35676823;
PMCID:
PMC9825826
Cutanea 38 ratones ICR Infeccién por C.acnes, seguida de la Se monitorizé a los ratones Mejora en la gravedad de Rimon A et al.
hembras de 8 aplicacion tépica de sebo humano artificial. para controlar los efectos lesiones 2023. doi:
semanas de edad | Administracion del fago FD3 en gel Carbopol adversos No EA 10.1038/s41467-
infectados por aplicado diariamente durante cinco dias 023_'36694'8' _
C.acnes consecutivos PMID: 36813793;
PMCID:
PMC9947178.
Urinaria Hombre de 60 Estudio de la sensibilidad para la eleccién del Control periddico de la No demuestra eficacia fagos Rostkowska OM.
afos tras un fago. Administracién intrarrectal de 10 mL de temperatura, asi como del Si demuestra tratamiento 2021. doi:

trasplante de rifién
infectado por
K.pneumoniae

fagos dos veces al dia durante 29 dias

estado de los riflones

seguro
Sin consecuencias negativas

10.1111/tid.13391.
Epub 2020 Jul 14.
PMID: 32599666.

Tabla 3: Recopilacion de las caracteristicas principales de los estudios revisados
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5.2. Resistencia alos bacteriofagos
A pesar de que se plantea el tratamiento con bacteriéfagos en las bacterias

resistentes a antibioticos, también existe la posibilidad de que la bacteria
huésped desarrolle resistencia contra la infeccidon por fagos, asi como en cada
paso crucial del desarrollo litico (mecanismo de accion del fago) mediante

diferentes mecanismos que incluyen:

- Mutaciones o modificaciones en el receptor del fago: Las bacterias

desarrollan resistencia mutando el receptor o modificandolo (afiadiendo
un grupo acetil o metil) al que se unen los bacteriéfagos, evitando que el
fago se adhiera, o en el caso de la modificacién, que lo reconozca,
impidiendo asi la infeccién.

- Sistemas de inmunidad adaptativa bacteriana (CRISPR-Cas): Las

bacterias que presentan inmunidad adaptativa, “recuerdan” infecciones
previas por fagos, por lo que almacenan fragmentos del ADN del fago y
usan esos fragmentos para identificar y destruir el ADN del fago en futuros
ataques.

- Sistemas _de restriccibn-modificacion: Las bacterias pueden presentar

enzimas que reconocen y cortan secuencias especificas de ADN del fago,
lo que puede permitir que la bacteria degrade el ADN del fago antes de
gue este pueda replicarse.

- Produccion de proteinas anti-fago: Algunas bacterias tienen la capacidad

de producir proteinas que interfieren en el ciclo de vida de los fagos,
evitando la transcripcion, traduccion o ensamblaje del fago.

- Abortar la infeccién: Se trata de un mecanismo por el que las bacterias

desencadenan una muerte celular programada (apoptosis bacteriana) o
cese de crecimiento cuando son infectadas. Significa la muerte de la

bacteria, pero también impide la propagacion del fago.

En un estudio realizado en el afio 2021, se utilizaron ratones C57BL/6J de tipo
salvaje, a los cuales se les inyectd por via intraperitoneal 5x10” UFC de Klebsiella
pneumoniae secuencia tipo 258 (ST258), lo cual provocé una enfermedad
sistémica aguda. Los ratones infectados con ST258 fueron tratados con dos

28



fagos liticos o la combinacion de los dos: un poddéfago pharr (P1) y $KpNIH-2 un
sifofago (P2), dichos fagos fueron inyectados via intraperitoneal 1 hora después
de la infeccion. Todos los ratones en un grupo de control tratado con solucion
salina progresaron rapidamente a una enfermedad grave, sin embargo, los que
recibieron una dosis de fagos sobrevivieron notablemente mejor. Una
supervivencia del 93% los que fueron tratados con P1, del 80% los que fueron
tratados con P2 y 100% los que fueron tratados con P1+P2 y un 0% del grupo
control. Tras cuantificar las bacterias y fagos en sangre y tejido de raton se
observd que los titulos de fagos circulantes a las 24 y 48 horas fueron
notablemente mayores en ratones infectados que en no infectados tratados con
P1+P2, lo que proporciona una evidencia indirecta de la replicacion de fagos in
vivo. En comparacion, hubo una disminucion en el numero de bacterias
asociadas a tejidos en los ratones tratados con fagos respecto a los ratones
control tratados con solucién salina dentro de las 24 horas posteriores. Estos
resultados sefialan que el tratamiento con fagos disminuye la carga bacteriana
en ratones infectados con ST258 asi como se correlaciona con la capacidad de

los fagos para multiplicarse en animales infectados y prevenir la mortalidad.

Tras este resultado, se evalug la resistencia a fagos en las bacterias que fueron
recuperadas de los ratones. Para ello, se cogieron colonias ST258 recuperadas
de sangre de ratdon y muestras de tejido homogeneizadas y se cruzaron con
fagos P1y P2. Se clasificaron como sensibles a fagos, parcialmente resistentes
a fagos, o completamente resistentes a fagos y los resultados fue que en general,
hubo una alta frecuencia de colonias con al menos algun grado de resistencia a
los fagos, siendo las mas predominantes las bacterias parcialmente resistentes.
Esto indica que el desarrollo de resistencia a los fagos es una posible advertencia
del enfoque de la terapia con fagos. Se necesita mas trabajo para comprender
mejor los mecanismos por los cuales se desarrolla la resistencia a los fagos in

vivo y en qué medida la resistencia a los fagos altera los resultados clinicos?.

Para evitar e incluso prepararse para la aparicion de resistencias a los fagos
durante el tratamiento, existen diferentes enfoques. Algunas estrategias para

contrarrestar las resistencias son?*:
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- Uso de coctel de fagos: Se realiza una mezcla de diferentes fagos, cada

uno con un espectro de accion distinto, lo que reduce la posibilidad de que
la bacteria desarrolle resistencia a todos los fagos del coctel.
- Desarrollo de fagos modificados genéticamente: Se pueden disefiar fagos

mediante ingenieria genética para evitar los mecanismos de resistencia
bacteriana.

- Uso combinado con otros agentes antimicrobianos: Combinar fagos con

antibiéticos (sinergia fago-antibiético) u otros tratamientos para tener un
efecto sinérgico y reducir la velocidad de desarrollar resistencia.

- Rotacién de fagos: Implica el uso secuencial de diferentes fagos para

evitar que las bacterias tengan tiempo suficiente para desarrollar
resistencia a un solo tipo de fago.

- Mejora de la identificacién y seleccién de fagos: El uso de métodos de

secuenciacion y bioinformatica puede mejorar la identificacién y seleccion
de fagos con alta afinidad y menor probabilidad de desarrollo de una

resistencia, lo que lleva a un tratamiento mas eficaz y personalizado.

En la Tabla 4 se pueden observar de forma mas clara los posibles mecanismos

de resistencia a fagos junto a sus abordajes o estrategias para minimizarlos

POSIBLES MECANISMOS DE ABORDAJES/ESTRATEGIAS PARA

RESISTENCIA A FAGOS MINIMIZARLOS O EVITARLOS

Mutaciones o modificaciones en el Uso de coctel de fagos
receptor del fago

Sistemas de inmunidad adaptativa Desarrollo de fagos modificados
bacteriana (CRISPR-Cas) genéticamente
Sistemas de restriccibn-modificacion Uso combinado con otros agentes

antimicrobianos

Produccion de proteinas anti-fago Rotacion de fagos
Abortar infeccion Mejora de la identificacion y seleccion de
fagos

Tabla 4: Mecanismos de resistencia a bacteriéfagos y sus posibles abordajes o

estrategias para minimizarlos o evitarlos.
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5.3. Desarrollo de las terapias con bacteriéfagos
El desarrollo es prometedor en cuanto a las terapias con bacteriéfagos, ya que

se han demostrado en numerosos estudios como estos han conseguido mejorar
la clinica de pacientes que ya habian probado multitud de alternativas
antibiéticas. Sin embargo, existen diferentes terapias de bacteriéfagos que
todavia resultan mas prometedoras, ya que se plantean como abordajes que
evitan o minimizan las resistencias a bacteri6fagos como se ha visto
anteriormente. A continuacion, se detallan algunas de estas terapias mas en

profundidad.

5.3.1. Terapia sinérgica entre antibidticos y bacteriéfagos
Es evidente que las bacterias resistentes a los antibidticos presentan una gran
amenaza para la salud humana, por ello la terapia con fagos se presenta como
alternativa a los antibiéticos, sin embargo, una preocupacion importante es que
las bacterias también pueden crear resistencias a fagos como ya se ha
comentado anteriormente, por ello se propone el PAS (sinergia fago-antibiético),
un enfoque potencial para el manejo de bacterias resistentes tanto a antibioticos
como a fagos. El término “sinergia fago-antibiético” (PAS) fue acufado por
primera vez por Comeau AM et al en 2007. Esta terapia puede ser de utilidad
cuando la bacteria causante de la infeccion sea resistente al antibiotico o cuando
la difusién del antibidtico hasta la diana no sea correcta, suponiendo una mejor
supresion de la reproduccion bacteriana o una penetracion en los biofilms mas
eficiente. Al administrar antibiéticos en monoterapia, es muy comun la
reproduccion de las bacterias resistentes al administrar el antibidtico, sin
embargo, cuando la administracion de fagos y antibioticos es simultanea, las
resistencias que aparecen provocan que las bacterias tengan un crecimiento

mas lento, y en muchos casos, sean menos patogénicas [Figura 7].

31



POBLACION ORIGINAL ACTUACION BACTERIAS
TERAPEUTICA RESISTENTES

ANTIBIOTICO
EN
MONOTERAPIA

ADMINISTRACION
SIMULTANEA
ANTIBIOTICO

FAGO

[# ANTIBIOTICO

If.. BACTERIOFAGO

: Comparacioén de la actuacion terapéutica de un antibiético en monoterapia
con la actuacioén terapéutica de una administracion simultanea entre antibioticos y

fagos. Imagen de elaboracién propia creada con la ayuda de BioRender.com.

Se ha demostrado que los antibidticos afectan significativamente las tasas de
adsorcion de fagos y al periodo de latencia, el cual se ve reducido en presencia
de fagos. Ryan et al realizé un estudio sobre el tratamiento de Escherichia coli
con el fago T4 y con una combinacion de fago T4 y cefotaxima, los resultados
demostraron que el fago T4 en ausencia de la cefotaxima presentaba un periodo
de latencia de 24 minutos, sin embargo, cuando estaba presente la cefotaxima,
el periodo de latencia se veia reducido a 18 minutos. Ademas, otra evidencia
que se pudo observar fue que la concentracion inicial del fago T4 aumenté de
5x10¢ a 5x107 unidades formadoras de placa/ml, lo que demuestra que presenta

una mejor replicacién y mayor tasa de absorcion del fago.

Respecto a los estudios in vivo, Bao et al informé de un paciente con una
infeccion recurrente del tracto urinario (ITU) provocada por Klebsiella
pneumoniae resistente a antibiéticos, excepto a la tigeciclina y la polimixina B.
Tras la administracion de estos medicamentos la ITU no se curd y se volvio
persistente. Primero se comprobo in vitro una combinacion de céctel de fagos |l
(KP152, KP154, KP155, KP164, KP6377 y HD 001) y SMZ-TMP que podia
suprimir el crecimiento bacteriano. Por lo tanto, se le administré6 de forma oral
trimetoprim-sulfametoxazol dos veces al dia seguido de una irrigacion de la
vejiga con coctel de fagos lll. Tras cinco dias de tratamiento continuo, no se pudo
aislar la bacteria en la orina, y los sintomas desaparecieron por completo. Tras

6 meses del acta no hubo sintomas de recurrencia?.
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Los fagos ejercen una presion contra las bacterias que estd asociada a la
llamada “compensacién evolutiva”. Las compensaciones genéticas se entienden
cuando las bacterias muestran alteraciones en uno de sus rasgos y al mismo
tiempo presentan una disminucion del rendimiento en otro rasgo. Por lo tanto,
asumimos que la induccion progresiva de resistencia en las bacterias puede
resultar en una acumulacion de efectos de compensacion, lo que colocaria la
supervivencia de la bacteria en desventaja. Por ejemplo, en el caso de una
mutacion en el gen epaR perteneciente a la bacteria Enterococcus faecalis se
producen dos efectos contrapuestos. Por una parte reduce la capacidad de los
bacteriéfagos para adsorberse (unirse) a las bacterias Enterococcus faecalis vy,
por otro lado hace que las bacterias sean méas susceptibles al antibiético, en este
caso la daptomicina. Esto es conocido como el efecto balancin fago-antibiético,
la observacion de que ciertas resistencias a antibioticos pueden hacer a las

bacterias mas susceptibles a fagos, y viceversa®.

Algunos estudios han demostrado que la administracion de fagos antes de los
antibioticos presenta elevadas ventajas respecto a cuando son los antibiéticos
los que se administran antes o cuando se hacen de forma simultanea. Esto
podria explicarse ya que la forma de replicacion de los fagos esta dentro de las
bacterias, por lo que, si administramos antes los antibioticos, y a la hora de llegar
el fago, la bacteria ya estd muerta, se podria reducir su efecto. Al administrar
primero el bacteriéfago, se pueden debilitar las defensas bacterianas y crear mas
puntos de acceso al antibiético hacia aquellas bacterias que estaban protegidas
por el biofilm, y de esta forma los antibidticos penetran mejor y debilitan la
bacteria haciéndolas méas susceptibles a los fagos, y que finalmente el fago la

destruya, tal y como se observa en la figura 8.
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. Terapia sinérgica fago-antibidtico. Imagen de elaboracion propia creada con

ayuda de BioRender.com

Por lo tanto, los efectos terapéuticos maximos estan relacionados con una
administracion secuencial, aunque se desconoce exactamente el momento
optimo de administracion de antibioticos tras la administraciéon de fagos, es

probable que dependa del patégeno, fago y antibidtico®.

5.3.2. Terapia de cdctel de fagos
El coctel de fagos es una mezcla de diferentes fagos que se espera que supriman
la resistencia de los fagos y tengan una gama de huéspedes mas amplia que un
solo fago. Con una combinacion de fagos se puede dirigir el tratamiento a
multiples cepas de una sola especie bacteriana o varias especies. Una
combinaciéon apropiada de fagos amplia el espectro de actividad contra los
organismos objetivo especificos y minimiza el desarrollo de bacterias resistentes
a fagos, ya que si la bacteria desarrolla mecanismos por los que se vuelve
resistente a un fago, el resto de fagos del céctel de fagos podria seguir actuando,
manteniendo asi el efecto antimicrobiano. En cambio, una mezcla de fagos al
azar exhibe efectos bactericidas fluctuantes debido a la interaccion entre los
fagos que componen el céctel, ya que cuando hay varios fagos que reconocen
la misma molécula de superficie, estos pueden actuar como antagonistas entre
si y no lograr infectar bacterias, por ello es esencial seleccionar fagos que
reconozcan diferentes moléculas de superficie. En la figura 9, se observa como
al administrar un céctel de fagos donde cada fago actla sobre una molécula de

superficie, se evitan los efectos antagonistas y la competitividad entre los fagos
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por un mismo sitio de accion, lo que hace mucho mas rapida la lisis de la

bacteria?’.

W Coctel de fagos

A & + 5/. ADN fago
T )>—C B )=

Cromosoma A~ ik
bacteriano

Coctel de fagos. Imagen de elaboracion propia creada con ayuda de

BioRender.com

5.3.3. Bioingenieria de fagos
La bioingenieria de fagos consiste en el uso de fagos genéticamente modificados
o genomas de fagos construidos de novo, consiguiendo asi fagos con las
cualidades deseadas, lo que podria ser una posible herramienta para abordar la
resistencia de los fagos en la terapia con fagos. Las técnicas utilizadas para la

bioingenieria de fagos se basan en la recombinaciéon homologa.

La recombinacion homéloga tradicional, el plasmido con una mutacion disefiada
que flanquea secuencias homadlogas se transforma en la célula y luego la célula
se infecta con fagos, posteriormente se analizan los fagos recombinantes con
las mutaciones disefiadas. Este método presenta una serie de desventajas ya
que puede llevar mucho tiempo y resultar laborioso, ademas las tasas de

recombinacion son bastante bajas.

Otro método es la recombinacién de bacteri6fagos de ADN electroporado
(BRED). Son sistemas de recombinacion codificados por fagos que aumentan
las tasas de recombinacion, por ejemplo, el sistema Rec del fago lambda. EI ADN
del fago y el ADN del donante se coelectroporan en células que se inducen a
expresar funciones de recombinacién de fago. La primera vez que se desarrollo
fue en micobacteriéfagos y posteriormente también se utiliz6 para construir

mutantes de colifagos.
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La ingenieria basada en CRISPR.Cas también se ha utilizado ampliamente para
la edicién del genoma de fagos, aqui se identifican secuencias complementarias
al ARN CRISPR (ARNCc) y la proteina Cas escinde la diana induciendo una rotura
de la doble cadena de ADN. A veces en este caso también se utiliza la

recombinaciéon homologa para introducir mutaciones.

Por ultimo, una posibilidad también es transformar células con ADN de fago
desnudo de longitud completa que ya contiene las mutaciones deseadas,
produciendo particulas maduras después de la replicacion, transcripcion y

traduccion, lo que lleva a la formacién de viriones maduros.

En definitiva, la bioingenieria de fagos puede ser una terapia muy util, ademas
de para abordar las resistencias, también para eliminar la respuesta inmune

contra los fagos terapéuticos?.

6. DISCUSION.
La fagoterapia fue descubierta hace mas de un siglo, pero la aplicacion de esta
terapia natural se ha visto obstaculizada a lo largo de los afios. Los antibioticos
han ido ganando importancia con el paso del tiempo, convirtiéndose en la terapia
principal para el tratamiento de infecciones. Sin embargo la relevancia clinica de
esta clase de farmacos se esta viendo comprometida ante la rdpida evolucion de
los organismos multirresistentes, lo que hace que la eficacia de los antibiéticos
vaya disminuyendo y las opciones terapéuticas para abordar infecciones
resistentes sean muy escasas. La adopcién de la terapia con bacteriéfagos en la
practica clinica habitual se plantea como una alternativa prometedora, aunque
requerira una inversion mas amplia y comprometida por parte de los laboratorios

de investigacion y los sistemas hospitalarios.

Una parte importante de la posible aplicacion de esta terapia con éxito esta en
encontrar las condiciones Optimas de formulacion y preparacion de los fagos, ya
gue a dia de hoy todavia no existen unas pautas claras de posologia y
preparacion, debido a que al tratarse de entidades biolégicas naturales hay que
prestar especial atencion a las condiciones de tratamiento. También se deben

ampliar los conocimientos respecto a las oscilaciones en las concentraciones
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gue pueden sufrir los bacteriofagos una vez estan dentro del organismo, ya que
todavia no se controla con exactitud cual es su funcionamiento para asegurar el

mantenimiento de la actividad de los fagos®.

Por otro lado, también es importante continuar la investigacion respecto a la
seleccidon de los fagos ideales, ya que no todos presentan la misma eficacia
terapéutica y se trata de especies con actividad muy especifica sobre
determinadas bacterias. Es muy importante a la hora de elegir las preparaciones
ideales tener en cuenta que se deben excluir fagos que sigan el ciclo lisogénico,
gue codifican factores de virulencia o que impliquen desarrollo de resistencias
bacterianas. Para hacer frente a esto Ultimo, se presentan algunas alternativas
como la ingenieria de fagos. Se ha demostrado que los fagos modificados
genéticamente ofrecen mayores ventajas en la lucha contra las infecciones
bacterianas, ya que de esta manera se incluird una actividad bactericida
mejorada, ademas activan el sistema inmune activando asi eficazmente el
sistema inmunoldgico y provocando respuestas inmunitarias. Asimismo, estos
fagos son elegibles para la proteccion de patentes, lo que atrae las inversiones
en el mercado de capitales, promoviendo el avance en la investigacion por parte
de los laboratorios. Sin embargo, a dia de hoy las tecnologias por las que se
modifican genéticamente los fagos no son adecuadas para las terapias de
pacientes graves debido al tiempo requerido de preparacion?. Otra opcion para
hacer frente a las resistencias a los fagos es la terapia de administracién de fagos
y antibioticos. La infeccion por fagos puede ejercer una presién selectiva sobre
las bacterias, produciéndose pérdida o regulacién negativa de algunos de los
componentes importantes de la bacteria huésped relacionados con la toxicidad
bacteriana, la sensibilidad a los farmacos y los factores de crecimiento. Ademas,
esto podria ser una solucion a uno de los problemas que presenta la terapia con
fagos, las resistencias a estos. La combinacion de las dos terapias aporta
aspectos positivos en ambas partes, lo que puede resultar beneficioso para el
tratamiento de estas infecciones®. La combinaciéon de varios fagos, lo que se
conoce como cOctel de fagos, también presenta ventajas para abordar la
resistencia bacteriana, pero todavia son escasos los centros de investigacion

gue disponen de bibliotecas de bacteriéfagos previamente formadas, por lo que
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de cara al futuro y a la implantacién de este tipo de terapias, seria importante
plantear un plan para aumentar la creacion de estas bibliotecas3!. El Consejo
Superior de Investigaciones Cientificas (CSIC) de Espafia ha presentado un
nuevo Plan Estratégico de Biomedicina en el que incorpora la iniciativa “Fagoteca
One Health” donde pretenden fomentar la investigacion y la colaboracion
multidisciplinar para avanzar en el conocimiento sobre fagos. La idea central es
crear un recurso o banco de fagos, una fagoteca, para su estudio, desarrollo y

aplicacion en la lucha contra las infecciones bacterianas32.

Otro aspecto importante a tener en cuenta es la via de administracién, todavia
no se ha llegado a un consenso claro sobre cudl es la via de administracion que
mas eficacia presenta y mas util es. En la administracion con antibidticos se sabe
gue tiene importancia la secuencialidad en las administraciones asi como el
orden de administracion cuando se trata de varios fagos para evitar las
resistencias, pero no se tiene una respuesta clara sobre el protocolo clinico para
estas administraciones, ni se conoce el espacio de tiempo entre las
administraciones para obtener los mejores resultados terapéuticos, ya que se
sospecha que depende de cada una de las combinaciones, por lo que sera

necesario ampliar los estudios de cada caso con el fin de optimizarlos?.

Respecto a los datos mostrados en la presente revision bibliografica, la terapia
con fagos podria ser implantada en primera instancia en las infecciones
respiratorias, debido a la alta importancia que estas presentan y a los escasos
tratamientos que ahora hay presentes. Ademas los datos clinicos que se han
mostrado han sido en su mayoria favorables para estas infecciones, por lo que
la utilidad clinica aparente de la terapia con fagos podria ser en primer lugar para

las infecciones respiratorias.

Por tanto, a pesar de que existen numerosos estudios muy recientes que
demuestran la efectividad de la fagoterapia en infecciones por bacterias
superresistentes, y la innegable necesidad de encontrar una alternativa
terapéutica, todavia no se vislumbra un escenario cercano donde podamos
considerar la terapia con bacteri6fagos como una estrategia coadyuvante o

alternativa a los antibioticos. Los bacteriéfagos deben seguir siendo investigados
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con el fin de asegurar que no producen ningun efecto nocivo, asi como
asegurarse de las condiciones Optimas de tratamiento para abordar las
esperadas resistencias y tolerancias que son capaces de crear. Asimismo, son
escasos los centros de distribucion que trabajan con fagos, lo que hace muy
dificil el acceso de los pacientes a este tratamiento. Son evidentes los obstaculos
gue encontramos para el establecimiento de la terapia con fagos en el siglo XXI,
sin embargo, la gran amenaza sanitaria mundial actual que supone la resistencia
a los antibidticos, pone en evidencia lo necesario que es ampliar las

investigaciones y estudios de esta terapia.

7. CONCLUSIONES

- La fagoterapia es una estrategia prometedora frente a las infecciones
resistentes que no presentan otra opcion de tratamiento.

- Lagran especificidad contra una bacteria en concreto es lo que mas atrae
del uso de bacteriéfagos en infecciones recurrentes, pero también se
plantea como una principal limitacién debido a la dificultad para conseguir
encontrar el bacteriéfago ideal para una determinada bacteria.

- La combinacion de varios bacteri6fagos (coOctel) presenta ventajas
importantes frente a la utilizacion de uno solo, con el fin de hacer frente a
las resistencias con la mayor eficacia y seguridad.

- El uso sinérgico de bacteriofagos y antibidticos presenta mejores
resultados clinicos que su uso de forma individual, ya que ademas de ser
beneficioso para las resistencias, entre ellos se potencian los mecanismos
de accién para conseguir un resultado 6ptimo.

- A pesar de tener resultados positivos y esperanzadores en la terapia con
bacteriéfagos, todavia hace falta ampliar la investigacion tanto basica
como clinica para optimizar el abordaje terapéutico con esta estrategia.

- Una limitacidon importante del uso de bacteriofagos es que existen
escasos centros que investiguen y dispongan de fagos (fagotecas), por lo
gue se hace muy complicado utilizarlos para el tratamiento de infecciones

resistentes limitando en gran medida la evidencia clinica disponible.
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