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PROLOGO

Desde la antigliedad ha existido la investigacion para el tratamiento de las enfermedades
infecciosas. En el afio 1928, comenzo la era de los antibidticos con el descubrimiento de la
penicilina por el Dr. Alexander Fleming, comenzando la era de los antibiéticos. Se ha observado
por muchos afios, el uso inadecuado de los antibiéticos y la pérdida de la efectividad de éstos.
Desde el afio 1944, se reportaron las primeras cepas resistentes a la penicilina, en la actualidad
se reportan las superbacterias resistentes a todos los antibiéticos. La Organizacion Mundial de la
Salud, ha expresado preocupacion por la resistencia bacteriana por lo que dice que en el afio
2050, habran mas muertes relacionadas a las superbacterias resistentes a antibioticos que por
cancer. Se ha estudiado desde el siglo pasado a los bacteriéfagos, son virus que tienen la
propiedad de infectar a las bacterias, estos fueron descubiertos en 1915, por Frederick Twort. El
fago o bacteri6fago, se adhiere a las bacterias e inserta su material genético en la célula, por
medio de un ciclo litico (destruyendo la célula infectada) o por su ciclo liso génico (insertando
material genético). Esto es un tratamiento muy esperanzador para salvar vidas y combatir a las
superbacterias resistentes a los antibiéticos. Por lo que se ha decidido hacer una investigaciéon
monografica cientifica a cerca de esta nueva terapia, utilizando articulos indexados cientificos

actuales, por lo que invitamos al lector a leerlos.

Dra. Rosa Elena Solis Aguilar



INTRODUCCION

Los bacteriofagos, o mas sencillamente fagos, son virus que parasitan bacterias. Son
entidades biolégicas complejas que tienen propiedades de coevolucion con sus huéspedes,
ademas de ser los agentes genéticos semiautbnomos mas abundantes y ubicuos de la tierra.'?
Por su parte, la fagoterapia es la administracion directa de fagos virulentos a un paciente con el

propésito de lisar las bacterias patogénicas que estan causando un infeccion clinica relevante.®

En 1896, Hankin observé que el agua de los rios Jumna y Ganges en India tenian
propiedades bactericidas en algunas sepas de Vibrio cholerae.* Casi treinta afios después, en
1915, Frederick Twort observé los efectos de un “material transparente” que tenia la capacidad
de inhibir el crecimiento bacteriano.® Apenas dos afios después, en 1917, Félix d’Hérelle aislé por
primera vez los bacteri6fagos de muestras de heces de pacientes convalecientes con disenteria,
mientras se encontraba en el instituto Pasteur en Paris.® d’Hérelle describié su hallazgo como un
microbio anti-Shigella, parasito obligado de la bacteria causante de la disenteria, y los denomind
bacteriéfagos, que literalmente significa “que comen bacterias”.® La curiosidad de d’Hérelle le hizo
pensar inicialmente que un virus filtrable era cofactor importante en la patogenia de la disenteria;
sin embargo, sus estudios le permitieron identificar que los fagos eran la causa de la recuperacién
del paciente de la enfermedad infecciosa.® Casi de manera inmediata reconocié el potencial

terapéutico de los fagos para el tratamiento de infecciones bacterianas.®

d’Hérelle utilizé por primera vez los fagos para el tratamiento de pollos infectados con
Salmonella gallinarum, conejos infectados con Shigella dysenteriae y bufalos de agua infectados
con Pasteurella multocida. El éxito del tratamiento en animales conllevé a que comenzara a
utilizar los fagos para el tratamiento de infecciones en humanos.>® Inicialmente, d’Hérelle probé
la seguridad de la fagoterapia en él mismo y su familia.” Fue entonces cuando en 1921, cinco
pacientes con disenteria bacilar fueron tratados con éxito con un fago que infecta Shigella
dysenteriae.® El trabajo de d’Hérelle que atrajo gran atencion a la fagoterapia fue el reporte de
cuatro casos de peste bubdnica tratados con éxito con fagos anti-peste inyectados directamente
en los bubones inguinales y axilares.® Paralelamente, Bryhoghe y Maisin publicaron en 1921 el
primer estudio del uso de la fagoterapia en humanos, describiendo el tratamiento en seis
pacientes con infecciones de piel provocadas por el género Staphylococcus.* Mas adelante, en
1927, se llevaron a cabo ensayos clinicos para el tratamiento del colera en India, evidenciando

que el tratamiento con fagos disminuia la mortalidad de manera significativa. Adicionalmente,



d’Hérelle introdujo el fago anti-célera en el agua para consumo humano durante el brote, con lo

gue logré la prevencion adicional de la ocurrencia de infeccion.®

El trabajo de d’'Hérelle fue pionero en el uso de la fagoterapia para el tratamiento de
disenteria, célera y peste bubdnica en los inicios del siglo XX.8 Posterior al trabajo de d’Hérelle,
muchos otros cientificos reconocieron el potencial terapéutico y profilactico de la fagoterapia, y
comenzaron a utilizarla para tratar otras multiples infecciones, con diferentes resultados. Por
mencionar un ejemplo, en 1923, Beckerish y Haudory utilizaron fagos para reducir la carga

bacteriana en sangre de pacientes con fiebre tifoidea.®

Con el descubrimiento de los antibiéticos por Alexander Fleming en 1928 y su primera
aplicacion en 1930, acompafiado con el estallido de la Segunda Guerra Mundial, la fagoterapia
pas6 al desuso en la mayoria de paises.” A pesar del advenimiento de los antibiéticos como el
tratamiento de eleccion para infecciones bacterianas, la fagoterapia siguio utilizandose en varias
regiones del mundo, notablemente en los paises de la antigua Union Soviética, que empleaban
la fagoterapia como tratamiento estandar para algunas infecciones bacterianas.? Entre 1923 y
1952, el Instituto Hirszfeld en Polonia y el Instituto Eliava en Georgia continuaron investigando el
uso de la fagoterapia para el tratamiento de infecciones bacterianas complicadas.’

Sin embargo, fue hasta los experimentos de Smith y Huggins en la década de 1980 que
el interés por la fagoterapia se populariz6. Sus experimentos con un disefio minucioso, que
eliminaba algunos factores que habian sido cuestionados de estudios anteriores, demostraron la
seguridad y eficacia de la terapia en modelos animales. Estos experimentos permitieron describir
la especificidad de los fagos por sus huéspedes, los principios farmacosinéticos de la fagoterapia
y la capacidad de las bacterias de desarrollar resistencia. Lo mas relevante fue que, a través de
sus experimentos, Smith y Huggins pudieron utilizar estas propiedades de los fagos a su favor,
como el uso de doble fago para evadir la resistencia bacterianay el uso de antiacidos para mejorar

la estabilidad de los fagos en el medio acido del estbmago.®

Poco después del descubrimiento de la penicilina, el mismo Alexander Fleming advirtio
que el uso incorrecto de los antibidticos podria conllevar a que las bacterias desarrollaran
diferentes mecanismos de resistencia.> Menos de un siglo después del descubrimiento de los
antibiéticos, la atencién sanitaria esta frente a la amenaza de la creciente resistencia antibitica.
La resistencia antibiética es un fenédmeno natural, sin embargo, el uso excesivo de antibioticos,

especialmente en el ambito clinico e industrial, agrava el problema de la resistencia antibittica.



Hoy en dia, los antibidticos son utilizados en la industria ganadera, agricola y acuicola, procesos
que liberan grandes cantidades de antibiéticos al medio ambiente, acelerando la resistencia
antibiética en las comunidades bacterianas en los reservorios naturales. En el ambito clinico, las
nuevas generaciones de bacterias resistentes representan una amenaza para la salud humana,;
los pacientes con estas infecciones tienen peores prondésticos, mayores tasas de mortalidad,
estancias hospitalarias prolongadas, mayor riesgo de complicaciones y secuelas, y altos indices

de falla terapéutica.®

Durante las ultimas décadas del siglo XX, el descubrimiento de nuevos antibiéticos
disminuyd notablemente, y en las primeras dos décadas del siglo XXI, solamente unos pocos
antibiéticos nuevos han sido descubiertos y ninguna nueva clase de éstos ha sido desarrollada.
Mientras que la modificacion sintética de algunas moléculas antibiéticas permite extender
temporalmente su efectividad, no es una solucién al problema ya que conlleva a la transmision

horizontal de factores de virulencia y la persistencia de cepas bacterianas resistentes.®

De acuerdo con los Centros para el Control de Enfermedades (CDC) y la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS), la resistencia antibiética es la mayor amenaza para la salud global
contemporanea.? Cada vez mas infecciones se vuelven sumamente dificiles o casi imposibles de
tratar, conllevando a alta morbilidad, mortalidad e inversion. En este contexto, el uso terapéutico
de los bacteri6fagos en una estrategia para combatir la resistencia antibiética, por lo que se ha

despertado un creciente interés por esta terapia.?

El advenimiento y desarrollo exponencial de la biotecnologia ha permitido estudiar y
caracterizar de mejor manera a los bacteri6fagos. La tecnologia actual permite secuenciar el
genoma, medir el crecimiento y hacer screening de los bacteri6fagos, lo que permite entender de
mejor manera cdmo estos funcionan y su potencial como agentes bactericidas. Ademas, el disefio
metodico adecuado de estudios y ensayos clinicos ha evidenciado la seguridad y eficacia de la
fagoterapia en humanos. La urgente necesidad de desarrollar estrategias alternativas para
responder a la creciente resistencia antibiotica hace que la relevancia de la fagoterapia para el

tratamiento de infecciones sea ain mayor.®

La presente monografia presenta un estado del arte descriptivo de la evidencia disponible
acerca de la fagoterapia. Se realiz6 una recopilacion de la bibliografia disponible utilizando
distintos motores de busqueda virtuales, con una seleccibn minuciosa de la evidencia. La

monografia consta de tres capitulos que abordan los conceptos claves que respaldan el uso de

iv



la fagoterapia en humanos. En el primer capitulo se explican las bases microbiol6gicas de los
bacteriéfagos, describiendo los procesos de infeccion de las bacterias en sus huéspedes, su
potencial bactericida y las interacciones que tienen con el ser humano. En el segundo capitulo se
presenta una recopilacion de reportes, series de casos y ensayos clinicos en distintas fases, que
exponen los resultados, beneficios y limitaciones que tiene la fagoterapia, para su uso en el
contexto clinico. En el tercer y altimo capitulo se expone una discusion de las perspectivas
actuales y futuras de la fagoterapia, y un andlisis sobre el uso de la fagoterapia para el tratamiento

de infecciones bacterianas en humanos.

A través de la revision de la evidencia se concluyd que propiedades fagicas de
abundancia, especificidad, polivalencia, replicacion, acumulacion de su concentracion, capacidad
para degradacion de biopeliculas, co-evolucién y sinergia fagos-antibioticos, permiten establecer
a la fagoterapia como una alternativa estratégica para el tratamiento de infecciones bacterianas
resistentes. En las Ultimas décadas se han descrito series y reportes de caso, y se han llevado a
cabo ensayos clinicos en fases | y Il, los cuales evidencian la seguridad y eficacia de la
fagoterapia para el tratamiento de infecciones bacterianas resistentes. Sin embargo, aun es
necesario realizar ensayos clinicos con disefios mas rigurosos y en etapas mas avanzadas para
poder determinar con precision la eficacia de la fagoterapia. Con la problematica actual de
creciente resistencia antibiotica y alta morbi-mortalidad debido a infecciones bacterianas
multirresistentes, la fagoterapia se convierte en una estrategia prometedora para combatir una

de las mayores problematicas contemporaneas de la salud global.



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

A partir del descubrimiento de la penicilina en 1928, los antibiéticos han sido la mejor
herramienta para el tratamiento de las enfermedades infecciosas de origen bacteriano,
permitiendo disminuir notablemente la morbi-mortalidad. Sin embargo, hoy en dia, la resistencia
antibiética se considera un problema de salud publica global. La OMS define como resistencia
antibidtica a la capacidad de las bacterias para resistir a los efectos de los antibiéticos naturales
y sintéticos.®! La creciente resistencia antibiética ha despertado el interés en buscar terapias
alternativas para el tratamiento de las infecciones bacterianas. Una de las més prometedoras es
el uso de bacteriéfagos. 3

Los bacteri6fagos son virus simples capaces de infectar y replicarse en las células
bacterianas. Se consideran las entidades biolégicas mas abundantes y ubicuas de la tierra. Su
clasificacion los divide en dos grandes grupos: fagos liticos y lisogénicos. Los fagos liticos utilizan
la maquinaria celular para replicar su genoma a expensas del hospedador, mientras que los fagos

lisogénicos integran su genoma al del hospedador y se replican con él. 312

La fagoterapia se define como la administracién de bacteriéfagos virulentos a un paciente
con el propésito de destruir el patbgeno bacteriano causante de una infeccion. Esta terapia tiene
la ventaja potencial de ser efectiva contra las bacterias multidrogoresistentes; los fagos tienen
sinergia con los antibidticos, son altamente especificos, degradan la biopelicula bacteriana, son

inmundgenos débiles y tienen la capacidad de adaptarse a la resistencia bacteriana. >3

En paises de la antigua Unién Soviética, los bacteri6fagos han sido utilizados desde hace
varias décadas como terapia para las enfermedades infecciosas. Aunque se han realizado
algunos estudios y existen reportes de caso de los beneficios de la fagoterapia para el tratamiento
de infecciones bacterianas, existe aun poca evidencia del éxito de los bacteri6fagos en la

terapéutica médica. 3

Esta monografia se realizé para responder la pregunta de investigacion: ¢.cuales son los
beneficios de la fagoterapia para el tratamiento de infecciones bacterianas en seres humanos?
Para este proposito, se realizé una recopilacién de la evidencia del uso, seguridad y eficacia de
la fagoterapia en el contexto clinico para el tratamiento de infecciones bacterianas en seres

humanos, sin tomar en cuenta estudios realizados en modelos animales.

Vi



OBJETIVOS

Objetivo general

o Establecer los beneficios de la fagoterapia para el tratamiento de infecciones bacterianas

en seres humanos.

Objetivos especificos

e Describir los fundamentos microbiol6gicos del funcionamiento de la fagoterapia.

¢ Identificar la seguridad y la eficacia del uso de la fagoterapia como tratamiento para las

infecciones bacterianas en seres humanos.
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METODOS Y TECNICAS

Tipo de estudio: monografia de compilacion
Disefio: descriptivo
Descriptores: se utilizaron cuatro descriptores en ciencias de la salud (DeCS) aceptados

por la biblioteca virtual de salud (BVS): “bacteriéfagos”, “fagos”, “terapia fagica” y “terapia

bacteriofagica”. Los descriptores se especificaron con sus equivalentes en idioma inglés
definidos como medical subject headings (MeSH): “bacteriophages”, “phages”, “phage
therapy” y “bacteriophage therapy”. Se utilizaron operadores l6gicos «and» y «or» para la
blsqueda y registros que contenian términos coincidentes. Los términos de busqueda de
evidencia se encuentran resumidos en el apéndice A.

Seleccién de fuentes de informacién: se incluyeron como fuentes de informacion
articulos de revistas médicas y libros médicos con informacion relevante sobre la teméatica
de la monografia. Se tomaron en cuenta fuentes de informacion publicada en idioma inglés
y espafiol. Se utilizaron los motores de busqueda de la Biblioteca y Centro de
Documentacién “Dr. Julio de Ledn Méndez” de la Facultad de Ciencias Médicas de la
Universidad de San Carlos de Guatemala. La mayor parte de las fuentes de informacién
fueron obtenidas a través de PubMed, Hinari, National Institutes of Health y National
Center for Biotechnology Information. Los principales journals utilizados fueron los
siguientes: Annual Review of Microbiology, Antimicrobial Agents and Chemotherapy,
Curten Pharmaceutical Biotechnology, FEMS Microbiology Reviews, Frontiers in
Microbiology, Future Microbiology, Journal of Clinical Microbiology, Journal of Wound
Care, Microbiology Australia, Open Forum Infectious Diseases y The Lancet Infectious
Diseases. Se tomaron en cuenta articulos cientificos a partir del 2015 hasta la fecha. Sin
embargo, debido al nUmero reducido de reportes de caso, series de caso y ensayos
clinicos; algunas de estas las bibliografias fueron utilizadas sin importar el afio de
publicacion.

Seleccién de material a utilizar: la unidad de estudio fueron los articulos cientificos que
abordan el tema de la fagoterapia. Se tomaron en cuenta reportes de casos, series de
casos, ensayos clinicos en sus diferentes etapas enfocados en la seguridad y eficacia de
la fagoterapia y capitulos de libros y articulos de revision sobre la biologia y microbiologia
de los fagos. Los tipos de estudio y articulos segun el nivel de evidencia cientifico
utilizados se encuentran resumidos en el apéndice B.

Analisis: se realiz6 una recopilacion de las fuentes bibliogréficas a través de los motores
de busqueda PubMed, Hinari, National Institutes of Health y National Center for

Biotechnology Information. Posterior a la busqueda, se realizé depuracion de los articulos
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gue se consideraron de menor relevancia. Se utilizé la herramienta de Mendeley para la
recopilacion de los articulos. A través de Mendeley, se realiz6 lectura e identificacion de
ideas principales a través de la técnica de subrayado de la informacién recopilada. Cada
uno de los articulos se clasific6 de acuerdo con los capitulos que se tenian planificado
redactar (fundamentos microbioldgicos de los bacteridfagos; seguridad y eficacia de la
fagoterapia; analisis y discusién) segun la informacién contenida en cada uno de los
articulos. Después de la lectura de las fuentes bibliograficas se redactaron cada uno de
los capitulos propuestos. Las referencias bibliograficas fueron presentadas de forma
automatica a través del programa Mendeley e insertadas en el documento de Word. Al
tener todas las referencias, se realizé una revisién de las mismas para verificar que

cumplieran con lo establecido por el estilo Vancouver.



CAPITULO 1: FUNDAMENTOS MICROBIOLOGICOS DE LOS
BACTERIOFAGOS

SUMARIO

e Clasificacion y taxonomia

e Ciclos de vida

e Estructura y organizacion biolégica

e Enzimas fagicas

e Propiedades de los fagos

e Mecanismos de resistencia a los fagos

e Inmunogenicidad de los fagos

Los bacteriofagos, o simplemente fagos, son virus con capacidad de infectar y, en algunos
casos, destruir bacterias.? Como cualquier otro virus, son entidades biolégicas complejas que
consisten de material genético contenido en una capside proteica, con incapacidad de
reproducirse por si mismas.® Son ubicuos en la naturaleza y son considerados los agentes
genéticos semiautbnomos mas abundantes y diversos en la tierra.! Son parasitos estrictos de las
bacterias, por lo que necesitan de la maquinaria celular de su huésped para reproducirse.* Los
fagos se unen a receptores especificos en la superficie celular bacteriana, inyectan su material
genético en la célula huésped y causan la infeccién de la bacteria.® Por ser altamente especificos
con su huésped, los fagos no causan dafio a las células y tejidos humanos, ademas de preservar
la microbiota normal del cuerpo. El interés en estos virus se debe a su funcién potencial como
antibidticos bioldgicos, especialmente ante infecciones causadas por bacterias resistentes a los
antibiéticos convencionales.? En este capitulo se revisan las bases microbiolégicas de los
bacteriéfagos, su organizacion biolégica y las interacciones de éstos con sus huéspedes
bacterianos y el ser humano. La comprension de su microbiologia permitira entender los
mecanismos de accién y el potencial terapéutico de los fagos al utilizarse como agentes

terapéuticos.

1.1Clasificacion y taxonomia

La clasificacion de los virus esta basada en la morfologia, tipo de acido nucleico, modos

de replicacién, huésped y tipo de enfermedad.*® EI Comité Internacional de Taxonomia de Virus



(ICTV, por sus siglas en inglés) clasifica los bacteri6fagos en un orden, trece familias y treinta

géneros. 1

La clasificacion de bacteriéfagos mas utilizada es la propuesta por Bradley adaptada por
Ackermann, la cual toma en cuenta la morfologia de los viriones y el su genoma.'’'® Esta
clasificacion se encuentra resumida en latabla 1.1. Segun la morfologia, los bacteriéfagos pueden
clasificarse en filamentosos, poliédricos, con cola y pleomorficos. Por otro lado, los bacteriéfagos
se clasifican segun su genoma en ADN de cadena doble, ADN de cadena simple, ARN de cadena
doble y ARN de cadena simple (dsDNA, ss DNA, dsRNA y ssRNA, respectivamente, por sus

siglas en inglés).16:18

Tabla 1.1: Clasificacién de Ackermann para los bacteriéfagos.

Forma Acido nucleico Orden y familia
Con cola dsDNA Caudovirales
Myoviridae
Siphoviridae
Podoviridae
Poliédricos ssDNA Microvirdae
dsDNA Corticoviridae
Tectiviridae
SSRNA Leviviridae
dsRNA Cystoviridae
Filamentosos ssDNA Inoviridae
dsDNA Lipothrixviridae
Rudiviridae
Pleomorficos dsDNA Plasmaviridae

Fuselloviridae

Guttaviridae

Ampullaviridae

Bicaudaviridae

Globuloviridae

Fuente: elaboracién propia, adaptado de Ackermann HW 7

Los fagos con cola son los mas numerosos y ubicuos de todos los virus, y son muy
variados en tamafio y estructura, con capacidad de infectar a los organismos pertenecientes a
los dominios Eubacteria y Archea. Sus viriones contienen dsDNA, y sus colas proveen una
estructura de fijacion. 17 Al ser la familia mas abundante son los mejor caracterizados. ® Los
viriones estan conformados por una cabeza con simetria cibica y una cola helicoidal. No poseen
envoltura, y su genoma es dsDNA.® Se clasifican en tres familias: Myoviridae, caracterizados por

tener colas contrictiles, son fagos grandes y considerados lo mas evolucionados; Siphoviridae,




con colas flexibles no contractiles, son los fagos mas numerosos; y Podoviridae, con colas cortas

no contractiles.1617

Los fagos poliédricos se clasifican en cinco familias: Microviridae, viriones pequefios sin
envolturay genoma circular; Corticoviridae, con una capside con “modelo de sandwich”, con doble
capa de proteinas y una bicapa lipidica al centro; Tectiviridae, con una vesicula lipoproteica
envuelta por una cépside proteica; Leviviridae, con viriones que recuerdan a los poliovirus; y
Cystoviridae, con tres moléculas de material genético segmentado y un complejo RNA

polimerasa. 1617

Los fagos filamentosos se agrupan en tres familias: Inoviridae, que tiene la caracteristica
de que su progenie se libera sin matar a su hospedador; Lipothrixviridae, caracterizados por su
forma de varilla y su envoltura lipoproteica; y Rudiviridae, caracterizado por ser varillas rectas sin

envoltura como un virus en mosaico de tabaco. 167

Por ultimo, los fagos pleomérficos se agrupan en siete familias: Plasmaviridae, que
infectan a los micoplasmas a través de fusion de las membranas y no contienen capside;
Fuselloviridae, con viriones en forma de huso sin capside; Salterprovirus, con genoma linear, DNA
polimerasa y naturaleza litica; Guttaviridae, con viriones en forma de gota y una estructura en
enjambre de abejas; Ampullaviridae, con un manto en forma de botella, un cuerpo interno en
forma de cono y una nucleocapside helicoidal; Bicaudaviridae, con una nucleocapside helicoidal
que termina en apéndices en forma de cola en ambos extremos, ademas de tener un ciclo de
desarrollo extracelular; y Globuloviridae, que recuerdan a los paramoxivirus con una envoltura
lipidica esférica y una nucleocapside helicoidal.” La figura 1.1 muestra un esquema gréfico de la

morfologia de los bacteriéfagos segun la clasificacion de Ackerman.
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Figura 1.1: Morfologia de los bacteriéfagos segun la clasificacion de Ackermann.
Fuente: imagen tomada de White HE, Orlova EV.5 Imagen reproducida con
autorizacion del autor.

3



1.2Ciclos de vida

Considerando que los bacteriéfagos carecen de propio metabolismo, éstos dependen
completamente de la energia y la maquinaria biosintética de su huésped para su reproduccion. °
Los bacteriofagos pueden dividirse en dos grupos considerando su ciclo de vida y el tipo de
infeccion que causan: litico y lisogénico.'® La figura 1.2 ejemplifica ambos ciclos de vida y los

procesos que suceden en cada uno.

Los bacteriéfagos con ciclo litico se adhieren a la bacteria huésped, inyectan su genoma
y utilizan la maquinaria molecular de la bacteria para producir entre 50 y 200 fagos nuevos. 418
Durante su ciclo se sintetizan diferentes proteinas, incluyendo proteinas de la capside y enzimas
liticas, ademas de la replicacién del genoma. Los componentes son ensamblados en viriones
maduros dentro de la célula, y cuando se acumulan suficientes enzimas liticas, sucede la lisis

bacteriana liberando los nuevos fagos al espacio extracelular.?

Los bacteriofagos con ciclo lisogénico integran su material genético, conocido como
profago, en el genoma de la bacteria. El profago incorporado se replicara junto con el genoma
bacteriano y la progenie bacteriana heredara el genoma viral, el cual permanecera silenciado sin
consecuencias metabolicas para la célula huésped. Eventualmente, bajo condiciones especificas
de estrés, se iniciara un ciclo litico. #*® Algunos de los profagos tienen la capacidad de transferir
genes de virulencia, como toxinas y enzimas que confieran resistencia bacteriana, asi como otras
mutaciones gue promuevan la supervivencia bacteriana.?* Una de las hip6tesis mas temidas es
la posibilidad de los fagos lisogénicos de incorporar genes que confieran resistencia
antimicrobiana a las bacterias a través de la transferencia horizontal entre bacterias, ya que
naturalmente los fagos lisogénicos son reservorios de genes asociados a resistencia

antimicrobiana.??

Existe ademas una condicién conocida como pseudolisogenia, o estado de portador
inestable, en el que el genoma fagico actia como profago independientemente si es litico o
lisogénico. En condiciones especificas de estrés celular, como bajas temperaturas y
disponibilidad de nutrientes o presencia de antibiéticos en la célula bacteriana, el genoma fagico
coexiste en una relacion inestable con la célula bacteriana, resultado de un estado de baja
energia. Si las condiciones de estrés son removidas y hay disponibilidad de nutrientes, la

pseudolisogenia resuelve y el profago entra nuevamente en un ciclo litico o lisogénico.®



Inyeccion Inyeccion
del genoma del genéma

Integracion

Biosintesis

I_1.Ci9l9
e = oy
Yoy %€
g ¥ *
s g\ﬁ%\ 'l{ﬁacif}\'ﬁ\xmﬁ r» S - 7 ]
< T ¥ e % B

] Est;é_sja;mbielrlvtall‘.o y ok 4( 1 o %’%@
induccién espontanea g/ Sl 3@

Lisis

Figura 1.2: Ciclo litico y lisogénico de los bacteriéfagos.

(1) En el ciclo lisogénico, el fago inyecta su genoma a la bacteria huésped para que posteriormente
se integra al genoma del huésped, donde permanecera silente. En determinadas circunstancias de
estrés ambiental, y en raras ocasiones por induccién espontanea, se activa el genoma para iniciar
un ciclo litico. (2) En el ciclo litico, posterior a la inyeccién del genoma, el fago utiliza la maquinaria
celular bacteriana para la biosintesis de sus componentes y posterior ensamble de los viriones. Una

vez se alcanza una concentracion determinada de viriones, sucede la lisis celular y liberacion de

decenas de viriones que infectaran otras células bacterianas.
Fuente: imagen tomada de Caflisch KM, Patel R.2* Imagen reproducida con autorizacién del autor.

Considerando ambos ciclos, son de interés clinico como agentes bactericidas los fagos
liticos, ya que no son vectores de genes de virulencia y tienen la capacidad de destruir las células
bacterianas. 2! Sin embargo, hay un creciente interés de utilizar los fagos lisogénicos disefiado
con fines terapéuticos removiendo genes virulentos o genes lisogénicos a través de la ingenieria

génica, lo que los convertiria en fagos liticos. 23

Especificamente para los fagos liticos, se conoce como tamafio de estallido a la cantidad
de viriones producidos y liberados en cada célula hospedadora, y periodo de latencia a la duracién
en la que un fago completa su ciclo litico. Por lo tanto, desde un punto de vista clinico, los
bacteriofagos liticos con tamafio de estallido alto y periodo de latencia bajo son ideales por su

capacidad de lisar bacterias de manera mas rapida.?*



1.3Estructuray organizacion biolégica

Considerando que los bacteri6fagos con cola son los mas abundantes y los mejores
caracterizados, éstos sirven como modelo para el estudio de la organizacién biolégica de los
bacteri6fagos.'® Por lo tanto, la caracterizacién siguiente esta basado en la estructura de los fagos
con cola. La figura 1.3 muestra un esquema basico de los virus con cola pertenecientes a las

familias Myoviridae, Siphoviridae y Podoviridae.

Myoviridae Siphoviridae

W, AT

Capside

Podoviridae dsDNA

Conector

Aparato de
absorcidn

Cola

Figura 1.3: Estructura de los fagos con cola.

Las tres familias de fagos con colas comparten la misma estructura. El material génico consiste en
dsDNA, el cual esté contenido dentro de la capside. El conector es el complejo proteico que sella
la capside, impide la salida del material genético y sirve de sitio de insercién para la cola del fago.

El aparato de absorcion es un anexo distal a la cola con proteinas que detectan determinados

receptores celulares en su huésped y contiene enzimas que permiten la unién y penetracion del
fago para lograr la infeccién.
Fuente: imagen tomada de White HE, Orlova EV.% Imagen reproducida con autorizacién del

autor.



Las caracteristicas estructurales basicas de los bacteriéfagos son las cépsides que
protegen el genoma y estructuras adicionales para la interaccion con la membrana bacteriana.
La capside esta compuesta por multiples copias de distintas proteinas organizadas de manera
estable. La cola se une a la capside por medio de un conector que cumple la funcién de ser un
adaptador compuesto por multiples proteinas. El conector participa en el empaquetamiento del
material genético dentro de la c4pside para posteriormente bloguear la capside y asi prevenir la
fuga del material genético, pero después de recibir una sefial de la cola indicando que el fago
esta unido a la bacteria, el conector se abre y permite la salida del material genético. La cola
funciona como un transmisor de la sefial y como tuberia a través de la cual el material genético
es introducido a la célula durante la infeccion. La cola estda compuesta por multiples proteinas
organizadas helicoidalmente, y distalmente tienen apéndices que funcionan a manera de aguja
con alta especificidad a determinados receptores en la membrana bacteriana. Estas estructuras
hacen que la unién con el receptor sea irreversible.'® La figura 1.4 resume el proceso de ensamble

de cada estructura de los bacteriéfagos con cola.

=== Proteina capsular mayor (MCP)
= Proteinas de andamio (SPs)
. Complejo portal (PP)
. DNA fagico
Terminasa viral

O ] Proteinas de terminacién
@ - delacapside

N
s~/
.\h > ‘@ \

Figura 1.4: Proceso de ensamble de los fagos con cola.

(1) Las proteinas de andamio conducen el proceso inicial de ensamble y sirven de apoyo para la
proteina capsular mayor que conformara la capside madura. (2) Las proteinas de andamio son
retiradas cuando la procapside esta completamente formada. (3) El empaquetamiento sucede a
través del complejo portal, por el cual el material genético es introducido en la capside viral. (4)

Cuando se alcanza una cantidad determinada de material genético dentro de la capside, la
terminasa viral escinde el DNA y finaliza el empaquetamiento. (5) En un proceso coordinado, las
proteinas de terminacion, que forman parte del conector, cierran la capside para impedir la fuga

del material genético. (6) Por altimo, la cola es insertada en el conector.
Fuente: imagen tomada de White HE, Orlova EV.% Imagen reproducida con autorizacién del

autor.
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1.3.1 Material genético

Como se menciond anteriormente, el material genético depende del tipo de fago, pudiendo
ser dsDNA, ssDNA, dsRNA y ssRNA. El material genético es traslocado a través del canal central
del complejo portal en un vértice de la capside. En el complejo portal se encuentra un complejo
ATPasa terminasa viral, el cual funciona como motor de empaquetamiento al mover el material
genético al interior de la capside. El empaquetamiento finaliza cuando una cantidad determinada
de material genético esta dentro de la capside, por lo que este mecanismo de empaquetamiento
requiere de un sensor que mide la cantidad de material genético suficiente, y la terminasa que
corta el material genético una vez la capside estéa llena. El proceso finaliza de manera coordinada

con el cierre del sistema portal para impedir la fuga del genoma viral.®
1.3.2 Procapside

Es la estructura precursora de la capside. Las proteinas de andamio (SPs) conducen el
proceso de ensamble acompafando a las subunidades de la proteina capsular mayor (MCP) para
la construccion de una procapside icosaédrica que posteriormente sera llenada con el material
genético. Las SPs se unen para formar un andamio interno, que posteriormente es retirado
cuando la procapside estad completamente ensamblada, haciendo espacio suficiente para el

genoma.’®
1.3.3 Céapside

Presenta una configuraciébn geométrica, esta conformada por dos o mas proteinas,
principalmente la MCP. Juega un papel muy importante ya que protege al material genético de

las enzimas del mismo fago y lo aisla del exterior.?°
1.3.4 Conector

Este complejo proteico se encuentra en uno de los vértices de la capside el cual define el
sitio de unidn de la cola. Esta conformado por un complejo portal (PP) y proteinas de terminacion
de la capside, que en conjunto funcionan como una valvula de cierre para mantener el genoma
dentro de la capside a alta presion, y solamente se abre para permitir el paso del genoma una

vez el fago esté unido de manera irreversible a la célula bacteriana.®
1.3.5 Cola

La cola es montada a la capside una vez el genoma ha sido empaquetado en la capside,
constituyendo el Gltimo paso del ensamblado del fago. Estd compuesta de mdltiples proteinas de

cola (TPs) que se organizan en un anillo oligomérico alrededor de una proteina de cinta métrica



(TMP) que determina el largo de la cola. Proximalmente, una proteina de terminacion (TrP) tapa

la cola y sirve de interfaz con la capside.®
1.3.6 Aparato de absorcion

Este anexo es un anillo oligomérico conformado por las proteinas distales (DTPs) que se
encuentran unidas al ultimo anillo de la cola. El anillo de DPTs sirve como un detector que
reconoce y conecta a las proteinas de union en la membrana del huésped. Adicionalmente,
algunos fagos cuentan con una coleccion de enzimas que facilitan la unién y penetracion de la

membrana.*®
1.4Enzimas fagicas

Los bacteriéfagos cuentan con un arsenal de enzimas que tienen la funcién de destruir la
membrana celular, ya sea para penetrarla y asi garantizar la replicacion fagica, o para destruirla
al finalizar el ciclo litico.?® La figura 1.5 ilustra la funcién de estas enzimas y las fases de la

infeccion litica en las que participa cada una.

Las peptidoglicano-hidrolasas asociadas a viriones (VAPGHSs) constituyen un amplio
grupo que incluye lisozimas, transglucosilasas liticas, endopeptidasas y glucosaminidasas. Este
conjunto de enzimas favorece la entrada de los fagos a las células huésped a través de la creacion
de agujeros en la pared celular. A través de estos agujeros, los fagos insertan sus colas e inyectan

el material genético. Estas enzimas estan presentes en la cola, capside y membrana viral.?®

Las lisinas asociadas a viriones (VALS) estan implicadas en la entrada a la célula huésped.
Las VALs forman parte de la estructura de la cola y pueden estar presentes en el exterior de la
capside. Una vez el fago reconoce su receptor en la membrana bacteriana, las VALs son
activadas a través de un cambio conformacional en el fago, permitiendo la degradacién del
peptidoglicano. La ruptura de la capa de peptidoglicano es consecuencia de la hidrélisis causada
por las VALs.?®

Las holinas son enzimas auxiliares que actian al finalizar el ciclo litico, y son las
encargadas de iniciar y controlar la degradacion de la membrana celular bacteriana, por lo que
funcionan como un reloj molecular en el ciclo litico.® Su funcién es crear poros grandes en el lado
interior de la membrana, exponiendo el peptidoglicano a las endolisinas citoplasmaticas. Las
pinholinas son un subgrupo de las holinas que forman pequefios poros que despolarizan la
membrana lo que desencadena la activacion de las endolisinas para iniciar la destruccion
enzimatica de la pared celular.®?® Mientras las VALs tienen alta especificidad por determinada

especie o serotipo bacteriano, las holinas son consideradas enzimas de amplio espectro.?®
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Aunque las holinas son las responsables de permeabilizar la membrana celular interna, no son

capaces de causar la lisis celular de manera independiente.®

Las endolisinas son las responsables de la destruccion de la pared bacteriana al degradar
el peptidoglicano®, utilizando los poros abiertos por las holinas para translocarse desde el
citoplasma al espacio periplasmico donde tienen acceso a su sustrato.® Estas enzimas realizan
su funcién desde el interior de la célula al final del ciclo litico,?® produciendo lisis de la bacteria
por desbalance osmotico.?® Estas hidrolizan los cuatro mayores enlaces del peptidoglicano, lo
que les confiere una gran capacidad bactericida. 2’ Funcionalmente, las endolisinas tienen dos
dominios: el dominio enzimatico activo (EAD) y el dominio de union a la pared celular (CBD). El
EAD confiere la actividad catalitica a la enzima, mientras que la CBD confiere especificidad a la
enzima para reconocer y unirse de manera no covalente a determinadas moléculas ligando en la
membrana celular del huésped.?® Las endolisinas dirigidas a bacterias Gram-positivas poseen
ambos dominios, mientras que aquellas dirigidas a bacterias Gram-negativas Unicamente poseen
EAD.?! Las endolisinas se clasifican segln la estructura que degradan, siendo las tres mas

importantes glucosidasas, emidasas y endopeptidasas.®

Las depolimerasas son un grupo de enzimas que reconoce, enlaza y digiere compuestos
polisacéridos de las paredes bacterianas. La degradacion de estas estructuras permite la
exposicion del receptor fagico, crucial para iniciar la infeccién.?® Las polisacarido-depolimerasas
tienen la habilidad de destruir los carbohidratos de la membrana bacteriana a través de hidrolisis.

Pueden encontrarse en la capside o expresarse al finalizar el ciclo litico.?®

Una propiedad favorable de las depolimerasas es su amplio espectro contra las bacterias,
lo que le confiere capacidad de eliminar biopeliculas a través de la degradacion de los
polisacaridos capsulares y permite a los fagos penetrar.?®> Son capaces de degradar polisacéaridos
capsulares (CPSs), lipopolisacaridos (LPSs), O-polisacaridos y exopolisacaridos (EPSs), incluso
polipéptidos y lipidos, todos presentes en la biopelicula. Todas estas enzimas catalizan

reacciones de hidrdlisis de los enlaces glucosidicos.?®

Por su parte, las liasas son enzimas que destruyen el acido hialurénico, el alginato y la
pectina a través de la disrupcion de los enlaces glucosidicos. A diferencia de las depolimerasas,
el mecanismo de accion de las liasas no involucra hidrélisis sino se basa en la eliminacion-p para
formar un nuevo enlace doble.?® Las liasas son relevantes especialmente en las bacterias
encapsuladas ya que debilitan la estructura polimérica de su capsula, disminuyendo la virulencia

bacteriana y permitiendo al sistema inmune realizar su funcién.?®
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Figura 1.5: Enzimas fagicas en el ciclo litico.
(1) Las depolimerasas permiten degradar la biopelicula y la pared celular bacteriana, lo que

facilitan la llegada de los fagos a la membrana celular para reconocer a su receptor especifico. (2)
Las lisinas asociadas a viriones (VALS) degradan el peptidoglicano después de la identificacién del
receptor celular especifico. (3) Las péptidoglicano hidrolasas asociadas a viriones (VAPGHS) son
un conjunto de enzimas que permite la inyeccion del material genético al abrir agujeros en la pared
celular bacteriana. (4) Las endolisinas degradan el peptidoglicano para destruir la pared bacteriana
desde el interior de la célula y asi causar la lisis bacteriana. (5) Las holinas son enzimas auxiliares
gue inician con la degradacion de la membrana celular al finalizar del ciclo litico y abren poros en

el interior de la célula, permitiendo a las endolisinas acceder a la pared bacteriana.

Fuente: imagen tomada de Gordillo Altamirano FL, Barr JJ.# Imagen reproducida con autorizacion

del autor.

1.5Propiedades de los fagos

Los bacteriéfagos cuentan con determinadas propiedades que los hacen entidades

biolégicas de interés para responder a la necesidad de nuevas aproximaciones contra las

infecciones bacterianas.

1.5.1 Abundancia

Los bacteriéfagos son entidades biologicas ubicuas en la biésfera y pueden encontrarse

en cualquier entorno. Se calcula que hay 103-10% viriones en la biésfera, distribuidos como
2.6x10%° en los suelos, 1.2x10%° en los océanos, 3.55x10%° en el subsuelo oceéanico y 0.25-
2.5x10%! en el subsuelo terrestre. Adicionalmente, se han registrado viriones en ambientes

extremos, como aguas congeladas, colonias de algas, aguas termales, volcanes y zonas
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hipersalinas. Al dia de hoy solo se conocen aproximadamente 6000 especies de bacteriofagos,

dejando una gran diversidad todavia por conocer.?

Como los bacteriéfagos son parasitos obligados de las bacterias, éstos estdn presentes
en cualquier medio en el que existan bacterias. Por lo tanto, los fagos pueden ser aislados de
fuentes muy diversas, especialmente aquellos medios donde hay abundancia de bacterias como
las aguas residuales de centros de atencidbn médica, plantas de tratamiento de agua y aguas

estancadas.?®
1.5.2 Especificidad

La mayoria de bacteri6fagos son capaces de infectar Gnicamente a un grupo reducido de
bacterias que posean receptores complementarios en su superficie.??> Por lo tanto, los fagos
tienen especificidad para determinado receptor de superficie y para determinada especie o
serotipo.'® De igual forma, la accién enzimatica de los fagos es especifica para determinadas
moléculas, como en el caso de las depolimerasas que tienen accion especifica para un
determinado polisacarido.? Esta especificidad le confiere cierta proteccion contra el desarrollo de

resistencia bacteriana.?*

Esta especificidad es una propiedad benéfica para la fagoterapia, ya que el espectro
reducido de accidn bactericida permite preservar la microbiota normal del cuerpo, especialmente
en el tracto gastrointestinal, previniendo el desarrollo de infecciones secundarias.’®?? Los fagos
son mas especificos que los antibidticos de espectro mas reducido, lo que los hace candidatos
ideales para tratar infecciones gastrointestinales.® La especificidad también implica que es casi
imposible atacar multiples especies con un solo fago, especialmente cuando existe colonizacién

por varios serotipos de la misma bacteria, situacion muy comun en algunas infecciones.?
1.5.3 Polivalencia

Aunque, por lo general, los fagos tienen alta especificidad por determinado receptor
celular en la bacteria huésped, algunos fagos tienen la capacidad de infectar multiples especies
0 serotipos bacterianos. Los fagos con polivalencia pueden infectar una especie cuando otra no

esta disponible, o infectar mdltiples especies o serotipos de manera simultanea.®

La capacidad de polivalencia es sumamente (til para la infeccion de biopeliculas, que
normalmente son ambientes con mdltiples especies o serotipos bacterianos.?? La polivalencia es
una propiedad que los fagos pueden adquirir para responder a los mecanismos de resistencia
bacteriana.®! La evidencia también sugiere que la polivalencia de los fagos disminuye la

resistencia bacteriana a éstos.?
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1.5.4 Replicacion y acumulacion

Considerando que la replicacion de los fagos depende completamente de su huésped
bacteriano, los fagos tienen una mayor capacidad de replicacion en los sitios de infeccion,
especialmente aquellos sitios donde la densidad bacteriana es mayor.'232 Por lo tanto, los fagos
son considerados tratamientos auto-replicables y auto-limitables. Son auto-replicables ya que
tienen la capacidad de replicarse y acumularse exactamente en el sitio de infeccién donde su
accién es necesaria para eliminar a la bacteria patégena.*®*?° Son auto-limitables ya que la
amplificacion continuard en el sitio de infeccion siempre y cuando la bacteria huésped esté
presente.!® Estas caracteristicas amplifican la capacidad bactericida local de los fagos,3® y
aumentan la concentracion de los fagos en los sitios de infeccion.*® Si la densidad bacteriana es

baja, los fagos puede que no se repliquen suficientemente rapido para realizar la accion litica.?®
1.5.5 Degradacion de la biopelicula

La colonizacion de heridas, implantes quirargicos y catéteres por bacterias que producen
biopeliculas es una complicacion comun. Las biopeliculas ayudan a las bacterias a evadir la
respuesta inmune del huésped e intensifica la resistencia antibiética.*® En términos sencillos, las
biopeliculas son comunidades de bacterias, asentadas en superficies bidticas o abidticas en la
que las bacterias se encuentran dentro de una sustancia polimérica extracelular (EPS)%
compuesta de polisacéridos, acidos teicdicos, proteinas y DNA extracelular.'*?° A diferencia de
las bacterias plancténicas, las bacterias en las biopeliculas tienen motilidad reducida, patrones
de transcripcién génica Unicos y distinta actividad metabdlica.'® La formacién de la biopelicula
inicia cuando las bacterias identifican ciertas condiciones ambientales favorables para colonizar

una superficie y formar un nicho.?’

A pesar de que, la matriz de la biopelicula puede absorber los fagos previniendo que éstos
alcancen e infecten a las bacterias, algunos fagos pueden beneficiarse de la biopelicula, ya que
al quedar atrapados en la matriz se encuentran protegidos contra factores ambientales
peligrosos. Adicionalmente, las bacterias Gram-negativas en las biopeliculas secretan vesiculas
de membrana externa (OMVSs), las cuales contienen proteinas que son utilizadas por algunos
fagos, y pueden utilizarse como sefiuelo para los fagos, protegiendo a las bacterias de la infeccion

fagica.?®

De cualquier forma, los bacteriéfagos son considerados agentes anti-biopelicula gracias
a su arancel de enzimas liticas, especificamente sus depolimersas.?’” Para que este efecto sea

efectivo, los fagos deben de tener la capacidad de acceder al interior de las células bacterianas
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dentro de la matriz de la biopelicula y liberar su progenie a sus alrededores, objetivo que es

conseguido a través de la accion litica de sus enzimas.™®

Considerando que las biopeliculas naturalmente estan conformadas por distintos
serotipos o especies, los resultados de la infeccion fagica dependerdn de las especies
bacterianas especificas que componen la biopelicula. Los fagos polivalentes y los fagos que
expresan multiples depolimerasas son mas eficientes contra las biopeliculas con multiples

especies.?®
1.5.6 Co-evolucion

Las interacciones dindmicas entre fagos y bacterias han conducido a que ambos grupos
sufran co-evolucion.? Este ciclo continuo de co-evolucién permite que el surgimiento de bacterias
resistentes a la infeccion fagica preserve los linajes bacterianos, mientras que los fagos

desarrollan adaptaciones para poder infectar a esas bacterias resistentes.3!

La evidencia demuestra que los genes en los fagos evolucionan de manera rapida cuando
se encuentran relacionados a la infeccién de bacterias, siendo estos los genes codificantes de
proteinas de unién al huésped. La co-evolucion también ha permitido a los fagos adquirir su
capacidad de polivalencia y esta misma co-evolucion permite el mantenimiento de la diversidad
bacteriana y es, en parte, responsable de los cambios en la fisiologia, abundancia, habilidades y

virulencia de las bacterias.?®

La hipotesis de la Reina Roja plantea los efectos evolutivos reciprocos entre las especies.
La base conceptual de la hipotesis es que las especies o poblaciones deben desarrollar
continuamente adaptaciones en respuesta a cambios evolutivos en otros organismos para evitar
la extincion.®” El mecanismo de co-evolucion entre fagos y sus huéspedes bacterias es el ejemplo

clasico de la hipétesis de la Reina Roja.%®
1.5.6 Sinergia

La combinacion de antibiéticos y fagos tienen un efecto conocido como sinergia. La
sinergia fago-antibiético (PAS) aumenta la virulencia de los fagos como resultado de la
administracion de concentraciones subletales de antibiéticos, ademds de prevenir la resistencia
bacteriana al reducir las mutaciones que le confieren resistencia. Asi mismo, los antibioticos
bacteriostaticos bloquean el ciclo celular bacteriano, con lo que la bacteria sufre un aumento de

volumen lo que facilita la division fagica y la liberaciéon de su progenia de manera mas rapida.?

Los fagos y antibioticos detectan diferentes sitios de unién en las bacterias, lo que asegura

la efectividad del tratamiento. Por lo tanto, la combinacion de ambos resulta mas beneficioso que
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el uso de Unicamente fagos.?® La combinacién de fagos con antibiéticos tiene el potencial de
reducir complementariamente la resistencia.?® Cuando una bacteria esta sometida a la infeccién
fagica, ésta hace esfuerzos para desarrollar resistencia a los fagos liticos a través de mutaciones
en su genoma, lo cual ha demostrado que puede restaurar la resistencia antibiética adquirida.??
La figura 1.6 ejemplifica las acciones sinérgicas de los fagos con los antibiéticos, ademas de la

sinergia que pueden mostrar en otras circunstancias.

1. Sinergia con los antibiéticos y el sistema inmune

"\J/

Sistema del Anticuerpos  Fagocitos Degradacion del
complemento <\ biofilm por enzimas
,)Q <\ fégicas

Antibidticos _@ >
o(?.-'oo Og

Mutacion del
receptor

[T TR, AT

Mutacién del .
receptor '

Oo ” SA

3. Resistencia y pérdida de la funcién normal

Figura 1.6: Acciones sinérgicas de los fagos.
Los fagos cuentan con una coleccion de enzimas que les permiten degradar la biopelicula, permitiendo
que las células del sistema inmune, el sistema del complemento y los antibiéticos puedan acceder a las
bacterias y asi realizar su funcién. (2) Ante la infeccién por fagos, la bacteria realiza mutaciones en las
proteinas de una bomba de eflujo que servia como receptor celular del fago. Con esta accidn, la bacteria
se vuelve resistente al fago al mismo tiempo que pierde resistencia ante los antibiéticos. Este es un
ejemplo de la sinergia fagos-antibiéticos (PAS). (3) Al igual que en el caso anterior, ante la infeccion
fagica la bacteria realiza mutaciones en un canal de nutrientes que funcionaba como receptor celular del
fago. Con esta accion, la bacteria se vuelve resistente a la infeccion fagica arriesgando su bienestar al
perder una funcion vital para su desarrollo, comprometiendo asi el crecimiento bacteriano.
Fuente: imagen tomada de Gordillo Altamirano FL, Barr JJ. 4 Imagen reproducida con autorizacion del
autor.
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1.5.7 Quorum sensing

El quorum sensing es una estrategia utilizada por las bacterias en la que, por medio de
sefales moleculares extracelular secretadas por la densidad poblacional bacteriana, se coordina
la expresion génica. Esta estrategia puede ser utilizada por las bacterias como respuesta a la

infeccién fagica, desarrollando mecanismos de resistencia.?

Algunos fagos han desarrollado estrategias para aprovechar el sistema de quorum
sensing de las bacterias para adaptar su ciclo litico-lisogénico a través de la codificacién de
receptores para las moléculas bacterianas o expresando sefiales moleculares propias una vez se
encuentran en el interior de la bacteria.?® Este sistema de comunicaciéon es conocido como
arbitrio, y se encuentra mediado por la produccién de un péptido de seis aminoacidos llamado
péptido-AimP, el cual promueve la lisogenia al inhibir el contrarregulador AimX.?? Esta estrategia
es utilizada principalmente por los fagos lisogénicos, y les permite identificar si las condiciones

son favorables para desarrollar su ciclo litico.?22°
1.6 Mecanismo de resistencia a los fagos

En condiciones ordinarias, las bacterias tienen mecanismos naturales para prevenir las
infecciones virales, y estos mecanismos se activan en respuesta a estimulos.?®> Como se explicé
anteriormente, la co-evolucién entre fagos y bacterias conllevan a que el surgimiento de bacterias
resistentes a los fagos sea frecuente y casi inevitable.?® La resistencia fagica es un fenémeno

crucial para la supervivencia de la diversidad bacteriana en distintos nichos ecolégicos.3!
1.6.1 Prevencion de la absorcion

Una vez el fago ha reconocido determinado receptor celular, la absorcién es el primer
paso de la infeccion fagica. Resulta l6gico pensar que la absorcion es crucial, pues antecede todo
el proceso de infeccién. Las bacterias han desarrollado una serie de estrategias para prevenir la

absorcion fagica.®*

Una estrategia utilizada por las bacterias resistentes es modificar los receptores de
superficie a través de regulacion a la baja, ocultacion y cambio conformacional. Las bacterias son
capaces de detectar la interaccién preliminar débil de un fago antes de su unién irreversible.*
Las bacterias pueden modificar y adaptar sus receptores celulares o su conformacién superficial
para bloquear a los receptores fagicos e impedir asi el reconocimiento de los fagos.®! Las
modificaciones epigenéticas que permiten la modificacion molecular de los lipopolisacéaridos,
proteinas de membrana externa y capsula, flagelos y pili, resultan en absorcion disminuida o

incluso incapacidad de unién del fago.*®
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Similar a lo que sucede con la formacion de biopeliculas, las bacterias pueden producir
polimeros estructurados, glicoconjugados o alginatos que forman una matriz extracelular, lo que
les brinda proteccién y una barrera fisica entre los fagos y sus receptores.?>3! De igual forma, las
bacterias tienen capacidad de producir inhibidores competitivos, moléculas que estan presentes
de manera natural en los ambientes bacterianos que pueden unirse especificamente a receptores

fagicos haciéndolos inasequibles para el reconocimiento fagico.3!
1.6.2 Prevencion de la entrada del genoma fagico

Los sistemas de exclusion a la superinfeccion (Sie) son eventos mediados por moléculas
proteicas que impiden la entrada subsecuente del fago a la célula huésped posterior a la
integracion gendémica de un fago lisogénico.*® Estas proteinas son codificadas por genes
encontrados en los profagos, y regulan la interaccion fago-fago, evitando la infeccién secundaria
por otro fago. Este mecanismo es prevalente en las bacterias Gram-negativas, y menos frecuente
en Gram-positivas.3° El sistema Sie esta bien caracterizado para el colifago T4, que tiene la
capacidad de codificar dos sistemas imm y sp. El sistema imm previene la transferencia del
genoma fagico al citoplasma bacteriano al cambiar la conformacién del sitio de infeccion; imm por
si solo no tiene la capacidad de conferir inmunidad fagica y necesita el sistema sp, el cual inhibe
la actividad enzimética de la lisozima lo que previene la degradacién del peptidoglicano y la

entrada subsecuente del genoma fagico.*!
1.6.3 Destruccién de acidos nucleicos fagicos

Como se explicé anteriormente, una vez el genoma fagico es inyectado a la bacteria
huésped, tiene capacidad de iniciar un ciclo litico para lograr la propagacion viral o un ciclo

lisogénico si las condiciones del medio no son adecuadas.*®

Los sistemas de restriccion-modificacion (R-M) son el mecanismo de defensa mas ubicuo
entre las bacterias y arqueas, similar al sistema inmune innato de los seres humanos.*® El sistema
R-M tienen la finalidad de proteger a la célula contra la invasién de ADN, incluyendo el genoma
fagico.3! El sistema compromete dos subunidades funcionales: una endonucleasa de restriccion
gue reconoce y degrada el ADN no metilado del agente infeccioso, y una metiltransferasa que
metila el ADN del huésped para protegerlo de la endonucleasa.?!%%% En el caso de la infeccion
fagica, el DNA fagico invasor no se encuentra metilado, por lo que la endonucleasa de restriccion

lo degradara rapidamente tras la inyeccion.*°

El sistema de repeticiones palindrbmicas cortas agrupadas y regularmente
interespaciadas (CRISPR) es un sistema natural de defensa de las bacterias para proteger su
material genético de potenciales ataques de virus y plasmidos.? Este sistema es equivalente a

17



nuestra inmunidad adaptativa, en el que la exposicién previa a una infeccion es memorizado.3°4°
El sistema CRISPR se compone de secuencias repetitivas de DNA y secuencias cortas de
espaciadores de DNA adquirido distribuidos a lo largo. EI DNA es insertado en el caset CRISPR,
con la enzima proteina asociada a CRIPSR (Cas), una endonucleasa especifica de DNA.*° Las
Cas codifican la maquinaria proteica necesaria para la adquisicion de nuevas secuencias
espaciadores luego de la infeccidn en la fase de inmunizacién, para la posterior eliminacion del
invasor en la fase de inmunidad.*® Las bacterias utilizan estos espaciadores como plantillas para
sintetizar CRISPR RNA (crRNA), que se asocia posteriormente con Cas9 para iniciar cortes de
doble hebra en el material genético del fago. Aunque se conocen los principios moleculares del
sistema CRIPSR-Cas, todavia no se comprende completamente su funcién en el contexto de la

resistencia fagica.*°

El sistema de argonautas procariotas (pAgos) representa otro mecanismo de defensa
innato utilizado por las bacterias. Los argonautas son proteinas codificadas por las bacterias que
tienen capacidad de silenciar el genoma invasor, empleando DNA o RNA. El sistema de
silenciamiento de DNA guiado por DNA permite degradar genoma invasor de forma inespecifica,
y los productos de degradacion se utiliza como guia para una respuesta posterior de interferencia
especifica contra el mismo objetivo. A la fecha, solamente se ha demostrado que este sistema es
empleado contra pladsmidos invasores, sin embargo se teoriza que puede existir también

respuesta contra los fagos.*°
1.6.4 Sistemas de infeccion abortiva

Los sistemas de infeccién abortiva (Abi) conllevan a la destruccién de la célula infectada
y se activan durante un paso crucial en la multiplicacién fagica.3! Este mecanismo se activa
cuando el fago ha evadido los sistemas R-M y CRISPR,?® y previene la liberacién de viriones
fagicos funcionales a expensas de la supervivencia bacteriana. Este sistema se consigue a través
de la perturbacion de procesos celulares esenciales como la traduccién, trascripcion o replicacion,

o al inducir fuga de membrana.*®

El sistema toxina-antitoxina (TA) utiliza una molécula de antitoxina que se une y neutraliza
los efectos de una toxina en una célula infectada por virus.*® La moléculas de toxina son estables
y las moléculas de antitoxina son labiles. La antitoxina se degrada y la toxina se activa cuando
existe infeccion. Las toxinas tienen diversas actividades cataliticas, incluidas las endonucleasas
y la inhibicion de la replicacion del DNA, sintesis de ATP o la maquinaria de division celular. Al
igual que los sistemas Abi, las toxinas del sistema TA tienen actividad contra elementos celulares

de los fagos y de las bacterias.*°
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1.6.5 Interferencia durante el ensamblaje

Las bacterias Gram-positivas tienen el sistema de islas cromosdmicas inducidas por fagos
(PICIs), un grupo de elementos genéticos que actllan como parasitos fagicos con habilidad de
interferir con la replicacion y transmision fagica. Las PICIs estan integradas en los cromosomas
bacterianos y se activan en presencia de un fago, ya sea por infeccién o por lisogenia. Cuando
las PICIs se liberan, se disemina material genético determinante de factores de virulencia
bacteriana. Los PICIs mejor caracterizadas pertenecen al Staphylococcus aureus, en el que se
denominan islas de patogenicidad de S. aureus (SaPls). Las SaPIs son inducidas durante las
fases tempranas del ciclo litico, y expresan proteinas estructurales especializadas que modulan
el ensamblaje de la capside del fago para producir una capside mas pequefia que solo puede
empaquetarse con el genoma SaPI. Posteriormente, cuando la bacteria huésped sufre lisis, se
liberan viriones SaPI que infectaran bacterias adyacentes y disemina el genoma SaPI que codifica

factores de virulencia.*%4

La larga y continua co-evolucién de fagos y bacterias ha resultado en estrategias
bacterianas para evadir la infeccion fagica, y los fagos han desarrollado contra-estrategias
efectivas para evadir los sistemas antivirales, incluyendo la metilacién gendmica para evadir el
reconocimiento por enzimas restrictivas y la producciéon de moléculas anti-toxinas para escapar
de los sistemas de infeccion abortiva.'>?® A pesar del surgimiento de bacterias resistentes, los
fagos como entidades biolégicas en constante evolucion seguramente encontrardn nuevas

estrategias para asegurar su propagacion.?®
1.7 Inmunogenicidad de los fagos

El complejo sistema inmune humano reacciona a la presencia de particulas extrafas,
incluyendo los virus.*> Como cualquier virus, los bacteriéfagos son capaces de estimular el

sistema inmune adaptativo e innato.*°

Existe incertidumbre acerca de las propiedades inmunogénicas de los bacteriéfagos,
debido a que existe evidencia de que los fagos forman parte normal de la microbiota humana.*?
Al igual que sus huéspedes las bacterias, en el cuerpo humano, los bacteriéfagos forman una
comunidad conocida como fagoma. ElI fagoma participa en la homeostasis humana
especialmente para evitar el desequilibrio bacteriano. La colonizacion es mas importante en el
tracto gastrointestinal y respiratorio, cavidad oral, vagina, piel y epitelio mucoso.?® La presencia
normal de grandes cantidades de fagos en el cuerpo humano sugiere que el sistema inmune no

reconoce a los bacteriéfagos como una amenaza.*?
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La respuesta inmune es desencadenada por los epitopos en las proteinas de la capside.®
Existe evidencia que los fagos pueden estimular tanto la respuesta inmune innata como la
adaptativa. Los viriones son detectados por las células dendriticas como patégenos y se activan

ambas respuestas.*?

En cuanto a la respuesta inmune innata, ésta tiene la capacidad de remover los fagos del
cuerpo aun cuando no se ha desarrollado una respuesta especifica para los bacteriéfagos.*®
Cuando los fagos entran a la circulacion sistémica, las proteasas tisulares del sistema endotelial
puede interceptarlos y transportarlos al bazo o al higado para su degradacién. En contraparte, la
circulacion sistémica de los fagos conduce a produccion de anticuerpos y la activacion de la
respuesta inmune adquirida, que posteriormente los neutralizara y estimulara su destruccion.®®
Los anticuerpos son especificos para distintas proteinas estructurales, por lo que la
inmunogenicidad puede generarse segun las proteinas que conformen las cépsides fagicas, y

solo algunos anticuerpos seran neutralizantes.*

Una de las mayores preocupaciones del uso de la fagoterapia es la posibilidad de toxicidad
derivada de la lisis rapida bacteriana, que en el caso de las bacterias Gram-negativas libera una
gran cantidad de endotoxinas. Sin embargo, no hay evidencia suficiente para concluir que esto

suceda dentro del cuerpo humano.**

En contraste, se ha evidenciado que los fagos tienen propiedades antiinflamatorias y
pueden funcionar como inmunomoduladores. La evidencia sugiere que hay una drastica
disminucién de la proteina C reactiva (PCR), disminucién en la activacién del factor nuclear kappa
B (NF-kB) y reduccién sérica de los niveles de interleucina 1 (IL-1) e interleucina-6 (IL-6).#> Los
bacteriéfagos también pueden activar la fagocitosis.*® Adicionalmente, como se menciond
anteriormente, el fagoma funciona como estabilizador de la microbiota intestinal. Esta funcion
tiene efectos regulatorios en las células inmunes intestinales, con una regulacion a la baja de la
actividad celular para reducir las respuestas proinflamatorias. Esto sugiere que los bacteriéfagos
pueden actuar como elementos inmunomoduladores con accion directa sobre la respuesta

inmune.*

Aunque la respuesta inmune a los bacteriéfagos aln no se entiende completamente, este
aspecto es uno de los mas importantes al considerar la utilizacion de fagos como agentes

bactericidas.'®
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CAPITULO 2: SEGURIDAD Y EFICACIA DE LA FAGOTERAPIA
SUMARIO

¢ Reportes de caso
e Series de casos

e Ensayos clinicos

La fagoterapia consiste en la administraciébn de virus simples capaces de infectar y
replicarse dentro de una bacteria. Los ciclos de reproduccién de los fagos fomentan la lisis celular
y por lo tanto son capaces de destruir a las bacterias responsables de cualquier infeccién.
Actualmente los fagos son utilizados en la industria alimentaria, agricultura, veterinaria y su uso
en el ambito médico ha ido en aumento debido a la creciente resistencia antibidtica y
aparecimiento de infecciones multirresistentes. La aplicacion clinica de la fagoterapia es
considerada una alternativa viable que puede ser utilizada como monoterapia o de forma
coadyuvante para el tratamiento de infecciones bacterianas multirresistentes. En las dltimas
décadas se han realizado estudios que evallan su seguridad y eficacia, sin embargo, aln hacen
falta mas investigaciones para poder estandarizar y establecer el uso de fagos como tratamiento
para infecciones bacterianas. Desde hace mas de 100 afios, la fagoterapia ha sido utilizada con
fines terapéuticos en algunos paises de Europa occidental y en Rusia, Polonia, Georgia;
recientemente ha empezado a utilizarse con mayor frecuencia en otros paises como Estados
Unidos, Australia, Israel e India. La mayoria de estudios estan enfocados en el tratamiento de
infecciones causadas por el grupo de bacterias denominadas “ESKAPE”: Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumanii, Pseudomona
aeruginosa, Enterococcus faecalis y E. faecium consideradas multirresistentes (MDR),
extremadamente resistentes (XDR) y panresistentes (PDR) a los antibiéticos convencionales. A
continuaciéon se describen resultados de algunos reportes de caso, series de casos y ensayos

sobre la aplicacion clinica de la fagoterapia.3“®
2.1Reportes de casos

En Georgia 2011, se reporto el caso de una paciente de 7 afios con diagndstico de fibrosis
quistica e infeccion crénica por P. aeruginosa y S. aureus que durante varios afios estuvo bajo
tratamiento antibidtico de amplio espectro, sin embargo, las infecciones persistieron. Se inicié
tratamiento con un coctel de fagos llamado Pyophage, un coctel fagico comercial elaborado por
el Instituto Eliava que contiene fagos anti S. aureus, P. aeruginosa, Streptococcus pyogenes, E.
coli, P. aeruginosa, Proteus vulgaris, Proteus mirabilis. Previo a iniciar la terapia con fagos se

midieron las concentraciones bacterianas en esputo: S. aureus 1x107 cfu mlI' y P. aeruginosa
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8x106 cfu mIt. Los fagos se administraron por via inhalada durante cuatro a seis semanas y
posteriormente una pausa de cuatro semanas para analisis de concentracion bacteriana. Durante
la primera aplicacién, la concentracion de P. aeruginosa disminuy6 considerablemente (7x10° cfu
mlt) mientras que la de S. aureus no tuvo una reduccion significativa (1x10°8 cfu mI?). Debido a
la baja susceptibilidad del Pyophage ante S. aureus, se afiadio el coctel Sb-1 que contiene fagos
anti S. aureus, con lo que se logré reduccién de la concentracion bacteriana a 1x102 cfu ml. No
se observaron efectos adversos durante el tratamiento con fagos y la condicién clinica de la
paciente mejoré considerablemente. Se dio seguimiento al paciente durante un afo, en el cual la
concentracion de S. aureus permanecid indetectable luego de tres meses terminado el

tratamiento y la de P. aeruginosa en concentraciones bajas. 334’

En Australia 2011, se report6 el caso de una paciente de 67 afios con diagnostico de
adenocarcinoma abdominal a quien se le realiz6 reseccion del tumor y colocacion bilateral de
stent debido a obstruccién ureteral. Posterior a la intervencién quirdrgica, la paciente desarroll6
una infeccién por P. aeruginosa para la cual recibi6é tratamiento con gentamicina, ceftazidime,
ciprofloxacino y meropenem durante dos afios sin embargo la infeccion por P. aeruginosa
persistio. Se decidié iniciar tratamiento con fagos; a través de los cultivos se midi6 la
susceptibilidad de los fagos hacia la bacteria y se prepard un coctel con seis fagos liticos en el
Instituto Eliava. El coctel de fagos se administré a través un catéter vesical y de forma
concomitante se dio tratamiento con meropenem y colistina durante 30y 5 dias, respectivamente.
Durante los primeros seis meses después de haber iniciado terapia con fagos se realizaron
cultivos de orina los cuales fueron negativos y la paciente permanecié asintomatica. Un afio
después fue ingresada nuevamente por recurrencia de una masa intraabdominal. Debido a su
historial clinico se realiz6 un cultivo de orina al momento del ingreso el cual se encontraba
negativo. La terapia con fagos fue tolerada de forma adecuada y no se evidenciaron efectos

adversos. 2148

En Estados Unidos 2012, un paciente de 76 afios a quién se le realiz6 un reemplazo del
arco aortico con un injerto sintético debido a un aneurisma en la aorta presenté una infeccion del
injerto causada por P. aeruginosa. Fue reintervenido en varias ocasiones para realizar lavados y
desbridamientos. Durante una de las intervenciones, los médicos tratantes evidenciaron una
fistula mediastinal con drenaje de secrecion purulenta. Debido al estado del paciente se manejé
de forma conservadora con antibioticoterapia con ceftazidime y ciprofloxacina durante una
semana. Durante el afio 2014, fue ingresado en tres ocasiones por bacteriemia causada por P.
aeruginosa y se evidenciaron cambios flemonosos en la fistula mediastinal y en resultados de los
cultivos del tejido se evidencio resistencia intermedia al ciprofloxacino por lo que fue tratado

Unicamente con ceftazidime. En 2015, reconsulté por aumento de secrecion serosanguinolenta
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proveniente de la fistula mediastinal siendo no apto para tratamiento quirargico y debido al uso
cronico de antibiéticos y resistencia previamente identificada, se consider6 candidato ideal para
tratamiento con fagos. Se aplicé un coctel de fagos OMKO1 en el injerto y se administré
ceftazidime. El uso de los fagos contribuyé a aumentar la sensibilidad del antibiético hacia la
bacteria y simultaneamente a crear resistencia al fago. Después del inicio del tratamiento con
fagos, se evidencié reduccién efectiva de la biopelicula en el injerto y no se reportaron efectos

adversos. El paciente no tuvo infecciones recurrentes durante 18 meses.44°

En Estados Unidos 2014, un paciente de 65 afios con miocardiopatia y dispositivo de
asistencia ventricular izquierdo (LVAD) quien desarrollé una infeccion por S. aureus sensible a
meticilina (MSSA) debido al LVAD, complicAndose con osteomielitis del esterndn, finalizando con
una bacteriemia. Secundario a las infecciones, se realizaron desbridamientos y se prolongo el
uso de antibiéticos durante tres meses. El paciente era candidato para trasplante cardiaco por lo
gue previo a su intervencién, se decidié utilizar tratamiento con fagos de manera coadyuvante
para resolver la infeccidén por S. aureus. Se utilizé un coctel gue contenia 3 tipos de fagos anti S.
aureus y se administraron cada doce horas durante 28 dias en conjunto con cefazolina cada ocho
horas y minociclina una vez al dia. Los cultivos obtenidos del esternén fueron negativos para
MSSA en la semana 1, 2 y 4 de tratamiento y en la semana 3 se identificé6 Staphylococcus
epidermis. El aspecto de la herida operatoria mejor6 considerablemente, disminuyd la secrecion
purulenta y aumentd la cantidad de tejido de granulacién. Una semana después se realiz6 el
trasplante cardiaco y se dio seguimiento durante siete meses en los cuales no hubo recurrencia
de la infeccion. La terapia con fagos fue tolerada de forma adecuada, sin mostrar efectos

adversos clinicos o bioquimicos. 505!

En Francia 2015, se report6é el caso de una paciente de 65 afios con antecedente de
craneotomia por un schwannoma vestibular. En el postoperatorio, se complicé con un absceso
corneal y queratitis intersticial en el ojo izquierdo. Se realizaron cultivos y se identificé S. aureus
meticilino resistente (MRSA) por lo que se dio tratamiento con vancomicina. Posterior a la
infeccion se realiz6 un trasplante corneal izquierdo y tres meses después de la cirugia se identifico
un absceso corneal por S. aureus con sensibilidad intermedia a vancomicina (VISA). Se inici
tratamiento con doxiciclina, vancomicina y ciclosporina, reduciendo la infeccion de forma gradual.
Ocho meses después se realizd otro trasplante corneal debido a abscesos y queratitis
intersticiales recurrentes con cultivos positivos para S. aureus con resistencia a vancomicina
(VRSA). Durante once afos, la paciente tuvo cultivos nasales, dermatologicos y oculares
positivos para VISA. En busqueda de alternativas terapéuticas, la paciente asistio al centro de

fagoterapia en Georgia donde fue tratada con fagos anti S. aureus SATA-8508 de forma
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intravenosa y tépica durante cuatro semanas. Se dio seguimiento a la paciente y durante seis

meses los cultivos para S. aureus fueron negativos.>?

En Estados Unidos 2015, un paciente de 68 afios con diagnéstico de pancreatitis
necrotizante y pseudoquiste pancreatico infectado por A. baumanii MDR estuvo ingresado en la
unidad de cuidados intensivos debido a choque séptico y falla multiorganica. El paciente fue
tratado con antibiéticos de amplio especto y drenaje percutaneo, sin embargo, debido a la
resistencia del A. baumanii, la antibioticoterapia no fue efectiva. En busqueda de nuevas
alternativas, se decidi6 iniciar fagoterapia por lo que se prepararon dos cocteles de fagos anti A.
baumanii. El primer coctel se administré a través del drenaje percutaneo, sin embargo, no fue
efectivo; el segundo coctel se administré de forma intravenosa cada seis horas. En las primeras
48 horas de iniciada la terapia con fagos, se observd una condicion clinica mas estable a pesar
de continuar bajo ventilacion mecénica. Durante la evolucion del paciente, se evidencio que el A.
baumanii era sensible a minociclina por que se inici6 antibioticoterapia al cuarto dia. La evolucion
fue positiva, logrando extubar al paciente y mejorar el estado hemodindmico. Después de 245

dias de estancia hospitalaria y 59 dosis de fagos el paciente fue egresado del hospital. 11253

En Bélgica 2016, un paciente de 61 afios fue hospitalizado debido a una peritonitis y sepsis
por Enterobacter cloacae secundario a una hernia diafragméatica estrangulada. Tres meses
después de haber sido ingresado, presentd ulceras en areas de presion de localizacion sacra y
en torax posterior, se realizaron cultivos y se evidencié colonizacion por P. aeruginosa MDR y
posteriormente desarrollé septicemia por P. aeruginosa sensible Unicamente a colistina. Se inicid
tratamiento con colistina, sin embargo, diez dias después, desarroll6 falla renal aguda secundario
al antibiético por lo que se suspendi6é el medicamento. Se inicié tratamiento con fagos anti P.
aeruginosa, administrado por via intravenosa en infusion de seis horas por 10 dias e irrigacion de
las Glceras con 50 mL del coctel de fagos cada ocho horas por 10 dias. Después del inicio del
tratamiento con fagos los cultivos de las Ulceras fueron negativos, el nivel de proteina C reactiva
(PCR) disminuy6, al igual que la fiebre. No se observaron efectos adversos secundarios al
tratamiento con fagos. Debido a las condiciones del paciente, los episodios de sepsis continuaron

y cuatro meses después fallecié debido a choque séptico por K. pneumoniae. 4%

En India 2016, un paciente de 33 afios fue diagnosticado con prostatitis crénica bacteriana
causada por Staphylococcus haemolyticus, S. aureus, E. faecalis y S. epidermidis que se
identificé en cultivos de semen y secrecion prostatica. Se brind6 tratamiento con azitromicina,
doxiciclina, ofloxacina, ciprofloxacino y amikacina durante cuatro meses, sin mejoria de los
sintomas. El paciente acudi6 al Instituto Eliava en Georgia para recibir tratamiento con fagos, se

tomaron cultivos para determinar la sensibilidad de los fagos a utilizar. Se utilizaron tres cocteles

24



de fagos Pyophage por via oral, Intestiphage por via oral uretral, y anti-S. aureus por via rectal.
La evolucién clinica fue favorable a partir de la tercera semana del tratamiento ya que disminuyé
el dolor testicular, lumbar y pélvico al igual que los escalofrios, diaforesis, debilidad y febricula.
En cultivos control se aisldé por primera vez Staphylococcus mitis en secrecion prostatica. Se
elabor6 un fago anti-S. mitis a partir del cultivo y se dio como tratamiento. Durante dos afos se
dio seguimiento al paciente y en 2018 se realizaron cultivos de semen y secrecidn prostatica los
cuales fueron negativos. En 2017, el paciente se realizé un ultrasonido prostatico control que

evidencié disminucion de volumen prostatico (21.98 mL a 14.38 mL) y ausencia de inflamacion.

55,56

En Holanda 2017, un paciente de 58 afios con antecedente de trasplante renal debido a
enfermedad renal poliquistica presenté una infeccién de tracto urinario (ITU) una semana
después del trasplante a pesar de haber recibido profilaxis con fosfomicina. Se realiz6 un cultivo
gue identificé K. pneumoniae productora de betalactamasa de espectro extendido (BLEE), con
resultado de antibiograma susceptible a meropenem y amikacina. El paciente fue ingresado por
urosepsis y fue tratado con meropenem, amikacina y glucosaminoglicanos intravesicales durante
dos semanas, sin embargo, la sintomatologia persistié. Como tratamiento alternativo, se utilizaron
fagos liticos anti K. pneumoniae enviados por el Instituto Eliava y se administraron por via oral e
intravesical durante doce semanas. No se observaron efectos adversos, la sintomatologia urinaria
se resolvid después del inicio del tratamiento con fagos y durante catorce meses de seguimiento

los cultivos de orina persistieron negativos. "8

En Francia 2017, un paciente de 12 afios con antecedente de fibrosis quistica, se le habia
realizado trasplante bilateral pulmonar y previo al trasplante tenia infeccion por Aspergillus
fumigatus, Achromobacter xylosoxidans y P. aeruginosa. Posterior al trasplante la infeccion por
la infeccion por A. fumigatus persistid. El paciente fue enviado a casa con tratamiento
inmunosupresor, antibiético e inmunoglobulinas. La evolucion clinica del paciente fue
desfavorable ya que inicié con disnea, tos, produccién de esputo y dependencia de oxigeno por
lo que fue llevado al hospital donde le realizaron lavado bronquial; ademas, se identificé A.
xylosoxidans PDR. La infeccién fue tratada con tigeciclina y luego se escalé a imipenem, sin
embargo, la funcién respiratoria no mejor6 y la consolidacion y micronédulos pulmonares no
disminuyeron de tamafio. Debido a la falla terapéutica de los antibi6ticos se inici6 tratamiento con
fagos. Se utilizé un primer coctel que contenia tres tipos de fagos anti A. xylosoxidans, los cuales
se administraron via nebulizada tres veces al dia. La tolerancia fue adecuada pero la infeccién
persistio por lo que se prepard un segundo coctel al cual se agrego otro tipo de fagos para mejorar
la eficacia y se administré a través de broncoscopia y a través de nebulizaciones tres veces al

dia durante 14 dias. Ocho meses después los cultivos persistieron positivos, pero con
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concentraciones bacteriana bajas (10°* CFU/mL) y finalmente un afio después ya no se aislé A.
xylosoxidans. La terapia con fagos fue tolerada de forma adecuada y sin mostrar efectos

adversos.>®

En Francia 2018, se reporto el caso de un paciente de 60 afios diagnosticado con cancer
de pulmon con metastasis en columna vertebral y unién sacro-iliaca derecha. Dos meses después
de haber recibido radioterapia y sacroplastia presenté una fistula y un absceso en el psoas. Se
colocé un sistema de cierre asistido por vacio (VAC); luego de la operacion se tomé un cultivo el
cual evidencio infecciébn por MSSA. Se dio tratamiento con cefazolina e imipenem/cilastina,
posteriormente se identifico bacteriemia por P. aeruginosa resistente a ceftazidima. A pesar del
tratamiento antibidtico el paciente continud febril, con secrecion purulenta y en estudios de
imagen se evidencid osteomielitis. Se tomé una biopsia de hueso en la cual se identificé P.
aeruginosa XDR sensible Unicamente a polimixina y ceftolozamo/tazobactam. Se realizo
desbridamiento y durante la intervencién quirdrgica se administré un coctel de cuatro fagos anti
P. aeruginosa. El paciente recibi6 tratamiento con colistina a través del VAC vy
ceftolozamo/tazobactam por via intravenosa. Cada tres dias se administraron fagos anti P.
aeruginosa a través de compresas durante cuatro horas, recibiendo un total de cuatro dosis. Dos
semanas después de iniciado el tratamiento con fagos se llevé a cabo la reconstruccién del tejido
muscular en la cual se evidencio6 evolucién favorable del masculo, piel y tejidos blandos. Durante
el procedimiento se tomaron cultivos los cuales fueron negativos. Lamentablemente el paciente

fallecié debido a la compresion medular por las metastasis en columna vertebral.®

En Estados Unidos 2019, una paciente de 15 afios con antecedente de fibrosis quistica e
infeccion crénica durante ocho afios por P. aeruginosa y Mycobacterium abscessus subespecie
masiliense, se le realizd un trasplante bilateral pulmonar, posteriormente inicié con tratamiento
inmunosupresor y antibioticoterapia. Una semana posterior a la intervencion quirdrgica se
evidencié eritema en herida operatoria, en radiografia de térax se observd consolidacién y en
muestra de esputo se confirmé infeccion por M. abscessus. Se inicié tratamiento con amikacina,
imipenem/cilastina, tigeciclina, bedaquilina y clofazimina, sin embargo, la consolidacion pulmonar
aumento de tamafio y aparecieron nédulos en térax, miembros superiores, miembros inferiores y
gluteos. Durante siete meses la infeccion por M. abscessus persistio y se considerd una infeccion
diseminada por lo que se decidio iniciar tratamiento con un céctel de tres fagos denominados M.
smegmatis. Los fagos se administraron por via intravenosa cada doce horas durante siete meses
y también se aplico localmente en los nddulos en piel. Al noveno dia de estancia hospitalaria, se
dio egreso a la paciente, pero continud el tratamiento en casa con fagoterapia y antibioticoterapia.
Durante siete meses de seguimiento, los nddulos disminuyeron de tamafio y la funcién pulmonar

y hepética mejoré considerablemente. En esputos seriados después de iniciada la terapia con
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fagos, no se identificé M. abscessus. La fagoterapia no causoé efectos adversos y fue tolerada de

forma adecuada.13396162

En Israel 2019, se reportd un caso de un paciente de 42 afios que fue ingresado al hospital
debido a fractura expuesta de tibia izquierda, fractura distal de fémur derecho y sindrome
compartimental. Recibié tratamiento quirtrgico y nueve dias después de su ingreso desarrolld
osteomielitis por K. pneumoniae MDR en la porcion proximal de la tibia derecha y seis semanas
después desarroll6 osteomielitis A. baumanii. Las infecciones se abordaron a través de multiples
lavados y desbridamientos, colocacién de espaciadores de cemento, antibioticoterapia
prolongada con piperacilina/tazobactam, meropenem y colistina, y colocacion de injerto. A pesar
de las multiples intervenciones no se logro erradicar la infeccion por K. pneumoniae y A. baumanii
por lo que se decidid iniciar tratamiento con fagos. Se preparé un coctel con fagos anti K.
pneumoniae y A. baumanii, y se administro de forma intravenosa durante 11 dias combinado con
meropenem Yy colistina. En los primeros dias de haber iniciado el tratamiento se observé
disminucién del dolor, inflamacién y no se evidenciaron signos de infeccién en las heridas
operatorias. Se dio seguimiento al paciente durante ocho meses, en los cuales se realizaron
cultivos y ninguno de estos fue positivo para K. pneumoniae y A. baumanii. No se observaron

efectos adversos durante el uso de fagos.5?

En Estado Unidos 2019, una paciente de 26 afios con diagnéstico de fibrosis quistica
acudié al hospital por exacerbacién pulmonar y posteriormente falla ventilatoria. La paciente
estuvo bajo ventilacién mecéanica durante 12 dias, tuvo neumotdrax y se coloco tubo intercostal.
Durante su estancia hospitalaria se infecté de P. aeruginosa y recibié tratamiento con colistina,
azitromicina, piperacilina-tazobactam y carbapenémicos durante cuatro semanas. Después de
una semana, la paciente inicié6 con fiebre, aumento de secreciones respiratorias, mayores
necesidades de oxigeno por lo que se administraron nuevamente antibiéticos, pero a pesar del
tratamiento la demanda de oxigeno aumenté y desarroll6 falla renal aguda secundario a colistina.
Debido a las condiciones de la paciente, se inicié tratamiento con un coctel de fagos anti-P.
aeruginosa los cuales se administraron por via intravenosa cada seis horas durante ocho
semanas. Desde el inicio del tratamiento con fagos, se evidenciaron mejorias en los
requerimientos de oxigeno de la paciente. Previo a iniciar tratamiento con fagos el suplemento
de oxigeno en alto flujo era de 70 L/min con fraccion inspiratoria de oxigeno (FIO2) en 50%, al
inicio de la terapia con fagos disminuyé a 30 L/min y FIO. en 40% y al finalizar las ocho semanas
de tratamiento el aporte de oxigeno era Unicamente 3-4 L/min. La terapia con fagos se combin6
con antibioticoterapia con ciprofloxacino y piperacilina-tazobactam durante tres semanas.
Durante 90 dias de seguimiento no hubo recurrencias de neumonia o exacerbacion pulmonar y

no se identificaron efectos adversos a los fagos. 5064
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En Alemania 2020, se reportd el caso de una paciente de 80 afios con infeccion
periprotésica de rodilla derecha recurrente y osteomielitis cronica de fémur. Un afio previo, la
paciente fue intervenida quirdrgicamente para colocacion de espaciador de rodilla con antibidtico.
Durante el procedimiento se tomaron cultivos y se evidencié infeccién por K. pneumoniae y
Providencia stuartii MDR, se retir0 la protesis y se inicio tratamiento con cefepime y trimetoprim-
sulfametoxazol. La protesis se recolocd ocho semanas después y se dio tratamiento con
ceftazidime-avibactam y trimetoprim-sulfametoxazol. Tres meses después la paciente inicié con
dolor y elevacién de PCR se realizd una artrocentesis evidenciando infeccion por P. aeruginosa
MDR sensible Unicamente a colistina y ceftazidime. Se retiré la protesis, se colocd un espaciador
con antibidticos (gentamicina y clindamicina), se colocaron drenajes y se inicio tratamiento con
fagos anti P. aeruginosa MDR proporcionado por el Instituto Eliava como terapia coadyuvante.
Los fagos se administraron transoperatoriamente y posteriormente a través de los drenajes, se
administr6 meropenem, ceftazidime y colistina de forma intravenosa. Se tomaron cultivos de
liquido articular la primera semana después de haber iniciado tratamiento con fagos y no se aislo
P. aeruginosa. Un mes después se recoloco la prétesis, los cultivos fueron negativos y niveles de

PCR en rango normal. 5865

En Alemania 2020, se reporté el caso de un paciente de 67 afios con antecedente de
miocardiopatia isquémica a quien se le realiz6 un reemplazo de valvula mitral a través de una
esternotomia y se colocd un LVAD a través de una toracotomia lateral izquierda. Cuatro afios
después, el paciente desarrolld6 un absceso en la cicatriz de la toracotomia. Se realiz6 un
desbridamiento y colocaciéon de VAC, durante la intervencién quirdrgica se tomaron cultivos los
cuales evidenciaron infeccion por MSSA. Se inici6 tratamiento antibidtico con piperacilina-
tazobactam y el paciente estuvo ingresado durante seis semanas. Cuatro semanas después de
haber terminado el tratamiento antibiético fue ingresado al hospital por recurrencia de la infeccion
por MSSA y dehiscencia de herida operatoria, se colocé nuevamente sistema VAC durante un
mes y se inicié terapia con fagos Pyophage y Sb-1 proporcionados por el Instituto Eliava. Los
fagos se administraron de forma local durante la intervencién quirlrgica para cierre de la herida
y posterior a la cirugia se colocé un drenaje y los fagos se administraron a través del mismo cada
ocho horas durante diez dias, combinado con meropenem y fosfomicina por via intravenosa y
ciprofloxacino y rifampicina por via oral. No se observaron efectos adversos secundario al uso
de fagos, al dia 16 de estancia hospitalaria resolvié la infeccion y el paciente recibi6 el alta

hospitalaria. Se dio seguimiento durante nueve meses sin observar recurrencias. %

En Alemania 2021, se reportd el caso de un paciente de 53 afios con cardiopatia
isquémica y choque cardiogénico a quien se le colocé un LVAD. Un afio después de la

implantacién de LVAD el paciente presenté una infeccion por P. aeruginosa y K. pneumoniae
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proveniente de la linea de extension percutdnea del LVAD. Se inicié tratamiento con
ciprofloxacino, pero se descontinué ya que se evidencid resistencia en un cultivo y posteriormente
se inicid tratamiento con meropenem y ceftolozamo/tazobactam durante cinco semanas. Dos
semanas después de haber terminado el tratamiento antibi6tico ocurrié una reinfeccién por P.
aeruginosa MDR. Debido a la resistencia de la bacteria y uso previo de antibioticoterapia se dio
tratamiento con un coctel de tres fagos anti P. aeruginosa por via intravenosa y aplicacion local.
El tratamiento con fagos se combind con ceftolozamo/tazobactam durante dos semanas y
trimetoprim-sulfametoxazol/rifampicina durante cuatro semanas. La infeccion por P. aeruginosa
resolvié durante las primeras dos semanas de antibioticoterapia y fagoterapia. Cuatro meses
después el paciente fallecié por trombosis de la bomba del LVAD, se realizaron tomografias,
niveles de PCR, cultivos en sangre y de la herida operatoria los cuales no evidenciaron reinfeccion
P. aeruginosa del LVAD. ¢’

En Polonia 2021, se reportd el caso de un paciente de 60 afios con antecedente de
trasplante renal derecho debido a falla renal por enfermedad poliquistica quien present6 diez
episodios de ITUs de forma recurrente causadas por K. pneumoniae BLEE durante mas de un
afo. Las ITUs fueron tratadas repetitivamente con meropenem y colistina durante dos semanas,
sin embargo, la sintomatologia e infeccion persistié durante varios meses, ademas los niveles de
creatinina aumentaron asociado al uso de colistina, y se evidenciaron cambios ultrasonograficos
en la pelvis renal y uréter debido a las ITUs recurrentes. Debido a esto, el paciente fue referido a
la Unidad de Fagoterapia en el Instituto Hirszfel de Inmunologia y Terapia Experimental de
Wroclaw en Polonia. Se inicié terapia con fagos anti K. pneumoniae BLEE via rectal. Al quinto dia
de la terapia con fagos, el paciente present6 disuria, dolor lumbar, leucocituria, PCR 14.9 mg/dL
y creatinina en 2.37 mg/L. Se realiz6 un ultrasonido donde se evidencié multiples quistes en el
rifidén izquierdo. Durante 18 dias se proporcioné tratamiento con fagos y antibioticoterapia con
meropenem y se evidencio reduccion de los sintomas y descenso de niveles de creatininay PCR
(0.82 mg/L y 1.61 mg/dL respectivamente). Durante los siguientes meses presentd ITUs a
repeticion causadas por K. pneumoniae y E. faecium, por lo que se considerd candidato para
nefrectomia debido a enfermedad poliquistica en rifién izquierdo. Posterior a la nefrectomia
izquierda se dio tratamiento con meropenem y fagoterapia durante 29 dias. No se reportaron
efectos adversos al uso de fagos y durante cuatro afios de seguimiento después de la nefrectomia

no volvié a presentar signos clinicos o bioquimicos de ITU.%8
2.2Series de casos

En Estados Unidos 2016, se report6 una serie de casos de 9 pacientes con Ulceras en

pie, donde 8 estaban infectadas por MSSA'y 1 por MRSA como complicacion de diabetes mellitus
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tipo 1l que recibieron tratamiento con antibiéticos de amplio espectro durante periodos
prolongados y desbridamientos; sin embargo, la evolucién clinica no fue favorable por lo que se
decidio tratar con el fago comercial Sb-1. El rango de edad era de 44 — 92 afios y ademas de
tener antecedente de diabetes los pacientes tenian otras comorbilidades. En 4 de 9 pacientes
habia exposicion 6sea y Ulceras abiertas con perfusion deficiente y 5 pacientes fueron
diagnosticados con osteomielitis. Los pacientes recibieron tratamiento con fagos Sb-1 durante
uno a cuatro meses, aplicando la cantidad de 0.1 — 0.5 mL cada semana. La evolucién clinica de
todos los pacientes fue favorable ya que presentaron cierre de las Ulceras, disminucion de la
inflamacién y conservacion de la movilidad de la articulacion. Un dato importante, es que no se
realiz6 amputacion de las falanges o de la extremidad ya que la fagoterapia fue efectiva. Durante
la falla terapéutica antibiética se consideraba la amputacion como la Unica opcion viable de
tratamiento. No se observaron efectos adversos debido al uso de fagos y tampoco se evidencié

reinfeccién luego de haber terminado el tratamiento. 216970

En Estados Unidos 2019, se reporté una serie de casos de 3 pacientes a quienes se le
habia realizado previamente un trasplante pulmonar y ademas desarrollaron infecciones MDR
por P. aeruginosa y Burkholderia dolosa. Todos los pacientes recibieron fagoterapia y antibiéticos
de amplio espectro. El primer paciente era un hombre 67 afios con trasplante bilateral pulmonar
y dos episodios previos de infecciones por P. aeruginosa que fueron tratados con fagos y
antibioticos. En el primer episodio se administrd un coctel de fagos AB-PA01 durante 29 dias por
via inhalada y piperacilina-tazobactam y colistina durante 18 dias. En el segundo episodio recibié
un coctel de fagos AB-PAOL y un coctel personalizado Navy a través de nebulizaciones en
conjunto con piperacilina-tazobactam, tobramicina y colistina. En ambos episodios por P.
aeruginosa el paciente tuvo evolucién clinica favorable y resolucion de las infecciones. El segundo
paciente era una mujer de 57 afios con infecciones recurrentes por P. aeruginosa MDR posterior
al trasplante pulmonar, fue tratada con antibiéticos de amplio espectro, sin embargo, la infeccion
persistié por lo que se optd por una terapia con fagos intravenosos AB-PAQ1 y colistina inhalada.
A los 60 dias presentd infeccion por P. aeruginosa pero la susceptibilidad mejoré. El tercer
paciente era una mujer de 28 afios con fibrosis quistica e infeccion por B. dolosa sensible
Unicamente a minocilina. La infeccion se presentdé 8 dias después del trasplante bilateral
pulmonar. Durante seis meses estuvo en tratamiento con antibiéticos de amplio espectro, sin
embargo, causaron hepatotoxicidad. Se inici6 terapia con fagos BdPF16phi4281 via intravenosa
durante doce semanas. La evolucion fue favorable al inicio del tratamiento con fagos y se
evidencio disminucion de secreciones, reduccion de consolidacion en estudios de imagen y

disminucion de concentracion bacteriana. Debido a las condiciones de la paciente por la
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hepatotoxicidad inducida por antibiéticos e inmunosupresion se detuvo el tratamiento antibiético

y la fagoterapia; la paciente fallecié once meses después de haber sido trasplantada.”™

En Alemania 2020, se reportd una serie de casos de 8 pacientes, 7 hombres y 1 muijer,
con infecciones por S. aureus, E. faecium, P. aeruginosa, K. pneumoniae y E. coli MDR que
fueron tratados con fagoterapia y antibidticos de amplio espectro. El rango de edad de los
pacientes era de 13 a 66 afios y las infecciones estaban asociadas a estados de inmunosupresion
por trasplante de 6rganos, infeccion de injertos, LVAD e infeccién de heridas operatorias. Se
prepararon cocteles de fagos para cada uno de los pacientes y se administraron por via oral,
local, inhalada, nasogastrica e intranasal. A través de la terapia con fagos y antibioticoterapia se
lograron erradicar las infecciones bacterianas en 7 de 8 pacientes. Algunos hallazgos importantes
de la serie de casos fueron: 1 paciente present6 una nueva infeccion luego de haber sido tratada;
3 de los pacientes fallecieron por causas aisladas al uso de fagos (fallo de trasplante cardiaco,
desercion de tratamiento y sepsis). A 3 de los pacientes se les administraron los fagos a través
de un sellador de fibrina intraoperatoriamente quienes posteriormente no presentaron reinfeccion
y su evolucién clinica fue favorable. No se observaron efectos adversos durante el tratamiento

con fagos en ninguno de los casos.”
2.3Ensayos clinicos

En Suiza 2003 se realizd un ensayo clinico aleatorizado doble ciego fase | con 15 adultos
sanos para determinar la seguridad al ingerir fagos anti E. coli T4. Los participantes recibieron
diferentes dosis de fagos: [A] dosis altas (10° PFU/mL), [B] dosis bajas (10° PFU/mL) y [C]
placebo. El tratamiento ABC, BCA y CAB se fue alternando cada semana, fue administrado de
forma oral y se tomaron muestras de heces al inicio y diariamente hasta el fin del estudio para
determinar la excrecion de los fagos. El estudio tuvo una duracién de 30 dias. Los participantes
del estudio toleraron de forma adecuada la ingestién de fagos anti E. coli T4. De las 15 personas
5 reportaron dolor, nausea y aumento de peristaltismo durante el estudio, pero se consideraron
sintomas leves y no requirieron tratamiento. Se midieron enzimas hepaticas y no se evidencio
elevacion de las mismas. La excrecion de fagos estuvo presente en todos los participantes que
ingirieron dosis altas; y en 13 personas, al menos una vez, con dosis bajas. La aparicion de fagos
en heces era de 20% el primer dia luego de la exposicion, 50 - 80% el segundo dia, 100% el
tercer diay los siguientes dias empez6é a disminuir (90% el cuarto dia, y hasta 3 dias de terminada
la exposicion aun se tenia 38% de presencia de fagos). Los autores concluyen que es segura la
administracion de fagos T4 por via oral pero es necesario realizar mas estudios que evidencien

la seguridad en dosis mayores.*"?
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En Reino Unido 2009 se realiz6 un ensayo clinico aleatorizado doble ciego en fase I/l con
24 pacientes con otitis cronica mayor a dos afios causada por P. aeruginosa MDR para evaluar
la eficacia y seguridad del uso de fagos como tratamiento alternativo. Los participantes del estudio
se dividieron en dos grupos, 12 pacientes recibieron terapia con fagos anti P. aeruginosa (BC —
BP 01 AL 06) y 12 pacientes recibieron placebo. Todos los pacientes recibieron una sélo dosis
de 0.2 mL de la solucidén y fue aplicada en el conducto auditivo, y en ningiin momento se combiné
con antibioticoterapia. Se realizaron cultivos antes y después de haber recibido tratamiento con
fagos. Desde el inicio del tratamiento se evidenciaron mejorias clinicas en el grupo de fagos
comparado con el grupo placebo. La concentracion bacteriana al final del estudio se redujo en el
grupo de fagos y no cambié en el grupo placebo. No se reportaron efectos adversos relacionado
al uso de fagos. A través del estudio los autores concluyen que el uso de fagos fue seguro y
efectivo, el uso de una sola dosis es mas duradero comparado con uso de antibioticos que

requieren miltiples dosis y contribuye a la degradacién de biolfim.”* 7

En Estados Unidos 2009 se realizé un ensayo clinico aleatorizado doble ciego fase | en
42 pacientes con ulceras venosas crénicas en miembros inferiores con mas de 30 dias de
evolucién. El objetivo del estudio era demostrar la seguridad de la aplicacion del coctel fagos
WPP-201 que contiene 8 fagos anti S. aureus, P. aeruginosa y E. coli, aplicado de forma tépica
en Ulceras venosas durante doce semanas. Los participantes fueron divididos en dos grupos:
tratados con fagos WPP-201 y el grupo control con solucién salina. Al finalizar el estudio se
evidencié epitelizacion completa de las ulceras en un 40% del grupo tratado con fagos y 45% en
el grupo control. Se dio seguimiento a los pacientes hasta la semana 24. Los autores del estudio
concluyen que la administracion local de fagos WPP-201 fue segura, sin causar efectos adversos,
sin diferencias significativas en el tiempo de epitelizacion de las Glceras por lo que no se puedo

establecer la eficacia del tratamiento.”7®

En Bangladesh 2012 se realiz6 un ensayo clinico aleatorizado doble ciego fase | en 15
adultos sanos para determinar la seguridad de administracion de fagos T-4 por via oral. Para este
estudio, los 99 fagos que fueron utilizados fueron secuenciados para determinar su composicion
genética para determinar la seguridad de la terapia. El estudio consistio en la administracion de
un coctel de nueve fagos T4 anti E. coli. Los participantes del estudio se dividieron en tres grupos
en los cuales se fue alternando el tratamiento cada semana: [1] dosis altas de fagos T4 3x10°
UFP, [2] dosis intermedias de fagosT4 3x107 UFP y [3] placebo. Durante el estudio a los
participantes se les realizaron chequeos médicos y pruebas de laboratorio y no se evidencio
alteracion secundaria al uso de fagos. Los autores del estudio utilizaron dosis mayores de fagos

comparados con otro ensayo clinico realizado en Suiza y concluyen que la administracién de
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fagos es segura. Ademas, destacan que una de las mayores ventajas del uso de fagos es que no

altera la microbiota normal. 7377

En Australia 2015 se realizé un ensayo clinico fase | en 9 pacientes con rinosinusitis
crénica por S. aureus. El objetivo del estudio era demostrar la seguridad, tolerancia y eficacia del
uso del coctel de fagos AB-SA01, una mezcla de 3 fagos liticos, a través de irrigacion nasal dos
veces al dia. Se realizaron tres cohortes para la administracion del tratamiento con fagos: 3x108
UFP por 7 dias, 3x108 UFP por 14 dias y 3x10° UFP por 14 dias. Al finalizar el estudio se evidencié
seguridad y adecuada tolerancia al tratamiento, 6 pacientes reportaron efectos adversos como
diarrea, epistaxis, odinofagia y dolor, sin embargo, todos se consideraron leves y se resolvieron
al finalizar el estudio. Durante el estudio se monitorizaron los signos vitales y pardmetros
bioquimicos los cuales no se vieron alterados a excepcion de una paciente en la cohorte nimero
3, que presentd disminucién de niveles de bicarbonato en una ocasién. Todos los pacientes
presentaron reduccién en la concentracion de S. aureus y Unicamente 2 pacientes lograron
negativizar cultivos al final del estudio. A los pacientes, que posterior al tratamiento con fagos
persistieron con mas de dos sintomas de rinosinusitis y evidencia endoscépica de pus después
de una semana, se les dio la alternativa de iniciar antibioticoterapia. De los 9 pacientes, 5
recibieron antibioticoterapia. Los autores del estudio concluyen que el tratamiento con fagos AB-
SA01 es seguro y puede ser considerado una alternativa para pacientes en los que los

tratamientos convencionales no han sido efectivos. 8

En 2016 se realiz6 un ensayo clinico aleatorizado doble ciego fase | con 120 nifios de 6 -
24 meses con diarrea y signos de deshidratacion leve en los dltimos dos dias, en los cuales se
identific6 presencia de E. coli en heces. El objetivo del estudio era demostrar la seguridad y
eficacia de los fagos T-4 E. coli comparado con el coctel de fagos Microgen ColiProteus vy el
tratamiento convencional de la diarrea, con sales de rehidratacion oral y zinc. Se formaron tres
grupos y se distribuy6 el tipo de tratamiento de la siguiente manera: [P] 41 SRO + zinc, [M] 40
Microgen ColiProteus y [T] 39 fagos T-4 E. coli. No se observaron diferencias clinicas
significativas en ninguno de los tres grupos. Al cuarto dia de tratamiento 50% de los pacientes
recibieron el alta hospitalaria, al sexto dia el 93%, 88% y 84% de los pacientes tratados con T, M
y P respectivamente recibieron el alta hospitalaria. Microgen ColiProteus evidencié una mayor
cantidad de fagos en heces que T4 coliphage, sin embargo, los autores concluyen que fue debido
a una mayor dosis en el tratamiento B. Los autores concluyen que la administracion de fagos T-
4 es segura ya que no se evidenciaron efectos adversos durante el tratamiento, indican que el
objetivo no era demostrar la eficacia y esto se vio afectado ya que Unicamente 60% tenian
infeccion por E. coli y s6lo el 50% de las colonias de E. coli eran sensibles a los fagos. No se

utilizaron antiacidos lo que pudo haber influido en los resultados del estudio.*">"®
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En Francia y Bélgica 2017 se llevo a cabo el estudio multicéntrico aleatorizado doble ciego
fase I/l lamado “Phago Burn” con 25 pacientes de diferentes regiones de Francia y Bélgica que
tenian quemaduras infectadas por P. aeruginosa. El objetivo del estudio era comparar la eficacia
y tolerancia del uso de fagos PP1131 anti P. aeruginosa versus el tratamiento convencional con
sulfadiazina de plata al 1%. Para ser parte del estudio los pacientes debian de tener un cultivo
positivo para P. aeruginosa y uno o mas de los siguientes criterios clinicos de infeccion:
inflamacién, secrecion purulenta, desbridamiento espontaneo, retraso en la cicatrizacion o
dehiscencia de la herida. El coctel PP1131 contenia doce fagos liticos anti P. aeruginosa y fue
disefiado bajo estdndares de calidad por “Pherecydes Pharma” y “Clean Cells”. De los
participantes del estudio, 12 recibieron tratamiento con fagos PP1131 y 13 con sulfadiazina de
plata al 1% durante una semana y posteriormente eran observados durante dos semanas.
Durante la administracion del tratamiento se tomaron cultivos de las heridas infectadas. Para
valorar la eficacia del tratamiento se tomd como objetivo la reduccién de carga bacteriana en al
menos dos cuadrantes del &rea de la quemadura. Para el séptimo dia, el 50% de los participantes
de BT y el 85% de los que utilizaron sulfadiazina de plata alcanzo la reduccién objetivo. El 76%
de los pacientes con tratamiento convencional tuvo una mejor evolucién comparado con un 53%
de los que fueron tratados con fagos. Se decidi6é descontinuar el estudio de forma temprana ya
que no se alcanzo la eficacia esperada. Los autores del estudio concluyen que a pesar que la
mejoria clinica en los pacientes tratados con fagos fue mas lenta en comparacién con la
sulfadiazina de plata, se obtuvo una mayor reduccién de la concentracién bacteriana y menor

incidencia de efectos aversos.”*®

En Suiza 2017 y 2018 se realiz6é un ensayo clinico fase Il en 97 pacientes mayores de 18
aflos a quienes se les habia realizado una reseccion transureteral prostatica (RTUP) y ademas
tenian antecedentes de ITUs recurrentes causadas por Enterococcus sp, E. coli, P. mirabilis, P.
aeruginosa, Staphylococcus sp y Streptococcus sp sin sintomas de infeccién sistémica. El
objetico del estudio era demostrar la eficacia del uso de coctel Pyophage para el tratamiento de
ITUs recurrentes. Previo a realizar el estudio, se evidencié que los pacientes tuviesen cultivos
positivos parara Enterococcus sp, E. coli, P. mirabilis, P. aeruginosa, Staphylococcus sp y
Streptococcus sp y que ademas, las bacterias fuesen sensibles de forma in vitro al Pyophage.
Para llevar a cabo el estudio 28 pacientes recibieron tratamiento con fagos, 32 con placebo y 37
con antibidticos betalactdmicos durante una semana. El grupo de fagos y placebo fue doble ciego
y consistio en la administracion de 20 mL de solucion dos veces al dia a través de un catéter
suprapubico. Al finalizar el estudio se obtuvieron cultivos de orina negativos en 18% del grupo
tratado con fagos, 28% en el grupo placebo y 35% en los que recibieron antibioticoterapia. Los

efectos adversos se consideraron leves y se presentaron en menor frecuencia en el grupo tratado
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con fagos (21% comparado con 41% y 30% en grupo placebo y antibiéticos respectivamente).
Los autores concluyen que la fagoterapia no fue inferior a la antibioticoterapia, pero tampoco

superior a grupo placebo. Se demostré la seguridad, pero no la eficacia del uso coctel Pyophage.
80

En Estados Unidos 2019 se realiz6 un ensayo clinico aleatorizado doble ciego fase | en
32 pacientes de 18 — 61 afios con sintomas gastrointestinales leves o moderados para determinar
la seguridad y tolerancia durante la administracién de fagos LHO1-Myoviridae, LL5-Siphoviridae,
T4D-Myoviridae y LL12-Myoviridae. Los fagos que formaron parte del estudio actian contra cepas
de E. coli enterotoxigénica y enterohemorragica. El estudio se realiz6 en dos intervenciones de
28 dias cada una, separadas por dos semanas. En cada intervencién un grupo recibié una
capsula de 15 mg que contenia fagos o placebo y en la siguiente intervencion los tratamientos
fueron alternados. Se realizaron chequeos médicos, controles de laboratorios y un cuestionario
sobre los sintomas gastrointestinales al inicio y fin de cada una de las intervenciones. Al finalizar
el estudio, se evidencié una mejoria en la sintomatologia gastrointestinal de los pacientes
independientemente de la intervencion. Se evidencié aumento de los niveles de diéxido de
carbono que puede estar asociado a la disminucién de diarrea. Los parametros metabdlicos
evaluados siempre se mantuvieron dentro de los limites normales. Los autores del estudio
concluyeron que el consumo del céctel de fagos fue seguro, con adecuada tolerancia por parte
de los pacientes y sin haber presentado efectos adversos. Ademas, sugieren que podrian
utilizarse como suplementos en personas sanas con sintomas gastrointestinales leves o
moderados sin que alteren su estado de salud comparado con el uso de los probiéticos

convencionales que se asocian con aumento del gas intestinal y dolor abdominal.*8!
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CAPITULO 3: ANALISIS Y DISCUSION

SUMARIO

e Seguridad y eficacia

e Monoterapia vs terapia combinada

¢ Regulaciones e implicaciones de manufactura
e Perspectivas actuales

e Perspectivas futuras

e Comentarios finales

Los estudios acerca de los fagos han permitido identificar sus diversas ventajas y eficacia
para combatir infecciones bacterianas multirresistentes. Los fagos se caracterizan por ser
altamente selectivos y especificos, lo que les permite atacar a una bacteria determinada, sin
alterar la microbiota natural del cuerpo por su alta sensibilidad. Estos rara vez producen
resistencia bacteriana ya que evolucionan con la misma velocidad que las bacterias y desarrollan
una mayor capacidad infectiva cuando las bacterias desarrollan resistencia a ellos. También
tienen la caracteristica de actuar de forma sinérgica con los antibidticos y con otro tipo de fagos,

y son considerados una alternativa adecuada cuando existe alergia o resistencia a un antibiotico.

Por su abundancia natural es facil identificar fagos que sean sensibles a determinados
tipos de bacterias, por lo que su produccién es simple y de bajo costo. Al aplicarse, alcanzan una
concentracion exponencial ya que se replican en el sitio de infeccion, lo que reduce el nimero de
dosis necesarias comparado con el tratamiento con antibiéticos. Las personas estan
naturalmente en constante exposicion a fagos en el medio ambiente y el consumo de alimentos,
por lo que son bien tolerados sin mostrar efectos adversos. Adicionalmente, debido a sus
mecanismos de accion, permiten aumentar la sensibilidad de las bacterias hacia los antibiéticos
cuando existe resistencia, ademas de poseer propiedades antinflamatorias e

inmunomoduladoras. 278283

3.1 Seguridad y eficacia

Desde su descubrimiento hace mas de cien afios, los fagos han sido utilizados con fines
experimentales y terapéuticos. Durante los primeros experimentos en 1920 - 1940, Felix d’Herelle

y otros pioneros de la fagoterapia utilizaron los fagos para tratamiento de disenteria, célera, peste
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bubdnica e infecciones en piel. A pesar del escaso y limitado conocimiento cientifico y
microbioloégico que se tenia sobre la fagoterapia, se evidencid reduccion significativa de la
mortalidad en los pacientes que recibieron este tipo de tratamiento. Con el mejoramiento de los
métodos de produccion, dosificacién y almacenamiento de los fagos, se obtuvieron mejores
resultados. Desde esta época, se evidencid que el uso de fagos era seguro y eficaz, sin observar
efectos nocivos significativos en la salud de los pacientes. A pesar de la llegada de los antibiéticos
en 1940, la fagoterapia se continud utilizando en paises como Rusia, Polonia y Georgia.
Actualmente se ha logrado implementar en mas paises y mas médicos, bidlogos e investigadores
estan interesados en el enfoque clinico y terapéutico que puede tener el uso de fagos como

tratamiento de infecciones bacterianas MDR, XDR y PDR. 81213

Se han realizado mudltiples estudios en modelos animales que apoyan la seguridad y
eficacia de la fagoterapia. Estos estudios han sido parte importante para la comprension del
mecanismo de accion de los fagos hacia infecciones bacterianas y la posibilidad de hacer uso de
los mismos en ensayos clinicos en humanos y asi poder confirmar su seguridad y eficacia. Desde
inicios de los afio 2000 se han llevado a cabo estudios en ratones, visones, conejos, perros,
cerdos y ovejas para tratamiento de infecciones por K. pneumoniae, A. baumanii, S. aureus, P.
aeruginosa, E. coli, E. faecalis, Mycobacterium ulcerans, Burkholderia cenocepacia, Vibrio
cholerae, Vibrio parahaemolyticus, Clostridium difficile, Cronobacter turicensis y Salmonella
enteritidis. Los hallazgos mas significativos en los estudios han demostrado que el uso de
cécteles es mas efectivo que el uso de fagos individuales. Algunos fagos han demostrado mejores
resultados comparado con el uso de antibiéticos, incluyendo la disminucién de la concentracion
bacteriana, el efecto sinérgico al utilizarse con antibioticoterapia o procedimientos quirdrgicos, la
eficacia contra la biopelicula, la disminucion de biomarcadores inflamatorios, la eficacia en
monodosis y la mejoria en la supervivencia al usarlo de forma profilactica. Es importante
mencionar, que aunque la fisiologia de los animales sea distinta a la de los humanos, ambos
comparten caracteristicas muy similares lo que indica que la fagoterapia puede ser segura y

eficaz ante infecciones bacterianas en humanos.88

En las ultimas décadas, la evidencia clinica de la seguridad y eficacia de la fagoterapia ha
aumentado considerablemente. Por un lado, los reportes de casos anecdéticos detallan
excelentes resultados al utilizar la fagoterapia en pacientes individuales, mientras que los
ensayos clinicos fase I/ll tienen el objetivo de determinar la seguridad y eficacia sobre el uso de

fagos como tratamiento alternativo o complementario en infecciones bacterianas.
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En los reportes de caso destacan: pacientes de 7 afios con fibrosis quistica con infeccion
crénica por P. aeruginosa y S. aureus ¥4, paciente de 67 afios con adenocarcinoma abdominal
con infeccién por P. aeruginosa posterior a una intervencion quirtrgica 3%, paciente de 76 afios
con reemplazo aértico e infeccién por P. aeruginosa 4%, paciente de 33 afios con prostatitis
crénica por S. haemolyticus, S. aureus, S. epidermidis y S. mitis °>°, paciente de 58 afios con
urosepsis por K. pneumoniae después de un trasplante renal °:°8, paciente de 12 afios con fibrosis
quistica e infeccion por A. xylosoxidans *° y un paciente de 60 afios con trasplante renal bilateral
e ITUs a repeticion por K. pneumoniae BLEE pneumoniae BLEE y E. faecium 8. En los estudios
enumerados, los pacientes tenian infecciones bacterianas resistentes y habian recibido multiples
esquemas con antibioticos de amplio espectro con falla de los mismos. Los médicos tratantes
optaron por otras alternativas y decidieron utilizar la fagoterapia como ultima opcién. La evolucion
de los pacientes fue favorable desde las primeras semanas de haber iniciado el tratamiento;
ademas, la administracion de fagos por las diferentes vias fue tolerada de forma adecuada y sin
evidenciar efectos adversos durante y después del tratamiento. Se lograron cultivos negativos

por al menos un afio.

Tres series de casos describen el uso de fagos en pacientes con Ulceras infectadas por
MSSA y MRSA como complicacién de diabetes mellitus tipo 11,7210 pacientes que posterior a
trasplante pulmonar desarrollaron infeccién por P. aeruginosa y Burkholderia dolosa MDR,* y
pacientes con infecciones por S. aureus, E. faecium, P. aeruginosa, K. pneumoniae y E. coli
asociadas a estados de inmunosupresion por trasplante de 6rganos, infeccién de injertos, LVAD
e infeccion de heridas operatorias.’? En las tres series de casos, los pacientes habian recibido
tratamiento antibiético de forma prolongada sin resolver la infeccion y al optar por la terapia con
fagos se logro erradicar la infeccion en la mayoria de éstos, sin evidenciar efectos adversos. La
tasa de recurrencia de infecciones fue entre 13-33%. En algunos casos, al combinar fagoterapia
con antibioticoterapia, se recuperd la susceptibilidad de las bacterias a los antibiéticos en las que
previamente se habia identificado resistencia. En las tres series de casos se utilizaron cocteles

de fagos.

Se han realizado ensayos clinicos aleatorizados doble ciego Unicamente en fases |y |l,
en los que se evidencia que la administracion es segura utilizando dosis altas e intermedias y
existe adecuada tolerancia por las diferentes vias de administracién, con reduccion de la
concentracion bacteriana en los cultivos control posterior a la administracion de la fagoterapia.
En algunos casos, existié mejoria clinica comparado con el grupo placebo, sin presentar efectos

adversos graves 0 severos, Yy los efectos adversos leves desaparecieron al terminar el
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tratamiento, sin alteraciones en resultados de examenes de laboratorio. Los pacientes que
recibieron por lo menos una dosis de fagos tuvieron resultados favorables y se consider6 efectivo
contra la biopelicula. Sin embargo, en algunos ensayos clinicos realizados no se logré comprobar
gue la eficacia de los fagos fuese mayor a la de los antibiéticos, y se identificaron algunos factores
determinantes como la baja susceptibilidad de las bacterias a los fagos, la administracion de dosis
inadecuada y la desactivacion de los fagos por el pH acido estomacal. Existe evidencia que los

bacteriéfagos son mas efectivos contra las bacterias MDR, XDR y PDR.

Con los estudios que se han realizado se ha evidenciado que los fagos son mas eficaces
cuando se administran en cocteles fagicos y de forma local en el sitio de infeccion, tal es el caso
de enfermedades respiratorias donde la mejor via de administracion es a través de nebulizaciones
o por medio de broncoscopia, y en ITUs a través de catéter vesical; los fagos también pueden
aplicarse transoperatoriamente y al colocar sistemas VAC. En algunos estudios se evidencio falla
renal aguda y hepatotoxicidad debido al uso de antibiéticos, indiferentemente si fueron utilizados
de forma crénica, mientras que su contraparte es segura ya que los fagos Unicamente se replican
en las células bacterianas y al resolver la infeccién éstos son eliminados por sus propiedades de
auto-replicacion y auto-limitacion, sin riesgo de causar dafio hepatico o renal. Se ha comprobado
que la fagoterapia es util para infecciones bacterianas refractarias a los tratamientos
convencionales y ademas al utilizarla, los pacientes han presentado evoluciones clinicas
favorables. Por las distintas vias de administracion, ya sea oral, intravenosa, rectal, 6tica, nasal,
uretral, intravesicual, nasogastrica, nebulizada o local, se he evidenciado que la fagoterapia es
segura y con adecuada tolerancia en cada una de ellas. Los efectos adversos experimentados
por los pacientes han sido minimas y no significativos comparado con el uso de antibiéticos. En
la mayoria de pacientes tratados se logré la negativizacion de cultivos y la tasa de recurrencia
disminuyé considerablemente. En ninguno de los estudios se han reportado muertes secundarias

al uso de fagos, sino por causas ajenas a la fagoterapia.

3.2 Monoterapia vs terapia complementaria

Los fagos pueden ser utilizados como monoterapia o terapia complementaria en conjunto
con antibioticos. En diversos estudios se ha utilizado como monoterapia para tratamiento de
infecciones bacterianas y se he evidenciado eficacia para reducir las concentraciones
bacterianas. Al utilizar los fagos en monoterapia es necesaria la administracién de cocteles
fagicos para garantizar que el tratamiento sea efectivo al aumentar el espectro de afinidad por el

huésped bacteriano. Sin embargo, en la mayoria de casos los fagos en monoterapia no erradican
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la infeccidn y Unicamente reducen las concentraciones bacterianas con la negativizacion de los
cultivos. Algunos factores son determinantes para lograr la eficacia de la fagoterapia como
monoterapia, como la realizacion de un “phagogram”, un test que mide la susceptibilidad de la
bacteria a determinados fagos,*® el uso de cocteles fagicos sobre un fago Unico, y las

caracteristicas especificas de las bacterias patogénicas en los pacientes a tratar.

La fagoterapia como tratamiento complementario ha evidenciado mejores resultados para
el tratamiento de infecciones bacterianas MDR, XDR y PDR. Al utilizar fagos en conjunto con
antibioticos se logra un efecto sinérgico entre ambos, descrito como PAS. Este efecto fue descrito
por Comeau, et al.3, quienes descubrieron que al utilizar concentraciones subletales de
antibiéticos se aumentaba la produccion bacteriana de fagos liticos. Esto ocurre debido a que con
bajas concentraciones de antibiéticos se logra inhibir la division celular de las bacterias, pero no
causa la muerte de las mismas y permite asi la sintesis de componentes fagicos potenciando su
ensamblaje y por lo tanto la liberacion de un mayor nimero de fagos para poder combatir la
infeccion. A través de varios estudios se ha podido determinar que algunas bacterias desarrollan
resistencia a los fagos y de forma simultdnea aumenta la sensibilidad de las bacterias a los
antibiéticos; a este fendmeno se le conoce como sensibilidad colateral y puede ocurrir en ambas
direcciones. Las bacterias desarrollan resistencia a los fagos a través de modificaciones en las
proteinas de superficie, impidiendo que los fagos sean capaces de reconocer los receptores y
puedan unirse e ingresar a la célula. Estos receptores juegan un rol importante en los
mecanismos de resistencia de los antibiéticos, por lo que, al sufrir modificaciones para impedir la
entrada de los fagos, se aumenta la sensibilidad a los antibiéticos. La PAS puede resultar en
aumento de la sensibilidad antibi6tica y resistencia fagica o0 aumento de la resistencia antibiética
y sensibilidad fagica, siendo esta una mejor alternativa que utilizar los fagos como

monoterapia.®

3.30tras perspectivas actuales

El concepto de “Una Salud” reconoce la interconexién entre la salud humana, animal y el
medio ambiente, integrando la medicina humana, la medicina veterinaria y las ciencias
medioambientales. Aunque las bacterias inevitablemente desarrollaran resistencia ante los
antibiéticos como consecuencia de las mutaciones genéticas y la transferencia horizontal de
genes, la resistencia antibiética se empeora por el uso inadecuado de los antibiéticos. Un claro
ejemplo, es el uso de antibidticos como promotores de crecimiento en el ganado. Desde su

descubrimiento, los fagos han sido utilizados para el control de la proliferacion bacteriana en la
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industria alimentaria y diferentes entornos ambientales. Por consiguiente, la fagoterapia es
importante dentro del marco de Una Salud como una estrategia para prevenir el uso excesivo de

antibiéticos y la diseminacion de la resistencia antibiética a los humanos.?

En la industria alimentaria, los fagos son utilizados en el control de la contaminacion
alimentaria, especialmente contra las cuatro bacterias contaminantes mas comunes: Salmonella
sp., Campylobacter sp., E. coli y Listeria sp. La FDA ha aprobado cuatro cocteles fagicos para
uso en la industria alimentaria: ListShield, EcoShield, SalmoFresh y LISTEX.1®*? Estos
preparados fagicos son clasificados como “generalmente considerados seguros”. Hay evidencia
de la efectividad de la estrategia del uso de fagos para mejorar la seguridad alimentaria y reducir
la contaminacién bacteriana en carnes, vegetales y lacteos. El uso de fagos en la industria
alimentaria respalda que la administracion oral fagica es segura para los humanos.® El uso de los
bacteriéfagos es un medio natural, no téxico, seguro y efectivo para reducir o eliminar la
contaminacién de alimentos con bacterias patogénicas, eliminando el riesgo y reduciendo

significativamente la magnitud y severidad de las enfermedades transmitidas por alimentos.?”

Los enzibibticos son enzimas fagicas liticas utilizadas para el tratamiento de infecciones
y colonizaciones bacterianas. Mdltiples estudios en modelos animales demuestran la efectividad
de estos como antibiéticos en diferentes drganos y tejidos, incluyendo infecciones en el torrente
sanguineo, pulmén, piel, hueso, intestino y glandulas. Algunas de las bacterias contra las que ha
mostrado efectividad el uso de enzibibticos son S. aureus, S. penumoniae, Bacillus anthracis, A.
baumanni, P. aeruginosa y C. difficile. La evidencia indica que hay potencial de utilizar los

enzibidticos en el contexto clinico como agentes antibiéticos.®

El creciente interés en la fagoterapia y el conocimiento de los médicos para su uso ha
conllevado a que existen alrededor del mundo bancos de fagos, los cuales proveen una biblioteca
o coleccién de los fagos disponibles. Estos centros no se encuentran Unicamente en paises de
Europa oriental. Entre los principales se puede mencionar el Centro Félix d’Hérelle de la
Universidad de Laval en Quebec, Canada; el Instituto Leibniz en Braunschweig, Alemania; el
Banco de Bacteriofagos de Corea en Yongin, Corea del Sur; la Coleccion de Bacteriéfagos en
Virginia, Estados Unidos; la Coleccién Nacional de Bacteriéfagos en Silisbury, Reino Unido; y el
Fagenbank en Delft, Paises Bajos.?® Estos bancos se dedican a la investigacion y caracterizacion
de los fagos que pueden utilizarse en fagoterapia, especialmente en el tratamiento sur-mesure.
La caracterizacion fenotipica y gendmica es esencial para determinar el mejor candidato para uso

terapéutico.*3
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El despliegue bacteri6fago es una técnica de laboratorio para el estudio de las
interacciones proteina-proteina, proteina-péptido y proteina-DNA, a través del uso de los fagos
para conectarse a proteinas determinadas con la informacién genética que las codifica. Un gen
gue codifica una proteina de interés se inserta en un gen de la proteina de cubierta del fago, lo
gue hace que el fago despliegue la proteina en su exterior, conteniendo el gen codificante en el
interior. Esta técnica es una herramienta potencial para el desarrollo de agentes terapéuticos,
vacunas, diagnéstico y transmision de genes y farmacos. Recientemente se han desarrollado
estudios in vitro utilizando el despliegue bacteri6fago con el disefio de anticuerpos humanizados
y nuevos farmacos para el tratamiento del cancer, enfermedades autoinmunes, inflamatorias y
metabdlicas, y alergias. También se esta utilizando como método diagnoéstico para determinar
antigenos tumorales y nuevas dianas terapéuticas. Un ejemplo claro del éxito del despliegue
bacteriéfago es el uso de anticuerpos monoclonales (mAb). El adalimumab y el belimumab son
mADb utilizados para el tratamiento de enfermedades autoinmunes, mientras que el raxibacumab

es un mADb utilizado para profilaxis y tratamiento del antrax inhalado.?®

Por ultimo, los fagos se han utilizado para transmisiéon de agentes fotosensibilizantes a
determinadas bacterias y asi hacerlas susceptibles a inactivacion fotodinamica sin perturbar el
microbioma. Esta aproximacion ha sido util contra MRSA y Candida albicans. Similar a esta
técnica, los fagos pueden utilizarse para transmision de genes para revertir la resistencia
antibidtica, secuencias CRISPR/Cas9 para inactivar genes de virulencia, modificar RNAs
reguladores para silenciar determinantes de la resistencia antibiética, y transmitir genes capaces
de codificar proteinas que aumenten la susceptibilidad a los antibiéticos.® Esta versatilidad de
usos permite que los fagos, mas alla de ser utilizados Unicamente para fagoterapia, puedan

utilizarse con otros objetivos dentro de la practica clinica.

3.4Perspectivas futuras

Recientemente, se estan explorando nuevas técnicas para ingenieria de fagos. La
biotecnologia permite la modificacién del genoma fagico, siendo la ampliacién del espectro uno
de los principales objetivos. Como se discutié antes, aunque la especificidad por el huésped es
una ventaja de los fagos, también implica que es casi imposible infectar a todas las cepas
bacterianas utilizando un Unico fago. La modificacion de los genes que codifican las proteinas de
union al receptor ha sido exitosa para aumentar el espectro de ataque de los fagos. Otra
estrategia dentro de la ingenieria de fagos es la agregacion de genes que codifican ciertas

enzimas contra la biopelicula para mejorar la actividad antibacteriana, como la lactonasa, que
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interfiere con el quorum sensing bacteriano, y la dispersina B, una hidrolasa glicosidica que
degrada la matriz bacteriana. Una Ultima estratega es la modificacién génica de los fagos
lisogénicos, que permite cambiar su ciclo a uno estrictamente litico a través de la delecién del
modulo gendmico que establece la lisogenia. Aunque la ingenieria de fagos puede mejorar
potencialmente sus propiedades antibiéticas, los fagos disefiados aun no son aceptados para la

fagoterapia.®

Como se menciond antes, el fagoma es responsable de la diversidad genética observada
en el microbioma intestinal, y sugiere que los fagos pueden utilizarse como herramientas para el
control de la microbiota y recuperar la diversidad que se ha perdido en algunas enfermedades.
Hay evidencia que sugiere que el fagoma responde de manera dindmica a la dieta y es
considerado un indicador de buena salud. En algunas enfermedades inflamatorias intestinales,
como la colitis ulcerativa y la enfermedad de Crohn, hay una significativa reduccion de la
diversidad y un aumento de la densidad de fagos. Por lo tanto, el fagoma podria considerarse un
biomarcador para la enfermedad inflamatoria intestinal. Es probable que los bacteriéfagos tengan
un papel importante en el mantenimiento de la diversidad de la microbiota del intestino, ya que la
evidencia sugiere que un insulto que causa trastorno en el fagoma conllevara a alteraciones en
la composicién bacteriana intestinal que puede conducir a alteraciones con consecuencias
desfavorables para la salud humana.®®® Ademds, como se discuti6 antes, los efectos
inmunomoduladores de los fagos sugieren que éstos pueden ser utilizados para el tratamiento de

enfermedades inflamatorias intestinales.*

En el campo de la nanomedicina se estan estudiando otros usos de los bacteri6fagos. Hay
evidencia que los fagos modificados por ingenieria génica pueden funcionar como vehiculo para
desarrollar vacunas, al incorporar promotores génicos en el genoma fagico.?’ Las vacunas de
despliegue bacteriofago se basan en usar un virién que lleva el gen que codifica el antigeno que
esta siendo desplegado, mientras que las vacunas DNA utilizan el viribn como vehiculo que lleva
el DNA con el gen que codifica el antigeno para llevarlo a la célula animal. Ambas vacunas tienen

el potencial de generar mayor inmunidad que las vacunas convencionales.?®

3.5Comentarios finales

Por los argumentos anteriormente presentados y la evidencia obtenida de los estudios
realizados, se ha demostrado que el uso de fagos como tratamiento para infecciones bacterianas

es seguro y ha logrado ser eficaz en la mayoria de casos. Sin embargo, es necesaria la realizacion
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de ensayos clinicos con condiciones estrictas y en diferentes fases para poder confirmar la
seguridad, eficacia, efectividad y tolerancia, establecer la dosis ideal e identificar efectos adversos
a corto, mediano y largo plazo de la fagoterapia. Los ensayos clinicos en fase I, 1l y lll permitiran
crear una base sélida sobre la seguridad y eficacia del tratamiento con fagos. Con un mayor
namero de ensayos clinicos, se podra establecer un marco de referencia que especifique las
regulaciones para los distintos tipos de fagos que actualmente estan descritos. Al tener la
suficiente evidencia de seguridad y eficacia de esta terapia, los fagos podran ser aprobados,
comercializados y utilizados globalmente para el tratamiento de infecciones bacterianas y para

otras aplicaciones clinicas en el &mbito médico.

Lo anterior expuesto abre espacio para continuar investigando nuevos usos de los
bacteriéfagos, especialmente considerando que éstos no representan ningun riesgo para la salud
humana. La bioingenieria, las ciencias médicas y las ciencias farmacéuticas deben de trabajar
en conjunto y unir esfuerzos para desarrollar nuevas estrategias para el uso de los fagos para el
tratamiento de enfermedades infecciosas y otras enfermedades. Por el momento, la fagoterapia
es una estrategia eficaz para afrontar la creciente resistencia antibidtica y tratar infecciones

resistentes que no responden a tratamientos convencionales.
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CONCLUSIONES

Para la elaboracion de esta monografia de compilacion con disefio descriptivo, se realizo
una busqueda de la evidencia mas actualizada a través de distintas plataformas virtuales,
siguiendo estrictos criterios para la seleccion de la mejor evidencia disponible. Los DeCS y MeSH
seleccionados fueron adecuados para la busqueda y seleccién de los articulos cientificos que
mejor se adaptaban para cumplir con los objetivos de la presente investigacion documental. El
uso de buscadores virtuales y la consulta de distintos journals permitieron compilar evidencia de
calidad para la construccion de los capitulos. En su mayoria, las fuentes utilizadas estan
disponibles en idioma inglés, considerando que la gran mayoria de revistas cientificas utilizan
este idioma como lenguaje oficial y los articulos mas actualizados se encuentran publicados
Unicamente en este idioma. La poca informacién disponible del uso de la terapia en el contexto
clinico requirié incluir bibliografia antigua, que de igual forma fue sumamente valiosa para
enriguecer el contenido y permitir la discusién de mdultiples aspectos a considerar. Es asi como la
metodologia empleada permitié construir un estado del arte de la fagoterapia en el contexto del
tratamiento de infecciones bacterianas, basado en la evidencia y con rigor cientifico para

respaldar la discusion y responder a los objetivos planteados.

Recientemente, los antibiéticos han perdido su efectividad ante las bacterias resistentes,
cada vez mas comunes. La fagoterapia presenta ciertos beneficios en comparacion con los
antibiéticos convencionales que la convierte en una alternativa estratégica para el tratamiento de
infecciones bacterianas resistentes. Los bacteriéfagos son altamente selectivos y especificos por
lo que atacan Unicamente una bacteria patogénica determinada. A diferencia de los antibidticos,
tienen la capacidad de contrarrestar y evadir los mecanismos de resistencia fagica desarrollados
por las bacterias. Por sus mecanismos de accion, los fagos alcanzan concentraciones
exponenciales en el sitio de infeccién siempre que exista disponibilidad del huésped. Ademas, al
utilizarlos de manera simultdnea con antibidticos, éstos muestran actividad sinérgica lo que
amplifica su capacidad bactericida, y también contrarrestan los mecanismos de resistencia
antibidtica. Por lo tanto, la fagoterapia es considerada una estrategia prometedora para combatir

una de las mayores problematicas contemporaneas de la salud global.

Los bacteri6éfagos son las entidades biolégicas mas ubicuas y abundantes en el planeta,
y cumplen funciones importantes en la regulacion de la diversidad bacteriana. Segun su ciclo de
vida, los fagos se clasifican en liticos y lisogénicos, siendo los liticos los de mayor interés clinico

debido a su capacidad bactericida. Estos poseen propiedades que los hacen perfectos candidatos
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como agentes terapéuticos contra las infecciones bacterianas. Ademas de sus propiedades
intrinsecas, los fagos cuentan con un arsenal de enzimas que les permiten penetrar y finalmente
destruir la membrana, lo que conduce a la muerte de su huésped bacteriano. En condiciones
naturales, la coexistencia entre fagos y bacterias conlleva al desarrollo de mecanismos de
resistencia fagica de manera casi inevitable; sin embargo, debido a sus propiedades de co-
evolucién con el huésped, los fagos han desarrollado mecanismos para evadir los sistemas
antivirales. La innata convivencia de los fagos con los seres humanos sugiere que su interaccion
no representa un peligro para la salud humana, inclusive éstos forman parte de la microbiota

humana y contribuyen a la homeostasis del organismo.

La creciente amenaza de la resistencia antibidtica y aumento de la incidencia de
infecciones bacterias multirresistentes ha despertado el interés en la comunidad cientifica de la
blusqueda de nuevas alternativas terapéuticas. En las Ultimas décadas, la fagoterapia ha sido
considerada una alternativa prometedora para dar respuesta a esta problematica. Se han
realizado multiples estudios con diferentes niveles de evidencia que respaldan el uso de la
fagoterapia en el contexto clinico humano. A pesar de los distintos resultados obtenidos, se ha
demostrado que la terapia fagica puede ser utilizada como tratamiento alternativo o
complementario para combatir infecciones bacterianas multirresistentes. En cuanto a la
seguridad, la evidencia sugiere que la fagoterapia en el contexto clinico humano no representa
un riesgo a la salud. Con respecto a la eficacia, se ha demostrado que los fagos son capaces de
erradicar infecciones bacterianas de diversos focos sin embargo a pesar de los resultados
positivos es necesario llevar a cabo ensayos clinicos con disefios rigurosos y en sus diferentes

fases que permitan establecer con certeza la efectividad de la fagoterapia.
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RECOMENDACIONES

A la comunidad cientifica y academia, llevar a cabo ensayos clinicos con condiciones
rigurosas, cumpliendo con las Buenas Practicas Clinicas y disefio adecuado, para poder evaluar
la seguridad, eficacia y efectos de la fagoterapia. Asimismo, explorar otros abordajes en los que
puedan utilizarse los fagos en la practica clinica como estrategia terapéutica. Socializar los
resultados con la comunidad médica mundial, para que estos conocimientos estén disponibles

para todos.

Al Ministerio de Salud Publica y Asistencia Social, fortalecer las estrategias de regulacion
sobre la distribucion, comercializacion y venta de los antibiéticos, considerando que el uso
inadecuado de los antibidticos conduce al desarrollo de resistencia antibidtica extrahospitalaria y
sus devastadoras consecuencias para la salud humana. Fortalecer las campafias de promocién
de la salud, especificamente en el uso racional de antibiéticos Unicamente cuando la situacion

clinica lo amerite y bajo indicacion estricta de un profesional médico.

A la Facultad de Ciencias Médicas y la Direccibn General de Investigacion de la
Universidad de San Carlos de Guatemala, involucrarse en la investigacion de temas actuales de
interés sobre problematicas relevantes que afectan tanto a la salud global como a la salud local.
Promover la investigacion e incentivar a los profesionales de la salud a involucrarse en la
busqueda de soluciones innovadoras ante problemas urgentes, como las infecciones bacterianas

resistentes y nuevas terapias alternativas.

A los médicos tratantes, utilizar los antibiéticos de manera racional y con moderacion
Unicamente en aquellos contextos clinicos donde estén estrictamente indicados. Al momento de
establecer terapias antibiéticas empiricas, procurar desescalar el tratamiento en la brevedad
posible basado en los resultados de antibiogramas. Educar a los pacientes en el uso consciente
e indicado de los antibi6ticos, asi como evitar la automedicacién de éstos y otros farmacos. Todo

esto con el fin de disminuir el desarrollo de resistencia antibiética y superbacterias.

A los médicos en formacién y futuros profesionales de la salud, nunca perder la curiosidad
de aprender e investigar, especialmente en aquellas situaciones que atentan con la salud de los
pacientes. Mantenerse constantemente actualizados en los avances médicos cientificos para
brindar la mejor atencién posible. Considerar nuevas aproximaciones y abordajes terapéuticos a

problemas convencionales, siempre basados en evidencia y respaldados por la ciencia.
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APENDICES

Apéndice A: Términos de busqueda de evidencia

Descriptores de
Ciencias de la Salud

Medical Subject
Headings (MeSH)

Conceptos
relacionados

Operadores légicos

(DeCs)
“resistencia antibiotica”
“bacteriéfagos”, “fagos”, “phages”, “phage “infecciones bacterianas “and”
“terapia fagica” y therapy” y resistentes” “or”
“terapia bacteriofagica”.  “bacteriophage therapy”. “era post-antibiotica”
“bacteriophages, Se utilizaron operadores  “aplicacion terapéutica”
l6gicos «and» y «or» “cocteles fagicos”
“efectividad” “seguridad
“tolerancia”
“superbacterias”
“fagos liticos” “fagos
lisogénicos” “aplicacion
clinica”
“endolisinas”
Fuente: Elaboracion propia.
Apéndice B: Matriz de articulos utilizado segun nivel de evidencia y tipo de estudio
Nivel de Tipo de estudio Término utilizado Nimeros de
evidencia articulos
Todos los articulos No filtrados 87
Revision sistematica de ensayos “revision sistematica”
1A clinicos controlados “systematic review” 0
[DeCs]
Ensayos clinicos controlados “ensayo clinico” “clinical
1B - 9
trial” [DeCs]
oA Revisién sistematica de estudios de “estudios de cohorte” 0
cohorte “cohort studies” [DeCs]
B Estudios individuales de cohortes de “estudios de cohorte” 0
baja calidad “cohort studies” [DeCs]
Revision sistematica de casos y “estudio de casos y
3A controles controles” “case-control 0
studies” [DeCs]
Estudio individual de casos y “estudio de casos y
3B controles controles” “case-control 0
studies” [DeCs]
4 Series de casos y estudios de casos “informes de casos” 21
“case reports” [DeCs]

Fuente: Elaboracion propia.
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Siglario

Abi
ATP
BLEE
BVS
Cas
CBD
CDC
CFU
CPSs
CRISPR
CrRNA
DeCS
dsDNA
dsRNA
DTPs
EAD
elND
EPS
EPSs
FDA
FIO2
GMPs
ICTV
IL-1
IL-6
ITU
LPSs
LVAD
mAb
MCP
MDR
MeSH

Sistemas de infeccién abortiva

Adenosin trifosfato

Betalactamasa de espectro extendido
Biblioteca Virtual de Salud

Proteina asociada a CRISPR

Dominio de unién a la pared celular

Centros de Control de Enfermedades

Unidad formadora de colonias

Polisacéridos capsulares

Sistema de repeticiones palindrémicas cortas agrupadas y regularmente
Acido ribonucleico del CRISPR

Descriptores en Ciencias de la Salud

Acido desoxirribonucleico de cadena doble
Acido ribonucleico de cadena doble

Proteinas distales

Dominio enzimatico agudo

Nuevo farmaco en investigacion de emergencia
Sustancia polimérica extracelular
Exopolisacéridos
Administracion de Medicamentos y Alimentos
Fraccion inspiratoria de oxigeno

Buenas Practicas de Manufactura

Comité Internacional de la Taxonomia de Virus
Interleucina 1

Interleucina 6

Infeccidn de tracto urinario

Lipopolisacéridos

Dispositivo de asistencia ventricular izquierdo
Anticuerpos monoclonales

Proteina capsular mayor

Multirresistente

Encabezados de Temas Médicos (Medical Subject Headings)
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MRSA
MSSA
NF-kB
OMS
OMVs
pAgos
PAS
PCR
PDR
PICIs
PP
R-M
SaPls
SIE
SPs
SRO
SsDNA
SSRNA
TA
TPM
TPs
TrP
VAC
Vals
VAPGHSs
VISA
VRSA
XDR

S. aureus meticilino resistente

S. aureus sensible a meticilina

Factor nuclear kappa B

Organizacion Mundial de la Salud
Vesiculas de membrana externa
Argonautas procariotas

Sinergia fago-antibiético

Proteina C reactiva

Panresistente

Islas cromosoémicas inducidas por fagos
Complejo portal

Sistema de restriccion-maodificacion

Islas de patogenicidad de S. aureus
Sistemas de exclusion a la superinfeccion
Proteinas de andamio

Sales de rehidratacién oral

Acido desoxirribonucleico de cadena simple
Acido ribonucleico de cadena simple
Toxina antitoxina

Proteina de cinta métrica

Proteinas de cola

Proteinas de terminacién

Sistema de cierre asistido por vacio

Lisinas asociadas a viriones
Peptidoglucano-hidrolasas asociadas a viriones
S. aureus con sensibilidad intermedia a vancomicina
S. aureus con resistencia a vancomicina

Extremadamente resistente
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Subject proiogo

To' Danny Sierra <dann

omail com>

Hola Dany Un milion de discuipas por enviarte hasta hoy el prologo estuve ocupadisima con ia unidad de Inmuno el Doctor Samayoa me dejo encargada de esto en especial del primer examen parcial, que fue estresante
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L 8
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roselena solis <roselenasolis@gmail.com= dom,18jul 18:40 Yy
para Danny, m, asalatina1845 =

RECIBIDO, GRACIAS!
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para roselena, mi ~

Buenos dias doctora.
Muchas gracias. S, tenemos el prologo, el cual incluiremos en la primera revision. Gracias por Su apoyo.

Saludos
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para Danny, mi *

DE ACUERDO.

@ caPiTuLO 2 docx y B capiTuLO 1.docx y

roselena solis «roseienase

para Danny, asalatino 1845, mi ~

mer3ago1742 Yy & i

RECIBIDO, GRACIAS. Lo lei apasionante el tema de verdad increible que los rusos lleven 100 afios iuz a ios paises occidentales en este tema pienso que es el futuro ya que van a ser de mucha utifdad en ia terapia a muchas
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Buenas dias doctores
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nos el capitulo de andiisis, y sers enviado a COTRAG cuando tengamos los tres capitulos
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Saludos
Danvel y Sofia
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Hola, equipo
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@ mantiene una sangria para todo el pérrafo en funcion del nivel de numeral
En ol segundo capitulo, es importante que los parrafos sean mds cortos. Recuerden que, si bien una busqueda extensa de datos es Util, una de las competencias a evaluar en estos trabajos es la capacidad de analisis y
sintesis de la informacion, por lo que seria excelente Gue se condense un poco mas

Por lo demas, miro el trabajo muy ben Recuerden que 10s aspectos tedncos competen a su asesora, motivo por ol cual dejo a ella la verdicacon de esta parte

Quedo pendiente si tienen alguna duda

Esteban Salatino, MD, MPH, MBA

ider dirige. S usted no es el ¢ ta tr
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Recibidos x

[COTRAG] Primera revision de la version final.

Danny Sierra <dannysierrad7@gmail.com=
para Esteban, as:

@& dom, 29 ago 20:16 (hace 10 dias)

o

atino1845, roselena, Sofia

Buenas noches doctores,

Esperamos que se encuentren bien. Por este medio hacemos envio de la versidn final que incluye, ademés de los capitulos, todos los requisitos que COTRAG solicita. Estamos aun a la espera de
respuesta del Lic. Machuca, nuestro asesor de COTRAG, quien de igual forma ya tiene esta versién.

Agradecemos nuevamente por todo su apoyo para realizar este trabajo. Quedamos a la espera de sus comentarios

Saludos, y éxitos en sus labores.
Daniel y Sofia

[ Version final - EN 2... 4

roselena solis 30 ago 2021 21:04 (hace 9 dias)

T ow

parami -

Hola buenas noches lef el informe estd muy bien estructurado no tengo modificaciones buenas noches me dicen si tengo que firmar algo por favor
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