Introduccion

A nuestro alrededor existe un “micromundo” que no po-
demos apreciar a simple vista, en el que pueden encontrar-
se distintos tipos de microorganismos. LLa diversidad del
mundo microbiano en los diferentes ambientes que nos
rodean (suelo, aire, alimentos, nuestro cuerpo) incluye mi-
croorganismos beneficiosos y otros causantes de enferme-
dades (virus, bacterias patdégenas, hongos, protozoos). Las
bacterias beneficiosas son las responsables de la fermenta-
cion de algunos alimentos y también las que habitan en
nuestro tracto gastrointestinal, en nuestro sistema respira-
torio o en nuestra piel, entre otras. Por su parte, las bacte-
rias patogenas tienen especial relevancia debido a su capa-
cidad de producir infecciones en humanos y animales,
algunas de las cuales pueden llegar a provocar la muerte.

Recientemente, el tratamiento de estas infecciones se
ha convertido en un serio problema debido a la ineficacia
de la mayor parte de los antibidticos utilizados en clinica y
veterinaria. Cabe sefialar, no obstante, que la resistencia a
antibioticos es un fendmeno natural que tiene lugar cuando



la presencia de un antibidtico en determinados ambientes
elimina las bacterias sensibles, pero favorece la seleccién
de bacterias resistentes al mismo. La resistencia puede de-
berse a una mutacion en el material genético del microorga-
nismo y transmitirse a las bacterias descendientes (transfe-
rencia vertical), o proceder de la incorporacion de material
genético foraneo de bacterias de la misma u otra especie
(transferencia horizontal). Sin embargo, dicha resistencia
se ha visto incrementada por el uso incorrecto de los anti-
bidticos, asi como por su inclusion durante un largo tiem-
po en los piensos de los animales de granja para facilitar su
engorde.

Hemos llegado asi a un escenario en el que el porcen-
taje de bacterias resistentes es tan elevado que el trata-
miento con antibidticos no permite en muchos casos la
eliminacién de la infeccion. El problema es de tal magni-
tud que informes recientes confirman la muerte anual de
33.000 personas en la Union Europea y 700.000 en el mun-
do como consecuencia de infecciones bacterianas que en
el pasado podian evitarse con tratamiento antibidtico.

Poco después del descubrimiento del primer antibio-
tico (penicilina) por Alexander Fleming en 1928, se inicio
una busqueda exhaustiva de compuestos naturales con ac-
tividad antibiotica que fueran capaces de matar todo tipo
de bacterias patdgenas causantes de infecciones, que tuvo
su edad de oro a mediados del siglo XX cuando se descu-
brieron varias familias de antibioticos. Posteriormente, el
descubrimiento de antibioticos se ralentizO enormemente,
comercializandose solamente un antibidtico natural nuevo
en el siglo XXI, aunque ademas se han disefiado antibioti-
cos sintéticos, analogos a los descubiertos previamente.



La facilidad de las bacterias para transmitir genes de
resistencia a antibidticos ha dado lugar a la acumulacién
de multirresistencias en numerosas cepas de distintas es-
pecies bacterianas. Ante esta problematica, la Organizacién
Mundial de la Salud (OMS) ha establecido unas directri-
ces para restringir el uso de estos compuestos, y ha elabo-
rado una lista de bacterias patdogenas frente a las cuales es
mas urgente la busqueda de nuevos antimicrobianos efec-
tivos. Dicha lista incluye tres grados de prioridad:

e Prioridad 1 (critica), dentro de la que se encuentran
Acinetobacter baumanii, Pseudomonas aeruginosa y En-
terobacteriaceae, resistentes a los carbapenémicos.

¢ Prioridad 2 (elevada), que incluye Enterococcus fae-
cium, resistente a vancomicina; Staphylococcus au-
reus, resistente a meticilina y con sensibilidad inter-
media y resistencia a vancomicina; Helicobacter pylori,
resistente a claritromicina; Campylobacter spp. y
Salmonellae, resistentes a las fluoroquinolonas, y
Neisseria gonorrhoeae, resistente a fluoroquinolonas
y cefalosporinas.

e Prioridad 3 (media), que abarca Haemophilus in-
Jfluenzae, resistente a ampicilina y Shigella spp., re-
sistentes a fluoroquinolonas.

En este contexto de multirresistencia a antibioticos,
una de las posibles alternativas a los mismos en la que se
estd llevando a cabo una intensa investigacion cientifica
son los bacteriofagos (fagos), los cuales son virus que in-
fectan bacterias, siendo totalmente inocuos para huma-
nos, plantas, animales y el medioambiente. Su morfologia,



junto con su particular forma de multiplicacion, diversidad
y abundancia, los convierten en microorganismos intere-
santes por sus aplicaciones biotecnologicas y por el papel
que juegan en el mantenimiento del equilibrio de los eco-
sistemas naturales.

Los fagos fueron descubiertos a principios del siglo XX
por los cientificos Frederick Twort y Félix d’Herelle, y utili-
zados entonces con éxito en el tratamiento de infecciones en
humanos. Tras esta época inicial, su uso y estudio quedod
restringido a los paises de Europa del Este debido al descu-
brimiento y posterior edad dorada de los antibidticos.

Los virus bacterianos poseen una estructura relativa-
mente sencilla, formada por proteinas y acidos nucleicos,
pero muestran morfologias muy variadas y ciclos de vida
de complejidad diferente. I.a mayor parte estdn constitui-
dos por una cabeza que contiene el acido nucleico (ADN
0 ARN) y una cola tubular y placa basal, la cual esta impli-
cada en el contacto del fago con la bacteria en el momento
de la infeccion. Han sido aislados en todo tipo de héabitats,
incluidos los ambientes extremos (alta temperatura, alta
salinidad, fondos oceanicos). Todas estas caracteristicas,
ademas de los datos de las secuencias genéticas, han per-
mitido realizar una clasificacion cada vez mas precisa de
estos virus.

Los bacteriofagos, como cualquier otro tipo de virus,
son parasitos intracelulares que necesitan infectar una bac-
teria para multiplicarse en su interior. En general, pueden
llevar a cabo dos ciclos de vida diferentes (litico y lisogéni-
co).Tras realizar un ciclo de vida litico, los nuevos fagos son
liberados al exterior mediante la lisis (rotura) de la bacteria,
provocando asi su muerte. Son los agentes moduladores de



las poblaciones microbianas y, por lo tanto, los encargados
de mantener el equilibrio de los ecosistemas naturales.

Debido a su particular forma de multiplicacion y al
hecho de provocar la muerte de la bacteria, los fagos pue-
den ser utilizados como agentes antimicrobianos. Poseen
ademas varias ventajas con respecto a los antibidticos, co-
mo alta especificidad, actividad frente a bacterias resisten-
tes a antibidticos y autorreplicacion. Ademas, los fagos
pueden ser utilizados como antimicrobianos en cualquier
ecosistema en que se encuentre su bacteria hospedadora.
De esta forma, podrian convertirse en sustitutos o comple-
mento de los antibidticos actualmente en uso, pudiendo
ser utilizados también como biocidas o desinfectantes.

Por otra parte, cabe sefalar que los bacteridéfagos sin-
tetizan ciertas proteinas, las cuales, por si mismas, tienen la
capacidad de matar a las bacterias (por eso se las ha deno-
minado enzibidticos) y, por lo tanto, pueden ser utilizadas
con este fin tras su purificacion en el laboratorio.

En el sector hospitalario, los bacteridfagos pueden ser
utilizados tanto para prevenir como para tratar infecciones en
humanos (terapia fagica). Su aplicacion es habitual en Rusia
y en las antiguas repuiblicas soviéticas (por ejemplo, Georgia),
y también en Polonia. En Occidente, sin embargo, el trata-
miento de infecciones con fagos queda restringido a pacien-
tes individuales, y solo como uso compasivo, es decir, cuando
no existen otras posibilidades para salvar la vida del paciente
o simplemente para aliviar su sufrimiento. A pesar de la falta
de una regulacion clara, se estan llevando a cabo varios ensa-
yos clinicos en diferentes paises con resultados prometedores.

El sector ganadero también esta afectado por infeccio-
nes producidas por bacterias patdogenas resistentes a los



antibioticos, lo que ocasiona graves pérdidas econdmicas.
Por lo tanto, el uso terapéutico de los bacteridéfagos tam-
bién podria contribuir a reducir este problema y, al mismo
tiempo, a minimizar el vertido de antibidticos al ambiente.
La mayor parte de los ensayos realizados en el sector se
han centrado en combatir enfermedades intestinales y sis-
témicas en pollos y cerdos.

La agricultura es otro sector en el cual los fagos pue-
den utilizarse para la prevencién o tratamiento de enfer-
medades bacterianas en vegetales de interés agronomico.
Su utilizacion como sustitutos de ciertos productos fitosa-
nitarios que se aplican habitualmente a las cosechas evita-
ria la dispersion de compuestos nocivos en el medioam-
biente. También pueden utilizarse para el biocontrol de
bacterias alterantes o patdgenas en la materia prima du-
rante su almacenamiento postcosecha. En este sentido,
existen en el mercado numerosos productos basados en
fagos, y considerados biopesticidas, cuya aplicaciéon esta
permitida, por ejemplo, en Estados Unidos, siendo distin-
tas empresas americanas pioneras en la produccion de los
mismos.

La seguridad alimentaria también puede verse benefi-
ciada por la potencial utilizacién de bacteridofagos en cada
etapa de elaboracion del producto dentro del concepto “de
la granja a la mesa”. De esta manera, tanto bacteridofagos
como enzibidticos podrian ser utilizados como biocon-
servantes de alimentos, pero también como desinfectantes
de las instalaciones industriales, o incluso en el desarrollo de
sistemas de identificacién de contaminacion bacteriana en
los alimentos. Ademas de los estudios realizados en el labo-
ratorio con diferentes matrices alimentarias contaminadas
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deliberadamente con distintos patdogenos, en las que se han
utilizado fagos para combatir la contaminacién con nota-
ble éxito, existen en el mercado algunos productos destina-
dos a combatir Listeria monocytogenes, Escherichia coli o
Salmonella enterica, que han sido aprobados por la Food
and Drug Administration (FDA, Estados Unidos). En el
caso de Europa, a estos productos se les considera coadyu-
vantes tecnoldgicos que no pueden ser detectados en el
producto final, siendo pues su uso muy restrictivo.

La intensa investigacion cientifica que se esta llevando
a cabo, favorecida por las técnicas émicas disponibles, ha
facilitado enormemente el aislamiento, identificacién y cla-
sificacion de los bacteridéfagos. Todos estos datos son im-
prescindibles para conocer sus caracteristicas, lo que con-
dicionar el uso racional de los mismos. Por ejemplo, hoy
en dia es posible el aislamiento de bacteridfagos a partir de
muestras ambientales con relativa facilidad, lo que permite
llevar a cabo estrategias dirigidas a detectar aquellos bacte-
riéfagos que sean capaces de eliminar una bacteria deter-
minada. El analisis del material genético de estos fagos
permite ademas la seleccion de aquellos que sean mas in-
teresantes desde el punto de vista de su eficacia y segu-
ridad. En este contexto, es necesario determinar las con-
diciones 6ptimas y las dosis necesarias para eliminar la
bacteria patdogena en una determinada aplicacién. Ade-
mas, la utilizacion de mezclas de fagos parece ser la estra-
tegia mas eficaz para evitar la posible aparicién de bacte-
rias resistentes a los bacteridfagos. Dichas mezclas seran
potencialmente capaces de infectar a todas las bacterias de
interés y, ademas, evitaran la supervivencia de los posibles
resistentes.
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Como ultimo paso en la caracterizacion de los bacte-
ridfagos es fundamental garantizar que sean completa-
mente inocuos y, ademas, que muestren su eficacia, no
solo en el laboratorio, sino también en la situacién en la
que se vayan a aplicar posteriormente. Con este proposi-
to, es necesario emplear distintas técnicas de laboratorio,
ademas de ensayos en animales de experimentacién, y fi-
nalmente, en el caso de que la preparacién fagica vaya a
ser destinada al tratamiento de infecciones bacterianas en
humanos, es preciso llevar a cabo ensayos clinicos con-
trolados.

La gran variedad de aplicaciones comerciales de los
bacteriofagos ha hecho que cada vez mas empresas bio-
tecnoldgicas estén interesadas en la fabricacién de pro-
ductos basados en fagos. Por ello, se estan estudiando
actualmente diferentes sistemas para producir y purificar
los bacteriofagos a gran escala, hacer formulaciones mas
estables y con las propiedades adecuadas para ser aplica-
das en el entorno en que se desea eliminar a la bacteria
patdégena. Con objeto de producir fagos a gran escala es
necesario el uso de biorreactores, en los que se inocula
también la bacteria hospedadora del fago. En la actuali-
dad se estan diseiando métodos adecuados de produc-
cion y purificacion para facilitar y abaratar el proceso de
comercializacién de los mismos.

Una vez producido el fago en grandes cantidades, es
preciso definir la formulacién mas adecuada (geles, cre-
mas, acrosoles, pastillas...) que permita mantener la vida
util durante un largo periodo, ademas de favorecer la
aplicacion del producto fagico. Cada una de estas presen-
taciones conlleva un estudio previo para determinar que
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los compuestos requeridos en estas formulaciones sean
compatibles con la actividad antimicrobiana de los bacte-
ridéfagos.

También es necesario mencionar que la novedad que
supone el uso de bacteridofagos como antimicrobianos tie-
ne como contrapartida el hecho de que en muchos paises
la legislacion vigente todavia no contempla su aplicacion,
lo que ralentiza su utilizacion. Por ello, dependiendo del
tipo de aplicacion y del pais, los requerimientos actuales
para su uso son diferentes. Se hace patente, pues, la nece-
sidad de adaptacién de las leyes ante la situacion de urgen-
te necesidad de nuevos tratamientos frente a infecciones
bacterianas. Es necesario tener en cuenta que la aproba-
cién de un producto para ser utilizado en terapia humana
es un proceso largo y costoso, en el que es preciso superar
varias fases de investigacién preclinica y clinica. Ademas,
los resultados han de ser evaluados por las agencias corres-
pondientes, que asesoraran a las autoridades para su apro-
bacion.

La comercializacion de productos fagicos se enfrenta
a numerosos retos como, por ejemplo, la necesidad de que
los tratamientos sean personalizados para cada paciente, o
la falta de ensayos clinicos ya realizados. Ademas, existen
numerosas trabas legales a la administracion de productos
fagicos. De hecho, en Europa solamente se contempla la
aplicacion de fagos con fines terapéuticos, y solo como tra-
tamiento compasivo, en algunos paises como Bélgica o
Francia, mientras que en el resto de paises de la Unién
Europea no hay regulacion al respecto. En el polo opuesto
se encuentran paises como Georgia y Polonia, donde la
terapia fagica esta perfectamente regulada.
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Finalmente, queremos resaltar la clara necesidad de
nuevas alternativas a los antimicrobianos actuales, lo que
nos hace pensar que los bacteriéfagos pueden tener un pa-
pel relevante en un futuro cercano, pero para ello es im-
prescindible el apoyo a esta linea de investigacion.
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