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Los bacteriéfagos y sus productos génicos
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E. Garcia y R. Lopez

Departamento de Microbiologia Molecular, Centro de Investigaciones Bioldgicas, CSIC, Madrid

RESUMEN

Los virus que infectan a las bacterias (bacteriéfagos o fagos) fueron descubiertos hace casi 90 afos y su empleo ha constituido una herra-
mienta de trabajo fundamental para el espectacular desarrollo de la biologia molecular. No obstante, los fagos, desde un principio, se vis-
lumbraron como instrumentos adecuados para ser usados como agentes que permitieran combatir las enfermedades infecciosas causadas
por bacterias. Este objetivo quedd relegado por el descubrimiento y empleo generalizado de los antibidticos. El preocupante y creciente
desarrollo de las resistencias bacterianas ha hecho que, desde hace unos afos, se piense de nuevo en los fagos como una alternativa
terapéutica al uso de los antimicrobianos actuales. Se trataria de corregir los errores cometidos en el pasado y aprovechar la experiencia
desarrollada durante anos en los paises de Europa del Este. En la presente revision se analizan los trabajos realizados sobre el uso terapéu-
tico de estos agentes, asi como otras alternativas tales como el empleo de “enzibiéticos”, las enzimas liticas codificadas por los fagos.
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The bacteriophages and their gene products
as antimicrobial agents

SUMMARY

The viruses that infect bacteria (bacteriophages or phages) were first isolated about 90 years ago. Phages have been fundamental tools in
the development of molecular biology. Phages were early hypothesized as therapeutic agents for combatting pathogenic bacteria. However,
the discovery and successful use of antibiotics to treat infectious diseases hindered this aim. The development of bacterial resistance to most
available drugs has recently led researchers to test the possibilities of using phages as therapeutic agents. We review here recent achieve-
ments in this field, taking into consideration former bias in handling phages as well as previous achievements carried out in Eastern Europe
where bacteriophages have been employed for decades as an alternative to antibiotics.
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INTRODUCCION

Desde hace unos afios se ha comenzado a reivindicar en
la medicina occidental el papel que Félix d’Hérelle atri-
buy6 originalmente a los fagos como agentes antimicrobia-
nos. Tanto este francocanadiense en 1917 (1) como el brita-
nico F.W. Twort en 1915 (2) fueron capaces de demostrar
las placas de lisis que se producian cuando se afiadian ex-
tractos obtenidos de aguas fecales a cultivos bacterianos
apropiados. No obstante, sdlo D’Hérelle fue capaz de atri-
buir a agentes filtrables presentes en esas muestras de agua
contaminadas un efecto antibacteriano, reivindicando asi
las observaciones realizadas unos afios antes por Hankin (3)
sobre la relativa salubridad de las aguas del rio Ganges.
Pese al éxito parcial que consiguié D’Hérelle en la aplica-
cion terapéutica de los fagos, el tiempo vino a demostrar
que no se disponia de medios técnicos adecuados para tra-
tar racionalmente las muestras que contenian fagos, o qui-
z4s no se dedicd el suficiente esfuerzo humano en ese sen-
tido. En cualquier caso, después de desarrollar un itinerante
curriculum vitae, que incluyé la direccién de un laborato-
rio en el Instituto Pasteur de Paris y una catedra en Yale, el
caracter irascible de D’Hérelle le llevo a aceptar la invita-
cion de Eliava para desarrollar el ilusionante proyecto de
crear, en 1933, un instituto en Tiflis (Georgia) dedicado ex-
clusivamente al estudio de los bacteriofagos. La labor rea-
lizada en este centro de investigacién, asi como en otros del
antiguo bloque de la Europa del Este, especialmente el Ins-
tituto Hirszfield de Inmunologia y Terapia Experimental
(Wroclaw, Polonia) fundado en 1953, estd comenzando en
la actualidad a ser apreciada en su justa medida. Buena re-
ferencia de la importancia creciente que esta teniendo la
utilizacion terapéutica de los fagos la dan numerosas revi-
siones que se han publicado en los dos Gltimos afios sobre
este tema (4-8).

LOS FAGOS Y LA BIOLOGIA MOLECULAR

D’Hérelle fue el primero en utilizar los fagos para tra-
tar la disenteria en un nifio de 12 afios, observando que los
sintomas de la enfermedad desaparecian después de una
Unica inyeccion de fagos. No obstante, el éxito que acom-
pafid al uso terapéutico de la penicilina desde 1942 relegd
el estudio de los fagos con fines clinicos a un olvido casi
total. Como ya se ha apuntado, los antiguos paises de la
Europa del Este fueron una excepcion, y el uso de los fagos
para combatir las infecciones, con todas las reservas que
conlleva la falta de controles cientificos contrastados, invi-
ta a una reflexion sobre sus esperanzadores resultados, en
particular en uso topico y en el tratamiento de disenterias.
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Mientras tanto, en Occidente, no cabe duda de que los bac-
teriéfagos han proporcionado un valioso material que ha
contribuido de forma fundamental al espectacular desarro-
Ilo de la biologia molecular. Los experimentos de Meselson
y Stahl (9) empleando fagos marcados radiactivamente per-
mitieron confirmar, de forma definitiva, los trabajos funda-
mentales de Avery y su escuela (10) para demostrar que los
acidos nucleicos constituian la base quimica de los genes.
La aparente simplicidad de las particulas fagicas y el
impulso proporcionado por Delbrick, Hershey y Luria fue-
ron fundamentales para el despegue de lo que seria la bio-
logia molecular (11).

ORIGENES Y REGRESO
DE LA FAGOTERAPIA

Los esfuerzos realizados para generalizar el uso de los
fagos como agentes terapéuticos en las décadas de 1920 y
1930 fueron cayendo en el olvido por diversas razones. Un
papel muy importante fue el desempefiado por la Asocia-
cién Médica Americana (American Medical Association)
cuando recomend6 que dejara de emplearse este tipo de tra-
tamientos (12, 13). Visto en perspectiva, el rechazo se de-
bi6 a diversas razones, entre las que cabe destacar el des-
conocimiento de la biologia de los fagos, pues se llego a
afirmar en una de las revisiones citadas que un fago es “una
proteina de alto peso molecular que parece formarse a par-
tir de un precursor que se origina en el interior de la bacte-
ria”. A este respecto, debe recordarse que las primeras fo-
tografias al microscopio electrdnico que permitian determi
nar la estructura de un fago no se realizaron hasta 1943
(14). Otras razones fueron el disefio erréneo de los proto-
colos experimentales y la falta de controles adecuados en
tales experimentos. Todo ello condujo al abandono del uso
terapéutico de los fagos en Occidente, a pesar incluso de
que algunas compafiias farmacéuticas habian comercializa-
do, ya en 1940, preparaciones de fagos para uso humano.
Para promover el uso extensivo de los antibi6ticos, a partir
del afio 1944 se extremaron los cuidados con el fin de evitar
los muchos errores cometidos en los protocolos experimen-
tales usados en el empleo de los fagos con fines terapéu-
ticos. Entre los problemas que condujeron al fallo terapéuti-
co de la terapia fagica cabe destacar los siguientes:

— La falta de un control adecuado para demostrar que se
empleaban fagos claramente liticos y, ain mejor, que se dis-
pusiera de un cdctel de tales fagos para eludir el posible
desarrollo de resistencia en una especie determinada.

— Eliminacion de las bacterias a partir de las cuales se pre-
paraban los fagos por simple filtracion en condiciones de
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esterilidad y de restos bacterianos en los preparados fagi-
cos para uso clinico. Estos restos celulares podian produ-
cir reacciones indeseadas en el enfermo a causa, por
ejemplo, de las endotoxinas contenidas en tales prepara-
dos. Este problema es en la actualidad facil de superar
con el empleo de fagos purificados mediante el uso de
gradientes de cloruro de cesio.

— Ausencia de estudios de farmacocinética que evitaran la
rapida eliminacion de las particulas fagicas de la sangre.
Geier y cols. (15) sugirieron que los fagos eran elimina-
dos del torrente sanguineo via anticuerpos desarrollados
en los ratones donde se realizaban los ensayos. La razén
de la pérdida de eficacia terapéutica en estos fagos se
deberia, sin embargo, a que quedan atrapados en el bazo,
que actuaria como un filtro. De hecho, los fagos perma-
necian viables en el bazo durante varios dias y no apa-
recian neutralizados por los neutréfilos ni fagocitados por
los macréfagos.

— Controles adecuados para evitar utilizar fagos atempera-
dos, es decir, capaces de integrarse en el genoma de la
célula huésped dando lugar a una bacteria lisogénica.
Estos fagos deben ser descartados como agentes terapéu-
ticos ya que no pueden producir una lisis rapida ni un cre-
cimiento exponencial en las cantidades necesarias para
conseguir una eficacia total, asi como porque pueden ori-
ginar en la bacteria que infecten fendmenos de conver-
sion fagica mediante la transmision de factores de viru-
lencia que pueden codificar en su genoma.

— Debe tenerse en cuenta el uso apropiado de controles,
pues en la mayoria de los experimentos realizados por
D’Hérelle no se tuvo en cuenta el empleo de placebos
para asi probar la eficacia real de los fagos. Esta es una
prueba fundamental que ha sido argumentada de forma
repetida para cuestionar muy seriamente el éxito que la
medicina de los paises del Este ha atribuido a la terapia
fagica.

AUn se necesitan muchos datos farmacoldgicos riguro-
sos con respecto al empleo terapéutico de los fagos, asi
como controles toxicoldgicos, para que se pueda proponer
su uso mas generalizado en los paises occidentales. Asi,
aunque los fagos se localizan en el higado, el bazo y el pan-
creas a las 10 horas de su administracién, parece que pue-
den persistir en el cuerpo humano durante varios dias. La
actividad bactericida de los fagos se basa en su replicacion
en el interior de la bacteria, pero se cree que pueden existir
diferentes formas de replicacién que, en cualquier caso, im-
plican una serie de acontecimientos que requieren la activi-
dad de varios genes estructurales y reguladores. Con un
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enfoque clinico, los fagos parecen ser innocuos y asi han
sido utilizados por via oral en pildoras o jarabes en dosis de
10° a 10" unidades formadoras de placas (UFP), por via
rectal, como aerosoles y en forma tdpica sin que se hayan
descrito complicaciones graves. Este comportamiento no
es del todo extrafio si tenemos en cuenta la abundancia de
los fagos en el medio ambiente (ca. 108/ml) o en el agua del
mar (2,5 108/ml), y ademas son consumidos regularmente
en los alimentos y son colonizadores habituales del intesti-
no humano. No obstante, es preciso tener mas datos sobre
la capacidad de un fago determinado para transportar genes
bacterianos (transduccién generalizada) o sobre si poseen
en su genoma secuencias similares a aquellas que estan im-
plicadas en resistencias a antibi6ticos, antes de ser emplea-
dos como agentes terapéuticos.

Como se ha sefialado anteriormente, con el empleo ge-
neralizado de los antibiéticos para combatir las infeccio-
nes, durante casi cuarenta afios se abandoné en Occidente
cualquier tipo de investigacion sobre el uso de los fagos
como agentes terapéuticos, aungue se usaron de forma ex-
tensa en analisis genéticos y para establecer las bases de la
biologia molecular. No obstante, en la década de 1980 de
nuevo se empezd a usar los bacteriéfagos, timidamente to-
davia, en animales de experimentacion en los paises occi-
dentales, y se vio que eran capaces de proteger a las ratas
de infecciones sistémicas experimentales. En este sentido,
los trabajos de Smith y Huggins (16) se pueden considerar
como un auténtico punto de inflexion al retomar de nuevo
la importancia de estos organismos en la terapia animal, ya
que ampliaron su campo de experimentacion con terneros,
ovejas y cerdos, obteniendo resultados muy esperanzadores
(17). Estos autores concluyeron que el empleo de fagos
para combatir infecciones causadas por Escherichia coli en
ratas era mas eficaz que el uso de antibidticos tales como
cloranfenicol, tetraciclina y otros. Trabajos mas recientes
(18) han justificado estos resultados al observar que una
Unica inyeccion de fagos propiciaba la multiplicacion de la
poblacion fagica, que asi superaba de forma considerable a
la de la bacteria huésped.

LA FAGOTERAPIA Y SU USO ACTUAL
EN HUMANOS

Pese a los problemas politicos y econémicos que han
venido padeciendo los paises del antiguo bloque soviético
después de la caida del muro de Berlin en 1991, la terapia
fagica ha continuado empleandose en algunos de estos pai-
ses, particularmente en Polonia y en Georgia. En este Glti-
mo caso, el centro de investigacion de Tiflis, fundado por
D’Hérelle y Eliava, ha sido el productor de cepas de fagos
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para la antigua Unidn Soviética. Por otra parte, varios in-
vestigadores polacos del Instituto Hirszfield, fundado en
1953, han proporcionado datos convincentes sobre el trata-
miento de 550 casos de infecciones bacterianas supurativas
(enfisemas, peritonitis, osteomielitis y otras) en humanos.
Se trataba en su mayor parte de casos cronicos y estaban
implicadas bacterias resistentes a casi todo el arsenal de an-
tibidticos disponible. Entre estos microorganismos se en-
cuentran Staphylococcus aureus, Pseudomonas aerugino-
sa, Klebsiella pneumoniae y E. coli. Se han documentado
curaciones en un 90% de los casos, cesando la supuracion
y cerrandose las heridas y las fistulas (19). Los fagos se
administraron por via oral previo tratamiento de los pacien-
tes con antiacidos y gelatina, para asi proteger a los fagos
de la acidez gastrica, y posteriormente se comprobaba que
los fagos llegaban al torrente sanguineo. Mas recientemen-
te, los mismos investigadores polacos han publicado que,
de 1300 casos tratados, el nimero de curaciones se elevaba
al 86% en infecciones producidas por diferentes patdgenos
(20). Por otra parte, en la actualidad, aun superando gran-
des dificultades econdmicas debidas al cambio que experi-
menta ese pais en su conversion a la economia de mercado,
el centro de Tiflis prepara una gran cantidad de fagos para
combatir la disenteria entre las tropas rusas, aunque aun se
requiere, para dar validez cientifica a su empleo, que estos
tratamientos aporten datos mas concluyentes con controles
a doble ciego. Ha sido publicada (5) una muy documenta-
da revisién sobre el uso terapéutico de los fagos en estos
dos centros de investigacion.

En trabajos recientes, Merril y cols. (21) han propuesto
que pequefias variaciones en las proteinas de la cabeza del
fago | podrian dar lugar a fagos mutantes que eludirian
mejor al sistema reticuloendotelial, y han desarrollado un
protocolo experimental que consiste en un tratamiento ini-
cial de los animales de experimentacion con fagos y el pos-
terior aislamiento, en sangre, de aquellos mutantes que no
hayan sido retenidos por el sistema reticuloendotelial. El
resultado fue la obtencién de un mutante cuya Unica varia-
cion era la alteracién de la proteina E de la capsida que pre-
sentaba la sustitucion de un residuo de &cido glutdmico por
otro de lisina, un aminoacido bésico. Aparentemente, se
produce una alteracién de la estructura tridimensional de la
proteina E que permite evadir el control por el sistema reti-
culoendotelial. No obstante, la validez de este proceso ha
sido cuestionada, en particular si los fagos se administran
por via oral o tépica. Ademas, se ha propuesto que la ciné-
tica de actuacion de los fagos es mas rapida que la produc-
cién de anticuerpos neutralizantes por parte del huésped.
Aln maés, esta técnica ha sido puesta en tela de juicio por
otros grupos (22) y se cree que podria ser mas sencillo el
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uso no selectivo de mutantes en terapia fagica para resolver
el problema de la eliminacién de los fagos por el sistema
reticuloendotelial, con lo cual se limitaria a administrar de
forma repetida el mismo fago en lugar de realizar una serie
de pases del mismo y la posterior seleccién de mutantes.

Otro problema a tener en cuenta es la produccion de
anticuerpos neutralizantes del fago. Parece ser que la admi
nistracion parenteral de fagos da lugar al desarrollo de anti-
cuerpos (23). Sin embargo, no se ha demostrado si se gene-
ran anticuerpos cuando se utiliza la via oral o topica para la
curacion con fagos, y se ignora el tiempo de permanencia
de tales anticuerpos en el torrente sanguineo. Finalmente,
el desarrollo de resistencias bacterianas frente a los fagos,
aunque se considera que es diez veces mas bajo que con los
antibidticos, se podria evitar utilizando “cocteles” de fagos,
como se hace con el uso simultaneo de dos o tres antibidticos.

Entre los ejemplos méas destacados y recientes sobre el
uso de la terapia fagica cabe citar su empleo para el control
biolégico de E. coli 0157, que produce colitis hemorragi-
cas, por eliminacién de la flora bacteriana de los vegetales
frescos (24). Asimismo, se han usado fagos sobre entero-
cocos nosocomiales. Recientemente se ha demostrado que
el uso de una inyeccién de 3° 108 UFP administrada 45 mi-
nutos después de que los ratones fueran inoculados con ce-
pas patégenas de Enterococcus faecium resistentes a la
vancomicina, permitié la curacion del 100% de los anima-
les inoculados (25). También se pudo comprobar que, co-
mo era de esperar, la curacion sélo se producia cuando se
usaron aquellas cepas de fago capaces de infectar in vitro a
la cepa usada en los ratones.

ENZIMAS LIiTICAS FAGICAS
COMO ANTIBIOTICOS: ENZIBIOTICOS

Las enzimas liticas de los fagos se utilizan para destruir
la pared bacteriana desde el interior de la célula infectada y
asi facilitar la liberacion de la descendencia fagica. Estas
enzimas reciben diferentes denominaciones de acuerdo con
el enlace quimico que destruyen en la pared del huésped.
De esta manera, se habla de lisozimas, amidasas, etc.

Experimentos llevados a cabo en 1993 con plantas
transgénicas de patata que expresaban el gen de la lisozima
del fago T4 demostraron que tales plantas eran resistentes
a la infeccion por el fitopatdgeno Erwinia carotovora (26).
Siguiendo un planteamiento analogo, muy recientemente,
el grupo de Vincent Fischetti de la Universidad Rockefeller
ha utilizado la capacidad bactericida de las enzimas liticas
codificadas por los fagos para prevenir y eliminar microor-
ganismos patégenos en ratones colonizados por estreptoco-
cos del grupo A y neumococos (27, 28). En el caso de
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Streptococcus pyogenes se usé una enzima litica purificada
a partir de un extracto crudo de un lisado de fago. Diez
nanogramos (1000 U) de enzima purificada fueron sufi-
cientes para esterilizar un cultivo de 107 bacterias en cinco
segundos. En un modelo murino, 250 U de enzima instila-
das en la cavidad bucal proporcionaban proteccion frente a
107 bacterias del grupo A sin afectar al resto de la micro-
biota comensal.

En el caso de Streptococcus pneumoniae se pudo de-
mostrar que con la amidasa Pal, cuyo gen fue clonado en
nuestro laboratorio a partir del genoma del fago Dp-1 (29),
bastaban asimismo unos pocos segundos para destruir 15
serotipos muy comunes, incluyendo algunos con alta resis-
tencia a la penicilina, empleando para ello 100 U/ml de Pal
(Fig. 1). En experimentos con ratones que habian sido pre-
viamente colonizados se comprobd que un dnico trata-
miento con Pal bastaba para erradicar el estado de portador,
observandose también que el tratamiento no sélo no afec-
taba a otros microorganismos que normalmente colonizan
la orofaringe, sino que tampoco aparecian neumococos
resistentes a la enzima. Fischetti propone que estas enzimas
fagicas usadas para el control de patdgenos podrian ser lla-

Figura 1. Microfotografia electrénica del fago Dp-1. Se trata de un
fago litico de S. pneumoniae aislado en 1975 y que, como otros
fagos de neumococo, ha sido ampliamente estudiado en el laborato-
rio de los autores (33). A partir de un clon de E. coli que sobreexpre-
saba el gen pal del fago Dp-1 se purifico la amidasa (Pal) que se
empled en el trabajo de Fischetti comentado en el texto (28).
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madas “enzibiéticos”. Los detractores de esta técnica adu-
cen que es mas facil desarrollar resistencia con los enzibid-
ticos que con los cécteles de fagos, aunque hasta ahora no
se han detectado bacterias resistentes a las enzimas liticas.

PERSPECTIVAS FUTURAS

Se ha pronosticado con sobradas razones que es posible
que, en ciertas enfermedades infecciosas, hayamos vuelto a
la era preantibi6tica. En lo que existe acuerdo generalizado
es en que, tanto con el empleo de fagos como de alguno de
los productos fagicos, estamos ante terapias novedosas y
prometedoras que, usadas junto con los antibidticos, pue-
den proporcionar un medio muy eficaz para combatir el
preocupante problema de la aparicidn de bacterias resisten-
tes a todo el arsenal antibidtico de que se dispone. Todo
ello propicia un escenario que garantiza la realizacion de
nuevos estudios en el campo de la terapia fagica.

En teoria, la terapia fagica presenta evidentes ventajas
frente a la antibioticoterapia:

— En general, los antibioticos poseen un espectro de activi-
dad notablemente amplio, mientras que los fagos son es-
trictamente especificos, por lo cual no producen el efec-
to de eliminacion de la microbiota comensal beneficiosa.

— Los antibioticos pueden tener efectos colaterales indesea-
dos (alergias, contraindicaciones durante el embarazo,
efectos toxicos en ciertos 6rganos), mientras que existen
pruebas de la inocuidad de las preparaciones fagicas pu-
rificadas.

— Los fagos son igualmente eficaces sobre bacterias sensi-
bles o multirresistentes.

— La produccion de antibi6ticos es bastante costosa, mien-
tras que la de fagos acarrea unos costes reducidos.

— La basqueda de nuevos antibi6ticos es dificil, mientras
que la naturaleza constituye una fuente virtualmente ina-
gotable de fagos.

Es indudable que, a la luz de nuestros conocimientos
actuales, aquellas condiciones que faciliten una rapida mul-
tiplicacion fagica son las que permitirian una adecuada eli-
minacidn del patégeno (22), como ocurre en la mucosa in-
testinal y en la piel, mientras que en infecciones donde el
fago encuentre dificultades para su multiplicacion, debido
a la existencia de un excesivo nimero de células (abscesos)
0 por inconvenientes fisicos (al tratarse, por ejemplo, de
bacterias de multiplicacion intracelular), se duda de su efi-
cacia. Datos recientes parecen indicar que los fagos son ca-
paces de atravesar la barrera hematoencefalica incluso cuan-
do se administran por via nasal (30), y por tanto pueden ser
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Utiles para combatir las meningitis bacterianas (31). Por
otra parte, la relacién entre bacteria y fago constituye una
interaccion compleja de tipo huésped-parasito que puede
condicionar el resultado de la terapia, habida cuenta de que
la concentracidn de fagos utilizada podria venir determina-
da no sélo por el nimero de bacterias sino también por el
estado fisioldgico de éstas (4, 18, 32).

En conclusidn, existe una consistente aportacion biblio-
grafica y experimental que avala el continuar investigando
el posible uso de los fagos y de sus productos génicos como
una esperanzadora alternativa terapéutica a los tratamientos
actualmente disponibles.
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