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Resumen

Los virus son particulas que infectan a todas las formas de vida. Los virus bacteriéfagos, que infectan
bacterias, fueron descubiertos antes que los antibidticos. A pesar de su tamafio pequefio, han
contribuido al desarrollo cientifico desde hace décadas, como en el descubrimiento de numerosas
enzimas con aplicaciones en la biologla molecular’. En este trabajo se analizaran aspectos generales
de la biologia de los virus bacteriéfagos, su contribucién a la salud y se presentaran algunos casos
exitosos de la terapia antimicrobiana usando bacteriéfagos en humanos y animales. Aunque la terapia
con bacteriéfagos no cuenta con autorizacion para su uso global, ya existen formulaciones comerciales
de bacteriéfagos para la industria alimentaria. Se describira el arma principal de los bacterioéfagos, la
endolisina, enzima que “revienta” a las bacterias. Las endolisinas se consideran una alternativa mas
segura que los bacteriofagos, al carecer de material genético. Los bacteriéfagos vy las endolisinas tienen
aplicaciones revolucionarias en la medicina, como vehiculos de transporte de moléculas y generacién
de vacunas, de fantasmas bacterianos, o en la deteccion diagndstica de bacterias patdgenas.

Palabras clave: terapia de bacteridfagos, endolisinas, enzibidticos, particulas tipo virus (vip), fantasmas bacterianos.

THE ENEMY OF MY ENEMY IS... A VIRUS THAT ATTACKS BACTERIA. BACTERIOPHAGES

Abstract

Virus particles infect all life forms. Bacteriophage viruses, the ones that infect bacteria, were discovered
before antibiotics. Despite its small size, they have contributed to scientific development such as the
discovery of many enzymes with applications in molecular biology. In this paper we describe general aspects
of their biology and their contribution to health, along with successful cases of antimicrobial therapy using
bacteriophages in humans and animals. Despite the fact that there are no commercial authorizations for its
global use, there are commercial bacteriophage formulations for the food industry. We will describe the main
weapon of bacteriophages, endolysin, an enzyme useful for lysing bacteria. Endolysins are considered safer
than bacteriophages because they lack genetic material. Bacteriophages and endolysins have revolutionary
applications in medicine, such as the viral-like particles, useful for small molecules delivery or vaccine design,
in the generation of bacterial ghosts and in the diagnostic and detection of pathogenic bacteria.

Keywords: phage therapy, endolysin, viral like particles (v.p), bacterial ghosts.
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Introduccion

Al escuchar la palabra “virus” reaccionamos con temor debido a las experiencias
recientes por la pandemia causada por el coronavirus sars-CoV-2. El significado
de la palabra virus proviene del latin que significa veneno o ponzofia. Los virus
infectanalosanimales, plantas, hongosyalasbacterias. Los bacteriofagos, también
llamados fagos, son un tipo de virus, y son particulas formadas por moléculas
de acido desoxirribonucleico (abn) o acido ribonucleico (arn) y protefnas. Ellos
infectan exclusivamente a las bacterias y son sus enemigos naturales. Los virus
bacteridfagos son parasitos, que secuestran y utilizan los componentes de la
célula para reproducirse (Salmond y Fineran, 2015).

Un descubrimiento “viral”

Los bacteriofagos fueron descubiertos, antes que los antibidticos, de manera
independiente por Frederick Twort en 1915y Félix d'Hérelle en 1917 (Salmond y
Fineran, 2015). Su descubrimiento se considera uno de los mas importantes en
la historia moderna de la investigacion biomédica, ya que fueron considerados
como una herramienta muy prometedora contra las infecciones bacterianas. Félix
d'Hérelle, en 1919, en Parfis, fue el primer cientifico en administrar bacteriéfagos
por via oral a nifios con diarrea ocasionada por una infeccion con la bacteria
Shigella dysenteriage. Los nifios se recuperaron en 24 horas (Sulakvelidze y Kutter,
2005). No obstante, con el descubrimiento de la peniciling, el primer antibidtico,
por Sir Alexander Fleming en 1928, los bacteriéfagos quedaron relegados a un
segundo plano.
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Figura 1. Familias de
bacteriéfagos y sus
representantes. A. Clasificacion
de bacteriofagos de acuerdo
con la forma de su capsulay

al tipo de acido nucléico (aon o
ARN). B. Bacteriéfago préximo

a unirse a la superficie de una
célula. C. Médulo lunar sobre la
superficie de la luna. El “cuello”
del bacteriéfagos es un canal
por el que el AbN O ARN Se inyecta
en la bacteria, semejante al
tunel de salida del médulo lunar
por donde desembarcan los
astronautas.
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Conociendo al enemigo intimo de las bacterias

Los bacteriéfagos, como todos los virus, estan compuestos por una cubierta
protectora de proteina llamada capside, que asemeja a una capsula de alunizaje,
como laquellevo alhombre alaluna (ver figura 1). Dentro contiene material genético,
que puede ser acido desoxirribonucléico (apn) o acido ribonucleico (arn). Los
bacteridfagos se clasifican con base en la forma de su capside (si tienen cola, si la
capside presenta formas variadas, o si es filamentosa o poliédrica; ver figura 1).
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Bacteriofago Fago T4 FagoA FagoT7 FagoM13 FagoMS2
tipico

7!
-

cd: cadena doble, cs: cadena sencilla

Los bacteriofagos miden entre 50 y 200 nm (1 nm = 1 mil millonésima parte de
un metro) (Richter et al., 2018) y solo pueden ser visibles con un microscopio
electronico. Son las entidades biologicas mas abundantes en la Tierra, superando
10 veces el numero de bacterias en algunos ecosistemas (Dion et al., 2020).
Los bacteriofagos son abundantes en el medio acuatico, suelo, plantas y en los
animales. En los humanos, los fagos se pueden encontrar en la piel, la boca,
el estdmago y el intestino, donde se han encontrado hasta 100 millones de
particulas virales por ml de filtrados fecales (Hoyles et al., 2014).

¢Como infectan los bacteriéfagos a las bacterias?

Los bacteriofagos reconocen de manera muy especifica a las bacterias que
invadiran. Para ello, se adhieren a la superficie bacteriana e inyectan su material
genético dentro de la célula. Si el material genético del fago se combina con el
material genético de la bacteria anfitriona, se le llama profago; en este caso,
ambos se pueden replicar simultaneamente y la bacteria no es destruida, lo que
se conoce como el ciclo de vida lisogénico del fago (Melo et al., 2020). En el caso
de los fagos liticos, en cambio, al inyectar su material genético, éste es leido e
interpretado por la bacteria para producir mas moléculas de abN 0 ArN del fago,
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proteinas de la capside y una enzima llamada endolisina, que, en cuestion de
minutos a horas, destruye a sus anfitriones, para liberar miles de bacteriofagos
(ver figura 2). Este ciclo litico se repite hasta que se agotan las bacterias por
secuestrar. Los fagos liticos se consideran idoneos para el control de
enfermedades de origen bacteriano (Melo et al., 2020).

Bacteriéfago
Bacteriahospedera

RECONOCIMIENTO
DEL HOSPEDERO
Y ADSORCION DEL
BACTERIOFAGO

Cromosoma
bacteriano

ciCLOLITICO CICLO LISOGENICO

INYECCION DE
MATERIAL

GENETICO

ADM del
bacteridfago

REPLICACION DEL

ADN VIRAL
Y SINTESIS DE
COMPONENTES

VIRALES

INYECCION DE
MATERIAL

Degradacion del E
GENETICO

ADN bacteriano

INCORPORACION
DEL PROFAGO AL
GENOMA
BACTERIANO

ESTRES AMBIENTAL

T e e —
e SEPARACION DEL

Figura 2. Ciclos de vida de los
bacteriéfagos.
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Los bacteriéfagos y el avance de la biologia molecular

El estudio de los bacteridfagos contribuyd al conocimiento de la biologia molecular.
Hershey y Chase, en 1952, al estudiar un bacteridfago, demostraron que los
genes estaban hechos de acidos nucleicos. De la interaccion entre bacteria y
bacteridfago se descubrieron varias enzimas. Entre ellas las enzimas de restriccion,
que las bacterias utilizan como “tijeras moleculares”, para cortar el apn del virus
infectante; la ligasa, que actla como “pegamento molecular”. De igual manera, el
material genético de un bacteridfago se ha usado como vector molecular’.

Dichas herramientas tienen diferentes aplicaciones en la biologia molecular, la
ingenieria genética? y la biotecnologfa. Por ejemplo, la Arn polimerasa y la ribonucleasa
H de bacteri¢fagos de Escherichia coli se usan como herramientas en biologfa sintética?,
y en un futuro podrian utilizarse para nanodispositivos y en la construccion de los
genomas para células artificiales que realicen funciones Utiles para la humanidad (Kim
y Winfre, 2011). Asimismo, una de las herramientas de edicion genética mas recientes
y versatiles, crispr-Cas?, deriva de un mecanismo de defensa bacteriano contra los
bacteridfagos, y permite la ingenieria genética in vivo en bacterias y células mas
complejas, como las de mamiferos o plantas (Mei et al., 2016).




° Bacteriostatico: antibiético que
retrasa o impide el crecimiento de
una bacteria, pero no las mata.

6 Terapia activa, una vez
administrada su efecto es
duradero.
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Terapias con bacteriéfagos

Un proverbio arabe dice: “el enemigo de mi enemigo es mi amigo”. Por ello, como
los bacteriofagos destruyen a las bacterias que nos atacany enferman, entonces,
son nuestros aliados. En este sentido, el interés en el uso de los bacteridfagos
para el control de enfermedades es cada vez mayor, principalmente debido al
incremento de las bacterias resistentes a varios tipos de antibidticos, las llamadas
superbacterias, cada vez mas dificiles de combatir. Las superbacterias son un
problema de salud publica urgente, ya que cada vez hay menos antibioticos
nuevos y efectivos. Los Centros para el Control y Prevencion de Enfermedades
estiman 2.8 millones de infecciones por superbacterias en los Estados Unidos,
que cada afio causan mas de 35,000 muertes (Centers for Disease Control and
Prevention [coc], 2020). También la Organizacion Mundial de la Salud (owms) alerta
de laimportancia en el incremento de las superbacterias, por lo que actualmente
establece politicas y estrategias de control bajo el enfoque integral de “Una
Salud”, que considera la salud humana, animal, vegetal y el ambiente (ows, 2020).

La terapia de bacteridfagos, que utiliza fagos para tratar las infecciones
bacterianas, existe desde el siglo pasado y presenta numerosas ventajas en
comparacion con la terapia con antibidticos (Melo et al., 2020):

1) Los bacteridfagos son abundantes en la naturaleza y de bajo costo: un
solo bacteridfago puede aniquilar a un numero elevado de bacterias.

2) Los bacteriofagos liticos destruyen por completo a las bacterias, a

diferencia de los antibidticos bacteriostaticos®, que dificultan la
reproduccion de las bacterias, pero no las eliminan.

3) Los bacteriofagos son muy especificos. Infectan Unicamente a su
bacteria hospedera, dejando intactas a otras bacterias benéficas.
Ademas, no infectan a los humanos, animales o plantas.

4)Esunaterapia activa®, una sola dosis es suficiente para el control de lainfeccion
bacteriana. Mientras existan bacterias, los bacteridfagos continuaran
replicandose; una vez eliminadas, también dejaran de multiplicarse.

5) Los bacteriofagos pueden cambiar (mutar) para evadir las defensas
de las bacterias. Es posible usar mezclas (cocteles) de bacteriéfagos
para evitar el desarrollo de resistencia bacteriana.

6) Los bacteridfagos no causan alergias comolo hacen algunos antibioticos.

Bacteriofagos al rescate de la salud humana y animal

Durante 1950en Europa, Africayenlos Estados Unidos, se utilizaron preparaciones
preventivas y terapéuticas de bacteriofagos que fueron desplazadas por los
antibioticos en el mercado. Los bacteriofagos terapéuticos se administran en los
humanos a través diversas rutas: por aerosol, intravenosa, oral, rectal y topica,
para el tratamiento de diversas infecciones bacterianas (Melo et al., 2020).
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Los bacteridfagos son muy seguros, dado que hemos estado expuestos
a ellos desde que estuvimos en el Utero y hemos desarrollado tolerancia a su
presencia. Existen ensayos clinicos y casos de éxito de la fagoterapia, sobre todo
en Europa (Sulakvelidze y Kutter, 2005). A pesar de su éxito, ningun bacteriéfago
cuenta con aprobacion para su uso terapéutico en humanos, aunque algunos
productos terapéuticos con base en bacteriéfagos cuentan con autorizacion por
la Union Europea para aplicarse en las granjas avicolas. A la fecha sélo algunas
formulaciones de bacteridfagos en la industria alimentaria humana se autorizan
por la Agencia Federal de Medicamentos y Alimentos (rpa) de los Estados Unidos,
quien los considera como “generalmente seguros”.

Existen casos, cientificamente documentados, de terapia con bacteriofagos
exitosaenloshumanos. Thomas Patterson, un paciente diabético con pancreatitis
infecciosa por Acinetobacter baumannii con multirresistencia a los antibioticos,
recibio unaterapia personalizada, un coctel de nueve bacteridfagos con potencial
destructor, administrado en las cavidades de los abscesos. Después de dicho
tratamiento el paciente recuper¢ su salud, sin presentar efectos negativos a
causa de la terapia con bacteridfagos (Schooley et al., 2017). Otro caso es el de
Isabelle Camell-Holdaway, una adolescente de 15 afios con fibrosis quistica, una
enfermedad genética que afecta la funcion pulmonar. Al mes de someterse a
un trasplante de pulmones presenté una infeccion en todo el cuerpo con llagas
ocasionadas por Mycobacterium abscessus. A pesar de que los médicos estimaron
una sobrevivencia nula, la administracion de un coctel de bacteriéfagos mejord
notablemente la salud de la joven, incluso las heridas abiertas lograron cerrarse
(Dedrick et al., 2019). Asimismo, los bacteridfagos rescatan la salud de animales
terrestres y acuaticos. Algunos casos de éxito se observan en la tabla 1.

Organismo/ Bacteriéfago  Patégeno Aplicacion
producto resultados
alimenticio
Topica.
Redujo las
Medicina Perros Coctel de 6 Pseudomonas | bacterias a las Hawkins et
veterinaria bacteriéfagos | aeruginosa 48 h. al., 2010

Primer informe
de terapia con
bacteriéfagos.*

Inyeccién
intramuscular. Kim et al.,
Medicina Truchas arco | PAS-1 Aeromonas Increment? la 2013
veterinaria | iris salmonicida superviviencia de
los peces.
Ausencia de
lesiones externas.

La deteccion

Tabla 1. Ejemplos de molecular de los | Sergueev et
aplicaciones de los bacteri6fagos Diagndéstico - Humano QA1122y Yersinia pestis  bacteriéfagos al, 2015
en la salud humanay animal. clinico L-413C permitié una
*Bajo la legislacion Europea identificacion

bacteriana rapida.




Tabla 2. Ejemplos de
aplicaciones de las endolisinas.
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Bioadsorbentes Anany et al.,
Inocuidad Carne cruda | Céctelde 3 Listeria en membranas de | 2011
alimentaria |y cocinada bacteriéfagos | monocytogenes | celulosa en carne
para cada y Escherichia contaminada
bacteria coli O157:H7 | Biocontrol
eficiente
bacteriano

Las armas virales: las endolisinas y sus aplicaciones

Los bacteridfagos producen holinas (proteinas formadoras de poro), que
permiten la salida de las endolisinas, enzimas que degradan la pared celular
bacteriana (Gondil et al, 2020; ver figura 2). Las endolisinas se consideran
enzibiodticos (enzimas con actividad antibidtica) con potencial para el tratamiento
de infecciones bacterianas multirresistentes. Ya que son de naturaleza proteica,
las endolisinas se consideran aln mas seguras que los bacteridfagos al estar
libres de material genético (Gondil et al., 2020). Hasta el momento no se ha
identificado desarrollo de resistencia bacteriana a ellas, debido a que las
moléculas que degradan poseen estructuras que practicamente no cambian.
Las endolisinas tienen un espectro de accion mas amplio que los bacteridfagos,
lo cual las hace mas atractivas como farmacos. Existen investigaciones sobre la
actividad antimicrobiana de las endolisinas con diversas aplicaciones (ver tabla
2), pero aun no existen farmacos comerciales basados en endolisinas.

Organismo

/ producto Endolisina
alimenticio

Patégeno Aplicaciény

resultados

In vitro resultd ser un
biocontrol efectivo
para bacterias
Gram-y Gram+.
Ausencia de efectos
citotdxicos en las
células humanas
Inyeccién
intraperitoneal
protegié a ratones
con infeccién por A.
baumanii

LysSS
Células (endolisina
pulmonares | de
humanasy bacteriéfago
ratones 'S
Salmonella
enterica)

Kim et al,
2020

Acinetobacter
baumannii, P.
aeruginosa,
Staphylococcus
aureus,
enterobacterias

Medicina
humanay
veterinaria

Tecnologia genética
Lisozima del | Erwinia Las plantas con el
Bacteri¢fago | carotovora gen de la lisozima
T4 fueron resistentes
a la infeccién
bacteriana.

Planta de
papa

Agricultura Diring et

al, 1993

Inyeccién
intravenosa en
distintos modelos
animales. Reduccion
de las bacterias en la
sangre. Incrementé
significativamente la
sobrevivencia de los

Mamiferos SAL200 S. aureus Junetal,

2013;
2016

Medicina
veterinaria

animales.
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Directa en leche
Inocuidad | Leche de LysZ5 Listeria contaminada. Zhang et
alimentaria | soya monocytogenes | Reduccién de la al., 2012
bacteria (3 h, 4°C)

Las endolisinas son Utiles para el control de las biopeliculas (acumulaciones de
bacterias que secretan moléculas que las protegen y que dificultan la efectividad
de los antibidticos; Love et al, 2018). Las endolisinas también se emplean
para la desinfeccion de equipo hospitalario, y la elaboracién y empaque de
alimentos (Barrera et al.,, 2015). Dichas proteinas tienen un potencial importante
en la industria alimentaria como aditivos antimicrobianos o de ser producidas
por bacterias acido lacticas modificadas, en procesos de fermentacion. La
endolisinas también tienen potencial de aplicacion para el control de infecciones
bacterianas en diversos sectores productivos, tal como el agropecuario y el
acuicola (Zdunczyky Janowski, 2020; Zermeno et al., 2018).

Los bacteriéfagos también son utiles de otras maneras

Utilizando solamente las proteinas de la capside del bacteridfago se construyen
las particulas tipo virus (vips, por sus siglas delinglés Viral Like Particles), las cuales
sirven para el disefio de vacunas contra infecciones virales. Las vips carecen de
material genético para producir una infeccion, por lo que se consideran una
estrategia segura para la induccion de anticuerpos neutralizantes, por ejemplo,
contra la influenza. En esta vacuna, modificaron un bacteridfago filamentoso
de E. coli y le insertaron una proteina del virus de influenza. El bacteridfago
genero respuesta inmunoldgica protectora, en modelos animales, contra una
dosis letal del virus de la influenza (Deng et al., 2015). De una manera similar, las
vips derivadas de los bacteridfagos de cola se emplean para la generacion de
vacunas para enfermedades no infecciosas (canceres de mama, pulmon, higado,
prostata y de piel).

Las endolisinas se utilizan para generar los llamados fantasmas bacterianos
(Bacterial Ghosts o Bas, en inglés), células bacterianas que perdieron su
contenido celular, guedando solamente la envoltura celular. La endolisina E del
bacteriofago PhiX174 ocasiona la lisis celular de la bacteria en la que se produce,
y una nucleasa procedente de Staphylococcus aureus (sNnuc) degrada el abn para
garantizar que los ses estan libres de acidos nucleicos. Los BGS se utilizan como
sustitutos de las vacunas atenuadas por calor o inactivadas por tratamientos
quimicos; a diferencia de éstos, conservan la estructura tridimensional de sus
proteinas lo que mejora su eficiencia como vacunas (Barrera et al., 2015). Con
los BGs se han inmunizado a distintos modelos animales contra las bacterias:
Vibrio cholerae, Klebsiella pneumoniae y Salmonella enterica. Los BGS se pueden
emplear como micro-biorreactores para realizar reacciones enzimaticas, como
transportadores de plaguicidas contra patégenos de plantas y en la entrega
de medicamentos en la terapia antitumoral. Lo anterior permite una mayor
especificidad hacia las células tumorales y una reduccion en la cantidad de
medicamento por aplicacion (Hajam et al., 2017). Los bacteridéfagos también
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se utilizan para el envio de genes reporteros a las bacterias y asi generar un
sistema para la deteccion de bacterias como E. coli, Listeria monocytogenes, S.
Typhimurium, Yersinia pestis y Bacillus anthracis (Bardy et al., 2016).

Asi, los bacteridfagos y las endolisinas son Utiles para la deteccion rapida
de las bacterias (Bai et al., 2016), y, por su especificidad para unirse a ellas, se
pueden utilizar como biosondas, que presentan ventajas en comparacion con
los anticuerpos: replicacion en gran nimero a un bajo costo y estabilidad ante
condiciones desfavorables -variaciones en el pH, temperatura y salinidad (Bardy
et al, 2016)-. Para la deteccidon bacteriana, se utilizan también los dominios
de union de la pared celular bacteriana (cep) de las endolisinas, debido a su
union especifica con el huésped. Los cep podrian ser candidatos potenciales
para reemplazar los anticuerpos en la deteccion rapida y la determinacion de la
concentracion de patégenos, ya que presentan una especificidad mayor y son
mas econémicos (Bai et al., 2016).

Conclusiones

En nuestra historia, en un planeta lleno de virus, dentro de los cuales los
bacteridfagos predominan y nos continuaran sorprendiendo, su estudio ha
representado grandes avances para el desarrollo cientifico, particularmente para
la biotecnologia molecular y la biomedicina. La investigacion de los bacteridfagos
liticos nos permitira emplearlos como nuestros aliados ante la guerra microbiana
y enlamejora de los sectores productivos. En esta época post-antibidtica, el futuro
de la terapia con bacteridfagos y sus endolisinas parece ser prometedor y versatil.
No obstante, aln se requiere de investigacion clinica que consolide finalmente
la terapia con bacteridfagos. Ademas, éstos se consideran una tecnologia verde,
amigable con el medio ambiente y presentan otras cualidades que aun nos queda
por explotar para el rescate de la salud humana, animal y vegetal.
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