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DESCRIPCIÓN 

1. Listado de secuencias 

La aplicación instantánea contiene un listado de secuencias que se ha enviado en formato ASCII a través de EFS-5 

Web. Dicha copia ASCII, creada el 14 de marzo de 2012, se llama 16395105.txt y tiene un tamaño de 574,104 bytes. 

2. Campo de la invención. 

La presente invención está dirigida al campo de la terapia con fagos para el tratamiento y control de infecciones 
bacterianas, en particular úlceras crónicas tales como infecciones del pie diabético. Más específicamente, la 
presente invención está dirigida a nuevos cócteles de cepas de bacteriófagos F44/10, F125/10, F770/05, F510/08, 10 

F1245/05, otros fagos y/o variantes de los mismos; y métodos de uso en el tratamiento y prevención de infecciones 
bacterianas, incluidas las úlceras cutáneas asociadas con infecciones del pie diabético, causadas por, por ejemplo, 
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, y/o Acinetobacter baumannii. Los cócteles se usan como 
composiciones farmacéuticas, ya sea solos o en combinación adicional con otras terapias, por ejemplo, antibióticos, 
factores de crecimiento u otras terapias estándar y no estándar para las úlceras crónicas. 15 

3. Antecedentes 

Las infecciones del pie diabético (DFI) son una complicación frecuente y grave de la diabetes mellitus (DM) y son la 
principal causa mundial de amputación no traumática de las extremidades inferiores (Jeffcoate WJ, et al. 2003. 
Lancet 361:1545-1551). En la práctica clínica actual, el tratamiento de DFI incluye desbridamiento y antibióticos 
sistémicos (véase, por ejemplo, Lipsky BA, et al. 2004. Clin Infect Dis. 39:885-910). No obstante, debido a la 20 

deficiente vascularización y al microambiente local, las concentraciones de antibióticos son muchas veces 
subterapéuticas (Lipsky BA, et al. 2009. Clin Infect Dis. 49:1541-1549). Además, la creciente incidencia de 
organismos resistentes a múltiples fármacos, tales como el Staphylococcus aureus resistente a la meticilina, así 
como los bacilli negativos no fermentadores panresistentes a los fármacos, está amenazando el resultado en un 
número creciente de pacientes comunitarios y hospitalizados Mendes JJ, et al. 2012. Diabetes Res Clin Pract. 25 

95(1):153-161; Tascini C, et al. 2011. Diabetes Res Clin Pract 94 (1):133-139). De acuerdo con lo anterior, sigue 
siendo necesario identificar nuevas estrategias para el tratamiento, el control y la manejo de las DFI. 

El tratamiento tópico proporciona las ventajas de evitar los efectos adversos sistémicos, proporcionando una mayor 
concentración en el sitio diana y permitiendo el uso de agentes no disponibles para la terapia sistémica. El 
desbridamiento mecánico mejora el tratamiento tópico porque reduce la carga biológica de las bacterias presentes y 30 

también abre una ventana terapéutica dependiente del tiempo para la terapia antimicrobiana tópica (TAT) (Wolcott 
RD, et al. 2010. J Wound Care 19:320-328). Sin embargo, hasta la fecha, no se ha demostrado que ningún agente 
TAT sea eficaz para tratar el DFI (Nelson EA, et al. 2006. Diabet Med 23:348-359).  

Los bacteriófagos (fagos) son virus que infectan y lisan específicamente bacterias. La terapia de fagos, un método 
de uso virus de fagos completos para el tratamiento de enfermedades infecciosas bacterianas, fue introducida en la 35 

década de 1920 por Felix d’Herelle. Con el desarrollo de los antibióticos en la década de 1940, sin embargo, el 
interés por la terapéutica basada en fagos disminuyó en el mundo occidental. Uno de los factores más importantes 
que contribuyeron a esta disminución fue la falta de protocolos de prueba estandarizados y métodos de producción. 
El fracaso en el desarrollo de estándares de la industria para la prueba de terapias con fagos interfirió con la 
documentación de los resultados del estudio, lo que condujo a una falta de eficacia percibida, así como a problemas 40 

de credibilidad, con respecto al valor de la terapia con fagos. Otro problema en la producción de fagos se relaciona 
con el grado de pureza de las preparaciones comerciales de fagos, con preparaciones que contienen componentes 
bacterianos no deseados, por ejemplo, endotoxinas. De acuerdo con lo anterior, los eventos adversos a menudo se 
asociaron con las preparaciones, particularmente en pacientes que los recibieron por vía intravenosa. 

Sin embargo, en Europa del Este y la antigua Unión Soviética, donde el acceso a los antibióticos era limitado, el 45 

desarrollo y el uso de la terapia con fagos continuó conjuntamente con los antibióticos, o en su lugar. Además, con el 
aumento de las cepas resistentes a los antibióticos de muchas bacterias, el interés por la terapéutica basada en 
fagos ha vuelto en el mundo occidental. Es decir, a pesar de que se pueden desarrollar nuevas clases de 
antibióticos, la posibilidad de que las bacterias eventualmente desarrollen resistencia a los nuevos fármacos ha 
intensificado la búsqueda de medios no quimioterapéuticos para controlar, prevenir y tratar las infecciones 50 

bacterianas. 

El bacteriófago lítico, especialmente cuando se complementa con un desbridamiento mecánico apropiado, ofrece 
una solución para tratar los DFI, por ejemplo, para su uso como nuevos agentes TAT. Las bacterias líticas pueden 
ofrecer las ventajas de especificidad y eficiencia en la lisis de bacterias patógenas, incluso aquellas asociadas con 
resistencia a múltiples fármacos (Rossney AS, et al. 1994. J Hosp Infect 26:219-234). Ventajas adicionales pueden 55 

incluir la ausencia de patogenicidad para el hombre y animales (Burrowes B, et al. 2011. Expert Rev Anti Infect Ther 
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9:775-785), actividad antibacteriana contra bacterias en biopelículas, y actividad en ambientes microaerófilos, 
incluso con alta carga bacteriana (Azeredo J, et al. 2008. Curr Pharm Biotechnol 9:261-266), así como la seguridad 
generalmente aceptada de la terapia con bacteriófagos en algunas partes del mundo (Sulakvelidze A, et al., 2001, 
Antimicrob Agents Chemother. 45(3): 649-659). Recientes ensayos en animales de la terapia con bacteriófagos han 
demostrado su potencial para curar o mejorar enfermedades bacterianas de la piel, tanto en aplicaciones internas 5 

(McVay CS, et al. 2007. Antimicrob Agents Chemother 51:1934-1938) como externas (Soothill JS. 1994. Burns 
20:209-211; Wills QF, et al. 2005. Antimicrob Agents Chemother 49:1220-1221). Sin embargo, hay poca evidencia 
publicada que respalde el uso de bacteriófagos para curar infecciones establecidas por más de unas pocas horas 
(Ryan EM, et al. 2011 J Pharm Pharmacol 63:1253-1264). 

En particular, los cócteles de fagos pueden proporcionar ventajas para el uso de fagos individualmente, por ejemplo, 10 

para aumentar la actividad lítica contra una cepa bacteriana particular y para disminuir la posibilidad de aparición de 
bacterias resistentes a un bacteriófago individual. Es decir, se pueden mezclar diferentes bacteriófagos como 
cócteles para ampliar sus propiedades, preferiblemente dando como resultado un espectro de actividad 
antibacteriano colectivamente mayor, por ejemplo, un intervalo ampliado de huéspedes, para el cual es menos 
probable el desarrollo de resistencia. Sin embargo, hasta la fecha, existen pocos cócteles de fagos con actividad 15 

antimicrobiana contra diferentes bacterias, posiblemente debido a la dificultad de combinar diferentes 
especificidades de bacteriófagos mientras se mantiene la estabilidad durante el almacenamiento. 

Por lo tanto, existe la necesidad de desarrollar nuevos productos de fagos como agentes terapéuticos y/o 
profilácticos para su uso in vivo contra bacterias patógenas. También existe la necesidad de mejores tratamientos, 
particularmente tratamientos tópicos, para DFI. En particular, existe la necesidad de cócteles bacteriófagos capaces 20 

de lisar las bacterias responsables de los DFI, incluidos Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, y/o 
Acinetobacter baumannii. Esta aplicación aborda esta y otras necesidades. 

4. Resumen de la invención. 

En algunas realizaciones preferidas, la invención se dirige a una composición que comprende al menos cinco cepas 
de bacteriófagos aisladas, las cepas que tienen genomas que comprenden secuencias de ácido nucleico de SEQ ID 25 

NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4 y SEQ ID NO: 5, o una variante de la misma, donde la variante 
tiene al menos un 95 % de identidad de secuencia con la secuencia de ácido nucleico correspondiente y muestra 
actividad antibacteriana contra al menos uno de Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, y/o 
Acinetobacter baumannii. En algunas realizaciones, las cepas de bacteriófagos que tienen genomas que 
comprenden las secuencias de ácido nucleico de SEQ ID NOs: 1, 2, 4 y 5, o las variantes de las mismas, están 30 

presentes cada una en la composición en una cantidad correspondiente a aproximadamente 10 veces la de la cepa 
de bacteriófago que tiene un genoma que comprende la secuencia de ácido nucleico de SEQ ID NO: 3, o la variante 
de la misma. En algunas realizaciones, la composición comprende cepas de bacteriófagos que tienen genomas que 
comprenden secuencias de ácido nucleico de SEQ ID NO:1, SEQ ID NO:2, SEQ ID NO:3, SEQ ID NO:4, y SEQ ID 
NO:5. 35 

En otro aspecto, la presente invención se dirige a composiciones farmacéuticas que comprenden cócteles de fago, 
específicamente, composiciones farmacéuticas que comprenden cualquiera de las composiciones descritas 
anteriormente y un portador farmacéuticamente aceptable. En algunas realizaciones, la composición farmacéutica 
está formulada para aplicación tópica. En algunas realizaciones, la composición farmacéutica comprende una 
solución reguladora estéril, por ejemplo, una solución reguladora que comprende aproximadamente Tris-HCl 0.05 M, 40 

aproximadamente NaCl 0.1 M y aproximadamente MgSO4.7H2O 10 mM. En algunas realizaciones, la composición 
farmacéutica está contenida en una ampolla. 

En algunas realizaciones, la composición farmacéutica comprende además un agente adicional, por ejemplo, un 
agente seleccionado del grupo que consiste en un agente antibiótico, un agente antiinflamatorio, un agente antiviral, 
un agente anestésico local, un factor de crecimiento y un corticosteroide En algunas realizaciones, el agente 45 

adicional es un agente antibiótico, por ejemplo, un agente antibiótico que tiene actividad antibacteriana Acinetobacter 
baumannii, Pseudomonas aeruginosa, y/o Staphylococcus aureus; o un agente antibiótico que tiene actividad 
antibacteriana contra bacterias distintas de Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa, y Staphylococcus 
aureus. Más específicamente, en algunas realizaciones, el agente adicional es un agente antibiótico que tiene 
actividad antibacteriana contra Staphylococcus aureus o un agente antibiótico que tiene actividad antibacteriana 50 

contra bacterias distintas de Staphylococcus aureus. En algunas realizaciones, el agente adicional es un agente 
antibiótico que tiene actividad antibacteriana contra Pseudomonas aeruginosa o un agente antibiótico que tiene 
actividad antibacteriana contra bacterias distintas de Pseudomonas aeruginosa. En algunas realizaciones, el agente 
adicional es un agente antibiótico que tiene actividad antibacteriana contra Acinetobacter baumannii o un agente 
antibiótico que tiene actividad antibacteriana contra bacterias distintas de Acinetobacter baumannii. En algunas 55 

realizaciones, la administración del agente antibiótico comprende la administración sistémica. 

En algunas realizaciones, la composición es para su uso en un método de tratamiento de una infección bacteriana 
asociada con un área de piel no intacta, y cada una de las cepas de fagos está presente en la composición en una 
cantidad correspondiente a 103 a 1013 partículas de fago/cm2 del área. En algunas realizaciones, cada una de las 
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cepas de fagos está presente en la composición en una cantidad correspondiente a 107 a 109 partículas de fago/cm2 
del área. 

Otro aspecto de la presente invención está dirigido al uso de la composición farmacéutica en métodos de tratamiento 
o prevención de una infección bacteriana en un sujeto que lo necesita, que comprende administrar al sujeto una 
cantidad terapéuticamente eficaz de la composición farmacéutica según la invención. En algunas realizaciones, la 5 

infección bacteriana es una infección por uno o más de Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa, y 
Staphylococcus aureus. En algunas realizaciones, la composición farmacéutica se administra por vía tópica. En 
algunas realizaciones, el sujeto es un mamífero, por ejemplo, un ser humano. En algunas realizaciones, la infección 
bacteriana es la infección del pie diabético. En algunas realizaciones, la infección del pie diabético comprende una 
úlcera cutánea. En algunas realizaciones, la infección bacteriana está asociada con un área de piel no intacta 10 

seleccionada de una llaga asociada con celulitis, una lesión de erisipela, una herida por quemadura, una úlcera 
crónica, una úlcera por decúbito y una llaga por presión. En algunas realizaciones, el tratamiento comprende 
administrar por vía tópica la composición farmacéutica a una úlcera cutánea asociada con infección del pie diabético. 
En algunas realizaciones preferidas, la administración sigue al desbridamiento mecánico de la úlcera. En algunas 
realizaciones, la administración comprende el uso de al menos uno de un apósito, un dispositivo de instilación y un 15 

dispositivo de terapia de heridas con presión negativa. 

En algunas realizaciones, la composición farmacéutica se administra cada 4 horas o cada 6 horas durante 24 horas 
iniciales. En algunas realizaciones, después de las 24 horas iniciales, la composición farmacéutica se administra 
cada 12 horas o cada 24 horas durante al menos 3 días adicionales. En algunas realizaciones, la composición 
farmacéutica se administra cada 12 horas o cada 24 horas durante al menos 4 días adicionales. 20 

En algunas realizaciones, el método se usa en combinación con una terapia estándar para la infección del pie 
diabético, por ejemplo, una terapia estándar seleccionada del grupo que consiste en terapia de reemplazo de matriz 
extracelular, terapia de heridas húmedas, terapia de heridas de presión negativa, terapia de revascularización 
arterial, terapia hiperbárica de oxígeno, administración de un agente antibiótico y administración de un factor de 
crecimiento. En algunas realizaciones, la terapia de heridas húmedas comprende el uso de una película de soporte 25 

adhesivo, una espuma recubierta de silicona, un hidrogel y/o un hidrocoloide. En algunas realizaciones, la terapia de 
reemplazo de matriz extracelular comprende el uso de tejido de bioingeniería. En algunas realizaciones, la 
administración del agente antibiótico comprende la administración sistémica. En algunas realizaciones, el factor de 
crecimiento es al menos uno seleccionado del grupo que consiste en factor de crecimiento derivado de plaquetas, 
factor estimulante de colonias de granulocitos, factor de crecimiento epidérmico, factor de crecimiento de 30 

fibroblastos, factor de crecimiento nervioso y factor de crecimiento endotelial vascular. En algunas realizaciones, la 
administración del factor de crecimiento comprende la administración tópica. En algunas realizaciones, el método se 
usa en combinación con una terapia no estándar para la infección del pie diabético, por ejemplo, donde la infección 
del pie diabético es refractaria a una terapia estándar. 

4.1 Definiciones 35 

Como se usa en este documento, el término "aislado" en el contexto de moléculas de ácido nucleico se refiere a una 
primera molécula de ácido nucleico que está separada de otras moléculas de ácido nucleico que están presentes en 
la fuente natural de la primera molécula de ácido nucleico. Además, una molécula de ácido nucleico "aislada", tal 
como una molécula de ADNc, está sustancialmente libre de otro material celular, o medio de cultivo cuando se 
produce mediante técnicas recombinantes, o sustancialmente libre de precursores químicos u otros productos 40 

químicos cuando se sintetiza químicamente y puede estar libre de otro ADNc u otras moléculas de ADN genómico, 
por ejemplo, donde se ha aislado de otros clones en una biblioteca de ácido nucleico. Además, el ADN genómico 
"aislado" está sustancialmente libre de otro material celular viral, o medio de cultivo cuando se produce mediante 
técnicas recombinantes, o sustancialmente libre de precursores químicos u otros productos químicos cuando se 
sintetiza químicamente, y puede estar libre de otro ADNc u otras moléculas de ADN genómico, por ejemplo, donde 45 

se ha aislado de preparaciones que contienen más de cepas de bacteriófagos y/o bacterianas. 

El término "purificado" con respecto a un bacteriófago significa que el fago se ha incrementado de manera medible 
en concentración por cualquier procedimiento de purificación, incluyendo, pero no se limita a, aislamiento del medio 
ambiente o cultivo, por ejemplo, aislamiento del cultivo después de la propagación y/o amplificación, centrifugación, 
etc., eliminando así de manera parcial, sustancial, casi completa o completamente las impurezas, tales como las 50 

células huésped y los componentes de la célula huésped. Un experto en la técnica apreciará la cantidad de 
purificación necesaria para un uso dado. Por ejemplo, un fago aislado destinado a su uso en composiciones 
terapéuticas destinadas a la administración a humanos normalmente debe ser de alta pureza de acuerdo con las 
normas reguladoras y los buenos procedimientos de fabricación. 

El término "purificado" significa que el péptido, polipéptido, proteína de fusión o molécula de ácido nucleico se ha 55 

incrementado de manera medible en concentración por cualquier procedimiento de purificación, incluyendo pero no 
se limita a, cromatografía en columna, HPLC, precipitación, electroforesis, etc., eliminando así de manera parcial, 
sustancial, casi completa o completamente las impurezas, tales como precursores u otros químicos implicados en la 
preparación del péptido, polipéptido, proteína de fusión o molécula de ácido nucleico. Un experto en la técnica 
apreciará la cantidad de purificación necesaria para un uso dado. Por ejemplo, el ADN genómico aislado destinado a 60 
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su uso en composiciones terapéuticas destinadas a la administración a humanos normalmente debe ser de alta 
pureza de acuerdo con los estándares regulatorios y los buenos procedimientos de fabricación. 

Como se usa en este documento, el término "variante" en el contexto de secuencias de ácido nucleico se refiere a 
una secuencia de ácido nucleico que comprende o consiste en una secuencia de ácido nucleico que tiene una 
identidad de secuencia de al menos 80 %, 85 %, 90 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, o al menos 99 % con 5 

una secuencia de ácido nucleico de referencia. Se puede seleccionar una variante que mantenga una o más 
funciones de la secuencia de ácido nucleico de referencia. Por ejemplo, un bacteriófago variante puede exhibir al 
menos una actividad biológica, por ejemplo, actividad antimicrobiana o antibacteriana (por ejemplo, actividad de 
destrucción lítica), del bacteriófago del que se deriva. 

Como se usa en este documento, el término "célula huésped" se refiere a la célula sujeto particular transfectada con 10 

una molécula de ácido nucleico y la progenie o progenie potencial de dicha célula que contiene la molécula de ácido 
nucleico o la versión cromosómicamente integrada de la misma. La progenie de dicha célula puede no ser idéntica a 
la célula madre transfectada con la molécula de ácido nucleico debido a mutaciones o influencias ambientales que 
pueden ocurrir en generaciones sucesivas o la integración de la molécula de ácido nucleico en el genoma de la 
célula huésped. Para la generación de bacteriófagos, la célula huésped puede ser o no de la misma especie o cepa 15 

de la que se aisló o cultivó el bacteriófago. 

Como se usa en este documento, el término "en combinación" o "en combinación adicional" o "además en 
combinación" se refiere al uso de un agente profiláctico y/o terapéutico adicional, así como un cóctel de fagos de la 
invención. El uso del término "en combinación" no restringe el orden en que los agentes profilácticos y/o terapéuticos 
se administran a un sujeto. Se puede administrar un primer agente profiláctico o terapéutico antes de (por ejemplo, 5 20 

minutos, 15 minutos, 30 minutos, 45 minutos, 1 hora, 2 horas, 4 horas, 6 horas, 12 horas, 24 horas, 48 horas, 72 
horas, 96 horas, 1 semana, 2 semanas, 3 semanas, 4 semanas, 5 semanas, 6 semanas, 8 semanas, o 12 semanas 
antes), concomitantemente, o posterior a (por ejemplo, 5 minutos, 15 minutos, 30 minutos, 45 minutos, 1 hora, 2 
horas, 4 horas, 6 horas, 12 horas, 24 horas, 48 horas, 72 horas, 96 horas, 1 semana, 2 semanas, 3 semanas, 4 
semanas, 5 semanas, 6 semanas, 8 semanas, o 12 semanas después) la administración de un segundo agente 25 

profiláctico o terapéutico (diferente del primer agente profiláctico o terapéutico) a un sujeto. 

Como se usa en este documento, los términos "agente profiláctico" y "agentes profilácticos" se refieren a un agente, 
tal como un cóctel de bacteriófagos de la invención, que se puede usar en la prevención, manejo o control de uno o 
más síntomas de una enfermedad o trastorno, en particular, una enfermedad o trastorno asociado con una infección 
bacteriana, tal como la infección del pie diabético. 30 

Como se usa en este documento, los términos "agente terapéutico" y "agentes terapéuticos" se refieren a un agente, 
tal como un cóctel de bacteriófagos de la invención, que se puede usar en el tratamiento, manejo o control de uno o 
más síntomas de una enfermedad o trastorno, en particular, una enfermedad o trastorno asociado con una infección 
bacteriana, como la infección del pie diabético. 

Como se usa en este documento, los términos "tratar", "tratamiento" y "que trata" se refieren a obtener un beneficio 35 

terapéutico en un sujeto que recibe una composición farmacéutica. Con respecto al logro de un beneficio 
terapéutico, el objetivo es eliminar, disminuir, disminuir la gravedad, mejorar o retrasar la progresión de los síntomas 
o la causa subyacente (por ejemplo, infección bacteriana) asociada con la afección o trastorno patológico. Una 
"cantidad terapéuticamente eficaz" se refiere a esa cantidad de un agente terapéutico, tal como una composición 
farmacéutica de cóctel de fagos de la invención, suficiente para lograr al menos un beneficio terapéutico en un sujeto 40 

que recibe la composición farmacéutica. 

Como se usa en este documento, los términos "prevenir", "prevención" y "que previene" se refieren a la obtención de 
un beneficio profiláctico en un sujeto que recibe una composición farmacéutica. Con respecto al logro de un 
beneficio profiláctico, el objeto es retrasar o prevenir los síntomas o la causa subyacente (por ejemplo, infección 
bacteriana) asociados con la afección o trastorno patológico. Una "cantidad profilácticamente eficaz" se refiere a la 45 

cantidad de un agente profiláctico, tal como una composición farmacéutica de cóctel de fagos de la invención, 
suficiente para lograr al menos un beneficio profiláctico en un sujeto que recibe la composición farmacéutica. 

Como se usa en este documento, los términos "actividad antibacteriana" y "actividad antimicrobiana", con referencia 
a un bacteriófago (o variante o fragmento del mismo) o producto de bacteriófago, se usan indistintamente para 
referirse a la capacidad de matar y/o inhibir el crecimiento o la reproducción de un microorganismo, en particular, la 50 

bacteria de la especie o cepa que infecta el bacteriófago. En ciertas realizaciones, la actividad antibacteriana o 
antimicrobiana se evalúa cultivando bacterias, por ejemplo, bacterias grampositivas (por ejemplo, S. aureus), 
bacterias gramnegativas (por ejemplo, A. baumannii, E. coli, y/o P. aeruginosa) o bacterias no clasificadas ya sea 
como grampositivas o Gram-negativas, según técnicas estándar (por ejemplo, en cultivo líquido o en placas de 
agar), poniendo en contacto el cultivo con un bacteriófago o variante de la misma de la invención y controlando el 55 

crecimiento celular después de dicho contacto. Por ejemplo, en un cultivo líquido, la bacteria puede crecer hasta una 
densidad óptica ("OD") representativa de un punto medio en el crecimiento exponencial del cultivo; el cultivo se 
expone a una o más concentraciones de uno o más bacteriófagos de la invención, o variantes del mismo, y la OD se 
controla en relación con un cultivo de control. La disminución de OD en relación con un cultivo de control es 
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representativa de un bacteriófago que exhibe actividad antibacteriana (por ejemplo, exhibe actividad de destrucción 
lítica). De manera similar, se puede permitir que se formen colonias bacterianas en una placa de agar, la placa 
expuesta a uno o más bacteriófagos de la invención, o variantes del mismo, y el posterior crecimiento de las colonias 
evaluadas relacionadas con las placas de control. La disminución del tamaño de las colonias, o la disminución del 
número total de colonias, indican un bacteriófago con actividad antibacteriana. 5 

5. Breve descripción de las figuras. 

La figura 1 ilustra la preparación de una composición de ejemplo de cóctel de fagos de acuerdo con la presente 
invención. 

La figura 2 ilustra el protocolo de estudio usado para demostrar la eficacia in vivo en un modelo de rata de una 
composición de ejemplo de cóctel de fagos de acuerdo con la presente invención. 10 

La figura 3 ilustra el protocolo de estudio usado para demostrar la eficacia in vivo en un modelo de cerdo de una 
composición de ejemplo de cóctel de fagos de acuerdo con la presente invención. 

La figura 4 ilustra los resultados de estudios líticos evaluados contra Staphylococcus aureus 743/06, demostrando la 
eficacia in vitro de una composición de ejemplo de cóctel de fagos de acuerdo con la presente invención. 

La figura 5 ilustra los resultados de estudios líticos evaluados contra Pseudomonas aeruginosa 433/07, demostrando 15 

la eficacia in vitro de una composición de ejemplo de cóctel de fagos de acuerdo con la presente invención. 

La figura 6 ilustra los resultados de estudios líticos evaluados contra Acinetobacter baumannii 1305/05, demostrando 
la eficacia in vitro de una composición de ejemplo de cóctel de fagos de acuerdo con la presente invención. 

La figura 7 ilustra los resultados de los análisis de carga microbiana para los grupos de control (C) y de prueba (T) 
para animales inoculados con Staphyloccocus aureus, inoculados con Pseudomonas aeruginosa e inoculados con 20 

Acinetobacter baumannii, demostrando eficacia in vivo en un modelo de rata de una composición de cóctel de fagos 
de ejemplo de acuerdo con la presente invención. 

La figura 8 ilustra los resultados de los análisis de cierre de heridas para grupos negativos, de control (C) y de 
prueba (T) para animales inoculados con Staphyloccocus aureus, inoculados con Pseudomonas aeruginosa e 
inoculados con Acinetobacter baumannii, demostrando eficacia in vivo en un modelo de rata de una composición de 25 

ejemplo de cóctel de fagos de acuerdo con la presente invención. 

La figura 9 ilustra los resultados de análisis histológicos para grupos negativos, de control (C) y de prueba (T) para 
animales inoculados con Staphyloccocus aureus, inoculados con Pseudomonas aeruginosa e inoculados con 
Acinetobacter baumannii, demostrando eficacia in vivo en un modelo de rata de una composición de ejemplo de 
cóctel de fagos de acuerdo con la presente invención. 30 

La figura 10 ilustra los resultados de los análisis de carga microbiana para los grupos de control (C) y de prueba (T) 
para animales inoculados con Staphyloccocus aureus, inoculados con Pseudomonas aeruginosa e inoculados con 
Acinetobacter baumannii, demostrando eficacia in vivo en un modelo porcino de una composición de cóctel de fagos 
de ejemplo de acuerdo con la presente invención. 

La figura 11 ilustra los resultados de los análisis de cierre para grupos negativos, control (C) y prueba (T) para 35 

animales inoculados con Staphyloccocus aureus, inoculados con Pseudomonas aeruginosa e inoculados con 
Acinetobacter baumannii, demostrando eficacia in vivo en un modelo de cerdo de una composición de ejemplo de 
cóctel de fagos de acuerdo con la presente invención. 

La figura 12 ilustra los resultados de análisis histológicos para grupos negativos, de control (C) y de prueba (T) para 
animales inoculados con Staphyloccocus aureus, inoculados con Pseudomonas aeruginosa e inoculados con 40 

Acinetobacter baumannii, demostrando eficacia in vivo en un modelo de cerdo de una composición de ejemplo de 
cóctel de fagos de acuerdo con la presente invención. 

La figura 13 ilustra las clasificaciones de infección del pie diabético y la aplicación de la terapia de fagos a las 
mismas usando composiciones de cóctel de fagos de ejemplo de acuerdo con la presente invención. 

La figura 14 ilustra un diseño de estudio clínico para composiciones de cóctel de fagos de ejemplo de acuerdo con la 45 

presente invención para su uso en terapia para úlceras del pie diabético. 

5.1 Descripción detallada 

La presente invención está dirigida a la terapia con fagos para el tratamiento y control de infecciones bacterianas, en 
particular, infecciones del pie diabético. En un aspecto, la invención se refiere a nuevas composiciones de cóctel de 
diferentes cepas de bacteriófagos. El "cóctel" puede comprender al menos cinco cepas aisladas diferentes de 50 

bacteriófagos. El cóctel se puede usar solo o en combinación adicional con otras terapias, por ejemplo, agentes 
antibióticos y/o factores de crecimiento. 

E13725496
27-08-2020ES 2 814 024 T3

 



7 

Los cócteles de fagos proporcionan ventajas al uso de fagos individualmente, por ejemplo, para aumentar la 
actividad lítica contra una cepa bacteriana particular y/o para disminuir la posibilidad de aparición de bacterias 
resistentes a un bacteriófago individual. Se pueden mezclar diferentes bacteriófagos como cócteles para ampliar sus 
propiedades, preferiblemente dando como resultado un espectro de actividad antibacteriano colectivamente mayor. 
Sin embargo, existen pocos cócteles de fagos con actividad antimicrobiana contra diferentes bacterias, 5 

probablemente debido a la dificultad de combinar diferentes especificidades de cepas de bacteriófagos, mientras se 
mantiene la capacidad de infección y/o actividad lítica del bacteriófago individual en presencia de distintas cepas de 
bacteriófagos. 

En algunas realizaciones particularmente preferidas, la presente invención proporciona una composición de cóctel 
que comprende las cinco cepas de bacteriófagos aisladas F44/10, F125/10, F770/05, F510/08 y F1245/05, donde la 10 

composición de cóctel se formula como una formulación tópica y encuentra uso en el tratamiento y/o prevención de 
infecciones del pie diabético. 

Se describe en este documento composiciones de cóctel que comprenden al menos dos cepas de bacteriófagos 
aisladas diferentes, con actividad antibacteriana contra la misma o diferentes especies o cepas bacterianas. En 
realizaciones preferidas, la combinación no perjudica ni reduce (o no perjudica o reduce sustancial o 15 

significativamente) la capacidad de infección y/o la actividad lítica del bacteriófago individual en presencia de cepas 
distintas de bacteriófagos 

En algunas realizaciones, al menos una cepa de fago del cóctel es una cepa con actividad antibacteriana contra al 
menos una bacteria gramnegativa, incluyendo pero no se limita a Acinetobacter baumannii y Pseudomonas 
aeruginosa; y/o contra al menos una bacteria grampositiva incluyendo pero no se limita a Staphylococcus aureus. En 20 

algunas realizaciones, la composición de cóctel comprende al menos dos cepas de bacteriófagos aisladas diferentes 
donde las cepas muestran actividad antibacteriana contra al menos uno de S. aureus, P. aeruginosa, y/o A. 
baumannii. En algunas realizaciones preferidas, la composición de cóctel muestra actividad antibacteriana contra al 
menos dos de S. aureus, P. aeruginosa, y/o A. baumannii. En algunas realizaciones aún más preferidas, la 
composición de cóctel muestra actividad antibacteriana contra cada una de S. aureus, P. aeruginosa, y A. 25 

baumannii. 

En algunas realizaciones, la composición de cóctel comprende al menos una cepa de fago que muestra actividad 
antibacteriana contra Staphylococcus aureus. S. aureus es un anaerobio facultativo esférico Grampositivo, que crece 
como racimos de tipo uva con un color dorado característico, y la causa más común de infecciones por 
estafilococos. Con frecuencia es parte de la flora de la piel humana y es responsable de una variedad de 30 

infecciones, incluyendo granos, carbuncos, síndrome de la piel escaldada, neumonía, gastroenteritis, meningitis, 
osteomielitis, endocarditis, síndrome de shock tóxico, bacteriemia y sepsis. También está frecuentemente implicado 
en infecciones del pie diabético, incluidas, pero no se limitan a, las úlceras cutáneas. Tales úlceras cutáneas 
también se denominan en este documento "úlceras del pie diabético". 

De particular preocupación son las cepas de Staphylococcus aureus resistentes a meticilina (MRSA). MRSA siguió 35 

siendo una ocurrencia poco común en el entorno hospitalario hasta la década de 1990, cuando hubo una explosión 
en la prevalencia de MRSA en los hospitales. El MRSA ahora se considera endémico de los hospitales, 
especialmente en el UK (Johnson AP et al. 2001 J. Antimicrobial Chemotherapy 48(1): 143-144). Además, MRSA 
presenta una nueva amenaza en las infecciones del pie diabético (recuperado el 17 de enero de 2009 de los CDC: 
sitio web de Disease Control and Prevention). Las úlceras y las llagas abiertas que pueden ocurrir en los pies 40 

diabéticos ponen a los pacientes en riesgo de contraer MRSA, y estudios recientes muestran evidencia de MRSA 
que deteriora la curación cuando está presente en la herida diabética (Bowling FL, et al. 2009 Curr Diab Rep 
9(6):440-444). Véase también, Kosinski, MA, et al. 2010. Expert Rev AntiInfect Ther. 8(11):1293-1305. 

Se describe en este documento una composición de cóctel que comprende un bacteriófago que tiene un genoma 
que comprende o que consiste en la secuencia de ácido nucleico de SEQ ID NO: 1. Un ejemplo específico de 45 

acuerdo con esta realización es el bacteriófago F44/10 aislado, que se dirige un número de cepas de especies de 
Staphylococcus, incluido S. aureus. La cepa de F44/10 se depositó el 16 de septiembre de 2011, de conformidad 
con los términos del Budapest Treaty at NCIMB Limited (Ferguson Building, Craibstone Estate, Bucksburn, 
Aberdeen, AB21 9YA, Scotland Reino Unido) y lleva el número de acceso 41867. También se describe en este 
documento una composición de cóctel que comprende un bacteriófago que tiene un genoma que comprende o que 50 

consiste en la secuencia de ácido nucleico de SEQ ID NO: 2. Un ejemplo específico de acuerdo con esta realización 
es el bacteriófago F125/10 aislado, que también se dirige a un número de cepas de especies de Staphylococcus, 
incluido S. aureus. La cepa F125/10 se depositó el 16 de septiembre de 2011, de conformidad con los términos del 
Budapest Treaty at NCIMB Limited (Ferguson Building, Craibstone Estate, Bucksburn, Aberdeen, AB21 9YA, 
Scotland UK) y lleva el número de acceso 41866. Se describe en este documento una composición de cóctel 55 

incluyendo al menos ambas cepas de fagos F44/10 y F125/10. Se describe en este documento un cóctel de fagos 
que comprende al menos una cepa de fago que exhibe actividad antibacteriana contra una o más cepas de S. 
aureus. (por ejemplo, F44/10 y/o F125/10) y al menos una cepa de fago que exhibe actividad antibacteriana contra 
una bacteria diferente. Por ejemplo, el cóctel de fagos comprende una cepa de fago que tiene un genoma que 
comprende o consiste en SEQ ID NOs: 1 o 2, o una variante de la misma, en combinación con al menos una otra 60 
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cepa de fago que tiene un genoma que comprende o consiste en SEQ ID NOs: 3, 4 o 5, o una variante de las 
mismas. 

En algunas realizaciones, la composición de cóctel comprende al menos una cepa de fago que muestra actividad 
antibacteriana contra Pseudomonas aeruginosa. P. aeruginosa es una bacteria Gramnegativa común en forma de 
bastón que se encuentra en el suelo, el agua, la flora de la piel y la mayoría de los ambientes artificiales. Prospera 5 

no solo en atmósferas normales, sino también con poco oxígeno como anaerobio facultativo, y puede infectar tejidos 
dañados o individuos inmunocomprometidos, incluidos pacientes diabéticos. De hecho, P. aeruginosa con frecuencia 
causa daño tisular severo en las úlceras del pie diabético y un problema importante con la infección por P. 
aeruginosa es que este patógeno exhibe un alto grado de resistencia a un amplio espectro de antibióticos (Murugan, 
S. et al. 2010 Intl J of Microbiol Res 1(3):123-128). Por ejemplo, en el estudio Murugan et al., se descubrió que el 10 

100 % de los aislados de P. aeruginosa de las úlceras del pie diabético eran resistentes al meropenem y más del 71 
% eran resistentes al imipenem. 

Se describe en este documento una composición de cóctel que comprende un bacteriófago que tiene un genoma 
que comprende o que consiste en la secuencia de ácido nucleico de SEQ ID NO: 3. Un ejemplo específico de 
acuerdo con esta realización es el bacteriófago F770/05 aislado, que se dirige a un número de cepas de especies de 15 

Pseudomonas, incluida P. aeruginosa. Véase también, la Publicación de Solicitud Internacional WO 2010/090542, 
que describe dicha cepa de bacteriófagos. La cepa F770/05 se depositó el 16 de septiembre de 2011, de 
conformidad con los términos del Budapest Treaty at NCIMB Limited (Ferguson Building, Craibstone Estate, 
Bucksburn, Aberdeen, AB21 9YA, Scotland UK) y lleva el número de acceso 41864. En algunas realizaciones, la 
invención proporciona una composición de cóctel que comprende un bacteriófago que tiene un genoma que 20 

comprende o que consiste en la secuencia de ácido nucleico de SEQ ID NO: 4. Un ejemplo específico de acuerdo 
con esta realización es el bacteriófago F510/08 aislado, que también se dirige a un número de cepas de especies de 
Pseudomonas, incluida P. aeruginosa. La cepa F510/08 se depositó el 16 de septiembre de 2011, de conformidad 
con los términos del Budapest Treaty at NCIMB Limited (Ferguson Building, Craibstone Estate, Bucksburn, 
Aberdeen, AB21 9YA, Scotland UK) y lleva el número de acceso 41868. La composición de cóctel incluye al menos 25 

las cepas de fagos F770/05 y F510/08. El cóctel de fagos comprende al menos una cepa de fago que exhibe 
actividad antibacteriana contra una o más cepas de P. aeruginosa (por ejemplo, F770/05 y/o F510/08) y al menos 
una cepa de fago que exhibe actividad antibacteriana contra diferentes bacterias. Por ejemplo, el cóctel de fagos 
comprende una cepa de fago que tiene un genoma que comprende o consiste en SEQ ID NOs: 3 o 4, o una variante 
de la misma, en combinación con al menos una otra cepa de fago que tiene un genoma que comprende o consiste 30 

en SEQ ID NOs: 1, 2 o 5, o una variante de las mismas. 

Se describe en este documento una composición de cóctel que comprende al menos una cepa de fago que muestra 
actividad antibacteriana contra Acinetobacter baumannii. A. baumannii es una especie de bacteria que causa un 
número de infecciones clínicas graves, particularmente en individuos con sistemas inmunes comprometidos, 
incluidos los pacientes diabéticos. Por ejemplo, A. baumannii ha sido aislado de pacientes diabéticos con infección 35 

de las extremidades inferiores (Colayco, CAS, et al 2002 Phil J Microbiol Infect Dis 31(4):151-106). A. baumannii es 
un bacilo gramnegativo aerobio pleomórfico que a menudo ingresa al cuerpo a través de heridas abiertas, tales 
como las úlceras del pie diabético. También se sabe que es resistente a múltiples antibióticos y el número de 
infecciones nosocomiales causadas por A. baumannii ha aumentado en los últimos años. Véase también Browne 
AC, et al. 2001 Ostomy Wound Management 47(10):44-49 (discutiendo la aparición de especies de S. aureus, P. 40 

aeruginosa y Acinetobacter en las úlceras del pie diabético). Acinetobacter baumannii es un colonizador que 
generalmente aparece más tarde en el procedimiento de infección de la herida. De acuerdo con lo anterior, es 
importante que la composición de cóctel de fagos comprenda bacteriófagos que infectan a Acinetobacter baumannii. 

Se describe en este documento, una composición de cóctel que comprende un bacteriófago que tiene un genoma 
que comprende o que consiste en la secuencia de ácido nucleico de SEQ ID NO: 5. Un ejemplo específico de 45 

acuerdo con esta realización es el bacteriófago aislado F1245/05, que se dirige a un número de cepas de especies 
de Acinetobacter, incluyendo A. baumannii. Véase también, la Publicación de Solicitud Internacional WO 
2010/090542, que describe dicha cepa de bacteriófagos. La cepa F1245/05 se depositó el 16 de septiembre de 
2011, de conformidad con los términos del Budapest Treaty at NCIMB Limited (Ferguson Building, Craibstone 
Estate, Bucksburn, Aberdeen, AB21 9YA, Scotland UK) y lleva el número de acceso 41865. El cóctel de fagos 50 

comprende en al menos una cepa de fago que exhibe actividad antibacteriana contra una o más cepas de A. 
baumannii (por ejemplo, F1245/05) y al menos una cepa de fago que exhibe actividad antibacteriana contra 
diferentes bacterias. Por ejemplo, el cóctel de fagos comprende una cepa de fago que tiene un genoma que 
comprende o consiste en SEQ ID NO: 5, o una variante de la misma, en combinación con al menos una otra cepa de 
fago que tiene un genoma que comprende o consiste en SEQ ID NOs: 1, 2, 3 o 4, o una variante de las mismas. 55 

En ciertas realizaciones, el cóctel de la invención comprende un bacteriófago que es una variante de cualquiera de 
las secuencias de ácido nucleico SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4, y SEQ ID NO: 5, cuyo 
bacteriófago variante exhibe al menos una actividad biológica, por ejemplo, actividad antimicrobiana o antibacteriana 
(por ejemplo, actividad de destrucción lítica), de una o más cepas de bacteriófagos F44/10, F125/10, F770/05, 
F510/08 y F1245/05. En algunas realizaciones preferidas, una variante de cepas de bacteriófagos F44/10 o F125/10 60 

mantiene actividad antimicrobiana o antibacteriana (por ejemplo, actividad de destrucción lítica) contra una o más 
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cepas de especies de Staphylococcus, más preferiblemente incluyendo S. aureus. En algunas realizaciones 
preferidas, el cóctel comprende una variante de cepas de bacteriófagos F770/05 o F510/08 que mantiene la 
actividad antimicrobiana o antibacteriana (por ejemplo, actividad de destrucción lítica) contra una o más cepas de 
especies de Pseudomonas, más preferiblemente incluyendo P. aeruginosa. En algunas realizaciones preferidas, el 
cóctel comprende una variante de la cepa de bacteriófago F1245/05 que mantiene la actividad antimicrobiana o 5 

antibacteriana (por ejemplo, actividad de destrucción lítica) contra una o más cepas de especies de Acinetobacter, 
más preferiblemente incluyendo A. baumannii. 

Una cepa de bacteriófago variante puede comprender o consistir en un genoma que tiene una identidad de 
secuencia de al menos 80 %, 85 %, 90 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, o al menos 99 % con la secuencia 
de ácido nucleico de SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4, y/o SEQ ID NO: 5, cuyo 10 

bacteriófago exhibe al menos una actividad biológica, por ejemplo, actividad antimicrobiana o antibacteriana (por 
ejemplo, actividad de destrucción lítica), del bacteriófago F44/10, F125/10, F770/05, F510/08 y F1245/05, 
respectivamente. En algunas realizaciones preferidas, una variante de la cepa de bacteriófago F44/10 comprende o 
consiste en un genoma que tiene una identidad de secuencia de al menos 99 % con la secuencia de ácido nucleico 
de SEQ ID NO: 1 y mantiene actividad antimicrobiana o antibacteriana (por ejemplo, actividad de destrucción lítica) 15 

contra una o más cepas de especies de Staphylococcus, más preferiblemente incluyendo S. aureus. En algunas 
realizaciones preferidas, una variante de la cepa de bacteriófago F125/10 comprende o consiste en un genoma que 
tiene una identidad de secuencia de al menos 99 % con la secuencia de ácido nucleico de SEQ ID NO: 2 y mantiene 
actividad antimicrobiana o antibacteriana (por ejemplo, actividad de destrucción lítica) contra una o más cepas de 
especies de Staphylococcus, más preferiblemente incluyendo S. aureus. En algunas realizaciones preferidas, una 20 

variante de la cepa de bacteriófago F770/05 comprende o consiste en un genoma que tiene una identidad de 
secuencia de al menos 99 % con la secuencia de ácido nucleico de SEQ ID NO: 3 y mantiene actividad 
antimicrobiana o antibacteriana (por ejemplo, actividad de destrucción lítica) contra una o más cepas de especies de 
Pseudomonas, más preferiblemente incluyendo P. aeruginosa. En algunas realizaciones preferidas, una variante de 
la cepa de bacteriófago F510/08 comprende o consiste en un genoma que tiene una identidad de secuencia de al 25 

menos 99 % con la secuencia de ácido nucleico de SEQ ID NO: 4 y mantiene actividad antimicrobiana o 
antibacteriana (por ejemplo, actividad de destrucción lítica) contra una o más cepas de especies de Pseudomonas, 
más preferiblemente incluyendo P. aeruginosa. En algunas realizaciones preferidas, una variante de la cepa de 
bacteriófago P1245/05 comprende o consiste en un genoma que tiene una identidad de secuencia de al menos 99 % 
con la secuencia de ácido nucleico de SEQ ID NO: 5 y mantiene actividad antimicrobiana o antibacteriana (por 30 

ejemplo, actividad de destrucción lítica) contra una o más cepas de especies de Acinetobacter, más preferiblemente 
incluyendo A. baumannii. 

Como alternativa, o además, el cóctel de la invención comprende una variante que tiene un genoma que comprende 
un fragmento funcional de la secuencia de ácido nucleico de SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3, SEQ ID 
NO: 4, y/o SEQ ID NO: 5, cuyo bacteriófago variante exhibe al menos una actividad biológica, por ejemplo, actividad 35 

antimicrobiana o antibacteriana (por ejemplo, actividad de destrucción lítica), del bacteriófago F44/10, F125/10, 
F770/05, F510/08 y F1245/05, respectivamente, preferiblemente como se describió anteriormente. 

Se describe en este documento una composición de cóctel que comprende al menos dos cepas aisladas diferentes 
de bacteriófagos, cada cepa que tiene un genoma que comprende una secuencia de ácido nucleico seleccionada del 
grupo que consiste en la SEQ ID NO: 1 (F44/10), SEQ ID NO: 2 (F125/10), SEQ ID NO: 3 (F770/05), SEQ ID NO: 4 40 

(F510/08), y SEQ ID NO: 5 (F1245/05), o una variante de la misma, como se describe anteriormente. La 
composición de cóctel comprende al menos una de las cepas de bacteriófagos que tienen un genoma que 
comprende la secuencia de ácido nucleico de SEQ ID NO: 1 o SEQ ID NO: 2, o una variante de la misma. La 
composición de cóctel comprende al menos ambas cepas de bacteriófagos que tienen genomas que comprenden 
las secuencias de ácido nucleico de SEQ ID NO: 1 y SEQ ID NO: 2, o variantes de las mismas. La composición de 45 

cóctel comprende al menos una tercera cepa de bacteriófago, dicha tercera cepa tiene un genoma que comprende 
una secuencia de ácido nucleico seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4 y SEQ ID 
NO: 5, o una variante de la misma. La composición de cóctel comprende al menos una tercera y una cuarta cepa de 
bacteriófagos, cada una de la tercera y cuarta cepas que tienen un genoma que comprende una secuencia de ácido 
nucleico seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4 y SEQ ID NO: 5, o una variante de 50 

las mismas. 

Se describe en este documento una composición de cóctel que comprende al menos una de las cepas de 
bacteriófagos que tienen un genoma que comprende la secuencia de ácido nucleico de SEQ ID NO: 3 o SEQ ID NO: 
4, o una variante de la misma. La composición de cóctel comprende al menos ambas cepas de bacteriófagos que 
tienen genomas que comprenden las secuencias de ácido nucleico de SEQ ID NO: 3 y SEQ ID NO: 4, o variante (s) 55 

de las mismas. La composición de cóctel comprende al menos una tercera cepa de bacteriófago, dicha tercera cepa 
tiene un genoma que comprende una secuencia de ácido nucleico seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID 
NO: 1, SEQ ID NO: 2 y SEQ ID NO: 5, o variante (s) de las mismas. La composición de cóctel comprende al menos 
una tercera y una cuarta cepa de bacteriófagos, dichas cepas tercera y cuarta tienen cada una un genoma que 
comprende una secuencia de ácido nucleico seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO:1, SEQ ID NO:2, y 60 

SEQ ID NO:5, o variante (s) de las mismas. 
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La composición de cóctel incluye la cepa de bacteriófago que tiene un genoma que comprende la secuencia de 
ácido nucleico de la SEQ ID NOs: 5, o una variante de la misma. La composición de cóctel comprende la cepa de 
bacteriófago que tiene un genoma que comprende la secuencia de ácido nucleico de la SEQ ID NOs: 5, o una 
variante de la misma, junto con una, dos o tres cepas de bacteriófagos adicionales, cada una con un genoma que 
comprende una secuencia de ácido nucleico seleccionado del grupo que consiste en SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, 5 

SEQ ID NO: 3 y SEQ ID NO: 4, o una variante de las mismas. 

En una realización particularmente preferida, la invención proporciona una composición de cóctel que comprende al 
menos cinco cepas de bacteriófagos aisladas, teniendo dichas cepas genomas que comprenden secuencias de 
ácido nucleico de SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4 y SEQ ID NO: 5, o una variante de las 
mismas. En algunas de tales realizaciones, la variante seleccionada para cualquiera de SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 10 

2, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4 o SEQ ID NO: 5 tiene al menos un 99 % de identidad de secuencia para la 
secuencia de ácido nucleico correspondiente, y muestra actividad antibacteriana contra al menos uno de S. aureus, 
P. aeruginosa y A. baumannii. Las realizaciones particularmente preferidas combinan actividades antibacterianas 
contra las tres cepas bacterianas. En algunas realizaciones, la composición de cóctel comprende además una o más 
cepas de fagos adicionales, teniendo dicha cepa de fago adicional actividad antibacteriana contra al menos uno de 15 

S. aureus, P. aeruginosa y A. baumannii, y/o contra otras bacterias. 

En una realización particularmente preferida, la invención proporciona una composición de cóctel que comprende 
cinco cepas de bacteriófagos aisladas, teniendo dichas cepas genomas que comprenden secuencias de ácido 
nucleico de SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4, y SEQ ID NO: 5, o una variante de la 
misma, además en combinación con al menos una cepa de fagos adicional. En algunas realizaciones preferidas, la 20 

cepa de fago adicional se selecciona del grupo que consiste en la cepa de bacteriófago F168/08 que tiene actividad 
antibiótica contra una o más cepas de E. faecalis y/o E. faecium (como se describe en el documento WO 
2011/065854 y la Publicación de Solicitud de Patente de los Estados Unidos No. 2012/0052048), cepa de 
bacteriófago F170/08 que tiene actividad antibiótica contra una o más cepas de E. faecalis y/o E. faecium (como se 
describe en el documento WO 2011/065854 y la Publicación de Solicitud de Patente de los Estados Unidos No. 25 

2012/0052048), cepa de bacteriófago F197/08 que tiene actividad antibacteriana contra una o más cepas de 
Staphylococcus aureus (como se describe en la Publicación de Solicitud de Patente de los Estados Unidos No. 
2012/0052048), cepa de bacteriófago F86/06 que tiene actividad antibacteriana contra una o más cepas de 
Staphylococcus aureus (tal como se describe en la Publicación de Solicitud de Patente de los Estados Unidos No. 
2012/0052048), cepa de bacteriófago F87s/06 que tiene actividad antibacteriana contra una o más cepas de 30 

Staphylococcus aureus (como se describe en la Publicación de Solicitud de Patente de los Estados Unidos No. 
2012/0052048), cepa de bacteriófago F91a/06 que tiene actividad antibacteriana contra una o más cepas de 
Staphylococcus aureus (como se describe en la Publicación de Solicitud de Patente de los Estados Unidos No. 
2012/0052048), cepa de bacteriófago F391/08 que tiene actividad antibacteriana contra una o más cepas de 
Klebsiella pneumoniae (como se describe en la Solicitud Provisional de los Estados Unidos No. 61/384,015), cepa 35 

de bacteriófago F394/08 que tiene actividad antibacteriana contra una o más cepas de Acinetobacter baumannii 
(como se describe en la Solicitud Provisional de los Estados Unidos No. 61/384,01), la cepa de bacteriófago F488/08 
que tiene actividad antibacteriana contra una o más cepas de Escherichia coli (como se describe en la Solicitud 
Provisional de los Estados Unidos No. 61/384,01), y la cepa de bacteriófago F387/08 que tiene actividad 
antibacteriana contra una o más cepas de Klebsiella pneumoniae (como se describe en la Solicitud Provisional de 40 

los Estados Unidos No. 61/384,015) 

En algunas realizaciones, la invención proporciona una composición que comprende al menos cinco cepas de 
bacteriófagos aisladas, teniendo dichas cepas genomas que comprenden secuencias de ácido nucleico de SEQ ID 
NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4, y SEQ ID NO: 5, o una variante de la misma, donde las cepas 
de bacteriófagos que tienen genomas que comprenden las secuencias de ácido nucleico de SEQ ID NOs: 1, 2, 4 y 5, 45 

o dichas variantes de las mismas, están presentes en dicha composición en cantidades mayores en comparación 
con la de dicha cepa de bacteriófagos que tiene un genoma que comprende la secuencia de ácido nucleico de la 
SEQ ID NO: 3, o dicha variante de la misma. En algunas realizaciones preferidas, las cepas de bacteriófagos que 
tienen genomas que comprenden las secuencias de ácido nucleico de las SEQ ID NOs: 1, 2, 4 y 5, o variantes de 
las mismas, están presentes en una composición de cóctel en una cantidad correspondiente a aproximadamente 2 50 

veces, aproximadamente 5 veces, aproximadamente 8 veces, aproximadamente 9, veces, aproximadamente 10 
veces, aproximadamente 11 veces, aproximadamente 12 veces, aproximadamente 15 veces, o aproximadamente 20 
veces, la de la cepa de bacteriófago que tiene un genoma que comprende la secuencia de ácido nucleico de la SEQ 
ID NO: 3, o una variante de la misma. 

En algunas realizaciones, la composición de cóctel de fagos puede implicar o no fagos seleccionados para una 55 

semivida in vivo aumentada, por ejemplo, como se describe en el documento US 5,688,501. En algunas 
realizaciones, el cóctel se administra en ausencia de un polipéptido aislado, tal como en ausencia de una liasa. 

La invención también proporciona bacterias aisladas infectadas con uno o más de los bacteriófagos de la invención. 
En ciertas realizaciones, la invención proporciona S. aureus aislado infectado con un bacteriófago que tiene un 
genoma que comprende o que consiste en la secuencia de ácido nucleico de SEQ ID NOs: 1 y/o 2, o una variante 60 

de la misma. En ciertas realizaciones, la invención proporciona P. aeruginosa aislada infectada con un bacteriófago 
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que tiene un genoma que comprende o que consiste en la secuencia de ácido nucleico de SEQ ID NOs: 3 y/o 4, o 
una variante de la misma. En ciertas realizaciones, la invención proporciona A. baumannii aislado infectado con un 
bacteriófago que tiene un genoma que comprende o que consiste en la secuencia de ácido nucleico de SEQ ID NO: 
5, o una variante de la misma. 

El bacteriófago para su uso en los cócteles de fagos de la invención se puede producir y/o aislar mediante cualquier 5 

método conocido en la técnica y/o descrito en este documento. Por ejemplo, el experto en la técnica puede usar uno 
o más métodos para producir y/o aislar un bacteriófago que tiene un genoma que comprende o que consiste en la 
secuencia de ácido nucleico de SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4, o SEQ ID NO: 5, así 
como las variantes de la misma. Un método de producción y/o aislamiento de un bacteriófago que tiene un genoma 
que comprende o consiste en la secuencia de ácido nucleico de SEQ ID NO: 1 y/o SEQ ID NO: 2, y/o una variante 10 

de cualquiera de ellos, puede comprender (i) obtener un cultivo de S. aureus; (ii) infectarlo con el bacteriófago que 
tiene un genoma que comprende o que consiste en la secuencia de ácido nucleico de SEQ ID NO: 1 y/o SEQ ID NO: 
2, y/o una variante de cualquiera de ellos; (iii) cultivar hasta que se observe una lisis significativa del cultivo; y (iv) 
aislar del cultivo el bacteriófago. La célula huésped usada puede ser cualquier cepa bacteriana, por ejemplo, 
cualquier cepa de S. aureus, susceptible a la infección por el bacteriófago y que se puede usar para replicarse. En 15 

algunas realizaciones, la célula huésped usada es la cepa 743/06 de S. aureus, depositada el 16 de septiembre de 
2011, de conformidad con los términos del Budapest Treaty at NCIMB Limited (Ferguson Building, Craibstone 
Estate, Bucksburn, Aberdeen, AB21 9YA, Scotland UK) con número de acceso NCIMB 41862. Un método de 
producción y/o aislamiento de un bacteriófago que tiene un genoma que comprende o consiste en la secuencia de 
ácido nucleico de SEQ ID NO: 3 y/o SEQ ID NO: 4, y/o una variante de puede comprender (i) obtener un cultivo de 20 

P. aeruginosa, (ii) infectarlo con el bacteriófago que tiene un genoma que comprende o que consiste en la secuencia 
de ácido nucleico de SEQ ID NO: 3 y/o SEQ ID NO: 4, y/o una variante de cualquiera; (iii) cultivar hasta que se 
observe una lisis significativa del cultivo; y (iv) aislar del cultivo el bacteriófago. La célula huésped usada puede ser 
cualquier cepa bacteriana, por ejemplo, cualquier cepa de P. aeruginosa, susceptible a la infección por el 
bacteriófago y que se puede usar para replicarse. En algunas realizaciones, la célula huésped usada puede ser, por 25 

ejemplo, la cepa 433/07 de P. aeruginosa, depositada el 16 de septiembre de 2011, de conformidad con los términos 
del Budapest Treaty at NCIMB Limited (Ferguson Building, Craibstone Estate, Bucksburn, Aberdeen, AB21 9YA, 
Scotland UK) con número de acceso NCIMB 41861. Un método de producción y/o aislamiento de un bacteriófago 
que tiene un genoma que comprende o consiste en la secuencia de ácido nucleico de SEQ ID NO: 5 y/o una 
variante de la misma, puede comprender (i) obtener un cultivo de A. baumannii; (ii) infectarlo con el bacteriófago que 30 

tiene un genoma que comprende o que consiste en la secuencia de ácido nucleico de SEQ ID NO: 5 y/o una 
variante de la misma; (iii) cultivar hasta que se observe una lisis significativa del cultivo; y (iv) aislar del cultivo el 
bacteriófago. La célula huésped usada puede ser cualquier cepa bacteriana, por ejemplo, cualquier cepa de A. 
baumannii, susceptible a la infección por el bacteriófago y que se puede usar para replicarse. En algunas 
realizaciones, la célula huésped usada puede ser, por ejemplo, la cepa de A. baumannii 1305/05, depositada el 16 35 

de septiembre de 2011, de conformidad con los términos del Budapest Treaty at NCIMB Limited (Ferguson Building, 
Craibstone Estate, Bucksburn, Aberdeen, AB21 9YA, Scotland UK) con número de acceso NCIMB 41863. 

El bacteriófago se puede aislar de una muestra bacteriana usando cualquier método descrito en este documento o 
conocido en la técnica (véase, por ejemplo, Carlson, "Working with bacteriophage: common techniques and 
methodological approaches," In, Kutter and Sulakvelidze (Eds) Bacteriophage: Biology and Applications, 5th ed. CRC 40 

Press (2005)). Las cepas bacterianas específicas que se pueden usar incluyen, por ejemplo, la cepa de 
Staphylococcus aureus 743/06 (por ejemplo, para aislar los fagos F44/10 y F125/10), la cepa de Pseudomonas 
aeruginosa 433/07 (por ejemplo, para aislar los fagos F770/05 y F510/08), y la cepa de Acinetobacter baumannii 
1305/05 (por ejemplo, para aislar el fago F1245/05). Las cepas Staphylococcus aureus 743/06, Pseudomonas 
aeruginosa 433/07 y Acinetobacter baumannii 1305/05 se depositaron el 16 de septiembre de 2011, de conformidad 45 

con los términos del Budapest Treaty at NCIMB Limited (Ferguson Building, Craibstone Estate, Bucksburn, 
Aberdeen, AB21 9YA, Scotland UK) y números de NCIMB 41862, NCIMB 41861 y NCIMB 41863, respectivamente. 
El bacteriófago también se puede aislar de cualquier otra cepa bacteriana susceptible de infección por uno o más de 
los bacteriófagos, y en el que el bacteriófago se replica. 

5.2 Composiciones antibióticas 50 

Los cócteles de fagos de la presente invención se incorporan en una composición farmacéutica para el uso en el 
tratamiento y/o prevención de infecciones bacterianas (por ejemplo, infecciones del pie diabético) causadas por 
bacterias que incluyen, pero no se limitan a, A. baumannii, P. aeruginosa, y/o S. aureus. Un cóctel de diferentes 
cepas de fagos, por ejemplo, como se describe en este documento, se puede combinar con un portador 
farmacéuticamente aceptable, tal como un excipiente o estabilizante. Los ejemplos de portadores, excipientes y 55 

estabilizantes farmacéuticamente aceptables incluyen, pero no se limitan a, soluciones reguladoras tales como 
fosfato, citrato y otros ácidos orgánicos; antioxidantes incluyendo ácido ascórbico; polipéptidos de bajo peso 
molecular; proteínas, tales como albúmina sérica y gelatina; polímeros hidrófilos tales como polivinilpirrolidona; 
aminoácidos tales como glicina, glutamina, asparagina, arginina o lisina; monosacáridos, disacáridos y otros 
carbohidratos incluyendo glucosa, manosa o dextrinas; agentes quelantes tal como EDTA; alcoholes de azúcar tales 60 

como manitol o sorbitol; contraiones formadores de sal tales como sodio; y/o surfactantes no iónicos como 
TWEEN™, polietilenglicol (PEG) y PLURONICS™. Las composiciones farmacéuticas de la presente invención (por 
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ejemplo, composiciones antibacterianas) también pueden incluir un lubricante, un agente humectante, un 
edulcorante, un agente aromatizante, un emulsionante, un agente de suspensión y un conservante, por ejemplo, 
además de los ingredientes anteriores. 

Las composiciones de cóctel de bacteriófagos de la presente invención también se pueden combinar con uno o más 
agentes terapéuticos y/o profilácticos no fagos, útiles para el tratamiento y/o prevención de infecciones bacterianas, 5 

como se describe en este documento y/o se conoce en la técnica (por ejemplo, uno o más agentes antibióticos). 
Otros agentes terapéuticos y/o profilácticos que se pueden usar en combinación con los cócteles de fagos de la 
invención incluyen, pero no se limitan a, agentes antibióticos, agentes antiinflamatorios, agentes antivirales, agentes 
anestésicos locales, factores de crecimiento y corticosteroides. En algunas realizaciones preferidas, la composición 
farmacéutica está formulada para el tratamiento y/o prevención de infecciones del pie diabético y comprende uno o 10 

más agentes terapéuticos y/o profilácticos adicionales seleccionados de agentes antibióticos, agentes anestésicos 
locales y factores de crecimiento. En algunas realizaciones, el cóctel de fagos se administra en ausencia de un 
agente antibiótico. 

Los antibióticos estándar que se pueden usar con composiciones farmacéuticas que comprenden un cóctel de fagos 
de la invención incluyen, pero no se limitan a, amikacina, gentamicina, kanamicina, neomicina, netilmicina, 15 

paromomicina, rodostreptomicina, estreptomicina, tobramicina, apramicina, rifamicina, naftomicina, mupirocina, 
geldanamicina, ansamitocina, carbacefemos, imipenem, meropenem, ertapenem, faropenem, doripenem, 
panipenem/betamipron, biapenem, PZ- 601, cefalosporinas, cefacetrilo, cefadroxilo, cefalexina, cefaloglicina, 
cefalonio, cefaloridina, cefalotina, cefapirina, cefatrizina, cefazaflur, cefazedona, cefazolina, cefradina, cefroxadina, 
ceftezol, cefaclor, cefonicid, cefprozil, cefuroxima, cefuzonam, cefinetazol, cefotetan, cefoxitina, cefcapeno, 20 

cefdaloxima, cefdinir, cefditoren, cefetamet, cefixima, cefinenoxima, cefteram, ceftibuten, ceftiofur, ceftioleno, 
ceftizoxima, ceftriaxona, cefoperazona, ceftazidima, latamoxef, cefclidina, cefepima, cefluprenam, cefoselis, 
cefozopran, cefpirome, cefquinome, flomoxef, ceftobiprol, azitromicina, claritromicina, diritromicina, eritromicina, 
roxitromicina, aztreonam, pencilina y derivados de penicilina, actinomicina, bacitracina, colistina, polimixina B, 
cinoxacina, flumequina, ácido nalidíxico, ácido oxolínico, ácido piromídico, ácido pipemídico, rosoxacina, 25 

ciprofloxacina, enoxacina, fleroxacina, lomefloxacina, nadifloxacina, norfloxacina, ofloxacina, pefloxacina, 
rufloxacina, balofloxacina, gatifloxacina, grepafloxacina, levofloxacina, moxifloxacina, pazufloxacina, esparfloxacino, 
temafloxacina, tosufloxacina, clinafloxacina, garenoxacina, gemifloxacina, stifloxacina, trovalfloxacina, prulifloxacina, 
acetazolamida, benzolamida, bumetanida, celecoxib, clortalidona, clopamida, diclorfenamida, dorzolamida, 
etoxizolamida, furosemida, hidroclorotiazida, indapamida, mafendida, mefrusida, metolazona, probenecid, 30 

sulfacetamida, sulfadimetoxina, sulfadoxina, sulfanilamidas, sulfametoxazol, sulfasalazina, sultiame, sumatriptán, 
xipamida, tetraciclina, clortetraciclina, oxitetraciclina, doxiciclina, limeciclina, meclociclina, metaciclina, minociclina, 
rolitetraciclina, meticilina, nafcilina, oxacilina, cloxacilina, vancomicina, teicoplanina, clindamicina, cotrimoxazol, 
flucloxacilina, dicloxacilina, ampicilina, amoxicilina y cualquier combinación de las mismas en cantidades que sean 
eficaces para mejorar de forma aditiva o sinérgica el efecto terapéutico y/o profiláctico de un cóctel de fagos de la 35 

invención para una infección dada. 

En algunas realizaciones preferidas, la composición farmacéutica de la invención comprende un agente antibiótico 
que tiene actividad antibacteriana contra uno o más de A. baumannii, P. aeruginosa y/o S. aureus. En algunas 
realizaciones más preferidas, la composición farmacéutica de la invención comprende un agente antibiótico que 
tiene actividad antibacteriana contra A. baumannii, P. aeruginosa y S. aureus. En algunas otras realizaciones, la 40 

composición farmacéutica de la invención comprende un agente antibiótico que tiene actividad antibacteriana contra 
bacterias distintas de A. baumannii, P. aeruginosa y/o S. aureus. 

En algunas realizaciones, la composición farmacéutica de la invención está formulada para su uso en un método de 
tratamiento y/o prevención de infecciones bacterianas causadas por especies de Staphylococcus, tales como S. 
aureus. En algunas de tales realizaciones, la composición farmacéutica comprende una composición de cóctel que 45 

comprende un bacteriófago que tiene un genoma que comprende o que consiste en la secuencia de ácido nucleico 
de SEQ ID NO: 1, tal como el bacteriófago F44/10 aislado, que se dirige a un número de cepas de especies de 
Staphylococcus, incluyendo S. aureus. En algunas realizaciones, la composición farmacéutica comprende un cóctel 
que comprende un bacteriófago que tiene un genoma que comprende o que consiste en la secuencia de ácido 
nucleico de SEQ ID NO: 2, tal como el bacteriófago F125/10 aislado, que se dirige a un número de cepas de 50 

especies de Staphylococcus, incluyendo S. aureus. En algunas realizaciones, la composición farmacéutica 
comprende un cóctel incluyendo al menos ambas cepas de fagos F44/10 y F125/10. En ciertas realizaciones, la 
composición farmacéutica comprende un cóctel incluyendo al menos una cepa de fago que exhibe actividad 
antibacteriana contra una o más cepas de S. aureus. (por ejemplo, F44/10 y/o F125/10) y al menos una cepa de 
fago que exhibe actividad antibacteriana contra una bacteria diferente. Por ejemplo, en algunas realizaciones, la 55 

composición farmacéutica comprende un cóctel incluyendo una cepa de fago que tiene un genoma que comprende o 
consiste en SEQ ID NOs: 1 o 2, o una variante de la mismas, en combinación con al menos una otra cepa de fago 
que tiene un genoma que comprende o que consiste en SEQ ID NOs: 3, 4 o 5, o una variante de las mismas. En 
algunas realizaciones, la composición farmacéutica puede comprender además un agente adicional, por ejemplo, un 
agente antibiótico que tiene actividad antibacteriana contra S. aureus; y/o un agente antibiótico que tiene actividad 60 

antibacteriana contra bacterias distintas de S. aureus. 
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En algunas realizaciones, la composición farmacéutica de la invención está formulada para su uso en el tratamiento 
y/o prevención de infecciones bacterianas causadas por especies de Pseudomonas, tales como P. aeruginosa. En 
algunas de tales realizaciones, la composición farmacéutica comprende una composición de cóctel que comprende 
un bacteriófago que tiene un genoma que comprende o que consiste en la secuencia de ácido nucleico de la SEQ ID 
NO: 3, tal como el bacteriófago F770/05 aislado, que se dirige a un número de cepas de especies Pseudomonas, 5 

incluida P. aeruginosa. En algunas realizaciones, la composición farmacéutica comprende una composición de 
cóctel que comprende un bacteriófago que tiene un genoma que comprende o que consiste en la secuencia de ácido 
nucleico de SEQ ID NO: 4, tal como el bacteriófago F510/08 aislado, que también se dirige a un número de cepas de 
especies de Pseudomonas, incluida P. aeruginosa. En algunas realizaciones, la composición farmacéutica 
comprende un cóctel incluyendo al menos ambas cepas de fagos F770/05 y F510/08. En ciertas realizaciones, la 10 

composición farmacéutica comprende un cóctel incluyendo al menos una cepa de fago que exhibe actividad 
antibacteriana contra una o más cepas de P. aeruginosa (por ejemplo, F770/05 y/o F510/08) y al menos una cepa de 
fago que exhibe actividad antibacteriana contra diferentes bacterias. Por ejemplo, en algunas realizaciones, la 
composición farmacéutica comprende un cóctel incluyendo una cepa de fago que tiene un genoma que comprende o 
consiste en SEQ ID NOs: 3 o 4, o una variante de la misma, en combinación con al menos una otra cepa de fago 15 

que tiene un genoma que comprende o que consiste en SEQ ID NOs: 1, 2 o 5, o una variante de las mismas. En 
algunas realizaciones, la composición farmacéutica puede comprender además un agente adicional, por ejemplo, un 
agente antibiótico que tiene actividad antibacteriana contra P. aeruginosa; y/o un agente antibiótico que tiene 
actividad antibacteriana contra bacterias distintas de P. aeruginosa. 

En algunas realizaciones, la composición farmacéutica de la invención se formula para su uso en un método de 20 

tratamiento y/o prevención de infecciones bacterianas causadas por especies de Acinetobacter, tales como A. 
baumannii. En algunas de tales realizaciones, la composición farmacéutica comprende una composición de cóctel 
que comprende un bacteriófago que tiene un genoma que comprende o que consiste en la secuencia de ácido 
nucleico de SEQ ID NO: 5, tal como el bacteriófago F1245/05 aislado, que se dirige a un número de cepas de 
especies Acinetobacter, incluyendo A. baumannii. En ciertas realizaciones, la composición farmacéutica comprende 25 

un cóctel incluyendo al menos una cepa de fago que exhibe actividad antibacteriana contra una o más cepas de A. 
baumannii (por ejemplo, F1245/05) y al menos una cepa de fago que exhibe actividad antibacteriana contra 
diferentes bacterias. Por ejemplo, en algunas realizaciones, la composición farmacéutica comprende un cóctel 
incluyendo una cepa de fago que tiene un genoma que comprende o consiste en SEQ ID NO: 5, o una variante de la 
misma, en combinación con al menos una otra cepa de fago que tiene un genoma que comprende o que consiste en 30 

SEQ ID NOs: 1, 2, 3 o 4, o una variante de las mismas. En algunas realizaciones, la composición farmacéutica 
puede comprender además un agente adicional, por ejemplo, un agente antibiótico que tiene actividad antibacteriana 
contra A. baumannii; y/o un agente antibiótico que tiene actividad antibacteriana contra bacterias distintas de A. 
baumannii. 

Los anestésicos locales que se pueden formular para su uso con composiciones farmacéuticas de la invención 35 

incluyen, pero no se limitan a, tetracaína, clorhidrato de tetracaína, clorhidrato de lidocaína, clorhidrato de 
dimetisoquina, dibucaína, clorhidrato de dibucaína, butambenpicrato y clorhidrato de pramoxina. Una concentración 
de ejemplo de anestésico local es de aproximadamente 0.025 % a aproximadamente 5 % en peso de la composición 
total. En algunas realizaciones preferidas, el agente anestésico se formula con un cóctel de la invención en una 
composición farmacéutica que es una formulación tópica. 40 

Los corticosteroides que se pueden usar con las composiciones farmacéuticas de la invención incluyen, pero no se 
limitan a, betametasona, dipropionato, fluocinolona, actínido, valerato de betametasona, actínido de triamcinolona, 
propionato de clobetasol, desoximetasona, diacetato de diflorasona, amcinonida, flurandrenolida, valerato de 
hidrocortisona, butirato de hidrocortisona y desonida. Una concentración de ejemplo de corticosteroide es de 
aproximadamente 0.01 % a aproximadamente 1 % en peso de la composición total. 45 

Los factores de crecimiento que se pueden usar con las composiciones farmacéuticas de la invención incluyen, pero 
no se limitan a, factor de crecimiento derivado de plaquetas, factor estimulante de colonias de granulocitos, factor de 
crecimiento epidérmico, factor de crecimiento de fibroblastos, factor de crecimiento nervioso y factor de crecimiento 
endotelial vascular. 

En algunas realizaciones preferidas, los factores de crecimiento usados en el tratamiento y control de las úlceras del 50 

pie diabético se pueden usar también en combinación con una composición farmacéutica de cóctel de fagos de la 
invención. Por ejemplo, el factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF) y el factor estimulante de colonias de 
granulocitos (GCSF) son factores de crecimiento importantes en el tratamiento y control de las úlceras del pie 
diabético (Papanas et al. 2007. Lower Extremity Wounds 6(1):37-53). Se cree que PDGF ayuda a la migración de 
macrófagos a la úlcera, así como a estimular la síntesis de colágeno, mejorando de este modo la curación (véase, 55 

por ejemplo, Meyer-Ingold W et al. 1995 Cell Biol Int 19:389-398). PDGF está disponible comercialmente. Las formas 
disponibles comercialmente incluyen Procurn (Curative Technologies In., Nueva York), que comprende una solución 
de todos los factores de crecimiento asociados a plaquetas suspendidos en una base de colágeno; y becaplermina 
(gel Regranex, Ortho-McNeil Pharmaceutical, Inc., Titusville, NJ), que comprende un PDGF homodimérico 
recombinante. Se cree que el GCSF mejora la actividad bactericida y fagocítica de los neutrófilos, actividades que se 60 

pueden ver afectadas en el paciente diabético (Roilides E et al 1991 J Infect Dis 163:579-583). PDGF también está 
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disponible comercialmente. Los formularios disponibles comercialmente incluyen filgrastim (GCSF no glicosilado; 
Neupogen, Amgen Inc., Thousand Oaks, CA) y lenograstim (GCSF glicosilado; Granocyte, Sanofi Aventis Inc., Paris 
France). 

Los factores de crecimiento adicionales usados en el tratamiento y control de las úlceras del pie diabético incluyen, 
pero no se limitan a, factor de crecimiento epidérmico (EGF), factor de crecimiento de fibroblastos (FGF), factor de 5 

crecimiento nervioso (NGF) y factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF). Se cree que EGF promueve la 
síntesis de colágeno, la epitelización y la angiogénesis (Brown GL et al 1986 J Exp Med 163:1319-1342; y Brown GL 
et al 1991 Plast Reconstr Surg 88:189-194). También se cree que FGF promueve la síntesis de colágeno, la 
epitelización y la angiogénesis, así como también ayuda a la proliferación de fibroblastos (Sasaki T 1992 J Dermatol 
19:664-666; y Auirinia A et al 1998 Scand J Plast Reconstr Hand Surg 32:9-18). Se cree que el NGF promueve la 10 

curación al estimular el crecimiento de queratinocitos y la formación de nuevos vasos (Generini S et al 2004 Exp Clin 
Endocrinol Diabetes 112:542-544). También se ha demostrado que VEGF acelera la curación cutánea y se cree que 
moviliza progenitores vasculares y células endoteliales de la médula ósea (Galiano RD et al. 2004 Am J Pathol 
164:1935-1947). Uno o más de los factores de crecimiento descritos en este documento y/o conocidos en la técnica 
se pueden usar en combinación con una composición farmacéutica que comprende un cóctel de fagos de la 15 

invención. 

Las composiciones farmacéuticas que comprenden un cóctel de fagos de la presente invención se pueden formular 
en una formulación de dosis unitaria o multidosis. Las formulaciones preferidas son formulaciones que se pueden 
aplicar por vía tópica, por ejemplo, formulaciones seleccionadas de ungüentos, soluciones y aerosoles. Otras 
formulaciones apropiadas incluyen suspensiones, emulsiones, extractos, polvos o gránulos; y adicionalmente puede 20 

incluir un agente dispersante o un agente estabilizante. 

Las composiciones farmacéuticas de la invención se administran preferiblemente por vía tópica (por ejemplo, en 
forma de una loción, solución, crema, ungüento o polvo para polvo), o epi o transdérmica (por ejemplo, mediante el 
uso de un parche para la piel). Además o alternativamente, las composiciones farmacéuticas de la invención se 
pueden administrar por inhalación, en forma de un supositorio o pesario, por vía oral (por ejemplo, como un 25 

comprimido, que puede contener excipientes tales como almidón o lactosa, como una cápsula, óvulo, elixir, solución 
o suspensión, cada uno de los cuales contiene opcionalmente aromatizantes, colorantes y/o excipientes), o se 
pueden inyectar por vía parenteral (por ejemplo, por vía intravenosa, intramuscular o subcutánea). Para la 
administración parenteral, las composiciones se pueden usar en forma de una solución acuosa estéril que puede 
contener otras sustancias, por ejemplo, suficientes sales o monosacáridos para hacer que la solución sea isotónica 30 

con la sangre. Para la administración bucal o sublingual, las composiciones se pueden administrar en forma de 
comprimidos o comprimidos para deshacer en la boca, que se pueden formular de manera convencional. En una 
realización preferida, un cóctel de fagos de la presente invención se formula para administración tópica, ya sea como 
un agente único, o en combinación con otros agentes terapéuticos y/o profilácticos, como se describe en este 
documento o se conoce en la técnica. 35 

En realizaciones particularmente preferidas, las composiciones farmacéuticas de la presente invención se formulan 
para administración tópica, por ejemplo, en un área de piel no intacta. La piel no intacta puede incluir, pero no se 
limita a, lesiones cutáneas, vesículas, úlceras crónicas, quistes, burbujas, ampollas, llagas abiertas, tales como 
úlceras por decúbito (úlceras por presión) y otras llagas por presión, llagas por celulitis, lesiones de erisipela, heridas 
por quemaduras, carbuncos, úlceras cutáneas, por ejemplo, úlceras cutáneas asociadas con infecciones del pie 40 

diabético u otras afecciones en las que la piel está dañada, rota, agrietada, resquebrajada y/o comprometida de otra 
manera. Las formulaciones tópicas generalmente incluyen una solución reguladora estéril, tal como una solución 
reguladora estéril PBS, agua o solución salina, o una solución reguladora SM estéril. Una solución reguladora SM 
particular apropiada para su uso en ciertas realizaciones de la presente invención comprende Tris-HCl, NaCl y/o 
MgSO4.7H2O, por ejemplo, aproximadamente Tris-HCl 0.05 M (pH 7.4-7.5), aproximadamente NaCl 0.1 M y/o 45 

aproximadamente MgSO4.7H2O 10 mM. En otras realizaciones, la formulación comprende además una solución 
reguladora SM y MgCl2 10 mM. En otras realizaciones más, la formulación comprende además una solución 
reguladora SM y aproximadamente 20 % a aproximadamente 30 % de etanol. 

Para la aplicación tópica sobre la piel, las composiciones farmacéuticas de la presente invención se pueden 
combinar con uno o una combinación de portadores para formulaciones tópicas, que pueden incluir, pero no se 50 

limitan a, un líquido acuoso, un líquido con base de alcohol, un gel soluble en agua, una loción, un ungüento, una 
base líquida no acuosa, una base de aceite mineral, una mezcla de aceite mineral y vaselina, lanolina, liposomas, 
portadores de proteínas tales como albúmina sérica o gelatina, celulosa en polvo y combinaciones de los mismos. 

Los portadores para formulaciones tópicas pueden comprender vehículos semisólidos y/o de tipo gel, que pueden 
incluir un espesante polimérico, agua, conservantes, surfactantes activos, emulsionantes y/o un sistema disolvente o 55 

disolvente mixto. La Patente de los Estados Unidos No. 5,863,560 describe un número de combinaciones diferentes 
de portadores que pueden ayudar en la exposición de la piel a un medicamento. El portador puede o no implicar una 
formulación de liberación controlada, por ejemplo, como se describe en el documento US 2008/0260697. El portador 
puede o no implicar fagos adsorbidos en una matriz, por ejemplo, como se describe en cualquiera de los 
documentos US 2008/0038322, US 2008/0138311, US 2009/0130196, EP 1 812 025, EP 1 817 043, y EP 1 833 497. 60 
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En algunas realizaciones, el portador puede implicar o no una formulación viscosa, por ejemplo, un gel, por ejemplo, 
como se describe en el documento US 2009/0191254. 

En algunas realizaciones particularmente preferidas, las composiciones farmacéuticas tópicas de la invención se 
proporcionan en un recipiente herméticamente cerrado. El recipiente puede ser un vial, tubo, botella, ampolla o 
similar; y puede comprender o consistir en vidrio, plástico u otro material apropiado. Las ampollas, por ejemplo, 5 

generalmente se producen industrialmente a partir de tubos cortos de vidrio, conformados por calentamiento con 
antorchas de gas y gravedad. A menudo se emplean técnicas de visión por computadora, por ejemplo, para el 
control de calidad. El llenado y sellado de las ampollas se puede realizar mediante maquinaria automatizada. Las 
ampollas en blanco se pueden comprar en casas científicas de suministro de vidrio y sellarse, por ejemplo, con una 
pequeña antorcha de gas, preferiblemente bajo atmósferas inertes. En algunas realizaciones, el recipiente también 10 

se puede llenar con un gas inerte, además de la composición farmacéutica. En algunas realizaciones, la 
composición de cóctel de fagos se proporciona en una ampolla u otro recipiente apropiado, y se transfiere para su 
uso a un vehículo apropiado para el contacto directo con la piel no intacta, por ejemplo, un parche, toallita, vendaje, 
apósito, como se describe a continuación. 

El modo de suministro tópico puede incluir una mancha, un aerosol, un vendaje, un parche de liberación prolongada, 15 

una toallita absorbida por líquido y combinaciones de los mismos. En algunas realizaciones particularmente 
preferidas, la composición de cóctel de fagos de la invención se proporciona, ya sea directamente o en uno o más 
portadores, en un parche, toallita, vendaje, apósito u otro vehículo apropiado para el contacto directo con la piel, en 
particular, piel no intacta 

En algunas realizaciones, la administración tópica de una composición farmacéutica de la invención comprende el 20 

uso de un apósito. La composición farmacéutica que comprende un cóctel de fagos de la invención se puede 
incorporar en un apósito y/o aplicarse por separado junto con el uso de un apósito. Un apósito promueve la curación 
al mantener húmeda una herida, creando una barrera contra la infección y/o manteniendo seca la piel circundante. 

En algunas realizaciones, el apósito comprende un apósito húmedo para heridas. La terapia de heridas húmedas, 
que comprende el uso de apósitos húmedos, representa una terapia estándar en el tratamiento y control de heridas 25 

que no cicatrizan, incluidas las úlceras del pie diabético, por ejemplo. En la terapia de heridas húmedas, las heridas 
están cubiertas con materiales que ofrecen protección contra contaminantes externos, evitan la desecación de la 
herida y proporcionan un ambiente propicio para el cierre de la herida. Se debe considerar el grado de humedad en 
una herida cuando se trata una úlcera diabética. Los altos niveles de exudado garantizan la elección de un material 
absorbente de humedad, incluyendo, pero no limitando a, alginatos, espumas, combinaciones de colágeno-alginato, 30 

materiales de carboximetilcelulosa o gasas. Las heridas poco exudadas y desecadas generalmente responden bien 
a los hidrogeles. Las láminas de hidrogel a menudo comprenden redes tridimensionales de polímeros hidrófilos 
reticulados. Los hidrogeles amorfos son similares en composición a las láminas de hidrogel pero carecen de la 
reticulación. El gel también puede comprender ingredientes adicionales, tales como colágenos, alginato o 
carbohidratos complejos. 35 

El cuidado estándar del apósito para el tratamiento de las úlceras del pie diabético en los Estados Unidos sigue 
siendo el uso de apósitos de gasa de solución salina de húmedo a seco o húmedo a húmedo. Los apósitos de 
alginato a menudo comprenden sales de calcio o calcio-sodio de polisacáridos naturales derivados de algas pardas. 
Cuando el material de alginato entra en contacto con exudados de heridas ricos en sodio, se produce un intercambio 
iónico, produciendo un gel hidrófilo. 40 

Las opciones de apósito adicionales incluyen, pero no se limitan a, películas incluyendo películas de soporte 
adhesivo, geles y espumas incluyendo espumas recubiertas de silicona, hidrocoloides, apósitos a base de colágeno, 
polímeros absorbentes y similares. Los apósitos hidrocoloides a menudo comprenden componentes adhesivos, 
absorbentes y elastoméricos. La carboximetilcelulosa, por ejemplo, es un ingrediente absorbente común. El apósito 
de hidrofibra también a menudo comprende carboximetilcelulosa, por ejemplo, carboximetilcelulosa de sodio. Los 45 

apósitos de espuma a menudo comprenden un polímero, a menudo poliuretano, con células pequeñas y abiertas 
que pueden contener líquidos. Algunas variedades de apósitos de espuma tienen una película impermeable que 
cubre la superficie superior y pueden tener un recubrimiento adhesivo en el lado de contacto con la herida o en el 
borde de la herida. Los apósitos de película a menudo comprenden una única lámina delgada y transparente de 
poliuretano recubierto en un lado con un adhesivo. La lámina es permeable a gases y vapor de agua, pero 50 

impermeable a fluidos de heridas. Los apósitos de hidrofibra a menudo comprenden fibras de carboximetilcelulosa 
de sodio. Los apósitos a base de colágeno a menudo comprenden colágeno purificado derivado de fuentes bovinas, 
porcinas, equinas o aviares. Se cree que los apósitos a base de colágeno ayudan a la curación de heridas, por 
ejemplo, al estimular la producción de fibroblastos. 

En algunas realizaciones, la administración tópica de una composición farmacéutica de la invención comprende 55 

instilación. La composición farmacéutica que comprende un cóctel de fagos de la invención se puede incorporar en 
una instilación y/o aplicarse por separado junto con el uso de una instilación. La instilación se refiere a la 
administración por introducción de la composición farmacéutica fluida gradualmente, por ejemplo, gota a gota del 
fluido. La terapia de instilación típica infunde líquido en una herida bajo una presión positiva baja. Los dispositivos 
para su uso en la instilación incluyen, por ejemplo, catéteres de instilación de tipo Kritter (véase, por ejemplo, Brent 60 
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H. et al. 2005. Wounds 17(2):37-48). Las técnicas conocidas en la técnica para mejorar la instilación y distribución 
del fluido incluyen, pero no se limitan a, llenar una herida con fluido de instilación, aplicar rellenos de heridas porosas 
y/o combinar con terapia de heridas de presión negativa. 

En algunas realizaciones, la administración tópica de una composición farmacéutica de la invención comprende 
terapia de heridas con presión negativa. La terapia de heridas por presión negativa (NPWT) se refiere al uso de 5 

presión reducida en proximidad a una herida u otra área de piel no intacta, para aumentar y/o acelerar el crecimiento 
de tejido nuevo. La terapia implica la aplicación controlada de presión subatmosférica en el área, usando un apósito 
para heridas sellado conectado a una bomba de vacío. La "terapia de heridas de presión negativa" también se 
puede denominar "terapia de presión reducida" o "terapia de vacío". Por lo general, se aplica presión reducida al 
área de la piel no intacta a través de una almohadilla porosa. El poroso contendrá poros capaces de distribuir la 10 

presión reducida al área y/o canalizar fluidos extraídos. 

Se pueden usar un número de dispositivos en NPWT. Los dispositivos NPWT a menudo comprenden una bomba de 
vacío, un tubo de drenaje y/o un juego de apósitos. La bomba puede ser estacionaria o portátil, depender de la 
energía de CA o batería, y/o permitir la regulación de la fuerza de succión. Los juegos de apósitos pueden 
comprender un apósito de espuma o gasa, por ejemplo, para colocarse sobre la herida, y una película adhesiva para 15 

sellar el área. Los tubos de drenaje pueden venir en una variedad de configuraciones dependiendo de los apósitos 
usados o la herida que se va a tratar. Una vez sellado el apósito, la bomba de vacío se puede configurar para 
suministrar presiones continuas o intermitentes, con niveles que generalmente varían entre -125 y -75 mmHg. NPWT 
se puede usar para la administración de una composición farmacéutica de la invención, por ejemplo, cuando el 
dispositivo NPWT usado permite la administración de fluidos, tal como una composición farmacéutica fluida. (Véase, 20 

por ejemplo, Gerry R, et al. 2007. Ann Plast Surg 59(1):58-62). 

Los modos de administración descritos en este documento y/o conocidos en la técnica se pueden usar para 
administrar las dosis deseadas de los cócteles de fagos de la invención y de acuerdo con los regímenes de 
dosificación apropiados. Las dosificaciones y los regímenes de dosificación pueden variar según la formulación 
particular, la ruta de administración, la afección a tratar y otros factores. Los experimentos con animales pueden 25 

proporcionar una guía confiable para la determinación de dosis eficaces en la terapia humana, por ejemplo, dentro 
de la habilidad del médico común. El escalado entre especies de dosis eficaces puede ser realizado por un experto 
en la técnica siguiendo los principios descritos, por ejemplo, por Mordenti, J. et al. "The use of interspecies scaling in 
toxicokinetics" en Toxicokinetics and New Drug Development, Yacobi et al., Eds., Pergamon Press, New York 1989, 
pp 42-96. 30 

Las composiciones farmacéuticas de la invención se pueden administrar según un régimen de dosificación. En el 
tratamiento de las úlceras crónicas y las infecciones del pie diabético, por ejemplo, incluyendo, pero limitado al 
tratamiento de las úlceras cutáneas asociadas con estas, se puede seguir inicialmente un primer régimen de 
dosificación, por ejemplo, durante una fase de inducción, y se puede seguir un segundo régimen de dosificación 
después, por ejemplo, durante una fase de mantenimiento. En algunas realizaciones, se sigue un régimen de 35 

dosificación de fase de inducción durante aproximadamente 12 horas iniciales de tratamiento, o durante 
aproximadamente 18 horas iniciales, aproximadamente 24 horas, aproximadamente 36 horas o aproximadamente 
48 horas. En algunas realizaciones preferidas, el régimen de dosificación en fase de inducción comprende la 
administración de una composición farmacéutica de la invención aproximadamente cada hora, aproximadamente 
cada 2 horas, 4 horas, 6 horas, 8 horas, 10 horas o 12 horas. En realizaciones más preferidas, el régimen de 40 

dosificación en fase de inducción comprende la administración de una composición farmacéutica de la invención 
aproximadamente cada 4 horas o aproximadamente cada 6 horas, por ejemplo, durante unas 24 horas iniciales. En 
realizaciones aún más preferidas, la composición farmacéutica se administra por vía tópica de acuerdo con un 
régimen de dosificación en fase de inducción. 

En algunas realizaciones, la fase de inducción es seguida por una fase de mantenimiento, por ejemplo, donde puede 45 

seguirse un régimen de dosificación diferente. La fase de mantenimiento puede continuar durante un número de 
días, semanas, meses o más, después del tratamiento inicial. En algunas realizaciones, la fase de mantenimiento 
continúa durante aproximadamente 1, 2, 3, 4, 5, 6 o 7 días después de la fase de inducción. En algunas 
realizaciones, la composición farmacéutica se administra durante 2, 3 o 4 semanas; 2, 4, 6, 8, 10 o 12 meses; o 2, 3, 
4, 5 o más años. Todavía en algunas realizaciones, la composición farmacéutica según la invención se administra 50 

crónicamente, por ejemplo, durante varios años o durante la vida del paciente. 

En algunas realizaciones, el régimen de dosificación de la fase de mantenimiento comprende la administración de 
una composición farmacéutica de la invención a una frecuencia más baja de dosis en comparación con el régimen 
de dosificación de la fase de inducción. Por ejemplo, en algunas realizaciones preferidas, la composición 
farmacéutica se administra aproximadamente cada 6 horas, 8 horas, 10 horas, 12 horas, 16 horas, 20 horas, 24 55 

horas, 30 horas, 36 horas, 42 horas o 48 horas. En realizaciones más preferidas, el régimen de dosificación de la 
fase de mantenimiento comprende la administración de una composición farmacéutica de la invención 
aproximadamente cada 12 horas o aproximadamente cada 24 horas, por ejemplo, durante al menos 
aproximadamente 3 o 4 adicionales después de la fase de inducción. En realizaciones aún más preferidas, la 
composición farmacéutica se administra por vía tópica de acuerdo con un régimen de dosificación de fase de 60 

mantenimiento. 
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5.3 Uso terapéutico 

Otro aspecto de la presente invención se refiere al uso de composiciones de cóctel de fagos para prevenir y/o tratar 
infecciones bacterianas. En realizaciones específicas, el sujeto que recibe una composición farmacéutica de la 
invención es un mamífero (por ejemplo, bovino, ovino, caprino, equino, primate (por ejemplo, ser humano), roedor, 
lagomorfo o aviar (por ejemplo, pollo, pato, ganso)). En realizaciones preferidas, el sujeto que recibe una 5 

composición farmacéutica de la invención es un ser humano, y particularmente un paciente diabético que padece o 
está en riesgo de sufrir úlceras crónicas, incluidas infecciones del pie diabético. En el contexto de la presente 
invención, "tratamiento" se refiere a obtener un beneficio terapéutico en un sujeto que recibe la composición 
farmacéutica. Con respecto al logro de un beneficio terapéutico, el objeto es eliminar, disminuir, manejar, disminuir la 
gravedad, prevenir el empeoramiento, mejorar o retrasar la progresión de los síntomas o la causa subyacente (por 10 

ejemplo, infección bacteriana) asociada con la afección patológica o trastorno. También se contempla que los 
cócteles de fagos de la invención, en ciertas realizaciones, puedan actuar como una medida profiláctica o 
preventiva, evitando la aparición de infección causada por una o más bacterias. La "prevención" se refiere a la 
obtención de un beneficio profiláctico en un sujeto que recibe la composición farmacéutica. Con respecto al logro de 
un beneficio profiláctico, el objeto es retrasar o prevenir los síntomas o la causa subyacente (por ejemplo, infección 15 

bacteriana) asociados con la afección o trastorno patológico. 

Los cócteles de fagos de la presente invención tienen actividad contra una pluralidad de cepas bacterianas. En 
algunas realizaciones preferidas, los cócteles de fagos tienen actividad contra una pluralidad de cepas de A. 
baumannii, P. aeruginosa y/o S. aureus. De acuerdo con lo anterior, otro aspecto de la invención proporciona 
métodos de tratamiento y/o prevención de infecciones asociadas con A. baumannii, P. aeruginosa y/o S. aureus 20 

tanto en humanos como en animales usando una composición de cóctel de fagos. En otros aspectos, la invención 
proporciona métodos de tratamiento y/o prevención de infecciones asociadas con especies o cepas relacionadas de 
estas bacterias. En algunas realizaciones particularmente preferidas, la infección bacteriana es una infección 
asociada con infecciones diabéticas de las extremidades inferiores, tales como infecciones del pie diabético. 

A. baumannii, P. aeruginosa y S. aureus son responsables de muchas infecciones oportunistas graves, 25 

particularmente en individuos con sistemas inmunes comprometidos, incluidos pacientes diabéticos. Las 
composiciones farmacéuticas de la presente invención se contemplan para tratar y/o prevenir cualquier infección 
asociada con A. baumannii, P. aeruginosa y/o S. aureus, o asociada con otras especies o cepas de bacterias, que 
incluyen, pero no se limitan a, infecciones de la piel, infecciones en y alrededor de heridas, úlceras crónicas, úlceras 
asociadas con heridas por quemaduras, infecciones postoperatorias, infecciones asociadas con catéteres y drenajes 30 

quirúrgicos, e infecciones de la sangre. En realizaciones preferidas, las composiciones farmacéuticas de la invención 
encuentran uso en un método de tratamiento y/o prevención de infecciones bacterianas asociadas con áreas de piel 
no intacta. Las infecciones asociadas con áreas de piel no intacta incluyen, pero no se limitan a, infecciones 
asociadas con úlceras cutáneas, tales como úlceras del pie diabético, lesiones cutáneas, vesículas, quistes, 
burbujas, ampollas, llagas abiertas tales como úlceras por decúbito (úlceras por presión) y otras úlceras por presión, 35 

úlceras crónicas, celulitis y llagas asociadas con estas, erisipela y lesiones asociadas con estas, heridas, 
quemaduras y heridas asociadas con estas, carbuncos u otras afecciones en las que la piel está dañada, agrietada, 
rota, requebrajada, y/o comprometida de otra manera. 

En realizaciones particularmente preferidas, las composiciones de cóctel de fagos de la presente invención 
encuentran uso en un método de tratamiento de úlceras crónicas. Las úlceras crónicas pueden surgir de heridas 40 

causadas por una variedad de factores, especialmente en pacientes con problemas de circulación sanguínea, por 
ejemplo, causados por problemas cardiovasculares o presión externa de una cama o silla de ruedas. Más de 8 
millones de pacientes son diagnosticados con úlceras cutáneas crónicas cada año solo en los Estados Unidos 
(Harsha, A. et al., 2008, Journal of Molecular Medicine, 86(8): 961-969), que cuesta más de 10 mil millones dólares 
por año (Margolis, DJ, et al., 2002, Journal of the American Academy of Dermatology 46(3): 381-386). Se pueden 45 

desarrollar úlceras crónicas en la boca, la garganta, el estómago y la piel. Las úlceras cutáneas crónicas incluyen 
úlceras diabéticas, úlceras venosas, úlceras por radiación y úlceras por presión, las tres categorías principales de 
úlceras cutáneas crónicas son las úlceras diabéticas, las úlceras por estasis venosa y las úlceras por presión. Las 
úlceras crónicas pueden causar la pérdida de la integridad de grandes porciones de la piel, incluso causando 
morbilidad y mortalidad. 50 

En realizaciones incluso más particularmente preferidas, las composiciones de cóctel de fagos de la presente 
invención encuentran uso en un método de tratamiento de infecciones diabéticas de las extremidades inferiores, 
tales como infecciones del pie diabético. La infección del pie diabético es una de las principales complicaciones de la 
diabetes mellitus, que ocurre en aproximadamente el 15 % de todos los pacientes diabéticos y da como resultado 
aproximadamente el 85 % de todas las amputaciones de las piernas. (Brem, et al., J. Clinical Invest., 2007, 55 

117(5):1219-1222). La diabetes mellitus impide las etapas normales del procedimiento de curación de heridas, de 
modo que las infecciones del pie diabético se pueden asociar con úlceras cutáneas crónicas no curativas. 

Una herida crónica representa un fracaso de los procedimientos normales de curación aguda de heridas. La 
curación de heridas se ha dividido tradicionalmente en tres fases distintas: inflamación, proliferación y remodelación. 
La fase inflamatoria de la curación de heridas comienza en el momento de la lesión formando un coágulo a través de 60 

un tapón de plaquetas, iniciando así una respuesta de neutrófilos y macrófagos. Los neutrófilos inicialmente limpian 
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la herida de bacterias y desechos al liberar una variedad de proteasas y radicales libres reactivos de oxígeno. Luego 
los macrófagos son atraídos al sitio de la herida por los quimioatrayentes y posteriormente liberan sus propios 
quimioatrayentes para estimular los fibroblastos y más macrófagos. Durante la fase de proliferación, los fibroblastos 
inician la epitelización, la angiogénesis y la colagenación. La epitelización generalmente ocurre desde la membrana 
basal si permanece intacta y desde los márgenes de la herida si no está intacta. Los fibroblastos sintetizan colágeno 5 

tipo III durante esta fase y se transforman en miofibroblastos, que ayudan a estimular la contracción de la herida. 
Durante la fase de remodelación, el colágeno tipo III comienza a ser reemplazado por colágeno tipo I. El colágeno se 
teje en una red organizada, reticulada cuya fuerza se aproxima al 80 % del tejido original no dañado. 

Hay muchos factores que pueden detener el procedimiento de curación trifásico y convertir una herida aguda en una 
herida crónica. Estos pueden incluir una baja capacidad proliferativa de los fibroblastos, regulación negativa de los 10 

receptores, factores de crecimiento reducidos o la ausencia de una matriz proteica apropiada en la dermis. Además, 
la mala perfusión y/o nutrición puede hacer que una herida se detenga en la fase inflamatoria y provocar una 
acumulación excesiva de exudado en la herida. Se puede considerar que una úlcera crónica es un área de piel no 
intacta que no cicatriza, tal como un área de piel no intacta que no sigue los procedimientos normales de curación de 
heridas, por ejemplo, como se describió anteriormente, y/o que no responde, o no responde adecuadamente, al 15 

tratamiento inicial. Una úlcera crónica en la piel se puede caracterizar como una lesión de la herida que dura más de 
cuatro semanas, sin una notable tendencia a la curación o como una herida recurrente frecuente (Fonder, M. et al., 
2012, Journal of the American Academy of Dermatology 58(2): 185-206). Pueden aparecer heridas crónicas con 
granulación roja y pus amarillo, una piel púrpura tenue alrededor de los tejidos granulares o granulación grisácea e 
hinchada. Los procedimientos de atención estándar para la úlcera cutánea crónica incluyen, por ejemplo, los 20 

siguientes: eliminación de tejido necrótico o infectado; establecimiento de circulación sanguínea adecuada; 
mantenimiento de un ambiente húmedo de la herida; manejo de la infección de la herida; limpieza de heridas; y 
apoyo nutricional, incluido el control de glucosa en sangre para sujetos con úlceras diabéticas. Por ejemplo, en el 
paciente diabético, el control deficiente de los niveles de glucosa en sangre permite que las bacterias crezcan más 
rápidamente en una herida; además, la degeneración neural en la diabetes significa que la afección puede no ser 25 

dolorosa y, de este modo, pasar desapercibida, al menos inicialmente. Las úlceras crónicas, incluidas las úlceras del 
pie diabético, a menudo se infectan aún más con bacterias oportunistas, lo que conduce a una exacerbación de la 
afección. A. baumannii, P. aeruginosa y S. aureus están asociadas con tales infecciones. 

 A. baumannii, P. aeruginosa y S. aureus también están asociadas con infecciones que implican sistemas de 
órganos que tienen un alto contenido de líquido, y se contempla que los cócteles de fagos de la invención tengan 30 

uso terapéutico y/o profiláctico con respeto a tales infecciones. Por ejemplo, las composiciones farmacéuticas de la 
invención se pueden usar para la prevención o el tratamiento de infecciones del tracto respiratorio, del líquido 
cefalorraquídeo, del líquido peritoneal y del tracto urinario. Las composiciones de la invención también se pueden 
usar para prevenir y/o tratar la neumonía nosocomial, infecciones asociadas con diálisis peritoneal ambulatoria 
continua (CAPD), bacterimia asociada a catéter y meningitis nosocomial. En algunas realizaciones, una composición 35 

de cóctel de fagos de la invención se usa profilácticamente, por ejemplo, en un entorno hospitalario. Por ejemplo, 
una composición de cóctel de fagos de la presente invención puede encontrar uso para prevenir infecciones 
asociadas con heridas o piel dañada, por ejemplo, debido al cateterismo y cualquier otro procedimiento o dispositivo 
médico. 

En algunas realizaciones preferidas, la composición farmacéutica de la invención está formulada para su uso en 40 

métodos de tratamiento y/o prevención de infecciones bacterianas causadas por A. baumannii, P. aeruginosa y/o S. 
aureus. En algunas realizaciones más preferidas, la composición farmacéutica de la invención está formulada para 
su uso en métodos de tratamiento y/o prevención de infecciones bacterianas causadas por A. baumannii, P. 
aeruginosa y S. aureus. En algunas otras realizaciones, la composición farmacéutica de la invención está formulada 
para su uso en métodos de tratamiento y/o prevención de infecciones bacterianas causadas por bacterias distintas 45 

de A. baumannii, P. aeruginosa y/o S. aureus. 

En algunas realizaciones preferidas, la composición farmacéutica de la invención está formulada para su uso en 
métodos de tratamiento y/o prevención de infecciones bacterianas causadas por especies de Staphylococcus, tales 
como S. aureus; especies de Pseudomonas, tales como especies de P. aeruginosa; y Acinetobacter, tal como A. 
baumannii. En algunas de tales realizaciones, la composición farmacéutica comprende una composición de cóctel 50 

que comprende un bacteriófago que tiene un genoma que comprende o que consiste en la secuencia de ácido 
nucleico de SEQ ID NOs: 1, 2, 3, 4 y 5, o una variante de las mismas, tal como las cepas de bacteriófagos F44/10, 
F125/10, F770/05, F510/08 y F1245/05 aisladas, o variantes de las mismas. En algunas realizaciones 
particularmente preferidas, la composición de cóctel farmacéutica se usa en el tratamiento, prevención, control y/o 
manejo de úlceras crónicas, tales como infecciones del pie diabético y úlceras cutáneas asociadas con estas. 55 

En algunas realizaciones, la invención proporciona el uso de la composición farmacéutica en un método de 
tratamiento y/o prevención de úlceras crónicas, que comprende administrar a un sujeto que lo necesita una cantidad 
terapéutica o profilácticamente eficaz de una composición farmacéutica de la presente invención. En realizaciones 
preferidas, la administración comprende la administración tópica al área de piel no intacta asociada con la úlcera 
crónica. En realizaciones más preferidas, la administración tópica sigue al desbridamiento del área que se va a 60 

tratar. 

E13725496
27-08-2020ES 2 814 024 T3

 



19 

En algunas realizaciones, la invención proporciona el uso de la composición farmacéutica en un método de 
tratamiento y/o prevención de infecciones del pie diabético, que comprende administrar a un sujeto que lo necesite 
una cantidad terapéutica o profilácticamente eficaz de una composición farmacéutica de la presente invención. En 
realizaciones preferidas, la administración comprende la administración tópica al área de piel no intacta asociada 
con la infección del pie diabético, por ejemplo, una úlcera cutánea. En realizaciones más preferidas, la 5 

administración tópica sigue al desbridamiento del área que se va a tratar. 

El desbridamiento se puede lograr mediante un número de enfoques. El desbridamiento quirúrgico implica cortar los 
tejidos muertos de la herida u otra área de piel no intacta. El desbridamiento mecánico usa diversos métodos para 
aflojar y eliminar los restos de la herida, tal como un dispositivo de riego a presión, un baño de agua con 
hidromasaje o apósitos especializados. El desbridamiento autolítico mejora el procedimiento natural del cuerpo de 10 

reclutar enzimas para descomponer el tejido muerto, por ejemplo, usando un apósito apropiado que mantenga la 
herida húmeda y limpia. El desbridamiento enzimático usa enzimas químicas y apósitos apropiados para ayudar aún 
más a descomponer los tejidos muertos en el sitio de una herida u otra área de piel no intacta. 

El desbridamiento mejora el tratamiento tópico porque reduce la carga biológica de las bacterias presentes y 
también abre una ventana terapéutica dependiente del tiempo para la terapia antimicrobiana tópica (TAT) (Wolcott 15 

RD, et al. 2010. J Wound Care 19:320-328). Con respecto al momento del desbridamiento, se prefiere el 
desbridamiento temprano o inmediato al desbridamiento tardío una vez que se elige esta opción de tratamiento en el 
tratamiento de una herida. Además, se pueden incidir desbridamientos múltiples durante el tratamiento de heridas 
(Wolcott RD, et al. 2009. J Wound Care 18(2):54-6). Por ejemplo, en algunas realizaciones, el desbridamiento 
precede a la aplicación tópica de una composición de cóctel de fagos de la presente invención, y se repite antes de 20 

cada administración de la composición de cóctel. En algunas realizaciones, el desbridamiento se realiza solo antes 
de cualquier otra administración de la composición de cóctel, o solo antes de cada 3er, 4º, 5º o 6º administración de 
la composición de cóctel. En algunas realizaciones, si el desbridamiento de la herida se realiza o no antes de la 
administración tópica de una composición de cóctel de la presente invención está dentro del juicio clínico de un 
profesional de la salud que trata la herida, por ejemplo, el médico, el asistente del médico o el personal médico de 25 

emergencia. 

Las composiciones de cóctel de fagos de la presente invención pueden encontrar uso en el tratamiento, manejo, 
control y/o prevención de infecciones asociadas con úlceras crónicas, incluyendo infecciones del pie diabético y 
úlceras cutáneas asociadas con estas. En otras realizaciones, las composiciones de cóctel de fagos de la presente 
invención encuentran uso en el tratamiento, manejo, control y/o prevención de infecciones bacterianas asociadas 30 

con otras áreas de piel no intacta, tales como una llaga por celulitis, una lesión de erisipela, una úlcera por decúbito, 
una herida por quemadura y una llaga por presión. En algunas de tales realizaciones, la composición usada puede 
ser una composición tópica, formulada para administración tópica, por ejemplo, para aplicación directa en un área de 
piel no intacta, tal como se describió anteriormente. 

Las composiciones de cóctel de fagos de la presente invención también encuentran uso en el tratamiento, manejo, 35 

control y/o prevención de úlceras por decúbito. Las úlceras por decúbito, también llamadas llagas por presión o 
úlceras por presión son lesiones en la piel y los tejidos subyacentes que resultan de una presión prolongada en el 
área. Por ejemplo, las úlceras por presión se desarrollan con mayor frecuencia en la piel que cubre áreas óseas del 
cuerpo, tales como el talón, los tobillos, las caderas o las nalgas. 

Las úlceras por presión se dividen en una de cuatro estadios según su gravedad. El estadio I es el estadio inicial de 40 

una llaga por presión mientras la piel aún está intacta. La piel puede aparecer roja, cenicienta, azulada o morada, y 
no se blanquea cuando se toca. El estadio II a menudo implica una herida abierta de piel no intacta. En este estadio, 
la capa externa de la piel (epidermis) y parte de la capa subyacente de la piel (dermis) se ha dañado o perdido. La 
úlcera puede aparecer como una herida superficial, de color rojo rosado, en forma de cuenca. En el estadio III, la 
úlcera es una herida profunda, donde la pérdida de piel puede exponer cierta cantidad de grasa y la úlcera tiene una 45 

apariencia de cráter. La parte inferior de la herida también puede tener algo de tejido muerto amarillento (esfacelo). 
Una úlcera en estadio IV exhibe pérdida de tejido a gran escala, donde la herida puede exponer músculos, huesos y 
tendones. Es probable que la parte inferior de la herida contenga esfacelo o tejido muerto, escamoso, oscuro 
(escara). 

Como en el tratamiento de las úlceras del pie diabético, el desbridamiento se puede usar para eliminar tejido 50 

dañado, muerto o infectado de la herida, facilitando la curación apropiada, por ejemplo, como se describe en este 
documento y/o se conoce de otro modo en la técnica. En algunas realizaciones, la administración de una 
composición farmacéutica de la invención sigue al desbridamiento. Por ejemplo, una composición farmacéutica que 
comprende un cóctel de fagos descrita en este documento se puede administrar por vía tópica a una úlcera por 
decúbito después del desbridamiento quirúrgico, mecánico, autolítico o enzimático de la misma. 55 

Las composiciones de cóctel de fagos de la presente invención también encuentran uso en el tratamiento, manejo, 
control y/o prevención de la celulitis y/o la erisipela, incluyendo pero no se limitan a llagas y lesiones asociadas con 
la celulitis y la erisipela. La celulitis y la erisipela son infecciones de la piel que se desarrollan como resultado de la 
entrada bacteriana a través de brechas en la barrera protectora de la piel. Por ejemplo, las grietas en la piel, cortes, 
ampollas, quemaduras, picaduras de insectos, picaduras de arañas, tatuajes, heridas quirúrgicas, inyección de 60 
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fármacos intravenosos o sitios de inserción de catéteres intravenosos pueden proporcionar un medio de entrada 
para las bacterias. El grupo A Streptococcus y Staphylococcus son las bacterias más comunes implicados en la 
celulitis. La celulitis se observa con mayor frecuencia entre individuos de mediana edad y ancianos, mientras que la 
erisipela ocurre en niños pequeños y ancianos (Ellis Simonsen SM et al. 2006. Epidemiol Infect. 134(2):293; y 
Eriksson B. et al. 1996 Clin Infect Dis 23:1091). Además, las personas con inmunodeficiencia, diabetes, alcoholismo, 5 

infecciones fúngicas y drenaje linfático deteriorado tienen un mayor riesgo. Los diabéticos son especialmente 
propensos a la celulitis en los pies, porque la enfermedad causa deterioro de la circulación sanguínea en las piernas. 
Las extremidades inferiores son el sitio más común de infección tanto para la erisipela como para la celulitis (Ellis 
Simonsen SM et al. 2006. Epidemiol Infect. 134(2):293; Chartier C et al 1996 Int J Dermatol 35:779). 

La celulitis y la erisipela a menudo coexisten y generalmente se manifiestan como áreas de eritema, edema y calor 10 

en la piel. Se diferencian en que la erisipela implica la dermis superior y los linfáticos superficiales, mientras que la 
celulitis implica la dermis más profunda y la grasa subcutánea. De acuerdo con lo anterior, la erisipela tiene 
características anatómicas más distintivas que la celulitis: las lesiones por erisipela pueden elevarse por encima del 
nivel de la piel circundante con una línea clara de demarcación entre el tejido implicado y el no implicado (Bisno AL 
et al. 1996 N Engl J Med 334:240). La lesión puede aparecer roja, hinchada, cálida, endurecida y/o como una 15 

erupción similar en consistencia a una cáscara de naranja. La erisipela puede aparecer en la cara, por ejemplo, en 
un patrón de "mariposa". Las infecciones más graves pueden provocar vesículas, ampollas y petequias, con posible 
necrosis de la piel. Además, los pacientes con erisipela tienden a presentar síntomas agudos con manifestaciones 
sistémicas, incluyendo fiebre y escalofríos. 

Los pacientes con celulitis tienden a tener un curso de desarrollo más gradual, con síntomas que aparecen en unos 20 

pocos días. Diversas formas de celulitis incluyen celulitis periorbitaria, celulitis de la pared abdominal (en individuos 
con obesidad mórbida), celulitis bucal (debido a Streptococcus pneumoniae), angina de Ludwig (celulitis dentro del 
espacio submandibular) y celulitis perianal (debido a Streptococcus beta-hemolítico del grupo A) (Barzilai A, et al, 
1998 Pediatr Infect Dis J. 17(4):358; Thorsteinsdottir B, et al. 2005 Scand J Infect Dis. 37(8):605). La celulitis también 
puede provocar síntomas similares a la gripe, con altas temperaturas y temblores. 25 

En algunas realizaciones, el tratamiento de la celulitis o la erisipela comprende además la administración de un 
agente antibiótico. Por ejemplo, una composición farmacéutica según la invención se puede administrar por vía 
tópica a una lesión de erisipela, en combinación con un agente antibiótico seleccionado del grupo que consiste en 
penicilina, clindamicina y eritromicina. Como otro ejemplo, una composición farmacéutica según la invención se 
puede administrar por vía tópica a una llaga asociada con celulitis, en combinación con un agente antibiótico 30 

seleccionado del grupo que consiste en flucloxacilina, dicloxacilina, penicilinas, ampicilina y amoxicilina. El antibiótico 
se puede administrar por vía oral, intravenosa o tópica, por ejemplo, junto con la administración tópica de un cóctel 
de la presente invención. 

Las composiciones de cóctel de fagos de la presente invención también encuentran uso en el tratamiento, manejo, 
control y/o prevención de infecciones asociadas con heridas por quemaduras. Una herida por quemadura es 35 

cualquier área de piel no intacta causada, directa o indirectamente, por una quemadura. Una quemadura es un tipo 
de lesión en la piel que puede ser causada por el calor, así como por la electricidad, los productos químicos, la luz, 
la radiación o la fricción. Las quemaduras pueden afectar solo la piel (tejido epidérmico), pero en algunos casos 
también lesionan tejidos más profundos, tales como los músculos, los huesos y los vasos sanguíneos. Las 
quemaduras se pueden clasificar por mecanismo de lesión, profundidad, extensión y lesiones asociadas, y 40 

comorbilidades. Las quemaduras se describen convencionalmente en base a la profundidad de la lesión en la 
dermis, siendo clasificadas libremente como quemaduras de primer, segundo, tercer y cuarto grado. Walls et al., 
2009, Rosen’s Emergency Medicine: Expert Consult Premium Edition (Rosen’s Emergency Medicine: Concepts & 
Clinical Practice (2v). Las características importantes de una herida por quemadura incluyen su causa (térmica, 
química, eléctrica), ubicación anatómica, profundidad (espesor total o parcial), duración y extensión (porcentaje del 45 

área total de la superficie corporal). Las características del paciente que afectan la curación de la herida por 
quemaduras incluyen la edad, el estado nutricional, las afecciones médicas subyacentes y las lesiones 
concomitantes (por ejemplo, traumatismo craneal, lesión por inhalación, fracturas óseas). 

Las infecciones entre los pacientes con quemaduras son un problema importante, con la incidencia informada de 
infecciones nosocomiales que varía en 63-240 por 100 pacientes y 53-93 por 1000 días de pacientes, principalmente 50 

dependiendo de las definiciones usadas (Chim H, et al, 2007, Burns 33:1008-1014; y Wibbenmeyer L, et al., 2006, J 
Burn Care Res 27:152-60). Además, la infección bacteriana de las heridas por quemaduras se asocia con resultados 
adversos y mortalidad. En un número de 175 pacientes con quemaduras graves, por ejemplo, las infecciones 
precedieron a la disfunción multiorgánica en el 83 % de los pacientes y se consideraron la causa directa de muerte 
en el 36 % de los pacientes que no sobrevivieron (Fitzwater J, et al., 2003, J Trauma 54:959-66). Las quemaduras 55 

se pueden infectar por múltiples fuentes. Las heridas por quemaduras se pueden infectar inicialmente con bacterias 
Gram positivas, principalmente staphylococci, que son habitantes profundos normales de las glándulas sudoríparas 
y los folículos pilosos expuestos por la quemadura (Sharma BR., 2007, Infect Dis Clin North Am 21:745-59;ix). La 
escara húmeda de quemaduras vasculares puede fomentar aún más el crecimiento microbiano. Las infecciones 
bacterianas gramnegativas pueden resultar de la translocación del colon, por ejemplo, debido a la reducción del flujo 60 

sanguíneo mesentérico en el momento de la quemadura y los insultos posteriores (Herndon DN, et al., 2000, Crit 
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Care Med 28:1682-3). Además, los pacientes con quemaduras pueden desarrollar déficits inmunitarios, incluyendo 
una respuesta de linfocitos T citotóxicos deteriorada, detención de la maduración mieloide que causa neutropenia, 
función de neutrófilos deteriorada y producción disminuida de macrófagos (Sharma BR., 2007, Infect Dis Clin North 
Am 21:745-59,ix; Gamelli RL, et al., 2000, J Burn Care Rehabil 21:64-9; Hunt JP, et al., 1998, J Surg Res 80:243-51; 
y Shoup M, et al., 1998, Ann Surg 228:112-22). Finalmente, los pacientes con quemaduras son susceptibles a 5 

infecciones adquiridas en el hospital, comunes a otros pacientes en unidades de cuidados intensivos, incluidas las 
infecciones relacionadas con el catéter intravascular y la neumonía asociada al ventilador, con una incidencia 
general de infección mayor que la de otros pacientes en unidades de cuidados intensivos (Chim H, et al., 2007, 
Burns 33:1008-14; y Wibbenmeyer L, et al., 2006, J Burn Care Res 27:152-60). De hecho, la mayoría de los 
episodios de infección del torrente sanguíneo en pacientes con quemaduras después de la primera semana son 10 

causados por bacterias resistentes a múltiples fármacos de tipo hospitalario (Wibbenmeyer L, et al., 2006, J Burn 
Care Res 27:152-60; y Ressner RA, et al., 2008, J Am Coll Surg 206:439-44). 

El tratamiento convencional de las quemaduras incluye el desbridamiento y la escisión, la aplicación de apósitos 
para la herida, el cierre de la herida, el injerto de la piel, la reanimación con líquidos, el tratamiento de la infección de 
la herida, como la administración de antibióticos, el control del dolor, el soporte nutricional y/o las medidas para 15 

inhibir la formación excesiva de cicatrices. Una quemadura se puede cubrirse con una sábana o apósito limpio y 
seco (tal como una película adhesiva). El enfriamiento temprano con agua fría, dentro de los 30 minutos de la 
quemadura, reduce la profundidad y el dolor de la quemadura. El desbridamiento, la limpieza y los apósitos son 
aspectos importantes del cuidado de las heridas por quemaduras. 

En algunas realizaciones, el tratamiento de una herida por quemadura comprende además la administración de un 20 

agente antibiótico. Se ha demostrado que la profilaxis antibiótica puede reducir la mortalidad, la bacteriemia y la 
neumonía asociada al ventilador entre pacientes en unidades de cuidados intensivos (Silvestri L, et al, 2007, J Hosp 
Infect 65:187-203; y De Smet AM, et al., 2009, N Engl J Med 360:20-31). En pacientes con quemaduras, la piel es 
una fuente adicional de infección (Avni T, et al., 2010, BMJ 340: c241). En algunas realizaciones, el tratamiento de 
una herida por quemadura comprende además la administración de un agente para manejar el dolor. Una 25 

composición farmacéutica según la invención se puede administrar por vía tópica a una herida por quemadura, en 
combinación con un agente para el manejo del dolor seleccionado del grupo que consiste en un analgésico simple, 
ibuprofeno, acetaminofén y un narcótico. El agente antibiótico y/o agente para manejar el dolor se puede administrar 
por vía oral, intravenosa o tópica, por ejemplo, junto con la administración tópica de un cóctel de la presente 
invención. También se pueden usar uno o más aspectos adicionales del tratamiento convencional de quemaduras 30 

en combinación con una composición de cóctel de fagos de la presente invención. 

En algunas realizaciones, el agente para el manejo del dolor para su uso en combinación con una composición de 
cóctel de fagos de la invención incluye uno o más agentes seleccionados del grupo que consiste en: paracetamol 
(acetaminofeno), un fármaco antiinflamatorio no esteroideo, ibuprofeno, ketoprofeno, piroxicam, hidrocodona, 
morfina, hidromorfina, oximorfona, fentanilo, oxicodona, diamorfina, metadona, buprenorfina, meperidina, 35 

pentazocina, dextromoramida, dipipanona, amitriptilina, dilaudida, tapentadol y metadona. El agente para el manejo 
del dolor puede incluir cualquier otro agente para el dolor descrito en este documento y/o conocido en la técnica. 

En algunas realizaciones preferidas, el agente para el manejo del dolor es uno que se puede aplicar por vía tópica, 
tal como un agente anestésico tópico. Un agente anestésico tópico es un agente anestésico local que se usa para 
adormecer la superficie de una parte del cuerpo, tal como cualquier área de la piel, la parte frontal del globo ocular, 40 

el interior de la nariz, el oído o la garganta, el ano o el área genital. En algunas realizaciones, el agente para el 
manejo del dolor para su uso en combinación con una composición de cóctel de fagos de la invención incluye uno o 
más agentes anestésicos tópicos seleccionados del grupo que consiste en benzocaína, butamben, dibucaína, 
lidocaína, oxibuprocaína, pramoxina, prilocaína, proparacaína, proximetacaína y tetracaína (ametocaína). Los 
agentes anestésicos tópicos están disponibles en cremas, ungüentos, aerosoles, aerosoles, lociones y jaleas. En 45 

realizaciones adicionales, el agente anestésico tópico se puede usar con uno o más agentes adicionales para el 
manejo del dolor, tal como otro agente anestésico tópico, o un agente diferente para el manejo del dolor, tal como 
cualquier otro agente para el manejo del dolor descrito en este documento y/o conocido en la técnica. 

Las composiciones de cóctel de fagos de la invención comprenderán una cantidad terapéutica y/o profilácticamente 
eficaz de una o más cepas de fagos, como se describe en este documento. Una cantidad terapéutica y/o 50 

profilácticamente eficaz se refiere a una cantidad requerida para lograr un beneficio terapéutico y/o profiláctico, 
respectivamente, en un sujeto que recibe dicha cantidad. Una cantidad terapéutica y/o profilácticamente eficaz 
dependerá de la formulación particular, la ruta de administración, la condición que se va a tratar, si se usan otros 
agentes o terapias en combinación con los métodos de la invención y otros factores. 

En algunas realizaciones específicas, las composiciones de cóctel de fagos de la presente invención se formulan 55 

como composiciones farmacéuticas para su uso en un método de tratamiento y/o prevención de infecciones 
bacterianas asociadas con áreas de piel no intacta. La cantidad terapéutica y/o profilácticamente eficaz dependerá 
del área de la piel no intacta y las composiciones farmacéuticas se pueden formular para reflejar la misma. Por 
ejemplo, en algunas realizaciones preferidas, la composición farmacéutica comprende cepas de fagos donde cada 
una está presente en una cantidad correspondiente a aproximadamente 103 a aproximadamente 1013 partículas de 60 

fago/cm2 de dicha área. En algunas realizaciones más preferidas, la cantidad terapéutica y/o profiláctica puede 
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corresponder a al menos aproximadamente 104, al menos aproximadamente 105, al menos aproximadamente 106, al 
menos aproximadamente 107, al menos aproximadamente 108, o al menos aproximadamente 109, partículas de 
fago/cm2 del área de piel no intacta que se va a tratar. En algunas realizaciones más preferidas, la cantidad 
terapéutica y/o profiláctica puede corresponder a menos de aproximadamente 1013, menos de aproximadamente 
1012, menos de aproximadamente 1011, menos de aproximadamente 1010, menos de aproximadamente 109, o menos 5 

de aproximadamente 108 partículas de fago/cm2 del área de piel no intacta que se va a tratar. En realizaciones aún 
más preferidas, cada cepa de fago está presente en la composición farmacéutica en una cantidad correspondiente a 
107 a 109 partículas de fago/cm2 del área de la piel no intacta. 

En algunas realizaciones, la administración de una cantidad terapéuticamente eficaz de una composición de cóctel 
de fagos, de acuerdo con la presente invención, da como resultado un cierre mejorado de la herida, tal como una 10 

reducción en el área de la piel no intacta (área de la herida) en comparación con el área antes del inicio del 
tratamiento. El área de la herida se puede expresar como un porcentaje del área inicial de la herida, en uno o más 
puntos de tiempo después del inicio del tratamiento. Por ejemplo, en algunas realizaciones preferidas, el área de la 
herida disminuye en al menos aproximadamente 20 %, al menos aproximadamente 30 %, al menos 
aproximadamente 40 %, al menos aproximadamente 50 %, al menos aproximadamente 60 %, al menos 15 

aproximadamente 70 %, al menos aproximadamente 80 %; o al menos aproximadamente 90 % durante un ciclo de 
tratamiento con una composición de cóctel de fagos de la invención. En algunas realizaciones específicas, la 
disminución en el área de la herida ocurre al menos el día 1 después del inicio del tratamiento (t1), el día 2 después 
del inicio del tratamiento (t2), el día 3 después del inicio del tratamiento (t3), el día 4 después del inicio del 
tratamiento (t4), el día 5 después del inicio del tratamiento (t5), el día 6 después del inicio del tratamiento (t6), el día 20 

7 después del inicio del tratamiento (t7), el día 8 después del inicio del tratamiento (t8), el día 9 después del inicio del 
tratamiento (t9), el día 10 después del inicio del tratamiento (t10), el día 12 después del inicio del tratamiento (t12), el 
día 15 después del inicio del tratamiento (t15), el día 20 después del inicio del tratamiento (t20), el día 25 después 
del inicio del tratamiento (t25) o el día 30 después del inicio del tratamiento (t30). En una realización particularmente 
preferida, el área de la herida se reduce en aproximadamente 30 % a aproximadamente 40 %, al menos el día 9 25 

después del inicio del tratamiento (t9). En una realización particularmente preferida adicional, el área de la herida se 
reduce en aproximadamente 40 % a aproximadamente 50 %, al menos el día 9 después del inicio del tratamiento 
(t9). En otra realización particularmente preferida adicional, el área de la herida se reduce en aproximadamente 50 
% a aproximadamente 60 %, al menos el día 9 después del inicio del tratamiento (t9). En una realización aún más 
particularmente preferida, el área de la herida se reduce en aproximadamente 60 % a aproximadamente 70 %, al 30 

menos el día 9 después del inicio del tratamiento (t9). 

En algunas realizaciones, la administración de una cantidad terapéuticamente eficaz de una composición de cóctel 
de fagos, de acuerdo con la presente invención, da como resultado una curación de heridas mejorada, tal como una 
mejora en el grado de úlcera en base a la clasificación PEDIS en comparación con el grado de úlcera antes inicio del 
tratamiento. PEDIS es un sistema de clasificación validado de uso rutinario para infecciones asociadas con heridas 35 

que ha sido desarrollado por the International Working Group on the Diabetic Foot (IWGDF). IWGDF desarrolló 
específicamente un sistema para clasificar las heridas asociadas con infecciones del pie diabético que usa el 
acrónimo PEDIS, que significa perfusión, extensión (tamaño), profundidad (pérdida de tejido), infección, sensación 
(neuropatía). La clasificación se desarrolló originalmente como una herramienta de investigación (Schaper NC., 
2004, Diabetes Metab Res Rev 20(Suppl 1):S90-5), y ofrece una gradación semicuantitativa para la gravedad de 40 

cada una de las categorías. Específicamente, PEDIS grado 1 no corresponde a síntomas o signos de infección; El 
grado 2 corresponde a una infección local que implica solo la piel y el tejido subcutáneo (sin la participación de 
tejidos más profundos y sin signos sistémicos), mientras que cualquier eritema implicado debe estar entre 0.5 cm y 2 
cm; El grado 3 corresponde a una infección local, como se describe para el grado 2, pero implica un eritema de más 
de 2 cm o implica estructuras más profundas que la piel y los tejidos subcutáneos (por ejemplo, absceso, 45 

osteomielitis, artritis séptica, fascitis), pero sin ningún signo de respuesta de inflamación sistémica; y el grado 4 
corresponde a una infección local, como se describe para los grados 2 y 3, pero con los signos del síndrome de 
respuesta inflamatoria sistémica, como se manifiesta por más de dos de los siguientes: una temperatura > 38 ºC o 
<36 ºC; una frecuencia cardíaca > 90 latidos/min; una frecuencia respiratoria > 20 respiraciones/min o presión 

parcial de dióxido de carbono arterial <32 mm Hg; y un recuento de glóbulos blancos > 12 000 o <4000 células/L o 50 

≥10 % de formas inmaduras (banda) (véase, por ejemplo, Lipsky, BA, et al., 2012, CID 54:e132- e173). La IDSA (the 
Infectious Diseases Society of America) ha desarrollado otro sistema de clasificación, que califica la gravedad de la 
infección de las heridas infectadas, en particular las infecciones del pie diabético. Específicamente, la IDSA califica a 
grados 1-4 PEDIS como "no infectado", "leve", "moderado" y "severo", respectivamente (véase, nuevamente, Lipsky, 
BA, et al., 2012, CID 54:e132-e173). 55 

En algunas realizaciones preferidas, el grado PEDIS disminuye de grado 4 a grado 3, grado 2 o grado 1, durante un 
curso de tratamiento con una composición de cóctel de fagos de la invención. En otras realizaciones preferidas, el 
grado PEDIS disminuye de grado 3 a grado 2 o grado 1, durante un curso de tratamiento con una composición de 
cóctel de fagos de la invención. En otras realizaciones preferidas más, el grado PEDIS disminuye de grado 2 a grado 
1 durante un curso de tratamiento con una composición de cóctel de fagos de la invención. En algunas realizaciones 60 

específicas, la disminución en el grado de úlcera ocurre al menos el día 1 después del inicio del tratamiento (t1), el 
día 2 después del inicio del tratamiento (t2), el día 3 después del inicio del tratamiento (t3), el día 4 después del inicio 
del tratamiento (t4), el día 5 después del inicio del tratamiento (t5), el día 6 después del inicio del tratamiento (t6), el 
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día 7 después del inicio del tratamiento (t7), el día 8 después del inicio del tratamiento (t8), el día 9 después del inicio 
del tratamiento (t9), el día 10 después del inicio del tratamiento (t10), el día 12 después del inicio del tratamiento 
(t12), el día 15 después del inicio del tratamiento (t15), el día 20 después del inicio del tratamiento (t20), el día 25 
después del inicio del tratamiento (t25) o día 30 después del inicio del tratamiento (t30). 

En ciertas realizaciones, una composición de cóctel de fagos de la invención se usa como un agente único para 5 

tratar o prevenir infecciones causadas por A. baumannii, P. aeruginosa y/o S. aureus, tales como infecciones del pie 
diabético. En otras realizaciones, un cóctel de fagos de la invención se usa en combinación adicional con otros 
agentes, incluyendo otros bacteriófagos (por ejemplo, que se dirigen a una especie o cepa diferente de bacterias 
implicados en infecciones del pie diabético), o con antibióticos que se dirigen al mismo o diferente tipos de bacterias, 
incluidas las bacterias seleccionadas de cualquier bacteria grampositiva, cualquier bacteria gramnegativa y cualquier 10 

otro grupo de bacterias que no esté clasificada como grampositiva o gramnegativa. Las composiciones de la 
invención también se pueden usar en combinación con cualquier otro medio de tratamiento de infección bacteriana 
conocido para un experto en la técnica, en particular, cualquier otro medio de tratamiento de úlceras del pie 
diabético. 

En algunas realizaciones, la composición de cóctel según la invención se usa en combinación con al menos una 15 

cepa de fago adicional contra la misma o diferente especie de bacteria. En algunas realizaciones preferidas, la 
composición de cóctel según la invención se usa en combinación con al menos una cepa de fago adicional 
seleccionada del grupo que consiste en la cepa de bacteriófago F168/08 que tiene actividad antibiótica contra una o 
más cepas de E. faecalis y/o E. faecium (como se describe en el documento WO 2011/065854 y la Publicación de 
Solicitud de Patente de los Estados Unidos No. 2012/0052048), cepa de bacteriófago F170/08 que tiene actividad 20 

antibiótica contra una o más cepas de E. faecalis y/o E. faecium (como se describe en el documento WO 
2011/065854 y la Publicación de Solicitud de Patente de los Estados Unidos No. 2012/0052048), cepa de 
bacteriófago F197/08 que tiene actividad antibacteriana contra una o más cepas de Staphylococcus aureus (como 
se describe en la Publicación de Solicitud de Patente de los Estados Unidos No. 2012/0052048), cepa de 
bacteriófago F86/06 que tiene actividad antibacteriana contra una o más cepas de Staphylococcus aureus (como se 25 

describe en la Publicación de Solicitud de Patente de los Estados Unidos No. 2012/0052048), cepa de bacteriófago 
F87s/06 que tiene actividad bacteriana contra una o más cepas de Staphylococcus aureus (como se describe en la 
Publicación de Solicitud de Patente de los Estados Unidos No. 2012/0052048), cepa de bacteriófago F91a/06 que 
tiene actividad antibacteriana contra una o más cepas de Staphylococcus aureus (como se describe en la 
Publicación de Solicitud de Patente de los Estados Unidos No. 2012/0052048), cepa de bacteriófago F391/08 que 30 

tiene actividad antibacteriana contra una o más cepas de Klebsiella pneumoniae (como se describe en la Solicitud 
Provisional de los Estados Unidos No. 61/384,015), cepa de bacteriófago F394/08 que tiene actividad antibacteriana 
contra una o más cepas de Acinetobacter baumannii (como se describe en la Solicitud Provisional de los Estados 
Unidos No. 61/384,01), cepa de bacteriófago F488/08 que tiene actividad antibacteriana contra una o más cepas de 
Escherichia coli (como se describe en la Solicitud Provisional de los Estados Unidos No. 61/384,01), y la cepa de 35 

bacteriófago F387/08 que tiene actividad antibacteriana contra una o más cepas de Klebsiella pneumoniae (como se 
describe en la Solicitud Provisional de los Estados Unidos No. 61/384,015). 

Como se usa en este documento, el término "en combinación" o "en combinación adicional" o "más en combinación" 
se refiere al uso de un agente profiláctico y/o terapéutico adicional, así como un cóctel de fagos de la invención. El 
uso del término "en combinación" no restringe el orden en que los agentes profilácticos y/o terapéuticos se 40 

administran a un sujeto. Se puede administrar un primer agente profiláctico o terapéutico antes (por ejemplo, 5 
minutos, 15 minutos, 30 minutos, 45 minutos, 1 hora, 2 horas, 4 horas, 6 horas, 12 horas, 24 horas, 48 horas, 72 
horas, 96 horas, 1 semana, 2 semanas, 3 semanas, 4 semanas, 5 semanas, 6 semanas, 8 semanas, o 12 semanas 
antes), concomitantemente, o posterior a (por ejemplo, 5 minutos, 15 minutos, 30 minutos, 45 minutos, 1 hora, 2 
horas, 4 horas, 6 horas, 12 horas, 24 horas, 48 horas, 72 horas, 96 horas, 1 semana, 2 semanas, 3 semanas, 4 45 

semanas, 5 semanas, 6 semanas, 8 semanas, o 12 semanas después) la administración de un segundo agente 
profiláctico o terapéutico (diferente del primer agente profiláctico o terapéutico) a un sujeto. 

En algunas realizaciones, la invención proporciona el uso de la composición farmacéutica en métodos de tratamiento 
y/o prevención de infecciones del pie diabético que comprende administrar un cóctel de fagos de la invención en 
combinación con una terapia estándar y/o no estándar para las infecciones de pie diabético. Las terapias estándar 50 

para las infecciones del pie diabético, incluidas, pero no se limitan a, las úlceras cutáneas asociadas con estas, 
incluyen la terapia de reemplazo de matriz extracelular, terapia de heridas húmedas, terapia de heridas de presión 
negativa, terapia de revascularización arterial, terapia de oxígeno hiperbárico, administración de un agente 
antibiótico y administración. de un factor de crecimiento (Blume et al. 2008 Diabetes Care 31: 631-636). 

En algunas realizaciones, la composición de cóctel de fagos de la invención se administra por vía tópica, por 55 

ejemplo, al sitio de una úlcera del pie diabético, mientras que un agente adicional se administra sistémicamente. Por 
ejemplo, en algunas realizaciones preferidas, una composición de cóctel de fagos de la invención se administra por 
vía tópica, por ejemplo, en el sitio de una úlcera del pie diabético, mientras que un agente antibiótico se administra 
sistémicamente. En realizaciones aún más preferidas que implican el tratamiento de úlceras del pie diabético, el 
agente antibiótico administrado sistémicamente tiene actividad antibacteriana contra A. baumannii, P. aeruginosa y/o 60 

S. aureus. En algunas realizaciones, la composición de cóctel de fagos de la invención se administra por vía tópica, 
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por ejemplo, al sitio de una úlcera del pie diabético, junto con un agente adicional, que también se administra por vía 
tópica. Por ejemplo, en algunas realizaciones preferidas, la composición farmacéutica de cóctel de fagos de la 
invención se administra por vía tópica junto con un factor de crecimiento, por ejemplo, en el sitio de una úlcera del 
pie diabético. 

La terapia con matriz extracelular se usa en el tratamiento, manejo, control y/o prevención de áreas no curativas de 5 

piel no intacta, y es una terapia estándar para las úlceras del pie diabético. La síntesis de la matriz extracelular 
(ECM) es una característica clave en la curación de heridas, especialmente cuando ha habido una pérdida 
significativa de tejido. La terapia de matriz extracelular está diseñada para reducir los niveles de proteasa en los 
fluidos de heridas al proporcionar un sustrato competitivo (colágeno) para las proteasas, lo que reduce la destrucción 
proteolítica de los componentes esenciales de la matriz extracelular (ECM) y promueve la curación. Por ejemplo, la 10 

terapia con ECM puede comprender la administración de agentes que reducen la destrucción proteolítica de 
fibronectina y/o factores de crecimiento derivados de plaquetas (PDGF); además de reducir la síntesis de 
metaloproteinasas de matriz (MMP), tal como una mezcla de cationes metálicos. La terapia de ECM también puede 
comprender la administración de amelogenina, una proteína de ECM con actividad biológica en la regeneración y 
reparación de la piel (Romanelli M. 2010 Wounds - Clinical Review 6(2):47-52). 15 

La terapia con ECM también puede comprender el uso de tejido de bioingeniería, por ejemplo, para reemplazar la 
ECM perdida. Los tejidos de bioingeniería, también llamados "productos de reemplazo de piel" o "sustitutos de la 
piel", a menudo comprenden matrices biológicas, ya sea con o sin células vivas (Brian DL et al. 2011. Expert Rev 
Dermatol. 6(3):255-262) La mayoría de los tejidos de bioingeniería se pueden dividir en sustitutos de tejidos vivos 
versus adyuvantes bioactivos. El tejido de bioingeniería puede verse como una pieza delgada y circular de piel real y 20 

puede colocarse directamente sobre un área de piel no intacta. Si bien el mecanismo preciso de curación no se 
comprende completamente, se cree que los tejidos con bioingeniería mejoran la curación al llenar la herida con 
proteínas de la matriz extracelular y posiblemente también expresan factores de crecimiento adicionales y citocinas 
que facilitan la curación. Ejemplos particulares de tejidos de bioingeniería usados en el tratamiento de las úlceras del 
pie diabético incluyen Apligraf and Dermagraft, que están disponibles comercialmente. 25 

La terapia de revascularización arterial (ART) también se usa en el tratamiento, manejo, control y/o prevención de 
áreas no curativas de piel no intacta, y también es una terapia estándar para las úlceras del pie diabético. Un 
enfoque preferido en el tratamiento de infecciones del pie diabético incluye el método percutáneo de ART, que 
implica la angioplastia percutánea con balón, posiblemente con colocación de stent. Otros enfoques de 
revascularización incluyen la reconstrucción aortoiliaca con derivación aortofemoral y derivación femoral-poplítea-30 

tibial usando la vena safena. 

La terapia de oxígeno hiperbárico (HBOT) también se usa en el tratamiento, manejo, control y/o prevención de áreas 
no curativas de la piel no intacta, y también es una terapia estándar para las úlceras del pie diabético. HBOT se 
refiere al tratamiento intermitente de todo el cuerpo a presiones atmosféricas superiores a lo normal, a menudo con 
un mayor contenido de oxígeno en comparación con el aire normal. Por ejemplo, usando una cámara de oxígeno 35 

hiperbárico, la presión se puede aumentar hasta dos veces la presión atmosférica normal. Además, el paciente 
puede estar expuesto al oxígeno a una concentración de hasta el 100 %. El aumento de la presión, combinado con 
el aumento en el contenido de oxígeno, disuelve el oxígeno en el plasma sanguíneo, las células del cuerpo, los 
tejidos y los fluidos, lo que a su vez ayuda al procedimiento de curación de heridas. Se cree que HBOT puede 
estimular el crecimiento de nuevos vasos sanguíneos en lugares con circulación reducida, mejorando el flujo 40 

sanguíneo a áreas con bloqueo arterial. 

En algunas otras realizaciones, la invención proporciona el uso de una composición farmacéutica en métodos de 
tratamiento y/o prevención de infecciones del pie diabético que comprende administrar una composición de cóctel de 
fagos de la invención en combinación con una terapia no estándar para infecciones del pie diabético. Las terapias no 
estándar generalmente se usan cuando la úlcera del pie diabético es refractaria a una o más terapias estándar. 45 

6. Ejemplos 

Se entiende que los siguientes ejemplos y realizaciones descritos en este documento son solo para fines ilustrativos 
y que diversas modificaciones o cambios a la luz de los mismos se sugerirán a los expertos en el arte y se incluirán 
dentro del espíritu y el alcance de esta aplicación y el alcance de las reivindicaciones adjuntas. 

A menos que se indique lo contrario, el bacteriófago específico descrito en este documento se aisló, procesó y 50 

analizó según los siguientes métodos. Además, el estudio descrito a continuación fue aprobado localmente por the 
Animal Ethics Committee of the Instituto de Medicina Molecular and approved nationally by the Portuguese General 
Directorate of Veterinary Services (Direcçao Geral de Veterinária), de conformidad con la legislación portuguesa. 
Todos los animales en el estudio se mantuvieron de conformidad con European Directive 86/609/EC (Council of the 
European Communities. Council Directive 86/609/EEC of 24 November 1986 on the approximation of laws, 55 

regulations and administrative provisions of the Member States regarding the protection of animals used for 
experimental and other scientific purposes. Off J Eur Communities L358:1-28), Portuguese law (Portaria 1005/92) 
(Portuguese Agricultural Ministry. Portaria no. 1005/92 of 23 October on the protection of animals used for 
experimental and other scientific purposes. Diário da Republica I – Série B245:4930-4942), y the Guide for the Care 
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and Use of Laboratory Animals (NRC 2011) (Institute for Laboratory Animal Research. 2011. Guide for the care and 
use of laboratory animals. Washington (DC): National Academies Press.). 

Un objetivo de este estudio fue investigar la actividad antimicrobiana y la capacidad de curación de heridas de 
soluciones bacteriófagas administradas por vía tópica contra heridas con infecciones crónicas por S. aureus, P. 
aeruginosa y A. baumannii en dos modelos animales de DM (rata y porcino). 5 

6.1.1 Preparación de cepas bacterianas 

Se aislaron cepas de Staphylococcus aureus 743/06, Pseudomonas aeruginosa 433/07 y Acinetobacter baumannii 
1305/05 de muestras de heridas clínicas cutáneas humanas recogidas de pacientes e identificadas en hospitales del 
área de Lisboa. Las cepas Staphylococcus aureus 743/06, Pseudomonas aeruginosa 433/07 y Acinetobacter 
baumannii 1305/05 se depositaron el 16 de septiembre de 2011, bajo los términos del Budapest Treaty at NCIMB 10 

Limited (Ferguson Building, Craibstone Estate, Bucksburn, Aberdeen, AB21 9YA, Escocia, Reino Unido) y con los 
números de acceso NCIMB 41862, NCIMB 41861 y NCIMB 41863, respectivamente. Cada aislado se rayó en placas 
de medio de agar con triptona de soja (TSA, Biokar Diagnostics, PantinCedex, Francia) y se incubó a 37 ºC, durante 
18 h. Todas las cepas del huésped se almacenaron en caldo de triptona de soja (TSB, Biokar Diagnostics, Pantin 
Cedex, Francia) con glicerol al 15% (p/v) a -70 ºC hasta que fuera necesario. 15 

Las cepas crioconservadas a -70 ºC se cultivaron durante la noche en TSA a 37 ºC. 

Para experimentos in vitro, se cultivaron colonias individuales durante la noche en TSB a 37 ºC con agitación. Se 
preparó otra suspensión bacteriana (una dilución del cultivo durante la noche), se incubó a 37 ºC con agitación y se 
cosechó cuando alcanzó la fase de crecimiento exponencial (densidad óptica a 600 nm 0.3-0.5). Se usó un inóculo 
de aproximadamente 2.0 x 107 cfu/mL para las curvas de crecimiento. 20 

Para experimentos in vivo, se cultivaron colonias individuales durante la noche en agar triptona de soja (TSA, Biokar 
Diagnostics) a 37 ºC. Después de una incubación de 24 h, se preparó una suspensión bacteriana en solución salina 
(NaCl al 0.9 %, Applichem, Darmstadt, Alemania) y se comparó con un estándar de McFarland, es decir, ajustado a 
la escala de McFarland (bioMérieux, Craponne, Francia), con un posterior dilución 1:10, produciendo una 
concentración de solución final de 2.0 x 107 cfu/mL. Se usó una dosis única de 2.0 x 106 cfu de las cepas clínicas 25 

para inocular las heridas. 

6.1.2 Preparación de cepas de bacteriófagos 

Los bacteriófagos líticos de Staphylococcus aureus F44/10 y F125/10, Pseudomonas aeruginosa F770/05 y F510/08 
y Acinetobacter baumannii F1245/05 se aislaron del agua de alcantarillado del área de Lisboa y se amplificaron en 
las cepas clínicas Staphylococcus aureus 743/06, Pseudomonas aeruginosa 433/07, y Acinetobacter baumannii 30 

1305/05, respectivamente. Se emplearon métodos estándar (Adams M. Bacteriophages. Nueva York: Interscience 
Publishers, Inc., 1959) para el aislamiento y la amplificación de bacteriófagos usando las cepas huésped descritas 
anteriormente. Para producir reservas de bacteriófagos en cantidades suficientes para los experimentos, se usó un 
protocolo de amplificación, concentración por centrifugación a alta velocidad y purificación en un gradiente de cloruro 
de cesio previamente descrito. (Miller H., 1987, Methods Enzymol. 152: 145-70). Las concentraciones finales se 35 

determinaron con ensayos de placa de doble capa de agar (Kropinski et al., 2009, en: Clokie M, Kropinski A, editors. 
Bacteriophages Methods and Protocols, volume 1: isolation, characterization, and interactions. New York: Humana 
Press, Springer Science + Business Media, 69-76). Las cepas de fagos F44/10, F125/10, F770/05, F510/08 y 
F1245/05 fueron depositadas el 16 de septiembre de 2011, de conformidad con los términos del Budapest Treaty at 
NCIMB Limited (Ferguson Building, Craibstone Estate, Bucksburn, Aberdeen, AB21 9YA, Escocia, Reino Unido) y 40 

con los números de acceso NCIMB 41867, NCIMB 41866, NCIMB 41864, NCIMB 41868, y NCIMB 41865, 
respectivamente.  

Para aislar el bacteriófago lítico contra Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa y Acinetobacter 
baumannii, se usaron tres cepas clínicas (cepas indicadoras). Las aguas residuales de diferentes orígenes del área 
urbana de Lisboa se concentraron por centrifugación a alta velocidad, antes de ser usadas en el ensayo de placa de 45 

doble capa de agar para determinar la presencia de bacteriófagos. 

Las muestras de agua, 50 mL, se centrifugaron a 8000xg durante 10 minutos a 4 ºC. Los sobrenadantes se filtraron 

con filtros Millex de 0.45 m (Millipore, Massachusetts, EE. UU.) y se centrifugaron a 17000 rpm (Beckman J2-
21M/E, rotor JA-20) durante 3 horas a 4 ºC. Las pellas se eluyeron en 5 ml de solución reguladora SM (Tris-HCl 0.05 
M, pH 7.5, NaCl 0.1 M, MgSO4,7H2O 10 mM, gelatina al 0.03 %) y se dejó eluir durante la noche a 4 ºC. Las pellas 50 

resuspendidas se almacenaron a 4 ºC hasta que se necesitaron. 

Las muestras de agua también se enriquecieron para aumentar la posibilidad de aislamiento de bacteriófagos (Van 
Twest and Kropinski 2009). Se inoculó una sola colonia de cepa indicadora de Staphylococcus aureus 743/06 en 5 
ml de caldo de triptona de soja suplementado con extracto de levadura al 0.5 % (TSBY, Biokar Diagnostics, 
PantinCedex, Francia) y se incubó durante la noche a 37 ºC con agitación. Se preparó un cultivo con 5 ml de TSBY, 55 

50 l del cultivo bacteriano durante la noche, 100 l del agua concentrada y 5 mM de CaCl2 y MgCl2 y se incubaron 
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durante la noche a 37 ºC con agitación. Antes de centrifugar el cultivo a 8000xg durante 10 minutos a 4 ºC, se 
agregó cloroformo y se incubó durante 5 a 10 minutos a temperatura ambiente para lisar las células y liberar el 

bacteriófago intracelular en el medio. El sobrenadante se filtró con filtros Millex de 0.45 m (Millipore, 
Massachusetts, EE. UU.) y se almacenó a 4 ºC hasta que se necesitó. 

Después de la concentración y/o enriquecimiento, las muestras de aguas residuales se analizaron para detectar la 5 

presencia de bacteriófagos con la capacidad de infectar cepas clínicas Staphylococcus aureus 743/06, 
Pseudomonas aeruginosa 433/07 y Acinetobacter baumannii 1305/05 mediante el ensayo de placa doble capa de 
agar.  En resumen, las cepas indicadoras bacterianas se cultivaron durante la noche en TSB o TSBY (para el 
aislamiento del bacteriófago Staphylococcus aureus) a 37 ºC con agitación.  Se preparó otra suspensión bacteriana 
(una dilución del cultivo durante la noche: 1:200 para la cepa indicadora de Staphylococcus aureus, 1:50 para las 10 

cepas indicadoras de Pseudomonas aeruginosa y Acinetobacter baumannii), se incubó a 37 ºC con agitación y se 
cosechó cuando alcanzó la fase de crecimiento exponencial (densidad óptica a 600 nm 0.3-0.5). Cada cultivo se 
suplementó con CaCl2 y/o MgCl2 (cepa de Staphylococcus aureus con CaCl2 y MgCl2 5 mM, cepas de Pseudomonas 

aeruginosa y Acinetobacter baumannii con MgCl2 10 mM) y se colocó en tubos de vidrio (200 l para cepas de 

Staphylococcus aureus, 400 l para cepas de Pseudomonas aeruginosa y 150 l para cepas de Acinetobacter 15 

baumannii) con las muestras de agua concentrada y/o enriquecida (100 l para el aislamiento del bacteriófago de 

Staphylococcus aureus y 50 l para el aislamiento del bacteriófago de Pseudomonas aeruginosa y el bacteriófago de 
Acinetobacter baumannii). La mezcla se incubó a 37 ºC, durante 30 minutos, después de lo cual se agregaron 3 ml 
de agar blando (0.35 % para el aislamiento del bacteriófago Staphylococcus aureus y 0.7 % para el aislamiento del 
bacteriófago Pseudomonas aeruginosa y Acinetobacter baumannii) preequilibrado a 50 ºC. Después de un breve 20 

vórtice, la suspensión bacteriana de agua de agar se superpuso sobre agar de triptona soja suplementado con el 
extracto de levadura al 0.5 % (TSAY, Biokar Diagnostics, Pantin Cedex, Francia) para el aislamiento del bacteriófago 
de Staphylococcus aureus o placas TSA al 1.5 % (para el aislamiento de los bacteriófagos de Pseudomonas 
aeruginosa y Acinetobacter baumannii), se dejó solidificar a temperatura ambiente y se incubó a 37 ºC. Después de 
18 a 24 horas, se revisaron las placas para detectar bacteriófagos (zonas de limpieza) dentro del césped bacteriano, 25 

lo que indica la presencia de bacteriófagos. Las placas de bacteriófagos se recogieron usando puntas de pipeta 

estériles, se transfirieron a 100 l de solución reguladora SM y se almacenaron a 4 ºC. 

6.1.3 Propagación y caracterización de fagos 

Los bacteriófagos aislados se sometieron a un procedimiento de propagación, amplificación y purificación (3 
eluciones consecutivas) en las cepas indicadoras, antes de evaluar su rango de hospedadores. La sensibilidad de 30 

30 aislados bacterianos contra un bacteriófago particular se realizó usando el sistema de ensayo de placa de gota 
pequeña (Mazzocco A, et al. 2009. Bacteriophages, methods and protocols vol. 1 chapter 9 Humana Press). En 
resumen, las cepas indicadoras bacterianas se cultivaron durante la noche en TSB a 37 ºC con agitación. Se 
preparó una nueva suspensión bacteriana (una dilución del cultivo durante la noche: 1: 200 para cepas indicadoras 
de Staphylococcus aureus, 1:50 para cepas indicadoras de Pseudomonas aeruginosa y Acinetobacter baumannii), 35 

se incubó a 37 ºC con agitación, y se cosechó cuando alcanzó la fase de crecimiento exponencial (densidad óptica a 
600 nm 0.3-0.5). Cada cultivo se suplementó con CaCl2 y/o MgCl2 (cepas de Staphylococcus aureus con CaCl2 y 
MgCl2 5 mM, cepas de Pseudomonas aeruginosa y Acinetobacter baumannii con MgCl2 10 mM) y se colocaron en 

tubos de vidrio (200 l para cepa Staphylococcus aureus, 400 l para cepa Pseudomonas aeruginosa y 150 l para 
cepa de Acinetobacter baumannii) a las que se agregaron 3 ml de agar blando (0.35 % para el aislamiento del 40 

bacteriófago Staphylococcus aureus y 0.7 % para el aislamiento del bacteriófago de Pseudomonas aeruginosa y 
Acinetobacter baumannii) preequilibrado a 50 ºC. Después de un breve vórtice, la suspensión bacteriana de agar se 
superpuso sobre placas de TSA al 1.5 % y se dejó solidificar a temperatura ambiente. Se dejó caer un pequeño 

volumen (5 l) de cada uno de los bacteriófagos recién aislados sobre los céspedes bacterianos recién preparados y 
las placas se dejaron secar a temperatura ambiente antes de la incubación durante la noche a 37 ºC. La sensibilidad 45 

de 30 aislados bacterianos contra un bacteriófago particular se determinó observando la aparición de una zona lítica 
en el área del punto. 

Se seleccionó el bacteriófago con el mejor porcentaje de infección en el intervalo del huésped y se pasó a un nuevo 
procedimiento de amplificación, concentración por centrifugación a alta velocidad, purificación en gradiente de 
cloruro de cesio (CsCl), extracción de ADN genómico del bacteriófago y restricción. El procedimiento se repitió en un 50 

rango de huésped con 100 aislados bacterianos, hasta que se realizó la selección final del bacteriófago y se 
secuenciaron sus genomas. 

6.1.4 Eficacia in vitro de los cócteles de fagos  

Se realizaron ensayos in vitro para estudiar la actividad lítica de los bacteriófagos Staphylococcus aureus F44/10 y 
F125/10, Pseudomonas aeruginosa F770/05 y F510/08, y Acinetobacter baumannii F1245/05, cada uno 55 

individualmente o combinado en cultivos líquidos, contra cepas indicadoras Staphylococcus aureus 743/06, 
Pseudomonas aeruginosa 433/07 y Acinetobacter baumannii 1305/05. 

Las cepas indicadoras bacterianas se cultivaron durante la noche en TSB a 37 ºC con agitación. Se preparó una 
suspensión bacteriana fresca (una dilución del cultivo durante: 1:200 para cepas indicadoras de Staphylococcus 
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aureus, 1:50 para cepas indicadoras de Pseudomonas aeruginosa y Acinetobacter baumannii), se incubó a 37 ºC 
con agitación y se cosechó cuando alcanzó la fase de crecimiento exponencial (densidad óptica a 600 nm 0.3-0.5). 
Cada cultivo se suplementó con CaCl2 y/o MgCl2 (cepas de Staphylococcus aureus con CaCl2 y MgCl2 5 mM, cepas 
de Pseudomonas aeruginosa y Acinetobacter baumannii con MgCl2 10 mM). 

Para cada bacteria, se prepararon tres cultivos líquidos de 10 ml de TSB y se probaron simultáneamente. Se inoculó 5 

un cultivo de control de bacterias con medio y 2.0 x 107 cfu/mL de la cepa indicadora respectiva (Staphylococcus 
aureus 743/06, Pseudomonas aeruginosa 433/07 y Acinetobacter baumannii 1305/05) en la fase de crecimiento 
exponencial. Se inoculó un cultivo de control de bacteriófago con medio y se probó el bacteriófago contra la cepa 
indicadora, a una multiplicidad predeterminada de infección (F44/10 MOI = 10, F125/10 MOI = 10, F770/05 MOI = 1, 
F510/08 MOI = 10, y F1245/05 MOI = 10). Se inoculó un cultivo de prueba con medio, el bacteriófago que se va a 10 

probar (F44/10 MOI = 10, F125/10 MOI = 10, F770/05 MOI = 1, F510/08 MOI = 10 y F1245/05 MOI = 10) y 2.0 x107 
cfu/ml de la cepa indicadora respectiva (Staphylococcus aureus 743/06, Pseudomonas aeruginosa 433/07 y 
Acinetobacter baumannii 1305/05) en la fase de crecimiento exponencial. Todos los cultivos se suplementaron con 
CaCl2 y/o MgCl2 (cepas de Staphylococcus aureus con CaCl2 y MgCl2 5 mM, cepas de Pseudomonas aeruginosa y 
Acinetobacter baumannii con MgCl2 10 mM). Los cultivos se incubaron a 37 ºC con baja agitación. Se tomaron 15 

muestras de alícuotas de 100 l de cada cultivo a intervalos de 1 hora durante un período de incubación de 24 horas 
y se usaron para diluciones en serie. 

Los recuentos de bacterias viables se cuantificaron por el método de dilución en serie 10 veces ((Murray PR, et al. 
2003. Manual of clinical microbiology. Washington, DC: ASM Press). Para los cultivos de control de bacterias y 

cultivos de prueba, se inocularon 100 l de cada dilución en las placas de medios selectivos respectivos: agar 20 

manitol salado Chapman (Biokar diagnostics, PantinCedex, Francia) para Staphylococcus aureus, agar cetrimida 
(Merck Chemical, Darmstadt, Alemania) para Pseudomonas aeruginosa y CHROmagar Acinetobacter (CHROmagar, 
París, Francia) para Acinetobacter baumannii. Las placas se incubaron en condiciones aeróbicas a 37 ºC, durante 24 
horas, después de lo cual se realizaron recuentos de colonias. Los aislados cultivados en agar manitol salado 
Chapman se identificaron presuntamente como Staphylococcus aureus, en base a la morfología de la colonia y la 25 

fermentación de agar manitol salado (Chapman GH. 1946. J Bacteriol 51:409-410). Los aislados cultivados en agar 
cetrimida se identificaron presuntamente como Pseudomonas aeruginosa, en base a la morfología de la colonia 
(Brown VI, et al. 1965. J Clin Pathol 18:752-756). Los aislados cultivados en CHROmagar Acinetobacter se 
identificaron presuntamente como Acinetobacter baumannii, en base al color rojo de la colonia (Wareham DW, et al. 
2011. J Clin Pathol 64:164-167). 30 

Para los cultivos de control de bacteriófagos, se tomaron alícuotas de 100 l en el punto de tiempo (t0) y se 
diluyeron inmediatamente para determinar el título inicial de cada bacteriófago mediante el ensayo de placa de 
recubrimiento de agar doble. En resumen, las cepas indicadoras bacterianas se cultivaron durante la noche en TSB 
a 37 ºC con agitación. Se preparó una suspensión bacteriana fresca (una dilución del cultivo durante la noche: 1:200 
para la cepa indicadora de Staphylococcus aureus, 1:50 para las cepas indicadoras de Pseudomonas aeruginosa y 35 

Acinetobacter baumannii), se incubó a 37 ºC con agitación y se cosechó cuando alcanzó la fase de crecimiento 
exponencial (densidad óptica a 600 nm 0.3-0.5). Cada cultivo se suplementó con CaCl2 y/o MgCl2 (cepa de 
Staphylococcus aureus con CaCl2 y MgCl2 5 mM, cepas de Pseudomonas aeruginosa y Acinetobacter baumannii 

con MgCl2 10 mM) y se colocó en tubos de vidrio (200 l para Staphylococcus aureus, 400 l para Pseudomonas 

aeruginosa y 150 l para cepas de Acinetobacter baumannii) con 100 l de dilución de cultivo de bacteriófagos. La 40 

mezcla se incubó a 37 ºC, durante 30 minutos, después de lo cual se agregaron 3 ml de agar blando (0.35 % para 
Staphylococcus aureus y 0.7 % para cultivos de Pseudomonas aeruginosa y Acinetobacter baumannii) 
preequilibrados a 50 ºC. Después de un breve vórtice, la suspensión bacteriana de bacteriófagos de agar se 
superpuso en placas de TSA al 1.5 %, se dejó solidificar a temperatura ambiente y se incubó a 37 ºC. Después de 
18 a 24 horas, el título de bacteriófago se determinó mediante la enumeración de las unidades formadoras de placa 45 

(pfu). 

6.1.5 Preparación del cóctel de fagos 

La figura 1 ilustra la preparación de una composición de ejemplo de cóctel de fagos de acuerdo con la presente 
invención. Después de los ensayos in vitro de bacteriófagos F44/10, F125/10, F770/05, F510/08 y F1245/05, 
individualmente y combinados, la actividad lítica de los cinco bacteriófagos se probó juntos en un solo cóctel de 50 

bacteriófagos. Se prepararon tres cócteles primarios (un cóctel de S. aureus, un cóctel de P. aeruginosa y un cóctel 
de A. baumannii) y un cóctel final usando diferentes concentraciones y proporciones relativas de bacteriófagos 
purificados. El cóctel de bacteriófagos se preparó en solución salina con cada bacteriófago presente a MOIs 
predeterminadas (F44/10 MOI= 10, 1010 pfu/mL; F125/10 MOI= 10, 1010 pfu/mL; F770/05 MOI = 1, 109 pfu/mL; 
F510/08 MOI = 10, 1010 pfu/mL; and F1245/05 MOI = 10, 1010 pfu/mL). 55 

Cada cultivo se realizó como se describió previamente para la prueba de bacteriófagos individuales. Se prepararon 
cultivos de control de bacterias, cultivo de control del cóctel de bacteriófagos y cultivos de prueba para las cepas 
indicadoras de Staphylococcus aureus 743/06, Pseudomonas aeruginosa 433/07 y Acinetobacter baumannii 

1305/05. Los cultivos se incubaron a 37 ºC con baja agitación y se tomaron alícuotas de 100 l a intervalos de 1 
hora durante 24 horas y se usaron para diluciones en serie. 60 
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Los recuentos de bacterias viables se cuantificaron por el método de dilución en serie 10 veces (Murray PR, et al. 
2003. Manual of clinical microbiology. Washington, DC: ASM Press). Para los cultivos de control de bacterias y 

cultivos de prueba, se inocularon 100 l de cada dilución en las placas de medios selectivos respectivos: agar 
manitol salado Chapman para Staphylococcus aureus, agar cetrimida para Pseudomonas aeruginosa y 
Acinetobacter CHROmagar para Acinetobacter baumannii. Las placas se incubaron a 37 ºC, durante 24 horas, 5 

después de lo cual se realizaron recuentos de colonias. Los aislados cultivados en agar manitol salado Chapman se 
identificaron presuntamente como Staphylococcus aureus, en base a la morfología de la colonia y la fermentación 
con agar manitol salado (Chapman GH. 1946. J Bacteriol 51:409-410). Los aislados cultivados en agar cetrimida se 
identificaron presuntamente como Pseudomonas aeruginosa, en base a la morfología de la colonia (Brown VI, et al. 
1965. J Clin Pathol 18:752-756). Los aislados cultivados en CHROmagar Acinetobacter se identificaron 10 

presuntamente como Acinetobacter baumannii, en base al color rojo de la colonia (Wareham DW, et al. 2011. J Clin 
Pathol 64:164-167). 

El título inicial de bacteriófagos se determinó mediante el ensayo de doble placa de recubrimiento de agar. Se 

tomaron muestras de alícuotas de 100 l en el momento (t0) y se diluyeron inmediatamente. Las cepas indicadoras 
bacterianas se cultivaron durante la noche en TSB a 37 ºC con agitación. Se preparó una suspensión bacteriana 15 

fresca (una dilución del cultivo durante la noche: 1:200 para la cepa indicadora de Staphylococcus aureus, 1:50 para 
las cepas indicadoras de Pseudomonas aeruginosa y Acinetobacter baumannii), se incubó a 37 ºC con agitación y 
se cosechó cuando alcanzó la fase de crecimiento exponencial (densidad óptica a 600 nm 0.3-0.5).  Cada cultivo se 
suplementó con CaCl2 y/o MgCl2 (cepa de Staphylococcus aureus con CaCl2 y MgCl2 5 mM, cepas de Pseudomonas 

aeruginosa y Acinetobacter baumannii con MgCl2 10 mM) y se colocó en tubos de vidrio (200 l para cepas de 20 

Staphylococcus aureus, 400 l para cepas de Pseudomonas aeruginosa y 150 l para cepas de Acinetobacter 

baumannii) con 100 l de la dilución de cultivo de cóctel de bacteriófago. La mezcla se incubó a 37 ºC, durante 30 
minutos, después de lo cual se agregaron 3 ml de agar blando (0.35 % para Staphylococcus aureus y 0.7 % para 
cultivos de Pseudomonas aeruginosa y Acinetobacter baumannii) preequilibrados a 50 ºC. Después de un breve 
vórtice, la suspensión bacteriana de bacteriófago-agar se superpuso en placas de TSA al 1.5 %, se dejó solidificar a 25 

temperatura ambiente y se incubó a 37 ºC. Después de 18 a 24 horas, el título de bacteriófago se determinó 
mediante enumeración de pfu (unidad formadora de placa). 

6.1.6 Eficacia in vivo del cóctel de fagos en un modelo de rata 

La figura 2 ilustra el protocolo de estudio usado para demostrar la eficacia in vivo en un modelo de rata de una 
composición de ejemplo de cóctel de fagos, de acuerdo con la presente invención. Se usó un modelo de infección de 30 

heridas de roedores previamente optimizado en ratones Wistar diabéticos inducidos químicamente (Mendes JJ, et al. 
2012. Comp Med 62:1-12). 

Animales 

Se obtuvieron ratas Wistar macho libres de patógenos específicos [Crl: WI (Han)], con un peso de 250-350 g (8 a 10 
semanas de edad) de Charles River Laboratories (L’Arbresle, Cedex, Francia). Los animales fueron alojados en un 35 

centro de cuidado de animales aprobado bajo las siguientes condiciones: alojamiento en microisoladores en una 
habitación con humedad controlada (50-70 %) y temperatura (20-22 ºC), y un ciclo de luz de 14 horas y oscuridad de 
10 horas y acceso libre a comida para roedores peletizada y agua esterilizada por filtro. Los animales fueron 
inicialmente alojados en grupos de dos. Después de la eliminación del pelo y los procedimientos posteriores, se 
alojaron individualmente para preservar la piel y, más tarde, la integridad del apósito. Todos los procedimientos 40 

quirúrgicos se realizaron en una sala de cirugía desinfectada usando instrumentos esterilizados en autoclave. 

Inducción de DM 

La DM fue inducida químicamente como se describe por Wu et al. (Wu K, et al. 2008. Curr Protoc Pharmacol 
40:5.47.1-5.47.14). Después de un ayuno de 12 horas, los animales recibieron una inyección intraperitoneal (i.p.) 
única de estreptozotocina (65 mg/kg; Merck Chemical, Darmstadt, Alemania) recién preparada en solución 45 

reguladora de citrato 0.1 M (pH 4.5). Se realizó una medición de glucosa en sangre en sangre de la vena de la cola 
usando un glucómetro 8 días después. Las ratas que muestran niveles de glucosa en sangre en ayunas superiores a 
250 mg/dL se consideraron diabéticas. 

Eliminación del pelo 

Después de la confirmación de DM (ocho días después), 42 ratas diabéticas fueron anestesiadas por inyección i.p. 50 

de clorhidrato de xilazina (10 mg/kg) y clorhidrato de ketamina (25 mg/kg), y su pelo de la superficie dorsal se recortó 
con una máquina eléctrica mientras el pelo restante se enceró completamente con tiras de cera fría (tiras de cera fría 
Veet, Reckitt Benckiser, West Ryde, Australia). Luego se enjuagó el dorso de los animales con una solución de 
povidona yodada al 10 % y, después de secar y limpiar, se aplicó un acrilato líquido formador de película (Cavilon 
Skin Cleanser, 3M Health Care, Saint Paul, MN) de manera uniforme para cubrir el área de eliminación del pelo. 55 

Herida, entablillado, primera fotografía y apósito. 
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Cuatro días después de la eliminación del pelo, los animales se anestesiaron nuevamente con el mismo protocolo, y 
la piel del dorso se lavó a fondo con solución salina estéril seguida de desinfección con povidona yodada al 10 % y 
lavado con alcohol isopropílico al 70 % después de 10 minutos de tiempo de contacto con povidona yodada. Se creó 
una herida redonda al hacer una incisión de espesor completo que se extendía a través del músculo paniculus 
carnosus en la región interescapular de la parte superior de la espalda de cada rata usando un instrumento de 5 

biopsia por punción (diámetro, 6 mm; Accu-Punch, Acuderm, Fort Lauderdale, FL, EE. UU.), y el colgajo de piel se 
cortó con unas tijeras Iris. Se adaptó una férula de silicona de forma ovalada de un cojín de maíz autoadhesivo 
(Comforsil, Toledo, España). Se usó un pegamento de cianoacrilato de unión inmediata en un paquete desechable 
de dosis única (Loctite, Henkel Corporation, Westlake, OH) para fijar la férula a la piel, seguido de suturas de nylon 
3-0 interrumpidas para asegurar su posición. Antes del apósito, las heridas se fotografiaron desde una altura 10 

estándar (una distancia de 1.5 cm) usando un microscopio digital montado (SuperEyes 200 X USB Digital 
Microscope, Shenzhen Tak and Assistive Technology, Shenzhen, China). Luego se aplicó acrilato formador de 
película líquido al área depilada, y la herida y el área circundante se cubrieron con un apósito de poliéster no tejido, 
semioclusivo y previamente adaptado (Fixomull Stretch, BSN Medical, Hamburgo, Alemania). La férula y el apósito 
se mantuvieron en su lugar durante todo el curso del experimento usando una chaqueta hecha de cinta adhesiva 15 

(cinta quirúrgica Leukoplast, BSN Medical, Hamburgo, Alemania). 

Aleatorización grupal 

Después de aplicar el apósito, y con los animales todavía anestesiados, los animales se dividieron aleatoriamente en 
7 grupos: control negativo (n = 6), control inoculado con Staphylococcus aureus (n = 6) y prueba (n = 6), control 
inoculado con Pseudomonas aeruginosa (n = 6) y prueba (n = 6), y control inoculado con Acinetobacter baumannii (n 20 

= 6) y prueba (n = 6). 

Infección en la herida 

Las heridas de los animales en el grupo de control negativo se inyectaron con 100 L de solución salina estéril, 

mientras que las heridas de los grupos inoculados (prueba y control) se inocularon respectivamente con 100 L de 
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa o Acinetobacter baumannii cultivado (aproximadamente 2.0 x 106 25 

cfu) resuspendido en solución salina estéril insertando una aguja de 27G/19 mm unida a una jeringa desechable de 
1 mL a través de la férula de silicio en un ángulo de 45 °. 

Desbridamiento 

En los días 4, 5 y 8 posteriores a la herida, se cortó el apósito semioclusivo y se desbridó la herida, en todos los 
animales. El desbridamiento consistió en la simple eliminación mecánica de la costra, definida como una costra de 30 

sangre seca, suero y exudado, usando una estricta técnica aséptica. 

Protocolo de tratamiento de bacteriófagos 

El protocolo de tratamiento de bacteriófagos se dividió en una fase de inducción y una fase de mantenimiento y se 
realizó en todos los grupos de prueba. La fase de inducción se llevó a cabo después del primer desbridamiento (el 
día 4 posterior a la herida) y consistió en seis (cada cuatro horas) administraciones de solución primaria de 35 

bacteriófagos de 100 L. La fase de mantenimiento se llevó a cabo del día 5 al día 8 y consistió en dos 

administraciones diarias (cada 12 horas) de 100 L de solución de bacteriófagos primarios. Si se realizó el 

desbridamiento, siguió la administración de bacteriófagos. Los grupos de control recibieron 100 L de solución salina 
estéril con la misma frecuencia. 

Análisis microbiológico 40 

En los días 4, 5 y 8 posteriores a la herida y después del desbridamiento, se usó un hisopo de elución líquido Amies 
(eSwab Collection and Preservation System, Copan, Corona, CA) para recolectar y transportar cultivos de hisopos. 
La recolección de bacterias se realizó usando el método de un punto descrito por Sullivan et al. (Sullivan PK et al. 
2004 Wounds 16:115-123). En resumen, usando el hisopo estéril, la superficie central de cada herida se frotó 
girando el hisopo 3 veces en sentido horario con suficiente presión manual para producir una pequeña cantidad de 45 

exudado. Luego se insertó el hisopo en el tubo y se transportó al laboratorio para su procesamiento inmediato. El 
tubo de recogida del hisopo se agitó con el vórtex (con el hisopo dentro) durante 5 segundos, y se usó una alícuota 

de 100 L de la suspensión resultante para diluciones en serie. 

La cuantificación se realizó usando el método de dilución en serie 10 veces (Murray PR et al. 2003. Manual of 

clinical microbiology. Washington, DC: ASM Press). En los grupos infectados/inoculados, se sembraron 100 L de 50 

cada dilución en las placas de medios selectivos respectivos: agar manitol salado Chapman (Biokar diagnostics, 
Pantin Cedex, France) para Staphylococcus aureus, agar cetrimida (Merck Chemical, Darmstadt, Alemania) para 
Pseudomonas aeruginosa y CHROmagar Acinetobacter (CHROmagar, París, Francia) para Acinetobacter 

baumannii. En los grupos infectados por Acinetobacter baumannii, se inocularon simultáneamente 100 L de cada 
dilución en placas de medios de agar triptona de soja (TSA, Biokar Diagnostics, Pantin Cedex, Francia). En el grupo 55 

de control negativo, se inocularon 100 L de cada dilución en placas de medios de agar triptona soja. Las placas se 
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incubaron en condiciones aeróbicas a 37 ºC, durante 24 horas, después de lo cual se realizaron recuentos de 
colonias. Los aislados cultivados en agar manitol salado Chapman se identificaron presuntamente como 
Staphylococcus aureus, en base a la morfología de la colonia y la fermentación de agar manitol salado (Chapman 
GH. 1946. J Bacteriol 51: 409-410). Los aislados cultivados en agar cetrimida se identificaron presuntamente como 
Pseudomonas aeruginosa, en base a la morfología de la colonia (Brown VI, et al. 1965. J Clin Pathol 18:752-756). 5 

Los aislados cultivados en CHROmagar Acinetobacter se identificaron presuntamente como Acinetobacter 
baumannii, en base al color rojo de la colonia (Wareham DW, et al. 2011. J Clin Pathol 64:164-167). 

Cinética de cierre de heridas (planimetría) 

El día 9 posterior a la herida, antes del sacrificio, se fotografiaron las heridas desde una altura estándar de 1.5 cm 
usando un microscopio digital montado como se describió previamente. La cinética de la herida se cuantificó usando 10 

un software de procesamiento de imágenes (ImageJ, US National Institutes of Health, Bethesda, MD) para medir el 
área de la herida por planimetría; el área de la herida se expresó como un porcentaje del área inicial de la herida. 

Análisis histológico 

Todos los animales fueron sacrificados por inyección i.p. de pentobarbital (200 mg) en el día 9 posterior a la herida y 
cada úlcera, incluido un borde de la piel de 0.5 cm, se recogió completamente con tijeras quirúrgicas estériles y se 15 

colocó en un tubo. La muestra se fijó en solución de formalina regulada al 10 % y, después de la fijación durante la 
noche, el tejido se recortó y se cortó en el margen más ancho, se embebió en parafina y se seccionó en incrementos 

de 3 m. Las secciones se hicieron perpendiculares al eje anterior-posterior y perpendiculares a la superficie de la 
herida. 

Para cada herida, se colocaron dos secciones en serie en un portaobjetos y se tiñeron con hematoxilina y eosina. 20 

Bajo microscopía óptica, las secciones se fotografiaron usando un microscopio motorizado de campo brillante 
invertido (Zeiss Axiovert 200M, Gotinga, Alemania) equipado con una cámara a color (Leica DM2500, Leica 
Microsystems GmbH, Wetzlar, Alemania) con un aumento de 50X. Las imágenes digitales panorámicas 
transversales de cada herida se prepararon usando un software de automatización de microscopía (MetaMorph, 
MDS Analytical Technologies, Sunnyvale, CA) y se procesaron usando un software de procesamiento de imágenes 25 

(ImageJ, US National Institutes of Health, Bethesda, MD). Las imágenes se analizaron para la brecha epitelial (EG) y 
la brecha dérmica (DG) usando el mismo software de procesamiento de imágenes. 

EG se definió como la distancia entre los bordes de avance de la neoepidermis clara de múltiples capas (Galiano 
RD, et al. 2004. Wound Repair Regen 12:485-492; Scherer SS, et al. 2008. Wounds 20:18-28), y su tamaño se midió 
en mm, con una EG de cero que representa una herida completamente reepitelizada. DG se definió como la 30 

distancia entre la dermis no lesionada en ambos lados de la herida (Galiano RD, et al. 2004. Wound Repair Regen 
12:485-492; Scherer SS, et al. 2008. Wounds 20:18-28) y fue medido en mm. Todas las cinéticas e histológicas de la 
herida se realizaron con el investigador cegado en cuanto al origen de la muestra (prueba o control). 

6.1.7 Eficacia in vivo del cóctel de fagos en un modelo de cerdo 

La figura 3 ilustra el protocolo de estudio usado para demostrar la eficacia in vivo en un modelo de cerdo de una 35 

composición de ejemplo de cóctel de fagos de acuerdo con la presente invención. Un modelo de infección de 
heridas de cerdo previamente optimizado en animales con DM inducida químicamente, según lo descrito por Hirsch 
et al. (Hirsch T, et al. 2008. BMC Surg 8:5), se modificó para adaptarse a las necesidades del estudio actual. Tres 
animales (control negativo, control inoculado y prueba inoculada) con un total de 48 heridas por escisión (12 heridas 
de control negativo, 12 heridas inoculadas con Pseudomonas aeruginosa, 12 heridas inoculadas con 40 

Staphylococcus aureus y 12 heridas inoculadas con Acinetobacter baumannii) fueron usadas en este estudio. 

Animales 

Se permitió que tres cerdos Yorkshire hembra (Granja) que pesaban ±60 kg a la llegada se aclimataran durante 1 
semana antes del inicio del experimento. Los animales fueron alojados individualmente en una jaula, tuvieron acceso 
libre al agua y fueron alimentados dos veces al día con una dieta estándar. Durante los procedimientos, los cerdos 45 

se mantuvieron en un dispositivo de contención. 

Inducción y control de DM 

Los cerdos se dejaron en ayuno durante 12 horas antes de la inducción de DM. El día del procedimiento, los 
animales se pesaron y se les administró anestesia intramuscular por inducción con clorhidrato de xilazina y 
clorhidrato de ketamina. Mientras los animales estaban bajo anestesia, se insertó un catéter intravenoso (i.v.) de 50 

calibre 21 en una vena del oído. La estreptozotocina se preparó a una dosis de 150 mg/kg de peso corporal diluida 
en 10 mL/g de solución salina estéril, esterilizada por filtración y administrada a través del catéter durante 1 minuto. 
Después de recuperarse de la anestesia, se administró una terapia antiemética posterior al procedimiento con 
metoclopramida. Los cerdos se observaron continuamente durante las primeras 3 horas y luego se ofreció comida 
ad libitum, para evitar la hipoglucemia. La glucosa en sangre se midió diariamente durante el experimento. Para 55 

mantener la concentración de glucosa en sangre entre 250 y 400 mg/dL, los cerdos recibieron inyecciones diarias de 
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16 UI de suspensión neutral premezclada de neutro (30 %) e insulina isofánica (70 %) (Mixtard 30, Novo Nordisk, 
Bagsværd, Dinamarca) por vía subcutánea. 

Eliminación del pelo, heridas, primera fotografía e infección. 

Catorce días después de la inducción de DM, los cerdos recibieron anestesia de inducción como se describió 
previamente. Después de la inducción, se sometieron a intubación endotraqueal y se ventilaron mecánicamente con 5 

un ventilador BIRD de ciclo de tiempo limitado por volumen (Mark 9; Bird Corporation, Palm Springs, CA) en una 
mezcla de aire ambiental e isoflurano titulado (0.5 % a 1.5 %). El volumen corriente se ajustó a 12 mL/kg y la 
velocidad del ventilador a 12 respiraciones por minuto. Antes de la cirugía, el cabello de la superficie dorsal se 
recortó con una máquina eléctrica y el pelo restante se enceró completamente con tiras de cera fría, el área 
paraespinal se desinfectó completamente con pintura de povidona yodada al 10 % y luego se lavó con isopropanol al 10 

70 % después de 15 minutos de tiempo de contacto 

Para los cerdos de control inoculado y de prueba inoculada, se crearon nueve heridas por escisión de espesor total 
(que miden 6 mm de diámetro y con una profundidad de 6 mm) en cada lado del área paraespinal (dieciocho en 
total) usando un punzón de biopsia de 6 mm de diámetro. Para el cerdo de control negativo, solo se crearon 6 
heridas por escisión en cada lado del área paraespinal (doce en total). Posteriormente, se usaron fórceps estériles y 15 

una cuchilla quirúrgica para eliminar el colgajo de piel de espesor completo, y se usó una gasa estéril para limpiar 
las heridas de cualquier sangre coagulada y controlar el sangrado. Antes de cubrir con la cámara adhesiva, se 
fotografiaron las heridas desde una altura estándar usando un microscopio digital montado. Una cámara adhesiva 
modificada, hecha de una bolsa de colostomía (Ostomía de 35 mm de dos piezas, Hollister Incorporated, Libertyville, 
IL) cubierta por un apósito de poliéster no tejido semioclusivo, se colocó sobre cada herida y se aseguró en su lugar 20 

con grapas quirúrgicas (Manipler AZ, B. Braun, Tuttlingen, Alemania) y vendajes adhesivos. 

En los animales de control inoculado y de prueba inoculada, las heridas se dividieron en tres subgrupos: 
Staphylococcus aureus (2 x 6 úlceras); Pseudomonas aeruginosa (2 x 6 úlceras); y Acinetobacter baumannii (2 x 6 
úlceras). Para sumergir la superficie cerrada, las heridas se inocularon respectivamente con 2 x 106 Staphylococcus 

aureus cfu en 100 L de solución total (solución salina estéril al 0.9 %), 2 x 106 Pseudomonas aeruginosa cfu en 25 

solución total de 100 L (solución salina estéril al 0.9 %) y 2 x 106 Acinetobacter baumannii cfu en 100 L de 
solución total (solución salina estéril al 0.9 %). En el grupo de control negativo (12 úlceras), las heridas fueron 

inyectadas con 100 L de solución salina estéril. Después de recuperarse de la anestesia, se administró anestesia 
posterior al procedimiento (buprenorfina 0.005 mg/kg) y terapia antiemética cada 12 horas durante 48 horas. 

Desbridamiento 30 

En los días 4, 5 y 8 posteriores a la herida, se cortó el apósito semioclusivo y se desbridó la herida. El 
desbridamiento consistió en la simple eliminación mecánica de la costra, definida como una costra de sangre seca, 
suero y exudado, usando una estricta técnica aséptica, como se describe para el modelo de roedor. 

Protocolo de tratamiento de bacteriófagos 

Se usó un protocolo de tratamiento de bacteriófagos dividido en una fase de inducción y una fase de mantenimiento, 35 

similar al modelo de roedor. La fase de inducción se llevó a cabo después del primer desbridamiento (día 4 posterior 

a la herida) y consistió en seis administraciones de solución de bacteriófagos de 100 L (cada cuatro horas durante 
24 horas), usando el cóctel de bacteriófagos final. La fase de mantenimiento se llevó a cabo del día 5 al día 8 y 

consistió en dos administraciones diarias de solución de bacteriófagos de 100 L (cada 12 horas), usando el cóctel 
de bacteriófagos final. Si se realizó el desbridamiento, siguió la administración de bacteriófagos. El grupo control 40 

recibió 100 L de solución salina estéril con la misma frecuencia. 

Análisis microbiológico 

Se usó un protocolo de análisis microbiológico similar al estudio de roedores. En los días 4, 5 y 8 posteriores a la 
herida, y después del desbridamiento, se usó un hisopo de elución líquido de Amies para recolectar y transportar los 
cultivos de hisopos. La recolección de bacterias se realizó usando el método de un punto descrito por Sullivan et al. 45 

(Sullivan PK, et al. 2004. Wounds 16:115-123), como se describió previamente. Luego se insertó el hisopo en el tubo 
y se transportó al laboratorio para su procesamiento inmediato. La cuantificación se realizó usando el método de 
dilución en serie 10 veces (Murray PR, et al. 2003. Manual of clinical microbiology. Washington, DC: ASM Press). 

En los grupos infectados/inoculados, se sembraron 100 L de cada dilución en las placas de medios selectivos 
respectivos: agar manitol salado Chapman, agar cetrimida y CHROmagar Acinetobacter. En el grupo de control 50 

negativo, se inocularon 100 L de cada dilución en placas de medios de agar triptona soja. Las placas se incubaron 
en condiciones aeróbicas a 37 ºC, durante 24 horas, después de lo cual se realizaron recuentos de colonias. Los 
aislados se identificaron presuntamente como se describió anteriormente. En el grupo de control negativo, las 
úlceras con más de 103 cfu/hisopo en un día determinado se consideraron críticamente colonizadas y se excluyeron 
de un análisis posterior. 55 
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Cinética de cierre de heridas (planimetría) 

En el día 9 posterior a la herida, después del sacrificio, se fotografiaron las heridas desde una altura estándar 
usando un microscopio digital montado como se describió previamente. La cinética de la herida se cuantificó usando 
un software de procesamiento de imágenes, como en el estudio de roedores. El área de la herida se expresó como 
un porcentaje del área inicial de la herida. 5 

Análisis histológico 

Todos los animales fueron sacrificados por inyección i.v. de pentobarbital en el día 9 posterior a la herida y cada 
úlcera, incluido un borde de la piel de 0.5 cm, se recogió completamente con tijeras quirúrgicas estériles y se colocó 
en un tubo. Las muestras fueron procesadas y fotografiadas como se describe para el estudio de roedores. Las 
imágenes se analizaron para la brecha epitelial (EG) usando los mismos métodos que en el estudio de roedores. 10 

Análisis estadístico 

Todos los resultados microbiológicos cuantitativos se presentan como la media con la desviación estándar 
respectiva y se expresan como valores transformados de logaritmo [log (cfu/hisopo) para muestras de hisopo y log 
(cfu/úlcera) para muestras de tejido]. Los datos se compararon usando una escala logarítmica debido a las amplias 
variaciones en cfu/hisopo entre cultivos. Las comparaciones entre grupos se realizaron mediante pruebas t de 15 

Student de dos colas, y un valor de p <0.05 se consideró significativo. Todos los resultados planimétricos se 
expresan como la media con la desviación estándar respectiva del porcentaje en el área del tamaño original de la 
herida. Las comparaciones entre grupos se realizaron mediante pruebas t de Student de dos colas, y un valor de p 
<0.05 se consideró significativo. Los resultados de las medidas histológicas se presentan como los valores medios 
con la desviación estándar respectiva. Las comparaciones entre grupos se realizaron mediante pruebas t de Student 20 

de dos colas, y un valor de p <0.05 se consideró significativo. Todos los datos se ingresaron en un programa de hoja 
de cálculo (Excel, Microsoft, Redmond, WA) para el análisis estadístico. Las estadísticas analíticas fueron realizadas 
por Analyze-it versión 2.21 Excel 12+ (Analyze-it Software, Leeds, Reino Unido), un programa de complemento 
estadístico para el programa de hoja de cálculo. 

6.1.8 Resultados 25 

Estudios preclínicos: farmacología/prueba de concepto 

Para superar el problema de la aparición de resistencia a una cepa de bacteriófago individual que se está usando, 
los inventores actuales han desarrollado composiciones de cóctel de bacteriófagos usando más de una cepa de 
bacteriófago distinta, cada una con una alta actividad lítica, a pesar de las dificultades previas para combinar 
diferentes especificidades de bacteriófago, tal como la inestabilidad de almacenamiento. Los cócteles actuales 30 

demuestran sorprendentemente una eficacia combinada superior que cuando los fagos se usan individualmente, 
como se ilustra en las figuras 4, 5 y 6 curvas de muerte para los ensayos in vitro. La disminución observada, por 
ejemplo, usando cultivos de F770/05 y F510/08 combinados, en comparación con el uso de cultivos de las cepas de 
bacteriófagos individuales, demuestra la ventaja de usar más de una cepa de bacteriófagos (esto es, el uso de 
cócteles de bacteriófagos de acuerdo con la presente invención) para aumentar la actividad lítica contra cepas de 35 

Pseudomonas aeruginosa al tiempo que disminuye la aparición de bacterias resistentes a las cepas de 
bacteriófagos. Aquí, los inventores midieron la capacidad de infección de cada uno de los bacteriófagos 
seleccionados en 100 cepas diferentes de bacterias-- F510/08 tiene un rango de hospedaderos del 80 %, F770/05 
tiene un rango de hospedaderos del 55 %, F44/10 y F125/10 ambos tienen un rango de hospedaderos del 100 %, y 
F1245/05 tiene un rango de hospedaderos del 75 %. 40 

Desarrollo de cóctel de fagos. 

Las actividades líticas de las cepas de bacteriófago Staphylococcus aureus F44/10 y F125/10 recientemente 
aisladas y caracterizadas, cepa de bacteriófago Pseudomonas aeruginosa F770/05 y F510/08, y cepa de 
bacteriófago Acinetobacter baumannii F1245/05 se evaluaron contra cepas de Staphylococcus 743/06, 
Pseudomonas aeruginosa 433/07, y Acinetobacter baumannii 1305/05, respectivamente, para desarrollar un cóctel 45 

de bacteriófagos para su aplicación en infecciones de heridas. El uso in vitro del cóctel de bacteriófagos (línea roja) 
conduce a una reducción significativa en los recuentos bacterianos de Staphylococcus aureus, Pseudomonas 
aeruginosa y Acinetobacter baumannii, como se demuestra en las figuras 4, 5 y 6. Los resultados del uso in vitro del 
cóctel de bacteriófagos no mostraron inhibición de la capacidad de infección de la cepa de bacteriófago debido a la 
presencia de diferentes cepas de bacteriófagos de distintas bacterias y, además, demuestran que el cóctel 50 

realmente mejora la lisis de las bacterias. en algunos casos (por ejemplo, en el caso de la bacteria Pseudomonas 
aeruginosa y Acinetobacter baumannii). 

Las curvas de crecimiento convencionales se realizaron en condiciones controladas usando un inóculo bacteriano 
previamente determinado. Se realizó un estudio preliminar para determinar la carga masiva de bacterias en una 
infección de cuatro días con cepas de Staphylococcus aureus 743/06, Pseudomonas aeruginosa 433/07 o 55 
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Acinetobacter baumannii 1305/05 en el modelo de rata. La determinación de cfu indicó una carga bacteriana de 
aproximadamente 2.0 x 107 cfu/herida. Este fue el inóculo usado en los ensayos in vitro. 

Antes de evaluar una composición de cóctel de bacteriófagos, cada bacteriófago se probó individualmente y en 
combinación, con diferentes MOI (datos no mostrados) para evaluar su eficacia para el uso potencial terapéutico y 
experimental en los modelos animales. Los recuentos de bacterias viables se controlaron a intervalos de 1 hora 5 

durante 24 horas. 

La figura 4 ilustra los resultados de estudios líticos evaluados contra Staphylococcus aureus 743/06, demostrando la 
eficacia in vitro de una composición de ejemplo de cóctel de fagos de acuerdo con la presente invención. El 
bacteriófago F44/10 se probó individualmente a MOI igual a 10 para infectar Staphylococcus aureus 743/06. Dentro 
de las primeras 3 horas, los recuentos de bacterias viables se redujeron en aproximadamente 4 unidades 10 

logarítmicas en comparación con el cultivo de control de bacterias. Posteriormente, las bacterias comenzaron a 
aumentar y 6 horas después de la infección del cultivo, las bacterias viables estaban a 2.1 x 106 cfu/mL. Aunque 
hubo una reducción del 97 % en comparación con el cultivo de control de bacterias (a las 24 horas de incubación, 
los recuentos viables fueron de 9.9 x 109 cfu/mL), el bacteriófago F44/10 no logró eliminar completamente las células 
huésped. Se observaron resultados similares para los 5 bacteriófagos cuando se analizaron de individualmente, y 15 

probablemente fueron el resultado de la aparición de bacterias menos susceptibles a la infección por bacteriófagos. 

El bacteriófago F125/10 se usó a MOI igual a 10 para infectar Staphylococcus aureus 743/06 (como se ilustra en la 
figura 4) y, dentro de una hora, redujo los recuentos viables de bacterias en aproximadamente 3 unidades 
logarítmicas en comparación con el cultivo de control de bacterias 743/06. A las 6 horas de incubación, las bacterias 
viables estaban a 3.6 x 107 cfu/ml (inferiores a los valores del cultivo F44/10) y al final del período de incubación (24 20 

horas), las bacterias viables estaban a 6.6 x 109 cfu/ml. El comportamiento distintivo, visto en las variaciones durante 
las tres horas iniciales de incubación de las actividades del bacteriófago F44/10 y F125/10, refleja las diferencias en 
sus tasas de adsorción, períodos latentes y tamaños de explosión (datos no mostrados). 

Se esperaba que la combinación de las dos cepas de bacteriófagos (F44/10 y F125/10) con Staphylococcus aureus 
743/06 reduciría aún más el crecimiento bacteriano en comparación con el observado individualmente. Los 25 

bacteriófagos F44/10 y F125/10 lisaron tempranamente las bacterias alcanzando una reducción de 5 unidades 
logarítmicas (bacterias viables a 1.9 x 104 cfu/mL) en comparación con el cultivo control de bacterias. Sin embargo, 
se mantuvo un bajo nivel de recuento de bacterias viables durante cuatro horas, a pesar de la disminución en 
comparación con el cultivo de control de bacterias. A las 24 horas de incubación, los recuentos de bacterias viables 
habían alcanzado 4.3 x 109 cfu/mL (una reducción del 56.6 % de los recuentos bacterianos). 30 

La figura 5 ilustra los resultados de estudios líticos evaluados contra Pseudomonas aeruginosa 433/07, demostrando 
la eficacia in vitro de una composición de ejemplo de cóctel de fagos de acuerdo con la presente invención. Se 
observó una tendencia similar a la observada con Staphylococcus aureus 743/06 para los bacteriófagos F770/05 y 
F510/08 que infectan Pseudomonas aeruginosa 433/07. 

El bacteriófago F770/05 se probó individualmente a MOI igual a 1 contra Pseudomonas aeruginosa 433/07, como se 35 

ilustra en la figura 5. Dentro de las primeras 2 horas de incubación, los recuentos de bacterias viables se redujeron 
aproximadamente 3 unidades logarítmicas en comparación con el cultivo de control de bacterias 433/07, alcanzando 
4.6 x 105 cfu/ml. Dentro de las 3 horas de incubación, las bacterias comenzaron a crecer exponencialmente, y a las 6 
horas de incubación, las bacterias viables estaban a 7.3 x 107 cfu/ml. Al final del período de incubación del cultivo 
(24 horas), el recuento de bacterias fue de 2.8 x 109 cfu/ml, una reducción del 41.6 % en comparación con el cultivo 40 

de control de bacterias con 4.8 x 109 cfu/ml. 

El bacteriófago F510/08 también se probó individualmente a MOI igual a 10 frente a Pseudomonas aeruginosa 
433/07, como se ilustra en la figura 5, antes de su uso cuando se combina con F770/05 fue probado. Dentro de las 2 
horas de incubación, el bacteriófago F510/08 había lisado las bacterias alcanzando una reducción de 
aproximadamente 5 unidades logarítmicas en el recuento de bacterias en comparación con el cultivo de control de 45 

bacterias. A las 6 horas de incubación, las bacterias viables estaban a 1.7 x 107 cfu/ml, alcanzando el inóculo inicial 
de aproximadamente 2.0 x 107 cfu/ml. Después de 24 horas, el cultivo de F510/08 presentó recuentos bacterianos 
similares a los del cultivo de control de bacterias, con 2.8 x 109 cfu/ml, lo que equivale a una reducción del 41.6 %. 

Los ensayos previos con bacteriófagos F770/05 y F510/08 con diferentes MOI demostraron una multiplicidad de 
infección apropiada para su uso en una combinación de los dos bacteriófagos: uso de F770/05 con MOI igual a 1 y 50 

F510/08 con MOI igual a 10 fue más eficaz en infectar Pseudomonas aeruginosa 433/07. 

Los bacteriófagos F770/05 y F510/08 con MOI igual a 1 y 10, respectivamente, se probaron contra Pseudomonas 
aeruginosa 433/07, también como se ilustra en la figura 5. Dentro de las 3 horas posteriores a la incubación, el 
recuento de bacterias presentó una reducción de 4 unidades logarítmicas en comparación con el cultivo control de 
bacterias, y una reducción de unidad de 110 g en comparación con el cultivo de F770/05 solo. En este momento, 55 

F510/08 parecía ser más eficaz solo. A las 6 horas de incubación, es decir, 6 horas después de la infección del 
cultivo, los recuentos de bacterias viables fueron de 1.4 x 108 cfu/ml; mientras que al final del período de incubación 
(24 horas), las bacterias viables estaban a 1.7 x 108 cfu/ml. Esto representa una reducción del 96.5 % en 
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comparación con el cultivo de control de bacterias. Esta disminución observada usando ambos F770/05 con 
F510/08, en comparación con el uso de los cultivos individuales de cada bacteriófago, demuestra la ventaja de usar 
más de un bacteriófago (como en los "cócteles" de bacteriófagos), por ejemplo, como se discute en este documento. 

La figura 6 ilustra los resultados de estudios líticos evaluados contra Acinetobacter baumannii 1305/05, demostrando 
la eficacia in vitro de una composición de ejemplo de cóctel de fagos de acuerdo con la presente invención. El 5 

bacteriófago F1245/05 también se seleccionó para ser incluido en la composición de ejemplo de cóctel de 
bacteriófagos ilustrada aquí, y se probó individualmente a MOI igual a 10 contra Acinetobacter baumannii 1305/05, 
como se ilustra en la figura 6. En este MOI, el bacteriófago F1245/05 causó una disminución rápida de bacterias 
viables, de modo que en solo 1 hora, los recuentos se redujeron de 2.0 x 107 cfu/ml a 6.8 x 104 cfu/ml. Se 
mantuvieron valores bajos de cfu durante aproximadamente 3 horas, en comparación con el cultivo de control de 10 

bacterias. Después de 6 horas de incubación, los recuentos de bacterias viables fueron de 1.1 x 108 cfu/ml, y al final 
del período de incubación (24 horas), las células habían crecido a 2.2 x 109 cfu/ml. El bacteriófago F1245/05 
individualmente de este modo mostró una alta actividad lítica contra Acinetobacter baumannii 1305/05, logrando a 
las 24 horas de incubación, una reducción del 76.3 % de los recuentos bacterianos en comparación con el cultivo de 
control. 15 

Los resultados indican que el uso de cepas de bacteriófagos individuales eventualmente puede conducir a la 
aparición de resistencia a la cepa de bacteriófago particular, y una forma de evitar o minimizar esto es desarrollar 
composiciones que comprendan más de una cepa de bacteriófagos, preferiblemente cada una con alta actividad 
lítica contra una bacteria específica. 

Cóctel de ejemplo de bacteriófagos 20 

El propósito de este estudio fue producir un cóctel de bacteriófagos de ejemplo contra cepas de Staphylococcus 
aureus, Pseudomonas aeruginosa y Acinetobacter baumannii usando cepas de bacteriófagos que exhiben una 
amplia actividad contra una variedad de estas bacterias y que se pueden usar en el manejo de una infección de 
herida. 

Después de probar las actividades individuales de ciertas cepas de bacteriófagos contra las cepas bacterianas, se 25 

preparó un cóctel de bacteriófagos que tenía la siguiente composición: F44/10 en una MOI = 10, F125/10 en una 
MOI = 10, F770/05 en una MOI = 1, F510/08 en una MOI = 10 y F1245/05 en una MOI = 10. Véase la figura 1) 

Este cóctel de bacteriófagos se probó in vitro contra cepas de Staphylococcus aureus 743/06, Pseudomonas 
aeruginosa 433/07 y Acinetobacter baumannii 1305/05. Los recuentos de bacterias viables se determinaron para 
cada bacteria individualmente en curvas de crecimiento a intervalos de 1 hora durante 24 horas. La aplicación in 30 

vitro del cóctel de bacteriófagos conduce a una reducción significativa de los recuentos bacterianos de 
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa y Acinetobacter baumannii (véanse las figuras 4-6, 
respectivamente). 

Una sola inoculación del cóctel de bacteriófagos fue suficiente para reducir Staphylococcus aureus 743/06 en 5 
unidades logarítmicas en comparación con el cultivo de control de bacterias, como se ilustra en la figura 4. Se 35 

observó una disminución similar en la actividad de las dos cepas de bacteriófagos de Staphylococcus aureus 
combinadas. Durante la segunda y sexta hora de incubación, la eficacia del cóctel fue menor que las dos cepas de 
bacteriófagos F44/10 y F125/10 juntas; sin embargo, 24 horas después, la diferencia entre las dos culturas fue 
significativa. Los recuentos bacterianos comenzaron a disminuir y al final del período de incubación (24 horas), las 
bacterias viables estaban a 6.8 x 108 cfu/ml (una reducción del 93.1 % en comparación con el cultivo de control). 40 

El cóctel de bacteriófagos también se probó contra Pseudomonas aeruginosa 433/07, como se ilustra en la figura 5, 
que presenta una reducción de los recuentos bacterianos de casi 4 unidades logarítmicas en el período de 
incubación de 2 horas. Al final del tiempo de incubación del cultivo (24 horas), el recuento de bacterias fue de 3.9 x 
108 cfu/ml y, aunque es ligeramente mayor que cuando ambas cepas de bacteriófagos se analizaron juntas, esto 
representa una reducción del 91.9 % de bacterias viables en comparación con el control cultivo de bacterias 45 

Pseudomonas aeruginosa 433/07. Esta diferencia no fue suficiente para asociar un efecto inhibitorio del cóctel en la 
actividad lítica de las cepas de bacteriófagos Pseudomonas aeruginosa F770/05 y F510/08. 

El cóctel de bacteriófagos también se probó contra la cepa Acinetobacter baumannii 1305/05, como se ilustra en la 
figura 6. A las 2 horas de incubación, el cóctel de bacteriófagos había reducido los recuentos de bacterias en 
aproximadamente 4 unidades logarítmicas en comparación con el cultivo de control de bacterias 1305/05. Al final del 50 

período de incubación del cultivo (24 horas), los recuentos bacterianos habían alcanzado 8.6 x 108 cfu/ml, lo que 
representa una reducción del 92.8 % en comparación con el cultivo de control. Estos resultados indican un mejor 
rendimiento de este bacteriófago en el cóctel. 

Los resultados de la aplicación in vitro del cóctel de bacteriófagos indicaron que no había inhibición de la capacidad 
de infección de cada bacteriófago debido a la presencia de diferentes bacteriófagos de distintas bacterias. 55 

Resultados usando el modelo de roedores 
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En resumen, los estudios realizados en roedores fueron aprobados localmente por the Animal Ethics Committee of 
the Institute de Medicina Molecular and nationally by the Portuguese General Directorate of Veterinary Services 
(Direcção Geral de Veterinária), de conformidad con la legislación portuguesa. Todos los animales se mantuvieron 
de acuerdo con European Directive 86/609/EC, Portuguese law (Portaria 1005/92), y the Guide for the Care and Use 
of Laboratory Animals (NRC 2011). Se usó un modelo de infección de heridas de roedores previamente optimizado 5 

en ratones Wistar diabéticos inducidos químicamente (Mendes JJ, et al. 2012. Comp Med 62:1-12). 

Como se indicó anteriormente, la figura 2 ilustra el protocolo de estudio. En resumen, después de la inducción y el 
establecimiento de la diabetes, el tratamiento se administró en base a las curvas de lisis de las cepas de 
bacteriófagos y similar a la posología antibiótica, esto es, cada 4 horas durante las primeras 24 horas y luego una 
vez al día durante 5 días. Las dosis en base a los resultados obtenidos en un estudio epidemiológico realizado 10 

previamente en una variedad de pacientes recogidos de varios hospitales portugueses (datos no mostrados). En 
este estudio, se concluyó que la concentración de bacterias que infectan las úlceras del pie diabético varía desde 
106 a 108; -- ensayos in vitro indicaron que el MOI es 1 o 10, dependiendo de la cepa del bacteriófago, de modo que 
la concentración del fago fue 107 a 109 por cm2 de úlcera. 

La elección de un modelo de herida crónica infectada en base al hecho de que el bacteriófago solo se replica en su 15 

huésped bacteriano vivo específico, de este modo no tenía sentido estudiar modelos en los que la infección no sería 
crónica. El objetivo primario fue la disminución microbiológica de las heridas. El cierre de la herida también se midió, 
aunque las diferencias en el cierre de la herida no siempre reflejan la disminución real en la brecha dérmica y 
epidérmica, como cuando se compara la histopatología con los resultados de microbiología. 

Para superar los problemas de los residuos de bacteriófagos y la aparición de resistencia bacteriana, que podría 20 

ocurrir en los modelos animales asociados con las condiciones ambientales y la extensión del tratamiento, se usaron 
mayores cantidades de bacteriófagos en los experimentos in vivo, es decir, para inocular las heridas y tratar a los 
animales. El número de partículas de bacteriófagos presentes en el cóctel de ejemplo para su uso in vivo aumentó 
en 1 log. 

Análisis microbiológico 25 

La figura 7 ilustra los resultados de los análisis de carga microbiana para los grupos de control (C) y de prueba (T) 
para animales inoculados con Staphyloccocus aureus, inoculados con Pseudomonas aeruginosa e inoculados con 
Acinetobacter baumannii, demostrando eficacia in vivo en un modelo de rata de una composición de cóctel de fagos 
de ejemplo según la presente invención. 

Después de la terapia de inducción (tl), hubo una diferencia estadísticamente significativa en los recuentos de 30 

colonias en medios selectivos entre los subgrupos de control y prueba en los grupos inoculados con Staphyloccocus 
aureus, inoculados con Pseudomonas aeruginosa y con Acinetobacter baunannii. En el día cuatro después del inicio 
del tratamiento (t4), hubo una diferencia estadísticamente significativa en el recuento de colonias en medios 
selectivos entre los subgrupos de control y de prueba. De t0 a t4 en los subgrupos de control inoculados con 
Staphylococcus aureus y Pseudomonas aeruginosa, hubo una tendencia a la reducción de la carga microbiana. Es 35 

decir, los animales tratados con bacteriófagos mostraron recuentos significativamente más bajos que los animales 
de control en los tres grupos en t1 y t4. 

Cinética de cierre de heridas (planimetría) 

La figura 8 ilustra los resultados de los análisis de cierre para grupos negativos, control (C) y prueba (T) para 
animales inoculados con Staphyloccocus aureus, inoculados con Pseudomonas aeruginosa e inoculados con 40 

Acinetobacter baumannii, demostrando eficacia in vivo en un modelo de rata de una composición de ejemplo de 
cóctel de fagos de acuerdo con la presente invención. El área de la herida se evaluó en t1 y t9, y se calcularon las 
diferencias entre los dos momentos específicos. 

El análisis de planimetría de heridas en el modelo de rata mostró una diferencia estadísticamente significativa entre 
el grupo de control negativo y todos las áreas de heridas de subgrupos de control inoculados, con una tendencia a la 45 

reducción del área de heridas entre los subgrupos de control y de prueba en todos los grupos; y una diferencia 
estadísticamente significativa entre las áreas de heridas de los subgrupos de control y de prueba en los grupos 
inoculados con S. aureus e inoculados con P. aeruginosa. Es decir, el tratamiento con bacteriófagos redujo el 
tamaño de la herida en las heridas infectadas con S. aureus y P. aeruginosa (p <0.05). 

Análisis histológico 50 

La figura 9 ilustra los resultados de análisis histológicos para grupos negativos, de control (C) y de prueba (T) para 
animales inoculados con Staphyloccocus aureus, inoculados con Pseudomonas aeruginosa e inoculados con 
Acinetobacter baumannii, demostrando eficacia in vivo en un modelo de rata de una composición de ejemplo de 
cóctel de fagos de acuerdo con la presente invención. 

Hubo una diferencia estadísticamente significativa entre el grupo de control negativo y todos los subgrupos de 55 

control inoculados tanto en la brecha epidérmica (EG) como en la brecha dérmica (DG). Hubo una diferencia 
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estadísticamente significativa entre los subgrupos de control y de prueba EG en los grupos inoculados con 
Staphylococcus aureus e inoculados con Pseudomonas aeruginosa (p <0.05). En DG, la diferencia entre los 
subgrupos de prueba y control solo obtuvo significación estadística en el grupo inoculado con Pseudomonas 
aeruginosa. Estos resultados se correlacionan con el hecho de que Pseudomonas aeruginosa ingresa más 
profundamente en los tejidos que Staphylococcus aureus. Acinetobacter baumannii es un colonizador que aparece 5 

más adelante en el procedimiento en pacientes, por lo que es importante que el cóctel bacteriófago, en ciertas 
realizaciones, comprenda este bacteriófago.  

Resultados usando el modelo de cerdo 

Se obtuvieron resultados similares a los ilustrados anteriormente usando un modelo de cerdo. En resumen, un 
modelo de infección de la herida de cerdo optimizado previamente en animales inducidos químicamente, según lo 10 

descrito por Hirsch et al. (Hirsch T, et al. 2008. BMC Surg 8:5), se modificó para adaptarse a las necesidades del 
estudio actual. Se usaron tres animales (control negativo, control inoculado y prueba inoculada) con un total de 48 
heridas por escisión (12 heridas de control negativo, 12 heridas inoculadas con Pseudomonas aeruginosa, 12 
heridas inoculadas con Staphylococcus aureus y 12 heridas inoculadas con Acinetobacter baumannii). Como se 
señaló anteriormente, la figura 3 ilustra el protocolo de estudio. Se usó el mismo esquema de dosificación y 15 

dosificación que en el modelo de rata, descrito anteriormente. 

Análisis microbiológico 

La figura 10 ilustra los resultados de los análisis de carga microbiana para los grupos de control (C) y de prueba (T) 
para animales inoculados con Staphyloccocus aureus, inoculados con Pseudomonas aeruginosa e inoculados con 
Acinetobacter baumannii, demostrando eficacia in vivo en un modelo porcino de una composición de cóctel de fagos 20 

de ejemplo de acuerdo con la presente invención.  

Después de la terapia de inducción (tl), hubo una diferencia estadísticamente significativa en el recuento de colonias 
en medios selectivos entre los subgrupos de control y prueba en los grupos inoculados con S. aureus y con P. 
aeruginosa, y una tendencia a la reducción de la carga microbiana en recuento promedio de colonias para los 
subgrupos de prueba y control inoculados con A. baumannii (p <0.05). En el día cuatro después del inicio del 25 

tratamiento (t4), hubo una diferencia estadísticamente significativa en el recuento de colonias entre los subgrupos de 
control y de prueba en los grupos inoculados con Staphyloccocus aureus e inoculados con Pseudomonas 
aeruginosa. No hubo diferencias estadísticamente significativas en el recuento promedio de colonias en los 
subgrupos de prueba y control inoculados con Acinetobacter baumannii, aunque existe una tendencia a una 
disminución en el recuento de colonias. 30 

Cinética de cierre de heridas (planimetría) 

La figura 11 ilustra los resultados de los análisis de cierre de heridas para grupos negativos, control (C) y prueba (T) 
para animales inoculados con Staphyloccocus aureus, inoculados con Pseudomonas aeruginosa e inoculados con 
Acinetobacter baumannii, demostrando eficacia in vivo en un modelo de cerdo de una composición de ejemplo de 
cóctel de fagos de acuerdo con la presente invención. 35 

Análisis histológico 

La figura 12 ilustra los resultados de análisis histológicos para grupos negativos, de control (C) y de prueba (T) para 
animales inoculados con Staphyloccocus aureus, inoculados con Pseudomonas aeruginosa e inoculados con 
Acinetobacter baumannii, demostrando eficacia in vivo en un modelo de cerdo de una composición de ejemplo de 
cóctel de fagos de acuerdo con la presente invención. 40 

Hubo una diferencia estadísticamente significativa entre el grupo de control negativo y todos los subgrupos de 
control inoculados en EG. También hubo una diferencia estadísticamente significativa entre los subgrupos de control 
y prueba en los grupos inoculados con Staphyloccocus aureus e inoculados con Pseudomonas aeruginosa con 
respecto a EG (p < 0.05). 

Discusión de resultados 45 

En base a los estudios previos con roedores (Mendes JJ, et al. 2012. Comp Med 62:1-12), se sabía que los 
recuentos de colonias bacterianas en tejidos cultivados de heridas infectadas en t4 son, en promedio, 7.54 ± 0.19 log 
(UFC) por úlcera. El estudio actual usó altas dosis de bacteriófagos (108 a 109 pfu por administración), lo que 
produce una multiplicidad de infección de 10 a 100. Se cree que esta dosis inicial es suficientemente superior a la 
población de bacterias objetivo para causar reducciones sin la necesidad de bacteriófagos para replicar y completar 50 

su ciclo de vida. Esto contrasta con estudios previos de terapia con bacteriófagos que emplearon dosis relativamente 
bajas de bacteriófagos y se basaron principalmente en la terapia activa, que implica ciclos de infección/replicación 
de fagos para reducir la bacteria diana (Loc Carrillo C, et al., 2005, Appl Environ Microbiol. 71(11):6554-6563). Estos 
procedimientos de terapia con bacteriófagos activos y pasivos se han descrito para estudios in vitro e in vivo (Cairns 
BJ, et al., 2011, PLoS Pathog. 5(1):e1000253; and Hooton SP, et al., 2011, Int J Food Microbiol. 151(2): 157-163). 55 
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Los tres resultados mejoraron con el tratamiento con bacteriófagos en animales infectados con S. aureus y P. 
aeruginosa, y se observó reducción bacteriana en aquellos infectados con A. baumannii. Sin estar limitado por la 
teoría, esto puede explicarse por estudios (por ejemplo, Simoes LC, et al., 2008, Appl Environ Microbiol. 74(4): 1259-
1263) en los que la presencia de Acinetobacter spp. en una comunidad de biopelículas se encontró que facilita la 
colonización de la superficie por otras especies, a saber, Staphylococcus spp. Los resultados en este documento 5 

están en línea con este hallazgo, ya que se determinó que el exceso de bacterias que crecen en medios no 
selectivos en grupos inoculados con A. baumannii es principalmente Staphylococcus spp. 

En el trabajo actual, los recuentos bacterianos se evaluaron en t4 (día 4 después del inicio del tratamiento), y los 
recuentos de colonias fueron significativamente diferentes para las condiciones de prueba de S. aureus y P. 
aeruginosa en comparación con el control, especialmente con respecto a P. aeruginosa. Estos hallazgos están de 10 

acuerdo con estudios previos (por ejemplo, Mendes JJ, et al. 2012. Comp Med 62:1-12; y Fazli M, et al., 2009, J Clin 
Microbiol. 47(12): 4084-4089). En particular, Fazli et al. usó microscopía de escaneo láser confocal de muestras 
clínicas de biopsia de heridas para demostrar que la distancia de los agregados de P. aeruginosa a la superficie de 
la herida fue significativamente mayor que la de los agregados de S. aureus, lo que condujo a una subestimación de 
los primeros en muestras de hisopos. Esta observación respalda la posibilidad de que los factores intrínsecos a cada 15 

cepa bacteriana patógena puedan contribuir a las diferencias entre los estudios que comparan cultivos cultivados a 
partir de muestras de hisopos y de tejido. 

Las evaluaciones planimétricas revelaron diferencias estadísticamente significativas entre los grupos de control y 
prueba tratados con S. aureus y P. aeruginosa, y se observó la misma tendencia para A. baumanni. Estos resultados 
fueron similares a las mediciones de EG y DG en muestras histológicas recolectadas. 20 

Es importante destacar que los resultados obtenidos en el modelo de roedores fueron corroborados en gran medida 
por experimentos en cerdos, ya que los cerdos se consideran el modelo ideal de animales grandes para estudiar la 
enfermedad cutánea (Greenhalgh DG., 2005, J Burn Care Rehabil. 26(4): 293-305). En ambos modelos, hubo una 
reducción significativa de los recuentos bacterianos en ambos momentos específicos (t1 y t4) para las infecciones 
por S. aureus y P. aeruginosa. 25 

Se observaron resultados significativos en los animales de prueba inoculados con S. aureus y con P. aeruginosa con 
respecto a las mediciones de EG. 

De acuerdo con lo anterior, este estudio sugiere que el TAT que contiene bacteriófagos proporciona un tratamiento 
viable para las DFI, incluidas las infecciones causadas por bacterias resistentes a los fármacos, ofreciendo un 
enfoque terapéutico eficaz y novedoso para abordar los problemas graves asociados con las DFI y otras infecciones 30 

crónicas de piel y tejidos blandos. Es decir, el tratamiento con bacteriófagos disminuyó eficazmente el recuento de 
colonias bacterianas y mejoró la curación de heridas, como lo indican las brechas epiteliales y dérmicas más 
pequeñas en las infecciones por Staphylococcus aureus y Pseudomonas aeruginosa, y de este modo el tratamiento 
bacteriófago administrado por vía tópica es eficaz para resolver infecciones crónicas, especialmente cuando se 
aplica conjuntamente con desbridamiento de heridas. 35 

6.1.9 Programa de toxicología para el primer estudio en humanos. 

Se propone un estudio de irritación dérmica de 4 semanas en minicerdos, como se muestra a continuación, para 
apoyar un estudio clínico inicial. Si es necesario, también se puede realizar un estudio intravenoso (iv) de 4 semanas 
en ratas, aunque se cree que el estudio iv no llevará a ninguna conclusión ya que las cepas de bacteriófagos no se 
replican si no están en presencia de bacterias específicas; sin embargo, el estudio iv puede confirmar esta creencia 40 

y también que las cepas de bacteriófagos son seguras cuando se administran en cantidades mucho más altas (como 
usar la misma dosis en un estudio iv ya que la aplicación tópica refleja una dosis mucho más alta en comparación 
con la absorción máxima posible). 

Estudio de irritación dérmica de 4 semanas en minicerdos, período de recuperación de 4 semanas (GLP) 

El diseño del estudio implica 5 minicerdos hembras, donde la ruta de dosis es dérmica (2 sitios/lado; 45 

envuelto/lavado) con una frecuencia de una vez al día. La preparación de la dosis es para su uso como se recibió. 
Las observaciones se realizan dos veces al día (mortalidad/morbilidad), mientras que una observación clínica 
detallada se realiza semanalmente, incluida la medición del peso corporal. Los exámenes físicos son realizados por 
un veterinario del personal en todos los animales antes del inicio de la administración de una composición de 
ejemplo de cóctel de fagos de acuerdo con la presente invención, como el artículo de prueba (TA). 50 

Para evaluar la reacción de la piel, cada animal se evalúa diariamente para detectar eritema y edema antes de que 
cada dosis comience el día 2. También se anotan y describen las lesiones que no son del sitio de prueba. Se usa 
una escala Draize para puntuar la irritación de la piel, de la siguiente manera. Para la formación de eritema y escara 
- 0 indica que no hay eritema; 1 indica eritema muy leve (apenas perceptible); 2 indica eritema bien definido; 3 indica 
eritema moderado a severo; mientras que 4 indica eritema severo (enrojecimiento de remolacha) a ligera formación 55 

de escara (lesiones en profundidad). Para la formación de edema - 0 indica que no hay edema; 1 indica edema muy 
leve (apenas perceptible); 2 indica edema leve (bordes del área bien definidos por elevación definida); 3 indica 
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edema moderado (elevado aproximadamente 1 milímetro); mientras que 4 indica edema severo (elevado más de 1 
milímetro y que se extiende más allá del área de exposición). Si no hay necropsia, el animal se devuelve a la 
existencia. 

Se realizan biopsias de perforación para análisis histológicos. Se recogen tres muestras (ingenuas, placebo, TA) del 
lado izquierdo el día 29; Se recogen 3 muestras del lado derecho el día 57; Todas las muestras se conservan, se 5 

procesan en portaobjetos y se evalúan microscópicamente. El análisis de formulación implica un certificado de 
análisis, proporcionado por un tercero. 

Estudio de toxicología dérmica de 4 semanas en ratas, período de recuperación de 4 semanas (GLP) 

El diseño del estudio implica un esquema de dosificación para administrar una composición de cóctel de fagos de 
ejemplo según la invención, como se presenta en la siguiente tabla. 10 

 Estudio principal Recuperación 

 Machos Hembras Machos Hembras 

Control del vehículo 10 10 5 5 

Dosis media 10 10 5 5 

Dosis alta 10 10 5 5 

 

Se incluyen animales/sexo/grupo de tratamiento adicionales como animales de reemplazo. 

La ruta de dosis es un bolo iv, con una frecuencia de una vez al día. La preparación de la dosis es para su uso como 
se recibió. Las observaciones se realizan dos veces al día (mortalidad/morbilidad), mientras que una observación 
clínica detallada se realiza semanalmente, incluida la medición del peso corporal. El consumo de alimentos también 15 

se produce semanalmente. 

Las pruebas de oftalmología se realizan en todos los animales antes de la prueba y en todos los animales 
sobrevivientes del estudio principal en la terminación y recuperación. Las pruebas de patología clínica, incluyendo 
hematología, coagulación, química clínica y análisis de orina, se realizan en todos los animales sobrevivientes del 
estudio principal una vez en la necropsia terminal o de recuperación. Las pruebas de necropsia se realizan en todos 20 

los animales principales de estudio y recuperación; Los animales TK son sacrificados y descartados. Los pesos de 
los órganos se determinan para las glándulas suprarrenales, cerebro, corazón, riñones, hígado, pulmones, ovarios, 
pituitaria, próstata, glándulas salivales, vesículas seminales, bazo, tiroides con paratiroides, timo, testículos y útero. 

La preparación de portaobjetos y la patología microscópica se realiza para todos los animales en el control del 
vehículo y los grupos de dosis altas, así como para todos los animales muertos encontrados, e incluye la 25 

preparación de un conjunto completo de tejidos estándar (aproximadamente 65) y órganos diana en grupos de dosis 
baja y media, y para todos los animales de recuperación. La preparación de portaobjetos y la patología microscópica 
también se realiza en lesiones macroscópicas de todos los animales. 

Se usan análisis estadísticos estándar. También se usan parámetros estándar para el análisis toxicocinético, tal 
como AUC, t1/2, tmáx y Cmáx. 30 

6.1.10 Estudios clínicos 

Ensayo/Prueba clínicos de concepto 

La figura 13 ilustra las clasificaciones de infección del pie diabético y la aplicación de la terapia de fagos a las 
mismas usando composiciones de cóctel de fagos de ejemplo de acuerdo con la presente invención. Básicamente, 
se aplica una composición de cóctel de bacteriófagos de acuerdo con la invención en úlceras de grado 2-3 en base a 35 

la clasificación PEDIS. La administración implica el uso de una formulación líquida de aplicación tópica después del 
desbridamiento de la herida. 

La figura 14 ilustra un diseño de estudio clínico para composiciones de cóctel de fagos de ejemplo de acuerdo con la 
presente invención para su uso en terapia para úlceras del pie diabético. El tipo de estudio es intervencionista, con el 
modelo de intervención de asignación paralela; el diseño del estudio implica una asignación aleatoria con 40 

enmascaramiento abierto; la clasificación del punto final incluye seguridad y eficacia, mientras que el objetivo 
principal es el tratamiento. Las medidas de resultado primarias incluyen carga de tejido microbiano (biopsia); carga 
microbiana del fluido de la herida (marco de tiempo: con cada cambio de espuma); y carga microbiana tisular (marco 
de tiempo: 24 h/3er día/5º día/signos clínicos desactivados/activados). Las medidas de resultado secundarias 
incluyen la evaluación de la herida en cada visita de seguimiento (marco de tiempo de 4 semanas y 12 semanas). 45 
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Después de la visita de detección y el desbridamiento de las heridas, la población de pacientes elegibles recibe 
aleatoriamente un placebo o una composición de cóctel de bacteriófagos de acuerdo con la invención a 109 
fagos/cm2/aplicación durante 4 h/4 h las primeras 24 horas y luego una vez al día durante 5 días. La seguridad y 
eficacia del fármaco se compara con el grupo placebo; sin embargo, si se determina que un paciente está en riesgo 
de requerir una amputación, el paciente también puede ser incluido en el grupo de terapia. 5 

Los criterios implican los siguientes criterios de inclusión y exclusión. Los criterios de inclusión incluyen una infección 
bacteriana clínica en el sitio de la úlcera de grado 2 o 3 según la clasificación PEDIS y no hay contraindicaciones 
para la terapia de presión negativa de la herida. Los criterios de exclusión incluyen la aplicación tópica en la herida 
de cualquier agente para el cuidado avanzado de la herida (por ejemplo, el uso de un factor de crecimiento) dentro 
de los 7 días anteriores. 10 

Listado de secuencias 

<110> MENDES, JOAO JOAO LEANDRO, CLARA 

<120> Composiciones que comprenden cócteles de fagos antibacterianos y métodos de uso de las mismas para el 
tratamiento de infecciones bacterianas. 

<130> 16395-105004 15 

<140> 

<141> 

<160> 5 

<170> Patent Inversion 3.5 

<210> 1 20 

<211> 137360 

<212> ADN 

<213> Desconocida 

<220> 

<223> Descripción de desconocida: Bacteriófago F44/10 25 

<400> 1 
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REIVINDICACIONES 

1. Una composición que comprende: 

una primera y una segunda cepa purificada de bacteriófago, cada una de dichas cepas que tiene un genoma que 
comprende al menos el 99 % de identidad de secuencia con la secuencia de nucleótidos seleccionada del grupo que 
consiste en SEQ ID NO: 1 y SEQ ID NO: 2, y que muestra actividad antibacteriana contra Staphylococcus aureus;  5 

una tercera cepa purificada de bacteriófago que tiene un genoma que comprende al menos 99 % de identidad de 
secuencia con la secuencia de nucleótidos SEQ ID NO: 3 y que muestra actividad antibacteriana contra 
Pseudomonas aeruginosa;  

una cuarta cepa purificada de bacteriófago que tiene un genoma que comprende al menos un 99 % de identidad de 
secuencia con la secuencia de nucleótidos SEQ ID NO: 4, y que muestra actividad antibacteriana contra 10 

Pseudomonas aeruginosa; y  

una quinta cepa purificada de bacteriófago que tiene un genoma que comprende al menos el 99 % de identidad de 
secuencia con la secuencia de nucleótidos SEQ ID NO: 5 y que muestra actividad antibacteriana contra 
Acinetobacter baumannii;  

preferiblemente en la que cada una de dichas primera, segunda, cuarta y quinta cepas de bacteriófagos está 15 

presente en dicha composición en una cantidad aproximadamente 10 veces que la de dicha tercera cepa de 
bacteriófagos. 

2. Una composición farmacéutica que comprende la composición según la reivindicación 1 y un portador 
farmacéuticamente aceptable. 

3. La composición farmacéutica según la reivindicación 2, en la que dicha composición está formulada para 20 

aplicación tópica. 

4. La composición farmacéutica según la reivindicación 3, en la que dicha composición comprende además una 
solución reguladora estéril que comprende aproximadamente Tris-HCl 0.05 M, aproximadamente NaCl 0.1 M y 
aproximadamente MgSO4.7H2O 10 mM. 

5. La composición farmacéutica según una cualquiera de las reivindicaciones 3 y 4, en la que dicha composición se 25 

formula como un gel o una espuma. 

6. La composición farmacéutica según una cualquiera de las reivindicaciones 3 y 4, en la que dicha composición 
está contenida en una ampolla. 

7. La composición farmacéutica según una cualquiera de las reivindicaciones 2-6, que comprende además un 
agente adicional, dicho agente adicional seleccionado del grupo que consiste en un agente antibiótico y un agente 30 

antiinflamatorio, un agente antiviral, un agente anestésico local, un factor de crecimiento y un corticosteroide. 

8. La composición farmacéutica según la reivindicación 7, en la que dicho agente antibiótico tiene actividad 
antibacteriana contra Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa, y/o Staphylococcus aureus. 

9. La composición farmacéutica según la reivindicación 8, en la que dicho agente antibiótico tiene actividad 
antibacteriana contra Staphylococcus aureus. 35 

10. La composición farmacéutica según una cualquiera de las reivindicaciones 3-9, en la que dicha composición es 
para administración tópica en un área de piel no intacta. 

11. La composición farmacéutica según la reivindicación 10, en la que dicha área de piel no intacta se selecciona de 
una úlcera diabética, una úlcera cutánea, una úlcera crónica, una herida por quemadura, una llaga por celulitis, una 
lesión de erisipela, una úlcera por decúbito y llaga por presión 40 

12. La composición farmacéutica según una cualquiera de las reivindicaciones 10 y 11, en la que dicha composición 
está formulada para proporcionar dicha tercera cepa de bacteriófagos en una cantidad de 103 a 1013 partículas de 
fago/cm2 de dicha área tras la administración tópica a la misma. 

13. La composición farmacéutica según una cualquiera de las reivindicaciones 10 y 11,  

en la que dicha composición está formulada para proporcionar dicha tercera cepa de bacteriófagos en una cantidad 45 

de 107 a 109 partículas de fago/cm2 de dicha área tras la administración tópica a la misma. 

14. La composición farmacéutica según una cualquiera de las reivindicaciones 10 y 11, en la que dicha composición 
está formulada para proporcionar dicha tercera cepa de bacteriófagos en una cantidad de 107 partículas de 
fago/cm2 de dicha área tras la administración tópica a la misma. 

ES 2 814 024 T3

 



260 

15. La composición farmacéutica según una cualquiera de las reivindicaciones 10 y 11, en la que dicha composición 
está formulada para proporcionar dicha tercera cepa de bacteriófagos en una cantidad de 108 partículas de 
fago/cm2 de dicha área tras la administración tópica a la misma. 

16. La composición farmacéutica según una cualquiera de las reivindicaciones 10 y 11, en la que dicha composición 
está formulada para proporcionar dicha tercera cepa de bacteriófagos en una cantidad de 109 partículas de 5 

fago/cm2 de dicha área tras la administración tópica a la misma. 

17. La composición farmacéutica según la reivindicación 2, en la que dicha composición está formulada para 
aplicación tópica en un área de piel no intacta para proporcionar dicha tercera cepa de bacteriófagos en una 
cantidad de 108 partículas de bacteriófagos/cm2 de dicha área. 

18. La composición farmacéutica según la reivindicación 17, en la que dicha área de piel no intacta es una úlcera 10 

diabética. 

19. Una cantidad terapéuticamente eficaz de la composición farmacéutica según una cualquiera de las 
reivindicaciones 2-18 para su uso en un método de tratamiento o reducción de la incidencia de una infección 
bacteriana en un sujeto que la necesita. 

20. La composición para el uso según la reivindicación 19, en la que dicha infección bacteriana es una infección por 15 

una o más de Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa, y Staphylococcus aureus;  

preferiblemente en la que la composición farmacéutica se formula para administración tópica; y/o 

en la que dicho sujeto es un mamífero, preferiblemente un ser humano; y/o 

en la que dicha infección bacteriana está asociada con una úlcera crónica, una herida por quemadura y/o infección 
del pie diabético; y/o 20 

en la que dicha infección bacteriana está asociada con un área de piel no intacta seleccionada de una llaga asociada 
con celulitis, una lesión de erisipela, una úlcera por decúbito y una llaga por presión. 

21. La composición para el uso según la reivindicación 20, en la que dicha infección del pie diabético comprende una 
úlcera cutánea y dicha composición farmacéutica está formulada para administración tópica a la misma. 

22. La composición para el uso según una cualquiera de las reivindicaciones 20 y 21, en la que dicha composición 25 

se formula como un gel o una espuma. 

23. La composición para el uso según una cualquiera de las reivindicaciones 21 y 22, en la que dicha administración 
sigue al desbridamiento mecánico de dicha úlcera; y/o 

en el que dicha administración comprende el uso de al menos uno de un apósito, un dispositivo de instilación y un 
dispositivo de terapia de heridas con presión negativa; y/o 30 

en el que dicha composición farmacéutica se formula para administración cada 4 horas o cada 6 horas durante 24 
horas iniciales, preferiblemente en la que, después de dichas 24 horas iniciales, dicha composición farmacéutica se 
debe administrar cada 12 horas o cada 24 horas durante al menos 3 o 4 días adicionales; y/o 

en la que dicha administración se usa en combinación con una terapia estándar para la infección del pie diabético, 
preferiblemente en la que dicha terapia estándar se selecciona del grupo que consiste en terapia de reemplazo de 35 

matriz extracelular, terapia de heridas húmedas, terapia de heridas de presión negativa, terapia de revascularización 
arterial, terapia de oxígeno hiperbárico, administración de un agente antibiótico y administración de un factor de 
crecimiento;  

preferiblemente en el que dicha terapia de heridas húmedas comprende el uso de una película de soporte adhesivo, 
una espuma recubierta de silicona, un hidrogel y/o un hidrocoloide; 40 

preferiblemente en la que dicha terapia de reemplazo de matriz extracelular comprende el uso de tejido de 
bioingeniería; 

preferiblemente en el que dicho agente antibiótico tiene actividad antibacteriana contra Acinetobacter baumannii, 
Pseudomonas aeruginosa, y/o Staphylococcus aureus; y/o se administra por administración sistémica; 

preferiblemente en el que dicho factor de crecimiento es al menos uno seleccionado del grupo que consiste en factor 45 

de crecimiento derivado de plaquetas, factor estimulante de colonias de granulocitos, factor de crecimiento 
epidérmico, factor de crecimiento de fibroblastos, factor de crecimiento nervioso y factor de crecimiento endotelial 
vascular; y/o se administra por administración tópica; y/o 
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en la que dicha administración se usa en combinación con una terapia no estándar para la infección del pie 
diabético, en el que dicha infección del pie diabético es refractaria a una terapia estándar. 
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