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treptococcus pneumoniae (neumococo) es un

patéogeno humano que en los afos 40 se
encontraba entre las principales causas de muer-
te. En la actualidad, casi sesenta anos después de
que se generalizara el uso de la penicilina, los tra-
bajos sobre neumococo suelen comenzar con la
socorrida frase que senala que se trata de "un
importante patégeno humano y un agente etiolo-
gico comun de las neumonias y meningitis adqui-
ridas en la comunidad en adultos y de las otitis
agudas en ninos", observaciones que se resumen
en que esta bacteria infecta a unos 100 millones
de personas al afio con una tasa de mortalidad de
un 10%. Son muchas las razones que ayudan a
explicar por qué neumococo contintia siendo con-
siderado como una bacteria patéogena de marcado
interés clinico, entre las que se cuenta la gran
variabilidad del locus capsular responsable de la
formacion de hasta 90 tipos diferentes de polisa-
caridos que rodean a la pared celular, y su desta-
cada plasticidad genomica facilitada, en gran
medida, por su excepcional capacidad para adqui-
rir DNA libre de su entorno natural. Es sobrada-
mente conocido que neumococo fue histéricamen-
te el auténtico conejillo de indias de la biologia
molecular en los anos 40, probablemente debido,
como ya se ha senalado, a esa capacidad para
captar DNA del medio en que vive (transformacion
bacteriana) lo que facilitéo que fuera en este siste-
ma donde se demostrara que el ADN era la molé-
cula portadora de los caracteres hereditarios,
usando como marcador fenotipico la capsula que
le confiere virulencia [1].

Con estos acrisolados antecedentes resultaba
llamativo que a mediados de los afios 70 el tinico
mecanismo de intercambio genético descrito en
este sistema fuese la transformacién genética que,
por aquellos afos, ya habia sido muy bien estu-
diada a nivel fisiolégico. No obstante, hasta enton-
ces no se habian podido desarrollar en este pato-
geno mecanismos de intercambio tales como la
conjugacion o la transduccion a través de la utili-
zacion de fagos, en este tltimo caso porque no se
habia conseguido aislar bacteri6fagos en S. pneu-
moniae. En 1975 se publicaron los dos primeros
trabajos en los que se describia el aislamiento de
tales fagos. El denominado fago Dp-1 (Diplococcus

phage) fue identificado, a partir de frotis obtenidos
en un hospital del Bronx, por McDonnell y Ronda
trabajando en el laboratorio de A. Tomasz en la
Universidad Rockefeller en Nueva York [8]. Un
segundo fago, -1, asi denominado por la morfolo-
gia que presentaban las células bacterianas des-
pués de la lisis, fue descrito, al mismo tiempo que
Dp-1, por el matrimonio Tiraby en el laboratorio
de M. Fox en el MIT de Boston [15].

Hasta el momento se han caracterizado en gran
detalle cinco fagos capaces de infectar a S. pneu-
moniae. Como se puede apreciar en la figura 1,
estos fagos exhiben una gran variabilidad morfo-
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Figura 1. Micrografias electréonicas de bacteriéfagos
de Streptococcus pneumoniae. Fagos liticos Dp-1 (A)
y DCp-1 (B). Fagos atemperados HB-3 (C), EJ-1 (D) y
MM-1 (E). Los fagos Dp-1, HB-3 y MM1 pertenecen a
la familia Siphoviridae, Cp-1 es un Podoviridae y EJ-
1 es un miembro de la familia Myoviridae.
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légica ya que tres de ellos pertenecen a la familia
Siphoviridae (Dp-1, HB-746, MM1), y los otros dos
han sido identificados como Podoviridae (Cp-1 y
fagos relacionados como Cp-5 y Cp-7) y
Myoviridae (EJ-1). Asimismo, dos de estos fagos
son liticos (Dp-1 y Cp-1) mientras que los otros
tres son fagos atemperados. Excepto en el caso de
HB-746, un fago aislado en Nueva York por H.
Bernheimer [2], una investigadora muy relaciona-
da con la escuela de Avery, los otros fagos han
sido identificados por miembros de nuestro labo-
ratorio. Asimismo, conviene destacar, al tratarse
en este trabajo de resaltar el aspecto histérico de
estos fagos, que la caracterizacién detallada de
estos cinco fagos ha sido realizada en su mayor
parte en el laboratorio de Genética Bacteriana del
Centro de Investigaciones Biolégicas del CSIC.

La identificacion del fago Dp-1 iniciada duran-
te las estancias realizadas por los Drs. C. Ronda y
R. Lopez en el laboratorio del Prof. A. Tomasz en la
Universidad Rockefeller de Nueva York en los anos
1974 y 1977, encontro su continuacion en Espana
con la incorporaciéon a nuestro laboratorio, en
1978, de los Drs. Ernesto Garcia y Pedro Garcia.
En estas primeras etapas de nuestro trabajo, el
aislamiento del DNA de Dp-1 permitié poner a
punto un sistema de transfeccién en neumococo,
lo que significé la primera alternativa a la trans-
formacién genética como procedimiento de trans-
misiéon de informacién en esta bacteria [13].
Ademas, se realizé la caracterizacion fisico-quimi-
ca de este grupo de fagos, asi como un analisis de
su replicacién y un detallado estudio del DNA [5].

Los primeros aislamientos de fagos de neumo-
coco realizados en Espana se remontan a finales
de los afios 70 y, poco después, en 1981, se publi-
c6 la caracterizacion del fago Cp-1 [12]. El nombre
de este fago se debe a que los miembros de esta
familia se aislaron a partir de frotis faringeos
tomados de nifios sanos por el Dr. Dominguez, del
Hospital de la Cruz Roja (entonces ubicado en
Cuatro Caminos), en Alcala de Henares; de ahi su
denominaciéon de Complutense Phage. Conviene
recordar que la razén que nos llevé a estimular
esta linea de investigacion, por encima de cual-
quier consideracion cientifica sobre el interés que
tenia el estudio de los fagos de neumococo, se fun-
damenté en la precariedad de los fondos destina-
dos por entonces a la investigacion -cientifica
durante aquellos anos de la transicién democrati-
ca. En esos momentos, se destinaba a la mayor
parte de los grupos de trabajo unas pocas pesetas
por investigador y mes. En estas condiciones dis-
poniamos de poco mas que placas de agar, y por
supuesto, contabamos con la generosidad del Dr.
Dominguez. Esta situacion era sé6lo, una vez mas,
la escenificaciéon sangrante de esas dos caras de
Jano con que se ve periodicamente agraviada la

Investigacion Cientifica en paises como el nuestro,
donde se carece de una cultura cientifica acorde
con el nivel avanzado de nuestra sociedad (es
decir: ahora considero la Investigacion Cientifica
fundamental y, poco después, digo aquello de "que
investiguen ellos"). Todo ello encuentra su reflejo
en unos politicos para los cuales aparecemos,
esperemos que no para siempre, como poco mas
que un lujo que se debe mantener por simple
prestigio.

Evidentemente, de las muestras que se nos
proporcionaron se aislaron otros fagos tales como
el Cp-5 y el Cp-7; este ultimo resulté de gran
importancia para la caracterizacion estructural de
las enzimas liticas de S. pneumoniae y sus bacte-
ri6éfagos, otro de los temas de investigacion que ha
marcado el rumbo de nuestro grupo.

Antes de que se publicara el aislamiento de
Cp-1, en 1980 se celebraron, a la sazén, las pri-
meras jornadas de puertas abiertas organizadas
por el CSIC y, dentro del apartado dedicado a bio-
logia molecular en una sesion presidida por M.
Salas, R. Lopez presentoé datos preliminares de
nuestro laboratorio en los que se sugeria que el
DNA de este grupo de fagos poseia una proteina
unida al DNA, una situacion similar a la descrita
en el fago ¢29. Es bien sabido que del detallado
estudio de este fago ha derivado una contribucién
seminal, en aportaciones cientificas y humanas,
al desarrollo de la biologia molecular en Espafa,
impulsada por M. Salas y E. Vifiuela. Asimismo,
existia una gran similitud morfolégica entre Cp-1
y $29 lo que llevé a algin ilustre colaborador de
M. Salas a sefialar, creemos que sin ironia, que en
nuestro laboratorio habiamos reaislado el fago
029. De la afortunada similitud entre estos fagos
surgié una fructifera colaboraciéon con M. Salas,
buscando las coincidencias y divergencias entre
dos fagos que infectaban huéspedes aparente-
mente muy diversos al tratarse de un parasito
humano (S. pneumoniae) y de una bacteria del
suelo (Bacillus subtilis). De nuestro trabajo en
comun se pudo concluir, como se documento6 a
través de una serie de publicaciones (para una
revisiéon reciente, ver [5]) que, en efecto, Cp-1
poseia una proteina de 26,8 kDa unida covalente-
mente por una treonina a la primera deoxiadeno-
sina de los extremos 5' del DNA de Cp-1 [5] y que
este fago replicaba su DNA siguiendo una pauta
muy similar a la que se habia documentado
ampliamente en el caso del fago ¢29. Asimismo, se
determinaron los mapas fisicos de varios fagos de
la familia Cp y cabe destacar que el fago Cp-7 que
era el que presentaba una mayor divergencia con
el resto de los componentes de esa familia, poseia
un genoma 1 kb mas largo.

El aminoalcohol colina es un componente
estructural de los acidos teicoicos de neumococo y
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durante muchos anos se pensoé que se trataba de
una peculiaridad exclusiva de este microorganis-
mo. Hoy se sabe que existe un limitado nimero de
bacterias que comparten esta caracteristica [4]. La
colina juega un papel muy importante en la fisio-
logia de neumococo; asi, la sustitucién de colina
por el analogo estructural etanolamina determina
cambios bioquimicos muy drasticos en la activi-
dad especifica de la principal enzima autolitica de
esta bacteria (LytA) asi como grandes alteraciones
morfolégicas como son la formaciéon de largas
cadenas de células que no se autolisan al final de
la fase estacionaria de multiplicacién. Entre 1982
y 1986 se puso de manifiesto que, para que el fago
litico Dp-1 se adsorbiera a la célula huésped y
tuviera lugar un ciclo infectivo, era fundamental la
presencia de acidos teicoicos conteniendo colina
en la pared de S. pneumoniae [5]. Asimismo, se
caracteriz6 como una amidasa la enzima codifica-
da por este fago, una amidasa (Pal) similar a la
codificada por la bacteria huésped. En ambos
casos se requeria la presencia de colina en las
paredes usadas en ensayos in vitro para ser enzi-
mas activas.

La clonacién del primer gen de un fago de neu-
mococo tuvo lugar apenas dos anos después de la
clonaciéon del gen lytA. Esto ultimo supuso el pri-
mer caso de manipulacion genética de una autoli-
sina en organismos procario6ticos. Cpll fue identi-
ficada como una muramidasa que compartia con
la amidasa de neumococo y con la Pal de Dp-1 el
ser dependiente de la presencia de colina para
desarrollar su actividad [5]. Estas observaciones
nos llevaron a sospechar que este requerimiento
de colina en los sustratos que degradaba podria

llevar implicito una similitud a nivel molecular
entre las enzimas que compartian esta peculiari-
dad. Aprovechando la disponibilidad del gen IytA
se uso6 el mismo como sonda de reconocimiento de
regiones similares en el genoma de varios fagos de
la familia Cp, todo lo cual nos condujo a la identi-
ficacion de los genes correspondientes que se
comprobéd, posteriormente, que codificaban, asi-
mismo, enzimas liticas. Poco después se pondria a
punto en nuestro laboratorio un método simple de
purificacion de estas enzimas, dependientes de
colina para su actividad, en columnas de DEAE-
celulosa aprovechando el hecho de que la dietil-
etanolamina es un analogo estructural de la coli-
na. Las comparaciones de las secuencias de lytAy
cpll permitieron poner de manifiesto que casi la
mitad de dichos genes era practicamente idéntica
lo que permiti6é postular que esa regiéon de la pro-
teina era responsable del reconocimiento de los
sustratos con colina [3].

Estas observaciones se ampliaron posterior-
mente a las enzimas liticas de otros fagos de la
familia Cp-1 asi como a otros grupos de fagos, y
conviene destacar que, en el caso del fago Cp-7, se
encontr6 una muramidasa que no tenia similitud
en las regiones de reconocimiento de colina con
las descritas anteriormente lo que se reflejaba en
su comportamiento bioquimico por la pérdida de
la dependencia de la presencia de colina en los
acidos teicoicos para ejercer su actividad; de ahi
que la lisozima Cpl7 fuera capaz de degradar
indistintamente paredes conteniendo colina o eta-
nolamina [5]. Con los instrumentos moleculares
desarrollados en estos anos nos fue posible for-
mular la hipétesis de que las regiones C-termina-
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les de la amidasa del huésped y de las enzimas
liticas codificadas por fagos de neumococo y estu-
diadas hasta entonces, eran responsables del
reconocimiento de la colina en el sustrato mien-
tras que las regiones N-terminales contenian el
centro activo de tales proteinas. Entre las aproxi-
maciones experimentales que se emplearon para
convertir la hipétesis en hecho cientifico cabe des-
tacar la preparacién de enzimas quiméricas acti-
vas entre las enzimas liticas de fagos y la amidasa
del huésped que, paralelamente, traerian como
resultado el intercambio de sus caracteristicas
bioquimicas [5].

Fue en 1990 cuando se publicé el primer ana-
lisis molecular de un fago atemperado de neumo-
coco utilizando para ello una cepa lisogenizada
con el fago HB-746. De estos estudios cabe desta-
car que el DNA aislado de las particulas maduras
de estos fagos posee una proteina unida al DNA de
forma covalente, lo cual representa la existencia
de mecanismos moleculares que implican el des-
prenderse de esa proteina en su version integrati-
va y recuperarla durante su ciclo litico. La carac-
terizacion de este mecanismo constituye una linea
de investigacién que continta abierta en nuestro
laboratorio.

A lo largo de la pasada década se ha producido
un decidido impulso en el estudio de los fagos en
general y, asi, ha cobrado actualidad, por un lado,
la propuesta de que los fagos pueden ser usados
con éxito como agentes terapéuticos, retomando
como punto de partida el empleo que de los mis-
mos se hizo durante décadas en la extinta URSS,
pero, una vez que se introduzcan controles mas
estrictos en su uso clinico. La emergencia de bac-
terias patégenas cada vez mas resistentes al arse-
nal antibiético del que hoy se dispone convierte a
este planteamiento en una propuesta alentadora
segun se ilustra en una reciente revision [14]. Por
otra parte, la original observacién de Freeman en
1951 de que los fagos colaboraban a la virulencia
de Corynebacterium diphteriae [14], se ha visto
documentada ampliamente por la constataciéon de
que los fagos integrativos de numerosas bacterias
Gram-positivas y Gram-negativas debian su viru-
lencia al concurso de los genomas fagicos.
Ademas, en el caso de neumococo, Mario Ramirez
trabajando en el laboratorio de A. Tomasz ha lle-
gado a la conclusién de que mas del 70% de los
aislados clinicos de esta bacteria poseen fagos
atemperados [10] y aunque, en nuestra opinién,
se trata de una sobrevaloracién de la presencia
real de genomas completos de fagos en el DNA del
huésped, también hemos podido constatar la pre-
sencia de un gran numero de fagos en el genoma
de diferentes aislados clinicos de neumococo. En
este prometedor panorama parece logico que
durante los anos 90 hayamos centrado nuestro

trabajo en el estudio de los fagos atemperados.
Asi, y aprovechando la experiencia proporcionada
por el analisis del fago HB-746 en el que se esta-
bleci6, al igual que en el caso de Cp-1, la presen-
cia de una proteina covalentemente unida al DNA
y la alta similitud de la amidasa presente en este
fago con la principal autolisina de neumococo
[11], hemos sido capaces de aislar y caracterizar
molecularmente un fago denominado MM1 aisla-
do de la cepa multirresistente de serotipo 23F,
cepa que se ha propagado a numerosos paises del
mundo [6]. MM1 (Figura de la portada, E) contie-
ne un DNA bicatenario que ha sido completamen-
te secuenciado y teniendo en cuenta que en 1997
ya se habia secuenciado totalmente el fago litico
Cp-1 [7] se puede afirmar que ha sido en nuestro
laboratorio donde se han determinado las prime-
ras secuencias completas de los DNAs de fagos
liticos y atemperados de neumococo.

La contribuciéon de los fagos atemperados a la
virulencia de neumococo es un tema prioritario de
estudio en nuestro trabajo actual. Hasta ahora
podemos afirmar que atiin no ha podido estable-
cerse de forma incontrovertible que los fagos
caracterizados hasta el momento se comporten
como fagos transductores. Como se ha puesto de
manifiesto anteriormente, los genes liticos han
merecido una especial atenciéon en nuestro labo-
ratorio. Asi, ademas de su interés para establecer
modelos de evolucién modular de las proteinas,
han permitido, después de largos anos de investi-
gacion, delimitar con precision, a través de la cris-
talizacion, la regién de reconocimiento del sustra-
to (regiéon C-terminal). Este planteamiento ha lle-
vado a establecer el mecanismo molecular de
union de estas proteinas a la pared a través de la
colina, mecanismo considerado como "Gnico" para
unir proteinas a las estructuras de la envuelta
bacteriana.

Cada vez se acumulan mas datos que demues-
tran que varias proteinas unidas a la pared de
neumococo, y en particular aquellas que se anclan
via colina, se consideran como factores de viru-
lencia. En efecto, LytA ha sido considerada desde
hace anos como uno de los principales factores de
virulencia de S. pneumoniae. En este sentido la
enorme flexibilidad que proporciona a la autolisi-
na LytA y a las enzimas fagicas su estructura
modular que facilita el intercambio entre los genes
liticos presentes en el fago integrado y los de la
célula huésped, invitan a pensar que, de esta
forma tan elaborada, los fagos atemperados con-
tribuirian a incrementar la virulencia de neumo-
coco. Ademas, en estos momentos se estudian
una serie de genes de MM1 que podrian, asimis-
mo, contribuir de forma mas directa al enriqueci-
miento del genoma de neumococo para sobrevivir
en su habitat natural en condiciones adversas.
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En cuanto al uso terapéutico de los fagos en este
patdégeno humano se precisara, en los afios veni-
deros, del empleo de modelos animales de experi-
mentacion en los que se provoquen infecciones
con neumococo para asi analizar los efectos que
producen el empleo de fagos in vivo. Como un pri-
mer paso en este sentido e inscrito en los estudios
con enzimas liticas, cabe destacar los recientes
resultados apuntados por Nelson y col. [9] sobre la
capacidad que posee la amidasa de un fago de
Streptococcus pyogenes, su principal autolisina,
para prevenir y eliminar la colonizacién por esta
bacteria del tracto respiratorio superior en anima-
les de experimentacién. Todo ello ha llevado a
estos autores a denominar a este tipo de enzimas
liticas como "enzibiéticos".

Para terminar, deseamos dejar patente que
después de 27 anos de trabajo con los fagos de
neumococo nos encontramos en el comienzo de
una nueva y prometedora etapa de cara a futuras
investigaciones que abarcan la elucidaciéon del
papel de los genes fagicos en la virulencia de S.
pneumoniae y el empleo de los fagos, bien global-
mente o a través del uso restringido de algunas de
las proteinas codificadas por estos fagos, con fines
terapéuticos. Qué duda cabe que cualquier resul-
tado positivo en este sentido justificaria sobrada-
mente el esfuerzo realizado durante estas casi tres
décadas de dedicaciéon al analisis de los fagos de
neumococo. Al fin y la postre, como sehalara
Ovidio, "quod nunc ratio est impetus ante fuit".
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