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1.UVOD

Britanski znanstvenik Frederick William Twort je 1915. g. objavio rad u ¢asopisu Lancet u
kojem prvi opisuje virusnu infekciju kod bakterija i izvjeStava 0 otkricu filtrabilnog
bakterijskog virusa. Taj virus je kasnije Felix d'Herelle, francusko-kanadski mikrobiolog,
nazvao bakteriofagom.

Bakteriofag, fag ili bakterijski virus, spada u grupu virusa koji inficiraju bakterije.
Genom bakteriofaga se sastoji od RNA ili DNA, koje mogu biti dvolancane ili jednolancane.
Sama veli¢ina genoma moze varirati od nekoliko tisuca baza, gdje je najmanji bakteriofag
Leuconostoc fag L5 veli¢ine 2 435 baznih parova (bp), do nekoliko stotina tisu¢a bp poput
,,Jumbo* bakteriofaga koji imaju vise od 200 000 bp. Genom je okruzen proteinskom kapsidom.
Sama kapsida moze biti poliedarska tj. imati ikozaedarsku simetriju, ili slozenija, u kojoj je
poliedarska glava povezana s repom koji ima helikalnu simetriju. Postoje i fagi s kapsidama
helikalne simetrije s Cesticama koje su zbog toga nitaste, odnosno imaju oblik tanke savitljive
niti (Slika 1.). Najces¢i oblik bakteriofaga ( s ,,glavom i repom®) ima kao genomski materijal
dvolancanu DNA (engl. double stranded DNA, dsDNA). Od faga s glavom i repom 75% ima
pravilnu ikozaedarsku kapsidu, a 15% izduzenu kapsidu poravnatu s duljom osi repa (Dion, i
sur., 2020).

Tectiviridae (PRD1) Inoviridae

AP50

50nm

Myoviridae (T4) Herelleviridae

50nm

Slika 1. Shematski prikaz razli¢itih morfologija faga uz slike dobivene transmisijskim
elektronskim mikroskopom (TEM). Gore lijevo poliedarska kapsida s ikozaedarskom
simetrijom (porodica Tectiviridae), dolje lijevo i desno poliedarska glava povezana s helikalnim
repom (porodice Myoviridae, Herelleviridae i Podoviridae) i gore desno cestice oblika tanke
savitljive niti (porodica Inoviridae) (Preradeno iz Dion i sur., 2020)



Razlikujemo dva ciklusa kod bakteriofaga: liti¢ki i lizogeni (Slika 2.).

Liticki ciklus mozemo podijeliti na 4 faze. U prvoj fazi virus se veze za specifi¢na
vezna mjesta na bakterijskoj povrSini (receptore) i pritom ubaci svoj genomski materijal u
stanicu. Nakon adsorpcije i prodiranja, virus ,.prisiljava“ bakteriju da sintetizira virusne
nukleinske kiseline (MRNA i nove genome) i proteine. Nakon sinteze virusnih komponenata,
nove Cestice faga se sastavljaju te ulaze u zadnji korak ciklusa - izlazak iz stanice. U tom koraku
kod litickog ciklusa fagi liziraju stanicu i oslobadaju se. Lizogeni ciklus zapo¢inje kao i liticki,
no u lizogenom ciklusu fag ne preuzima na prikazani nacin replikacijski mehanizam stanice ve¢
se dsDNA ugradi u bakterijski kromosom te replicira zajedno s njim. Takav oblik dormantnog
genoma faga naziva se profag. Bakterija s profagom nastavlja se normalno dijeliti i
funkcionirati, no u sluéaju nepovoljnih uvjeta, poput UV zracenja, genomski materijal faga se
aktivira i eksprimira (inicijacija faga) te fag ulazi u liticki ciklus (Prescott, i sur., str. 301).
Upravo zbog velike raznolikosti faga i postojanja litickog ciklusa, mozemo ih koristiti u terapiji
protiv bakterijskih bolesti. Terapija bakteriofagima se temelji na njihovoj sposobnosti da
,hapadnu‘ specifi¢nu bakteriju i liziraju ju. Razli¢iti bakteriofagi inficiraju razlicite bakterije,
pa ¢ak i bakterijske sojeve, pa je za uspjesnu terapiju potrebno izolirati odgovarajucu vrstu i soj

bakteriofaga za odredenu bakteriju.

N' adsorpcua

prepoznavanje penetracua i
domacina nJ|c1ran je NK

)\

X Liticki ciklus @ = Q

Replikacij umnazanje

izogeni ciklus gy bakterie s

Liza bakterijske virusnih NKa Li g i ciklu 3profagom
stanice i

otpustanje faga

sinteza virusnih  Profaga
proteina i NK

Q Q @ inﬁcija - X C

sastavljanje
virusnih Cestica

Slika 2. Liti¢ki i lizogeni ciklus bakteriofaga, NK- nukleinska kiselina (Preradeno iz Doss i sur.,
2017)



Prvi zabiljezen slucaj terapije bakteriofagima proveo je Felix d'Herelle 1919. godine
kako bi izlijecio ,.koko$ju koleru” uzrokovanu bakterijom Salmonella gallinarum. Nakon
uspjesnog lijecenja ,,kokosje kolere”, d'Herelle je zajedno s profesorom Victorom Hutinelom,
direktorom djecje bolnice Hospital des Enfant-Malades u Parizu, u kolovozu 1919. proveo jos
jedno uspjesno klini¢ko istraZivanje, no ovaj put na djeci koja su bolovala od dizenterije
(Letarov i sur., 2020). Pravi zamah terapija bakteriofagima dozivljava 1921. nakon
objavljivanja d'Herellove knjige ,Bakteriofag i njegova uloga u imunitetu” (franc.
Bactériophage et son role dans I’'immunité). Knjiga se prevodi na engleski i kasnije na ruski;
terapija se pocinje koristiti diljem svijeta te se otvaraju laboratoriji za komercijalnu proizvodnju
terapijskih faga.

Prvi takav laboratorij je otvorio D'Herelle u Parizu i bilo je moguée kupiti komercijalne
fagne koktele tj. otopine s tri ili viSe bakteriofaga kao §to su- Bacté-Coli-Phage, Bacté-Intesti-
Phage, Bacté-Dysentérie-Phage, Bacté-Pyo-Phage i Bacté-Rhino-Phage sve do 1978 godine.
Komercijalni laboratoriji u SAD-u (Eli Lilly Company, E.R. Squibb & Sons i Swan-Myers)
prestali su s komercijalnom proizvodnjom ranije, ve¢ 1940-ih, nakon otkri¢a i s poc¢etkom
industrijske proizvodnje antibiotika. Otkri¢em antibiotika penicilina, gubi se interes za terapiju
bakteriofagima te se ona postupno prestaje koristiti u Europi i SAD-u, osim za lijeenje tifusne
groznice koja je bila otporna na antibiotike poznate u to doba. Otkricem kloramfenikola
(1948./49. g.), kojim se uspjesno lijeci tifusna groznica, terapija bakteriofagima nastavlja se
koristiti samo u Poljskoj i Sovjetskom Savezu te se vise ne koristi u SAD-u (Abedon i sur.,
2011).

Terapija s bakteriofagima bio je skup i kompliciran proces posto je najuspjesnija terapija
bila da se za svakog pacijenta izolira specifi¢ni soj bakteriofaga za specifi¢an soj bakterije koja
predstavlja problem, te tada komercijalno proizvedeni kokteli nisu bili toliko djelotvorni.
Nasuprot tome, antibiotici su bili jeftiniji za proizvodnju, jedan antibiotik je djelovao na vise
razli¢itih sojeva bakterija i tada nisu bile problem bakterije rezistentne na antibiotike.

Opcenito, antibiotici su mikrobni proizvodi ili njihovi derivati koji mogu ubiti druge
mikroorganizme osjetljive na njih ili inhibirati njihov rast. Neki lijekovi poput sulfonamida i
kloramfenikola se znaju nazivati antibioticima iako su zapravo sintetski kemoterapijski agensi.
Antibiotici mogu djelovati razli¢itim mehanizmima, no najbolji antibiotici su oni koji utjecu na
mehanizam koji bakterija ima, a eukariotske stranice nemaju. Tako penicilin inhibira sintezu
peptidoglikana bakterijske stani¢ne stijenke dok nema ucinka na stanice domacina jer nemaju
stani¢nu stijenku i1 time omogucava lizu bakterijskih stanica. Jo§ neki mehanizmi djelovanja

antibiotika, osim inhibicije sinteze stani¢ne stijenke, su: promjena strukture i permeabilnosti
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stanicne membrane bakterija vezanjem na njih, djelovanjem kao metabolicki antagonisti tj.
sprjeCavanjem sinteze odredenog metabolita bakterije, inhibicijom sinteze bakterijskih proteina
i inhibicijom sinteze nukleinskih kiselina.

Unato¢ velikoj efikasnosti antibiotika, bakterije imaju razne nacine obrane protiv
antibiotika. Vrlo ¢est na¢in obrane je promjena transporta antibiotika u stanicu. Tako se
fosforilacijom streptomicina sprje¢ava njegov unos u stanicu ili mutacijom u genu za TetA i
TetG proteine bakterija mijenja se struktura stani¢éne membrane i tetraciklin ,,curi iz stanice te
ne dolazi do svoje mete — ribosoma. Takoder, mnoge bakterije mogu pumpati antibiotik van
stanice pomocu antibiotik/proton antiporterske pumpe (E. coli, Pseudomonas aeruginosa,
Mycobacterium smegmatis i Staphylococcus aureus). Neke inaktiviraju antibiotik njegovom
kemijskom modifikacijom npr. sintezom enzima betalaktamaze koja razgraduje betalaktamski
prsten penicilina. Takoder, mogu promjeniti metu antibiotika ili mogu zaobi¢i metabolicki blok
sintezom izoenzima. Svi ovi mehanizmi mogu biti determinirani genima na plazmidu bakterija
koje onda nazivamo R plazmidi posto nose gene za rezistenciju na antibiotike. Geni za
rezistenciju se mogu prenositi izmedu bakterija horizontalnim prijenosom gena (eng. horizontal
gene transfer, HGT) tj. konjugacijom, transdukcijom i transformacijom. Tijekom konjugacije
cijeli R plazmid se prenosi, a tijekom transdukcije i transformacije samo dio gena. Zbog Ceste
upotrebe antibiotika, sve viSe bakterija je rezistentno na vise od jednog antibiotika (eng.
multidrug resistance, MDR) te se traze alternative u lije¢enju bolesti uzrokovanih antibiotik
rezistentnim bakterijama pogotovo onih uzrokovanim bakterijama iz grupe ESKAPE (akronim
od bakterija Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae,
Acinetobacter baumanni, Pseudomonas aeruginosa i Enterobacter spp.).

Jedna od alternativa koja se trenutacno istrazuje te pokusava poboljsati je terapija s
bakteriofagima, no i kod terapije s fagima moze do¢i do bakterijske rezistencije. Bakterija
moze razviti rezistenciju tj. boriti se protiv virusne infekcije na vise nacina. Prvi nacin
ukljucuje blokiranje adsorpcije faga na bakteriju bilo blokiranjem receptora, proizvodnjom
kompetitivnog inhibitora ili proizvodnjom izvanstani¢énog matriksa. Drugi nacin ukljucuje
sistem superinfekcijske ekskluzije (eng. superinfection exclusion, Sie) u kojem vec postojeca
virusna infekcija preventira sekundarnu infekciju s istim ili blisko srodnim virusom. Tre¢i nacin
je putem restrikcijsko-modifikacijskog sustava koji stiti i prepoznaje metiliranu DNA bakterije,
no stranu nemetiliranu DNA razgraduje restrikcijskim enzimima. Zadnji nacin je putem
CRISPR-Cas sustava koji prepoznaje i razgraduje stranu DNA s kojom je stanica prethodno
dosla u kontakt (Labrie i sur., 2010). Rezistentnost bakterija na fage nije jedini problem koji je

potreban rijeSiti za uspjeSnu terapiju s bakteriofagima. U nastavku teksta naslovljenom
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Rasprava ¢u opisati probleme koji se javljaju te kako se mogu rijesiti i terapija poboljSati za

budude primjene.



2. RASPRAVA

2.1 Priprema terapije bakteriofagima i moguci problem

Kako bi osmislili $to uspjesniju terapiju bakteriofagima moramo ju prilagoditi pojedincu
odnosno tipu i mjestu infekcije. Moramo razmotriti probleme koji mogu nastati tijekom terapije
i rijesiti ih. Najvazniji problemi koje susrecemo su: nadin prijenosa bakteriofaga na mjesto
infekcije, sociobiologija bakteriofaga, javljanje rezistencije na bakteriofage i njihova
specifiénost da djeluju na samo odredene vrste bakterija ili sojeve tih vrsta. Takoder kako bi se
osiguralo da je terapija sigurna moraju odredeni uvjeti biti zadovoljeni: koriste se isklju¢ivo
liticki fagi koji nemaju faktore virulencije, potvrduje se njihova antimikrobna aktivnost protiv
ciljanog patogena i1 odreduje se tocan identitet patogena, te se proc¢iS¢avaju od endotoksina i

bakterijskih ostataka.

2. 2. Isporuka faga na mjesto lijeCenja

Isporuka faga na mjesto infekcije predstavlja veliki problem jer fagi ne mogu penetrirati
u tkiva, imunosni sustav ih moze ,,napasti i odstraniti, proteine faga brzo razgraduju enzimi,
dodatno fagi se mogu inaktivirati niskim pH-om Zeludca.

Kako bi se fagi sigurno i uspjesno dostavili na mjesto infekcije bez da se inaktiviraju ili
razgrade pripremaju se razliciti tipovi pripravaka koji se mogu dostaviti na vise nacina.
Pripravci tj. suspenzije faga mogu se dostavljati u tri oblika: teku¢em, suhom (u prahu) ili

inkapsulirani.

2.2.1 Tekuéi pripravak

Standardni pripravci faga su tekuéi, filtracijom i centrifugom ocisc¢eni od liziranih
bakterijskih stanica te na razlicite nacine preradeni kako bi se odstranili bakterijski produkti 1
endotoksini poput lipopolisaharida (LPS). Endotoksini se mogu odstraniti: koristenjem blagog

deterdzenta deoksiholata poprac¢eno ultrafiltracijom (Hashemi i sur., 2013), pomoc¢u organskih



otapala 1-oktanol ili 1-butanol (Szermer-Olearnik i sur., 2015) i sliénim pripravcima. Moguce
je odstraniti endotoksine i bez koriStenja organskih otapala ve¢ rade¢i viSestruka centrifugiranja
pri malim brzinama, mikrofiltracijom i ultrafiltracijom s kriznim protokom (Luong i sur., 2020).

Takvi tekuéi pripravci mogu se lako proizvoditi i skladi$titi na niskim temperaturama
nekoliko godina bez drasti¢ne redukcije u njihovoj uc¢inkovitosti, ovisno o stabilnosti pojedinog
faga iako Luong i suradnici (2020) preporucuju skladistenje pripravka na 4° C do 6 mjeseci.
Tekudi pripravei mogu se koristiti na razli¢ite nacine: stavljanjem direktno na ranu u obliku
vlaznih obloga, u obliku kapi za o¢i, nos i uho te oralno. Za oralnu upotrebu potrebno je prvo
neutralizirati Zelucanu Kiselinu, nekoliko minuta prije primjene faga, sodom bikarbonom ili

mineralnom vodom s bikarbonatima (Sulakvelidze i sur., 2001).

2.2.2. Suhi pripravak

Osim tekuéih pripravka moguce je pripremiti fage u obliku praha. Pripravak u obliku
stabilnog praska moze se dobiti liofilizacijom ili suS§enjem rasprsivanjem (eng. spray drying,
SD). Kada se priprema liofilizacijom, smrznuti koktel faga se dehidrira uz aditive kako bi se
sprijeCila agregacija faga, njihova inaktivacija tijekom rehidratacije ili inaktivacija usred
oSte¢enja uzrokovanih osmotskim promjenama. Aditivi mogu biti razni Seceri (npr. glukoza,
sukroza, Zelatin itd.), aminokiseline (npr. glutamat), proteini (npr. laktoferin) i kompleksije
molekule poput kaseina ili peptona. Ovakvi uzorci pripremljeni liofilizacijom ¢ija veli¢ina
moze varirati od nekoliko nanometara do nekoliko mikrometara mogu zadrzati svoju aktivnost
do 20 mjeseci skladiStenjem na 4 ° C (Manohar i sur., 2019).

Pripremom praska metodom SD, protein se izlaze visokim temperaturama, jakim
silama smicanja 1 dehidracijskom stresu. Kako ne bi doSlo do denaturacije proteina faga,
temperatura toplog zraka treba se drzati ispod 40° C. Ovakvom pripremom dobiva se prah s
Cesticama veli¢ine 1-5 pm s neznatno smanjenom ucinkovito$éu (Leung i sur., 2016).

Ovakvi pripravci u obliku praska se mogu koristiti za lijecenje respiracijskih bolesti

uzrokovanih bakterijama nebulizacijom s inhalatorom.

2.2.3 Inkapsulacija

Posljednji oblik pomoc¢u kojih se suspenzija faga moze dostaviti na mjesto infekcije je

inkapsulacija. Cilj inkapsulacije je napraviti Cestice koje su sliéne po veli¢ini i fizikalno-



kemijskim svojstvima, ne agregiraju tijekom produkcije ili aplikacije 1 imaju priblizno jednak
broj faga po inkapsuliranoj Cestici. Inkapsulacija dodatno osigurava dolazak faga na mjesto
mogu biti inkapsulirani na razli¢ite nacine: u obliku liposoma, transferosoma, hidrogela, filma,
vlakna, niosoma, nanoemulzija i nanocestica (Slika 3.).

Transferosomi su liposomi koji sadrze deterdzent te za razliku od slobodnih faga mogu
bolje prodrijeti u kozu i pruzaju visi stupanj zastite mekih tkiva (Chhibber i sur., 2017).

Liposomi su sferi¢ne nanocestice okruzene lipidnim dvoslojem unutar kojeg se nalaze
fagi u vodenoj otopini. Liposomi mogu penetrirati kroz bakterijski biofilm, sprijeciti
denaturaciju proteina faga zelu¢anom kiselinom i enzimima, u¢i u stanicu endocitozom ili
fuzijom sa stanicnom membranom i inaktivirati enteroinvazivne patogene (E.coli, Listeria i
Mycobacteria ). Mogu se proizvesti metodom filma, metodom dehidratacije-rehidratacije,
uparavanjem V/U emulzija (eng. reverse phase evaporation, REV ili mikrofluidima
(visokotlaénom homogenizacijom) (Vanié, 2012). Mikrofluidima, soniranjem i ekstruzijom
kroz membranu mogu se proizvesti liposomi odredenih veli¢ina, no takvi liposomi mogu i dalje
promijeniti svoju veli¢inu fuzijom ili agregacijom sto predstavlja problem kod npr. intravenske
administracije. U liposome se mogu integrirati pasiviziraju¢e molekule koje imunosni sustav
ne prepoznaje, poput polietilen glikola (PEG), kako bi se sprijecila interakcija izmedu
biomolekula i povecalo vrijeme zadrZzavanja faga na mjestu infekcije. Vrijeme zadrzavanja
ovisi i o veli¢ini liposoma te se povecava obrnuto proporcionalno s njegovom veli¢inom.
Izgradnjom liposoma kationskim lipidima moze se dodatno povecati vrijeme zadrzavanja,
prilikom sinteze kationskih liposoma povecati inkapsulacija za 50% i omoguditi bolja
disperzija Cestica u otopini (Loh i sur., 2021). U istrazivanju Colom i suradnici (2015) koristili
su koktel faga inkapsuliranih u pozitivno nabijene liposome te proucavali njihovu efikasnost u
lije¢enju bakterija roda Salmonella kod peradi. Pratili su postotak slobodnih i inkapsuliranih
faga prisutnih u cekumu peradi te nakon 72h detektirali inkapsulirane fage u 38.1% Zivotinja,
a slobodne u samo 9.5%. Dodatno, pratili su vrijeme zadrZzavanja faga nakon prestanka terapije.
Odmah nakon prestanka terapije slobodni fagi nisu detektirani u uzorcima cekuma dok su
inkapsulirani fagi detektirani i nakon tjedan dana. Liposom kao sredstvo za prijenos faga ima
mnoge prednosti, no potrebna su dodatna istrazivanja kako bi rijesili problem agregacije
liposoma, gubitka faga tijekom pripreme za inkapsulaciju i niske uéinkovitosti inkapsulacije.
Trebali bi istraziti nove metode inkapsulacije i prouciti koji su lipidi idealni za koriStenje te

mogu li se neke dodatne molekule inkorporirati kako bi se sprijecila agregacija.


https://journals.asm.org/doi/10.1128/AAC.02146-16#con1

Hidrogel je integrirana polimerna mreza, proizvedena jednostavnom reakcijom jednog
ili viSe monomera, koja nabubri u vodi. Terapija fagima moze se dostaviti u obliku hidrogela
inkapsuliranjem faga unutar polimera ili njihovom imobilizacijom na ¢vrstim nosacima.
Imobilizirani fagi ne aktiviraju proupalne citokine ni stimuliraju stvaranje protutijela, iz
sistemske cirkulacije prelaze u jetru i slezenu gdje ostaju aktivni i s produljenom efikasno$¢u
odstranjuju bakterije koje se prenose krvlju. Uloga hidrogela je zastita fage od zelucanih
kiselina i povecanje efikasnosti njihovog djelovanja. Inkapsulirani fagi unutar hidrogela imaju
vecu antibakterijsku aktivnost od slobodnih faga i mogu sprijecit stvaranje biofilmova bakterija
E. coli, P. aeruginos, Proteus mirabilis, K. pneumoniae i Staphylococcus epidermis (Loh i sur.,
2021).

Hidrogel moze biti u obliku tankog filma proizvedenog iz jestivih materijala poput
izolata proteina sirutke (eng. whey protein isolate, WPI) unutar kojeg su inkapsulirani fagi.
WPI — filmovi su jako krhki u usporedbi s vlaknima S$to se moze popraviti dodatkom
plastifikatora npr. glicerola. Ovakvi hidrogelovi se mogu koristiti kao jestivi premazi i
omogucuju produljeno skladiStenje faga na sobnoj temperaturi bez znacajnog gubitka
aktivnosti. Kada WPI- film dode u kontakt s vodom, velike koncentracije faga se otpustaju iz
filma unutar 3h inkubacije i inaktiviraju ciljane bakterije. Ovakvi jestivi biofilmovi mogu se
koristi kao antimikrobni materijali za pakiranje hrane (Vonasek i sur., 2013).

Hidrogel napravljen od polivinilnog alkohola (PVA), natrijevog alginata (SA) i faga ¢ini
hibridnu membranu koja ima dvostruku funkciju — stvara idealan okoli§ za zacjeljivanje rana i
dostavlja fage na mjesto infekcije. Ovakva hibridna membrana mozZe dodatno sadrzavati i
antibiotik te se koristiti za lije¢enje infekcija opeklina (Kaur i sur., 2019).

Za prevenciju infekcija moze se napraviti ,,pametni‘‘ sustav ili ti sustavi koji reagiraju
na odredeni podrazaj (promjena pH, temperature itd.) i oslobadaju ugradene/imobilizirane
bakteriofage. Takav ,,pametni* sustavi je razvijen za dugotrajne urinarne katetre. Katetri su
premazani s gel/fag solucijom tj. dvoslojnim hidrogelom ¢iji je gornji sloj graden od polimera
poli(meti metakrilat-ko-metakrilne kiseline) i reagira na povisenje pH. Povisenjem pH iz
donjeg sloja se oslobadaju bakteriofagi koji razgraduju biofilm i odgadaju zacepljenje katetra
(Milo i sur., 2017). Mogu se napraviti i zavoji za sprjecavanje infekcija kojima je okidac¢
povisena temperatura prilikom ¢ega se oslobadaju bakteriofagi i inhibira se rast bakterija. (Loh
i sur., 2021).

Fagi mogu biti inkapsulirani unutar ili imobilizirani na povrSinama vlakna. Takva
imobilizacija faga pomocu vlakna moze se koristiti: u obliku obloga/zavoja za rane, kao

antimikrobni materijal za pakiranje hrane, te za detekciju, identifikaciju i imobilizaciju mikroba
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pomocu faga. Vlakna u koje ¢e se fagi inkapsulirati proizvode se elektropredenjem tj.
pravljenjem nanovlakana iz polimerne otopine pod utjecajem elektrostati¢ke sile. Moguca je
simultana inkapsulacija faga u vlakna uz uvjet da fag moze izdrzati elektri¢no polje do 40
kV/cm na pet minuta. Vlakna napravljena elektropredenjem su mekana, fleksibilna i porozna.
Neki od materijala koji se koriste za proizvodnju vlakna su: celuloza diacetat, polietilen oksid
i polivinilpirolidon. Ovisno o izboru materijala moZe se kontrolirati otpustanje faga. Otpustanje
faga je posredovano bubrenjem vlakana, njihovom razgradnjom (bioloskim, kemijskim ili
fizikim sredstvima) i jednostavnim otapanjem polimera, ako su topivi u vodi. Negativno
nabijeni fagi mogu se elektrostatskim vezanjem imobilizirati na povr$ini pozitivno nabijenih
materijala poput: nanovlakna aluminijevog oksida, kemijski modificiranog silicija i polivinil-
amin celuloze. Fagi kovalentno vezani za biorazgradive polimere mogu se koristiti kao zavoji
za rane u koje dodatno mogu ugraditi i druge supstance poput antibiotika ili lijekova protiv boli.
Nogueira i suradnici (2017) su razvili zavoj za rane graden od polikaprolaktonskih nanovlakana
za koja su kovalentno vezane kapside bakteriofaga, ostavljajuci repove slobodne za interakciju

s bakterijama. Zavoj je i nakon 25 pranja mogao reducirati broj bakterija.

Lokalna dostava bakteriofaga s s
Nacini inkapsulacije:

v
Stiti od: _ i ) . — ,
Hidrogel Cestice  Konstrukcija makro Lipidni nosadi
velicine

I'emperature Kiselina 1 enzima  Imunosnog sustava
5 2l
) . ® JRTTRSR
D" i nat
' ~ LAk Al '_'. -

2% >

! . M Moguci biomaterijali:
! < * Biopolimeri Sinteti¢ki polimeri
&
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Produljeno oslobadanje . Fibrin HMPC
; z Kitozan PEG

Inkorporacija bakteriofaga:

Y .
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$ s | . .
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Slika 3. Moguc¢i nacini i materijali koji se koriste za prijenos faga inkapsulacijom, moguci
nacini inkorporacije faga u materijale te pozitivne strane prijenosa inkapsulacijom. (Preradeno
iz Rotman i sur., 2020)
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2.3 Sociobiologija faga

Terapija bakteriofagima iskoriStava interakcije bakteriofaga i bakterija tj. ,,napad™
bakterija bakteriofagima kako bi se organizam izlijecio od bakterijske bolesti, no ove interakcije
mogu biti i negativne. Lizogenskom konverzijom, bakterija moze ste¢i nova genetska svojstva
koja mogu rezultirati patogenoscu npr. dobije toksine kodirane fagom koji poveéavaju
bakterijsku virulentnost ili gene za otpornost na antibiotike. Haaber i suradnici (2016) su
demonstrirali kako otpusStanje faga iz subpopulacije bakterijskih stanica S. aureus omogucuje
populaciji koja sadrzi profage da stekne korisne gene od konkurentskih sojeva koji su osjetljivi
na fage prisutne u istom okruzenju. Naime, fagi inficiraju konkurentske bakterije i liziraju ih te
prilikom pakiranja DNA u svoje kapside spakiraju i dijelove bakterijske DNA. Vra¢anjem
takvih transducirajucih ¢estica u populaciju bakterija koje sadrze profag potice se transfer gena
i omogucuje bakterijskim stanicama da steknu otpornost na antibiotike. Zato je, potrebno
koristiti liticke fage, uz neke iznimke. U sluc¢aju da je osoba u Zivotnoj opasnosti i za tu
odredenu bakteriju nema striktno litickih faga ili se ne stignu pronaci i izolirati liticki fagi moze
se odobriti koristenje lizogenih faga. Osim kod lizogenih faga problem interakcije bakterija i
faga te moguca izmjena gena javlja se i kod litickih faga. Genetika i ponasanja litickih faga nisu
dovoljno istrazeni. Zasada znamo da genomi litickih faga mogu kodirat pomoc¢ne proteine koji
mijenjaju fiziologiju bakterije, no ne razumijemo u potpunosti na koje nacine djeluju. Nadalje,
ne razumijemo ni $to se to¢no zbiva tijekom abortivne infekcije gdje se DNA faga izbaci u
stanicu i dode do eksprimiranja dijela gena, no ne dode do sinteze novih virusa. Tada bakterijski
domacin moze potencijalno sluziti i kao rezervoar strane, u ovom slucaju fagne DNA (Gordillo
Altamirano i Barr, 2019). Kako bi izbjegli potencijalnu gensku transdukciju Peng i suradnici
(2019) razvili su kontroliranu terapiju fagima fototermalnom ablacijom specifi¢nih bakterijskih
vrsta koristeci zlatne nanoStapic¢e putem kimernih faga. Dizajnirali su kimerne fage koji se
specificno vezu na gram-negativne organizme poput E. coli, P. aeruginosa, Vibrio cholere i
Xanthomonas campestris. Biokonjugirani fagi s nanostapi¢ima (eng. phanorods) mogu na taj
naéin selektivno ciljati i uniStavati specifiéne bakterijske stanice koriStenjem fototermalne
ablacije. Zracenjem biokonjugiranih faga X-zrakama unistavaju se fagi, sprjecava njihova
replikacija i izmjena gena te se omogucava kontrola nad doziranjem. U svakom slucaju,
potrebna su dodatna istrazivanja kako bi bolje razumjeli interakcije litickih faga i bakterija te

razvili nove kontrolirane terapije.
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2.4. Rezistencija na bakteriofage

Bakterije mogu na razne naCine postati rezistentne na bakteriofage. Tijekom terapije
konstantno se prati osjetljivost bakterija na bakteriofage te u sluaju da se razvije otpornost,
izolira se novi bakteriofag na koji su osjetljive (Sulakvelidze i sur., 2001). Dodatno, kako bi
smanjili mogucnost pojave rezistencije tijekom terapije koristimo koktel bakteriofaga Sto
osigurava da cak i ako bakterija postane tolerantna na jedan od faga, bude osjetljiva na ostale
iz koktela. Takoder, kombiniranom terapijom s antibioticima i fagima postize se sinergisti¢ki
efekt i ucinkovitije lijeCenje. Sinergisticki efekt se pokazao snaznijim kada su se antibiotici
dodavali nakon tretmana s fagima (Gordillo Altamirano i Barr, 2019). Primjer sinergistickog
djelovanja antibiotika i faga mozemo vidjeti u istrazivanju koje su proveli Kaur i suradnici
(2012). Oni su modificirali metodu dvoslojnog agara (eng. double layer agar, DLA) dodatkom
subletalnih doza tri razli¢ite klase antibiotika. Koristili su fag MR-5 i meticilin-rezistentne
bakterije S. aureus te pratili veli¢inu plakova koje fagi tvore na bakterijskoj kulturi kao mjeru
sinergije - §to su veci plakovi, veci je sinergisticki efekt. Kod linezolida, tetraciklina i ketolidnih
antibiotika veli¢ina plakova se povecéala za tri puta te je od njih linezolid imao najjace
sinergisticko djelovanje.

lako je rezistencija na bakteriofage predstavljena u ovom radu kao problem, ona ne mora
nuzno biti negativna. Vise istrazivanja je pokazalo da razvijanjem rezistencije na bakteriofag
MDR bakterije mogu ponovno postati osjetljive na antibiotike. Chan i suradnici (2016) su
izolirali liticki fag OMKO1 koji se unosi u bakteriju Pseudomonas aeruginosa vezanjem za
porin M (OprM) te testirali Sto se dogada kad se pojavi rezistencija na ovaj fag. Porin M je dio
sustava MexAB i MexXY pomocu kojih se antibiotici antiporterom izbacuju izvan stanice.
Kako bi bakterije postale rezistentne na bakteriofag mutiraju receptor OprM pomocu kojeg fag
ulazi u stanicu i time gube mogucnost izbacivanja antibiotika izvan stanice tj. bakterije se

resenzibiliraju na njih.
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2.5. Specifi¢nost bakteriofaga

Specificnost bakteriofaga predstavlja problem i1 prednost u terapiji bakteriofagima.
Prednost specifi¢nosti je Sto unistava samo ciljne patogene bakterije za razliku od antibiotika
koji unistavaju i komenzalne bakterije. Komenzalne bakterije su vrlo bitne za opée zdravlje
pojedinca te je narusavanje ravnoteze mikrobiote (disbioza) povezano s brojnim bolestima od
probavnih tegoba do mentalnih i neurodegenerativnih poremecaja. S druge strane, specifi¢nost
faga predstavlja problem jer zahtijeva to¢nu dijagnozu infekcije i identifikaciju patogene
bakterije, nekad i do razine soja Sto je vremenski zahtjevan proces te se nekad ni ne nadu
odgovaraju¢i liticki fagi. Ovaj problem se moZe rijesiti dizajniranjem sintetskih faga koji bi
mogli ,,napasti“ bilo koju bakteriju koju zelimo uz uvjet da znamo njezin sastav membrane.
Leptihn i Loh (2022) spekuliraju da bi se mogao sastaviti sintetski fag s modularnim
strukturama koje sadrze zamjenjive domene za vezanje na receptore razli¢itih bakterija $to bi
omogucilo infekciju vise vrsta bakterija. Dizajniranjem takvih sintetskih faga rijesio bi se i
problem sociobiologije faga (ne bi postojala opasnost da fag preda gene bakterijama koji
povecavaju njihovu virulentnost ili ih ¢ine otpornim na antibiotike) te rezistencije na

bakteriofage jer bi jednostavno mogli napraviti novi fag s receptorom za drugo vezno mjesto.
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3. ZAKLJUCAK

U doba antibiotik-rezistentnih bakterija terapija bakteriofagima postaje sve popularnija.
Tijekom terapije susre¢emo se s raznim problemima kao $to su: transport bakteriofaga na
mjesto infekcije, sociobiologija bakteriofaga, rezistencija na bakteriofage i njihova
specifi¢nosti. Metoda transporta faga na mjesto infekcije ovisi o tipu pripravka bakteriofaga:
tekuci, suhi ili inkapsulirani. Inkapsulirani fagi mogu se prenositi na mjesto infekcije u obliku
transferosoma, liposoma, hidrogela, filma, vlakna, niosoma, nanoemulzija i nanoCestica.
Ovakav oblik prijenosa S§titi fage od Zelucanih kiselina, enzima, imunosnog sustava te im
olakSava penetraciju u tkiva. Problem sociobiologije lizogenih faga i bakterija rjeSava se
koriStenjem litickih faga, no jo$ uvijek nemamo potpuno razumijevanje u genetiku litickih faga
te su potrebna dodatna istrazivanja kako bi utvrdili jesu li interakcije litickih faga i bakterija
Stetne. Zasada, ovaj problem se moze rijesiti koriStenjem biokonjugiranih faga sa zlatnim
nanos$tapi¢ima koji se mogu jednostavno unistiti X-zra¢enjem. Takoder, mogli bi rijesiti
problem koriStenjem sintetskih faga, no ova opcija je zasad samo teoretska. Koristenjem
sintetskih faga koji imaju zamjenjive domene za vezanje na receptor, osim problema
sociobiologije bakteriofaga, mogli bi se rijeSiti i problemi specifi¢nosti te rezistencije na
bakteriofag. Problem specifi¢nosti ujedno je i prednost terapije jer ,napadanjem® samo
odredenih sojeva bakterija ne uniStavaju se nama bitne komenzalne bakterije. Dodatno, osim
sintetskim fagima problem rezistencije moze se rijesiti pripremom koktela faga, izoliranjem
novog faga na koji je bakterija osjetljiva ili koristenjem antibiotika. Koristenjem antibiotika uz
terapiju s bakteriofagima javlja se sinergisticki efekt. Kako bi sinergisticki efekt bio jaci
preporuca se dodavanje antibiotika u terapiju nakon tretmana s fagima. Kao i specifi¢nost
bakteriofaga, pojava rezistencije na bakteriofage ne mora nuzno biti negativna. Istrazivanja su
pokazala da pojavom rezistencije na bakteriofage bakterije ¢esto ponovno postanu senzibiline
na neke antibiotike. Najbolje je Koristiti terapiju s bakteriofagima uz antibiotike ¢ime se
smanjuje koriStenje antibiotika, postiZe sinergisticki efekt te osigurava da se manje rezistentnih

bakterija pojavi — bilo na antibiotike ili bakteriofage.
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