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1. UVOD

U posljednjim desetlje¢ima, bakterijska rezistencija na antibiotike ima za posljedicu
milijune Zivota diljem svijeta svake godine! ™. Rezultat je to pretjeranog koristenja ili zloupotrebe
antibiotika kao i manjkom razvoja novih i uc¢inkovitijih lijekova zbog smanjenih ekonomskih
ulaganja i zahtjevnih sigurnosnih regulativa>* .Podetak primjene antibiotika nije usko vezan uz
20. stoljece kada poc¢inje moderna antibiotska era. U starim civilizacijama kao S§to su Egipat, Kina,
Grc¢ka i Rimsko carstvo, bakterijske zaraze su se tretirale lokalnom primjenom pljesnivog kruha
na rane®. Tako su tragovi tetraciklina, danasnjih antibiotika, su pronadeni u posmrtnim ostacima u
Sudanskoj Nubiji (350.-550. nakon Krista) kao i u onima iz rimskog razdoblja u Egiptu®’. U oba
sluaja, pretpostavlja se da su zitarice sadrzavale gljivice roda Streptomycetes®’ te su vrlo

vjerojatno imale preventivnu, a ne sistemsku ulogu u lije¢enju bolesti.

Moderna era antibiotika zapocela je konceptom ,,Carobnoga metka® od strane Paula
Ehrlicha pocetkom 20. stoljeca. Zajedno s bakteriologom Sahachirom Hatom i kemicarem
Alfredom Bertheimom, Erlich je otkrio arsensku boju arsfenamin koja je kasnije dobila naziv
Salvarsan te se koristila kao lijek protiv sifilisa®. Ova terapija je bila poznata kao antimikrobna
kemoterapija dok je prvi antibiotik u Sirokoj upotrebi bio Prontosil tj. sulfonamid kojeg je 1935. u
uporabu uveo Gerhard Domagk®. Penicilin, kojeg je 1928. godine otkrio Alexandar Fleming?, je
stavljen u uporabu 15-ak godina kasnije tijekom Drugog svjetskog rata, dok je Selman Waksman
1944. god. otkrio streptomicin ¢ime pocinje zlatno doba otkri¢a antibiotika®. Usporedno s otkriéem
novih antibiotika, primijecena je rezistencija bakterija na iste, pa je prvi penicilin-rezistentni
Staphylococcus otkriven prije nego je taj antibiotik stavljen u §iroku uporabu (Slika 1)°. Sli¢no
tome, meticilin, B-laktamski antibiotik iz klase penicilina, je otkriven 1960. god., dok je svega
godinu dana kasnije izoliran meticilin-rezistentni Staphylococcus (Slika 1). Glikopeptidni
antibiotik vankomicin je stavljen u uporabu 1958. god., te se dugo vremena smatralo kako bakterije
neée biti sposobne razviti rezistenciju naspram ove klase antibiotika. Sredinom osamdesetih
godina proslog stoljeca otkriven je vankomicin-rezistentni Enterococcus, a 1998. i vankomicin-
rezistentni Staphylococcus osporavajuéi takvo razmisljanje (Slika 1). Posljednjih trideset godina

teSko se otkrivaju nove klase antibiotika, dok bakterije uspjeSno razvijaju rezistenciju naspram
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svih poznatih klasa ovih lijekova, ukljucuju¢i i kolistin koji se zadnjih godina koristi kao zadnja

linija obrane protiv infekcija uzrokovanih gram-negativnim bakterijama (Slika 1)°. Sve ovo

sugerira da je potrebno potraziti drugacije nacine lijeCenja bakterijskih infekcija s alternativnim

mehanizmima djelovanja kako bi se efektivno suzbile bakterijske zaraze. Medu ostalim,

potencijalni novi lijekovi koji najvise obecéavaju su: antimikrobni peptidi®, probiotici', tvari

biljnog podrijetlal! i bakteriofagi®.
Antibiotic

2010 Ceftaroline »

Discovery stagnation

1987 Ciprofloxacin
1985 Imipenem/Cilastatin =

1979 Thienamycin**m-
1977 Piperacillin® Cefaclor =

1972 Amikacin® Amoxicillin =

1970 Cefazolin »

1968 Clindamycin @ - - - - 1967 Nl

1962 Trimethoprimm 1961

1960 Methicillinm Metronidazole » ===

1958 Vancomycin m - - == == == —— m— oo e o o
1954 Benzathine penicillin »
) 1952 Erythromycin

1944 Streptomycin =
1942 Gramicidin S »

1935 Sulfonamidochrysoidine (Prontosil) =

1928 Benzylpenicillin* =

1910 Arsphenamine (Salvarsan) =

2009 Telavancin
2007 Doripenem ® - - - -

1988 Azithromycin =
1986 Norfloxacin=” Aztreo

2020 -

Antibiotic resistance identifed
—————— -m2019 Colistin-resistant Salmonella
- - - - # 2016 Colistin-resistant Escherichia

# 2011 Ceftaroline-resistant Staphylococcus
# 2009 pan-drug-resistant Enterobacteriaceae

- - - - ®2004 pan-drug-resistant Acinetobacter

- 2000 Extensively drug-resistant Mycobacterium
= 1998 Vancomycin-resistant Staphylococcus
#1996 Carbapenem resistant Klebsiella

- - - - ®1986 Vancomycin-resistant Enterococcus

# 1968 Erythromycin-resistant Streptococcus
& 1965 Penicillin-resistant Pneumococcus

|- - - - m 1961 Methicillin-resistant Staphylococcus
- - - - # 1959 Tetracycline-resitant Shigella

# 1940 Penicillin-resistant Staphylococcus

Antibiotic classes
Quinolones (1967) Macrolides (1952)

-ketolides (2004)

= Sulfonamides (1910)

m Cyclic peptides
-gramicidins (1942)
-polymyxins (1950)*

= B-lactams
-penicillins (1928)*
-cephalosporins (1964)

m Other
-amphenicols (1949)

-carbapenems (1979)** -glycopeptides (1958) -nitroimidazoles (1960)
-monobactams (1986) -lipopeptides (2003) -DHFR inhibitors (1968)
-lipoglycopeptides (2009) -lincosamides(1967)

-oxazolidinones (2000)

Tetracyclines (1948)  -ansamycins (2004)

m Aminoglycosides (1944)

1900 -

-glycyleycline (2005)

Slika 1 Povijesni osvrt razvoja antibiotika zajedno s vremenom pojave bakterija otpornih na antibiotike. Slika preuzeta

iz Roncevic i sur.®



2. RAZRADA TEME

2.1. Bakteriofagi - povijesni osvrt

Pocetna istrazivanja vezana uz bakteriofage sezu na kraj 19. stoljea kad je britanski
mikrobiolog Ernest Hanbury Hankin otkrio da su uzorci vode indijskih rijeka Gangesa i Yamune
sadrzavale bioloSki materijal koji je uspjesno unistavao kulture kolere. Ta nepoznata supstanca je
mogla pro¢i kroz viSestruke miliporne filtere koji se koriste za filtriranje ve¢ih mikroorganizama
poput bakterijal?. 1915. godine Frederick Twort je proucavao rast Vaccinia virusa (Poxviridae), te
je uocio da Ciste kulture bakterija mogu biti uniStene do sitnih granula od strane prozirne tvari koja
uspjesno prolazi kroz filterske membrane!®. Ovaj nepoznati agens je ispitivan na kulturama roda
Micrococcus, te nije bio sposoban rasti u odsustvu bakterija, a opisan je kao ferment koji se luci

od strane mikroorganizama s ulogom koja je ostala nepoznatom u to doba4,

Dvije godine kasnije, Felix d'Herelle je u neovisnom istrazivanju doSao do sli¢nih rezultata
dok je proucavao pacijente koji su bolovali od bakterijske dizenterije. Iz uzoraka stolice pacijenata
koji su se oporavljali od Sigeloze izolirao je ,,anti-Shiga mikrob* filtriraju¢i uzorke stolice koje su
bile prethodno inkubirane 18 h. Taj aktivni filtrat, kada se doda kulturi ili emulziji Shiga bacila, je
uzrokovao propadanje spomenute kulture®®. D'Herelle je opisao svoje otkriée kao mikrob koji je
obligatni bakteriofag. Osim toga, provodio je eksperimente na laboratorijskim Zzivotinjama
zarazenim  Sigelozom, potvrdujuéi klini€ki potencijal svojih istraZivanja i1 djelomicno
ispunjavaju¢i Kochove postulate. Kasnije je otiSao korak dalje i uveo intravenozno lijeCenje
bakteriofagima za invazivne infekcije!®. Medutim, prvi rad koji je opisao klini¢ku uporabu faga
objavili su Bruynoghe 1 Maisin, a tie se tretiranja stafilokok-specifi¢nih faga koji su uzrokovali
karbunkule i furunkule u inficiranih pacijenata. Kada su bakteriofagi bili primjenjivani injekcijom
blizu mjesta rane, isti su uspjes$no reducirali bol, otok i groznicu u inficiranih pacijenata unutar 48

satil’.

U to vrijeme, tocna priroda bakteriofaga je bila predmet rasprave $to nije iznenadujuce ukoliko
se uzme u obzir da DNK i RNK jos nisu bile otkrivene, pa samim time ni biologija faga nije mogla
biti razjaSnjena. Primjerice, John Northrop je smatrao da su bakteriofagi proizvedeni od strane

domacina stvaranjem inertnog proteina koji se kasnije mijenja u aktivni fag auto-katalitickom



reakcijom?®, Medutim, otkri¢e lizogenog ciklusa (infekcija bakterijske stanice bez indukcije lize)
1925. god. ucvrstilo je ideju da sposobnost reprodukcije faga unutar bakterija zahtijeva umetanje
materijala kodiranog fagom u nasljedne jedinice mikroba domacina. U konacnici, otkrice
Helmut Ruska je prvi opisao okrugle Cestice kao i one ,,oblika sperme* iz suspenzije faga koje su
prianjale na membrane bakterija!®*’. Godinu dana kasnije Luria i Anderson su vizualizirali
razliCite tipove faga i opisali njihovu zajednicku strukturu: nehomogenu okruglu glavu s tankim

repom koja izgleda poput spermija?L.

2.2. Bakteriofagi u ljudskom organizmu
2.1.1. O bakteriofagima opcéenito

Fagi su obligatni paraziti koji zahtijevaju bakterijskog domacina za reprodukciju i najbrojniji
su i najraznovrsniji bioloski organizmi na zemlji?%. Strukturno, veéina faga sastoji se od genoma
nukleinske kiseline pakirane unutar proteinske kapside. Kapside faga vrlo su varijabilne, kako u
veli¢ini tako i u morfologiji tj. mogu biti poliedarske, filamentozne ili pleomorfne. Neki fagi imaju
vanjsku lipidnu membranu uz proteinsku kapsidu, dok drugi imaju samo lipidnu membranu (Slika
2)%,

Head - Capsid

Tail tube and sheath

Tail

Tail Fibres

Baseplate Spike

Slika 2 Prikaz geade bakeriofaga. Slika preuzeta iz Tabitha G. Cunliffe, Alan L. Parker i Alfonso Jaramillo®



Veli¢ine genoma faga variraju izmedu ~3,5 kb i ~540 kb i sastoje se od jednolancane ili
dvolanéane DNK (ssDNK, dsDNK) ili RNK (ssRNK, dsRNK)?*. Posljedi¢no, genomi faga koji
inficiraju razli¢ite domaéine rijetko imaju sliéne sekvence®S, te predstavljaju mozai¢nu strukturu
kao rezultat rekombinacije s bakterijama?’ i drugim fagima?®. Ekstremna varijabilnost i
mozaicizam genoma faga znaCajno kompliciraju taksonomsku klasifikaciju, koja je izvorno
izvedena koriStenjem zajednickih, sekvencijskih znacajki (npr. morfologija kapside 1 tip
nukleinske kiseline koja sa¢injava genom)?®. Iz tog razloga, u procesu je uvodenje nove
klasifikacije virusa prema tipu genomske sekvence, organizaciji genoma i rasponu potencijalnih

domacina?®.

Fagi se opcenito klasificiraju kao virulentni i umjereni, ovisno o njihovom Zivotnom ciklusu.
Nakon prepoznavanja i kasnijeg vezanja za specifi¢ni receptor na povrsini bakterijske stanice fag
injektira svoj genom u bakterijsku stanicu. Genom faga se potom replicira i eksprimira unutar
stanice koriStenjem stani¢nih resursa domacina prije nego Sto se nove kompletne virusne ¢estice
(virioni) sastave i oslobode iz bakterijske stanice*”. Novostvoreni virioni mogu se osloboditi lizom

bakterijske stanice u litickom ciklusu, §to je uobi¢ajeno za veéinu poznatih faga®’.

Nasuprot tome, odredeni fagi mogu u¢i u lizogeni ciklus u kojem, nakon umetanja njegovog
genoma u bakterijsku stanicu, fag ulazi u stanje mirovanja. Tijekom ovog stadija, genom faga
(odnosno profag) se replicira zajedno s genomom domacina, bilo kao rezultat integracije u
bakterijski kromosom ili kao ekstrakromosomska molekula. Lizogeni ciklus obi¢no zavrSava kada
odredeni podrazaj (npr. bakterijski SOS odgovor) inicira liti¢ki ciklus 1 potice proizvodnju novih

viriona i njihovo oslobadanje iz bakterijske stanice*’.

2.1.2. Bakteriofagi crijeva, njihova (ekoloska) uloga i1 znacaj

Procjenjuje se da ljudsko tijelo sadrzi trideset trilijuna mikroba, dok mikrobni ekosustav crijeva
sadrzi 10 — 10 procijenjenih mikrobnih stanica po gramu fekalnih tvari*® Od tog broja, ljudska
crijeva ukupno sadrze 10%° faga, dok je broj bakterija 10 puta manji (10'4)*'. Fagi su u izobilju
prisutni u crijevima odakle translokacijom &esto dospijevaju u peritonealnu Supljinu,®? a osim u

crijevima, brojne metagenomske analize ukazale su na izrazenu prisutnost bakteriofaga u



mikrobioti plu¢a, vagine, koze i usne Supljine*’. U crijevima, pak, igraju klju¢nu ulogu u
oblikovanju sastava mikrobioma, poticanju bakterijske raznolikosti i olakSavanju horizontalnog
prijenosa gena®?. Zadnji podaci sugeriraju da fagi ¢ine veliku vec¢inu (97,7%) genoma crijevnih
virusa, dok su eukariotski i arhealni virusi prisutni u zanemarivom postotku*. Usprkos tome,
genomska raznolikost crijevnih faga je najve¢im dijelom nepoznata zbog i) nedostatka
univerzalnog marker gena, kao primjerice 16S rRNA gena kod bakterija, ii) velike varijabilnosti

genoma faga i iii) teSkoce kultiviranja crijevnih faga®*.

Danas je potvrdeno da prva kolonizacija 1 inicijacija crijevne mikrobiote pocinje tijekom
poroda®®. Objavljene studije upuéuju da je stupanj raznolikosti crijevnih bakterija relativno nizak
na pocetku zivota novorodenceta, zatim se brzo mijenjaju u prvih nekoliko dana nakon rodenja, a
naposljetku postaju sve raznolikije i stabilnije tijekom vremena®. Prva studija koja opisuje
zajednicu crijevnih faga dojencadi provedena je na svjezim fekalnim uzorcima (prikupljeno u
dojencadi starosti od jednog tjedna do tri mjeseca)’’. Brojenje faga pomocu direktne
epifluorescencijske mikroskopije (EFM) pokazalo je da mekonij (prva fekalna izlucevina
novorodenceta) nije sadrzavao virione ili virusu sli¢ne Cestice (engl. VLP, virus like particles). S
druge strane, oko 108 VLP-ova po gramu je otkriveno veé¢ krajem prvog tiedna Zivota. Nadalje,
metagenomske analize sekvenci su pokazale da su sekvence bile pretezito dsSDNA grupe faga kao
§to su Sipho-, Podo-, i Myovirusi. Ova otkri¢a su u skladu s prethodnim istrazivanjima koja
sugeriraju da je mikrobna raznolikost niska u crijevima novorodenc¢adi®*’-*. S druge strane, novije
istrazivanje od strane Lim i sur.* pokazalo je da je najveéa bioraznolikost bakteriofaga crijeva bila
u novorodencadi u prva 4 dana zivota, te se zatim smanjivala sukladno s godinama. Ba$ kao 1
crijevne bakterije, zajednica crijevnih faga relativno je stabilna kod odraslih u usporedbi s
dojencadi*’. Studije su pokazale da zajednicom crijevnih faga dominiraju umjereni fagi (engl.

temperate) i da su jedinstveni za pojedince bez obzira na potencijalnu genetsku povezanost*!.

U crijevima, sli¢no kao u makroskopskim ekosustavima*’, postoji veza izmedu razli¢itih
organizama, pa je tako primjerice kod gnotobiotskih miSeva (odgajanih u sterilnim uvjetima),
fagom posredovana liza bakterijskih populacija imala kaskadne u¢inke na bakterijske populacije
koje nisu bile izravno ciljane predacijom faga*’. U ljudskom probavnom sustavu, rezidentne
mikrobne zajednice imaju snaZan utjecaj na imunoloski sustav domacina, a promjene tih zajednica

posredovane fagom mogu potaknuti kaskadne ucinke koji potencijalno mogu dovesti do promjene



ekosustava mikrobioma i razvoja bolesti**. Isto tako, smanjenje komenzalnih bakterijskih
populacija posredovano fagom moZe utjecati na proizvodnju imunomodulatornih spojeva.
Pokazalo se da pacijenti s bolestima probavnoga sustava imaju smanjenu razinu Faecalibacterium
prausnitzii*> i povecanu razinu faga te bakterije*®. F. prausnitzii igra vaznu ulogu pri sintezi
butirata u debelom crijevu*’ koji je protuupalna kratkolan¢ana masna kiselina*®, pa povecana
predacija faga moze neizravno pridonijeti upali crijeva smanjenjem koli¢ine butirata koji proizvodi

F. prausnitzii.

Sli¢no tome, uoceno je da pacijenti s Parkinsonovom boles¢u imaju povecane razine litickih
faga bakterija iz roda Lactococcus i smanjene razine tih bakterija u crijevima koje reguliraju
propusnost crijeva i proizvode dopamin, pa se moZze zakljuciti da bi predacija faga mogla
pridonijeti razvoju ove bolesti*’. Gledaju¢i $iru sliku, smanjenje populacije komenzalnih bakterija
crijeva posredovano fagom moze dovesti do smanjene proizvodnje imunomodulatornih spojeva
od strane bakterija ¢ime se modulira proces upale crijeva. Takoder, predacija faga moze neizravno
utjecati na zdravlje probavnog sustava odrzavaju¢i populaciju komenzalnih bakterija ,,pod
kontrolom®. Fagi osiguravaju imunitet od strane ne-domacina tako $to se vezu na sloj mucina koji
okruzuje crijevni epitel preko proteina sliénog imunoglobulinu (Ig) koji se nalazi u njihovoj
kapsidi. Svojom litickom aktivno$¢u i predatorstvom u sloju mucina, fagi sprjecavaju kolonizaciju

od strane bakterijskih stanica® i aktivaciju imunologkog sustava®!,

Umjereni fagi sposobni su snazno doprinijeti virulenciji bakterijskog domacina tako Sto
osiguravaju gene za virulentnost §to omogucuje izbjegavanje imunoloskog sustava ili sintezu
toksina®>. Na taj nacin, umjereni fagi mogu neizravno izvrsiti proupalni ucinak u
gastrointestinalnom traktu (GIT) i uzrokovati promjene u crijevnom ekosustavu. Fagi mogu
utjecati na ekoloski sustav crijeva i prelazeci iz lizogenog u liticki ciklus §to u konacnici dovodi
do smrti bakterijskog domaéina®®. Lin i sur.>® prepostavili su da indukcija profaga poti¢e upalu
crijeva Sirenjem integriranih faktora virulencije. Upala crijeva povecava propusnost crijeva na taj
nacin povecavajuci razinu kisika u lumenu, a to zauzvrat potic¢e indukciju profaga kroz mehanizam
koji ukljucuje oksidativni stres putem mehanizma pozitivne povratne sprege. Liza bakterijskih
stanica posredovana fagom doprinosi upalnoj bolesti crijeva poticuci oslobadanje molekularnih
uzoraka povezanih s patogenima (PAMP, engl. Pathogen Associated Molecular Patterns) kao sto

su bakterijska DNK, lipopolisaharid i peptidoglikan** i njihovoj izloZenosti receptorima za



prepoznavanje uzoraka (PRR, engl. Pattern Recognition Receptors) na gastrointestinalnim
epitelnim stanicama (npr. TLR, engl. Toll-like receptors®*. Ovo pokreée proizvodnju reaktivnih
kisikovih i reaktivnih dusikovih vrsta (ROS, engl. Reactive Oxygen Species odnosno RNS, engl.
Reactive Nitrogen Species) koji poti¢u upalni odgovor domaéina® koji moZe neizravno povecati
indukciju profaga. S druge strane, ROS i RNS mogu izravno potaknuti indukciju profaga®®-7 sto
ukazuje na jo$ jedan mehanizam putem kojeg fagi mogu potaknuti pozitivhu upalnu povratnu
petlju (Slika 3).
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Slika 2 Teorijski model PAMP-PRR pozitivne povratne sprege za upalu GIT-a posredovane bakteriofagom. 1)
Bakterijska liza posredovana fagom uzrokuje oslobadanje PAMP-ova, kao $to su bakterijskaDNK i LPS. 2) PAMP-
ove prepoznaju PRR-ovi, kao Sto je TLR, smjesteni na povrsini epitelnih stanica crijeva, Sto dovodi do proizvodnje
ROS-a i RNS-a. 3) ROS i RNS stimuliraju indukciju profaga izravno, ostecujuci bakterijskuDNK i aktivirajuéi SOS
odgovor, ili neizravno, stimulirajuci upalni odgovor. Upalni odgovor poveéava luminalni oksidativni stres uzrokujuci
ostecenjeDNK cime se aktivira SOS odgovor. 4) Indukcija dormantnog profaga uzrokuje pokretanje litickog ciklusa
faga §to rezultira lizom bakterijske stanice. Slika preuzeta iz Zuppi i sur.>*




2.3. Bakteriofagi i imunoloski sustav
2.3.1. Metode pristupanja faga imunoloSkim stanicama urodenog imunoloskog
sustava

Bakteriofagi se Cesto mogu nalaziti izvan mukoznog sloja u kojem cesto obitavaju, pa su, medu
ostalim, pronadeni u krvotoku, slezeni, bubrezima, jetri i mozgu®®. Ovi virusi posjeduju brojne
epitope koje prepoznaje PRR urodenog imunoloskog sustava, te koji stimuliraju proizvodnju
antifagnih protutijela®®. Kako bi se inicirao imunoloski odgovor voden prirodenim imunologkim
stanicama, bakteriofagi im prvo moraju pristupiti. Ove stanice, ukljucujuc¢i makrofage, dendriti¢éne
stanice i mastocite lokalizirani su na gastrointestinalnoj sluznici. Oni predstavljaju prve
imunoloske stanice s kojima se bakteriofagi susrecu. Fagi su, u pravilu, obilnije prisutni na
povrSinama sluznice, a neki od njih eksprimiraju proteinske domene specificne za glikoprotein
mucin koji se nalazi na epitelu crijeva®®. Kolifagi¢éni T4 (fag crijeva) veZe oligosaharidne bo¢ne
lance mucinskih proteina pomoéu malih domena koje su dio kapsidnih proteina®®, a ostali
Caudovirales fagi takoder imaju sli¢ne vezne domene unutar svojih kapsidnih proteina. Ovakav
oblik sidrenja povecava priliku za kontakt faga i bakterije, te zauzvrat priliku za zarazu ili

lizogenizaciju svog domacina.
Postoji niz na¢ina na koje fagi mogu prijecéi gastrointestinalni epitel (transcitoza) (Slika4):

1. Slobodni unos, gdje se sam fag endocitozira i transportira®!

2. Trojanski konj, gdje fag sa svojim inficiranim bakterijskim domac¢inom ulazi ili se
endocitozira zajedno s domaéinom®>%3

3. Prelazak kroz propusno crijevo, gdje je upala ili ozljeda rezultirala oslabljenom

funkcijom barijere §to omoguéuje pasivni tranzit faga kroz epitel®
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Slika 3 Mehanizmi transcitoze bakteriofaga za pristup urodenim imunoloskim stanicama. Graficki prikaz razlicitih

nacina na koje bakteriofag moze prijeci epitelnu barijeru sluznice. Dendriticke stanice (DC) i makrofagi (MC) su
oznaceni. Slika preuzeta iz Carroll Portillo i Lin®

O mehanizmu slobodnog unosa provedeno je najopseznije istrazivanje od strane Nguyena i
sur.%®. Ispitivali su sposobnost faga Caudovirales (iz obitelji Myoviridae, Siphoviridae i
Podoviridae) specifi¢nih za razli¢ite bakterijske domacine za translociranje preko epitelnih ili
endotelnih stani¢nih linija. Otkrili su da se transport faga prvenstveno odvija od apikalnog prema
bazolateralnom smjeru, te da se najvise 0,1% faga krece kroz bilo koji monosloj. Tijekom
transcitoze, fagi se mogu naci unutar endosomskih odjeljaka, a zanimljivo, iskljucivo poremecaj
Golgijevog aparata uspjesno je sprjeavao translociranje. Medutim, inhibicija endocitoze
posredovane receptorima s primjenom Wortmannina ili inhibicija endocitoze ovisne o klatrinu
primjenom klorokina nije inhibirala tranzit faga Sto ukazuje da bi endocitoza slobodnog T4 kroz
epitelnu barijeru mogla biti pasivna. U ovoj studiji nije uoena paracelularna transcitoza T4.
Unutar skupine faga postojala je znacajna varijacija u postotku svake vrste faga koja je uspjeSno
transcitozirala kroz monosloj MDCK (epitela pse¢eg bubrega). Transcitoza faga T4 varirala je
ovisno o vrsti testiranog stanicnog monosloja. Ovi podaci pokazuju da je transcitoza vjerojatno
specifi¢na i za fag 1 za tkivo, tako da se neki fagi mogu lakse kretati kroz odredena tkiva, dok drugi

uopce ne.
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Drugi mehanizam transcitoze faga ukljucuje transport faga preko barijere dok se nalazi
unutar bakterije (trojanski konj). Fagi se mogu ,,prebaciti* preko mukozne barijere unutar bakterije
koriste¢i uobi¢ajene putove bakterijske transcitoze®® Neki fagi poveéavaju vjerojatnost transcitoze
povecanjem agregacije bakterija na epitelnim povrSinama. Primjerice, prisutnost filamentoznog
faga rezultira pove¢anom agregacijom Neisseria meningitidis na epitelnim povr§inama stvaranjem

poveznice izmedu stanica i bakterija®®.

Tre¢i mehanizam translokacije faga javlja se u okruzenju propusnih crijeva. U ovom
mehanizmu, pojavljuju se otvori izmedu stanica gdje su ¢vrsti spojevi (engl. tight juncions) prije
sprjecavali paracelularno kretanje (bakterijskih ili virusnih) organizama preko mukozne barijere.
U zdravoj mukoznoj barijeri, paracelularni transport ograni¢en je na molekule koje prolaze kroz
pore ili puteve curenja®’. Ti su putovi ograni¢eni na 5-10 A odnosno ispod ~62,5 A; oba znatno
ispod veli¢ine bakteriofaga. Upala, ozljeda ili mikrobni signali mogu uzrokovati povecanu
propusnost epitelne barijere utjeCuc¢i na Cvrste spojeve. U ovom slucaju, fagima koji ne bi
transcotizirali u zdravim uvjetima, omogucen je pristup stanicama prirodenog imunoloskog
sustava Sto omogucuje potencijalno povecanje Stetnih proupalnih odgovora i pridonosi daljnjem

razvoju bolesnih stanja.

2.3.2. Interakcije bakteriofaga s imunoloskim sustavom

Budu¢i da nije poznato da bakteriofagi inficiraju stanice sisavaca postavlja se pitanje koja je
uloga eukariotskog stani¢nog mehanizma za otkrivanje bakteriofaga. Pretpostavlja se da te
interakcije poc€ivaju na istim signalnim putevima koji se koriste za otkrivanje Zivotinjskih virusa,
a u vecini slucajeva signaliziranje utjeCe na prigusivanje upalnog odgovora koji je stimuliran
prisutno$éu bakterija®®. Imunoloska signalizacija zapo¢inje vezanjem liganda s izvanstani¢nim ili
unutarstanicnim receptorima. Nakon S§to bakteriofagi dobiju pristup stanicama urodenog
imunoloSkog sustava sluznice, postoji niz mehanizama putem kojih ih te stanice mogu prepoznati

(Slika 4), a dijele se u tri skupine:

1. Izvanstani¢no prepoznavanje
2. Endocitozno prepoznavanje

3. Citoplazmatsko prepoznavanje
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Slika 4 Slikovni prikaz tri nacina na koje stanice urodenog imunoloskog sustava mogu prepoznati bakteriofag kako bi
pokrenule imunolosku signalizaciju. 1. Izvanstanic¢no prepoznavanje integrinima, membranskim dijelovima ili fag-
specificnim receptorima, 2. Endosomalno prepoznavanje endosomalnim PRR-ovima nakon Sto se fag u bilo kojem
obliku endocitozira i razgradi unutar lizosomskog odjeljka, i 3. Citoplazmatsko prepoznavanje nukleotida
bakteriofaga putem razlicitih receptora kao sto su AIM3 Cija je glavna uloga nakon prepoznavanja fagne DNK
stimulirati lu¢enje interleukina. Slika preuzeta iz Carroll Portilo i Lin®*

Izvanstani¢no prepoznavanje slobodnog faga odvija se pomocu vezanja dijelova stani¢ne
povrsine stanice, integrina ili trenutno nepoznatih fagnih receptora®. Fag Clostridium difficile
adherira na epitelne stanice na fag-specifi¢an nacin’’, pomo¢u domene Lys-Gly-Asp® ili tzv.

KGD domene prisutne u T4 kapsidnim proteinima ¢&iji se homolozi vezu na integrin’!’?

Sto ukazuje
na moguce interakcije fag-integrin. Osim KGD domena, T4 i ostalih ¢lanova Caudovirales takoder
posjeduju kapsidne proteine s domenama sli¢nom Ig’3. Hoc protein T4 kapside sadrzi tri ovakve

domene,’ za koje je dokazano da utjeu na vezanje faga za sloj mucina.”’

Endocitozno prepoznavanje pocinje endocitozom slobodnog faga, opsoniziranog faga (s
vezanim antitijelima i komplementom) ili zarazene bakterije nakon cega slijedi kretanje duz
lizosomskog puta”. Degradacija lizosomskog sadrzaja znaci da su epitopi faga izlozeni PRR-U
unutar endosomskog odjeljka. U slucaju lizogeniziranih bakterija, to zahtijeva razgradnju
bakterijskih membrana. Integrirana fagna DNK se tada oslobada zajedno s bakterijskom DNK. U
slu¢aju bakterija zaraZzenih fagom i bakteriofaga, razgradnja virusne (proteinske) kapside oslobada

fagne nukleotide koji omogucuju detekciju pomocéu PRR. PRR ukljucuje niz endosomski
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povezanih TLR-ova koji detektiraju nukleinske kiseline, ukljuc¢uju¢i TLR3 (veze dsRNA i poli
I:C), TLR7 i 8 (veze ssRNA i poli dT) i TLR9 (veze CpGDNK)’®.

Citoplazmatsko prepoznavanje DNK faga unutar cukariotskog domacina jo§ nije U
potpunosti opisano ali najvjerojatnije se odvija s fagom koji inficira unutarstani¢ne bakterije kao
$to su Chlamydia, Mycobacterium i Listeria 4. NajsloZeniji dio ovog aktivacijskog puta je pristup
nukleinske Kkiseline faga citoplazmatskom prostoru. Epitopi intracelularnog bakteriofaga
vjerojatno bi postali izloZeni u citoplazmi nakon bakterijske smrti ili fagom inducirane bakterijske

lize®.
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2.3. Terapija bakteriofagima
2.3.1. Ucinkovitost faga protiv klini¢kih znacajnih patogena

Nedavna istrazivanja na zivotinjskim modelima demonstrirala su moguénosti terapije
bakteriofagima protiv niza klinicki znacajnih patogena. Primjerice, prezivljavanje miSeva
oboljelih od crijevne sepse uzrokovane Pseudomonas aeruginosa bilo je 66,7% nakon oralne
primjena faga, u usporedbi s 0% u kontrolnoj skupini (Tablica 1)”. U hré¢kovom modelu
ileocecitisa izazvanog Clostridium difficile jedna doza faga pokazala se kao dovoljna profilaksa
protiv infekcije, dok su tretmani fagom nakon infekcije spasili 11 od 12 inficiranih misSeva, a
kontrolne Zivotinje koje su primale C. difficile i klindamicin uginule su unutar 96 h (Tablica 1)7%.
Kombinacije faga takoder znacajno smanjuju rast C. difficile in vitro i ogranicavaju proliferaciju
in vivo u modelu hreka”. Intraperitonealna primjena jednog soja faga bila je dovoljna za
prezivljavanje cijele populacije miseva u modelima bakterijemije uzrokovane aplicirajuéi
Enterococcus faecium otpornu na vankomicin, Escherichia coli koja proizvodi B-laktamazu
prosirenog spektra i P. aeruginosa otpornu na imipenem (Tablica 1). Isto tako, postoji indikacija
da su fagi sposobni obnoviti osjetljivost na antibiotike kod bakterija otpornih na antibiotike, kao u

slu¢aju P. aeruginosa otporne na vise lijekova®’.

Ispitivanja terapije fagom na ljudima odvijala su se gotovo kroz cijelo stolje¢e na nekoliko
instituta u istocnoj Europi, od kojih su najpoznatiji Eliava institut za bakteriofage (Tbilisi, Gruzija)
i Institut za imunologiju i eksperimentalnu terapiju (Wroclaw, Poljska). Institut Eliava opsezno je
koristio fage u pretklinickom 1 klini€¢kom ljjecenju uobicajenih bakterijskih infekcija uzrokovanih
patogenima kao §to su Staphylococcus aureus, E. coli, Streptococcus spp., P. aeruginosa, Proteus
spp., Shigella dysenteriae, Salmonella spp. i Enterococcus spp.®!. U klini¢kom ispitivanju iz 1938.
godine, 219 pacijenata s bakterijskom dizenterijom (138 djece i 81 odrasla osoba) lijeCeno je
isklju¢ivo koktelom faga koji se sastojao od razlicitih faga koji ciljaju Shigella flexneri, Shigella
shiga, E. coli, Proteus spp., P. aeruginosa, Salmonella typhi, Salmonella paratyphi A i B,
Staphylococcus spp., Streptococcus spp. i Enterococcus spp. Kokteli su primjenjivani oralno i
rektalno. U roku od 24 sata, 28% pacijenata s krvlju u stolici oslobodilo se ovog simptoma, dok je
daljnjih 27% pokazalo poboljSanje unutar 2-3 dana. Sveukupno, 74% od 219 pacijenata pokazalo

je poboljsanje ili su simptomi potpuno nestali®!.
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Trenutacno ne postoje proizvodi za fagnu terapiju odobreni za ljudsku upotrebu u EU ili
SAD-u. Medutim, u prehrambenoj industriji postoji nekoliko komercijalnih pripravaka faga koji
se koriste za kontrolu bakterijskih patogena, a koje je odobrila FDA (engl. Food and Drug
Administration) pod klasifikacijom "opcenito se smatraju sigurnima". Ovi pripravci se izmedu
ostalih koriste protiv Salmonella spp., Listeria monocytogenes, MRSA, E. coli O157:H7,
Mycobacterium tuberculosis ,Campylobacter spp. i Pseudomonas syringae.®? Brojna istrazivanja

potencijalne uc¢inkovitosti terapije fagima su sazeta u Tablici 1.

Tablica 1 Objavijeni otkrica o terapiji fagima kod ljudi i na Zivotinjskim modelima. Preuzeto i obradeno iz Lin i

sur.®
Uzroénik Model Stanje Nacdin primjene Sazetak rezultata
Shigella Covjek Dizenterija Oralno Sve Cetiri lijecene
dysenteriae osobe oporavile su se
nakon 24 sata.
Vibrio cholerae Covjek Kolera Oralno 68 od 73 ispitanika
prezivjelo je u
lijecenoj skupini, a
samo 44 od 118 u
kontrolnoj skupini.
Pseudomonas Mis Sepsa Oralno 66,7% smanjena
aeruginosa smrtnost.
Clostridium Hréak Illeocecitis Oralno Istodobna primjena s
difficile C. difficile sprijecila je
infekciju.
Enterococcus Mis Bakterijemija | Intraperitonealna 100% smanjena
faecium otporan injekcija smrtnost.
na vankomicin
E. coli koja Mis Bakterijemija | Intraperitonealna 100% smanjena
proizvodi f - injekcia smrtnost.
laktamazu
P. aeruginosa Mis Bakterijemija | Intraperitonealna 100% smanjena
otporna na injekcija smrtnost.
imipenem
Acinetobacter Mis Sepsa Intraperitonealna | Zivotinje zastiéene od
baumannii, P. injekcija smrtonosne doze A.
aeruginosa i baumannii i P.
Staphylococcus aeruginosa, alineiS.
aureus aureus.
E. coli Mis Meningitis i Intraperitonealna 100% odnosno 50%
sepsa injekcija ili smanjena smrtnost za
subkutanozna meningitis i sepsu.
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Visestruko Mis Sepsa Intraperitonealna 92% i 84% smanjena
rezistentni Vibrio injekcija i oralna smrtnost
parahaemolyticus primjena intraperitonealnim,

odnosno oralnim
putem

2.4. Terapija fagima naspram ‘klasi¢ne’ antibiotske terapije
2.4.1. Prednosti terapije fagima

Bakteriofagi imaju vrlo uzak spektar djelovanja ¢ime je izbjegnut najvazniji problem vezan
isklju¢ivo uz primjenu antibiotika, a to je utjecaj na cjelokupni mikrobiom uz eliminaciju
potencijalno korisnih bakterija, prekomjerni rast sekundarnih uzro¢nika i pojavu rezistentnih
bakterija.®* Kod ljudi su podaci koji potvrduju specifi¢nost djelovanja bakteriofaga prikazani u
istrazivanju kojeg su proveli Sarker i sur.®>. Zdrave odrasle osobe su tijekom 2 dana uzimale oralni
koktel od devet bakteriofaga E. coli slicnih T4 . Nakon 5 dana, iako su se bakteriofagi mogli
detektirati u fecesu gotovo svih lijecenih subjekata, nije uoCena promjena sastava crijevne
mikrobiote. Druge prednosti terapije bakteriofaga ukljuc¢uju bolju podnosljivost jer se repliciraju
samo u ciljnoj bakteriji, ali ne mogu zaraziti stanice sisavaca®. Stovise, primjena je laksa, buduéi
da bakteriofagi ne trebaju ponovljene primjene ubrzo jednu nakon druge tijekom nekoliko dana,
kao §to je obi¢no slucaj s antibioticima, jer oni mogu ostati u ljudskom tijelu relativno dulje
vrijeme, tj. do nekoliko dana®®. Opéenito, potrebno je vrlo malo doza zbog porasta koncentracije

bakteriofaga na mjestu infekcije nakon pocetne primjene.

Pomocu novih isplativih tehnologija sekvenciranja DNK i sinteze DNK u velikim
razmjerima, bakteriofagi se mogu sintetizirati tako da mogu prevladati neka ogranic¢enja lije¢enja
antibioticima. Dobar primjer su bakteriofagi koji mogu rasprsiti biofilmove®’. U in vitro studiji,
Lu i Collins sintetizirali su bakteriofage koji eksprimiraju enzim koji uspjesno razgraduje biofilm
sintetiziran od strane E. coli®’. Na ovaj nagin, bio je mogu¢ simultani napad na strukturu biofilma,
ali 1 na bakterijske stanice ¢ime se uspje$no smanjio broj stanica bakterijskog biofilma za 99,9%.
Isto tako, genetske modifikacije faga mogu pomoci pri lijecenju infekcija uzrokovanih bakterijama
koje su rezistentne na odredene antibiotike. Uvodenje gena rpsL i gyrA pozitivno je utjecalo na

osjetljivost bakterija na dva antibiotika: streptomicin i nalidiksi¢nu kiselinu. Utvrdeno je da su
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nakon genetskog inzinjeringa faga, bakterijske populacije ponovno postale osjetljivije na
spomenute antibiotike iako su prethodno populacije bakterija bile otporne®. Kona¢no, uporaba
bakteriofaga mogla bi biti jeftinija od upotrebe antibiotika ¢ije su mete patogeni rezistentni na vise
lijekova. U maloj skupini pacijenata koji su patili od meticilin-rezistentne infekcije Staphylococcus
aureus, Miedzybrodzki i sur.®® otkrili su da uporaba faga znacajno smanjuje troskove zdravstvene
skrbi.

2.4.2. Nedostaci terapije fagima

Nekoliko je nedostataka terapije fagima, ali spomenut ¢emo samo one znacajnije. Jedan od
nedostataka je izbor u¢inkovitog bakteriofaga za bakterijske infekcije pri ¢emu se mora dokazati
da je specifican za dati bakterijski soj. Genom bakteriofaga mora biti sekvenciran i ne smije
sadrzavati gene integraze, kao u lizogenom tipu, gene otporne na antibiotike, gene za toksine

kodirane fagom ili gene za druge ¢imbenike virulencije bakterija®.

Drugi nedostatak terapije fagima je mogucnost pojave bakterija otpornih na bakteriofage.
Bakterije mogu razviti niz obrambenih mehanizama protiv bakteriofaga kao $to su promjena ili
gubitak receptora, lucenje tvari koje sprje¢avaju adheziju faga na membranu bakterija i sl.”!.
Razvoj bakterijske rezistencije na bakteriofage moze se smanjiti upotrebom bakteriofagnog
koktela (kombinacija viSe faga specificnih za viSe sojeva bakterija) ili kombinacijom s

antibioticima®?.

Tre¢i nedostatak je smanjena aktivnost zbog odgovora imunoloSkog sustava S§to nije
zacudujuca €injenica jer ih imunolo8ki sustav moZe prepoznati i potaknuti promjene koje smanjuju
uc¢inkovitost terapije bakteriofagima. Imunoloski odgovor naspram bakteriofaga dokazan je kod
ljudi i kod zivotinja. Kod Zivotinja bakteriofage su ingestirale fagocitne stanice nekoliko minuta
nakon primjene i te su ih stanice bile sposobne unititi unutar 2 sata®>. Dodatna istraZivanja
prezivljavanja T7 bakteriofaga u krvi zdravih i imunokompromitiranih miseva, pokazala su da su
kod Zivotinja s teSkom kombiniranom imunodeficijencijom titri bakteriofaga bili stabilni dugo
vremena dok je u zdravih miSeva 99% bakteriofaga eliminirano unutar sat vremena. Buduc¢i da su

titri faga ostali stabilni u miSeva s nedostatkom B-stanica, ¢ini se da je najveci dio eliminacije faga
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iz krvi posljedica specifine proizvodnje protutijela’. Kod ljudi specifi¢na protutijela na
bakteriofage se mogu otkriti u 80% pojedinaca iako nitko nije prethodno primio bakteriofagnu
terapiju®>. Medutim, ¢ak i ako nije u potpunosti dokazano, ¢ini se vjerojatnim da imunologki
odgovor izazvan fagom ima malen ili nikakav utjecaj na bakteriofagnu terapiju jer se liza
bakterijskih stanica dogada prije sinteze specificnih protutijela. Isto tako, primjena faga opcéenito
nije bila povezana s oSte¢enjem tkiva, povecanjem proupalnih citokina ili pove¢anom

proizvodnjom reaktivnih kisikovih vrsta (ROS)®°.

Cetvrti nedostatak terapije fagima je potencijalno pogodovanije razvoju bakterijske otpornosti
na antibiotike. Lizogeni fagi ugraduju vlastitu DNK u bakterijski genom. Kao rezultat toga mogu
igrati ulogu u $irenju gena otpornosti na antibiotike, dok se zbog transdukcije, teoretski, mogu
razviti nove bakterije otpornije na antibiotike u odnosu na prethodnike®’. Veliki broj faga koji nose
gene povezane s rezistencijom na antibiotike otkriven je u sekretima i tkivima pacijenata koji pate
od ponavljaju¢ih infekcija uzrokovanih patogenima otpornim na antibiotike i koji su prethodno
opetovano lijeeni antimikrobnim lijekovima®®. Jedan od primjera su pacijenti koji boluju od
cisti¢ne fibroze. Analizom >1000 kratkih sekvenci virusa kod takvih osoba identificirano je 66
gena za efluksnu pumpu, 15 gena za otpornost na fluorokinolone i 9 gena za B-laktamazu. Ova i
sli¢na otkri¢a dovela su do pretpostavke da bi fagi mogli biti sredstva prilagodbe bakterijama na
specific¢an okoli$ (plu¢a kod osoba oboljelih od cisti¢ne fobroze) i za pojavu i selekciju patogena
rezistentnih na vise lijekova®. Medutim, nedavna ponovna procjena prethodno prikupljenih
podataka sugerira da je brojnost gena otpornosti na antibiotike u fagima uvelike precijenjena i da
je rizik od transdukcije, iako mogué, manji nego Sto se prije mislilo. U nekoliko studija zakljucci
su bili pogresni zbog prekomjernog sadrzaja bakterijske DNK u proucavanim uzorcima dok su
istovremeno koriSteni neadekvatni pristupi za otkrivanje gena otpornosti na antibiotike u

genomima faga'®,
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3. ZAKLJUCAK

Upotreba bakteriofaga kao novih klasa lijekova u borbi protiv multirezistentnih bakterija za
sada pokazuje obecavajuce rezultate. Medutim, desetljeca istrazivanja, koja ukljucuju pretklinicke
1 klinicke faze jos uvijek ne daju jednoznacne rezultate koji bi mogli garantirati skoraSnju uporabu
u klinickoj praksi. Takvih istrazivanje je do sada provedeno svega nekoliko, a rezultati su
djelomicno zabrinjavajué¢i zbog potencijalnih problema poput transmisije genetickog materijala,
rizika od povecéanja bakterijske rezistencije na antibiotike i sl. Osim toga mozemo se zapitati da li
je jedino ispravno promatrati bakteriofage iskljuc¢ivo u kontekstu njihove antimikrobne aktivnosti.
Bi li imalo smisla da ovi virusi reagiraju s eukariotskim domacinom kad bi njihova uloga bila
jedino i iskljuivo inficiranje bakterija? Iz dosadasnjih istrazivanja je vidljivo da bakteriofagi
utjecu na eukariotskog domacina tako $to aktiviraju imunoloski sustav. Medutim, poznavanje ovih
procesa je jo$ uvijek ograni¢eno, vrlo vjerojatno i zbog jos uvijek ogranicenih eksperimentalnih
mogucnosti gdje ¢esto promatramo jednu izoliranu vrstu bakteriofaga dok su oni u prirodnom
okoliSu okruzeni s mnoStvom drugih vrsta bakteriofaga i bakterija. Sasvim sigurno, daljnje
proucavanje bakteriofaga i njihova tripartitnog odnosa s bakterijskim i eukariotskim domac¢inom
moze u buduénosti dati odgovore koji ¢e pomoéi razumijevanju njihove cjelokupne uloge u

mikrobiomu i njihove primjene kao novih potencijalnih antimikrobnih lijekova.
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