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Od svog otkri¢a 1915., bakteriofagi se koriste za lijecenje bakterijskih infekcija kod zivotinja 1
ljudi zbog njihove jedinstvene sposobnosti da zaraze svoje specificne bakterijske domacine bez
utjecaja na druge bakterijske populacije u tijelu. Istrazivanja na ovom podrucju tijekom 20.
stoljeca, uglavnom u Gruziji, dijelu SSSR-a i Poljskoj, doveli su do uspostavljanja protokola fagne
terapije. Medutim, otkri¢e penicilina i sulfonamidnih antibiotika u zapadnom svijetu tijekom 1930-
ih bilo je korak nazad u razvoju terapije faga. Pretjerana upotreba antibiotika dovela je do
povecéanja bakterijske rezistencije na antibiotike i globalne prijetnje javnom zdravlju, zbog Cega
su upravo bakteriofagi, kao alternativa antibioticima, vraceni u interes znanstvene i struéne
javnosti. Nedavna istrazivanja su pokazala da se bakteriofagi mogu uspjesno koristiti neizravno za
otkrivanje patogenih bakterija ili izravno u cilju biokontrole. Istrazivanja su takoder pokazala
obecavajuce rezultate u lijeGenju oportunisti¢kih patogenih bakterija poput Escherichia coli,
Proteus spp. i Klebsiella pneumoniae posebno kod infekcija mokra¢nog sustava i kontrole
stvaranja biofilma. Stovise, mogu se koristiti za razvoj novih molekula za klini¢ku primjenu,
proizvodnju cjepiva, dizajn novih lijekova te u podruc¢ju nanomedicine.
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IZJAVA

kojom izjavljujem s punom materijalnom i moralnom odgovornos¢u da sam zavrs$ni rad pod
naslovom PRIMJENA BAKTERIOFAGA U LIJECENJU INFEKCIJA UZROKOVANIH
VISESTRUKO REZISTENTNIM BAKTERIJAMA izradio samostalno pod voditeljstvom izv.
prof. dr. sc. Ane Maravi¢. U radu sam primjenio metodologiju znanstveno-istrazivackog rada i
koristio literaturu koja je navedena na kraju zavr$nog rada. Tude spoznaje, stavove, zakljucke,
teorije i zakonitosti koje sam izravno ili parafraziraju¢i naveo u zavrSnom radu na uobicajen,
standardan nacin citira0 sam i povezao fusnotama s koriStenim bibliografskim jedinicama. Rad je

pisan u duhu hrvatskog jezika.
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POPIS KRATICA:

DNA — deoksiribonukleinska kiselina
RNA — ribonukleinska kiselina

MRNA — glasnic¢ka ribonukleinska kiselina
ATP — adenozin trifosfat

IMS — infekcija mokra¢nog sustava

UPEC — uropatogena Escherichia coli



1. UvVOD

Terapija fagom, terapija virusnim fagom ili fagoterapija je terapijska uporaba bakteriofaga za
lije¢enje patogenih bakterijskih infekcija. Ovaj terapijski pristup pojavio se pocetkom 20. stoljeca,
ali je postupno zamijenjen upotrebom antibiotika u ve¢em dijelu svijeta nakon Drugog svjetskog

rata.

Iako antibiotski lijekovi imaju veliku vaznost u lijeGenju infektivnih bolesti, njihova
prekomjerna upotreba dovela je do pojave i Sirenja rezistencije na antibiotike $to znacajno
kompromitira uspjeh terapijskog lijeenja infekcija, povecavajuéi stope morbititeta i mortaliteta te
ekonomski troSak. Infekcije uzrokovane mikroorganizmima su po najnovijim zbirnim izvje$¢ima,
u 2019. bili drugi naj¢esc¢i uzro¢nik smrti na svijetu, odmah iza koronarnih bolesti, uzrokujuéi smrt
7.7 milijuna ljudi [1]. Otprilike 4.95 milijuna ljudi umrlo je od posljedica infekcija uzrokovanih

visestruko rezistentnim bakterijama [2].

Stoga se veliki napori i financijska sredstva ulazu u znanstvena istrazivanja koja bi mogla

ponuditi alternativu postoje¢im antibioticima.

Bakteriofagi, poznati kao fagi, oblik su virusa koji se veZe za bakterijske stanice nakon Cega
ubrizgavaju svoj genom u stanicu. Metodologija se temelji na Cinjenici da nakon ulaska virusne
nukleinske kiseline u stanicu, bakterijska proizvodnja virusnog genoma ometa njenu sposobnost
funkcioniranja, zaustavljajuci pritom bakterijsku infekciju. Bakterijska stanica se viSe ne moze
razmnozavati i umjesto toga proizvodi dodatne fage. IstraZivanja su pokazala da su fagi vrlo
selektivni prema sojevima bakterija protiv kojih pokazu ucinkovitost. Stoga se fagoterapija
trenutno koristi za lijeCenje infekcija uzrokovanih bakterijama koje ne odgovaraju na
konvencionalni tretman antibioticima. Time predstavlja veliki potencijal i moguéu revoluciju u
mikrobiologiji.

Cilj ovog zavrsnog rada je stoga dati uvid u povijesni razvoj i najnovija saznanja o koristenju
bakteriofaga u lije¢enju infekcija uzrokovanih visestruko rezistentnim bakterijama, s posebnim

-----

coli, Klebsiella pneumoniae, i Proteus spp.



2. POVIJESNI PREGLED

Zanimljivo opazanje Fredericka W. Tworta 1915. godine obi¢no se smatra pocetkom
danasnjeg istrazivanja faga. Medutim, tek je kasnije, nakon Felixa d'Herellea, Twortovo izvjesce
prepoznato kao proucavanje bakteriofaga. Twort je bio ucenik Williama Bullocha, poznatog
britanskog bakteriologa koji je radio na Brown-ovom Institutu (veterinarskoj bolnici) u Londonu.
Dok je pokuSavao uzgojiti virus Vaccinia na hranjivoj podlozi u nedostatku Zivih stanica, Twort
je primijetio da su izrasle mnoge kolonije mikrokoka, a te je kolonije protumacio kao bakterijsku
kontaminaciju. Njegovo zanimljivo zapazanje bilo je da su neke kolonije izgledale sluzavo,
vodenasto ili "staklasto". Ova "staklasta transformacija" moze se inducirati u drugim kolonijama
inokulacijom svjeZe kolonije s malo materijala iz vodene kolonije. Ova se transformacija moze
propagirati unedogled. Kad je Twort pregledao staklene kolonije pod mikroskopom, primijetio je
da su bakterije degenerirale u male "granule” koje su obojene crveno bojenjem po Giemsi. Twort
zakljuCuje da je sasvim moguce da je uzro¢nik takvih formacija nize klasifikacije od bakterije ili
amebe. Takoder govori da se ne smiju iskljuciti moguénosti zive protoplazme ili enzima sa

sposobnoscu rasta, a dodatno smatra to akutnom zaraznom bolescu.

Sasvim neovisno, i iz sasvim drugih razloga, Felix d'Herelle (francuski mikrobiolog, radio na
institutu ,,Pasteur”) 917. godine otkrio je mikroorganizam koji je bio "antagonist™ bakterijama i
koji je rezultirao njihovom lizom u tekucoj kulturi i smréu u diskretnim mrljama, koje je kasnije
nazvao plakovima, na povrSini agara zasijanog bakterijama. D'Herelle je te nevidljive
mikroorganizme zamislio kao "ultraviruse" koji napadaju bakterije i razmnoZavaju se na njihov
racun pa ih je nazvao bakteriofagima [3]. 'Herelle je radio na Institutu Pasteur u Parizu u ratnim
uvjetima gdje je pozvan da istraZi izbijanje bacilarne dizenterije u skupini francuskih vojnika. Uz
svoje klini¢ke duznosti, nastavio je svoj istrazivacki interes za pitanje o tome zaSto su crijevne
bakterije ponekad patogene, a ponekad ne. D'Herelle je ispitao filtrirane uzorke dizenterije na
nevidljive viruse koji bi mogli promijeniti rast i patogenost bakterija kod pacijenata s dizenterijom.
Na svoje iznenadenje, primijetio je lizu u tekucoj kulturi i stvaranje Cistih mrlja, kasnije ih je
nazvao taches vierges "djevi¢anske mrlje", u bakterijskoj kulturi na agaru. Buduéi da je traZio
nevidljivi mikroorganizam, njegova koncepcija bakteriofaga kao parazita bakterija bila je sasvim

logi¢na. Njegova su istrazivanja polazila od te pretpostavke i1 primijetio je da se nevidljivi agens



mnozi beskonacno, da su mu za razmnozavanje potrebne zive stanice te da je liza stanica izgleda
potrebna za proces razmnozavanja [4]. D'Herelle je shvatio da brojanje ploca pruza nacin za
nabrajanje tih nevidljivih agenasa, koje je on zamislio kao Cestice. Uspio je pokazati da se fag
razmnozava u valovima ili koracima, §to je protumacio kao predstavljanje ciklusa infekcije,
umnozavanja, oslobadanja i ponovne infekcije. D'Herelle je bio pionir u dva vazna podrucja
istrazivanja faga. Jedan se temeljio na njegovom otkricu da su titri faga porasli kod pacijenata sa
zaraznim bolestima upravo u trenutku oporavka. Na temelju tih zapazanja zakljucio je da fagi
predstavljaju prirodne agense otpornosti na zarazne bolesti, te je nastavio zagovarati fage kao
terapijske agense prije otkrica antibiotika. Medutim, njegov koncept faga kao virusa bakterija nije
bio Siroko prihvac¢en. Kako bi se suprotstavio svojim kriticarima d'Herelleov drugi istrazivacki
program ispitivao je biolosku prirodu bakteriofaga. Svi njegovi dokazi upucivali su na koncepciju
faga kao organiziranih infektivnih agenasa koji su obvezni intracelularni paraziti. Otkrio je da su
antigenska svojstva i specifi¢nost raspona domacina faga karakteristi¢ni za odredene "rase" faga.
Stoga je od pocetka bilo naznaka da bi fagi mogli biti plodni organizmi za genetsko proucavanje
[5]. D'Herelle je vjerovao da su fagi odgovorni za veéi dio oporavka od zaraznih bolesti. Buduci
da je uocCio povecanje titra faga tijekom oporavka od dizenterije i tifusa, zaklju¢io je da je
mehanizam oporavka postupna prilagodba litickog faga na specifi¢ne patogene, njihovo naknadno

umnozavanje 1 liza patogena. On je fage nazvao egzogenim uzro¢nicima imuniteta.

George Eliava, gruzijsko — sovjetski mikrobiolog, otputovao je na Pasteurov institut u Parizu,
gdje je upoznao d'Hérellea. Zajedno radili na bakteriofagima te na njihovoj primjeni u medicini.
1923. osnovao je Institut George Eliava u Tbilisiju, Gruzija, posvecen razvoju terapije fagom.
Rane upotrebe terapije fagom Cesto su bile nepouzdane zato Sto su se tek skupljale informacije o
njihovoj biologiji.

Od ranog 20. stoljeca takoder su bila u tijeku istraZivanja razvoja odrZivih terapeutskih
antibiotika, a do 1942. antibiotik penicilin je uspjeSno procis¢en i dozivio je upotrebu tijekom
Drugog svjetskog rata [6]. Lijek se pokazao iznimno ucinkovitim u lijeCenju ozlijedenih
savezniCkih vojnika ¢ije su rane postale inficirane. Do 1944. godine omogucena je velika
proizvodnja penicilina, a 1945. postao je javno dostupan u ljekarnama. Zbog uspjeha lijeka, Siroko
se plasirao na trziSte SAD-a i Europe, §to je dovelo do toga da zapadni znanstvenici na neko

vrijeme uglavnom izgube interes za daljnju upotrebu i proucavanje terapije fagom [6]. Izolirani



od zapadnog napretka u proizvodnji antibiotika 1940-ih, ruski znanstvenici nastavili su razvijati
ve¢ uspjesnu terapiju fagom za lijeCenje rana vojnika u poljskim bolnicama. Tijekom Drugog
svjetskog rata, Sovjetski Savez je koristio bakteriofage za lijeCenje vojnika zarazenih raznim
bakterijskim bolestima, poput dizenterije i gangrene. Ruski istrazivaci nastavili su razvijati i
usavrSavati svoje tretmane te objavljivati svoja istrazivanja i rezultate. Medutim, zbog znanstvenih
prepreka Hladnog rata, ovo znanje nije prevedeno i nije se prosirilo svijetom. SaZetak ovih
publikacija objavljen je na engleskom jeziku 2009. u "A Literature Review of the Practical
Application of Bacteriophage Research". Postoji opsezna knjiznica i istrazivacki centar na
Institutu George Eliava u Thilisiju, Gruzija. Terapija fagom i danas je rasiren oblik lijeCenja u toj
regiji [7].



3. FIZIOLOGIJA BAKTERIOFAGA

Zivotni ciklus bakteriofaga moze biti liti¢ki ili lizogeni ciklus (Slika 1). Osim toga, neki fagi
pokazuju pseudolizogeno ponasanje [8]. Kod litickih faga kao §to je fag T4, bakterijske stanice se
otvaraju (liziraju) i uni§tavaju nakon trenutne replikacije viriona (Slika 2). Cim se stanica unisti,
novi fagi mogu pronac¢i nove domacine za zarazu [8]. Liticki fagi su prikladniji za fagoterapiju.
Neki liticki fagi podlijezu fenomenu poznatom kao inhibicija lize, gdje dovrSeno potomstvo faga
ne¢e odmah lizirati iz stanice ako su izvanstani¢ne koncentracije faga visoke. Ovaj mehanizam
nije identi¢an onom kod umjerenog faga koji je u stanju mirovanja i obi¢no je privremen. Nasuprot
tome, lizogeni ciklus ne rezultira trenutnom lizom stanice domacina. Njihov virusni genom ¢e se
integrirati s DNA domacina i replicirati zajedno s njom ili se ¢ak moze uspostaviti kao plazmid
(Slika 1). Virus ostaje u stanju mirovanja sve dok se uvjeti domacina ne pogorsaju, mozda zbog
iscrpljivanja hranjivih tvari, tada endogeni fagi postaju aktivni. U ovoj tocki oni zapo€inju
reproduktivni ciklus, Sto rezultira lizom stanice domacina. Kako lizogeni ciklus omogucuje stanici
domacinu da nastavi prezivljavati 1 razmnozavati se, virus se replicira u svim potomcima stanice.
Primjer bakteriofaga za koji se zna da slijedi lizogeni i liticki ciklus je fag lambda E. coli. Ponekad
profagi mogu pruziti korist bakteriji domaéinu dok su u stanju mirovanja dodavanjem novih
funkcija bakterijskom genomu, u fenomenu koji se naziva lizogena konverzija. Primjeri su
konverzija bezopasnih sojeva Corynebacterium diphtheriae ili Vibrio cholerae pomocéu
bakteriofaga u visoko virulentne koji uzrokuju difteriju odnosno koleru [9]. PredloZene su
strategije za borbu protiv odredenih bakterijskih infekcija ciljanjem na te profage koji kodiraju

toksine [10].
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Slika 1: Liti¢ki i lizogeni ciklus bakteriofaga

Izvor: https://researchtweet.com/lysogenic-cycle-definition-steps-examples/

3.1. Prianjanje i penetracija

Bakterijske stanice zaSti¢ene su stani¢nom stijenkom od polisaharida, koji su vazni
¢imbenici virulencije koji Stite bakterijske stanice i od imunoloskog sustava domacina i od
antibiotika. Da bi usli u stanicu domacina, bakteriofagi se vezu na specifi¢ne receptore na
povrsini bakterija, ukljucujuéi lipopolisaharide, teikoi¢ne kiseline, proteine ili ¢ak flagele. Ova
specificnost znaci da bakteriofag moZe zaraziti samo odredene bakterije koje nose receptore
na koje se mogu vezati, Sto zauzvrat odreduje raspon domacina faga. Uvjeti rasta domacina
takoder utjecu na sposobnost faga da se pri¢vrsti i napadne ith. Budu¢i da se virioni faga ne
kre¢u neovisno, moraju se oslanjati na nasumicne susrete s ispravnim receptorima kada su u
otopini, kao $to su krv, limfna cirkulacija, navodnjavanje, voda u thu i slicno. Miovirusni
bakteriofagi koriste hipodermalni pokret poput injekcije za ubrizgavanje svog genetskog

materijala u stanicu. Nakon kontakta s odgovaraju¢im receptorom, repna vlakna se savijaju


https://researchtweet.com/lysogenic-cycle-definition-steps-examples/

kako bi priblizila baznu ploc¢u povrsini stanice. Ovo je poznato kao reverzibilno vezanje.
Nakon §to se potpuno pricvrsti, zapocinje ireverzibilno vezanje i rep se skuplja, vjerojatno uz

pomo¢ ATP-a prisutnog u repu, ubrizgavajuci genetski materijal kroz bakterijsku membranu.

3.2. Sinteza proteina i nukleinske kiseline

Za nekoliko minuta bakterijski ribosomi pocinju prevoditi virusnu mRNA u protein. Za
fage temeljene na RNA, RNA replikaza se sintetizira rano u procesu. Proteini modificiraju
bakterijsku RNA polimerazu tako da preferirano transkribira virusnu mRNA. Domacinova
normalna sinteza proteina i nukleinskih kiselina je poremecéena i on je umjesto toga prisiljen
proizvoditi virusne produkte. Ovi produkti postaju dio novih viriona unutar stanice, proteina
pomocnika koji pridonose skupljanju novih viriona ili proteina ukljucenih u lizu stanice.
Godine 1972. Walter Fiers (SveuciliSte u Gentu, Belgija) prvi je ustanovio potpunu

nukleotidnu sekvencu gena, a 1976. i virusni genom bakteriofaga MS2 [11] [12].

3.3. Sastavljanje viriona

U slucaju T4 faga, konstrukcija novih Cestica virusa uklju¢uje pomoc¢ne proteine koji
djeluju kataliti¢ki tijekom morfogeneze faga [13]. Najprije se sastavljaju osnovne ploce, a
zatim se na njih nadograduju repovi. Kapside glave, izgradene zasebno, spontano ¢e se spojiti
s repovima. Tijekom sastavljanja viriona faga T4, morfogenetski proteini koje kodiraju geni
faga medusobno djeluju u karakteristicnom nizu. Cini se da je odrzavanje odgovarajuée
ravnoteze u koli¢inama svakog od ovih proteina proizvedenih tijekom virusne infekcije
kriti¢éno za normalnu morfogenezu faga T4. DNA je u¢inkovito upakirana unutar glava. Cijeli

proces traje oko 15 minuta [14].



3.4. Otpustanje viriona

Fagi se mogu osloboditi putem stani¢ne lize, ekstruzijom ili, u nekoliko slucajeva,

pupanjem. Liza repnim fagima postize enzim zvan endolizin, koji napada i razgraduje

peptidoglikan stani¢ne stijenke. Potpuno drugaciji tip faga, filamentozni fag, tjera stanicu

domacina da neprestano izlu¢uje nove virusne Cestice. Oslobodeni virioni opisuju se kao

slobodni 1, osim ako nisu oSteceni, sposobni su zaraziti novu bakteriju. Pupanje je povezano s

odredenim fagima mikoplazme. Za razliku od oslobadanja viriona, fagi koji pokazuju lizogeni

ciklus ne ubijaju domacina i umjesto toga postaju dugorocni stanovnici kao profagi.
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Slika 2: Faze lize stanice posredovane bakteriofagom

Izvor: https://www.technologynetworks.com/immunology/articles/understanding-the-

lytic-cycle-what-are-the-steps-310621
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4. DJELOVANJE NA BAKTERIJU Escherichia coli

Escherichia coli je jedan od najcescih ljudskih patogena i izaziva infekciju u razli¢itim
organima tijela ukljucujuci enteritis, septikemiju, neonatalni meningitis i infekcija mokraénog
sustava (IMS) [15] [16]. NajéeSca izvancrijevna infekcija E. coli je IMS, a naj¢e$¢i patogen koji
ju uzrokuje je uropatogena Escherichia coli (UPEC) [17]. Stovise, rastuéa uéestalost visestruko
rezistentnih UPEC sojeva zakomplicirala je lijeCenje IMS-a i dovela do poveéanja troskova i

produljenog boravka u bolnici [18].

Danas se fagoterapija smatra potencijalnim izborom za lijeCenje infekcija povezanih sa UPEC
sojevima rezistentnim na konvencionalne antibiotike [19]. U tom kontekstu, fag VB_ecoS-
Golestan se navodi kao alternativni tretman za inhibiciju UPEC-a. Medu istrazivanim izolatima
78,8% bilo je visestruko rezistentno na antibiotike, od ¢ega je 56% pokazalo osjetljivost na liticku
aktivnost ovog faga. Ovaj fag pokazuje velika specifi¢énost prema domac¢inima a osim toga niti
jedan od gena lizogenog ciklusa nije pronaden u ovom genomu faga. Terapija ovim fagom mogla
bi biti obecavajuc¢i pristup lijeCenju viSestruko rezistentnih sojeva E. coli. Medutim, visoka
specifi¢nost prema E. coli moze biti ogranicavajuca u primjeni faga kod lijecenja infekcija

uzrokovanih drugim bakterijskim vrstama koje uzrokuju IMS [21].

Biofilmovi su jedan od vecih problema kod infekcija pa je sve veca potreba za ucinkovitim
tretmanima skrenula pozornost na bakteriofage kao uc¢inkoviti tretman za prodiranje u strukturu
biofilma i uniStavanje istog. [20]. vB_EcoP-EGL1 (porodica Podoviridae sli¢na T7) se karakterizira
velikom eksplozijom stanice, bez toksi¢nih proteina, vrlo kratkim litickim ciklusom i $irim
rasponom domacina na sojevima UPEC. Ovaj fag donosi obe¢avajuci ishod jer moze zaraziti 10
od 21 visestruko rezsitntnih UPEC sojeva. Osim toga, ovaj fag uspjeS$no lizira ove sojeve i
smanjuje biomasu biofilma. U medicinskim uvjetima biofilm izaziva destruktivna o$teCenja
tijekom akutnih 1 kroni¢nih infekcija kao Sto je IMS povezana s kateterom, a fag moZe imati
potencijal za lijeCenje IMS-a kod pacijenata kod kojih se pojavljuje biofilm [22]. U drugom
istrazivanju, autori su izvijestili o tri faga s djelovanjem na biofilm kojeg stvaraju UPEC sojevi.
Svi su fagi uzrokovali smanjenje biomase biofilma u usporedbi s netretiranom skupinom pri niskim
1 viSim koncentracijama nakon 8 sati inkubacije. Ovi rezultati pokazuju da fagi djeluju na nacin

koji ne ovisi 0 dozi, $to ide u njihovu Kkorist kada se primjenjuju u in vivo uvjetima kako bi se



inhibirao biofilm. S druge strane, postoje dokazi da se biofilm po¢inje ponovno uspostavljati nakon
24 sata. Ovaj fenomen mogao bi se povezati s razvojem otpornosti na fage kod bakterija [23]. Ti
se izazovi mogu prevladati koriStenjem koktela faga i kombinirane terapije faga i antibiotika. Veé
je pokazano da kombinirana terapija ne samo da smanjuje broj bakterija, ve¢ nam takoder pomaze
kontrolirati koli¢inu bakterija otpornih na fage [24]. Moradpour i suradnici istrazivali su zajednicki
ucinak faga i ampicilina na IMS uzrokovanu E. coli O157. Soj E. coli kori$ten u ovom istrazivanju
bio je otporan na ampicilin i imao je srednju osjetljivost na amoksicilin-klavulansku kiselinu.
Primjena faga rezultirala je odrzavanjem inhibicijskih zona izvanredno cCistim na disk-testu
ampicilina i amoksicilin-klavulanske kiseline, smanjila ukupni rast bakterija i ukazala na
osjetljivost rezistentng fenotipa u inhibicijskim zonama. Nadalje, modificirani test mikrodilucije
bujona potvrdio je sinergiju faga i antibiotika [25]. Ovaj sinergisticki u¢inak moze proizaci iz
stimulacije rasta litickih faga u prisutnosti beta-laktamskih antibiotika. Zapravo, bakterijske se
stanice neuspjesno dijele i stvaraju vrlo duge filamente u prisutnosti beta-laktama, a ta stani¢na
filamentacija pridonosi mnogo brzem okupljanju faga zbog jednostavnije lize stanice.
Filamentacija izaziva poremecaje u sloju peptidoglikana koji mogu uzrokovati vecu osjetljivost na
aktivnosti faga [25] [26]. Osim toga, napad faga mogao bi promijeniti aktivnost efluksne pumpe,
uzrokujuéi povecanu osjetljivost na viSe klasa antibiotika [27]. Dakle, rezultati istrazivanja
pokazali su znacajno poboljSanje baktericidnog efkta u kombiniranoj terapiji, u usporedbi sa

svakim tretmanom zasebno.

Sli¢no tome, nedavna istrazivanja bila su usmjerena na ucinke kombinirane uporabe faga i
antibiotika na soj E. coli ATCC 13706 koji je otporan na razliite antibiotike. Fag ECA2 i
antibiotici su kombinirani i naknadno koriSteni za procjenu inaktivacije E. coli. Kombinacija faga
1 ciprofloksacina u subletalnoj koncentraciji znacajno je smanjila razinu bakterija u usporedbi s
uporabom svakog pojedina¢no. Osim toga, prisutnost antibiotika u subletalnim koncentracijama
moze kontrolirati stvaranje soja otpornog na fage. Medutim, sinergijski ucinak u subletalnim
dozama antibiotika moguce je posti¢i samo kada su bakterije osjetljive na koriStene antibiotike.
Vazno je napomenuti da ciprofloksacin ko¢i enzim topoizomerazu II (DNA girazu) bakterija 1,
posljedicno, ometa sintezu nukleinske kiseline, ¢ime utjece na ciklus replikacije faga u bakterijama
domacinima. Stoga, pri dozi minimalne inhibitorne koncentracije ovog antibiotika ne moze do¢i
do sinergisti¢kog uéinka. Stovise, primjena kombinirane terapije u kombinaciji s bakteriostatskim

antibioticima nije dovela do sinergistickog ucinka jer su ovi antibiotici samo inhibirali rast
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bakterija, a nisu smanjili broj bakterija osim $to su sprijecili replikaciju faga. Dakle, ukupna
ucinkovitost kombinirane terapije faga i antibiotika ovisi o osjetljivosti ispitivanih bakterija na

koriSteni antibiotik i sSamoj vrsti antibiotika [24] [28].
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5. DJELOVANJE NA BAKTERIJU Proteus spp.

Oportunisti¢ke patogene bakterije iz roda Proteus takoder uzrokuju IMS, a infekcije
uzrokovane ovim patogenima dijelimo u dvije vrste: hematogene infekcije, gdje spadaju sistemske
infekcije, te uzlazne infekcije potpomognute bakterijama koje koloniziraju urinarni trakt i na kraju
dospiju u bubrege [29] [30]. Nadalje, podaci ukazuju da se IMS povezane s koriStenjem katetera
javljaju u 50% svih pacijenata koji su kateterizirani 7 dana ili viSe, a Proteus mirabilis je
prevladavaju¢i mikroorganizam u 44% takvih klinickih slucajeva [31] [32] [33]. Iako je lijecenje
antibioticima ucinkovito u lijeenju vecine slucajeva, porast rezistencije na antibiotike medu
bakterijama koje uzrokuju IMS povezane s koristenjem katetera, ukljucujuci P. mirabilis, otezava
njihovo lijeCenje, produzavajuéi hospitalizaciju i smanjujuéi uc¢inkovitost terapije. Upravo iz tog
razloga vazno je uvodenje novih metoda lije¢enja, medu kojima fagoterapije. [34] [35]. Wang J-
T, Chen P-C i sur. u svom radu ,,Antimicrobial susceptibilities of Proteus mirabilis“ su predstavili
dva nova virulentna faga uklju¢uju¢i vB PmiP 5460 i 5461 koji pripadaju porodicama
Podoviridae i Myoviridae. Ti se fagi koriste za oblaganje katetera pa se koriste za procjenu
moguceg inhibitornog ucinka na biofilm u usporedbi s kateterima koji nisu oblozeni fagom.
Uogeno je smanjenje populacije biofilma u kateterima obloZenim fagom. Stovise, taj koktel faga
dovodi do znacajnog smanjenja stvaranja biofilma u 96 1 168 sati nakon kateterizacije. Ovi su
udinci su obecavajuci buduéi da su urinarni kateteri dugo ostali u mjehuru pacijenata, a najveca

ucinkovitost katetera oblozenih fagom trajala je 7 dana. [36].

Stovise, u drugom istrazivanju zabiljeZeni su razli¢iti stupnjevi osjetljivosti na 13 faga u 50
izolata uropatogenog P. mirabilis. Medu 13 faga, 39APmC32, 65APm2833 (Myoviridae) i
72APmM5211 (Siphoviridae) fagi odabrani su kao komponente koktela. Ti su fagi pokazali snaznu
aktivnost protiv biofilma a imali su bolji potencijal za inhibiciju stvaranja biofilma nego za
uklanjanje zrelog biofilma [37]. Cini se da fagi mogu odgoditi stvaranje biofilma ili &ak sprije¢iti
njegovo stvaranje inhibicijom rasta P. mirabilis (Slika 3). Jos jedno dobro svojstvo faga 39172 A
protiv biofilma je proizvodnja polisaharidne depolimeraze, Sto pokazuje stvaranje aureole oko
plakova. Osim toga, ovi fagi unistavaju viSe od 50% biofilmova u ispitivanim sojevima. Na taj
naCin polisaharid depolimeraza kodirana fagom razgraduje bakterijski egzopolisaharid koji je
glavna komponenta matriksa biofilma. Zanimljivo je da aureolu stvaraju bakterije viskom enzima

faga koji se oslobada tijekom lize zarazenih stanica iz kojih je egzopolisaharid uklonjen [38] [39].
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Nadalje, primjena koktela faga koji sadrze nekoliko faga se ¢ini razumnim rjeSenjem za fage s
uskim spektrom domacina. Na sli¢an nacin, u ovom istrazivanju, fag 65 A ima nizak potencijal za
uniStavanje biofilma, ali ga karakterizira najSiri raspon domacina. Autori preporucuju da bi
dodavanje navedenog faga pripravku koktela faga moglo dovesti do povecanja broja bakterija
osjetljivih na koktel u usporedbi s pripravcima koji sadrze pojedinacne fage. Tako fagi 72139 A

proizvode polisaharidne depolimeraze koje poti¢u prodiranje faga 65 A u dublji sloj biofilma [38].

U istrazivanjima u kojima se fag koristio za lijeCenje utvrdene infekcije, upotreba koktela faga
s jednom dozom znacajno je (3 puta) produzila vrijeme potrebno za zacepljenje katetera. Medutim,
primjena iste doze faga u ranoj fazi infekcije dovela je do potpune inhibicije zacepljenja katetera i
iskorjenjivanja infekcije. Ono $to je istaknuto Ovim istrazivanjem je vaznost koristenja faga u ranoj
fazi infekcije, $to dovodi do potpune prevencije zacepljenja. [40] [41]. Nadalje, druga studija je
izvijestila o pet faga sa izvanrednom sposobno$éu da poremete prethodno formirane biofilmove
visestruko rezistentnog P. mirabilis, smanjujuci tako broj zivih stanica za 99,9% [42]. Znacajno je
da je kombinacija faga i antibiotika imala najveéi u¢inak na uklanjanje biofilma nakon 24 sata, §to
je pokazalo superiornost kombinirane terapije u odnosu na svaku od pojedinacnih terapija po
uc¢inkovitosti. Osim toga, ovaj bi tretman mogao inhibirati razvoj visestruko rezistentnih sojeva

koji se javlja pri izlaganju svakom od faga ili antibiotika [43].

Poseban problem kod lijecenja infekcija uzrokovanih P. mirabilis je ¢injenica da se kod 30%
kamenaca u mokra¢nom sustavu stvaraju biofilmovi kristalnog oblika P. mirabilis u mokra¢nim
kanalima. Protok kroz katetere se tako stalno blokira ovim kristalnim strukturama i tada bakterije
ugradene u kristalne biofilmove postaju neosjetljive na djelovanje komponenti imunoloskog
sustava, kao i na rutinski koriStene antibiotike [44] [45]. Kao §to je objavljeno u spomenutim
istrazivanjima, fagi mogu imati izvrsnu inhibitorsku u¢inkovitost protiv biofilma P. mirabilis, iako
su potrebna daljnja istrazivanja kako bi se utvrdilo kako se mogu koristiti za maksimalnu
ucinkovitost. Osim toga, uporaba koktela faga moZe ciljano utjecati na S§iri raspon
mikroorganizama, a uporaba kombinacije faga s antibioticima povecava Sanse za iskorjenjivanje

infekcije.
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Slika 3. IMS povezane s koriStenjem Katetera 1 razliCiti aspekti terapije bakteriofagima za
inhibiciju biofilma. A) Primjena bakteriofaga u kombiniranoj terapiji moze povecati prodor
antibiotika u dublje slojeve biofilma. B) Bakteriofagi mogu kontrolirati IMS ubijanjem bakterija i
inhibiranjem njihovih faktora virulencije kao $to je kapsula. C) Koristenje koktela bakteriofaga
moze biti uéinkovito za inhibiciju polimkirobnih biofilmova kod IMS

lzvor: https://ann-clinmicrob.biomedcentral.com/
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6. DJELOVANJE NA BAKTERIJU Klebsiella pneumoniae

Klebsiella pneumoniae je jedan od glavnih oportunistickih patogena sa sposobno$¢u da
uzrokuje razli¢iti spektar infekcija, od infekcija disSnog sustava, sepse pa do IMS posebno kod
starijih osoba, novorodencadi i osoba s oslabljenim imunitetom [46]. Globalni porast rezistencije
ove patogene bakterije na antibiotike, osobito na karbapeneme, fluorokinolone i kolistin, je ve¢
sada javnozdravstvena prijetnja jer ostaje samo nekoliko preostalih terapijskih opcija za lijeCenje
infekcija uzrokovanih viSestruko rezistentnom K. pneumoniae. Stovise, Sirenje panrezistentnih
bolnickih sojeva K. pneumoniae diljem svijeta prijeti modernoj medicini da se vrati u doba prije
antibiotika [47] [48]. Stoga je jedna od mogucéih opcija za inhibiciju ovih patogena koristenje faga
zbog njihovih dobro definiranih ciljnih spektara i specifi¢nosti raspona domacina [49]. Sybesma i
sur. izolirali su devet sojeva K. pneumoniae iz urinarnih kultura razli¢itih pacijenata s IMS i
istrazili in vitro njihovu osjetljivost na fage. Znacajno je da su svi ovi liticki fagi pripremljeni iz
kolekcije faga George Eliava instituta za fage i koriSteni su u testu lize bakterijskih stanica. Autori
su izvijestili da v_BR-KpS10 moze lizirati sve sojeve K. pneumoniae, $to ukazuje na ¢injenicu da
se komercijalno dostupni fagi mogu ucinkovito Kkoristiti u lijeCenju infekcija uzrokovanih
visestruko rezistentnom K. pneumoniae. Nadalje, podaci u ovom istrazivanju pokazuju da
osjetljivost/otpornost na fage i antibiotike nisu medusobno povezani i iako je postojala rezistencija

na razliCite antibiotike kod sojeva K. pneumoniae, sve su lizirane od strane faga [50].

U drugom istrazivanju, liticki fag KPO1K2 izoliran je iz otpadne vode 1 istrazena njegova
mogucénost inhibicije K. pneumoniae. Fag pripada porodici Podoviridae sa specifikacijama sli¢nim
T7 i dokazano je stabilan u Sirokom pH rasponu od 4 do 11. Nadalje, kinetika faga za njegovu in
vivo stabilnost provedena je na laboratorijskim miSevima. Nakon intraperitonealne injekcije
misevima, titri KPO1K2 u mokraénom mjehuru i bubrezima jasno su pokazali da je doslo do
nakupljanja faga pri visim koncentracijama u ova dva organa. Znacajno je da je uz K. pneumoniae,
KPO1K2 zarazio i E. coli. Budu¢i da su te bakterije poznate kao ¢esti uzro¢nici IMS, zanimljivo

je da su obje osjetljive na jedan te isti fag [51].

U slicnom istrazivanju Zhanga i suradnici izolirali su novi fag vB_KpnP IME279 iz bolnicke
kanalizacije i testirali ga na lizu visestruko rezistentne K. pneumoniae izolirane iz urina. Ovaj fag

pripada Podoviridae i stabilan je u Sirokom pH rasponu izmedu 3 i 11 te temperaturnom rasponu
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izmedu 40 1 60 °C. Treba napomenuti da vB KpnP IME279 ima liticke funkcije protiv nekoliko
testiranih K. pneumoniae. Nadalje, analiza genoma faga otkrila je da ispitivani fag ne sadrzi gen
za toksin, $to daje jamstvo sigurnosti za daljnje klinicko testiranje ovog faga [52]. Osim toga,
spomenuti fagi nisu izgubili svoju aktivnost ¢ak ni pri ekstremnim pH vrijednostima pa se ¢ini da
imaju vecu 1 duzu stabilnost u mokraénom mjehuru i bubrezima. U tom kontekstu, ta su
istrazivanja preporucila terapiju fagom kao prikladnog kandidata i strategiju biokontrole za

lije¢enje IMS-a povezane s visestruko rezistentnom K. pneumoniae.

Nadalje, nedavna istrazivanja izvijestila su o kapsuli i biofilmu K. pneumoniae kao najvaznijim
¢imbenicima virulencije obzirom da imaju viSestruke funkcije poput prianjanja na razli¢ite
povrsine 1 zastite bakterije od smrtonosnih komponenti seruma, imunoloskog ¢is¢enja i ¢imbenika
okolisa [47] [53]. Stoga je izolacija i identifikacija faga koji mogu inhibirati i unistiti te ¢imbenike
virulencije bakterija neophodna za kontrolu IMS. U nedavnoj publikaciji, Fag 117 i Fag 31 su
izolirani, i ispitan je njihov raspon domacina i liti¢ki potencijal protiv devet hipermukoviskoznih
I karbapenemaza-producirajuéih izolata K. pneumoniae kod starijih pacijenata s IMS. Koristenje
svakog faga zasebno dalo je potencijal za lizu sojeva K. pneumoniae. Naknadni eksperimenti s
kulturom urina s fagom 117 pokazali su isprva jaku liticku aktivnost faga. Ipak, opazanje brzog
ponovnog rasta nakon pocetne lize sugerira da su mutanti otporni na fage. S druge strane, koktel
faga (1174 31) imao je znacajno veéu antimikrobnu aktivnost od samog faga 117. Stoga, koktel
faga mogao bi djelovati kao obecavajuci izbor za terapiju fagom za kontrolu K. pneumoniae zbog
njegove potencijalne sposobnosti da inficira mutante otporne na fage i tako odgodi razvoj

bakterijske rezistencije.

Cini se takoder da se fagi i rekombinantna depolimeraza mogu koristiti kao terapijske strategije
za kontrolu IMS uzrokovanih K. pneumoniae, s obzirom na to da fagi mogu sprijeciti ili unistiti
najvaznije ¢imbenike virulencije ove bakterije kao $to je kapsula i biofilmovi putem depolimeraze
specifi¢ne za polisaharid kapsule. Treba napomenuti da je ovaj enzim potreban za razgradnju
kapsule i adsorpciju na stanicu domacina. Posljedi¢no, nakon razgradnje kapsule, doslo je do
izlaganja komponenti vanjske membrane radi bolje dostupnosti fagu. Stoga se fagi mogu koristiti
u kombinaciji s drugim fagima u koktelima faga i s antibioticima za suzbijanje K. pneumoniae kod
IMS.
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7. KORISTI TERAPIJE BAKTERIOFAGIMA

Dosadasnja istrazivanja pokazala su da lijeCenje bakteriofagom ili koktelom faga nudi mogucu
alternativu konvencionalnim antibiotskim tretmanima za lijecenje Sirokog spektra bakterijskih

infekcija.

Zanimljivo je da, iako bakterije mogu razviti otpornost na fage, tu otpornost bi moglo biti lakse
prevladati nego sto je to slucaj kod otpornosti na antibiotike. Virusi, bas kao i bakterije, mogu
razviti otpornost na razliite tretmane. Bakteriofagi su u odnosu na antibiotike vrlo specifi¢ni,
ciljaju samo na jedan ili tek nekoliko sojeva bakterija. S druge strane, tradicionalni antibiotici
imaju $iri uéinak, ubijajuéi i Stetne i korisne bakterije, poput crijevnih komentzala narusavajuci
tako ravnotezu crijevne mikroflore §to moze dalje rezultirati razvojem drugih bolesti. Specifi¢nost
vrste i soja bakteriofaga stoga ¢ini malo vjerojatnim da ¢e druge bakterije, medu kojima one

korisne za ljudski organizam, biti unistene tijekom trajanja terapije bakteriofagom.

Vezano za buducéa istrazivanja na ovom polju, nekoliko istrazivackih skupina trenutno razvija
fage Sireg spektra domacina kao i one koji bi se mogli koristiti kod razli¢itih tretmana poput
inhibicije meticilin-rezistentnog Staphylococcus aureus (MRSA) sojeva razvojem impregniranih

zavoja za rane, preventivnog tretmana kod opeklina te konce impregnirane fagom.

Nadalje, istrazivacke skupine sa Sveucilista Rockefeller u SAD-u razvijaju enzibiotike kao
eksperimentalnu antibakterijsku terapiju. Pojam je izveden iz kombinacije rije¢i "enzim" i
"antibiotici" te oznacava spojeve, odnosno enzime, izolirane iz faga koji su vrlo uéinkoviti u
kontroli bakterijskih stanica. Enzimi se intenzivno koriste zbog svojih antibakterijskih i
antimikrobnih svojstava. Proteoliticki enzimi zvani endolizini pokazali su posebnu u¢inkovitost u
borbi protiv niza bakterija 1 osnova su za istrazivanje enzibiotika. Proc¢iS¢eni enzimi
rekombinantnog faga mogu se koristiti kao zasebni antibakterijski agensi [54]. Terapija fagom
takoder ima potencijal sprijeciti ili lijeciti zarazne bolesti koralja. To bi moglo ublaziti globalno

opadanje populacije koralja i zastititi koraljne grebene [55].
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8. OGRANICENJA

Jedno od glavnih ograni¢enja koristenja bakteriofaga u terapijske svrhe jest uniformnost protokola
za njihovo kori$tenje. Naime, Vvisoka specificnost faga prema odredenom bakterijskom soju moze
potencirati upotrebu razlic¢itih koktela faga za lijeGenje jedne te iste infekcije, budué¢i da se
bakterijske komponente kod takvih bolesti mogu razlikovati od regije do regije ili ¢ak od osobe do

0sobe.

Osim toga, to znaci da se "banke" koje ¢uvaju fage moraju moci kontrolirati i po potrebi revidirati,

te redovito upotpunjavati novim fagima i njihovim karakteristikama.

Nadalje, bakterije mogu razviti razlicite receptore prije ili tijekom lijecenja. To moze sprijeciti
fage da ih potpuno iskorijene. Potreba za bankama faga ¢ini regulatorno testiranje sigurnosti tezim
1 skupljim prema trenutnim pravilima u vec¢ini zemalja. Takav proces bi otezao Siroku upotrebu

terapije fagima.

Dodatno, problemi s patentima (posebno na Zivim organizmima) mogu zakomplicirati distribuciju
za farmaceutske tvrtke koje Zele imati ekskluzivna prava nad svojim "izumom", §to bi obeshrabrilo

komercijalnu korporaciju od ulaganja kapitala u istrazivanje faga.

S druge strane, joS uvijek traje identifikacija faga kod uzroc¢nika Cestih zaraznih bolesti. Primjerice,
poznato je ve¢ najmanje trideset godina da mikobakterije poput Mycobacterium tuberculosis,
uzro¢nika tuberkuloze, imaju svoje specificne bakteriofage, ali jo$ nije otkriven liticki fag za
Clostridium difficile, koji je odgovoran za bolni¢ke infekcije, ali neki umjereni fagi (integrirani u

genom, takoder nazvani lizogeni) poznati su za ovu vrstu.

Negativna javna percepcija virusa takoder moze igrati ulogu u teSkom prihvacanju terapije fagima.
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9. ZAKLJUCAK

Terapija fagom postala je terapijska opcija koja sve vise obecava u borbi protiv bakterijskih
infekcija. Danas se uspjesno koristi za lijeCenje Sirokog spektra infekcija, ukljucujuc¢i one

uzrokovane oportunisti¢kim patogenim bakterijama rezistentnima na vise lijekova.

U odnosu na konvencionalne antibiotike, terapija fagom ima potencijal pruziti ciljaniji pristup
inhibiciji patogena u cilju suzbijanja pojave same infekcije kao i lije¢enja infekcije nakon izbijanja

te nema znacajnog utjecaja na osobu koja prima terapiju.

Nadalje, terapija fagom ima potencijal smanjiti pojavu i daljnje Sirenje bakterijske rezistencije

na antibiotike, sto je glavni problem kod tradicionalnih antibiotika.

Medutim vazno je napomenuti da je glavni nedostatak terapije fagom nedostatak istrazivanja

samih bakterija i faga te njihovo medusobno djelovanje.

Takoder je vazno napomenuti da jo§ uvijek postoje neki izazovi povezani s terapijom fagima,
kao $to su poteSkoce u dobivanju faga koji su specifi¢ni za ciljane bakterije, potreba za daljnjim
istrazivanjem kako bi se poboljsala ucinkovitost i sigurnost faga te ogranic¢ena dostupnost

fagoterapija u klinickim uvjetima.

Unato¢ ovim izazovima, vjerojatno je da e terapija fagom igrati vaznu ulogu u lijeCenju

bakterijskih infekcija te ¢e nam pruziti perspektivnu i sigurniju buduénost.
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