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Povzetek: |deja o uporabi bakteriofagov za zdravljenje okuzb, povzro€enih z bakterijskimi patogeni, je stara ze skoraj stoletje. Nerazumevanje
biologije bakteriofagov in pomanjkanje nadzorovanih klini¢nih raziskav, predvsem pa odkritje antibiotikov, so bakteriofagno terapijo po
zaCetnem zagonu v zahodnih drzavah pahnile v pozabo. Vse bolj pere¢ problem odpornosti bakterijskih patogenov proti klinicno pomembnim
antibiotikom je v zadnjem desetletju obudil zanimanje za bakteriofagna zdravila. Znanje, ki je rezultat sodobnih raziskav, ponuja realno moznost
novih terapevtskih pristopov in odpira tudi nekatera povsem nova podroc¢ja uporabe bakteriofagov.
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Abstract: The use of bacteriophage for combating bacterial infections was proposed almost a century ago. However, after the initial enthusiasm
the idea quickly faded in the West with the discovery of antibiotics, accompanied by lack of phage biology understanding and insufficient proof
of therapeutic efficacy of bacteriophage medicines due to inappropriately designed clinical trials. Today, as we are faced with accelerating
emergence of bacterial resistance to antibiotics, the idea of bacteriophage-based drugs was brought back to life. Knowledge gathered over all
these years offers a solid foundation on which to build new therapeutic approaches and develop alternative areas of bacteriophage application.
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(virion) zgrajen iz osrednje nukleinske kisline, ki jo obdaja proteinski
plas¢ (3). Praviloma so bakteriofagi glede na gostitelja ne le vrstno,
temveC pogosto celo sevno visoko specificni. Primarni dejavnik, ki
dolo¢a gostiteljsko specifiénost, so povrsinske strukture na
bakterijskih celicah, po svoji naravi proteini ali ogljikovi hidrati. Le-te
bakteriofag izkoris¢a kot receptorje za pritrditev na bakterijo (3, 5).
Skladno s heterogenostjo bakteriofagov imajo ti tudi nadvse razlicne
zivljenjske cikle. V sploSnem lo¢imo liticne (virulentne) in lizogene
(temperatne) bakteriofage (slika 1).

1 Bakierijski virusi

Bakteriofagi (krajse: fagi) so preprosti virusi, ki se razmnozujejo
izklju¢no v bakterijskin celicah. Odkril jih je francosko-kanadski
mikrobiolog Félix d’Herelle. Pri svojih raziskavah je opazil, da so v
nekaterih bakterijskih kolonijah na agarnem gojis¢u prisotna drobna
podrocja, kjer bakterije ne uspevajo. Pri prenosu takih kolonij v
bakterijsko kulturo v tekoCem gojiScu je ze v nekaj urah opazil, da je
priSlo do odmrtja vseh bakterij in posledi¢no do zbistritve gojisca.
Sklepal je, da je vzrok mikroorganizem, ki se kot zajedalec »hrani« z
bakterijami — od tod izhaja tudi ime bakteriofag (gr§ko »tisti, ki jé
bakterije«). Enak pojav (naknadno poimenovan Twort-d’Herelle-ov
fenomen) je pred d’Herelle-om opisal angleski bakteriolog Frederick
Twort, a je delovanje zmotno pripisal za bakterije toksi¢nemu
proteinskem dejavniku (1, 2).

2 Zgodovina zdravijenja
bakterijskih okuilo z
bakteriofagi

d'Herelle je svoje poskuse iz laboratorija kmalu prenesel na zivali.
Glede na njegova navajanja mu je uspelo mo¢no omejiti epidemijo
bakterijskega gastroenteritisa med koko$mi, tako da jim je v hrano
dodajal bakteriofage, specificne za bakterijo Salmonella gallinarum.
UspeSen naj bi bil tudi pri zajezitvi epidemije hemoragi¢ne
septikemije pri vodnih bivolih, katerim je bakteriofage, specificne za
bakterijo Pasteurella multocida, injiciral intravensko (7). Poskuse je

Fagi so v naravi prisotni skoraj povsod. Najdemo jih v slanih in sladkih
vodah, v prsti, v hrani in tudi v pitni vodi. V prebavnem traktu zivali in
Cloveka predstavljajo pomemben del normalne gastrointestinalne
flore. Ocenjujejo, da je njihovo celokupno $tevilo reda velikosti 10°7,
kar je priblizno desetkrat vec¢, kot je velikost celokupne svetovne
bakterijske populacije (3, 4).

Genetsko so bakteriofagi izjemno heterogena skupina. Pri najmanjsih
tvorijo genom vsega Stirje geni, dedni material najvecjih pa gradi tudi
do stiristo genov. Genska informacija je prisotna bodisi v obliki
enoverizne ali dvoverizne RNA oziroma DNA, v linearni ali cikli¢nimi
obliki. Ne glede na morfoloSko pestrost oblik je vsak virusni delec

nato nadaljeval §e na sebi, ¢lanih druzine in sodelavcih. Opogumljen
z rezultati je d’Herelle poskusil tudi z zdravljenjem okuzb pri bolnikih.
Stevilna poro&ila pri¢ajo, da je bilo mogo&e v dobi pred odkritiem
antibiotikov z d’Herelle-ovo metodo odpraviti prej neozdravljive
bolezni bakterijskega vzroka, kakréne so bubonska kuga, krvave grize
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Primerjava liticnega (levo) in lizogenega cikla (desno) (prirejeno po 6). Nekateri bakteriofagi so stabilno /iticni in svoje DNA ne
vgrajujejo v genom gostiteljske bakterije. Bakteriofag po okuzbi bakterije izkoriS¢a celicne mehanizme za pomnozevanje lastnega
genoma in sintezo strukturnih proteinov ovojnice. Nazadnje bakteriofag izzove smrt celice in pomnozeni virusni delci se sprostijo iz
lizirane bakterije. Lizogeni bakteriofagi svoj dedni material vgradijo v genom gostiteljske celice (tak latentni bakteriofag imenujemo
profag), ki se tako prenasa na vse hcerinske bakterije, nastale z vegetativno delitvijo okuzene celice. Ob indukciji profag izstopi iz
bakterijskega genoma (obcasno »odnese« s seboj tudi del bakterijskega genoma in ga naknadno vgradi v genom nove gostiteljske

celice; proces imenujemo transdukcija). Bakteriofag nato vstopi v t. i. liti¢ni cikel, pri tem nastajajo novi bakteriofagi.

Figure 1. Comparison of lytic (left) and lysogenic cycle (right) (6). Some phages are stably lytic and do not integrate their DNA into hosts’
genomes. Upon infecting the bacterium phage uses the cell’s mechanisms to replicate the viral genome and produce capsid
proteins. Multiplied virions are released from bacterium through cell lysis. Lysogenic phages, on the other hand, integrate their
genetic material into host cells’ genomes (such dormant phages are called prophages) and are thus transferred to all daughter
cells (bacterial clones). Following induction, prophage enters the lytic cycle, forming new virions. Sometimes a lysogenic phage
transfers parts of old host genome to newly infected bacteria in a process known as transduction.

in kolera (1, 7). Tako imenovana bakteriofagna terapija je postala v
dvajsetih letih prejSnjega stoletja zelo popularna, sam d’Herelle pa naj
bi si prisluzil celo nominacijo za Nobelovo nagrado za medicino (8).

Do stiridesetih let prejSnjega stoletja je ve¢ farmacevtskih podijetij v
Franciji in Zdruzenih drzavah Amerike trzilo zdravila, ki so vsebovala
bakteriofage, vendar pa je splet okolis¢in (odkritje betalaktamskih
antibiotikov), kot tudi nepoznavanje rokovanja s pripravki botrovalo
negativnim odzivom Sveta za farmacijo in kemijo (Council on
Pharmacy and Chemistry) uglednega AmeriSkega zdravniSkega
zdruzenja (American Medical Association). Oc¢itki novi tehnologiji so
leteli predvsem na pomanjkanje ustrezno izvedenih klini¢nih raziskav,
ki bi nedvoumno potrjevale ucinkovitost bakteriofagnih zdravil (2, 7).

V nasprotju z Zahodom se je uporaba bakteriofagov v Vzhodni Evropi
ohranila vse do devetdesetih let prejSnjega stoletja. Najvecja centra
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bakteriofagne terapije sta aktivna Se danes. V Wroctawu deluje
Hirszfeldov institut za imunologijo in eksperimentalno terapijo, v
Thilisiju pa Eliavin institut za bakteriofage, mikrobiologijo in virologijo
(slednjega je soustanovil sam d’Herelle). Sovjetski in poljski zdravniki
so porocali 0 80-90 % uspesnosti v boju s trdovratnimi bakterijskimi
patogeni, pogosto odpornimi proti razlicnim skupinam antibiotikov.
Zahodni svet je obdrzal znanstveno sporno, politicno motivirano
odklonilno stali§¢e do bakteriofagne terapije, verjetno tudi zaradi
nedostopnosti novejSe znanstvene literature in nacelnem zavracanju
vsega sovjetskega (1, 5, 7). Kot zanimivost naj omeniva, da so Se v
sedemdesetih letih prej$njega stoletja pod pokroviteljstvom Svetovne
zdravstvene organizacije (WHO) v Pakistanu potekale klini¢ne
raziskave, v okviru katerih so potrdili primerljivo ucinkovitost
zdravljenja kolere s tetraciklinskimi antibiotiki in visokimi odmerki
bakteriofagov, danim per os (7).



Zdravljenje bakterijskih okuzb z bakteriofagi

3 Sodoben pogled na
bakteriofagno terapijo

Bakteriofagna terapija, v svojih zacetkih skrajno revolucionarna
tehnologija, je bila za tedanji svet pred svojim ¢asom. Takratno znanje
s podroc¢ja mikrobiologije in medicine je ni dohajalo, zato je bila njena
terapevtska vloga in trzna uveljavitev vnaprej obsojena na neuspeh.
Poleg tega je ob uvedbi antibiotikov v klini€no prakso sprva kazalo na
dokon¢no zmago CcClovestva nad patogenimi bakterijami in o
alternativnih metodah zdravljenja bakterijskih okuzb niso razmisljali.

Danes je potreba po alternativnin zdravljenjin okuzb velika. Ena od
moznih resitev je identifikacija novih tar¢ in razvoj protimikrobnih
uc¢inkovin z novimi mehanizmi delovanja, torej kemoterapevtikov, proti
katerim bakterije e niso odporne. Se vedno veliko viagajo tudi v
razvoj zaviralcev bakterijskih proteinov, ki so nosilci odpornosti.
Nekatere tak$ne ucinkovine so ze ucinkovita podpora uveljavljenim
antibiotikom. Na drugi strani sta napredek v poznavanju biologije
bakteriofagov ter razvoj biomedicinskih tehnologij v zadnjem
desetletju  omogocila ponovno  znanstveno  ovrednotenje
bakteriofagne terapije. Primerjavo lastnosti antibiotikov in
bakteriofagov kot protibakterijskih zdravil podaja preglednica 1.

Trenutno je v svetu le nekaj deset manjsih in srednje velikih
biotehnoloskih podijetij, ki predstavljajo prvi val razvoja tehnologij za
uporabo bakteriofagov v humani in veterinarski medicini, poljedelstvu
in prehrambeni industriji (9). V nadaljevanju predstavljava pogled na
bakteriofagno terapijo skozi o¢i sodobne znanosti vklju¢no z
nekaterimi novimi koncepti in biotehnoloskimi pristopi v nacrtovanju
protimikrobnih (bakteriofagnih) zdravil prihodnosti.

3.1 Klasiéna bakteriofagna terapija

Eticni standardi biomedicinskih raziskav v danasnjem Casu so
neprimerljivi s tistimi z zaCetka 20. stoletja, ko je d’Herelle pricel z
uvajanjem bakteriofagne terapije. Takd zavedanje o podrobnem
dogajanju med bakteriofagovim zivljenjskim ciklom in potencialnim
imunskim odzivom, ki bi utegnil spremljati vnos bakteriofagov v
organizem, vzbuja Stevilne tehtne pomisleke o varnosti bakteriofagnih
zdravil. A z danasnjim znanjem zagovorniki bakteriofagne terapije
lahko kritikom in skeptikom ponudijo sprejemljive resitve.

Osnovna zahteva za zagotovitev varnosti bakteriofaga kot zdravila je,
da izberemo vrsto, ki je stabilno liticna in ne prenada genetskega
materiala s transdukcijo med bakterijami (glej tudi sliko 1). Lizogeni
bakteriofagi niso zgolj manj ucinkoviti, temve¢ ob njihovi uporabi
obstaja tudi nevarnost horizontalnega prenosa antibioti¢ne
odpornosti, bakterijskih toksinov in virulentnih dejavnikov. Pri tem se
lahko prej nenevarni bakterijski sevi pretvorijo v patogene.
Transdukcija je sicer mozna tudi pri liti€nih bakteriofagih, a je precej
manj verjetna (3, 10). Z dologitvijo nukleotidnega zaporedja fagnega
genoma in naknadno bioinformatiéno analizo je pred nacrtovano
uporabo dolo¢enega bakteriofaga smiselno preveriti, ali so v genomu
prisotni geni, ki kodirajo znane alergene, toksine in virulentne
dejavnike (3). Endotoksine, ki izvirajo iz liziranih gostiteljskih celic, v
katerih pomnozujejo bakteriofage v bioreaktorjih, je z modernimi
separacijskimi tehnikami, kot sta ultracentrifugiranje in ionsko-
izmenjevalna kromatografija, mogoce ucinkovito odstraniti (3). Pri
sterilizaciji bakteriofagnega zdravila je potrebno izbrati metode, ki

zagotavljajo ohranitev infektivnosti bakteriofagov, in validirati pogoje
shranjevanja (6). Vsekakor pa je najpomembneje preveriti u¢inkovitost
bakteriofaga kot bakteriolitika na Zivalskem modelu bakterijske
okuzbe, saj se posamezne bakteriofagne vrste v pogojih in vivo
obnasajo razli¢no (6). Skurnik in sod. (6, 11, 12) so ugotovili, da
bakteriofaga PY100 in ¢ YeO3-12, dana misim per os (v neodvisnih
raziskavah), ne zascitita zivali pred naknadno izzvano okuzbo z
bakterijo Yersinia enterocolitica, Ceprav so v kulturah in vitro opazili
popolno lizo bakterij. Drugi raziskovalci porocajo o visoki u¢inkovitosti
svojih bakteriofagov, ki so statisticno znacilno zmanjsali umrljivost pri
miSih po intraperitonealnem injiciranju v ¢asu do 5 ur po okuzbi z
virulentnima  bakterijama  Enterococcus  faecium (13) in
Staphylococcus aureus (14).

Farmakokineti¢ne lastnosti bakteriofagov niso primerljive s klasi¢nimi
ucinkovinami. Praviloma se zadrzujejo in pomnozujejo na samem
mestu okuzbe le v prisotnosti gostiteljske bakterije, kar je s
terapevtskega in toksikoloSkega vidika ugodno, znizuje pa tudi
potrebo po veckratnem odmerjanju (1, 7). Po intravenskem dajanju se
bakteriofagi razporedijo v vecino organov, kar omogoca njihovo
uporabo za razli¢ne tipe infekcij. Zanimivo je, da se (vsaj nekatere
vrste) kljub precejsnji velikosti uc¢inkovito absorbirajo iz prebavnega
trakta in prehajajo celo v urin (4). Iz organizma se pospe$eno
odstranjujejo, za kar je pretezno odgovoren retikuloendotelijski
sistem. Nekateri bakteriofagi so dokazano imunogeni in izzovejo
tvorbo nevtralizacijskih protiteles (4). Slednja za uspe$nost
bakteriofagne terapije naj ne bi bila omejujo¢ dejavnik, saj je kinetika
bakterijske lize veliko hitrejSa kot humoralni imunski odziv (1), vendar
so poskusi zdravljenja ponovne okuzbe z isto vrsto bakteriofaga manj
uspesni. O zanimivem odkritju poro¢ajo Merrill in sod. (15). Razvili so
metodo za izolacijo razli¢ic bakteriofagov, ki jih imunski sistem ne
prepozna. MiSim so intraperitonealno injicirali enterofag A, ga po
doloCenem Casu izolirali iz odvzetih vzorcev krvi, pomnoZili in vitro v
kulturah mutatorske bakterije Escherichia coli in o¢is§¢ene ponovno
injicirali poskusnim zivalim. Po desetih krogih tak$ne selekcije in vivo
(¢as pred odvzemom vzorcev krvi so postopoma podaljSevali) in
pomnozevanja in vitro so uspeli izolirati bakteriofagni klon, na
katerega se misji imunski sistem ni odzival in je bil zato uspesnejsi pri
odpravljanju ponovno povzro¢enih okuzb. Rezultat pojasnjujejo z
mutacijo antigenskih determinant na bakteriofagni ovojnici.

Tezave pri prakticni uporabi bakteriofagnih zdravil bi zaradi
gostiteljske specifi¢nosti utegnila povzroc¢ati potreba po hitri in toc¢ni
etioloski diagnostiki — identifikaciji vrste in seva patogena. To nekdaj
zamudno in pogosto nemogo¢o nalogo je mogoCe premagati s
sodobnimi tehnologijami, kaksni sta DNA-mikromreze ali verizna
reakcija s polimerazo (PCR) (3). V preteklosti so posku$ali dosedi Sirsi
spekter delovanja bakteriofagnih zdravil s pripravo kombinacije
razli¢nih bakteriofagov, ki so lizirali ve¢ino sevov nekega patogena, t.
i. fagnih koktejlov. Po drugi strani so smiselne tudi kombinacije
razliénih bakteriofagov, ki imajo skupnega gostitelja, saj je verjetnost,
da bi patogen razvil odpornost proti vsem, zanemarljiva. Pri razvoju
potencialnih bakteriofagnih zdravil se bo potrebno omeijiti le na tiste
patogene, ki predstavijajo najveCje tezave in izzive za sodobno
zdravljenje (multirezistentne bakterije kot so MRSA (Staphylococcus
aureus odporen proti meticilinu), VRE (enterokoki odporni proti
vankomicinu) in Pseudomonas aeruginosa). Z vidika regulatornih
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Preglednica 1. Primerjava protibakterijskih lastnosti bakteriofagov in antibiotikov (zgornji del tabele) ter nekaterih razvojnih znacilnosti obeh vrst
zdravil (spodnji del tabele) (prirejeno po 1, 3).
Table 1. Comparison of antibacterial properties of phages and antibiotics (upper part) and some specific development issues concerning both
types of drugs (lower part of table) (1, 3).

Bakteriofagi

Antibiotiki

Opomba

So glede na gostitelja vrstno/sevno
specifiéni, zato je verjetnost sekundarnih
okuzb manjsa.

Vplivajo tudi na normalno bakterijsko floro,
kar lahko vodi v sekundarne
(npr. gliviéne) okuzbe.

Hitra mikrobioloSka diagnostika je predpogoj
za uspesdno izbiro protimikrobnega zdravila,
kar v primeru visoko specifi¢nih bakteriofagov
lahko obravnavamo tudi kot pomanjkljivost.

Se pomnozujejo na mestu okuzbe
in se sicer hitro odstranijo iz organizma.

Telo jih presnavlja in izloca. Ne zadrzujejo se
samo na mestu okuzbe.

Teoreti¢no zadostuje en sam odmerek
bakteriofagnega zdravila. Po preboleni bolezni
fagi hitro zapustijo organizem.

NovejSe raziskave opravljene na poskusnih
zivalih in zdravih prostovoljcih niso odkrile
resnej$ih stranskih ucinkov pri dajanju
bakteriofagnih zdravil.

Stevilni antibiotiki imajo stranske uginke,
npr. so alergogeni, ototoksi¢ni, nefrotoksicni,
izzovejo sekundarne okuzbe ipd.

Litiéni bakteriofagi bi lahko izzvali septi¢ni

8ok zaradi obsezZne lize bakterijskih celic,

pri ¢emer se sprostijo endotoksini. Bakteriofagi
sicer so imunogeni, vendar se praviloma Se pred
pojavom nevtralizacijskih protiteles odstranijo

iz organizma. Ob ponovni okuzbi je
bakteriofagna terapija z isto vrsto bakteriofaga
manj ucinkovita.

Razvoj odpornosti patogene bakterije

proti eni vrsti bakteriofaga

ne predstavlja nevarnosti, saj ostane bakterija
obcutljiva na druge bakteriofage.

Razvoj odpornosti proti antibiotiku ni omejen
na patogene bakterije in se lahko prenasa
med razli¢nimi bakterijskimi vrstami.

Antibiotiki vrsijo selekcijski pritisk na Sirok
spekter bakterijskih vrst, tako patogene kot tiste,
ki so del normalne flore.

Odkrivanje oz. izolacija novih baktreiofagov
je relativno hiter (nekaj tedenski) in cenovno
ugoden proces.

Razvoj novega antibiotika je zamuden in
predvsem finanéno izjemno zahteven proces
(10-12 let).

Bakteriofagi so se vec¢ kot tri in pol milijarde let
razvijali skupaj z gostiteljskimi bakterijami,
zato je zelo verjetno, da je mogoce odkriti

oz. izolirati »nove« bakteriofage, ki napadajo
bakterijske celice, odporne proti dolocenim
vrstam bakteriofagov ali antibiotikov.

Pricakovane so tezave pri poskusu registracije
bakteriofagnih zdravil, posebej pri zmeseh

ve¢ bakteriofagov z razliéno specifi¢nostjo,

ki bi u¢inkovali proti 8irSemu spektru bakterij
(bakteriofagni koktejli), in potrebnih zamenjavah
aktivnih bakteriofagov pri nastopu bakterijske
odpornosti.

Smernice/pogoji za registracijo novih antibioti¢nih
zdravil so dobro definirani.

Regulatorni organi (e) ne ponujajo smernic za
registracijo bakteriofagnih zdravil.

Bakteriofagna zdravila so problemati¢na

z vidika intelektualne lastnine in patentne zascite.

ZasCita intelektualne lastnine v primeru
antibiotikov in antibioti¢nih zdravil naceloma
ni sporna.

V/ Vzhodni Evropi je bakteriofagna terapija
neprekinjeno v uporabi vec kot 80 let,

kar onemogoca patentiranje zaradi pomanjkanja
novosti (prior art). Patentna za$¢ita gensko
spremenjenih bakteriofagov in terapevtskih
pripravkov z bakteriofagi ni sporna.

Pripravki z bakteriofagi zahtevajo posebne
pogoje shranjevanja za ohranitev infektivnosti
bakteriofagov.

Antibiotiki so fizikalno-kemijsko stabilni,
zdravila imajo zato relativno dolg rok uporabe.

Nekatere vrste bakteriofagov so obcutljive na
nizko, druge na visoko temperaturo. Nekatere
vrste izkazujejo dobro stabilnost kot liofilizati
(> 1 leto pri sobni temperaturi).
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organov je uporaba variabilnih  bakteriofagnih  mesanic
nesprejemljiva, saj za vsako kombinirano zdravilo zahtevajo lo¢eno
izvedbo klini€nih Studij za posamezne ucinkovine (10). S tem
povezani astronomski stroski razvoja bakteriofagnih zdravil in
problemati¢na zascita intelektualne lastnine vsaj zaenkrat odvracata
vecja farmacevtska podjetja od vlaganj v razvoj te skupine zdravil.

3.2 Gensko spremenjeni bakteriofagi
Baktriofagi  imajo kot bakterioliticne uc€inkovine  Stevilne
pomanijkljivosti. Razvoj omnipotentnega oz. Sirokospektralnega
bakteriofaga s tehnologijo rekombinantne DNA je le malo verjeten (3).
Kljub temu ostaja nakaj upanja za razvoj bakteriofaga, ki bi uspesno
prepoznal vecino sevov nekega patogena. Doloceni bakteriofagi
namre¢ svoj genom Vv gostiteljsko bakterijo vnesejo tako, da s
posebnimi encimi vanjo »zvrtajo« luknjo (6). Bakteriofag, ki bi v
genomu vseboval zapise za veC hidrolaz, ki bi bile sposobne
razgraditi razli¢ne povrSinske strukture na bakteriji, bi tako izkazoval
SirSi antibakterijski spekter delovanja.

Stevilni kritiki bakteriofagne terapije se bojijo septinega $oka, ki bi
utegnil nastopiti ob sprostitvi endotoksinov pri obsezni bakterijski lizi
(pojav je dokumentiran tudi pri uporabi antibiotikov). Poleg tega bi
visoka lokalna koncentracija novonastalih bakteriofagov sama lahko
sprozila imunsko reakcijo (10). Matsuda in sod. (16) so zato razvili
bakteriofag z okvarjenim liticnim sistemom. Bakteriofag je v misjem
modelu sepse okuzil bakterije E. coli, se v njih pomnozeval in
povzrocil bakterijsko smrt, a ni izzval lize. Ucinkovitost bakteriofagne
terapije je bila celo vi§ja kot pri uporabi betalaktamskega antibiotika.
Hagens in Blasi (17) sta pripravila dve razlicici gensko
spremenjenega nitastega bakteriofaga M13 (vrste, ki sicer ni
baktericidna). V genom mati¢nega bakteriofaga sta vgradila gen za
endonukleazo (encim, ki prepozna dolo¢ena nukleotidna zaporedja in
cepi dvoverizno DNA) ali holin (protein, ki z umestitvijo v. membrano
bakterij v njej tvori pore). Ugotovila sta, da bakteriofaga in vitro
delujeta baktericidno, a je sprodCanje endotoksinov v gojis€e v
primerjavi s kulturami, okuzenimi z liti¢nimi bakteriofagi, zanemarljivo
majhno. Na podoben nacin so Westwater in sod. (18) kot dostavni
sistem za vnos genov, kodirajocih specificne antibakterijske toksine,
uporabili fagmidni sistem M13, a so uspeli ucinkovitost
protibakterijskega delovanja dokazati tudi in vivo v mi§jem modelu
bakteriemije.

Nenazadnje so gensko spremenjeni bakteriofagi zanimivi tudi z vidika
patentne zascite, kar bi k razvoju bakteriofagnih zdravil utegnilo
privabiti podjetja, sposobna v raziskave vloZziti ve¢ finanénih sredstev.

3.3 Encibiotiki

Z izrazom encibiotik (skovanko iz besed »encim« in »antibiotik«)
oznac¢ujemo rekombinantne proteinske produkte bakteriofagnih
genov (t. i. lizine), ki sprozijo lizo bakterijske celice. Lizini so
hidroliticni encimi (glikozidaze ali amidaze), ki po translokaciji v
periplazemski prostor razgrajujejo peptidoglikansko celi¢no steno.
Ugotovili so, da encibiotiki delujejo baktericidno tudi z zunaje strani
celice (vsaj pri po Gramu pozitivnih bakterijah). Zal je liticni spekter
lizinov ozek, saj je pogojen s prisotnostjo specificnih ligandov
(obi¢ajno ogljikovih hidratov; ki predstavljajo vezavne epitope),
vezanih na peptidoglikansko mrezo. Lizini so dvodomenski proteini,

aktivnost obeh domen — encimske (hidroliti¢ne) in vezavne — pa je
neodvisna. Tako je mogoce s kombiniranjem razlicnih domen
pripraviti encibiotike z novo specificnostjo delovanja (19).

Encibiotiki so izjemno zanimivi kot protimikrobne ucinkovine, saj (vsaj
zaenkrat) v laboratorijskin poskusih zaporednih pasaz $e niso zaznali
razvoja bakterijske odpornosti, niti niso opazili, da bi se nanje imunski
sistem poskusnih zivali odzval s tvorbo nevtralizacijskih protiteles
(19). Fischetti in sod. so dokazali visoko ucinkovitost razli¢nih
encibiotikov proti razlicnim vrstam streptokokov in bakteriji Bacillus
antracis v pogojih in vitro in in vivo (20-23). Poseben izziv
predstavljajo bakterijski biofilmi in metabolno manj aktivne bakterijske
celice (24), ki pomembno prispevajo h kroni€nemu poteku infekcij in
so naravno odporni proti zdravljenju z antibiotiki in bakteriofagnimi
terapevtiki.

3.4 Bakieriofagi kot orodje za
identifikacijo novih protimikrobnih
taré

Bakteriofagi so obligativni znotrajceli¢ni patogeni evbakterij in so kot
taki razvili sposobnost izkoris€ati gostitelieve mehanizme za lastno
pomnozevanje. To vkljuCuje tudi oviranje Stevilnih bakterijskih
presnovnih poti, s Cimer se veCina energije usmeri v izrazanje
bakteriofagovih genov in replikacijo bakteriofagovega genoma.
Bakteriofagne proteine, ki na razli¢nih nivojih delujejo kot inhibitorji
delitve bakterijske celice, je mogocCe uporabiti pri identifikaciji in
validaciji novih protimikrobnih tar¢ ali celo pri razvoju presejalnih
testov za identifikacijo nizkomolekularnih protimikrobnih spojin s
povsem novimi mehanizmi delovanja (25, 26).

3.5 Ze uveljavljeni bakteriofagni
profilaktiki

Redki izdelki, ki kot aktivno komponento vsebujejo bakteriofage, so se
na nekaterih manj strogo nadzorovanih podrocjih uveljavili ze tudi na
Zahodu. V Zdruzenih drzavah Amerike je od leta 2005 poljedelcem na
voljo pesticid za prepreCevanje in zatiranje bakterijskin bolezni
paradiznika in paprike, povzroCenih z bakterijama Xanthomonas
campestris pv. vesicatoria in Pseudomonas syringae pv. tomato (27).
Isti proizvajalec ponuja zivinorejcem tudi prsilo, ki vsebuje
bakteriofage, specifi¢ne za salmonelo (28). Namenjeno je omejevanju
prisotnosti te bakterije na kozi goveda, kar zniza verjetnost
kontaminacije mesa pri klanju. FDA je v lanskem letu odobrila celo
uporabo fagnega koktejla v obliki prila za za&¢ito pripravljenih
mesnih jedi pred kontaminacijo z nevarno bakterijo Listeria
monocytogenes (29). Edini avtorjema poznani primer uradno
registriranega bakteriofagnega zdravila je obliz iz biorazgradljivih
polimerov, impregniran z razli¢nimi bakteriofagi, ki je bil nedavno v
Gruziji odobren za zdravljenje trdovratnih koznih okuzb in okuzb
odprtih ran (2).

4 Zakljuéek

Napredki na podro¢ju biotehnologije, mikrobiologije in infektologije
omogocajo ponovno znanstveno ovrednotenje sicer skoraj stoletje
stare ideje o uporabi bakteriofagov za prepre€evanje in zdravljenje
bakterijskih okuzb. Bakteriofagna terapija — ¢etudi se neko¢ uveljavi
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kot del moderne medicine — ne bo nikoli zamenjala uporabe
antibiotikov. Slednji ostajajo preve¢ pomembni, uspesni in potrebni,
da bi popolnoma opustili njihovo uporabo. Bakteriofagi ponujajo
kvecjemu potencialno dopolnitev antibioticnega arzenala, namenjeno

zlasti

uniCevanju multirezistentnih bakterijskih patogenov, ki

predstavljajo naras¢ajoco groznjo ¢lovekovemu zdravju (5, 19).
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