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Rezumat

Introducere. Bacteriofagii sunt considerati pradatorii naturali ai bacteriilor si se gdsesc oriunde sunt bacterii. Datoritd specificitatii lor, bacteriofagii
sunt utilizati in diverse domenii precum medicind, agricultura, industria alimentard, biotehnologie, etc. Pentru ca un bacteriofag sa fie util, acesta
trebuie sd demonstreze ca are anumite caracteristici, nu doar simpla ucidere a celulei bacteriene.

Material si metode. S-a realizat studiu de tip secundar, sintezd narativd. Termenii utilizati pentru selectia literaturii au fost, bacteriofagi’, ,aplicarea
practicd’, ,metode de izolare’, ,amplificarea fagilor’, ,purificarea fagilor”. Cautarea initiala a rezultat cu 132 de articole, din care au fost selectate si
analizate 44 de lucrari eligibile.

Rezultate. Multe tehnici au fost concepute pentru izolarea, amplificarea si purificarea bacteriofagilor, fiecare dintre ele avand puncte forte si puncte
slabe. Cu toate acestea, tehnicile descrise constau in obtinerea unei mostre de bacteriofag relativ pura care poate fi caracterizatd. Bacteriofagii pot fi
caracterizati pe baza proprietatilor fiziologice, morfologice sau de inactivare. Cunoasterea proprietatilor caracteristice fiecdrui bacteriofag oferd mai
multe detalii despre stilul de viata si potentialul de conversie toxigend sau lizogend, care asigurd sigurantd in aplicarea practica a bacteriofagilor.
Concluzii. Acest articol rezumad directiile de aplicare a bacteriofagilor si abordeaza restrictiile specifice si lacunele din domeniu. Sperdm cd aceasta
evaluare va oferi cercetatorilor informatii utile pentru selectarea directiilor adecvate de cercetare legate de fagi.

Cuvinte-cheie: bacteriofagi, izolarea fagilor, multiplicarea fagilor, purificarea fagilor, aplicarea practica a fagilor

Summary

Introduction. Bacteriophages are considered the natural predators of bacteria and are found wherever there are bacteria. Due to their specificity,
bacteriophages are used in various fields such as medicine, agriculture, food industry, biotechnology, etc. For a bacteriophage to be useful, it s to be
demonstrated that it has certain characteristics other than simply killing the bacterial cell.

Material and methods. In a secondary study, narrative synthesis was performed. The terms used for literature selection were "bacteriophages",
"practical application”, "isolation methods", "phage amplification”, "phage purification". The initial search resulted in 132 articles, from which 44
eligible papers were selected and analyzed.

Results. Many techniques have been devised for the isolation, amplification and purification of bacteriophages, each with strengths and weaknesses.
However, the techniques described result in a relatively pure sample of bacteriophage that can be characterized. Bacteriophages can be characterized
based on physiological, morphological or inactivation properties. Knowing the characteristic properties of each bacteriophage provides more details
about the lifestyle and the potential for toxigenic or lysogenic conversion, which ensures safety in the practical application of bacteriophages.
Conclusions. This article summarizes directions for the application of bacteriophages and addresses specific restrictions and gaps in the field. We
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hope that this review will provide researchers with useful information for selecting appropriate phage-related research directions.
Keywords: bacteriophages, isolation of phages, multiplication of phages, purification of phages, practical application of phages

Introducere

Bacteriofagii (fagii) sunt virusurile care infecteaza celulele
bacteriene, considerati priadatorii naturali ai bacteriilor se
gasesc oriunde sunt bacterii. Fagii sunt clasificati in functie de
modul lor de actiune in fagi virulenti si temperati [1]. Dupa
patrunderea in celuld, un fag temperat isi integreazd genomul
in genomul bacteriei gazda pentru a forma un profag, care
se poate replica in functie de replicarea celulei gazda (calea
lizogend). Un fag strict virulent infecteaza celula gazda pentru
a-si controla dinamica de replicare prin producerea de noi
virioni care lizeazd bacteria gazdd si infecteazd alte celule
bacteriene (calea litica). Caracteristicile fenotipice ale fagilor
virulenti sunt determinate de elemente genetice specifice
(de exemplu, endolizine si holine), care sunt responsabile
de penetrarea invelisului celulei gazde si liza bacteriilor. In
lipsa acestor enzime si a prezentei represorilor lizogeni si, de
obicei, a proteinelor integraze, fagii devin temperati. Multi

factori contribuie la trecerea de la stilul de viatd litic la cel
lizogen si invers. Astfel, endolizinele si alte enzime fagice
sunt izolate, purificate si utilizate ca agenti de control al
bacteriilor pentru a evita riscul de schimbare a fagilor [1, 2].

Desi descoperirea fagilor dateaza de la inceputul secolului
al XX-lea, produsele fagice disponibile comercial sunt foarte
limitate. La acest fenomen a contribuit, inclusiv si dezvoltarea
rapida a antibioticelor, care aveau un spectru mai larg de
actiune, farmacocinetica si farmacodinamica bine studiate,
metode de fabricare si conditii mai simple de péstrare. Cu
toate acestea, majoritatea antibioticelor au devenit ineficiente
din cauza dezvoltdrii rezistentei bacteriilor la acestea [3, 4].
Potrivit unui raport al Organizatiei Mondiale a Sdnatétii,
lumea se confruntd cu multe bacterii multirezistente care
sunt implicate in patologia infectioasd, iar antimicrobienele
disponibile in prezent nu reusesc sa ne protejeze din ce in
ce mai mult de aceste bacterii [5]. Fiind ucigasul natural al
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bacteriilor, fagii au diverse aplicatii potentiale in mai multe
domenii precum industrie, agricultura, mediu si medicina.
Prin urmare, o atentie sporitd este acum indreptata citre
utilizarea practicd a fagilor impotriva bacteriilor. Fagii au fost
utilizati in multiple studii recente de succes pentru a controla
infectiile bacteriene, in care s-a reusit sciderea numarului
de bacterii, de ex. la nivelul pielii, tractului gastrointestinal,
respirator, etc. [6, 7]. De asemenea, fagii pot fi utilizati ca
dezinfectanti si agenti de biocontrol, in special impotriva
biofilmelor bacteriene [2]; in industrie, ca biosenzori sau
conservanti alimentari [8]; in cercetarea de laborator, de
ex. legarea fagilor cu nanomateriale [9]; in agriculturd, de
ex. tratarea plantelor; in tratarea mediului si a apei [10, 11].
Pentu a obtine si utiliza fagii in diverse domenii, trebuie de
parcurs céteva etape similare, care includ izolarea fagilor,
purificarea, caracterizarea si analiza genomului. Mai multe
studii redau diferiti pasi implicati in cercetarea fagilor, cum
ar fi izolarea si caracterizarea, structura si functia, utilizarea
fagilor in terapie [12].

In aceasta lucrare ne propunem si prezentam etapele de
obtinere a fagilor in laborator, de la cele initiale de izolare
pana la aplicatiile terapeutice si industriale.

Material si metode

S-a realizat un studiu de tip secundar, sinteza narativa.
S-a efectuat analiza publicatiilor intre 2012-2022 referitor
la aspectele teoretice privind izolarea si aplicarea practica
a bacteriofagilor, prin utilizarea termenilor ,bacteriofagi’,
»aplicarea practicd, ,metode de izolare”, ,amplificarea
fagilor”, ,,purificarea fagilor”. Cautarea initiald a rezultat cu
132 de articole, din ele au fost selectate cele in acces deschis
si text integral, rezultand 81 de articole. Dupd excluderea
inregistrdrilor care nu au legitura cu studiul i revizuirea
rezumatelor au ramas 44 de lucrari eligibile ce reflectd
izolarea si aplicarea practica a bacteriofagilor. Nu au fost
stabilite limite de limba, dar au fost prioritare articolele in
limba englezd, publicate dupd anul 2010.

Rezultate si discutii

Izolarea fagilor. Au fost identificate multe metode de
izolare a bacteriofagelor si toate se bazeazd pe utilizarea
probelor de mediu ca surse de fagi. Este cunoscut cé fagii
se gasesc oriunde sunt prezente bacteriile. De exemplu, fagii
impotriva bacteriei Flavobacterium psychrophilum, care
infecteazd pestii, au fost izolati din fermele piscicole [13],
iar fagii care lizeazd Vibrio vulnificus, o bacterie patogena
marind, au fost izolati din sedimentul marin bogat in
bacterii viabile [14]. De asemenea, fagii care lizeaza Erwinia
amylovora, o bacterie care infecteazd copacii, au fost izolati
numai din butasi de plante infectate [15]. Fagii care vizeaza
Escherichia coli O157:H7 si Salmonella spp., care provoaci
boli alimentare, au fost izolati din probe de fecale de bovine
[16]. In concluzie, cea mai bund alegere pentru a gisi fagi
impotriva patogenilor umani sunt apele de canalizare
netratate, in special, in apropierea spitalelor si clinicilor
medicale.

Procesul de izolare a fagilor a ardtat ci multi fagi
pot infecta gazde din diverse genuri sau specii (,fagi
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polivalenti”). De exemplu, phiKP26 este un fag polivalent
care poate infecta atdt Salmonella spp., cat si E. coli [17].
Pentru izolarea fagilor polivalenti este utilizatda metoda
izolarii consecutive prin gazde multiple. Actualmente sunt
cunoscute doud astfel de metode. Prima metodd constd in
suprapunerea fagului si bactera gazda nr. 1 pe o placd cu
dublu strat de agar cu ulterioara incubare pentru formarea
plajelor. Apoi, plajele formate sunt colectate si incubate cu
bacteria gazdd nr. 2 timp de 4 ore si din nou suprapuse pe
o placéd cu dublu strat de agar si incubate pentru formarea
plajelor. Acesti pasi se repetd cu gazde diferite. A doua
metodd constd in addugarea unui stoc de fagi la gazda nr. 1,
care se afla in faza exponentiala de crestere, pentru a permite
adsorbtia fagului timp de 10 minute. Apoi atét fagii liberi, cat
si cei adsorbiti sunt separati prin centrifugare la 10.000 xg
timp de 5 minute. Supernatantul este addugat la gazda nr. 1
inca pentru 10 minute, pentru o adsorbtie la o vitezd scazuts,
inainte de a fi imbogatit timp de 4 ore. Fagii imbogititi sunt
adaugati la gazda nr. 2, care se afla in faza exponentiala de
crestere, iar pasii anteriori sunt repetati pentru gazda nr. 3 si
asa mai departe. Cu toate acestea, procesul de definire a unui
fag polivalent, care are o gama largd de gazde nu este clar,
din cauza lipsei de informatii despre numérul standard de
tulpini/specii care ar trebui infectate de un fag care poate fi
considerat a avea o gama largd de gazde [18]. Nici o metodd
specificatd, pana acum, nu poate oferi informatii despre cate
bacterii pot fi infectate de un anumit fag.

Colectarea probei de mediu este urmatd de o etapa
de imbogatire a fagilor, pentru a mdri titrul de fagi si, in
consecintd, a creste probabilitatea de a gasi fagi. Initial,
bacteriile prezente in proba colectatd sunt indepdrtate,
dupd care proba se adaugd intr-un mediu de culturd
ce contine culturd selectatd de bacterii. Cu cat este mai
micd concentratia de fagi in probd, cu atat este mai mare
necesitatea de a face imbogitirea pentru a creste sansa de
izolare a fagilor. Cu toate acestea, imbogatirea fagilor este o
etapd optionald, deoarece multe experimente au fost efectuate
prin insaméntare directd. Mai mult, valoarea etapei de
imbogatire este discutatd mult de cétre cercetitori, deoarece
poate duce la o imbogitire selectivd a fagilor. De exemplu,
fagii cu o ratd mare de replicare vor fi mult mai multi decét
altii, care ar putea infecta un spectru mai larg de gazde. Cu
toate acestea, in cazul prepardrii unui cocktail de fagi, este
important sa se efectueze etapa de imbogatire pe o anumitd
tulpind bacteriana verificata, pentru a asigura capacitatea
cocktailului de a infecta selectiv tulpina patogend vizata si
pentru a scidea incidenta dezvoltarii rezistentei la fagi [19].

Recent, cercetitorii au dezvoltat metode eficiente de
screening cu randament inalt, folosind o placa cu 96 de
godeuri in care sunt plasate diferite tulpini bacteriene
in fiecare godeu, pentru a verifica spectrul de gazde sau
polivalenta. Alt grup de cercetitori au folosit multiple
flacoane de dimensiuni mici, care erau folosite pentru a
inocula diferite tulpini bacteriene pentru a fi testate la diversi
fagi. Ambele metode pot contribui semnificativ la formarea
unei biblioteci numitd ,,biobanca de fagi” Numarul bancilor
de fagi din intreaga lume este inca relativ mic, inclusiv banca
de bacteriofagi din Institutul Leibniz, banca de bacteriofagi
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din Coreea si banca de fagi pentru terapia adaptiva din
Australia [20, 21].

Indiferent daci fagii au fost imbogititi sau nu, procesul
de purificare trebuie s fie efectuat. Dacd proba este solida,
se adauga solutie tampon sterild si se amestecid pentru a
suspenda fagul intr-o fazi lichida. Acest proces se realizeazd
prin centrifugare urmatd de filtrarea supernatantului pentru
a evita contaminarea bacteriand. Procedura de filtrare poate
scadea titrul de fag in solutie. Filtrarea poate fi inlocuitd prin
tratarea cu cloroform, care actioneazi ca agent bactericid. Cu
toate acestea, desi tehnica cu cloroform péstreaza cantitatea
de fagi, existd riscul de a pierde fagii in cazul in care acestia
sunt sensibili la cloroform. Pentru concentrarea titrului de
fagi, exista diferite metode care pot fi urmate, inclusiv filtrarea
cu flux tangential, ultrafiltrarea cu flux direct, centrifugarea
de mare viteza sau chiar citometria in flux. Cu toate acestea,
ar putea fi necesara o purificare suplimentard, deoarece
existd intotdeauna posibilitatea de a gasi mai mult de un fag
pentru aceeasi gazda. Din aceste considerente, este necesar
de reizolat o singurd plaja prin efectuarea striurilor sau prin
taierea plajei folosind de ex. o pipeta Pasteur. Se recomanda
reizolarea de mai mult de doua ori (cel putin trei), pentru
a confirma puritatea fagului izolat. Regula de aur consta in
alegerea unui singur fag dintr-un cocktail de fagi si obtinerea
plajelor bine conturate pentru determinarea titrului de fagi
[20, 22].

Amplificarea si purificarea fagilor. Fagii, ca si alte
virusuri, au nevoie de celule gazda pentru a se multiplica.
Desi fagii au activitate antivirald si antifungica [23], celulele
bacteriene vii riman cele mai bune gazde pentru multiplicarea
fagilor. Etapele de multiplicare a fagilor au acelasi concept
ca si in cazul altor virusuri. Pentru multiplicarea fagilor este
necesar de incubat fagul cu celulele bacteriene gazdd intr-un
mediu adecvat pentru bacteria gazdd. Addugarea la mediul
de culturd a cationilor bivalenti (de ex., calciu, magneziu,
strontiu si bariu) creste sansele de patrundere a materialului
genetic al fagului in celulele bacteriene. Atata timp cét fagul
poate penetra celula gazdd, acesta se poate multiplica. Cu
toate acestea, celulele gazda trebui sd fie proaspit pregitite
pentru a fi ,destul de tinere’, iar conditiile de mediu trebuie
sd fie optimale pentru cresterea bacteriilor si activitatea lor
metabolicd. In caz contrar, fagul va pitrunde in celulele
bacteriene si le va ucide fird a creste numérul de fagi. S-a
constatat cd, la temperaturi scizute (4°C) sau in timpul fazei
stationare de dezvoltare a bacteriilor, fagii pot infecta in
continuare celulele gazda, scazand titrul bacteriilor, dar cu
o capacitate foarte scazutd de a asambla noi fagi, pastrand
titrurile fagilor aproape la acelasi nivel. Una dintre cele mai
rapide metode de multiplicare a fagilor constd in addugarea
inoculului bacterian (bacteriile cultivate peste noapte) intr-
un mediu lichid proaspit pregatit si incubarea pe o perioadd
anumita de timp (in dependenta de tulpina utilizatd). Acest
lucru asigurd aflarea bacteriilor in faza exponentiald de
crestere. Ulterior, fagul se adauga la bacterii timp de 4 ore,
dupd care pot fi urmate etapele de purificare mentionate mai
sus [24].

Desi inducerea fagilor temperati are loc spontan, la
procesul de izolare/multiplicare trebuie addugata o etapa
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de inductie a profagului, care include expunerea la raze
ultraviolete (UV), mitomicina C sau fluorochinolone pentru
a obtine un titru mai mare de fagi. In acest caz, agentul
inductor trebuie optimizat pentru a induce eliberarea fagilor
maturi inainte de a ucide gazda [25].

O altd metodd este utilizarea mediilor semisolide,
care constd in introducerea fagilor si a bacteriilor in fazd
exponentiald in agar, dupa care amestecul se aplicd pe
placa de agar cu incubarea timp de 20 de ore la 37°C. Dupa
incubare, pe suprafata placii se aplica solutie tampon sterild
(1 ml solutie tampon la 63 cm? de agar), pentru a asigura
un strat subtire de lichid care acoperd stratul superior de
agar, apoi placa este incubata fara agitare la 4°C timp de 20
de ore. Ulterior, solutia tampon cu fagi si resturi bacteriene
este colectatd cu micropipete pentru a fi supusa purificarii.
La suprafata agarului se adaugd 1 ml solutie tampon rece
la 79 cm? de suprafatd a plici, apoi aceastd suspensie este
colectatd si amestecata cu cloroform in raport 1:3 (volumul
suspensie:volumul cloroform) si incubata timp de 10 min
la temperatura camerei. Ulterior, fagul este obtinut prin
centrifugare timp de 10 min la 13.700 rpm la 4°C, urmatd
de multiplicarea traditionald in lichid asa cum s-a mentionat
mai sus [26].

Leshkaheli si colab. au raportat ca cresterea secundard a E.
coli a inceput sd apara dupd 7 ore de la utilizarea fagului vB_
abaM_3054 [27]. Desi fagul Mimir87 formeazi plaje clare pe
placa cu Virgibacillus, dupd un timp prelungit de incubare la
temperatura camerei, in plajele clare a inceput sa apara colonii
bacteriene secundare [28]. Cresterea bacteriand secundara in
cazul perioadei lungi de incubare se datoreazd interactiunii
dintre veziculele membranei bacteriene exterioare si fagi,
care inhiba infectia cu fagi. Nabergoj si colab. au constatat cd
cresterea bacteriand secundard poate afecta negativ constanta
de adsorbtie, perioada latenta si dimensiunea plajei. Conform
celor constatate, procesul de amplificare trebuie optimizat
prin aplicarea metodei adecvate, timpului de incubare,
temperaturii, conditiilor de aerobiozd si a inoculului initial
in dependenta de natura fagului si a bacteriilor, pentru a
obtine cel mai mare randament [29].

Selectarea tehnicii de purificare a fagilor variaza in functie
de aplicarea doritd pentru care fagul va fi utilizat ulterior.
Dupa cum s-a mentionat mai sus, utilizarea centrifugérii si
tratarea cu cloroform sau filtrarea supernatantului printr-
un filtru cu dimensiuni de 0,45 sau 0,2 pm, ar putea fi cele
mai simple metode de purificare. Ambele tehnici pot fi
utilizate pentru obtinerea fagilor cu scop de utilizare in
tratarea plantelor, administrari orale si aplicatii topice,
deoarece au putine efecte secundare (ambele abordari vor
ajuta la eliminarea resturilor de bacterii. In cazul in care
sunt utilizati fagi care sunt infectiosi pentru bacteriile Gram-
negative, endotoxina poate fi gasitd in solutie si dupa filtrare,
ceea ce nu permite administrarea intravenoasa a fagilor. Cu
toate acestea, endotoxinele pot fi precipitate si inlaturate cu
sulfat de amoniu, apoi trecute printr-o coloanad de anioni
de dietil aminoetil celulozi, folosind solutie de acetat de
amoniu pentru eluare. Aceastd metodd minimizeaza efectele
secundare adverse, cu risc scdzut de pierdere a titrului de fagi
[30].
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Amplificarea si purificarea fagilor pot fi extinse
spre producerea la scard industriald. Dupa amplificare
in recipiente cu agitare, baloane Erlenmeyer mari sau
fermentatoare, fagul poate fi purificat prin doud runde de
centrifugare: centrifugare la vitezd mica (4.500 rpm, 30
min, 4°C) si una la vitezd mare (35.000 rpm, 40 min, 4°C).
Inainte de centrifugarea la vitezi mare, fagii sunt suspendati
in 20 g de zaharoza/100 ml, care functioneazd ca o perni
ce protejeaza titrul fagilor la sedimentare. De asemenea,
cercetdtorii au utilizat centrifugarea la vitezd medie (20.000
rpm, 4 h, 4°C) in loc de vitezd mare, cromatografia cu schimb
de ioni si ultrafiltrarea pentru etapa de purificare. Cu toate
acestea, cromatografia si ultrafiltrarea au crescut incidenta
contaminarii produsului cu lipopolizaharide (LPS). Pe de alta
parte, centrifugarea la vitezd mare a demonstrat eliminarea
in 90% a LPS, dar a redus semnificativ titrul fagilor, in
special in absenta pernei de zaharozd. Mai mult decat atat,
existd masini brevetate utilizate pentru amplificarea fagilor si
purificarea titrului de fagi concentrati, care vizeazd aplicatii
clinice si agricole [31].

Caracterizarea fagilor. Odatd ce un fag a fost izolat,
amplificat si purificat, acesta trebuie si fie caracterizat
pentru a indica posibilitatea si siguranta utilizérii lui in
aplicatiile previzute. Aproximativ 70 de proprietati au fost
recomandate de Ackermann pentru caracterizarea fagilor,
de ex. natura acidului nucleic (dsDNA, ssDNA, dsRNA,
ssRNA), anatomie, criterii fizice, proprietati chimice, genom,
morfologia virionului, serologie, metode de inactivare fizica
si chimicd, asamblarea si fiziologia. Indicarea tipului de fag
izolat si a proprietatilor acestuia va elucida modul in care
actioneazd acest fag si cat de potrivit este pentru aplicatiile
prevazute [32].

Obiectivul principal al fiziologiei este de a testa
functionalitatea unui fag si capacitatea acestuia de a ataca
tulpina bacteriana vizata pentru a identifica dacd este un
candidat bun pentru a fi utilizat sau nu in aplicatia prevazutd
si este consideratd una dintre principalele metode de
caracterizare a fagilor. Fiziologia fagilor poate fi determinata
de diferiti parametri, adicd dimensiunea plajei, intervalul de
gazde, perioada latentd si virulenta fagilor.

Dimensiunea plajei formate reprezinta numdrul de fagi
care sunt produsi de fiecare celuld bacteriand infectata.
Este un criteriu esential care trebuie determinat pentru
a intelege dinamica populatiei fiecirui fag. Dimensiunea
celulei bacteriene si a fagului poate oferi o indicatie despre
dimensiunea plajei. Celulele bacteriene de dimensiuni mici
si fagii mari formeazi plaje de dimensiuni mici, in timp ce
celulele bacteriene mai mari si fagii mai mici formeaza plaje
de dimensiuni mai mari [33].

Nomenclatura fagilor este tripartita, continand 1)
numele genului bacteriei gazdd, 2) cuvéantul ,fag” si 3) un
identificator unic. Cu toate acestea, numele bacteriei gazda
din nomenclatura nu inseamna ca fagul lizeazd doar o gazda
bacteriand, numele este dat doar pentru prima gazda dela care
a fost izolat fagul. Prin urmare, este necesar de a determina
experimental gama de bacterii pe care fagul candidat le poate
infecta [34]. Principalul motiv al selectivitatii fagilor fatd
de 0 anumitd bacterie este faptul ca particulele de fagi sunt
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adsorbite la un anumit situs a unui receptor de pe suprafata
bacteriei. Recunoasterea situsurilor de adsorbtie imbogateste
cunostintele despre sensibilitatea celulei gazdd. Astfel,
este necesar sd se investigheze modul in care fagul izolat
ajunge la bacterii si este adsorbit la situsurile receptorilor.
S-a constatat ca procesul de adsorbtie are loc ca urmare a
unei coliziuni aleatorii intre fag si celula gazda, iar legea care
reglementeaza acest proces este legea actiunii maselor, care
afirma cd influenta densitétii gazdei contribuie la procesul de
adsorbtie. Cu cat rata de adsorbtie a fagilor este mai mare, cu
atat timpul de liza intermediard va fi mai scurt [35]. Cu toate
acestea, Shao si Wang au aritat o relatie inversd intre timpul
de lizd intermediara si rata de adsorbtie. Mai mult, rata de
adsorbtie are o influentd mai semnificativa asupra ratei de
crestere a fagilor decat influenta asupra timpului de lizd [36].

Fagul poate fi fie un fag virulent atunci cand se reproduce
numai prin cicluri litice, fie un fag temperat atunci cind
ambele cicluri de viatd lizogenice si litice au potentialul
de a avea loc. Importanta diferentierii intre fagii virulenti
si temperati intrd in aplicatiile de terapie cu fagi, deoarece
accentul principal este dat pentru fagii virulenti. Materialul
genetic al fagilor temperati poate contine gene care codificd
toxine care provoaca o schimbare a proprietitilor celulei
gazdd intr-un proces numit ,conversie lizogena”. Fagii pot
impartdsi gene de patogenitate intre bacterii, chiar si cu unele
dintre ele care nu sunt patogeni, transfera gene de la bacterii
la alta prin transductie sau cresc imunitatea bacteriilor fata
de alti fagi virulenti. Fagii pot stimula, de asemenea, evolutia
patogenititii gazdei bacteriene, faicAnd-o mai robustd, de ex.
transferul genei de rezistentd la antibiotice f-lactamice de la
fag la Staphylococcus aureus. Aceste fenomene de conversie
si transductie lizogend au un rol semnificativ in transferul
orizontal al genelor intre celulele gazda [37].

Aplicarea practici a fagilor. Bacteriofagii sunt utilizati
in mai multe domenii, inclusiv in medicing, alimentatie,
agriculturd, tratarea apelor uzate si alte aplicatii de mediu. Am
clasificat aplicatiile in doud clase principale: aplicatii cu fagi
virulenti si aplicatii cu fagi ,non-virulenti”. Fagii nevirulenti
pot fi fagi pseudolizogeni, care nu au urmat un ciclu de viata
specific (litic sau lizogeni) sau fagi temperati care adopta cu
usurintd un ciclu lizogenic. Ambele tipuri nu sunt capabile
nici sd ucida direct celula bacteriana si nici sd producd noi
descendenti de fagi in conditii normale. In schimb, genomul
lor este inserat in genomul bacterian sau este circularizat ca
un epizom asemdndtor plasmidului, un fag pseudolizogen
care nu este integrat in cromozomul bacterian. Mai mult,
fagii filamentosi sunt o clasd de fagi care nu provoacd liza
bacteriand a gazdei, cu toate acestea, se pot reproduce prin
replicare epizomald sau integrare cromozomiald [38]. Fagii
virulenti, pe de altd parte, sunt capabili sa produca proteine
de lizd (de exemplu, holine si lizine), care sunt activate
aproape de sfarsitul ciclului litic pentru a degrada peretii
celulelor bacteriene si pentru a elibera virioni nou formati.

Fagii au o importanta semnificativd pentru comunitatea
stiintificd. Multe studii s-au concentrat pe unele dintre
aplicatiile lor, cum ar fi utilizarea lor ca alternativa la
antimicrobiene, in special in eliminarea biofilmului [39,40].
Au fost raportate unele infectii care au fost asociate cu
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formarea de biofilm, cum ar fi parodontita, infectiile de
plagd, infectiile tractului urinar si otita medie. Aceste infectii
au fost tratate cu succes datorita utilizarii fagilor. S-a raportat,
de asemenea, cd terapia cu fagi are un efect semnificativ
asupra bacteriilor multi-rezistente la antimicrobiene. Printre
motivele esecului tratamentului cu antibiotice se numara
incapacitatea acestora de a ucide bacteriile din biofilme. Cu
toate acestea, in cazul terapiei cu fagi, acestea au avantajul
céd sunt dotati cu enzime, care se gisesc pe partea externd a
capsidei si sunt capabile sd degradeze substantele polimerice
extracelulare ficdnd posibild dizolvarea biofilmelor [41].
In plus, aplicatii pre/post-recoltare in agriculturd, tratarea
animalelor, alimentelor, ambalajelor alimentare, suprafetelor
si echipamentelor de procesare a alimentelor [41].

De asemenea, fagii sunt utilizati pentru identificarea
bacteriilor patogene pentru investigarea focarelor de boli
infectioase [42]. Specificitatea de gazdd le oferd fagilor
capacitatea de a diferentia diferite tulpini ale aceleiasi
specii de bacterii. Avantajul utilizarii fagotipizdrii este cd
poate diferentia tulpinile care nu se deosebesc serologic
sau biochimic. Prin urmare, poate fi utilizat pentru a
studia raspandirea unui agent patogen intr-o comunitate.
Fagotipizarea a fost utilizatd cu succes in scopuri
epidemiologice, in special in cazurile de febra tifoidd si in
infectia stafilococicd. Astfel, fagotipizarea a fost consideratd
unul dintre cele mai importante instrumente epidemiologice
a secolului XX. Cu toate acestea, aceasta metodd nu este
utilizata foarte frecvent, din aceste considerente, recomandim
sd acordim mai multa atentie acestei metode atat de ieftine si
usor de efectuat in domeniul epidemiologiei [43].

Majoritatea directiilor de aplicare a fagilor utilizeaza fagi
virulenti. Proteinele purificate a fagilor virulenti (de exemplu,
endolizinele) pot fi utilizate indirect impotriva bacteriilor
pentru a limita cresterea lor sau pentru a le elimina total.
De exemplu, Swift si colab. au folosit o endolizini, pe care
au purificat-o din $GVE2, ca conservant pentru pasirile de
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curte, in controlul biologic a E. coli [2]. Aplicatii mai putin
obisnuite, dar importante, se bazeazd pe fagii temperati. Liza
bacteriand de catre fagi virulenti poate duce la eliberarea
endotoxinelor, care este principalul obstacol in calea
aprobdrii terapiei cu fagi. Pand acum, s-au efectuat cateva
studii clinice, dintre care multe se bazeazd pe raportarea
cazurilor unice, in care bacteriile au fost initial rezistente la
toate antibioticele disponibile [44]. Pentru a depasi aceasta
problemd, sunt necesare tehnici de purificare a fagilor extrem
de eficiente, asa cum sa mentionat mai sdus. Pe de alta parte,
fagii temperati pot fi modificati pentru a actiona ca fagi
virulenti sau utilizati ca vehicul pentru livrarea de gene.

Concluzii

In era post-antibioticd, cererea pentru utilizarea bacte-
riofagilor ca metoda alternativd la utilizarea antimicro-
bienelor, este in ascensiune. Producerea fagilor incepe cu
izolarea, amplificarea, purificarea si caracterizarea acestora.
Cei mai activi fagi sunt izolati in apropierea sursei de infectie.
Cu toate acestea, purificarea este pasul cel mai dificil,
deoarece asigura prevenirea contamindrii cu endotoxine sau
produse secundare introduse in timpul etapelor de izolare
sau amplificare. Fagii au caracteristici diferite, cum ar fi
dimensiunea plajelor, gama de gazde, perioada de latentd
si virulenta. Cunoasterea caracteristicilor fagilor ajuta la o
mai buna intelegere a infectiozitétii acestora si, prin urmare,
a aplicatiilor practice. Spre deosebire de primele decenii de
la descoperirea fagilor, doar ultimul deceniu a fost martor
la numeroase aplicatii a fagilor si metode de obtinere si de
analizd. Fagii sunt utilizati in diverse directii medicale, cum
ar fi terapia cu fagi, diagnostic si obtinerea vaccinurilor. De
asemenea, fagii sunt activ utilizati in domeniile agricole si
de mediu, de ex. in tratarea apelor uzate si fitoterapie. Toate
mentionate mai sus subliniazd necesitatea investigatiilor
suplimentare pentru a explora baza teoretica privind actiunea
fagilor si a prezice interactiunea dintre fagi si celula gazda.
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