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PROBLEMATICHE LEGATE ALL’USO DEGLI
ANTIBIOTICI

Origine sintetica/naturale

Consumo inappropriato
Resistenza elevata < Zoonosi
Alta mutabilita agenti infettivi

Effetti collaterali indesiderati
Limitata scoperta di nuove molecole

|

Difficile trattamento delle malattie con
conseguente:

Aumento morbilita
Aumento mortalita

https://www.cdi.it/news/antibiotici-e-antibioticoresistenza:

INTRODUZIONE

VANTAGGI USO DEI FAGI

* Specificita dell’ospite
* Auto-amplificazione
* Origine naturale

* Basse tossicita

l

Uso quindi dei batteriofagi come agenti di controllo
biologico in:

* Malattie microbiche di origine alimentare
* Terapia clinica
* Acquacoltura

Requisisti utilizzo dei fagi :

* Biobanche difagi

* Usocompassionevole

* Analisirisposte immunitaria
* Analisi microbioma



STATO ATTUALE TERAPIE FAGICHE
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STRUTTURA

CIYCOPFROTEIN

ICOSAHEDRAL /
POLYHEDRAL

ENVELOPE

- A — o /A a) €
https://stock.adobe.com/it/search?k=adenovirus8asset_id=1823751431 \
Fasi del ciclo
1- attacco
2- penetrazione Precoci
3- sintesi acido nucleico DNA/RNA + proteine < Intermedie
4- assemblaggio dei virioni Tardive

5-rilascio dei virioni

batteriofago

BATTERIOFAGI

TIPOLOGIE DI CICLI REPLICATIVI

cromosoma
batterico

ciclo litico

ciclo

lisogeno
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‘enciclopedia/batteriofago/
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REQUISITI FONDAMENTALI PER LA TERAPIA FAGICA

CAMPIONE AMBIENTALE

CARATTERIZZAZIONE FAGI

Valutazione dei fagi :

- Proprieta strutturali
- Stabilita termica e al pH
- Efficienza litica

- Genoma Y PCR

l Sequenziamento intero genoma

Enzimi fagici utili per terapie:

- LISINE/ENDOLISINE AZIONE DELLE DEPOLIMERASI FAGICHE |
= D E PO LI M E RASI PRIMA DEL TRATTAMENTO

_—_—____ BATTERIEEPS
l RESISTENTI

BIOFILM = degradazione EPS

DEGRADAZIDNE |
DELL'EPS
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MECCANISMO BIOCHIMICO

=
Bﬁ ‘ ENDSSINE

1-ATTIVAZIONE
Endotossine atlivano Fattore C

®-6- "%

2-CASCATA ENZIMATICA
Fattore C attivato attivi Fattore 8,
poi Enzima Procoagulante

‘PROPORZIONALE ALLA CONCENTRAZIONE

‘—»"@*—» O

Peplide pNA

3-RILASCIO DEL COLORE
Enzima Procoagulante taglia peptide,

TEST CROMOGENICO del LISATO DI

PURIFICAZIONE

AMEBOCITI di LIMULUS

——> PROCEDURA DI LABORATORIO

1-PREPARAZIONE DEI CONTROLLI
s Diluizioni seriall di Standard
Endotossina in acqua ultrapura,
@ 6 icone di controlli negativi/positivi

2-CARICAMENTO MICROPIASTRA
96 pozzetti, dggwnla 100 pl.
di standard e incognitl,
poi aggiunta 100 pL di REAGENTE LAL,
agitazione vortex

l 3-INCUBAZIONE & LETTURA

a) METODO END-POINT
- Incubato a 37°C, 15-30 min

~ ELABORAZIONE DATI E RISULTATO

. CALCOLO CURVA STANDARD

¥ s
i
& wm

‘,

ELABORAZIONE DEI DATI
Linear interpolcazione
dei campionis in incogniti

Q - Reazione stop con Acid —
@ - Lettura statica a 405 om
b) METODO CINETICO
- Incubato a 37°C

libera p-nitroanllina [pNA],
soluzione da incolore a GIALLO INTENSO —
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- Lettura continueo, a 405 nm
- Software misurar Onset Time

RISULTATO FINALE
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— Metodi di purificazione

1. FILTRAZIONE A FONDO CIECO
FILTRO DA VUOTO

FILTRATO

4. COLONNA PIERCE (ENDOTOXIN REMOVAL)

2. FILTRAZIONE A FLUSSO INCROCIATO (TFF)

_ ALIMENTAZIONE RETENTATO

MOOLLD DI MEMBRANA

POMPA DI
PERISTALTIOOD

5. ESTRAZIONE CON 1-OTTANOLO

3. COLONNA ENDO TRAP HD

ALIMENTAZIONE
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= peoteme
P s
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LPS  ENDOTOXIN 1
@ h
‘ S . FLOW-
s | PROTEINE | "m

6. SCAMBIO IONICO (IEC)

Vie di SOMMINISTRAZIONE

- Orale 2 incapsulamento con <

- Intranasale = aerosol
- Endovenosa = iniezioni o infusione

Alginato
Chitosano
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Metodi :

- Temperatura ambiente
- 4/-20/-80°C + glicerolo o in azoto liquido
- -2/4°C +tampone STMG

- Liofilizzazione

- Incapsulamento



Studi clinici

Usi dei fagi — Terapia compassionevole

Enti che regolano i criteri di ammissibilita per Uuso dei fagi:

|SO the International Organization for Standardization
Purezza e Sicurezza AH .
Biologica (Endotossine)

Test biologici e
di purezza

Caratterizzazione
Genomica (Ciclo Litico)

Standard di Titolazione - J1
(PFU) A,

ISO/TS 20853:

STANDARD DI PRODOTTO
MIABIS Minimum Information About Biobank Data Sharing

Cata logaZ|One Dati Minimi sui Campiqni
(ID Unico)
informatica dei
5 Database Globali
dati
Metadati Clinici (=
Standard &
MIABIS: IDENTITA DIGITALE
ISBER International Society for Biological and Environmental Repositories

Gestione fagi e
gestione legale
biobanca

Procedure Operatlve .
(SOPs) Standard @&

Catena del Freddo
(Backup/Sicurezza)

Criteri Etici, Legali
(MTA, Consenso)

ISBER: GESTIONE BIOBANCHE
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BIOBANCA DEI FAGI

PHAGE DISCOVERY

Collegamento istantaneo tra medici e
ricercatori che possiedono la
collezione di fagi e ha permesso di
creare la rete di risposta rapida
globale basata su tre pilastri

Risposta Rapida
d’Emergenza (Phage Alerts)

Mappatura Laboratori
A Globale

Coordinamento Uso
9=~ Compassionevole
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STUDI CLINICI

Step precedenti 'uso di fago come terapia:

ANALISI E DIAGNOSI DELLA MALATTIA  ~— CARATTERIZZAZIONE E SELEZIONE DEL FAGO
SPECIFICITA DEL RECETTORE

S.AUREUS L @t
IDENTIFICAZIONE E CARATTERIZZAZIONE | FORMULAZIONE ~_ MODALITADI

CEPPO-SPECIFICA FARMACEUTICA SOMMINISTRAZIO”E
8@ &f
FORMULAZIONE ,%
LIQUIDA STABILE W ne
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EFFETTI FINALI DEI BATTERIOFAGI DOPO TEST CLINICI:
- Riduzione batteri nocivi
- NO alterazione microbiota intestinale
- Minimi effetti collaterali
- Efficacia su diversi batteri tra cui :

7 Y
_gﬁﬁ‘ Pseudomonas aeruginosa 3,(\

Staphylococcus aureus

Enterococcus

A
E. coli n& \
,3\ i

Clostridium difficile
L
——— 1mmagine generate con-Google gemini 2026 —
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TERAPIA COMPASSIONEVOLE

(Uso di terapie fagiche al posto di terapie classiche)

ARTICOLO 37 - DICHIARAZIONE DI HELSINKY
(1 ﬁ CONDIZIONE DI ECCEZIONALITA (%

Itima Spiaggia) :
erapia giustificata solo se NON esistono
cure validate efficaci o se i trattamenti
convenzionali sono inadeguati/inefficaci.

(2 )% | . IMPOSSIBILITA DI ARRUOLAMENTO *
Qs Paziente non arruolabile in sperimentazioni

cliniche controllate a causa della gravita

o dei criteri di inclusione.

CONSULENZA SPECIALISTICA ' @&,
Obbligo di consultare esperti per valutare
approfonditamente il rapporto

rischi/benefici e gli oneri.

@ CONDIZIONI INFORMATO

), Obbligatorio consenso esplicito, libero
(]+-#S\ e pienamente informato dal paziente
o dal legale rappresentante.

o OBBLIGO DI RICERCA E FOLLOW-UP

=12 Avviare o registrare il caso in un disegno di
ricerca formale per valutare sicurezza
ed efficacia sistematicamente.

TRASPARENZA E CONDIVISIONE DEI DATI

Registrare I'intervento e publicare/condividere
i risultati (positivi) e negativi) cor la comunita
scientifica globale.

5,  NESSUN AGGIRAMENTO DELLE REGOLE

. L'uso compassionevole NON & una scorciatoia
A per eludere le tutele delle sperimentazioni
cliniche standard.
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IgM, IgG, IgA

1 L e ;-—
Bacteriophs c 3 -
acteriophage 4 "'.'J-";W qr:hkj; - ‘\

og

Macrophage

*naive T cell

Plasma cell

type | interferan

Innate Immune Response

Immune System

Adaptive Immune Response

Jaglan et al. (2022) Tracking the phage trends: A comprehensive review of applications in therapy and food production. Front. Microbiol. 13:993990. doi:

10.3389/fmicb.2022.993990

Modalita per evitare la risposta immunitaria :

- Fago lambda = mutazione nella proteina E del
capside

- Altri fagi 2 coniugazione del fago con
MONOMETOSSIPOLIETILENGLICOLE

RIPOSTA IMMUNITARIA NELLA TERAPIA FAGICA

CORRELAZIONE VIA DI SOMMINISTRAZIONE E
RISPOSTA IMMUNITARIA

VIA ENDOVENOSA Risposta Immunitaria

FAGO ®X174 (ssDNA
(STUDIO ®X174) ( ) 8 pazienti (31% Nessuna risposta immunitaria
' Genprreeompd UL 020D, et 1) (sSDNA ©174, E col specific
Primo genema sequenziato Partenza con AL
interamente (1977). somministrazione 10 pazienti Anticorpi IgM antifago
Primo genoma sintetizzato endovenosa (38%)
in laboratorio. a 26 pazienti - A Anticorpi IgM e lgG
8 pazient (31°%) ( ssDNA ®X174, E.coli specific)
 ALTRI STUDI | Poco piti del 50% segnala aumento anticorpi, ma non influenzano la terapia.
VIA ORALE
(STUDIO T4 - MODELLO MURINO) FAGO T4 (dsDNA) [ 0-2settimane > 25 settimane e
/i\ _\ Infetta E.coli. l, l "
1 %, Prime 2 AV 4 } % M
4 IgA lgh

Aumento igA ma Aumento massimo di igA
nan influenza su (Anticorpi 1gA ostacolano la
terapia terapia uceidendo tutti i fagi).

settimang oG
\v /3{\ No anticorpi Aumento igG

o 40 Fago F8: Specifico per P. aeruginosa. =2 A 1aG  loM
. Fago T4: Specifico per £.coli. ﬁ lo 3Xe
| At

" VIASOTTOCUTANEA
‘: [STUDIO FAGO F E T4 - MODELLO MURIND SIRS) g\ FAGO F8 E FAGO T4 (dsDNA)

Misurato aumento delle

Aumento anticorpi IgG e IgM
difese immunitarie.

nel siero del sangue (topa SIRS).
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IMMUNOGLOBULINE

- igM: prima risposta all’infezione
- igG : aumento dopo qualche settimana all’infezione
- igA: protezione contro le infezioni delle mucose



FAGI NEL MICROBIOTA INTESTINALE

Media in pazienti sani

<&, FAGI TEMPERATI
(LISOGENICI)

96.6%

{ ocwwe

<&~ FAGI VIRULENTI NON IDENTIFICATI /
(LITICI) NON COLTIVABILI
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Actinobacteria

Bacteroides

Un equilibrio tra i fagi

Lactobacillus spp.

Lactococcus spp.

litici e lisogenici e

Streptococcus spp.

essenziale per

Staphylococcus spp.

mantenere la salute

Eubacterium spp.

Escherichia spp.

umana.

=S = =5 )
L
oD@D@ | Listeria spp.
PR
<5
S
O

Kiebsiella spp.
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EFFETTO TERAPIA FAGICA SUL MICROBIOTA INTESTINALE

POSSIBILI EFFETTI

» Cocktail di fagi commerciali contro :

>

Enterobacteriaceae, Staphylococcaceae, Streptococcaceae
e Pseudomonadaceae

> Effetto:

aumento della permeabilita della mucosa intestinale
comportando quindi

cambiamenti nella composizione del microbioma
intestinale.

POSSIBILI SOLUZIONI

» Trasferimento del filtrato fecale sterile contenente
metaboliti
» Trapianto di microbiota fecale liofilizzato

EFFETTO : ripristino microbioma intestinale sano



FAGI E INDUSTRIA ALIMENTARE

Passagglo malattle tramite industria alimentare

D) e BT 350 MII._IONI Malattie
R, 00 Microbiche Trasmesse da
Studio OMS 2010 Alimenti

187 MILA DECESSI

A. TECNICHE IN USO (TRATTAMENTI CONVENZIONALI) B. BIOCONTROLLO CON L'USO DI FAGI

6 DL 2@ @

Sostanze Tecniche di Distruzione  Pastorizzazione Trattamento a
SVANTAGGI DEI TRATTAMENT! IN USO VANTAGGI DEL BIOCONTROLLO CON FAGI

Chimiche Fisica o liradiazione  (prodotti caseari)  Pressione (HPP)

2§ = iore Non conten
; _ gono
ﬁ % % & ﬁ specificita Gy additivi o conservanti
Corrosione Riduzione valori Costo: 10 - 30 iyt pieiog e S S ,
attrezzature P‘::;}";mm nutrizionall a causa di centesimi 5 A ACCORGIMENTO: Controllo della quantita di endotossine; @ o
di lavoro a caldo o pressione per libra g A dgp_ pgs_s_qg_i_t_:q_rr_lrollo FDA e otleneu la oemﬂuzaone GRAS S :
Immagini generate con Google gemini 2026 1

I | )‘ \ Valori MASSIMI di ENDOTOSSINE per

m: ottenere la CERTIFICAZIONE GRASS 250.000 EU/mL



FAGI E ACQUACOLTURA

Paesi maggiori produttori ittici : Cina, Norvegia, Vietham, India e Cile

Comuni agenti patogeni dei pesci TERAPIA FAGICA
/& | Jeromonas spp. Parametri dell’acqua da considerare :
@ | Edwardsiella spp. —_— . c .
TS ~Penetranellapelles > Contenuto di materia organica
=7, gfnibfcferiumspp. induce la produzione di > Ossigeno disciolto
P 'reptococceus spp. o B R .
P Streptococcus spp. CompOStl tossicicome:: > Temperatura
S Vibri : T
c@ Yersinia gpp. S » Salinita
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Ammoniaca TRATTAMENTO CON FAGI ED EFFETTI
Idroge?ﬁzgt))lforato : I Fago / Target Batterico Condizio;’:}iffj ;";E;ﬁ?‘r Fattori Effetto Finale / Risultati
| - 2. Fegivs Y. enterocoltica s et @5 Lisidelfospie
P d b [l l t /i\ Fago vs F. psychrophilum Variazioni di pH @—‘ Attivita influenzata
e r e e a r I Ve n O n O u Sa I Immagine generate con Google gemini 2026 - e
A g ,2\ Fago vs V. harveyi @ @“0 Salinita (pil favorevole E Attivita osservata
gli ANTIMICROBICI Ayt a2 bt
,E\\ Fago vs V. alginolyticus ?F&'P Alto MOI (Molteplicita di &j&%& Efficacia
l JoikE e aiginolyt @)  Infezione v
MRV, _ . Ay FegoPAS- Yt Atomo P o e
Limitazioni uso di questi Cido comporta 4?“ Fagi vs A. salmonicida ) Basso Mol &é?rgq i ";f.i;:)fig"mca“"a
P rodotti a causa di studi —— ancheuna /7%\“5 Lisato di fagi vs F. co!umna,r;e& Aopkacionsdl izl t@\c’akr)ir;upz:ggfit;ﬁ%ﬁiglior salute,
che confermano i RESIDUI Perdita //?(:%? Fagi vs A. salmonicida @ Koplicadione Effetto moderato su comunita
DI ANTIMICROBICI NEL economica k| ,i\;u S '= &>y Azion antihatteri[:;e:timl':lncmadulazione
™ s Cocktail BAFADOR vs A Q4 pe— ey . e
PRODOTTO FINALE 315 " Lbeestomanss | Mg Wedeemisa 2] op (¢ mmunegbulne P, @
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SFIDE ATTUALI VS

Nonostante I'enorme abbondanza di batteriofagi in natura,

la terapia basata su di essi incontra diversi ostacoli:
» Conoscenza limitata 30% conosciuti
temperati - rischio trasferimento gemcn
orizzontale

@ Ht-5 © Eccessiva specificita

.E. causano inflammazione

¢ Ostacoli economici e normativi
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ﬁoﬂ * Rischi di tossicita (Shock settlco)- -4

POSSIBILI SOLUZIONI

-5

Per superare questi limiti, la ricerca scientifica sta
sviluppando diverse strategie:

1. AMPLIAMENTO DELLO SPETTRO E COCKTAIL

3 * Fagi polivalenti
‘s @ « Miscele di fagi diversi (come il
C¥0 BFC-1)

2. MODIFICAZIONI CHIMICHE E GENETICHE
* Modifiche chimiche

* Ingegneria genetica (CRISPR-Cas, BRED)&
Modifica delle proteine di Iegame per -

variare l'ospite, o conversione di fagi S

temperati in fagi litici

3. ENZIMI

‘“@ * LISINE E CHIMEOLISINE distruggono %

il peptidoglicano batterico ]

7“ ", » Depolimerasi dei polisaccaridi rimuovono
@‘,_D capsula esterna rendendo accessibile i

batterio al sistema immunitario

PRESENETE E FUTURO DELLA TERAPIA FAGICA

AZIONI NECESSARIE PER IL FUTURO PER
CONSENTIRE P’USO SU LARGA SCALA

Per consentire I'uso clinico su larga scala della terapia
fagica, il testo evidenzia la necessita di:

1. Intensificare la ricerca

9 Studiare a fondo la farmacocinetica, la

L% &=d farmacodinamica e l'interazione con il
& A sistema immunitario umano.

‘A gfpwn ET PK/PD
== 2. Creare Biobanche :
il Ampliare le banche di fagi per_ &= .
|| garantire una disponibilita m

| ® tempestiva dei trattamenti. | = 7,
3. Aggiornare le Normative

o ﬁﬁw Definire un quadro giuridico e protocolli  [FDA
Q& di approvazione internazionali
adatti ai prodotti biologici.

2 4- Sensibilizzare la classe medica

: Informare i medici per promuovere la L
terapia fagica come alternativa concreta nen}fa
casi di antibiotico-resistenza assoluta.
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RIASSUNTO

Jaglan et al. (2022) Tracking the phage trends: A comprehensive review of applications in therapy and food
production. Front. Microbiol. 13:993990. doi: 10.3389/fmicb.2022.993990

La terapia fagica € una promettente alternativa per contrastare la crisi globale dell’antibiotico resistenza e la limitata scoperta di molecole
antibiotiche nuove per la terapia delle crescenti infezioni da batteri multiresistenti; la specificita, la capacita di auto-amplificazione e la bassa
tossicita della terapia fagica ne permette 'uso in diversi ambiti: quello clinico, nell’industria alimentare e anche in acquacoltura. Nella terapia

vengono privilegiati i fagi litici in quanto permettono una risposta immediata a differenza dei fagi temperati che, integrandosi nel DNA dell'ospite,
non garantiscono la lisiimmediata e possono comportare trasferimenti genici sfavorevoli per la terapia. La specificita dei batteriofagi € il punto
forte dell’'uso di essi nella terapia in quanto permettono di andare ad eliminare selettivamente i batteri bersaglio, questo di conseguenza permette
di preservare il microbiota intestinale dell’'organismo. Lapplicazione di questa terapia richiede un attento processo di preparazione il quale
comporta diversi step tra cui : isolamento, caratterizzazione, purificazione e alla fine la conservazione dei fagi in modo tale che questi possano
essere usati negli studi clinici o nella terapia compassionevole. Un attenzione particolare, durante la preparazione dei fagi per la terapia, si deve
avere nella rimozione di tutte quelle componenti tra cui endotossine o tossine proteiche che potrebbero rimanere nel preparato da somministrare
in quanto potrebbero causare effetti tossici nell’ospite se non rimosse adeguatamente. Per la terapia compassionevole sono stati stilati dei punti
chiave di somministrazione i quali si trovano nell’articolo 37 della dichiarazione di Helsinki che regolano 'uso in medicina della terapia
compassionevole. Un’altra cosa che bisogna tenere sotto controllo durante Uuso della terapia fagica € la riposta immunitaria dell’'organismo la

quale potenzialmente potrebbe rendere vana la terapia stessa; infatti ci sono degli studi in merito che cercano di trovare delle modalita affinché il

batteriofago sfugga al sistema immunitario dell’ospite. La formazione delle biobanche di fagi, inoltre, permette di avere informazioni sui fagi gia
studiati e il loro stoccaggio di essi il che comporta una piu veloce disponibilita dei fagi in caso di un loro uso in studi clinici o terapie. In
conclusione, la transizione verso un uso clinico su larga scala affronta ostacoli importanti, quali la limitata conoscenza dei meccanismi di
trasferimento genico orizzontale, lo sviluppo di resistenze batteriche e i vuoti normativi. La ricerca scientifica si sta muovendo su tre fonti per
superare questi limiti:
1. L'ampliamento dello spettro d'azione tramite cocktail di fagi polivalenti.
2. Modifiche chimiche e genetiche (es. tecnologia CRISPR-Cas).
3. L'uso di enzimi derivati come lisine, chemiolisine e e depolimerasi, capaci di distruggere il peptidoglicano o rimuovere i biofilm batterici.

Le azioni chiave per il futuro saranno quindi: intensificare la ricerca farmacocinetica, espandere le biobanche, aggiornare le normative
internazionali e sensibilizzare attivamente la classe medica

GRAZIE PER L’ATTENZIONE Mipri Eonas
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