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Katarzyna Kasperkiewicz
Magdalena Noszczynska

Fagi — cudowne leki?

Uniwersytet Slaski
Wydziat Biologii i Ochrony Srodowiska
Katowice



dr Katarzyna Kasperkiewicz — adiunkt w Katedrze Mikrobiolo-
gii, nauczyciel akademicki, cztonek Polskiego Towarzystwa Mi-
krobiologii. Prowadzi badania z zakresu immunochemii antygenow
bakteryjnych oraz roli czynnikéw odpornos$ci wrodzonej w pato-
mechanizmie choréb zakaznych. Uczestniczyla w wielu sympo-
zjach oraz konferencjach zarowno krajowych jak i zagranicznych,
gdzie prezentowata swoje osiagniecia naukowe. Jest autorka
i wspotautorka publikacji w czasopismach z list JCR.

mgr Magdalena Noszczynska — asystent naukowo-dydaktyczny
w Katedrze Mikrobiologii, doktorantka na kierunku ,,Advanced
methods in Biotechnology and Biodiversity”. Interesuje si¢ bio-
technologig mikroorganizméw, szczegodlnie pateczkami Yersinia
spp. W swojej pracy naukowej zajmuje si¢ immunochemia antyge-
néw powierzchniowych wspomnianych wyzej bakterii. Dotychcza-
sowe wyniki badan prezentowata na licznych konferencjach o za-
siggu mig¢dzynarodowym 1 krajowym. Ponadto, jest autorka
i wspotautorka publikacji w czasopismach z listy JCR.

Wzajemne relacje bakterii i fagow, z naszej, ludzkiej, perspektywy, dobrze opisuja stare polskie porze-
kadta: ,Kto mieczem wojuje, od miecza ginie”, ,Jak Kuba Bogu, tak Bog Kubie”, ,Nosit wilk razy kilka,
poniesli i wilka” czy tez wreszcie potoczne ,Doigrat sie”.

Przy czym, precyzujac podziat rél zacytowanych przystowiach, strong wojujaca mieczem, Kubg, czy
wilkiem jest wiasnie bakteria, i to chorobotworcza, a fag peti role narzedzia sprawiedliwosci.
Podstawami wiedzy o bakteriach chorobotworczych dysponuija juz przedszkolaki. W kolejnych etapach
edukaciji ta wiedza sie pogtebia, az do etapu rozwigzan praktycznych, czyli metod terapii choréb wy-
wotywanych przez bakterie. Wiekszo$¢ z dorostych oséb orientuje sie w mozliwoSciach i ogranicze-
niach antybiotykoterapii, a takze jest $wiadoma nabywania odporno$ci na antybiotyki przez niektére
bakterie. Z kolei niejeden dorosty zapytany o fagi, albo bakteriofagi, czesto bezskutecznie przeszukuje
pamie¢ w poszukiwaniu prawidtowych skojarzen. Te najbardziej prawidlowe powinny umieszczaé fagi
w poblizu szeroko rozumianych wirusow. Twory te, podobnie, jak inne wirusy potrzebujg do rozmna-
zania komorek zywiciela, infekujac jego organizm. W przypadku bakteriofagéw, gospodarzem a zara-
zem ofiarg ataku, sg bakterie. W tym rowniez te, ktore doskonale rozwijaja sie i mnoza w narzadach
i tkankach ludzkiego ciata, powodujac choroby, czesto coraz trudniejsze do leczenia. Genialnym
w swej prostocie pomystem wydaje sie wiec powigzanie bakteriofagéw z bakteriami chorobotwérczymi
w taki sposob, aby te pierwsze przypuscity zmasowany atak na bakterie, ktore rozwijajg sie w zainfe-
kowanym organizmie. Wyglada na to, Zze bakteriofagi w takiej roli moga sta¢ sie narzgdziem, na jakie
czeka ludzko$¢, zwlaszcza jej zakazona cze$¢. Dobrze dobrany fag miatby apetyt wytacznie na okre-
$lony gatunek bakterii chorobotwdrczych, pozostawiajac nietknietymi wszystkie pozyteczne i symbio-
tyczne. Fagi maja tez szansg zdoby¢ przewage nad antybiotykami takze i w tym, ze bakterie uodpor-
niajg sie na antybiotyk i staje sie on nieskuteczny. W relacji: bakteriofag—bakteria nie ma ryzyka
uodpornienia si¢, podobnie, jak zajac nigdy nie uodporni sie na atak lisa. Albo wilka, aby byto jak
w staropolskim porzekadle (przyp. red. z serwisu internetowego www.us.edu.pl).



Antybiotyki jako drobnoczasteczkowe substancje hamujace wzrost lub namna-
zanie bakterii, odegraly niekwestionowana role¢ w medycynie. Ich ,.zloty wiek”
przypada na lata 1940-2010. Dwie pierwsze dekady tej epoki byly okresem odkry-
wania antybiotykow pochodzenia drobnoustrojowego. Kolejne lata nalezaty do
chemii medycznej, ktora umozliwita projektowanie i produkcje ich polsyntetycz-
nych lub syntetycznych analogdéw. Niestety, ten sposob produkcji kolejnych genera-
cji, wszystkich klas antybiotykow opierat si¢ tylko na zmianie chemicznych pod-
stawnikow wokol permanentnego rdzenia, stanowiacego szkielet kazdej molekuly
tych terapeutykow. Powodowalo to, ze kazdorazowo po wdrozeniu antybiotyku na
rynek, w niedlugim czasie po tym, pojawialy si¢ juz kliniczne szczepy bakterii na
niego oporne [WALSH i WANCEWICZ, 2014]. Ponadto, czesto wystepujace zjawisko
oporno$ci wielolekowej (ang. multidrug resistance, MDR) bakterii, stato si¢ pro-
blemem globalnym dla zdrowia publicznego. Najbardziej niebezpieczne patogeny
pod wzgledem szybko narastajacej oporno$ci na antybiotyki, zostaly nazwane
,alert-patogenami”. Wsrod nich znalazty si¢ obok Gram-dodatnich wankomycyno-
opornych enterokokow (VRE) i metycylinoopornych szczepéw Staphylococcus
aureus (MRSA), Gram-ujemne pateczki z rodzajow — Klebsiella i Enterobacter
oraz szczepy zgatunku Pseudomonas aeruginosa i Acinetobacter baumannii.
W 2004 r. mikroorganizmy te zostaly okreslone przez Infections Diseases Society
of America (IDSA) mianem ESCAPE. O ile medycyna dysponuje jeszcze chemiote-
rapeutykami (synercid, daptomycin) umozliwiajagcymi w wigkszo$ci przypadkow
zwalczanie zakazen wywolywanych VRE Iub MRSA, o tyle od wielu dekad nie
opracowano nowego, skutecznego antybiotyku przeciwko ww. Gram-ujemnym
bakteriom, ktorego struktura opierataby si¢ na zupetnie nowym rdzeniu chemicz-
nym. W konsekwencji odkryte w drugiej potowie ubieglego wieku polimyksyny,
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ktorych stosowania unikano ze wzgledu na ich duza toksycznos¢, staty si¢ podstawa
leczenia zakazen tymi bakteriami [TALLY i DEBRUIN, 2000; ALLINGTON i RIVEY,
2001; FALAGAS i KAsIAKOU, 2005; BOUCHER i in., 2009; FERNANDEZ i in., 2013].
Innym problemem sa nie tylko ogromne koszty zwigzane z wprowadzeniem nowe-
go antybiotyku na rynek, ale czas jaki jest na to potrzebny. Od momentu zaprojek-
towania antybiotyku do jego sprzedazy mija co najmniej 11,5 roku [WALSH
i WANCEWICZ, 2014]. Obecnie zblizamy si¢ do ery postantybiotykowej, ktorej kon-
sekwencje dla ludzkosci beda bardzo powazne. Problemem bedzie nie tylko brak
mozliwo$ci leczenia konkretnych, wywotywanych przez bakterie choréb. Rykosze-
tem dostanie si¢ niemal calej wspotczesnej medycynie. Dla przyktadu, transplanta-
cje organow, wymagajg nie tylko niezwykle sterylnych warunkow, ale i podawania
lekow przeciwodrzuceniowych, ostabiajagcych uklad odpornosciowy cztowieka.
Dlatego stosowanie antybiotykow w trakcie hospitalizacji pacjenta jest konieczne,
by zapobiec zakazeniom. Bez nich nawet najdrobniejsza infekcja bedzie mogla sta¢
si¢ przyczyng $mierci chorego. Wobec tego koniecznym jest wprowadzenie nowych
substancji lub czynnikow skutecznie zwalczajacych bakterie patogenne. Wydaje sie,
ze jednym z takich czynnikéw sg bakteriofagi.

Bakteriofagi, nazywane inaczej fagami, sa wirusami infekujacymi bakterie.
Zostaly odkryte na poczatku dwudziestego wieku niezaleznie przez WILLIAMA
TWORT’A i FELIXA D’HERELLE’A. Zasiedlajg kazde $rodowisko, w jakim wystepuja
ich naturalni gospodarze. Szacuje sie, ze ich liczba na Ziemi wynosi >10°! [LANDER
i in., 2008]. Klasyfikacja fagow ze wzgledu na ich ré6znorodno$¢ morfologiczna,
fizjologiczng i genomowsg jest bardzo skomplikowana. Niemniej jednak, powszech-
nie stosowane i zaakceptowane przez Migdzynarodowy Komitet Taksonomii Wiru-
sow (ang. International Committee on Taxonomy of Viruses, ICTV) kryteria podzia-
hu bakteriofagdw obejmujg gtownie natur¢ genomu (rodzaj oraz struktur¢ kwasu
nukleinowego) oraz morfologie wirionu (czgstek fagowych). System ICTV grupuje
bakteriofagi w 10 rodzin, w tym 3 przydzielone do rzedu Caudovirales (rodziny
Myoviridae, Siphoviridae oraz Podoviridae) [ACKERMANN, 2011]. Wiriony zbudo-
wane sg gtownie z kwasow nukleinowych i peptydow. Te ostatnie tworzg plaszcz
biatkowy (kapsyd), bedacy bryla, ktérego celem jest ochrona znajdujacego sig
W jego wnetrzu kwasu nukleinowego. Kapsyd sktada si¢ z okreslonej liczby oligo-
merow zwanych kapsomerami. Ponadto biatka uczestnicza w procesach adhezji
fagow do komorek gospodarza i wykazuja aktywno$¢ enzymatyczng. Wyr6znia si¢
trzy podstawowe typy morfologiczne fagow:

e ikosaedralny, w kapsydach o takiej symetrii podjednostki moga wystepowaé
w dwoch formach: pentamerow, czyli pigciu biatek, ktoére sag umieszczone wo-
kot wierzchotkdéw bryty oraz heksamerdéw, bedacych gronami sze$ciu biatek
rozmieszczonych na $cianach i krawedziach kapsomeréw [LUQUE i REGUERA,
2010].
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e helikalny, gdzie kapsomery tacza si¢ w regularnych odstepach wzdtuz tancucha
kwasu nukleinowego, zamykajac go w helikalnej strukturze biatkowej
[CABILLY, 1999; PrIscO i DE BERARDINIS, 2012].

e  zlozony, bedacy najbardziej rozbudowana forma morfologiczng bakteriofagow,
laczy dwa wyzej wymienione ksztalty. Fagi o takiej morfologii skladajg si¢
z ikosaedralnej gtéwki i helikalnego ogonka. Zawieraja dodatkowo takie ele-
menty jak: komierz, wtokna ogonka, pochewke ogonka, haczyki oraz ptytke
podstawowa (Rys. 1) [ROSSMANN i in., 2004].

glowka
kolnierz
pochewka
ogonka
g ogonek
N\ M o Wiokna
. | N ” \ ) ogonka
plytka s f Al \ A
y i

podstawna / /

Rys. 1. Morfologia wirusa bakteryjnego na przyktadzie bakteriofaga ztozonego.

haczyki

Bakteriofagi sa bezwzglednymi wewnatrzkomorkowymi pasozytami. Cechuje
je zdolnos$¢ do infekowania tylko swoistych gatunkéw, a nawet szczepow bakterii.
Owa swoistos$¢ jest zalezna od wystgpowania na powierzchni komorki bakteryjnej
receptorOw rozpoznawanych przez fagi. Receptorami sg m.in. fragmenty otoczek
bakteryjnych, rzesek czy tez lipopolisacharydu [ORLOVA, 2009]. Bakteriofagi prze-
prowadzajg (1) cykl lityczny konczacy si¢ zniszczeniem komorki bakteryjnej
i uwolnieniem $rednio dwustu potomnych fagéw lub (2) cykl lizogeniczny, ktorego
wynikiem jest zintegrowanie materiatu genetycznego faga z chromosomem bakterii.
Podstawa obydwu cykli jest rozpoznanie specyficznego dla siebie gospodarza
i wprowadzenie do wnetrza jego komorki wiasnego kwasu nukleinowego (Rys. 2)
[GOODRIDGE, 2004; SKURNIK i STRAUCH, 2006].
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RyYs. 2. Cykle zyciowe bakteriofagow. Cykl lityczny. A. Bakteriofag rozpoznaje specyficzny

receptor na powierzchni komorki bakteryjnej i przytacza si¢ do niego. Jednoczes$nie
wiecej niz jeden fag moze adsorbowaé do mikrobiologicznej komorki. B. Wirus
bakteryjny zaburza ciggtos$¢ ostony bakteryjnej i wstrzykuje do cytoplazmy komorki
bakteryjnej kwas nukleinowy. C. DNA faga kieruje metabolizmem bakterii celem
produkcji wirusowych biatek i kwasu nukleinowego; komponowane sa puste gtowki
i ogonki fagowe. D. Sktadanie nowych wirionéw jako pustych glowek wypetnia-
nych genomem faga, do ktorych przylagczony zostaje ogonek. E. Potomne fagi
uwalniane sg z komorki bakteryjnej w wyniku jej lizy. Cykl lizogeniczny. W tym
cyklu dwa pierwsze etapy sa takie same jak etapy A i B cyklu litycznego. Konkretne
roznice obserwowane sa dopiero od etapu trzeciego. Wirus bakteryjny moze rozp0-
czaé reprodukcje nowych wiriondw (jak w cyklu litycznym) lub (@) zintegrowaé
swoj DNA z chromosomem bakteryjnym i istnie¢ jako profag. b, c. DNA faga jest
powielane razem z bakteryjnym DNA i przekazywane potomnym komoérkom. D.
Kazda potomna komoérka bakteryjna niesie wirusowe DNA. Zwykle komorki
z wbudowanym do chromosomu profagiem sa zdolne do replikacji przez wiele ge-
neracji. W niektorych przypadkach moze zosta¢ zainicjowany cykl lityczny, co
prowadzi do $mierci bakterii.
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Fagi tak jak inne wirusy, z biologicznego punktu widzenia nie zyja. Moga
przetrwac tylko w Zywym organizmie, jakim sa bakterie. Juz w latach dwudziestych
ubieglego wieku twierdzono, ze fagi istnieja pod ostong zycia. Posiadajg kwas nu-
kleinowy w postaci DNA lub RNA, ale nigdy obydwa jednoczes$nie, jak zyjace
komorki. Co wiecej, fagi nie syntezuja wlasnego ATP. Mozna okresli¢ je jako ma-
kromolekuly bedace kompleksem kwasow nukleinowych i bialek, metabolicznie
nieaktywne poza bakteria, ktore replikuja swoj material genetyczny tylko po rozpo-
znaniu i zainfekowaniu odpowiedniego dla siebie bakteryjnego gospodarza
[VANDAMME, 2014].

Po raz pierwszy bakteriofagi w kuracji ludzi zostaly zastosowane w 1919 roku
przez FELIXA D’HERELLE’A, w leczeniu ostrej biegunki u dwunastoletniego chtop-
ca, a nastgpnie u innych pacjentdw [SULAKVELIDZE i in., 2001]. Jednakze stabe
zrozumienie natury bakteriofagéow, uzywanie preparatow fagowych zanieczyszczo-
nych czastkami bakterii, ale przede wszystkim odkrycie antybiotykow, spowodowa-
o zaniechanie badan nad fagoterapig na Zachodzie. Pomimo tego, gtéwnie z powo-
du ograniczonego dostepu do antybiotykoéw, takie badania kontynuowano
w Europie Wschodniej [DUCKWORTH i GULIG, 2002]. Rosnaca antybiotykoopor-
no$¢ bakterii stata sie¢ motywacja dla spotecznosci naukowej na Zachodzie do po-
nownej ewaluacji terapii fagowej w walce z infekcjami bakteryjnymi, ktorych nie
mozna wyleczy¢ konwencjonalng chemioterapia. Dzigki temu, powstalo wiele
bardzo dobrych publikacji potwierdzajacych nie tylko skuteczno$¢, ale i bezpie-
czenstwo terapii z uzyciem bakteriofagow, w dobrze monitorowanych préobach na
zwierzetach 1 ludziach-wolontariuszach, ktore spetniajg wszelkie kryteria stawiane
obecnie takim badaniom [SULAKVELIDZE i in., 2001]. Terapia fagowa jak dotad jest
tylko terapig eksperymentalng i stosuje si¢ jg wytacznie jesli wszystkie inne metody
zawioda. Mozna poddac¢ si¢ jej w Polsce w otwartym pod koniec 2005 roku Osrod-
ku Terapii Fagowej we Wroctawiu, a takze w Gruzji i Meksyku, gdzie swoje pla-
coOwki majg naukowcy z Instytutu Bakteriofagow, Mikrobiologii i Wirusologii
z Thilisi (Gruzja). Fagoterapia wykazuje wysoka, bo ponad 94-procentowa skutecz-
no$¢ w leczeniu takich infekcji jak: zapalenie opon médzgowo-rdzeniowych, zapale-
nie ko$ci i szpiku, zapalenie ko$ci po ztamaniu, zakazenie uktadu moczowego,
przewlekle ropne przetoki, zapalenie powiek, spojowek, ucha srodkowego, ropnie
skéry, ropowica, tradzik martwiczy i ropnie gruczotu piersiowego [MATSUZAKI
i in., 2005; HANLON, 2007]. Fagoterapi¢ mozna takze z powodzeniem stosowaé
U pacjentéw z obnizong odpornoscia. Wykazano, ze suplementacja antybiotykow
bakteriofagami w leczeniu ropowic u pacjentdow onkologicznych, umozliwia wyja-
fowienie rany, a tym samym zapobiega rozwojowi posocznicy [TRELINSKA i in.,
2010]. W fagoterapii stosuje si¢ odpowiednie preparaty fagowe, ktore sg przygoto-
wywane wg okreslonej procedury, indywidualnie dla kazdego pacjenta. Aby przy-
gotowaé taki preparat, przeprowadza si¢ tzw. typowanie fagowe. Polega ono na
wyizolowaniu od pacjenta szczepu bakterii, bedacej przyczyna infekcji, a nast¢pnie
poszukiwaniu faga, na ktérego dzialanie wyizolowany patogen jest wrazliwy
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[MIEDZYBRODZKI i in., 2006]. Zdarza si¢, ze w trakcie terapii, bakterie nabieraja
opornosci przeciwko specyficznym dla siebie fagom, przez co dalsze leczenie pa-
cjenta jest nieskuteczne. Dlatego, znakomitym sposobem na uniknigcie tego rodzaju
komplikacji jest stosowanie koktajli fagowych. Sa to mieszanki kilku roznych wiru-
sow bakteryjnych, wspolnie zapewniajacych szerszy zakres dziatania przeciwbakte-
ryjnego. Koszty produkcji koktajli fagowych nie sg male, ale niezaprzeczalnie ich
stosowanie jest tansze w poréwnaniu z kosztami nieefektywnego leczenia antybio-
tykami [CHAN iin., 2013]. Dodatkowo, na terenie Gruzji i Rosji dostepne sa
w sprzedazy komercyjne preparaty zawierajace czastki fagowe [HOUSBY i MANN,
2009]. Naleza do nich m.in.: PHAGEPY firmy JSC Biochimpharm — ptyn do sto-
sowania zarowno oralnego jak i zewnetrznego, zawierajacy fagi infekujace P. aeru-
ginosa; PHAGESAL - tabletki produkowane przez t¢ samg firme, skierowane prze-
ciwko bakteriom z rodzaju Salmonella [JSC Biochimpharm, 2014]; a takze
PhagoBioDerm® firmy PolymerPharm — polimerowy bandaz zawierajacy koktajl
fagowy, przeznaczony do aplikacji na rany [ABEDON i in., 2011; PolymerPharm,
2014]. Do gléwnych zalet fagoterapii zalicza si¢ (1) mozliwos¢ zwalczania bakterii
antybiotykoopornych (2) przy jednoczesnym braku jej wplywu na naturalng mikro-
flore cztowieka, (3) co przektada si¢ na brak rozwoju biegunek oraz grzybic uktadu
pokarmowego i pochwy, (4) brak toksycznosci fagéw w stosunku do organizmu
wyzszego; (5) a takze logarytmiczny wzrost fagdow, ktéry pozwala na ich namnaza-
nie do takiej ilosci, jaka jest niezbedna do eradykacji patogendéw. Za stosowaniem
fagdbw w leczeniu przemawia takze ich ogolnodostepnos¢ [SKURNIK i STRAUCH,
2006; Loc-CARRILLO i ABEDON, 2011].

Terapia fagowa moze by¢ réwniez z powodzeniem stosowana w leczeniu in-
fekcji bakteryjnych u ro$lin. Jak dotad zastosowano jg w eradykacji m.in.: Xantho-
monas campestris pv. vesicatoria powodujacym rdze bakteryjna, Erwinia spp.,
doprowadzajacg do rozwoju zarazy ogniowej, Ralstonia odpowiedzialng za bakte-
ryjne wigdniecie tytoniu czy Streptomyces scabies powodujacy parch zwykty ziem-
niaka. Wdrozenie fagéw do uprawy ro$lin, mimo bardzo dobrych wynikow wstep-
nych badan, napotyka powazne problemy. Do najwazniejszych naleza trudno$ci
W sukcesywnym przeniesieniu wynikéw laboratoryjnych na pola uprawne, gdzie
nie ma kontroli nad temperaturg, wilgotno$cig powietrza, promieniowaniem UV,
a takze pH gleby. Dodatkowo rolnicy, obcigzeni wydatkami na walke z chwastami,
insektami, grzybami czy wirusami ros$linnymi, nie wykazuja zbyt duzego zaintere-
sowania nowymi technologiami. Poza tym panuje ogdlna nieuzasadniona obawa
0 rozprzestrzenienie si¢ fagdéw w danym ekosystemie. Innym problemem jest sama
natura zakazen bakteryjnych u roslin. Patogeny bardzo czesto wystepuja w postaci
zbitej 1 ggstej masy, otoczonej pozakomorkowymi polisacharydami. Uniemozliwia
to efektywng adsorpcje fagdw do powierzchni bakterii i zmniejsza wydajno$é tera-
pii [BALOGH i in., 2010]. Przeprowadzono takze liczne badania dokumentujace
skuteczno$¢ fagoterapii w walce z bakteryjnymi patogenami zwierzat. Jedne
z pierwszych analiz dotyczyly leczenia zakazen szczepami E. coli na modelu my-
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sim, porownujace skuteczno$¢ preparatu fagowego i antybiotykow. W tym celu
cze$¢ myszy zainfekowanych szczepem E. coli O18:K1:H7 leczono rdéznymi anty-
biotykami, natomiast pozostala cz¢s¢ poddano fagoterapii. Badania te wykazaty, ze
jedna dawka fagéw data podobny efekt terapeutyczny co kilkakrotnie powtarzane
dawki streptomycyny. Co wiecej, byla bardziej skuteczna niz wielokrotne dawki
tetracykliny, ampicyliny, chloramfenikolu oraz trimetoprimu z sulfafurazolem
[SMITH i HUGGINS, 1981; WESTWATER i in., 2003]. Kolejne testy preparatéw fago-
wych przeprowadzono na cieletach, jagnigtach oraz prosigtach. Pozytywne wyniki
tych badan, byly dowodem na to, ze leczenie infekcji powodowanych bakteriami
E. coli u zwierzat jest mozliwe [SULAKVELIDZE i in., 2001]. Wykazano roéwniez
skuteczno$¢ fagdw w walce z bakteriami z rodzaju Pseudomonas, Enterococcus,
Acinetobacter, Klebsiella, Helicobacter, Streptococcus oraz Staphylococcus, powo-
dujacymi infekcje m.in. u myszy, kurczat, §win i cielat. Drogi podawania terapeuty-
kéw byty rézne, zardwno doustne, jak i domigsniowe, donosowe, dootrzewnowe,
czy tez dozylne [HANLON, 2007; ALMEIDA i in., 2009]. Interesujacym jest fakt, iz
fagi z powodzeniem sg takze stosowane w przemysle spozywczym. Szacuje si¢ ze
co roku 25% wyprodukowanej na catym $§wiecie zywnosci, nie nadaje si¢ do spozy-
cia, ze wzgledu na szkody wyrzadzone przez bakterie. Straty finansowe takich
szkod wynoszg biliony dolarow. Spoteczenstwo oczekuje zywnosci pozbawionej
niebezpiecznych patogenow, a jednoczesnie wolnej od konserwantéw. Wsrod lide-
row mikrobiologicznych zanieczyszczen zywno$ci przodujg: Escherichia coli,
Listeria monocytogenes, Salmonella i Campylobacter jejuni. Bakterie te powoduja
gléwnie powazne infekcje uktadu pokarmowego. Ich rezerwuarem sg zwierzeta
hodowlane. Kontrola zakazen bakteryjnych wsrdd tych zwierzat jest bardzo skom-
plikowana. Do niedawna, antybiotyki stanowity gléwng linie¢ obrony przed nimi.
Niestety, ich naduzycie w paszach, przyczynito si¢ do rozprzestrzenienia antybioty-
kooporno$ci wérod bakterii. Obecnie dodawanie antybiotykéw do pasz w Europie
jest zabronione, niemniej jednak jest to dalej praktykowane w Stanach Zjednoczo-
nych. Potencjalne korzysci z zastosowania fagoterapii w kontroli i eradykacji pato-
gennych bakterii wérod zwierzat hodowlanych, byly oceniane w wielu badaniach na
drobiu, $winiach, owcach i bydle, takze w warunkach in vivo. Przeprowadzone testy
jednoznacznie wykazaty jej skutecznos¢ [ENDERSEN i in., 2014]. Ponadto dostep-
nych jest wiele komercyjnych preparatow fagowych przeciwko infekcjom bakteryj-
nym u zwierzat. Stosowane sg one do leczenia zarowno zwierzat domowych, jak
i przede wszystkim hodowlanych. Przyktadem takich preparatow sg PLSV-1™
przeciwko bakteriom z rodzaju Salmonella oraz INT-401™ przeciwko szczepom
z gatunku Clostridium perfringens [Intralictix, 2014]. Co wigcej, fagi mozna takze
stosowa¢ w kontroli zywnosci, ktora nie jest poddawana zadnym procesom prze-
twarzania. Do takiej zywno$ci nalezg m.in.: $wieze owoce i warzywa oraz mleko
w proszku dla niemowlat [ENDERSEN i in., 2014]. Terapia z zastosowaniem wiru-
sow bakteryjnych w walce z zakazeniami bakteryjnymi, nie jest terapia idealna.
Fagi mogg by¢ no$nikami niebezpiecznych gendéw np. kodujacych toksyny. Dlatego
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bardzo wazna jest znajomos$¢ genomu faga, ktéry ma zosta¢ uzyty w celach terapeu-
tycznych. Pomimo znakomitych wynikéw terapii fagami w warunkach in vitro,
podobnych rezultatow nie otrzymuje si¢ w warunkach in vivo. Istotnym czynnikiem
ograniczajacym skuteczno$¢ terapii fagowej jest szybki klirens fagéw z organizmu
ludzi i zwierzat, zalezny od niespecyficznego wychwytywania wirionéw przez
uktad siateczkowo-§rodbtonkowy watroby i $ledziony. Aby ograniczy¢ ten proces,
stosuje si¢ m.in. fagi o wydtuzonym okresie poéttrwania w surowicy, uzyskiwane za
pomocg metody seryjnego pasazu. Bardzo wazne jest rowniez zapobieganie przenO-
szeniu przez fagi genéw opornosci na antybiotyki i kodujgcych niebezpieczne tok-
syny pomiedzy bakteriami. Dlatego w opisywanej terapii nalezy stosowacé tylko fagi
lityczne, ewentualnie fagi lizogeniczne z inaktywowanymi genami odpowiedzial-
nymi za lizogeni¢ [SULAKVELIDZE i in., 2001].

Szczegodlne cechy 1 wlasciwosci bakteriofagéw czynig z nich obiecujgce na-
rzedzie w rekach wspotczesnej biotechnologii, medycyny i farmacji. Technika pha-
ge display opiera si¢ na zastosowaniu wiruséOw bakteryjnych w poszukiwaniu ligan-
dow dla biatkowych i niebiatkowych struktur docelowych [ZAWADzKA i in., 2012].
Po raz pierwszy zostata opisana w 1985 roku i polega na prezentacji produktu po-
zadanego genu na powierzchni kapsydu bakteriofaga. Sekwencje cDNA produktu
wprowadza si¢ do genu kodujgcego biatko ptaszcza bakteriofaga. Tego typu mody-
fikacja skutkuje ekspresja obcego biatka lub peptydu na powierzchni kapsydu,
z zachowaniem charakterystycznych dla nich wiasciwos$ci. Ligandy nie traca swej
specyficznosci i sg rozpoznawane przez odpowiednie receptory [HAQ i in., 2012].
Technika phage dispaly znalazta zastosowanie m.in. w nowoczesnej terapii prze-
ciwnowotworowej. Pozwala na uzyskanie peptydow, blokujacych rozwéj guza,
ktorych miejscem wigzania sg fragmenty powierzchni komoérek nowotworowych.
Zwigzki te mogg stuzyc¢ jako no$niki substancji przeciwnowotworowych, hamowac
angiogenezg lub blokowaé aktywno$¢ enzyméw odpowiedzialnych za rozrost no-
wotworu. Przykladem takiego peptydu, jest biatko, ktore blokuje oddziatywanie
czynnika wzrostu $rodblonka naczyniowego (ang. vascular endothelial growth
factor, VEGF) z receptorem. Owe biatko prezentowane na powierzchni kapsydu
faga, jest antagonista receptora dla VEGF, uniemozliwiajac temu ostatniemu przy-
taczenie si¢ do receptora. Skutkuje to zahamowaniem unaczynienia guza, ograni-
czeniem podziatdéw komoérkowych, a w dalszym efekcie prowadzi do zmniejszenia
jego masy i ilo$ci przerzutow [VODNIK i in, 2011].

Ponadto, metoda phage display znalazta takze zastosowanie w konstrukcji
szczepionek. Stworzenie szczepionki opartej na tej technice wymaga wprowadzenia
do genomu faga genu kodujacego pozadany antygen lub jego fragment, czego skut-
kiem jest produkcja fuzyjnego biatka na powierzchni kapsydu. Wprowadzenie tak
zrekombinowanego bakteriofaga do organizmu, prowadzi do produkcji przeciwciat
oraz indukcji limfocytéw T przeciwko antygenowi wytworzonemu na kapsydzie.
Zmodyfikowane fagi sg tatwe do uzyskania w duzych ilosciach, sg stabilne, a ich pro-
dukcja nie wymaga wysokich kosztow [PRISCO i DE BERARDINIS, 2012]. Metoda ta
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okazala si¢ skuteczniejsza od uzycia standardowych plazmidowych szczepionek DNA.
Na jej efektywnos¢ wpltywa m.in. fakt, iz wprowadzane do organizmu DNA jest chro-
nione przez biatka fagowego kapsydu przed degradacja [HAQ i in., 2012].

Ostatnie badania w dziedzinie biotechnologii wykazaly ogromny potencjat
uzycia enzymdéw bakteriofagowych jako czynnikow antybakteryjnych. Naleza do
nich endolizyny i holiny. Te pierwsze sg nietoksycznymi biatkami o r6znym spek-
trum aktywnosci, wykazujacymi wysoka efektywno§¢ [BORYSOWSKI i in., 2006].
Posiadajg aktywnosci amidaz, muramidaz, peptydaz, endopeptydaz oraz glikozy-
daz. Degraduja zatem rozne wiazania w strukturze peptydoglikanu $ciany komor-
kowej. Endolizyny sa skuteczne w walce z patogenami takimi jak m.in. Streptococ-
cus spp., S.aureus w tym MRSA, Enterococci, Bacillus anthracis, a takze
beztlenowe laseczki z rodzaju Clostridium [FENTON i in., 2010]. Enzymami, ktdre
kontroluja dziatanie endolizyn sa holiny, niskoczasteczkowe, hydrofobowe biatka
btonowe. W cyklu litycznym powodujg rozerwanie blony cytoplazmatycznej, jed-
nocze$nie pozwalajagc na uwolnienie endolizyn. Stanowig bardzo r6znorodng grupe
biatek, ktore zastuguja na uwage ze wzgledu na ich zdolno$¢ do degradacji bton bio-
logicznych. Ich antybakteryjny potencjal nie jest jednak dobrze zbadany, gdyz ich
silne wlasciwos$ci toksyczne utrudniajg znalezienie zwierzecego modelu do badania
ich molekularnej ekspresji [BRzozowsKA i in., 2011; DRULIS-KAWA i in., 2012].

Jedng z podstawowych strategii przezywalno$ci w $rodowisku naturalnym mi-
kroorganizmow jest umiejetnos¢ tworzenia skomplikowanych struktur zwanych
biofilmem. Jest to bakteryjna wspdlnota, zlozona z licznych komoérek zakotwiczo-
nych do substratu lub podioza, a takze do siebie nawzajem, otoczona substancja
pozakomérkowa (egzopolisacharydem), cechujgca si¢ spowolnionym tempem
wzrostu, a takze ekspresjg gendw, ktore nie sg charakterystyczne dla bakterii plank-
tonicznych. Biofilmy tworzone przez patogenne bakterie stanowig duze zagrozenie
dla Iudzi, gdyz powoduja choroby takie jak zapalenie wsierdzia, gruczotu krokowe-
go, chroniczne zapalenie ucha srodkowego, czy paradontozg. Ponadto sg one opor-
ne na dziatanie $rodkéw antybakteryjnych. Przyczyng tego sg m.in. trudnosci
W przedostawaniu si¢ antybiotykéw Iub innych srodkow przez powloke egzopolisa-
charydu, a takze ostabiony metabolizm bakterii [DONLAN i COSTERTON, 2002].
Bakteriofagi, ktore infekuja bakterie otoczone $luzem lub otoczkami sa zdolne do
produkcji zwigzanych z kapsydem biatek o aktywnos$ci depolimeraz. Enzymy te
skutecznie degradujg polisacharydy, ktorych fragmenty sg receptorami dla bakterio-
fagow. Dzigki wystepowaniu depolimeraz, fagi znajdujg zastosowanie w niszczeniu
bakteryjnych biofilmow. Degradacja egzopolisacharydu moze utatwi¢ takze dostep
do bakterii antybiotykom. Poza degradacja biofilmow, enzymy te znajdujg zastoso-
wanie takze w leczeniu chorob roslinnych, a takze chorob zwierzecych wywotywa-
nych przez bakterie otoczkowe [AZEREDO i SUTHERLAND, 2008].

Niezwykle interesujaca aplikacja bakteriofagéw jest zastosowanie ich w terapii
uzaleznien od narkotykoéw. Wyniki badan przeprowadzonych na modelu zwierze-
cym sg bardzo obiecujace. Zrekombinowane fagi metoda phage display, ktore pre-
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zentowaly na powierzchni kapsydu tysiace kopii przeciwcial monoklonalnych swo-
istych dla kokainy, podawano szczurom [DICKERSON i JANDA, 2008]. Po zaapliko-
waniu zwierzetom narkotyku, przeciwciala te skutecznie go wigzatly, blokujac jego
przedostanie si¢ do o$rodkowego ukladu nerwowego. W innym do$wiadczeniu
wykazano, iz enzym bakteryjny — esteraza, przeksztalca kokaing w produkty, ktore
nie wykazujg psychoaktywnosci. Dzigki technice phage display otrzymano ekspre-
sj¢ esterazy W strukturze kapsydu bakteriofaga [ROGERS i in., 2005].
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