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w leczeniu zakazen bakteryjnych zwierzat™

BEATA WEBER-DABROWSKA, ANDRZEJ GORSKI, MICHAL ZIMECKI,
MARZANNA LUSIAK-SZELACHOWSKA, MIROSLAW GRZEDA*, MALGORZATA LIS*,
RYSZARD MIEDZYBRODZKI, WOJCIECH FORTUNA, ANDRZEJ DUBIEL**,
KINGA SWITALA-JELEN, JANUSZ BORATYNSKI

Instytut Inmunologii i Terapii Doswiadczalnej PAN, ul. R. Weigla 12, 53-114 Wroctaw
*Biowet Putawy Sp. z 0.0., ul. Arciucha 2, 24-100 Putawy
**Katedra i Klinika Rozrodu, Choréb Przezuwaczy oraz Ochrony Zdrowia Zwierzat Wydzialu Medycyny Weterynaryjnej AR,
pl. Grunwaldzki 49, 50-366 Wroctaw

Weber-DabrowskaB., Gérski A., ZimeckiM., Lusia,lk-Szelachowska M., GrzedaM., Lis M.,
MiedzybrodzkiR., FortunaW., Dubiel A., Switata-Jelen K., Boratynski J.

Potential application of bacteriophages in bacterial infections in animals
Summary

Antibiotic—resistant bacterial infections have caused serious therapeutic problem in medicine and
veterinary practice. Resistance to antibiotics is currently increasing, which is related to, among other factors,
the capability of bacteria to produce specific enzymes rendering them resistant to most available antibiotics.
Renewed interest in the possibilities of using bacteriophages, viruses that can attack and destroy bacterial
cells, in antibacterial therapy in humans and animals has been observed in many countries. Phage therapy of
bacterial infections in humans has been conducted by our Institute since 1980. The most successful results
were obtained in cases of meningitis, furunculosis, otitis media, cancer, and septicemia (100% of patients).
Experimental phage therapy in animals is provided by many centers. Successful therapeutic and
protective phage therapy has been observed in calves, piglets, lambs, chickens and mice. Our results on the
phage treatment of colibacterosis in foxes, piglets and balanoposithis in bears have demonstrated its high
effectiveness. A study on phage preparates for their use in bovine mastitis is currently underway.
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Zakazenia bakteryjne réznych tkanek 1 narzadow
wywotane przez lekooporne formy bakterii stwarzaja
w praktyce medycznej powazne problemy terapeutycz-
ne (3, 13, 17). Wiaza si¢ one ze stalym pojawianiem
si¢ szczepdw bakteryjnych, opornych na antybiotyki,
w tym na antybiotyk tzw. ostatniej szansy — wanko-
mycyng. W pismiennictwie coraz czgsciej uzywa sig
stwierdzenia, ze wchodzimy w erg przedantybiotyko-

wa (13).
Antybiotykoopornosé bakterii

J ednym z naJwaznleJ szych mechanizmoéw opor-
no$ci bakterii na najczgsciej stosowane antybiotyki
beta-laktamowe jest ich zdolno$¢ do wytwarzania beta-
-laktamaz — enzymow zdolnych do zablokowania dzia-
fania antybiotykow tej grupy. Enzymy te posiadaja
zdolno$¢ rozbijania pierscienia beta-laktamowego an-
tybiotyku, co catkowicie blokuje jego aktywnos$¢ bio-
logiczna (9).

* Badania finansowane ze $rodkéw Ministra Nauki w latach 2003-2006 jako
projekt badawczy zamawiany (grant nr PBZ-MIN-007/P04/33) oraz jako granty
KBN — nr 5P06K 00518 i nr 3P06K 01125.

Zjawisko powszechnej antybiotykoopornosci bak-
terii stvarza powazne problemy terapeutyczne. Powaz-
ny niepokoj budzi takze fakt pojawienia si¢ w ostat-
nich latach szczepdw enterokokoé6w opornych na wan-
komycyng, a takze ostatnio na linezolid.

Oporno$¢ bakterii na antybiotyki, jak rowniez ich
nadmierne i nie zawsze w pelni uzasadnione stosowa-
nie, wyjasnia z jednej strony zjawisko wystgpowania
zakazen wywotanych przez antybiotykooporne bakte-
rie, a z drugiej strony stwarza koniecznos¢ zastosowa-
nia innych czynnikow zdolnych do opanowywania tych
zakazen.

Bakteriofagi — wirusy niszczace hakterie

Bakteriofagi (fagi) naleza do grupy szeroko rozpo-
wszechnionych w przyrodzie wirusow, ktorych cykl
zyciowy zwiazany jest wylacznie z komorka bakteryj-
na (1). Opisano dotad ponad 5000 fagéw aktywnych
wobec wielu znanych gatunkéw bakterii. Sa wszech-
obecne — izoluje si¢ je ze wszystkich srodowisk natu-
ralnych — wéd stodkich 1 stonych (takze z goracych
zrodet) 1 gleby oraz z organizméw ludzi 1 zwierzat.
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Wystepuja takze w produktach spozywczych pocho-
dzenia zwierzecego.

Jak wspomniano, cykl zyciowy bakteriofagow zwia-
zany Jest z komorka bakteryjna, przy czym mozliwe
sa dwa rozne typy oddziatywania faga na gospodarza.
Cykl lityczny (wirulentny), prowadzi do catkowitego
zniszczenia komorki bakteryjnej, a bakteriofagi zosta-
ja uwolnione do $§rodowiska w procesie lizy komorki
bakteryjnej, m.in. z udziatem fagowych enzymow li-
tycznych. W cyklu lizogenicznym (fagodnym) mate-
riat genetyczny faga po wniknigciu do komorki bakte-
ryjnej ulega wbudowaniu w chromosom bakteryjny
(tzw. profag) i jest przekazywany komorkom potom-
nym podczas podzialu komorki. Proces namnazania
fagéw zachodzi zarowno w warunkach in vitro, jak
1in vivo.

Praktyczne zastosowanie bakteriofagow.
Swoistos¢ gatunkowa fagow i lizotypia bakterii

Wigkszos¢ bakteriofagéw cechuje wysoka swoistos¢
dziatania. Oznacza to, iz ich aktywnos¢ lityczna zwia-
zana jest zwykle z jednym gatunkiem drobnoustroju.
I wlasnie ta cecha pozwolita, z jednej strony, na wyko-
rzystanie bakteriofagdéw do okreslania przynaleznosci
gatunkowej bakterii, a z drugiej strony, na zr6znico-
wanie szczepow bakteryjnych w obregbie tego samego
gatunku. Opracowano wiele zestawoéw fagow typuja-
cych, umozliwiajacych réznicowanie bakterii na pod-
stawie ich reakcji z fagami typujacymi (tzw. lizotypia)

(1).

Wykorzystanie bakteriofagow
w terapii zakazen bakteryjnych

Jak wspomniano, zakazenia bakteryjne wywolane
lekoopornymi szczepami bakterii, stanowia powazny
problem wymagajacy poszukiwan nowych terapii do
walki z patogennymi drobnoustrojami. Krétko po od-
kryciu bakteriofagow podj¢to pierwsze proby ich za-
stosowania w terapii antybakteryjnej u ludzi. W ciagu
ostatnich kilku lat opublikowano wiele prac postulu-
jacych celowos¢ rozszerzenia badan nad wykorzysta-
niem bakteriofag(')w w terapii antybakteryjnej (3, 5,
17), co rowniez potwierdzaja wyniki uzyskane w tej
dziedzinie przez Instytut Immunologii i Terapii Do-
swiadczalnej PAN (1, 17).

Badania wiasne wykazaty wysoka skutecznos¢ te-
rapii fagowej w grupie 2000 chorych w zakazeniach
lekoopornymi szczepami bakteryjnymi, zaréwno
w zakazeniach jednorodnych, jak i mieszanych, bez
wzgledu na rodzaj schorzenia, wiek pacjenta czy
wczesniej prowadzong antybiotykoterapig (19). Szcze-
gblnie wysoka skutecznos¢ fagoterapn (85%) obser-
wowano u chorych z posocznica, a petny efekt tera-
peutyczny uzyskano u 20 chorych, u ktérych zakaze-
nia bakteryjne wystapily w przebiegu procesu nowo-
tworowego. Na szczeg6lne podkreslenie zastuguje fakt,
1Z w czasie prowadzonej fagoterapii nie obserwowa-
no istotnych objawow ubocznych.
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Eksperymentalna fagoterapia
zakazen bhakteryjnych u zwierzat

Zakazenia bakteryjne wywo%ane przez lekooporne
bakterie stwarzaja powazne problemy terapeutyczne
w praktyce weterynaryjnej State pojawianie si¢
wieloopornych szczepdéw gronkowcow, enterokokow,
paciorkowcow 1 bakterii z rodzajow Escherichia,
Salmonella, Pseudomonas oraz Campylobacter stano-
wi zagrozenie dla zdrowia i zycia zwierzat hodowla-
nych (4, 6, 7). Badania nad mozliwo$cia wykorzysta-
nia bakteriofagdw w terapii antybakteryjnej sa prowa-
dzone na zwierzgtach doswiadczalnych od kilkudzie-
sigciu lat (4-8, 10-12, 14, 15, 18). W 1943 r. Dubos
1 wsp. (8) wykazali m.in. skuteczne dziatanie fagow
podanych dootrzewnowo myszom z zapaleniem opon
mozgowo-rdzeniowych wywotanym letalna, domo6zgo-
wa dawka Shigella dysenteriae. Bardzo interesujace
wyniki eksperymentalnego zastosowania fagdw przed-
stawili Smith i wsp. (14-16). Autorzy ci wykazali sku-
teczne, terapeutyczne dzialanie fagow w biegunce
doswiadczalnie wywolanej enteropatogennym szcze-
pem Escherichia coli u cielat, prosiat 1 jagniat (15).
W badaniach tych uzyskano skuteczniejsze dziatanie
fagéw w poréwnaniu do antybiotykoéw. Podane bakte-
riofagi w 1 do 8 godzin przed zakazeniem wykazywa-
ty dziatanie ochronne. W kolejnych badaniach auto-
rzy ci wykazali rowniez ochronne dziatanie fagow
Escherichia coli v zwierzat trzymanych w pomiesz-
czeniach, w ktérych uprzednio przebywaty zwierzeta
leczone fagami lub fagi byly w nich rozprowadzone
(16). Autorzy wykazali takze zdolno$¢ fagéw do na-
mnazania si¢ in vivo, a takze wptyw roéznych czynni-
kow zewngtrznych na przezycie bakteriofagéw w $ro-
dowisku. Podobnie skuteczne dziatanie fagow w prze-
biegu posocznicy i zapalenia opon mozgowo-rdzenio-
wych u cielat i drobiu wykazali Barrow i wsp. (5). Izo-
lowany ze §ciekoéw fag E. coli R wykazywat dzialanie
lityczne szczepu E. coli K1. Jednoczesne domig$nio-
we podanie faga 1 bakterii catkowicie chronito zwie-
rz¢ta przed rozwojem zakazenia. Autorzy ci wykazali
takze, ze u kurczat zakazonych droga doczaszkowa fagi
przechodza barierg¢ krew—mozg.

Interesujace wyniki zostaly przedstawione przez
zespot W. E. Huffa i wsp. (10, 11). W wielokierunko-
wych badaniach autorzy wykazali zaréwno ochronne,
jak i terapeutyczne dziatanie fagow w eksperymental-
nym zakazeniu drog oddechowych u drobiu, wywota-
nym przez patogenny szczep E. coli O2. Badano sku-
teczno$¢ fagdbw w zaleznos$ci od drogi podania (do-
mig$niowo, wziewnie), od jednoczesnego lub op6z-
nionego podania faga w stosunku do zakazenia, od
wielokrotno$ci podawanych dawek faga oraz od faga
podanego bez jednoczesnego uzycia antybiotyku lub
z antybiotykiem. Wykazano wigksza skutecznos¢ te-
rapii fagowej przy domigsniowym podaniu faga oraz
statystycznie istotne lepsze wyniki terapii fagowej sko-
jarzonej z podaniem antybiotyku. Takze wyniki przed-
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stawione przez innych autorow wskazuja na skutecz-
ng fagoterapig eksperymentalnie wywotanej posocz-
nicy u myszy po dootrzewnowym podaniu letalne;j
dawki wankomycynoopornego szczepu Enterococcus
faecium (6), natomiast Atterbury 1 wsp. (4) wskazuja
na mozliwo$¢ skutecznego zastosowania bakteriofa-
gow do eliminacji szczepéw Campylobacter koloni-
zujacych skorg kurczat, co mogtoby w przysztosci pro-
wadzi¢ do wykorzystania bakteriofagéw do celow te-
rapeutycznych.

Fagi w weterynarii — badania wtasne

Pierwsze proby zastosowania bakteriofagow byty
prowadzone przez nasz Instytut juz w latach 1970-1979
w przypadkach kolibakteriozy u lisow (18) 1 prosiat
(12). Bakteriofagi zastosowano u 175 lisow z objawa-
mi ostrego zapalenia btony $luzowe;j jelit, wywotane-
go zakazeniem pateczka Escherichia coli. Bakteriofa-
gi (o mianie 10° czf/ml) podano doustnie (dwukrotnie
w odstepach dwudniowych), uzyskujac pene wylecze-
nie 173 zwierzat. Skuteczna takze okazala si¢ terapia
fagowa kolibakteriozy 1213 prosiat. Po zastosowaniu
swoistego bakteriofaga E. coli odsetek wyleczonych
zwierzat wynosit 95,6%, co dawato korzystniejszy
wynik w poréwnaniu do grupy kontrolnej leczonej
chemioterapeutykami.

W zwiazku z problemem nieptodno$ci wystepuja-
cej u knurdéw, zwiazanej z zapaleniem blony §luzowej
pracia i napletka (balanoposthitis), wywolanym zaka-
zeniem Pseudomonas, w ramach wspdlnie realizowa-
nego grantu KBN z Akademia Rolnicza we Wrocta-
wiu, bakteriofagi zastosowano u 15 knuréw z r6znych
stacji unasienniania. Poliwalentny preparat fagowy
zostal przygotowany w oparciu o okreslenie wrazli-
wosci na swoiste bakteriofagi 50 szczepdéw Pseudo-
monas. U wszystkich zwierzat uzyskano caltkowite
ustqplenle objawow zakazenia po 2 tygodniach doust-
nej i miejscowej fagoterapii. Uzyskany efekt terapeu-
tyczny okazat si¢ trwaty — w kilkukrotnych badaniach
bakteriologicznych nie wykazano obecnosci pateczek
Pseudomonas. Wykazano takze statystycznie istotny
wplyw fagoterapii na przezywalno$¢ plemnikow
(0230%) (7).

Zapalenie gruczotu mlekowego u krow (mastitis)
stanowi powazny, o $wiatowym wymiarze problem
terapeutyczny (2). Organizmy bakteryjne bedace przy-
czyna mastitis to gtdwnie szczepy z rodzaju Strepto-
coccus 1 Staphylococcus. Stosowane dotad metody te-
rapii antybakteryjnych w mastitis z uzyciem antybio-
tykow i1 szczepionek nie przynosza zadowalajacych
rezultatdéw. W ramach realizowanego przez Instytut
wspolnie ze spotka ,,.Biowet Putawy” grantu zamawia-
nego prowadzone sa m.in. badania zmierzajace do
opracowania preparatow bakteriofagowych, swoistych
dla szczepow bakteryjnych bedacych najczgstsza przy-
czyna zapalenia gruczotu mlekowego u bydta. Zgro-
madzono blisko 200 szczepdéw gronkowca ztocistego
izolowanego z mleka krow, pochodzacych z okolic
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Putaw, Kielc oraz wojewddztwa warminsko-mazur-
skiego. Okreslono profil wrazliwo$ci szczepdw na
antybiotyki oraz na poliwalentne bakteriofagi Staphy-
lococcus aureus, co bgdzie podstawa do przygotowa-
nia preparatow fagowych dla potrzeb terapeutycznych.

Zjawisko opornosci bakterii na aktualnie dostgpne
chemioterapeutyki stwarza konieczno$¢ opracowania
nowych strategii do walki z lekoopornymi drobnoustro-
jami. Uzyskane dotad wyniki badan nad terapeutycz-
nym zastosowaniem bakteriofagéw w leczeniu zaka-
zen bakteryjnych u ludzi i zwierzat uzasadniaja celo-
wos¢ ich kontynuowania. Opracowanie preparatow
fagowych o dziataniu zaréwno terapeutycznym, jak
i profilaktycznym moze okazac si¢ w przysztosci jed-
na z najskuteczniejszych metod do walki z bakteriami
patogennymi dla ludzi i zwierzat.
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