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Summary

The article presents the biology of bacteriophages and their diagnostic and therapeutic applications,
including recombinants with the use of the phage display method. Clinical efficacy of phage therapy, espe-
cially in cases of antibiotic-resistant infections, including those complicated by MRSA strains, are underlined.
The article also discusses the results of experimental studies, which can provide directions for future
investigations and therapeutic applications of bacteriophages.
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Bakteriofagi (fagi) sa to wirusy, ktore infekuja bak-
terie. Nie atakuja one komorek eukariotycznych i nie
moga replikowaé si¢ poza komorkami bakteryjnymi
(11). Sa najbardziej rozpowszechniona ,,forma zycia”
na naszej planecie (11) i z powodu réznorodnosci sta-
nowia niewiarygodnie duzy zaséb genow mogacych
wplywac¢ na ewolucj¢ bakterii. Bytuja we wszystkich
srodowiskach, w ktorych obecne sa bakterie (17). Ostat-
nio opisano takze archeofagi, tj. fagi specyficzne dla
Archeae (27).

Taksonomia bakteriofagéw opiera si¢ na ich morfo-
logii 1 rodzaju materialu genetycznego. Wyrdznia si¢
13 rodzin, przy czym wigkszo$¢ nalezy do trzech z nich:
Siphoviridae, Myoviride 1 Podoviridae, zawierajacych
tacznie 15 rodzajow. Wszystkie one posiadaja w kap-
sydzie podwojna ni¢ DNA. Pozostale 10 rodzin sku-
piaja nieliczne gatunki (11, 23).

Infekcja fagowa

W zaleznosci od losow faga 1 infekowanej komorki
p0d21e10n0 bakteriofagi na dwie zasadnicze grupy: li-
tyczne i lizogeniczne. Te pierwsze po zamfekowamu
bakterii zapobiegaja jej podzialowi 1 ,,zmuszaja” do
syntezy fagowego kwasu nukleinowego i biatek, a na-
stepnie formowania wirusowych czastek. W koncowym
etapie tego cyklu nastgpuje synteza enzymoéw litycz-
nych, ktore degraduja sciang komorkowa bakterii, po-
wodujac uwolnienie si¢ do srodowiska nowych fagow.
W cyklu lizogenicznym, po wniknigciu fagowego ma-
teriatu genetycznego do komorki bakteryjnej nastepuje
synteza 1ntegraz 1 represora transkrypcji wirusowego
DNA oraz jego insercja do genomu bakterii. Zintegro-
wany fagowy DNA (profag) jest nastgpnie replikowa-
ny jako czg$¢ bakteryjnego DNA (11). Stan lizogenii

jest rodzajem specyficznej symbiozy, w ktorej komor-
ka gospodarza chroniona jest przed ponownym zaka-
zeniem takim samym rodzajem faga, zabezpieczajac
zarazem mozliwos$¢ powielania fagowego DNA. Wy-
roéznia si¢ takze trzecia grupe tzw. fagow filamentar-
nych, ktore po namnozeniu uwalniane sa z komorki
gospodarza bez powodowania jej lizy (23).

Receptory fagowe i oporno$é na infekcje

Receptorami fagowymi moga by¢ otoczki bakteryj-
ne, lipopolisacharydy (LPS), rzgski, fimbrie 1 r6zne inne
biatka powierzchniowe bakterii. Fagi moga takze dla
osiagnigcia receptorow na powierzchni $ciany komor-
kowej wykorzystywa¢ enzymy (hydrolazy) w celu de-
polimeryzacji otoczki bakterii, ktorej utrata uwrazliwia
bakteri¢ na dziatanie uktadu immunologicznego gospo-
darza (21). Poprzez utrat¢ receptora fagowego komor-
ka staje sig¢ oporna na faga, co czgsto wiaze si¢ z reduk-
cja innych cech zyciowych i1 spadkiem wirulencji (15).
Opornos¢ bakterii na infekcjg fagowa moze by¢ takze
nastepstwem lizogenii lub horyzontalnego nabycia sys-
temu restrykcyjno-modyfikujacego powodujacego de-
gradacje¢ fagowego kwasu nukleinowego, lub mutacji
genow istotnych dla replikacji czy powstawania nowych
czastek fagowych (27).

Diagnostyka i terapia

Powiazane swoiscie poprzez swoja aktywnos$¢ z okres-
lonym gatunkiem czy nawet szczepem bakteryjnym sa
potencjalnie precyzyjnym narzedziem diagnostycznym
1 terapeutycznym. Wysoka swoisto$¢ dziatania bakte-
riofagéw pozwolila na wykorzystanie ich zarowno do
réznicowania szczepdw bakteryjnych w obrgbie tego
samego gatunku, jak 1 do okreslenia przynaleznosci
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gatunkowej tych mikroorganizméw. Opisano wiele ze-
stawow fagow typu]qcych (typing phages), ktére po-
zwalaja na r6znicowanie bakterii na podstawie ich wzo-
ru fagowego 1 stopnia lizy (13). Typowanie gronkow-
cOw zostalo opisane w latach 40. dwudziestego wieku
1 przez wiele lat byto z powodzeniem stosowane (mig-
dzynarodowy zestaw 23 bakteriofagow), co pozwolito
takze na kontrolowanie rozprzestrzeniania sig¢ szczepOw
MRSA (Methicillin-resistant Staphylococcus aureus)
(19).

W systemach detekcji bakterii zastosowanie znalaz-
ty takze fagi rekombinowane, szczegdlnie znakowane
kasetami tzw. genow reporterowych np. lucyferazy Vi-
brio harvei lub kodujacych bialka zielonej fluorescen-
cji meduzy Aequorea victoria. Ekspresja tych genow
w zainfekowanych komorkach bakteryjnych daje $wiat-
to widzialne 1 mozliwos$¢ jego pomiaru z duza czutos-
cia (13). Znalazto to zastosowanie w detekcji E. coli
0157 oraz bakterii z rodzajow Listeria, Salmonella
1 Mycobacterium (13). Wprowadzenie do genomu bak-
teriofaga okreslonej sekwencji DNA prowadzi do eks-
presji kodowanego przez nia biatka na jego powierzch-
ni (4). Jest to metoda phage display, zapoczatkowana
eksperymentami Georga P. Smitha (28) z wykorzysta-
niem fagéw nitkowatych (filamentarnych) E. coli do
produkcji antygendw. Dzigki swojej prostocie i tatwos-
ci modyfikacji metoda phage display jest stosowana nie
tylko w biologii molekularnej i biochemii. Technika ta
znalazta zastosowanie w identyfikacji epitopow wiaza-
cych przeciwciala, poszukiwaniu ligandow, identyfikacji
nowych receptorow znanych ligandow oraz w poszu-
kiwaniu nowych lekow, szczepionek przeciwnowotwo-
rowych 1 przeciwbakteryjnych (13). Rekombinowane
fagi filamentarne moga by¢ stosowane do wprowadza-
nia do bakterii substancji bakteriobojczych np. endo-
nukleaz restrykcyjnych. W takim przypadku wiriony nie
prowadza do lizy komorek, dzialaja zas jako transpor-
tery DNA kodujacego te bakteriobojcze substancje (34).

Metoda phage display ma coraz wigksze zastosowa-
nie w onkologii, gdyz pozwala na otrzymanie rekombi-
nowanych przeciwciat o dziataniu przeciwnowotworo-
wym; uzyskane dzigki tej metodzie peptydy wiazac si¢
do komérek nowotworowych lub komorek srodbton-
ka, moga same powodowac dziatanie przeciwnowotwo-
rowe lub dostarcza¢ do guza inne srodki terapeutyczne
(4). Metoda phage display mozna blokowa¢ angioge-
nez¢ nowotworowa lub znamiennie zmniejszac liczbe
przerzutéw, wykorzystujac m.in. peptydomimetyki weg-
lowodanow bioracych udziat w ich powstawaniu (4).

Fagi sa takze proponowane jako potencjalne wekto-
ry w terapii genowej. Poniewaz ich kapsydy zabezpie-
czaja DNA przed degradacja po iniekcji, a umieszczo-
ne na powierzchni metoda phage display odpowiednie
molekuty pozwalaja na dotarcie do komorek docelo-
wych, zaktada¢ mozna duza efektywnos$¢ takiego po-
stepowania (7).

Odkrycie fagdw nasunglo przede wszystkim mysl ich
wykorzystania jako naturalnych czynnikéw antybakte-
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ryjnych 1 stad liczne proby ich stosowania jako leku
w zakazeniach bakteryjnych ludzi i zwierzat, ale takze
w ochronie roslin i jako sSrodkow antybakteryjnych przy
produkcji zywnosci czy do dezynfekcjinp. szpitali (12).
Z uwagi na dramatyczny wzrost ilosci szczepow bakte-
rii opornych na stosowane powszechnie antybiotyki, fagi
lityczne skupiaja na sobie ostatnio coraz wigksza uwa-
ge badaczy (8, 10, 23, 33). Odkrycie i wprowadzenie
do praktyki antybiotykow (1940 r.) zahamowato na dtu-
gie lata zarowno prace badawcze, jak i kliniczne w tej
dziedzinie (szczegolnie w krajach Europy Zachodniej
1 Ameryki Péinocnej) i dopiero wzrastajaca liczba bak-
teryjnych szczepéw opornych na stosowane antybio-
tyki spowodowata powtorne zainteresowanie sig¢ fago-
terapia. Badania dotyczace mozliwosci stosowania
bakteriofagdw w terapii prowadzone byty gtownie
w bylym Zwiazku Radzieckim oraz w Polsce. Niektore
osrodki naukowe w tych krajach (Wroctaw, Tbilisi,
Odessa) maja w tej dziedzinie duze doswiadczenie.

Badania dotyczyly fagéw aktywnych litycznie w sto-
sunku do wielu patogendw, szczeg6lnie jednak w sto-
sunku do gatunkow z narastajaca gwattownie liczba
szczepow antybiotykoopornych i sprawiajacych przez
to powazne ktopoty terapeutyczne. Nie bez znaczenia
jest fakt aktywnosci litycznej w stosunku do MRSA,
VRE (oporne na wankomycyng enterokoki), wieloopor-
nych szczepow Pseudomonas aeruginosa czy Esche-
richia coli wytwarzajacych B-laktamazy o rozszerzo-
nym spektrum substratowym (ESBL) (2, 17, 31, 32).
Wyizolowano wiele fagow lizujacych bakterie wyste-
pujace w zakazeniach ropnych (rany, komplikacje der-
matologiczne), ale takze w zapaleniach dr6g moczo-
wych czy oddechowych. Opracowano nawet mieszan-
ki fagow, zwane pyofagami, litycznych w stosunku do
Staphylococcus aureus, Streptococcus spp., Pseudomo-
nas aeruginosa, Proteus spp. 1 E. coli (14). W zakaze-
niach pokarmowych stosuje si¢ mieszanki fagowe zwa-
ne intestifagami, sktadajace si¢ z bakteriofagow litycz-
nych w stosunku do Shigella spp., Salmonella (para-
typhi A 1 B, typhimurium, enteritidis, cholerasuis, ora-
neiburg), Proteus (vulgaris, mirabilis), Staphylococcus
spp., Pseudomonas spp. oraz r6znych serotypow ente-
ropatogennych E. coli.

Szczegodlnie zakazenia gronkowcowe byty przedmio-
tem badan i klinicznego stosowania fagoterapii. W In-
stytucie Bakteriofagowym w Tbilisi przeciwgronkow-
cowe preparaty fagowe osiagaty aktywnos¢ lityczna
w stosunku do 91,1% szczepow (95,4% wrazliwych
szczepow S. aureus 1 83,2% koagulazo-ujemnych gron-
kowcow), a w przypadku dzieci wrazliwo$¢ izolowa-
nych od nich szczepdw S. aureus siggata 98%. Doswiad-
czenia kliniczne z uzyciem fagdw w przypadku seps
gronkowcowych wyraznie wskazuja na wysoka efek-
tywnos¢ takiego sposobu leczenia, z wyrazna wskazow-
ka do stosowania kojarzenia fag—antyblotyk (14). Szcze-
golme szeroko rozpowszechniona wielooporno$¢ szcze-
pow S. aureus, w tym MRSA (oporne na dziatanie me-
tycyliny), skianiajq do poszukiwania alternatywnych
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w stosunku do antybiotykdéw sposobdw leczenia zaka-
zen tymi bakteriami (6, 17, 20). W badaniach ekspery-
mentalnych na modelu myszy, przy dozylnym podaniu
108 jtk S. aureus i jednoczesnym podaniu 10° pfu ak-
tywnego faga, 97% zwierzat wyzdrowialo (Smiertelnos¢
w grupie kontrolnej wynosita 100%). Myszy zakazone
mata dawka tego patogenu 5 x 10° jtk, ktorym po 10
dniach podawano 10° pfu aktywnego faga, nie wykazy-
waly obecnosci S. aureus w narzadach (Sledziona, ner-
ki, serce) pobieranych 20 dni po zakazeniu, podczas
gdy w grupie kontrolnej narzady te byly w 100% zain-
fekowane (6).

Rownie wysoka efektywnos¢ fagoterapii uzyskano
w przypadku zakazenia myszy wankomycynoopornymi
Enterococcus faecies (VRE). Pojedyncza dootrzewno-
wa iniekcja 3 x 10® pfu aktywnego faga w 45 min. po
podaniu 10° jtk VRE bylta wystarczajaca do uzdrowie-
nia 100% badanych myszy. Nawet Jezeh faga podawa-
no z opdznieniem, w stanie bliskim $§mierci, ok. 50%
myszy takze powracato do zdrowia (2).

Ostatnio zwraca si¢ uwage na mozliwo$¢ zastoso-
wania fagoterapii w zapaleniach uktadu moczowego.
Wstepne badania kliniczne u chorych z zakazeniami
E. coli, Pseudomonas, Klebsiella, Enterobacteri S. au-
reus wskazuja na duza efektywnos¢ leczenia fagami
podawanymi doustnie (10).

Szeroko rozprzestrzeniajace si¢ zakazenia wieloopor-
nymi szczepami Pseudomonas aeruginosa sktonity do
przeprowadzenia badan przedklinicznych z uzyciem
preparatow fagowych (mieszanki wirulentnych klonow
bakteriofagow). Wykazano aktywno$¢ takich miesza-
nek in vitro w stosunku do 99,5% szczepow na 206
przebadanych, a skutecznos¢ terapeutyczna w badaniach
na biatych myszach wahala si¢ w granicach 80-100%
i byla wyzsza od skutecznos$ci stosowania ciprinolu
(ciprofloxacin) (50-80%). Polaczenie stosowania anty-
biotyku i fagéw dawato 100% skuteczno$¢ terapeutycz-
na (9).

Posocznica wywolywana przez Pseudomonas aeru-
ginosa u myszy byta skutecznie leczona (100% efek-
tywnosci) litycznymi, wyizolowanymi ze Sciekéw bak-
teriofagami, przy podaniu ich 45 min. po zakazeniu
bakteriami. Opdznione podanie fagow w pojedynczej
iniekcji w stanie klinicznym bliskim $mierci zwierzat,
leczy1o ok. 50% ich populacp (30). Rowniez stosowa-
nie fagdw u myszy z ranami oparzeniowymi i zakazo-
nych dodatkowo podskornie Pseudomonas aeruginosa
przyniosto dobre efekty lecznicze, zalezne w duzej mie-
rze od drogi podania faga. Podanie dootrzewnowe (jed-
norazowe) okazato si¢ najbardziej efektywne (87%)
przy zakazeniu uogélnionym. Podanie domig$niowe
1 podskdrne dato w rezultacie skromniejsze efekty (28%
1 22%). Nalezy nadmieni¢, ze schorzenie w tym do-
swiadczeniu miato przebieg ostry, co zdarza si¢ rzadko
w zakazeniach ran w warunkach naturalnych (18).

Podejmowano réwniez proby wyeliminowania lub
ograniczenia przy pomocy fagdw nosicielstwa bakterii
patogennych przez zwierzgta gospodarskie. Ma to
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ogromne znaczenie w higienie zywnos$ci zwierzgcego
pochodzenia. W przypadku nosicielstwa enterokrwo-
tocznych Escherichia coli wyniki nie byty jednoznacz-
ne (22, 25, 26). W jednym przypadku (29) autorzy nie
dopatrzyli si¢ wplywu zastosowania bakteriofagéw na
nosicielstwo E. coli O157:H7 u owiec, a w innym ich
stosowanie powodowato redukcj¢ nosicielstwa o dwa
rzedy wielkosci (25).

Kurczeta zakazane szczepem otoczkowym K1 E. coli
1 traktowane nastgpnie litycznymi bakteriofagami byty
zabezpieczane przed rozwojem posocznicy i zapaleniem
moézgu czy opon mozgowych, natomiast pozbawione
siary cielgta podobnie chronione byly przed kolibakte-
rioza (1). Badano rowniez mozliwos$¢ redukcji stopnia
kolonizacji kurczat — broileréw przez Campylobacter
Jjejuni, stosujac doustnie bakteriofagi w roznych daw-
kach 1 w r6znym czasie po eksperymentalnym zaka-
zeniu zwierzat. Podawanie fagéw zmniejszato liczbg
bakterii w jelitach $lepych od 0,5 do 5 log,, 1 zalezato
to gtownie od rodzaju bakteriofagdéw, ale takze od ich
ilosci 1 czasu podania (16).

Fagi jako terapeutyk posiadaja wiele zalet. Dziataja
one tylko na wybrane patogenne bakterie, nie narusza-
jac normalnej mikroflory np. przewodu pokarmowego,
a mechanizm ich dzialania jest r6zny od mechanizmu
dzialania znanych antybiotykow. Sa zatem efektywne
w stosunku do wieloopornych bakterii. Mutacje w kie-
runku antybiotykoopornos$ci nie powoduja opornosci na
fagi (i vice versa) (24). Fagi, w odroznieniu od anty-
biotykoéw, namnazaja si¢ we wrazliwych komoérkach
bakteryjnych, niszczac je i atakujac nastepne. Fenomen
wykladniczego narastania liczby czastek fagowych sta-
nowi m.in. o przewadze terapeutycznej nad chemiote-
rapeutykami. W dotychczasowych doswiadczeniach
klinicznych nie zauwazono powaznych objawow ubocz-
nych czy reakcji alergicznych po stosowaniu fagotera-
pii, chociaz u 23% pacjentéw poddanych leczeniu fa-
gami stwierdzano skierowane przeciwko nim przeciw-
ciata (12). Produkcja bakteriofagow jest tania i stosun-
kowo tatwa (11). Wspotczesne srodowiska medyczne
1 weterynaryjne sa w petni §wiadome, Ze znakomita
wigkszo$¢ bakterii zyjacych w organlzmach ludzi i zwie-
rzat to mikroorganizmy ze wszech miar pozyteczne
i nieszkodliwe. Sa one, niestety, niszczone przez anty-
biotyki, a pozbawione ich organizmy eksponowane na
kolonizacjg przez bakterie potencjalnie chorobotwor-
cze. Stad tez wlasciwos$¢ selektywnego niszczenia wy-
branych patogenow przez bakteriofagi, to ich niewat-
pliwa, terapeutyczna przewaga nad antybiotykami (12).

Istnieje jednak sporo zastrzezen odno$nie do bezpie-
czenstwa fagoterapii 1 zarazem warunkow, jakim mu-
sza odpowiadac stosowane w tym celu fagi. Podstawo-
wym warunkiem jest brak lizogenicznosci faga oraz
brak w jego genomie genow kodujacych cechy anty-
biotykoopornosci czy toksynogenezy. W przypadku
posiadania takich cech moglyby wyposaza¢ one np.
stosunkowo niegrozne bakterie w dodatkowe markery
chorobotworczosci. Waskie spektrum aktywnosci bak-
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teriofagdw, mimo ze jest to niewatpliwa korzys¢ tera-
peutyczna, moze by¢ takze problemem. Konieczna jest
szybka i doktadna identyfikacja patogenu, szczegolnie
w aspekcie jego fagowrazliwosci. Alternatywne mie-
szanki fagow, dziatajace na wiele gatunkow bakterii,
bywaja rozwiazaniem efektywnym, chociaz czgsciowo
pozbawiajacym t¢ terapi¢ korzysci z pierwotnego zato-
zenia (5).

Bakteriofagi sa z organizmu dos$¢ szybko usuwane
1 czesto efektywno$¢ ich stosowania jest mniejsza od
spodziewanej. Czg$ciowe rozwiazanie tego problemu
stanowi tzw. seryjne pasazowanie zmierzajace do wy-
izolowania klonéw dhugo utrzymujacych si¢ i posiada-
jacych znacznie wyzsza aktywnos$¢ niz ich dzikie od-
powiedniki (24). Lizaty fagowe zawieraja rozne kom-
ponenty bakterii, w tym endotoksyny, stad wyplywa
konieczno$¢ pozbycia si¢ lub znacznego obnizenia ilos-
ci tych elementoéw (15). Trudno zatozy¢, ze bakteriofa-
gi podane in vivo sa w stanie zlizowa¢ wszystkie ko-
morki wrazliwego szczepu patogennego bytujace w or-
ganizmie. Niektorzy autorzy sugeruja, ze celem terapii
fagowej jest takie obnizenie liczby komorek patogenu,
przy ktorej sity obronne organizmu doprowadza do cat-
kowitego wyleczenia (15).

Istnieja takze proby zastosowania bakteriofagow
w higienie zywnosci. W 2006 roku FDA (Amerykan-
ska Agencja ds. Zywnosci i Lekéw) dopuscita do sto-
sowania pierwszy preparat zawierajacy szes$¢ roznych
bakteriofagéw aktywnych litycznie w stosunku do Lis-
teria monocytogenes jako dodatek do zywnosci (3).

Jezeli bakteriofagi, jako wirusy niosace informacje
genetyczna, budza pewne obawy niektorych srodowisk
w kwestii stosowania ich jako leku, to obaw takich po-
zbawione sg perspektywy zastosowania w terapii enzy-
moéw fagowych odpowiedzialnych za lizg komorek bak-
teryjnych (lizyny bakteriofagowe) i destrukcj¢ otoczek
bakteryjnych (depolimerazy) (12).

Zainteresowanie srodowisk naukowych oraz firm
farmaceutycznych bakteriofagami i enzymami fagowy-
mi, gwaltownie wzrasta. Moze to swiadczy¢, ze nieco
zapomniane, znOw wracaja na sceng.
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