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Streszczenie
Bakteriofagi zostały odkryte prawie 100 lat temu i ciągle budzą zainteresowanie; intensywnie 
prowadzi się badania nad dwiema grupami enzymów fagowych uszkadzających komórkę 
bakteryjną. Pierwszą są lizyny odpowiedzialne za niszczenie bakterii i uwolnienie wirusów. 
Druga grupa to depolimerazy polisacharydów (DP) degradujące otoczkowe i strukturalne 
polisacharydy, w tym egzopolisacharydy (EPS) będące dominującym składnikiem biofilmu. 
Depolimerazy polisacharydów mogą być związane z fagiem lub występować w postaci wolnej, 
a ich wytwarzanie odbywa się konstytutywnie lub jest indukowane obecnością polisacharydu. 
Pod względem aktywności DP dzielą się na hydrolazy (polisacharazy) lub liazy polisachary-
dów. Enzymy te są bardzo zróżnicowaną grupą pod względem swoistości substratowej, masy 
cząsteczkowej czy wrażliwości na czynniki fizykochemiczne. Fagi i wytwarzane przez nie DP 
wykazują ogromny potencjał jako środki do zwalczania bakterii otoczkowych powodujących 
ciężkie infekcje – posocznicę, zapalenie opon mózgowych, płuc oraz jako nowa grupa prepa-
ratów antybiofilmowych. Pozbawiając bakterie otoczki, obniżają ich zjadliwość, czyniąc je 
bardziej podatnymi na działanie układu odpornościowego makroorganizmu. Różnorodność 
bakterii i wytwarzanych przez nie egzopolisacharydów tworzących biofilmy wymaga stoso-
wania swoistych fagów wytwarzających specyficzne DP. Problem swoistości DP i samych bak-
teriofagów można rozwiązać, stosując koktajle fagowe lub wprowadzając do genomu wirusów 
geny kodujące enzymy degradujące różne egzopolisacharydy bakteryjne istotne w tworzeniu 
biofilmu lub poszerzające zakres gospodarzy. Obiecujące wyniki przynosi łączne stosowanie 
DP lub fagów je wytwarzających z innymi środkami przeciwbiofilmowymi. Ukierunkowuje to 
dalsze badania zmierzające do opracowania skutecznej metody walki z biofilmami bakteryj-
nymi. Fagowe DP mogą być również wykorzystane do typowania bakterii lub do określania 
struktury wytwarzanych przez nie polisacharydów.
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Summary
Bacteriophages have been of interest as agents combating undesirable bacteria since their 
discovery nearly 100 years ago. Currently, intensive research is being conducted into two gro-
ups of phage enzymes, which cause damage to bacterial cells. The first group includes lysins 
responsible for breaking down the cell wall in order to release progeny phages and the second 
is polysaccharides depolymerases (PDs), which degrade capsular and structural polysacchari-
des, including exopolysaccharides (EPS) – a dominant bacterial biofilm component. PDs can 
be attached to a phage tail or present as a free form diffused to the medium, their production 
takes place constitutively or is induced by the polysaccharide presence. PDs belong to two 
groups of enzymes: hydrolases (glycanases) or polysaccharide lyases. These enzymes are a very 
heterogeneous group with regard to substrate specificity, the molecular weight or sensitivity 
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Wprowadzenie

Bakteriofagi (fagi) – wirusy niszczące bakterie – zostały 
odkryte niezależnie przez Fredericka W. Tworta w 1915 
oraz Felixa d’Herelle’a w 1917 roku. Bakteriofagi są sze-
roko rozpowszechnione w  środowisku naturalnym, 
występują również w  organizmach ludzi i  zwierząt. 
Liczbę cząstek fagowych na świecie szacuje się na 1031 

[1]. Wirusy bakteryjne są zbudowane z kwasu nukleino-
wego (jedno- lub dwuniciowego DNA lub RNA) otoczo-
nego białkowym kapsydem, w  przypadku niektórych 
fagów również białkowo-lipidową osłonką. The Inter-
national Committee on Taxonomy of Viruses (ICTV) 
w 2009 r. zaklasyfikował fagi do 10 rodzin: Myoviridae, 
Siphoviridae, Podoviridae, Microviridae, Corticoviridae, Tec-
tiviridae, Leviviridae, Cystoviridae, Inoviridae i Plasmaviri-
dae. Pierwsze trzy rodziny tworzą rząd Caudovirales, do 
którego należy 96% dotychczas opisanych fagów zbudo-
wanych z główki i ogonka, mających dwuniciowe DNA. 
Pozostałe 4% fagów ma budowę wielościenną, nitkowatą 
lub pleomorficzną [1].

Bakteriofagi namnażają się wyłącznie w żywych i wraż-
liwych na wirusa bakteriach; proces ten może przebie-
gać na kilka sposobów. Dotychczas wyróżniono 4 cykle 
rozwojowe fagów – lityczny, lizogenny, pseudolizogenny 
oraz przewlekłej infekcji [17,97]. Do celów terapeutycz-
nych są przydatne tylko fagi lityczne, ponieważ bakte-
riofagi łagodne mogą powodować zmianę właściwości 
bakterii, np. przez transfer genów bakterie mogą nabyć 
oporność na antybiotyki lub zwiększyć swoją wirulen-
cję [59,61]. Intensywny rozwój fagoterapii trwający do 
lat 40 ubiegłego stulecia został zahamowany w chwili 

odkrycia przez Fleminga penicyliny. Rozkwit antybio-
tykoterapii i niejednoznaczne wyniki leczenia bakte-
riofagami, wynikające z ówczesnych ograniczeń metod 
badawczych, znacznie zmniejszyły przeprowadzanie 
leczenia fagami. Jednak masowe i często nieuzasadnione 
stosowanie antybiotyków przez ostatnie dziesięciole-
cia doprowadziło do pojawiania się wielolekoopornych 
szczepów bakterii, takich jak metycylinooporne szczepy 
S. aureus (Methicillin Resistant Staphylococcus aureus, 
MRSA) czy wankomycynooporne szczepy Enterococcus 
(Vancomicin-Resistant Enterococcus, VRE) [3,15,85,94]. 
Problemem też jest wzrastająca oporność na leki grupy 
bakterii określonej skrótem ESKAPE: Enterococcus faeca-
lis, S. aureus, Klebsiella, Acinetobacter baumanii, Pseudomo-
nas aeruginosa i Escherichia coli [16,50]. Opisane problemy 
spowodowały ponowne zainteresowanie się bakteriofa-
gami i możliwością ich wykorzystania w terapii infek-
cji bakteryjnych [59,62,70,94]. Dwa główne ośrodki na 
świecie zajmujące się fagoterapią to wrocławski Insty-
tut Immunologii i Terapii Doświadczalnej PAN [14,61,62] 
oraz Instytut Bakteriofagów, Mikrobiologii i Wirusologii 
im. George Eliava w Tbilisi (Gruzja) [50,80].

Bakteriofagi mają wiele cech, które czynią je użytecznym 
narzędziem terapeutycznym [58,89,94]. Jedną z ważniej-
szych jest duża swoistość fagów – zdolność do zainfe-
kowania jednego lub rzadziej kilku rodzajów różnych 
szczepów bakterii. Dzięki tej właściwości nie niszczą 
naturalnej flory człowieka. Oporność bakterii na fagi jest 
mniejszym problemem niż na antybiotyki, ponieważ fagi 
jako organizmy żywe również mogą ewoluować, przez co 
powstają nowe genotypy zdolne do ponownego infeko-
wania danego szczepu. Inną ważną zaletą bakteriofa-

to physical and chemical factors. Phages producing PDs act against encapsulated infectious 
bacteria and have a great potential as a new class of anti-biofilm agents. Polysaccharide depo-
lymerases depriving bacteria of the capsule, reduce their virulence and sensitize them to the 
immune system. The variety of biofilms forming bacteria and exopolysaccharides produced 
by them requires the use of specific phages producing DP. The problem of DP and phages 
specificity can be solved by using phage cocktails or introducing into the virus genome genes 
encoding enzymes degrading various bacterial exopolysaccharides important in the biofilm 
formation or broadening the host range. The use of DP or a DP-producing phage combined 
with other antibiofilm agents brings promising results. This indicates a direction for further 
research to develop effective methods to combat bacterial biofilms. Phage-borne PDs can be 
used for determination of the bacterial polysaccharides structure or efficient capsular typing.
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Full-text PDF:

Word count:
Tables:

Figures:
References:

http://www.phmd.pl/fulltxt.php?ICID=1157422

4864
2
1
99

Adres autorki: dr Agnieszka Maszewska, Zakład Immunobiologii Bakterii, Wydział Biologii i Ochrony Środowiska, 
Uniwersytet Łódzki, ul. Banacha 12/16, 90-237 Łódź; e-mail: agmasz@biol.uni.lodz.pl

Keywords:



692

Postepy Hig Med Dosw (online), 2015; tom 69: 690-702

rzenie bibliotek fagowych zawierających pełną infor-
mację na temat poszczególnych wirusów [55]. Ponieważ 
stosowanie bakteriofagów nadal budzi wiele kontro-
wersji, jednocześnie prowadzi się badania nad wyko-
rzystaniem enzymów fagowych niszczących komórkę 
bakteryjną jako potencjalnych czynników leczniczych 
lub środków dezynfekcyjnych [13,14,32,34,35].

Badania nad enzymami wydzielanymi przez fagi kon-
centrują się na lizynach wytwarzanych podczas ostatniej 
fazy cyklu, odpowiedzialnych za lizę bakterii i uwolnie-
nie wirusów potomnych oraz depolimerazach polisacha-
rydów (DP), które degradują otoczkowe i strukturalne 
polisacharydy, w tym egzopolisacharydy (EPS) będące 
dominującym składnikiem biofilmu bakteryjnego. 
Lizyny znalazły zastosowanie głównie w  zwalczaniu 
bakterii Gram-dodatnich, ponieważ błona zewnętrzna 
bakterii Gram-ujemnych zapobiega ich aktywności 
[13,14,34,35]. Pojawiające się doniesienia literaturowe 
wskazują jednak, że problem można rozwiązać, stosując 
np. EDTA jako czynnik destabilizujący błonę, a uzyskane 
w pracach nad endolizynami aktywnymi wobec bakterii 
Gram-ujemnych wyniki są bardzo obiecujące [96]. Dwa 
rodzaje białek – holiny i endolizyny są zaangażowane 
w degradację powłok bakteryjnych i uwolnienie fagów 
potomnych. Holiny to niskocząsteczkowe hydrofobowe 
białka degradujące błonę cytoplazmatyczną, przez co 
umożliwiają endolizynom dostęp do peptydoglikanu, 
który jest przez nie trawiony. Endolizyny wykazują 
różną aktywność enzymatyczną: N-acetylomurami-
nidazy (lizozym lub lityczna transglikozylaza) i endo-
β-N-acetyloglukozamidazy – rozcinających wiązanie 
β1,4-glikozydowe w peptydoglikanie, endopeptydazy – 
tnącej mostki peptydowe, amidazy N-acetylomuramylo-
-L-alaninowe – odcinającej wiązanie amidowe między 
L-alaniną a resztą N-acetylomuramylową. Oprócz dwóch 
ostatnich pozostałe można zaliczyć do depolimeraz poli-
sacharydów (DP).

Fagowe depolimerazy polisacharydów to badane obec-
nie na szeroką skalę enzymy rozkładające wielocukry 
zarówno wchodzące w skład osłon komórkowych bak-
terii (otoczki, LPS, peptydoglikan), jak i  wydzielane 
przez bakterie do środowiska (polisacharydy stanowiące 
macierz biofilmu). Szczególne zainteresowanie budzą 
DP degradujące polisacharydy otoczkowe i  macierzy 
biofilmu. Są grupą potencjalnych środków do zwalcza-
nia trudnych infekcji związanych z tworzeniem biofilmu 
oraz bakterii otoczkowych powodujących ciężkie zaka-
żenia, takie jak posocznica, zapalenie opon mózgowych, 
płuc, szpiku, septyczne zapalenie stawów i odmiednicz-
kowe zapalenie nerek. Zdolność bakteriofaga mającego 
DP do degradacji bakteryjnych egzopolisacharydów 
stwierdzono już prawie 60 lat temu [2]. Od tego czasu 
opisano wiele depolimeraz polisacharydów wykrytych 
u fagów infekujących, m.in. E. coli [11,24,39,51,67,75,84], 
P. aeruginosa [6,7,37], Pseudomonas agglomerans [44], Pseu-
domonas putida [27], Klebsiella [43,47,54,82], Streptococcus 
[33,52], Rhizobium trifolii [5], Erwinia amylovara [90], Azoto-
bacter vinelandii [29] czy Vibrio cholerae O139 [53].

gów jest ich szybka i stosunkowo tania metoda izolacji, 
w przeciwieństwie do antybiotyków, których uzyskanie 
i wprowadzenie do lecznictwa zajmuje kilka lat i  jest 
kosztowne. Jedną z bardziej znaczących cech fagów jako 
czynnika antybakteryjnego jest zdolność do wykładni-
czego wzrostu, co oznacza, że wraz z nasileniem wzro-
stu bakterii wzrasta liczba wirusów, natomiast w chwili 
zmniejszania się liczby komórek gospodarza maleje 
liczba fagów [18,80]. Doniesienia literaturowe z ostatnich 
kilku lat wskazują na możliwość stosowania bakteriofa-
gów w zapobieganiu lub zwalczaniu biofilmów bakteryj-
nych [4,12,19,23,27,28,36,69,76]. Jest to niezwykle ważne 
odkrycie, ponieważ biofilmy przez to, że powstają na 
różnych powierzchniach stałych, takich jak: tkanki, bio-
materiały, w tym cewniki dożylne czy urologiczne, endo-
protezy, instalacje przemysłowe czy powierzchnia roślin 
uprawnych stanowią ogromny problem kliniczny, prze-
mysłowy i ekonomiczny [31,77,78,99].

Niestety metoda zwalczania bakterii z użyciem natu-
ralnego wroga, jakim są fagi nie jest pozbawiona wad 
[59,61]. Podstawowym problemem jest wybór fagów, 
które można użyć tak, by potencjalne patogeny były na 
nie wrażliwe oraz odpowiednie dobranie miana fagów 
i  sposób ich aplikacji. Ze względu na dużą swoistość 
fagów jest konieczna dokładna identyfikacja czynnika 
chorobotwórczego oraz określenie jego fagowrażliwości, 
co jest czasochłonne i ogranicza komercyjne stosowanie 
fagów. Ponadto swoistość fagów jest poważnym utrud-
nieniem w przypadku zwalczania infekcji czy biofilmów 
mieszanych. Rozwiązaniem jest stosowanie koktajli 
fagowych, czyli mieszanek kilku fagów zwalczających 
bakterie powodujące dany typ zakażenia. Można rów-
nież poszukiwać fagów o szerokim zakresie gospodarzy 
lub modyfikować je genetycznie przez wprowadzenie 
w ich genom genów poszerzających zakres gospodarzy 
[57,74]. Problem, który napotyka fagoterapia to szybkie 
usuwanie fagów z organizmu związane głównie z nie-
swoistym wychwytywaniem wirusów przez komórki 
układu siateczkowo-śródbłonkowego wątroby i  śle-
dziony [61]. Wykazano jednak, że wielokrotne pasażo-
wanie fagów u myszy, pozwala na uzyskanie wariantów 
fagów charakteryzujących się wydłużonym okresem pół-
trwania w surowicy [60]. Z badań przeprowadzonych na 
myszach wynika ponadto, że pokrywanie kapsydów gli-
kolem polietylenowym (PEG) [48] lub wprowadzanie za 
pośrednictwem mutacji niewielkiej zmiany w sekwencji 
aminokwasów w białku strukturalnym kapsydu, wydłu-
żają czas trwania fagów w układzie krążenia myszy [95]. 
Na skuteczność terapii fagowej mają wpływ również 
powstające w czasie kuracji przeciwciała antyfagowe, 
które ją obniżają [61]. Możliwe jest wyeliminowanie tego 
przez stosowanie większych dawek fagów lub zamianę 
na faga o innej swoistości antygenowej, ale podobnym 
zakresie działania antybakteryjnego. Przed zastosowa-
niem faga w terapii należy wykluczyć obecność w jego 
genomie genów kodujących bakteryjne czynniki wiru-
lencji czy warunkujących oporność na antybiotyki [89]. 
Zaleca się więc stosowanie w leczeniu infekcji fagów, 
których genom został poznany. Bardzo ważne jest two-
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chemicznych. Ponadto jej prostota, niskie koszty wyko-
nania i  niezawodność, czynią tę metodę użytecznym 
narzędziem do izolacji różnych depolimeraz polisa-
charydów. Bakteriofagowe enzymy degradujące bakte-
ryjne egzopolisacharydy stanowią bardzo zróżnicowaną 
grupę pod względem swoistości substratowej, masy 
cząsteczkowej czy wrażliwości na czynniki fizykoche-
miczne (tabela 1). Masa cząsteczkowa poszczególnych 
DP jest bardzo różna, np. depolimeraza faga ERA103 ma 
masę 21 kDa, natomiast DP faga K1F, będąca trimerem, 
aż 328 kDa (tabela 1) [39,90]. Zakres pH, w którym DP 
wykazują aktywność jest stosunkowo szeroki i mieści się 
między 5,0 a 9,0, natomiast optymalne pH na ogół jest 
zbliżone do obojętnego lub lekko kwaśne. Optymalna 
temperatura działania DP zależy m.in. od zakażanego 
przez faga gospodarza. Wrażliwość fagowych depolime-
raz polisacharydów na działanie wysokiej temperatury 
jest również bardzo zróżnicowana. Aktywność DP faga 2 
Pseudomonas pozostawała na poziomie 50% po inkubacji 
w temperaturze 70°C przez 5 minut, podczas gdy DP faga 
infekującego E. coli ulegała w tych warunkach całkowitej 
inaktywacji [6,84]. Ciekawym przykładem pod względem 
oporności na wysoką temperaturę jest DP wytwarzana 
przez faga P13 infekującego szczep Klebsiella K13, która 
po inkubacji faga przez 30 minut w temperaturze 70°C 
zachowała 90% aktywności, podczas gdy bakteriofag ule-
gał całkowitej inaktywacji [54]. Podczas oczyszczania tej 
depolimerazy z użyciem złoża Q-Sepharose Fast Flow 
otrzymano dwie frakcje białek zdolnych do degradacji 
EPS. Jednak tylko jedna frakcja E2, po poddaniu ultra-
filtracji z punktem odcięcia białek 100 kDa, zachowała 
aktywność depolimerazy w przesączu. Autorzy założyli, 
że depolimeraza faga P13 występuje w postaci wolnej 
i związanej z cząsteczką faga lub ewentualnie fag wytwa-
rza dwie depolimerazy [54]. 

Depolimerazy fagowe pod względem aktywności można 
podzielić na dwie grupy: hydrolazy, inaczej zwane poli-
sacharazami oraz liazy polisacharydów [81]. Polisacha-
razy (najczęściej endoglukozydazy, endogalaktozydazy 
lub endoramnozydazy) hydrolitycznie rozkładają cha-
rakterystyczne dla danego polisacharydu wiązania 
glikozydowe. Natomiast liazy rozszczepiają wiązanie 
między monosacharydem przy czwartym atomie węgla 
(C4) kwasu uronowego, z jednoczesnym wprowadzeniem 
podwójnego wiązaniem między czwartym a piątym ato-
mem węgla tego kwasu [81]. Ponieważ depolimerazy 
fagowe mogą wykazywać endo- i egzoaktywność, odpo-
wiednio szybko lub wolno degradują EPS. Większość 
fagowych DP, podobnie jak wytwarzające je fagi, charak-
teryzuje się dużą swoistością. Oznacza to, że działają na 
polisacharydy bakterii, dla których je pierwotnie wyizo-
lowano. Powstające w  wyniku działania DP produkty 
zależą od budowy trawionego substratu oraz od charak-
teru wiązania, które jest przez nie przecinane. Niekiedy 
pod wpływem działania DP obserwuje się zmniejszenie 
lepkości śluzu wytwarzanego przez bakterie, przy czym 
nie powstają żadne konkretne produkty, takie jak oligo-
sacharydy czy cukry redukujące. Wskazuje to na nisz-
czenie wewnętrznych wiązań polisacharydu, przy czym 

Charakterystyka fagowych depolimeraz polisacharydów

Fagowe depolimerazy polisacharydów są najczęściej 
umiejscowione na płytce podstawowej faga lub na jego 
włóknie, mogą również występować w postaci wolnej 
dyfundującej do podłoża [20]. Przykładowo bakteriofagi 
F1 i 29 zakażające bakterie E. coli wytwarzają depolime-
razy w postaci wolnej i związanej z wirusem, natomiast 
fag infekujący P. aeruginosa wytwarza tylko depolime-
razę związaną z cząstką wirusa [2,8,11]. Wytwarzanie 
DP może być konstytutywne lub indukowane obecno-
ścią substratu – polisacharydu. Adams i Park zaobser-
wowali, iż badany bakteriofag wytwarza depolimerazę 
podczas infekcji wszystkich wrażliwych na niego szcze-
pów Klebsiella pneumoniae [2]. Sutherland i  Wilkin-
son opisali faga F1, który wytwarzał DP tylko podczas 
namnażania na szczepie E. coli s53 wydzielającym śluz 
[84]. Po zakażeniu fagiem bakterii E. coli s23 niewytwa-
rzających śluzu, w hodowli nie stwierdzono obecności 
enzymu. Gdy do hodowli E. coli s23 dodano oczyszczony 
polisacharyd szczepu s53, zaobserwowano wytwarzanie 
przez faga F1 depolimerazy, przy czym na znacznie niż-
szym poziomie niż w hodowli szczepu s53. Oznacza to, 
że jeśli bakteria nie wytwarza egzopolisacharydu, depo-
limeraza jest zbędna podczas zakażenia komórki gospo-
darza i w związku z tym bakteriofag F1 jej nie wytwarza. 
Na podstawie badań Sutherland i Wilkinson stwierdzili, 
że DP odgrywa rolę w uwalnianiu wirusów potomnych 
i infekowaniu większej liczby następnych bakterii [84].

Łysinki fagów wytwarzających depolimerazy polisa-
charydów są otoczone strefą opalizującego halo (ryc. 
1), która powstaje w wyniku nadmiernego wydzielania 
depolimerazy dyfundującej do podłoża i  pozbawiają-
cej bakterie otoczek [47]. W obszarze halo stwierdzono 
występowanie zarówno fagów, jaki i  żywych bakte-
rii. Zaobserwowano, że w chwili, gdy bakterie wcho-
dzą w fazę stacjonarną, namnażanie fagów spowalnia, 
jednocześnie ich depolimerazy nadal rozkładają EPS, 
powodując tworzenie halo, które powiększa się w czasie 
wskutek dyfundowania fagów ze strefy pierwotnej lizy 
bakterii. Zatem na wielkość halo ma wpływ ilość wytwa-
rzanego enzymu i liczba fagów powstałych w pojedyn-
czej łysince, a to zależy od wydajności adsorpcji danego 
wirusa, okresu latencji i liczby wyrzutu fagów [27].

Uzyskanie depolimeraz polisacharydów jest pierwszym 
etapem badań mających na celu ich charakterystykę. DP 
bardzo często są związane z fagiem dlatego stosowano 
różne metody oparte na działaniu związków chemicz-
nych (kwasów, zasad czy DMSO) na faga w celu oddziele-
nia enzymu od wirusa [71]. Natomiast Kassa i Chhibber, 
wykorzystując stosunkowo dużą oporność depolimeraz 
fagowych na działanie wysokiej temperatury, zapropo-
nowali sposób izolacji tych enzymów oparty na inku-
bacji fagów w temperaturze 60°C przez 30 minut [47]. 
Technika ta okazała się równie skuteczna jak wcześniej 
stosowana wykorzystująca kwas jako czynnik odłącza-
jący enzym od faga, a  w  przeciwieństwie do niej nie 
wymaga stosowania niebezpiecznych odczynników 
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DP, np. fag φK1-5 zakażający dwóch różnych gospoda-
rzy, ponieważ na włóknach ogonka ma endosialidazę, 
która pozwala na infekcję szczepów E. coli wytwarzają-
cych polisacharyd K1 oraz drugi enzym – liazę K5 tnącą 
wiązanie N-acetylo-heparosan-4-GlcA-(β1,4)GlcNAc(α1) 
[75]. Innymi przykładami fagów wytwarzających dwie 
depolimerazy polisacharydów są φK5 rozkładające 
otoczki wytwarzane przez szczepy E. coli K5 i K95 oraz 
fag φK20 wykazujący aktywność enzymatyczną wobec 
antygenów K20 i K5 E. coli [66,67,87].

Aktywność DP wobec bakterii otoczkowych

W postaciach planktonowych bakterii wytwarzających 
wielocukrowe otoczki, fagowa depolimeraza polisacha-
rydów wiąże się z polimerem otoczkowym, powodując 
jego rozkład i dotarcie faga do powierzchni komórki. 
Wtedy bakteriofag łączy się z receptorem występują-
cym na powierzchni ściany komórkowej i zakaża bakte-
rię [44]. Potem może nastąpić cykl lityczny lub lizogenny 
w zależności od typu faga i panujących warunków. Depo-
limerazy polisacharydów wytwarzane przez różne fagi 
mogą hydrolizować EPS innych szczepów bakterii nie-
wrażliwych na wirusy wytwarzające dany enzym [84]. 
Zjawisko takie zaobserwowano m.in. u fagów infekują-
cych różne szczepy E. coli oraz Aerobacter cloacae. Okazało 
się, że EPS badanych szczepów E. coli s17, s53 i K12 oraz A. 
cloacae 5920 wykazywały duże podobieństwo pod wzglę-
dem budowy chemicznej, wszystkie zawierały fukozę, 
glukozę, galaktozę i kwas glukuronowy w porównywal-
nych ilościach [84]. Bartell i Orr porównywali swoistość 
działania 6 wyizolowanych depolimeraz polisachary-
dów: PDB2, PDB6, PDB7, PDA8, PDB9, PDB10, wytwarzanych 
przez fagi zakażające różne szczepy P. aeruginosa [8]. Bak-
terie te wytwarzały trzy typy zewnątrzkomórkowych 
polisacharydów oznaczone A, B i C. Autorzy wykazali, że 
żadna z badanych depolimeraz nie działała na wytwa-
rzany przez część szczepów polisacharyd C, tylko PDA8 
rozkładała polisacharyd A, a pozostałe 5 polisacharyd B. 
Były to jedne z pierwszych badań wskazujące na różno-
rodność pod względem budowy chemicznej polisacha-
rydów P. aeruginosa. Oznacza to, że DP fagowe mogą być 
wykorzystywane w pracach nad określaniem struktury 
polisacharydów bakteryjnych.

Fagi wytwarzające DP mogą być również użytecznym 
narzędziem w typowaniu bakterii otoczkowych. Przy-
kładem jest fag 0507-KN2-1, który swoiście rozpoznaje 
polisacharyd otoczkowy KN2 K. pneumoniae, przy jedno-
czesnym braku reakcji ze szczepami reprezentującymi 78 
innych serotypów polisacharydów otoczkowych tych bak-
terii [43]. Stwierdzono również oporność otrzymanego 
mutanta K. pneumoniae Ca0507 CSP– niewytwarzającego 
polisacharydu KN2 na tego faga. Wyniki te potwierdzają 
hipotezę, że bakteriofag 0507-KN2-1 może być wykorzy-
stywany do rozróżniania szczepu zawierającego otoczkę 
KN2 od pozostałych serotypów K. pneumoniae.

Szczepy E. coli K1, mające otoczkę zbudowaną z polimeru 
kwasu sialowego, odpowiadają za około 85% przypad-

powstające produkty są stosunkowo duże [41]. Bartell 
i  Orr, badając depolimerazy PDB2, PDB6, PDB7, PDB9, 
PDB10 wyizolowane z hodowli różnych szczepów P. aeru-
ginosa zakażonych innymi fagami, wykazali, że wszyst-
kie hydrolizowały jeden typ śluzu z trzech badanych, 
uwalniając przy tym heksozoaminy [8]. Jednak uzyskane 
wyniki z zastosowaniem ówczesnych metod nie wyklu-
czały powstawania innych produktów. Jedną z najinten-
sywniej obecnie badanych depolimeraz – ze względu na 
specyfikę działania – jest endosialidaza lub endo-N-ace-
tyloneuraminidaza (endoN). Do 2012 r., kiedy Park i wsp. 
po raz pierwszy opisali wytwarzanie endosialidazy przez 
bakterie Pseudomonas fluorescens JK-0412 [68], enzym 
ten wykrywano tylko u fagów swoistych wobec E. coli 
K1, a jego obecności nie stwierdzono u żadnego innego 
organizmu żywego [79]. Endosialidaza swoiście rozpo-
znaje i hydrolizuje wewnętrzne wiązanie α-2,8 polimeru 
kwasu sialowego (polySia) tworzącego otoczkę bakterii 
E. coli K1. Dotychczas opisano ponad 20 fagów mających 
gen depolimerazy degradującej otoczkę E. coli K1 [32]. 
Ze względu na specyficzne działanie enzym jest bardzo 
użytecznym narzędziem wykorzystywanym w neurobio-
logii, onkobiologii oraz inżynierii tkankowej [45]. Depo-
limeraza wytwarzana przez faga F40 infekującego szczep 
K. pneumoniae serotyp 2 jest natomiast mannozydazą 
hydrolizującą wiązanie D-mannoza-1→4-D-glukoza, 
przez co oddziela z polisacharydu tetrasacharyd, będący 
podstawową jednostką tego wielocukru [82]. Obecność 
grup acetylowych w polisacharydzie nie wpływała na 
aktywność enzymu. Następnym przykładem jest depoli-
meraza polisacharydów wytwarzana przez bakteriofaga 
29 będąca glukanazą [11]. Enzym ten działa swoiście na 
polisacharyd otoczkowy E. coli Bi161/42 (O9:K29[A]:H-), 
rozkładając wiązanie β-D-glukozydo-(1→3)-D-kwas glu-
kuronowy uwalniając oligosacharydy z powtórzonych 
1-, 2 – lub 3-krotnie heksasacharydów. Bardzo interesu-
jące są fagi, które zawierają dwa różne enzymy będące 

Ryc. 1. Łysinki otoczone strefą opalizującego halo
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amylovora, odpowiedzialnymi za wywoływanie zarazy 
ogniowej. Wykazano, że DP, niszcząc wytwarzane przez 
bakterie E. amylovora otoczki, pozbawiają je głównego 
czynnika wirulencji i przez to przyczyniają się do ich eli-
minacji z roślin [90]. Innym przykładem są fagowe liazy 
hialuronianu, które degradują zbudowane tylko z tego 
związku otoczki Streptococcus pyogenes i Streptococcus equi 
[33,52]. Większość genów kodujących hialuronidazy jest 
umiejscowiona w profagach. Obecnie duże zaintereso-
wanie budzą depolimerazy degradujące polisacharydy 
otoczkowe bakterii z rodzajów Klebsiella – bakterii powo-
dujących wielolekooporne zakażenia szpitalne i alginian 
otaczający komórki śluzowych szczepów Pseudomonas 

ków posocznicy i zapalenia opon mózgowych u nowo-
rodków wywoływanych przez E. coli, charakteryzujących 
się wysokim wskaźnikiem śmiertelności. Mushtaq i wsp., 
wykorzystując model zwierzęcy (noworodki szczurów) 
wykazali, że pojedyncza dawka fagowej endosialidazy E 
(endoE) podana 24 godziny po zakażeniu zwierząt, obni-
żała współczynnik śmiertelności w ciągu 7 dni ekspe-
rymentu z 80-100% do 0-10% [65]. Autorzy sugerowali, 
że endoE przez pozbawienie E. coli K1 otoczki, obniża 
zjadliwość tych bakterii i czyni je bardziej podatnymi 
na działanie układu odpornościowego, np. fagocytozę 
przez makrofagi. Depolimerazy fagowe znajdują również 
zastosowanie w walce z patogenami roślin, np. Erwinia 

Tabela 1. Przykłady fagowych depolimeraz polisacharydów

Fag Gospodarz
Aktywność 

enzymatyczna
Masa
kDa

Optymalne pH
(zakres pH)

Inne cechy Piśmiennictwo

F1 E. coli s23 - -
7,0

(6,0-7,5)
brak aktywności po inkubacji enzymu 

w temp. 70°C, 5 min
[84]

2 P. aeruginosa BI - 180 7,5
50% aktywności enzymu po inkubacji 

w temp. 70°C, 5 min
[6]

K-2 A. aerogenes 4047 glukanohydrolaza 379 5,2 - [98]

brak nazwy A. vinelandii Wyss liaza 30-35
7,7

(7,0-8,5)
- [29]

29 E. coli - 245 -

po trawieniu EPS depolimerazą 
powstają oligosacharydy 

z powtórzonych 1-, 2- lub 3-krotnie 
heksasacharydów

[11]

ERA103 E. amylovara - 21
6,0

(3,0-8,0)
optymalna temp. działania enzymu: 

30°C
[90]

E E. coli K1 endosialidaza 208 5,5 jony Ca2+ hamują aktywność enzymu [88]

K1F E. coli K1 endosialidaza 328 - trimer [39]

φK5A E. coli K5 liaza KflA 66,9
8,5

(6,0-9,0)

po trawieniu EPS depolimerazą 
powstają produkty o niskiej masie 

cząsteczkowej
[24]

Profag S. equi
liaza hialuronianu 

SEQ2045
42

7
(5,0-7,5)

optymalna temp. działania enzymu: 
37°C, 50% aktywności po inkubacji 

enzymu w temp. 44°C
[52]

H4489A S. pyogenes liaza hialuronianu 40
5,5

(4,0-7,0)

optymalna temp. działania enzymu: 
37°C,

jony Mg2+ lekko wzmagają działanie 
enzymu,

jony Cu2+, Ni2+, Co2+ hamują 
aktywność enzymatyczną

[33]

PT-6 P. aeruginosa liaza alginianu 37 -
enzym zmniejsza lepkość śluzu  

o 62-66% w ciągu 15 min
[37]

DEP K. pneumoniae B5055 - 36
7,5

(7,0-8,0)
17% aktywności po inkubacji enzymu 

w temp. 65°C, 30 min
[47]

P13 Klebsiella K13 - 62-65
6,5

(5,5-8,0)

optymalna temp. działania enzymu: 
60°C; K+, Na+, Ca2+ wzmagają 

aktywność enzymu
[54]
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dotyczy zwalczania już wytworzonego biofilmu przez 
traktowanie go zawiesiną faga lub fagów. Inna koncep-
cja walki z biofilmem bakteryjnym, obecnie intensywnie 
sprawdzana, opiera się na stosowaniu reprezentujących 
nową grupę środków antybiofilmowych: fagach wytwa-
rzających depolimerazy polisacharydów lub na samych 
tych enzymach (tabela 2).

W  1998 r. Hughes i  wsp., badając wpływ faga SF153b 
wytwarzającego wolną depolimerazę polisacharydów 
na biofilm Enterobacter agglomerans 53b, wykazali zdol-
ność DP do niszczenia biofilmu [44]. Zaobserwowali, że 
bakteriofag wraz z DP powodował 1992-krotny spadek 
liczby komórek wrażliwego szczepu po 180 min od doda-
nia faga i enzymu do biofilmu. Jednocześnie po tym cza-
sie sam enzym spowodował 120-krotny spadek liczby 
komórek w biofilmie. Oceniając wpływ faga SF153b i jego 
DP na szczep M53b oporny na tego wirusa, ale wytwa-
rzający EPS wrażliwy na badaną depolimerazę, autorzy 
zaobserwowali 61-krotne zmniejszenie liczby bakterii 
w biofilmie. Obecnie, dzięki zaawansowanym metodom 
molekularnym, możliwe jest poznanie sekwencji całych 
genomów bakteriofagowych. Analiza sekwencji pozwala 
określić czy w genomie danego faga znajdują się geny 
kodujące depolimerazy polisacharydów. Takim przykła-
dem są fagi vB_SepiS-phiIPLA5 i vB_SepiS-phiIPLA7 swo-
iste wobec Staphylococcus epidermidis, u których wykryto 
obecność domen kodujących enzymy podobne do liaz 
pektynowych, potencjalnie zaangażowane w degradację 
EPS [38]. Przypuszczenie to potwierdzała obecność halo 
otaczającego ich łysinki. Badając wpływ faga vB_SepiS-
-phiIPLA7 na 7-dniowy biofilm szczepów niewrażliwego 
i  wrażliwego S. epidermidis, oceniano liczbę bakterii 
planktonowych i  w  biofilmie. W  przypadku szczepu 
wrażliwego całkowita liczba żywych bakterii została zre-
dukowana do 5% po 3 godzinach inkubacji. Natomiast fag 
ten nie wpływał na liczbę komórek zarówno planktono-
wych, jak i w biofilmie szczepu niewrażliwego. W przy-
padku szczepu CJBP1, który wytwarzał EPS wrażliwy na 
działanie DP, nie zmieniła się całkowita liczba bakterii 
w hodowli, natomiast drastycznie zmieniły się propor-
cje między liczbą bakterii planktonowych i w biofilmie. 
Tylko 2% komórek pozostało w biofilmie, co sugeruje, 
że fagowa liaza zniszczyła EPS, uwalniając bakterie do 
podłoża [38]. Podobnie w przypadku Campylobacter jejuni 
bakterii tworzących biofilmy w rurach wodnych i insta-
lacjach przemysłowych zaobserwowano, że bakteriofagi 

odpowiedzialnych za groźne zakażenia w  przebiegu 
mukowiscydozy [37,43,47,91].

Fagi wytwarzające DP kontra biofilm

Uważa się, że większość bakterii w środowisku natu-
ralnym występuje w postaci biofilmu. Biofilm tworzy 
się wtedy, kiedy bakterie wolno pływające osiadają na 
powierzchni stałej, np. błonach śluzowych, implantach 
medycznych, cewnikach, roślinach, rurach itp. i tworzą 
wielokomórkowe skupiska otoczone zewnątrzkomórko-
wym polimerem, stanowiącym prawie 90% całej biomasy 
[49]. Składa się głównie z  egzopolisacharydów (EPS), 
ponadto w jego skład wchodzą białka, tłuszcze, kwasy 
nukleinowe, części bakterii, np. pile czy fragmenty 
powierzchni, na której tworzy się biofilm. Macierz 
chroni bakterie przed działaniem czynników zewnętrz-
nych, takich jak antybiotyki, środki dezynfekcyjne czy 
składniki układu odpornościowego. Oporność bakte-
rii w biofilmie na antybiotyki jest nawet kilka tysięcy 
razy większa w porównaniu do postaci planktonowych 
[21,64]. Zjawisko jest związane ze zmniejszonym metabo-
lizmem, hamowaniem dyfuzji antybiotyków przez egzo-
polimery, syntezą enzymów rozkładających antybiotyki. 
W biofilmie pojawiają się komórki przetrwałe, tzw. per-
sisters cells, które pozwalają na odtworzenie biofilmu 
po zakończeniu działania na niego środkiem bakterio-
bójczym [42]. Zwalczając infekcje związane z wytwo-
rzeniem biofilmu, koniecznie należy długotrwale 
stosować wysokie dawki antybiotyków, co nie zawsze 
przynosi pożądany skutek. Inaczej sytuacja przedsta-
wia się w przypadku stosowania fagów, które przemiesz-
czają się w biofilmie kanałami wodnymi, a posiadane 
przez nie depolimerazy polisacharydów degradują EPS, 
przez co fagi docierają do wszystkich warstw biofilmu 
(ryc. 2) [4,30,44,83]. W związku z samopowielaniem się 
wirusa teoretycznie do zwalczania biofilmu wystar-
czy jedna dawka faga. Carson i wsp. wykazali zdolność 
bakteriofagów do niszczenia dojrzałego biofilmu E. coli 
i Proteus mirabilis oraz zapobiegania jego powstawaniu 
na cewnikach urologicznych [19]. Autorzy uważali, że 
wiek biofilmu nie wpływa na aktywność lityczną fagów. 
Dotychczas przedstawiono dwie strategie walki z biofil-
mem z wykorzystaniem fagów [30]. Pierwsza dotycząca 
zapobiegania tworzeniu biofilmu na biomateriale jest 
oparta na pokrywaniu cewników obojętnym hydroże-
lem, który następnie jest „impregnowany” fagami. Druga 

Ryc. 2. Zwalczanie biofilmu przez fagi wytwarzające depolimerazy polisacharydów (wg [55] zmodyfikowano)



697

Maszewska A. – Fagowe depolimerazy polisacharydów ...

fagów uzyskanych podczas zakażenia bakterii hodowa-
nych w podłożu bez dodatku antybiotyku [25]. Autorzy 
zjawisko to określili mianem Phage-Antibiotic Synergy 
(PAS). Rayan i wsp. wykazali synergistyczne działanie 
fagów w połączeniu z antybiotykami w stosunku do bio-
filmu [73]. Zaobserwowali, że jednoczesne zastosowa-
nie faga T4 i cefotaksymu spowodowało skuteczniejsze 
niszczenie biofilmu E. coli ATCC 11303 w porównaniu do 
samego antybiotyku. Ponadto fagi o mianie 104 PFU/ml 
i 107 PFU/ml powodowały obniżenie minimalnego stę-
żenia potrzebnego do eradykacji biofilmu MBEC (the 
Minimum Biofilm Eradication Concentration) z 256 mg/
ml na odpowiednio 128 i 32 mg/ml. Porównując nawet 
największe zastosowane stężenie faga T4 107 PFU/ml, 
powodowało najwyżej 0,9 log redukcję biofilmu E. coli. 
Również jednoczesne potraktowanie biofilmu K. pneu-
moniae B5055 amoksycykliną i fagami, przyniosło lepsze 
rezultaty w zwalczaniu biofilmu niż sama antybiotykote-
rapia czy fagoterapia [9]. Zaobserwowano, że amoksycy-
klina w porównaniu do fagów lepiej działała na biofilm 
do 4 dnia inkubacji, natomiast później skuteczniejsze 
w eradykacji biofilmu okazały się bakteriofagi. Może to 
być spowodowane słabą dyfuzją antybiotyku w dojrza-
łym biofilmie i w związku z tym ograniczonym jego dzia-
łaniem. Połączone działanie fagów z ciprofloksacyną na 
biofilm K. pneumoniae również okazało się skuteczniejsze 
niż stosowanie samego antybiotyku [91,92]. Wytwarzane 
przez fagi depolimerazy polisacharydów mogą powodo-
wać zniszczenie struktury biofilmu, przez co umożli-
wiają fagom swobodny dostęp do bakterii [44]. W terapii 
skojarzonej natomiast fagi niejako torują drogę anty-
biotykowi, przez co dyfunduje do głębszych warstw bio-
filmu, uzyskując bakteriobójcze stężenie, nieosiągalne 
w przypadku samej antybiotykoterapii. Terapia skoja-
rzeniowa znacząco ogranicza powstawanie wariantów 
opornych w porównaniu z metodami opartymi na stoso-
waniu jednego czynnika antybiofilmowego [92].

Jednym z  powszechnie stosowanych do dezynfekcji 
czynników chemicznych jest chlor. Jednak w zwalcza-
nia biofilmów metoda ta nie zawsze przynosi pożądane 
skutki, ponieważ bakterie są otoczone EPS stanowiącym 
barierę ochronną. Zhang i Hu wykazali, że zastosowanie 
chloru w stężeniu 21 i 210 mg/l hamowało tworzenie bio-
filmu P. aeruginosa odpowiednio w 53 i 86%, nie powodo-
wało jednak eradykacji 72-godzinnego biofilmu [99]. Dla 
porównania zastosowanie swoistego bakteriofaga hamo-
wało tworzenie biofilmu P. aeruginosa w 80% i powodo-
wało niszczenie dojrzałego biofilmu w 52%. Natomiast 
zastosowanie swoistych fagów w połączeniu z chlorem 
w obu wymienionych stężeniach zahamowało formowa-
nie biofilmu P. aeruginosa powyżej 90%. Fagi w połącze-
niu z zastosowanym środkiem dezynfekcyjnym również 
bardziej niszczyły dojrzały biofilm, zaobserwowano jego 
ubytek w 60 i 88% odpowiednio przy stężeniu chloru 21 
i 210 mg/l. Niestety w opisanej metodzie problemem jest 
właściwe dostosowanie stężenia chloru w zależności od 
rodzaju dezynfekowanej powierzchni lub przedmiotu, 
a co za tym idzie odpowiedni wybór faga niewrażliwego 
na określone stężenie chloru. Przykładem próby wyko-

degradowały macierz zewnątrzkomórkową i powodo-
wały lizę bakterii w obrębie biofilmu [76]. Hanlon i wsp. 
zaobserwowali, że enzymatyczna degradacja alginianu 
ułatwiała dyfuzję fagów w biofilmie P. aeruginosa [41]. 

Badania dotyczące wpływu bakteriofagów na biofilm 
bakteryjny wykazały, że odpowiednio dobrane dawki 
faga z właściwą depolimerazą egzopolisacharydów są 
podstawowe dla powodzenia terapii fagowej. Biofilm P. 
putida wykazywał największą wrażliwość na faga T7-like 
mającego DP po 8 godzinach inkubacji, natomiast po 
24 zaobserwowano powstawanie oporności biofilmu 
na tego wirusa [27]. Podobnie stosowanie bakteriofaga 
T7 na biofilm E. coli w pierwszym etapie powodowało 
zmniejszenie liczby bakterii w biofilmie, niestety nie 
dochodziło do ich całkowitej eradykacji [63]. Wskazuje 
to na osiągnięcie w biofilmie pewnego rodzaju równo-
wagi między wirusem a gospodarzem, co ze względów 
terapeutycznych jest zjawiskiem niekorzystnym. Z cza-
sem mogą się pojawić komórki bakterii oporne na faga 
i warianty faga zdolne do infekowania opornych szcze-
pów, z których dalej mogą powstać mutanty oporne na 
nie [46]. Przy ocenie zdolności bakteriofagów zawierają-
cych DP do eradykacji biofilmu trzeba pamiętać, że bio-
filmy występujące w przyrodzie przeważnie są mieszane 
[84]. Całkowitą eradykację biofilmu tworzonego przez 
szczep Enterobacter cloace NCTC 5920 uzyskano dopiero 
po zastosowaniu mieszaniny trzech różnych bakteriofa-
gów. Natomiast próby zniszczenia biofilmu tworzonego 
przez dwa gatunki E. cloace NCTC 5920 i E. agglomerans 
Ent okazały się bezskuteczne nawet po zastosowaniu 
koktajlu trzech bakteriofagów [86]. Wyniki wskazują na 
potencjał terapeutyczny fagów litycznych w walce z bio-
filmami i zarazem konieczność stosowania odpowiednio 
dobranych fagów wytwarzających DP swoiście wobec 
egzopolisacharydów tworzących macierz danego bio-
filmu. Jednak zdarza się, że stosowanie samych fagów 
nie jest wystarczające do całkowitej eradykacji biofilmu. 
Proponowanym rozwiązaniem tego problemu przez 
wielu badaczy jest terapia skojarzona, polegająca na 
łączeniu bakteriofagów z innymi środkami przeciwbio-
filmowymi.

Fagi wytwarzające DP jako „wspomagacze” w walce 
z biofilmem – terapia skojarzona

Ponieważ sposoby oparte na stosowaniu bakteriofagów 
jako jedynego środka antybiofilmowego nie są w pełni 
skuteczne, podejmowanych jest wiele prób mających 
na celu opracowanie skutecznych metod skojarzonych 
w zwalczaniu biofilmu bakteryjnego. Polegają one na 
łączeniu bakteriofagów lub wytwarzanych przez nie 
depolimeraz EPS z takimi preparatami jak antybiotyki, 
środki dezynfekujące, np. związki chloru czy antagoniści 
żelaza (tabela 2). 

Comeau i wsp. zaobserwowali, że niewielkie stężenie 
cefotaksymu (20 ng/ml) powodowało 7-krotne zwiększe-
nie liczby fagów potomnych uwolnionych podczas lizy 
zakażonego szczepu E. coli MFP w porównaniu do liczby 
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Inna proponowana metoda skojarzona opiera się na sto-
sowaniu z  fagami czynników limitujących bakteriom 
dostęp do pierwiastków biogennych, np. żelaza. Udo-
wodniono, że żelazo jest pierwiastkiem niezbędnym do 
życia bakterii i tworzenia przez nie biofilmu. Jony żelaza 
odpowiadają za przejście bakterii z postaci planktono-
wej w osiadłą i stabilizację polisacharydów w macierzy 
biofilmu [10]. Hancock i wsp. [40] wykazali, że doda-
nie do podłoża jonów Zn (II) lub Co (II), pierwiastków 
wykazujących większe niż żelazo powinowactwo do 
białka Fur – głównego kontrolera wychwytu żelaza, 
hamowało tworzenie przez E. coli biofilmu [40]. Zasto-

rzystania fagów, a konkretnie wytwarzanej przez nie 
depolimerazy polisacharydów do walki z biofilmem są 
badania Taita i wsp. [86]. Autorzy wykazali, że zastoso-
wanie DP faga φEnt w połączeniu z różnymi środkami 
dezynfekcyjnymi, takimi jak: preparat zawierający pod-
chloryn, niejonowy i amfoteryczny środek odkażający, 
czwartorzędowe związki amoniowe powodowało całko-
witą lub prawie całkowitą eradykację biofilmu E. agglo-
merans Ent. Z zastosowanych środków osobno najsilniej 
niszczyła biofilm DP, a najsłabiej amfoteryczny środek 
odkażający i  czwartorzędowe związki amoniowe (4-5 
razy słabiej w porównaniu do DP). 

Tabela 2. Przykłady wpływu fagów lub fagowych depolimeraz polisacharydów na biofilm

Fag/enzym Biofilm Warunki doświadczenia Rezultaty Piśmiennictwo

SF153b 
wytwarzający DP

E. agglomerans 
53b, M53b szczep 

oporny na faga 
wyprowadzony z 53b 

o wrażliwym EPS 
na DP

biofilm 53b ok. 106 CFU/cm2 traktowany 
fagiem SF153b lub jego DP

biofilm M53b ok. 106 CFU/cm2 traktowany 
fagiem SF153b i DP

ocena redukcji liczby bakterii  
oceniana po 180 min:

biofilm 53b traktowany fagiem  
SF153b – 1992x, DP – 120x 

biofilm M53b traktowany fagiem  
SF153b i DP – 61x 

[44]

DP Ent E. agglomerans Ent

biofilm hodowany przez noc w 30°C, 120 
rpm traktowano DP φEnt 5 min, następnie 

środkami dezynfekcyjnymi: na bazie 
podchlorynu, niejonowym, amfoterycznym 
i czwartorzędowym związkiem amonowym 

przez kolejne 5 min

wszystkie środki odkażające w połączeniu 
z DP φEnt powodowały eliminację 

biofilmu, w przypadku zastosowanych 
osobno największy efekt powodowała 

DP, kolejno środek niejonowy, na 
bazie podchlorynu, amfoteryczny 

i czwartorzędowy związek amonowy

[86]

φ15  
wytwarzający DP

P. putida RD5PR2, P. 
putida PpG1 

24-godzinny i 48-godzinny biofilm 
hodowany stacjonarnie, fagi dodane 102, 

104 lub 106 PFU/studzienkę, inkubacja 2-24 
godz. w temp. 30oC

24-godzinny biofilm bardziej podatny na 
działanie faga; największy ubytek biofilmu 
po 8 godz. inkubacji z fagiem o mianie 104 

(38 i 87 %) i 106 (55 i 96 %); po 24 godz. 
zaobserwowano odtwarzanie się biofilmu 

- pojawianie się oporności na faga

[27]

Brak nazwy P. aeruginosa

początkowa liczba bakterii 2x108 CFU 
i fagów 3x107 PFU/ml, chlor 21 i 210 mg/L

zapobieganie tworzeniu biofilmu: 
mieszanina bakterii, fagów i chloru, 
inkubacja 50 godz., temp. pokojowa

niszczenie biofilmu: do 72 godz. biofilmu 
hodowanego w temp. 37°C dodawano fagi 

i chlor, po 72 godz. w temp. pokojowej 

chlor redukował tworzenie biofilmu w ok. 
53 i 86 % odpowiednio w stężeniu 21 i 210 

mg/L, natomiast nie niszczył dojrzałego 
biofilmu

fagi zapobiegały tworzeniu w 80% 
i zwalczały w 50%

mieszanina fagów z chlorem 210 mg/L 
powodowała zahamowanie tworzenia 

biofilmu w 94% i niszczenie prawie w 88%

[99]

Brak nazwy K. pneumoniae B5055
biofilm hodowany od 1 do 8 dni,  

fag MOI 0,01 z lub bez amoksycykliną 512 
mg/ml

redukcja liczby bakterii w biofilmie:
antybiotyk: 2,97 ± 0,11 log 

fag: 3,51 ± 0,19 log
antybiotyk + fag: 5,49 ± 0,27 log 

[9]

Genetycznie 
modyfikowane:

T7control 
T7DspB

E. coli TG1

test MBEC
biofilm hodowany na kołeczkach 24 godz., 

w temp. 35°C, 150 rpm
fagi 103/ kołeczek, inkubacja 24godz., 

w temp. 35°C

redukcja biofilmu w porównaniu do 
biofilmu nietraktowanego fagami: 

T7control – 5,6x; T7DspB – 14,5x 

redukcja biofilmu przez T7DspB 
w porównaniu do T7control – 2,6x (P = 5,4x10-8)

[55]

DP - depolimeraza polisacharydów, EPS - egzopolisacharyd; CFU - jednostka koloniotwórcza (colony-forming unit); PFU - jednostka łysinkotwórcza (plaque-forming 
unit); rpm – liczba obrotów na minutę (revolutions per minute)
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otrzymali z łagodnego faga M13mp18 mutanta φlexA3 
charakteryzującego się nadekspresją białka lexA3, 
będącego represorem bakteryjnego systemu naprawy 
DNA – SOS [56]. Fag φlexA3 zwiększał skuteczność anty-
biotyków z  trzech powszechnie stosowanych grup: 
chinolonów – ofloksacyny, aminoglikozydów – gen-
tamycyny i β-laktamów – ampicyliny w stosunku do 
bakterii wykazujących na nie oporność oraz bakterii 
występujących w biofilmie. Obecnie dostępne metody 
biologii molekularnej stwarzają w zasadzie nieogra-
niczone możliwości komponowania bakteriofagów 
o  pożądanych właściwościach. Z  tego względu bar-
dzo ważne jest poznawanie genomów znanych i nowo 
odkrywanych fagów oraz tworzenie bibliotek fago-
wych. 

Podsumowanie

Fagi wytwarzające depolimerazy polisacharydów 
lub same te enzymy mogą stanowić nową klasę środ-
ków antybiofilmowych i/lub leków przeciwko pato-
gennym bakteriom wytwarzającym otoczki. Fagowe 
enzymy rozkładające egzopolisacharydy, mimo że 
same nie zabijają bakterii, to degradując otoczki bak-
teryjne czy macierz biofilmu, umożliwiają dostęp do 
drobnoustrojów środkom bakteriobójczym czy czynni-
kom układu odpornościowego makroorganizmu, które 
działając pojedynczo, często okazują się nieskuteczne. 
W związku z różną aktywnością enzymatyczną fagowe 
depolimerazy polisacharydów mogą również być uży-
tecznym narzędziem w badaniach struktury chemicz-
nej polisacharydów, wytwarzaniu oligosacharydów 
z  polisacharydów czy diagnostyki bakterii. Izolacja 
nowych fagów i  wytwarzanych przez nie enzymów 
jest stosunkowo prosta i tania w porównaniu do pro-
cesu otrzymania nowego antybiotyku. Zaletą i  zara-
zem wadą fagów i wytwarzanych przez nie DP jest duża 
swoistość. Pozytywne jest, że nie niszczą w  przeci-
wieństwie do antybiotyków naturalnej flory gospoda-
rza. Jednak swoistość fagów i DP ogranicza ich szerokie 
stosowanie. Problem można rozwiązać przez stosowa-
nie odpowiednio przygotowanych koktajli fagowych 
lub za pośrednictwem modyfikacji genetycznej posze-
rzać zakres gospodarzy fagów. W związku z powyższym 
bardzo ważne jest tworzenie bibliotek fagowych. Bar-
dziej obiecujące wyniki w zwalczaniu biofilmów uzyski-
wano, wykorzystując terapię skojarzoną w porównaniu 
do stosowania samych bakteriofagów czy ich depolime-
raz. Wskazuje to kierunek dalszych badań mających na 
celu opracowanie skutecznej metody wykorzystującej 
bakteriofagi w walce z biofilmami bakteryjnymi.

sowanie w metodzie skojarzonej CoSO4 i  faga KPO1K2 
wytwarzającego DP spowodowało całkowitą eradyka-
cję jedno- i 2-dniowego biofilmu K. pneumoniae B5055, 
czego nie obserwowano w przypadku użycia CoSO4 albo 
faga [22]. Zaobserwowana w niewielkim stopniu erady-
kacja biofilmu w przypadku działania na niego fagiem 
NDP niewytwarzającym DP w obecności jonów kobaltu 
wskazuje na istotną rolę depolimerazy w niszczeniu bio-
filmu K. pneumoniae B5055. Prawdopodobnie depolime-
raza degradując macierz biofilmu, ułatwia dyfuzję jonów 
kobaltu do jego głębszych warstw. Niestety terapia sko-
jarzona nie powodowała lub tylko częściową eradykację 
starszego biofilmu tych bakterii. 

Terapie skojarzone budzą wielkie nadzieje w walce z bio-
filmami bakteryjnymi, jednak w związku z bardzo zło-
żoną strukturą i funkcjonowaniem biofilmów konieczne 
są dalsze badania nad możliwymi do wykorzystania 
w terapii czynnikami antybakteryjnymi, takimi jak: róż-
nego typu antybiotyki, związki chelatujące lub anta-
goniści pierwiastków biogennych, środki odkażające, 
bakteriocyny, związki pochodzenia roślinnego, np. poli-
fenole czy peptydy o właściwościach antybakteryjnych.

Doskonalenie fagów za pomocą inżynierii genetycznej

Mimo obiecujących wyników badań nad zastosowa-
niem fagów wytwarzających DP czy samych enzymów 
w  zwalczaniu bakterii otoczkowych czy biofilmów 
bakteryjnych, wykorzystanie ich na szeroką skalę jest 
ograniczone w związku z dużą swoistością depolimeraz. 
Nawet mała zmiana lub różnica w budowie polisacha-
rydu między szczepami bakterii, powoduje niewraż-
liwość na działanie danej depolimerazy [72]. Jednak 
problem można rozwiązać, wykorzystując metody 
inżynierii genetycznej, które pozwalają na wprowa-
dzenie do genomu faga określonych genów nadają-
cych wirusom pożądane właściwości [57]. Scholl i wsp., 
wprowadzając do genomu faga T7 – swoistego wobec 
szczepów E. coli B i K12 – gen kodujący K1-5 endosiali-
dazę, poszerzyli zakres jego gospodarzy, umożliwiając 
mu zakażanie szczepów E. coli wytwarzających polisa-
charyd otoczkowy K1 [74]. Lu i Collins w wyniku mody-
fikacji genetycznej uzyskali faga T7DspB wytwarzającego 
enzym – dyspersynę B (naturalnie wytwarzaną przez 
Actinobacillus actinomycetemcomitans) hydrolizującą 
polimer β-1,6-N-acetyl-D-glukozoaminy, adhezynę bak-
teryjną istotną w tworzeniu biofilmu i utrzymaniu jego 
integracji przez takie bakterie, jak Staphylococcus czy 
E. coli [55]. Okazało się, że fag T7DspB jest skuteczniej-
szy w niszczeniu biofilmu niż fag T7. Ci sami badacze 
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