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Stowa kluczowe:

Streszczenie

Bakteriofagi zostaly odkryte prawie 100 lat temu i ciagle budza zainteresowanie; intensywnie
prowadzi sie badania nad dwiema grupami enzyméw fagowych uszkadzajacych komérke
bakteryjna. Pierwsza sa lizyny odpowiedzialne za niszczenie bakterii i uwolnienie wiruséw.
Druga grupa to depolimerazy polisacharydéw (DP) degradujgce otoczkowe i strukturalne
polisacharydy, w tym egzopolisacharydy (EPS) bedace dominujacym sktadnikiem biofilmu.
Depolimerazy polisacharydéw moga by¢ zwiazane z fagiem lub wystepowac w postaci wolnej,
aich wytwarzanie odbywa sie konstytutywnie lub jest indukowane obecnoscia polisacharydu.
Pod wzgledem aktywnosci DP dziela sie na hydrolazy (polisacharazy) lub liazy polisachary-
déw. Enzymy te s bardzo zréznicowang grupa pod wzgledem swoistosci substratowej, masy
czasteczkowej czy wrazliwos$ci na czynniki fizykochemiczne. Fagi i wytwarzane przez nie DP
wykazujg ogromny potencjat jako $rodki do zwalczania bakterii otoczkowych powodujacych
ciezkie infekcje - posocznice, zapalenie opon mézgowych, ptuc oraz jako nowa grupa prepa-
ratéw antybiofilmowych. Pozbawiajac bakterie otoczki, obnizaja ich zjadliwo$é, czyniac je
bardziej podatnymi na dziatanie uktadu odporno$ciowego makroorganizmu. Réznorodno$é
bakterii i wytwarzanych przez nie egzopolisacharydéw tworzacych biofilmy wymaga stoso-
wania swoistych fagéw wytwarzajacych specyficzne DP. Problem swoisto$ci DP i samych bak-
teriofagéw mozna rozwiazaé, stosujac koktajle fagowe lub wprowadzajac do genomu wiruséw
geny kodujace enzymy degradujace rézne egzopolisacharydy bakteryjne istotne w tworzeniu
biofilmu lub poszerzajace zakres gospodarzy. Obiecujace wyniki przynosi taczne stosowanie
DP lub fagéw je wytwarzajacych z innymi §rodkami przeciwbiofilmowymi. Ukierunkowuje to
dalsze badania zmierzajgce do opracowania skutecznej metody walki z biofilmami bakteryj-
nymi. Fagowe DP moga by¢ réwniez wykorzystane do typowania bakterii lub do okreslania
struktury wytwarzanych przez nie polisacharydéw.

bakteriofag - fagowe depolimerazy polisacharydéw - otoczka « biofilm - egzopolisacharydy

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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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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WPROWADZENIE

Bakteriofagi (fagi) - wirusy niszczace bakterie - zostaly
odkryte niezaleznie przez Fredericka W. Tworta w 1915
oraz Felixa d’Herelle’a w 1917 roku. Bakteriofagi sg sze-
roko rozpowszechnione w $rodowisku naturalnym,
wystepuja réwniez w organizmach ludzi i zwierzat.
Liczbe czastek fagowych na $wiecie szacuje sie na 10*
[1]. Wirusy bakteryjne sg zbudowane z kwasu nukleino-
wego (jedno- lub dwuniciowego DNA lub RNA) otoczo-
nego biatkowym kapsydem, w przypadku niektérych
fagéw réwniez biatkowo-lipidowa ostonka. The Inter-
national Committee on Taxonomy of Viruses (ICTV)
w 2009 r. zaklasyfikowat fagi do 10 rodzin: Myoviridae,
Siphoviridae, Podoviridae, Microviridae, Corticoviridae, Tec-
tiviridae, Leviviridae, Cystoviridae, Inoviridae i Plasmaviri-
dae. Pierwsze trzy rodziny tworza rzad Caudovirales, do
ktérego nalezy 96% dotychczas opisanych fagéw zbudo-
wanych z gtéwki i ogonka, majacych dwuniciowe DNA.
Pozostate 4% fagéw ma budowe wielo$cienna, nitkowata
lub pleomorficzna [1].

Bakteriofagi namnazajg sie wylacznie w zywych i wraz-
liwych na wirusa bakteriach; proces ten moze przebie-
ga¢ na kilka sposobdw. Dotychczas wyrézniono 4 cykle
rozwojowe fagéw - lityczny, lizogenny, pseudolizogenny
oraz przewlektej infekcji [17,97]. Do celéw terapeutycz-
nych sa przydatne tylko fagi lityczne, poniewaz bakte-
riofagi tagodne moga powodowa¢é zmiane wtasciwosci
bakterii, np. przez transfer genéw bakterie moga naby¢
oporno$¢ na antybiotyki lub zwiekszy¢ swoja wirulen-
cje [59,61]. Intensywny rozwdj fagoterapii trwajacy do
lat 40 ubieglego stulecia zostal zahamowany w chwili

odkrycia przez Fleminga penicyliny. Rozkwit antybio-
tykoterapii i niejednoznaczne wyniki leczenia bakte-
riofagami, wynikajgce z dwczesnych ograniczeri metod
badawczych, znacznie zmniejszyty przeprowadzanie
leczenia fagami. Jednak masowe i czesto nieuzasadnione
stosowanie antybiotykéw przez ostatnie dziesieciole-
cia doprowadzito do pojawiania sie wielolekoopornych
szczepSw 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 tez jest wzrastajaca oporno$¢ na leki grupy
bakterii okreslonej skrétem ESKAPE: Enterococcus faeca-
lis, S. aureus, Klebsiella, Acinetobacter baumanii, Pseudomo-
nas aeruginosa i Escherichia coli [16,50]. Opisane problemy
spowodowaly ponowne zainteresowanie sie bakteriofa-
gami i mozliwo$cia ich wykorzystania w terapii infek-
cji bakteryjnych [59,62,70,94]. Dwa gtéwne o$rodki na
$wiecie zajmujace sie fagoterapig to wroctawski Insty-
tut Immunologii i Terapii Do§wiadczalnej PAN [14,61,62]
oraz Instytut Bakteriofagéw, Mikrobiologii i Wirusologii
im. George Eliava w Thilisi (Gruzja) [50,80].

Bakteriofagi maja wiele cech, ktére czynig je uzytecznym
narzedziem terapeutycznym [58,89,94]. Jedng z wazniej-
szych jest duza swoisto$é fagéw - zdolnos$é do zainfe-
kowania jednego lub rzadziej kilku rodzajéw réznych
szczepdw bakterii. Dzieki tej wtasciwosci nie niszcza
naturalnej flory czlowieka. Oporno$¢ bakterii na fagi jest
mniejszym problemem niz na antybiotyki, poniewaz fagi
jako organizmy zywe réwniez moga ewoluowa¢, przez co
powstaja nowe genotypy zdolne do ponownego infeko-
wania danego szczepu. Inng wazng zaletg bakteriofa-
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g6w jest ich szybka i stosunkowo tania metoda izolacji,
w przeciwienistwie do antybiotykéw, ktérych uzyskanie
i wprowadzenie do lecznictwa zajmuje kilka lat i jest
kosztowne. Jedng z bardziej znaczacych cech fagéw jako
czynnika antybakteryjnego jest zdolno$é do wyktadni-
czego wzrostu, co oznacza, ze wraz z nasileniem wzro-
stu bakterii wzrasta liczba wiruséw, natomiast w chwili
zmniejszania sie liczby komérek gospodarza maleje
liczba fagéw [18,80]. Doniesienia literaturowe z ostatnich
kilku lat wskazuja na mozliwo$¢ stosowania bakteriofa-
géw w zapobieganiu lub zwalczaniu biofilméw bakteryj-
nych [4,12,19,23,27,28,36,69,76]. Jest to niezwykle wazne
odkrycie, poniewaz biofilmy przez to, ze powstaja na
réznych powierzchniach statych, takich jak: tkanki, bio-
materialy, w tym cewniki dozylne czy urologiczne, endo-
protezy, instalacje przemystowe czy powierzchnia roélin
uprawnych stanowia ogromny problem kliniczny, prze-
mystowy i ekonomiczny [31,77,78,99].

Niestety metoda zwalczania bakterii z uzyciem natu-
ralnego wroga, jakim sa fagi nie jest pozbawiona wad
[59,61]. Podstawowym problemem jest wybér fagéw,
ktére mozna uzy¢ tak, by potencjalne patogeny byly na
nie wrazliwe oraz odpowiednie dobranie miana fagéw
i sposéb ich aplikacji. Ze wzgledu na duza swoistosé
fagdw jest konieczna doktadna identyfikacja czynnika
chorobotwdrczego oraz okreslenie jego fagowrazliwosci,
co jest czasochtonne i ogranicza komercyjne stosowanie
fagéw. Ponadto swoisto$¢ fagéw jest powaznym utrud-
nieniem w przypadku zwalczania infekcji czy biofilméw
mieszanych. Rozwigzaniem jest stosowanie koktajli
fagowych, czyli mieszanek kilku fagéw zwalczajacych
bakterie powodujace dany typ zakazenia. Mozna réw-
niez poszukiwaé fagdéw o szerokim zakresie gospodarzy
lub modyfikowa¢ je genetycznie przez wprowadzenie
w ich genom gendw poszerzajgcych zakres gospodarzy
[57,74]. Problem, ktéry napotyka fagoterapia to szybkie
usuwanie fagéw z organizmu zwigzane gléwnie z nie-
swoistym wychwytywaniem wiruséw przez komdrki
uktadu siateczkowo-$rédblonkowego watroby i §le-
dziony [61]. Wykazano jednak, ze wielokrotne pasazo-
wanie fagéw u myszy, pozwala na uzyskanie wariantéw
fagéw charakteryzujacych sie wydtuzonym okresem pét-
trwania w surowicy [60]. Z badan przeprowadzonych na
myszach wynika ponadto, ze pokrywanie kapsydéw gli-
kolem polietylenowym (PEG) [48] lub wprowadzanie za
posrednictwem mutacji niewielkiej zmiany w sekwencji
aminokwaséw w biatku strukturalnym kapsydu, wydtu-
zaja czas trwania fagéw w uktadzie krazenia myszy [95].
Na skuteczno$é terapii fagowej maja wpltyw réwniez
powstajace w czasie kuracji przeciwciata antyfagowe,
ktére ja obnizaja [61]. Mozliwe jest wyeliminowanie tego
przez stosowanie wiekszych dawek fagéw lub zamiane
na faga o innej swoistosci antygenowej, ale podobnym
zakresie dziatania antybakteryjnego. Przed zastosowa-
niem faga w terapii nalezy wykluczy¢é obecno$¢ w jego
genomie genéw kodujacych bakteryjne czynniki wiru-
lencji czy warunkujacych oporno$é na antybiotyki [89].
Zaleca sie wiec stosowanie w leczeniu infekcji fagdw,
ktérych genom zostat poznany. Bardzo wazne jest two-

rzenie bibliotek fagowych zawierajacych petng infor-
macje na temat poszczegdlnych wiruséw [55]. Poniewaz
stosowanie bakteriofagéw nadal budzi wiele kontro-
wersji, jednocze$nie prowadzi sie badania nad wyko-
rzystaniem enzyméw fagowych niszczacych komérke
bakteryjna jako potencjalnych czynnikéw leczniczych
lub $rodkéw dezynfekeyjnych [13,14,32,34,35].

Badania nad enzymami wydzielanymi przez fagi kon-
centruja sie na lizynach wytwarzanych podczas ostatniej
fazy cyklu, odpowiedzialnych za lize bakterii i uwolnie-
nie wiruséw potomnych oraz depolimerazach polisacha-
rydéw (DP), ktére degraduja otoczkowe i strukturalne
polisacharydy, w tym egzopolisacharydy (EPS) bedace
dominujacym sktadnikiem biofilmu bakteryjnego.
Lizyny znalazly zastosowanie gtéwnie w zwalczaniu
bakterii Gram-dodatnich, poniewaz btona zewnetrzna
bakterii Gram-ujemnych zapobiega ich aktywno$ci
[13,14,34,35]. Pojawiajace sie doniesienia literaturowe
wskazuja jednak, ze problem mozna rozwiazaé, stosujac
np. EDTA jako czynnik destabilizujacy blone, a uzyskane
w pracach nad endolizynami aktywnymi wobec bakterii
Gram-ujemnych wyniki sa bardzo obiecujace [96]. Dwa
rodzaje biatek - holiny i endolizyny sg zaangazowane
w degradacje powtok bakteryjnych i uwolnienie fagéw
potomnych. Holiny to niskoczasteczkowe hydrofobowe
biatka degradujgce btone cytoplazmatyczng, przez co
umozliwiaja endolizynom dostep do peptydoglikanu,
ktéry jest przez nie trawiony. Endolizyny wykazuja
rézng aktywno$¢ enzymatyczna: N-acetylomurami-
nidazy (lizozym lub lityczna transglikozylaza) i endo-
B-N-acetyloglukozamidazy - rozcinajacych wiazanie
p1,4-glikozydowe w peptydoglikanie, endopeptydazy -
tnacej mostki peptydowe, amidazy N-acetylomuramylo-
-L-alaninowe - odcinajacej wigzanie amidowe miedzy
L-alaning a resztg N-acetylomuramylowg. Oprécz dwéch
ostatnich pozostate mozna zaliczy¢ do depolimeraz poli-
sacharydéw (DP).

Fagowe depolimerazy polisacharydéw to badane obec-
nie na szeroka skale enzymy rozktadajace wielocukry
zaréwno wchodzgce w sktad oston komérkowych bak-
terii (otoczki, LPS, peptydoglikan), jak i wydzielane
przez bakterie do $rodowiska (polisacharydy stanowiace
macierz biofilmu). Szczegélne zainteresowanie budza
DP degradujace polisacharydy otoczkowe i macierzy
biofilmu. Sg grupa potencjalnych $rodkéw do zwalcza-
nia trudnych infekcji zwigzanych z tworzeniem biofilmu
oraz bakterii otoczkowych powodujacych ciezkie zaka-
zenia, takie jak posocznica, zapalenie opon mézgowych,
pluc, szpiku, septyczne zapalenie stawdw i odmiednicz-
kowe zapalenie nerek. Zdolno$¢ bakteriofaga majacego
DP do degradacji bakteryjnych egzopolisacharyddéw
stwierdzono juz prawie 60 lat temu [2]. Od tego czasu
opisano wiele depolimeraz polisacharydéw wykrytych
u fagéw infekujacych, 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 0139 [53].
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CHARAKTERYSTYKA FAGOWYCH DEPOLIMERAZ POLISACHARYDOW

Fagowe depolimerazy polisacharydéw sa najcze$ciej
umiejscowione na ptytce podstawowej faga lub na jego
wibknie, moga réwniez wystepowad w postaci wolnej
dyfundujgcej do podtoza [20]. Przyktadowo bakteriofagi
F1i 29 zakazajace bakterie E. coli wytwarzaja depolime-
razy w postaci wolnej i zwigzanej z wirusem, natomiast
fag infekujacy P. aeruginosa wytwarza tylko depolime-
raze zwigzang z czastka wirusa [2,8,11]. Wytwarzanie
DP moze by¢ konstytutywne lub indukowane obecno-
$cia substratu - polisacharydu. Adams i Park zaobser-
wowali, iz badany bakteriofag wytwarza depolimeraze
podczas infekcji wszystkich wrazliwych na niego szcze-
péw Klebsiella pneumoniae [2]. Sutherland i Wilkin-
son opisali faga F1, ktéry wytwarzat DP tylko podczas
namnazania na szczepie E. coli s53 wydzielajacym $luz
[84]. Po zakazeniu fagiem bakterii E. coli s23 niewytwa-
rzajacych $luzu, w hodowli nie stwierdzono obecnosci
enzymu. Gdy do hodowli E. coli s23 dodano oczyszczony
polisacharyd szczepu s53, zaobserwowano wytwarzanie
przez faga F1 depolimerazy, przy czym na znacznie niz-
szym poziomie niz w hodowli szczepu s53. Oznacza to,
ze jesli bakteria nie wytwarza egzopolisacharydu, depo-
limeraza jest zbedna podczas zakazenia komérki gospo-
darza i w zwigzku z tym bakteriofag F1 jej nie wytwarza.
Na podstawie badati Sutherland i Wilkinson stwierdzili,
ze DP odgrywa role w uwalnianiu wiruséw potomnych
i infekowaniu wigkszej liczby nastepnych bakterii [84].

Lysinki fagéw wytwarzajacych depolimerazy polisa-
charydéw sa otoczone strefg opalizujacego halo (ryc.
1), ktdéra powstaje w wyniku nadmiernego wydzielania
depolimerazy dyfundujacej do podtoza i pozbawiaja-
cej bakterie otoczek [47]. W obszarze halo stwierdzono
wystepowanie zaréwno fagéw, jaki i zywych bakte-
rii. Zaobserwowano, ze w chwili, gdy bakterie wcho-
dzg w faze stacjonarng, namnazanie fagéw spowalnia,
jednoczesnie ich depolimerazy nadal rozktadaja EPS,
powodujac tworzenie halo, ktére powieksza sie w czasie
wskutek dyfundowania fagéw ze strefy pierwotnej lizy
bakterii. Zatem na wielko$¢ halo ma wptyw ilo§¢ wytwa-
rzanego enzymu i liczba fagdéw powstatych w pojedyn-
czej tysince, a to zalezy od wydajno$ci adsorpcji danego
wirusa, okresu latencji i liczby wyrzutu fagéw [27].

Uzyskanie depolimeraz polisacharydéw jest pierwszym
etapem badan majgcych na celu ich charakterystyke. DP
bardzo czesto sa zwiazane z fagiem dlatego stosowano
rézne metody oparte na dzialaniu zwiazkéw chemicz-
nych (kwaséw, zasad czy DMSO) na faga w celu oddziele-
nia enzymu od wirusa [71]. Natomiast Kassa i Chhibber,
wykorzystujac stosunkowo duzg oporno$¢ depolimeraz
fagowych na dziatanie wysokiej temperatury, zapropo-
nowali sposéb izolacji tych enzymdéw oparty na inku-
bacji fagéw w temperaturze 60°C przez 30 minut [47].
Technika ta okazala sie réwnie skuteczna jak wcze$niej
stosowana wykorzystujaca kwas jako czynnik odtgcza-
jacy enzym od faga, a w przeciwieristwie do niej nie
wymaga stosowania niebezpiecznych odczynnikéw

chemicznych. Ponadto jej prostota, niskie koszty wyko-
nania i niezawodno$¢, czynia te metode uzytecznym
narzedziem do izolacji réznych depolimeraz polisa-
charydéw. Bakteriofagowe enzymy degradujace bakte-
ryjne egzopolisacharydy stanowia bardzo zréznicowana
grupe pod wzgledem swoistosci substratowej, masy
czasteczkowej czy wrazliwosci na czynniki fizykoche-
miczne (tabela 1). Masa czasteczkowa poszczegdlnych
DP jest bardzo rézna, np. depolimeraza faga ERA103 ma
mase 21 kDa, natomiast DP faga K1F, bedaca trimerem,
az 328 kDa (tabela 1) [39,90]. Zakres pH, w ktérym DP
wykazujag aktywnosé jest stosunkowo szeroki i miesci sie
miedzy 5,0 a 9,0, natomiast optymalne pH na ogét jest
zblizone do obojetnego lub lekko kwasne. Optymalna
temperatura dziatania DP zalezy m.in. od zakazanego
przez faga gospodarza. Wrazliwo$¢ fagowych depolime-
raz polisacharydéw na dziatanie wysokiej temperatury
jest réwniez bardzo zréznicowana. Aktywno$¢é DP faga 2
Pseudomonas pozostawata na poziomie 50% po inkubacji
w temperaturze 70°C przez 5 minut, podczas gdy DP faga
infekujacego E. coli ulegata w tych warunkach catkowitej
inaktywacji [6,84]. Ciekawym przyktadem pod wzgledem
opornosci na wysokg temperature jest DP wytwarzana
przez faga P13 infekujacego szczep Klebsiella K13, ktéra
po inkubacji faga przez 30 minut w temperaturze 70°C
zachowata 90% aktywnosci, podczas gdy bakteriofag ule-
gat catkowitej inaktywacji [54]. Podczas oczyszczania tej
depolimerazy z uzyciem ztoza Q-Sepharose Fast Flow
otrzymano dwie frakcje biatek zdolnych do degradacji
EPS. Jednak tylko jedna frakcja E2, po poddaniu ultra-
filtracji z punktem odciecia biatek 100 kDa, zachowata
aktywno$¢ depolimerazy w przesgczu. Autorzy zatozyli,
ze depolimeraza faga P13 wystepuje w postaci wolnej
i zwiazanej z czgsteczka faga lub ewentualnie fag wytwa-
rza dwie depolimerazy [54].

Depolimerazy fagowe pod wzgledem aktywnosci mozna
podzieli¢ na dwie grupy: hydrolazy, inaczej zwane poli-
sacharazami oraz liazy polisacharydéw [81]. Polisacha-
razy (najcze$ciej endoglukozydazy, endogalaktozydazy
lub endoramnozydazy) hydrolitycznie rozktadaja cha-
rakterystyczne dla danego polisacharydu wigzania
glikozydowe. Natomiast liazy rozszczepiajg wigzanie
miedzy monosacharydem przy czwartym atomie wegla
(C,) kwasu uronowego, z jednoczesnym wprowadzeniem
podwdjnego wigzaniem miedzy czwartym a pigtym ato-
mem wegla tego kwasu [81]. Poniewaz depolimerazy
fagowe moga wykazywaé endo- i egzoaktywno$¢, odpo-
wiednio szybko lub wolno degradujg EPS. Wiekszo$¢
fagowych DP, podobnie jak wytwarzajace je fagi, charak-
teryzuje sie duzg swoisto$cia. Oznacza to, ze dziataja na
polisacharydy bakterii, dla ktérych je pierwotnie wyizo-
lowano. Powstajace w wyniku dziatania DP produkty
zalezg od budowy trawionego substratu oraz od charak-
teru wigzania, ktdre jest przez nie przecinane. Niekiedy
pod wplywem dziatania DP obserwuje sie zmniejszenie
lepkosci $luzu wytwarzanego przez bakterie, przy czym
nie powstaja zadne konkretne produkty, takie jak oligo-
sacharydy czy cukry redukujace. Wskazuje to na nisz-
czenie wewnetrznych wigzan polisacharydu, przy czym
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Ryc. 1. tysinki otoczone strefa opalizujacego halo

powstajace produkty sg stosunkowo duze [41]. Bartell
i Orr, badajac depolimerazy PDB,, PDB,, PDB., PDB,,
PDB,  wyizolowane z hodowli réznych szczepéw P. aeru-
ginosa zakazonych innymi fagami, wykazali, ze wszyst-
kie hydrolizowaly jeden typ $luzu z trzech badanych,
uwalniajac przy tym heksozoaminy [8]. Jednak uzyskane
wyniki z zastosowaniem éwczesnych metod nie wyklu-
czaly powstawania innych produktéw. Jedng z najinten-
sywniej obecnie badanych depolimeraz - ze wzgledu na
specyfike dziatania - jest endosialidaza lub endo-N-ace-
tyloneuraminidaza (endoN). Do 2012 r., kiedy Park i wsp.
po raz pierwszy opisali wytwarzanie endosialidazy przez
bakterie Pseudomonas fluorescens JK-0412 [68], enzym
ten wykrywano tylko u fagéw swoistych wobec E. coli
K1, a jego obecnodci nie stwierdzono u zadnego innego
organizmu zywego [79]. Endosialidaza swoi$cie rozpo-
znaje i hydrolizuje wewnetrzne wiazanie a-2,8 polimeru
kwasu sialowego (polySia) tworzacego otoczke bakterii
E. coli K1. Dotychczas opisano ponad 20 fagéw majacych
gen depolimerazy degradujacej otoczke E. coli K1 [32].
Ze wzgledu na specyficzne dziatanie enzym jest bardzo
uzytecznym narzedziem wykorzystywanym w neurobio-
logii, onkobiologii oraz inzynierii tkankowej [45]. Depo-
limeraza wytwarzana przez faga F, infekujgcego szczep
K. pneumoniae serotyp 2 jest natomiast mannozydaza
hydrolizujagca wigzanie D-mannoza-1—4-D-glukoza,
przez co oddziela z polisacharydu tetrasacharyd, bedacy
podstawowg jednostka tego wielocukru [82]. Obecno$é
grup acetylowych w polisacharydzie nie wptywata na
aktywno$¢ enzymu. Nastepnym przyktadem jest depoli-
meraza polisacharydéw wytwarzana przez bakteriofaga
29 bedgca glukanaza [11]. Enzym ten dziala swoiécie na
polisacharyd otoczkowy E. coli Bi161/42 (09:K29[A]:H),
rozktadajac wiazanie B-D-glukozydo-(1—3)-D-kwas glu-
kuronowy uwalniajac oligosacharydy z powtérzonych
1-, 2 - lub 3-krotnie heksasacharydéw. Bardzo interesu-
jace sa fagi, ktére zawieraja dwa rézne enzymy bedace

DP, np. fag @K1-5 zakazajacy dwéch réznych gospoda-
rzy, poniewaz na widknach ogonka ma endosialidaze,
ktéra pozwala na infekcje szczepSw E. coli wytwarzaja-
cych polisacharyd K1 oraz drugi enzym - liaze K5 tnaca
wigzanie N-acetylo-heparosan-4-GlcA-(B1,4)GlcNAc(a1)
[75]. Innymi przyktadami fagéw wytwarzajacych dwie
depolimerazy polisacharydéw sg K5 rozktadajace
otoczki wytwarzane przez szczepy E. coli K5 i K95 oraz
fag K20 wykazujacy aktywnos$é enzymatyczng wobec
antygendéw K20 i K5 E. coli [66,67,87].

AxTywno$¢ DP WOBEC BAKTERII 0TOCZKOWYCH

W postaciach planktonowych bakterii wytwarzajacych
wielocukrowe otoczki, fagowa depolimeraza polisacha-
rydéw wiaze sie z polimerem otoczkowym, powodujac
jego rozktad i dotarcie faga do powierzchni komdrki.
Wtedy bakteriofag taczy sie z receptorem wystepuja-
cym na powierzchni $ciany komérkowej i zakaza bakte-
rie [44]. Potem moze nastapi¢ cykl lityczny lub lizogenny
w zalezno$ci od typu faga i panujacych warunkéw. Depo-
limerazy polisacharydéw wytwarzane przez rézne fagi
moga hydrolizowaé EPS innych szczepéw bakterii nie-
wrazliwych na wirusy wytwarzajgce dany enzym [84].
Zjawisko takie zaobserwowano m.in. u fagéw infekuja-
cych rézne szczepy E. coli oraz Aerobacter cloacae. Okazato
sie, ze EPS badanych szczepéw E. coli s17, s53 1 K12 oraz A.
cloacae 5920 wykazywaly duze podobiefistwo pod wzgle-
dem budowy chemicznej, wszystkie zawieraty fukoze,
glukoze, galaktoze i kwas glukuronowy w poréwnywal-
nych iloéciach [84]. Bartell i Orr poréwnywali swoisto§é
dzialania 6 wyizolowanych depolimeraz polisachary-
déw: PDB,, PDB,, PDB., PDA, PDB,, PDB, , wytwarzanych
przez fagi zakazajace rézne szczepy P. aeruginosa [8]. Bak-
terie te wytwarzaly trzy typy zewnatrzkomérkowych
polisacharydéw oznaczone A, B i C. Autorzy wykazali, ze
zadna z badanych depolimeraz nie dziatata na wytwa-
rzany przez cze$¢ szczepdw polisacharyd C, tylko PDA,
rozktadata polisacharyd A, a pozostate 5 polisacharyd B.
Byty to jedne z pierwszych badan wskazujace na rézno-
rodno$¢ pod wzgledem budowy chemicznej polisacha-
rydéw P. aeruginosa. Oznacza to, ze DP fagowe mogg by¢
wykorzystywane w pracach nad okreslaniem struktury
polisacharydéw bakteryjnych.

Fagi wytwarzajagce DP moga by¢ réwniez uzytecznym
narzedziem w typowaniu bakterii otoczkowych. Przy-
ktadem jest fag 0507-KN2-1, ktéry swoiscie rozpoznaje
polisacharyd otoczkowy KN2 K. pneumoniae, przy jedno-
czesnym braku reakcji ze szczepami reprezentujgcymi 78
innych serotypéw polisacharydéw otoczkowych tych bak-
terii [43]. Stwierdzono réwniez oporno$¢ otrzymanego
mutanta K. pneumoniae Ca0507 CSP~ niewytwarzajgcego
polisacharydu KN2 na tego faga. Wyniki te potwierdzaja
hipoteze, ze bakteriofag 0507-KN2-1 moze by¢ wykorzy-
stywany do rozrézniania szczepu zawierajacego otoczke
KN2 od pozostatych serotypéw K. pneumoniae.

Szczepy E. coli K1, majace otoczke zbudowana z polimeru
kwasu sialowego, odpowiadaja za okoto 85% przypad-
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Tabela 1. Przyktady fagowych depolimeraz polisacharydéw

Aktywnos¢ Masa Optymalne pH I
Fag Gospodarz enzymatyezna KDa (zakres pH) Inne cechy Pismiennictwo
. 70 brak aktywnosci po inkubacji enzymu
i £ colis23 (6,0-7,5) w temp. 70°C, 5 min (84
. 50% aktywnosc enzymu po inkubacji
2 P aeruginosa Bl 180 75 wtemp. 70°C, 5 min [6]
K-2 A. aerogenes 4047 glukanohydrolaza 379 52 - [98]
brak nazw A. vinelandii Wyss liaza 30-35 77 - [29]
yor y (7,0-85)
po trawieniu EPS depolimeraza
. ) i powstaja oligosacharydy
2 .ol 2 z powtdrzonych 1-, 2- lub 3-krotnie (1]
heksasacharydéw
) 6,0 optymalna temp. dziatania enzymu:
ERA103 E. amylovara 21 (3.0.8,0) 30°C [90]
E E coliK1 endosialidaza 208 55 jony Ca2* hamuja aktywnos$¢ enzymu [88]
K1F E coliK1 endosialidaza 328 - trimer [39]
85 po trawieniu EPS depolimeraza
OK5A E coli K5 liaza KflA 66,9 6 019 0 powstaja produkty o niskiej masie [24]
" zasteczkowej
- . optymalna temp. dziatania enzymu:
Profag S. equi aza hialuronianu 4 / 37°C, 50% aktywnosci po inkubagji [52]
SEQ2045 (5,0-7,5 o
enzymu w temp. 44°C
optymalna temp. dziafania enzymu:
37°C,
o . 55 jony Mg2* lekko wzmagajq dziatanie
H4489A S. pyogenes liaza hialuronianu 40 (40.7.0) enzym, [33]
jony Cu?*, Ni?*, Co?* hamuja
aktywnos¢ enzymatyczng
y . . - i enzym zmniejsza lepkos¢ $luzu
PT-6 P aeruginosa liaza alginianu 37 062-66% w ciagu 15 min [37]
. 75 17% aktywnosci po inkubadji enzymu
DEP K. pneumoniae B5055 36 (7.0.8.0) wtemp. 65°C, 30 min [47]
65 optymalna temp. dziatania enzymu:
P13 Klebsiella K13 - 62-65 5 5:8 0 60°C; K+, Na*, Ca>* wzmagaja [54]

aktywno$¢ enzymu

kéw posocznicy i zapalenia opon mézgowych u nowo-
rodkéw wywotywanych przez E. coli, charakteryzujacych
sie wysokim wskaznikiem §miertelnosci. Mushtaq i wsp.,
wykorzystujac model zwierzecy (noworodki szczuréw)
wykazali, ze pojedyncza dawka fagowej endosialidazy E
(endoE) podana 24 godziny po zakazeniu zwierzat, obni-
zata wspdtczynnik §miertelnosci w ciggu 7 dni ekspe-
rymentu z 80-100% do 0-10% [65]. Autorzy sugerowali,
ze endoE przez pozbawienie E. coli K1 otoczki, obniza
zjadliwo$¢ tych bakterii i czyni je bardziej podatnymi
na dziatanie uktadu odporno$ciowego, np. fagocytoze
przez makrofagi. Depolimerazy fagowe znajduja réwniez
zastosowanie w walce z patogenami roélin, np. Erwinia

amylovora, odpowiedzialnymi za wywolywanie zarazy
ogniowej. Wykazano, ze DP, niszczac wytwarzane przez
bakterie E. amylovora otoczki, pozbawiajg je gtéwnego
czynnika wirulencji i przez to przyczyniaja sie do ich eli-
minagji z ro$lin [90]. Innym przyktadem sa fagowe liazy
hialuronianu, ktére degraduja zbudowane tylko z tego
zwigzku otoczki Streptococcus pyogenes i Streptococcus equi
[33,52]. Wiekszo$¢ genéw kodujacych hialuronidazy jest
umiejscowiona w profagach. Obecnie duze zaintereso-
wanie budzg depolimerazy degradujace polisacharydy
otoczkowe bakterii z rodzajéw Klebsiella - bakterii powo-
dujacych wielolekooporne zakazenia szpitalne i alginian
otaczajacy komdrki $luzowych szczepéw Pseudomonas
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odpowiedzialnych za grozne zakazenia w przebiegu
mukowiscydozy [37,43,47,91].

Facl wytwarzaiace DP KONTRA BIOFILM

Uwaza sie, ze wiekszo$¢ bakterii w srodowisku natu-
ralnym wystepuje w postaci biofilmu. Biofilm tworzy
sie wtedy, kiedy bakterie wolno plywajgce osiadaja na
powierzchni statej, np. blonach §luzowych, implantach
medycznych, cewnikach, ro$linach, rurach itp. i tworzg
wielokomérkowe skupiska otoczone zewnatrzkomérko-
wym polimerem, stanowigcym prawie 90% catej biomasy
[49]. Sktada sie gléwnie z egzopolisacharydéw (EPS),
ponadto w jego sktad wchodza biatka, ttuszcze, kwasy
nukleinowe, cze$ci bakterii, np. pile czy fragmenty
powierzchni, na ktérej tworzy sie biofilm. Macierz
chroni bakterie przed dziataniem czynnikéw zewnetrz-
nych, takich jak antybiotyki, §rodki dezynfekcyjne czy
sktadniki uktadu odpornosciowego. Opornosé bakte-
rii w biofilmie na antybiotyki jest nawet kilka tysiecy
razy wieksza w poréwnaniu do postaci planktonowych
[21,64]. Zjawisko jest zwigzane ze zmniejszonym metabo-
lizmem, hamowaniem dyfuzji antybiotykéw przez egzo-
polimery, synteza enzymdw rozktadajacych antybiotyki.
W biofilmie pojawiaja sie komdrki przetrwate, tzw. per-
sisters cells, ktére pozwalaja na odtworzenie biofilmu
po zakoticzeniu dziatania na niego $rodkiem bakterio-
bdjczym [42]. Zwalczajac infekcje zwiazane z wytwo-
rzeniem biofilmu, koniecznie nalezy dlugotrwale
stosowal wysokie dawki antybiotykéw, co nie zawsze
przynosi pozadany skutek. Inaczej sytuacja przedsta-
wia sie w przypadku stosowania fagéw, ktére przemiesz-
czaja sie w biofilmie kanatami wodnymi, a posiadane
przez nie depolimerazy polisacharydéw degraduja EPS,
przez co fagi docieraja do wszystkich warstw biofilmu
(ryc. 2) [4,30,44,83]. W zwiazku z samopowielaniem sie
wirusa teoretycznie do zwalczania biofilmu wystar-
czy jedna dawka faga. Carson i wsp. wykazali zdolno$¢
bakteriofagédw do niszczenia dojrzatego biofilmu E. coli
i Proteus mirabilis oraz zapobiegania jego powstawaniu
na cewnikach urologicznych [19]. Autorzy uwazali, ze
wiek biofilmu nie wptywa na aktywno$¢ lityczna fagéw.
Dotychczas przedstawiono dwie strategie walki z biofil-
mem z wykorzystaniem fagéw [30]. Pierwsza dotyczaca
zapobiegania tworzeniu biofilmu na biomateriale jest
oparta na pokrywaniu cewnikéw obojetnym hydroze-
lem, ktéry nastepnie jest ,,impregnowany” fagami. Druga

dotyczy zwalczania juz wytworzonego biofilmu przez
traktowanie go zawiesina faga lub fagéw. Inna koncep-
cja walki z biofilmem bakteryjnym, obecnie intensywnie
sprawdzana, opiera sie na stosowaniu reprezentujgcych
nowga grupe srodkéw antybiofilmowych: fagach wytwa-
rzajacych depolimerazy polisacharydéw lub na samych
tych enzymach (tabela 2).

W 1998 r. Hughes i wsp., badajac wpltyw faga SF153b
wytwarzajacego wolng depolimeraze polisacharyddéw
na biofilm Enterobacter agglomerans 53b, wykazali zdol-
no$¢ DP do niszczenia biofilmu [44]. Zaobserwowali, ze
bakteriofag wraz z DP powodowat 1992-krotny spadek
liczby komérek wrazliwego szczepu po 180 min od doda-
nia faga i enzymu do biofilmu. Jednoczes$nie po tym cza-
sie sam enzym spowodowal 120-krotny spadek liczby
komérek w biofilmie. Oceniajac wplyw faga SF153b i jego
DP na szczep M53b oporny na tego wirusa, ale wytwa-
rzajacy EPS wrazliwy na badang depolimeraze, autorzy
zaobserwowali 61-krotne zmniejszenie liczby bakterii
w biofilmie. Obecnie, dzieki zaawansowanym metodom
molekularnym, mozliwe jest poznanie sekwencji catych
genoméw bakteriofagowych. Analiza sekwencji pozwala
okresli¢ czy w genomie danego faga znajduja sie geny
kodujace depolimerazy polisacharyddw. Takim przykta-
dem sa fagi vB_SepiS-philPLA5 i vB_SepiS-philPLA7 swo-
iste wobec Staphylococcus epidermidis, u ktérych wykryto
obecno$¢ domen kodujacych enzymy podobne do liaz
pektynowych, potencjalnie zaangazowane w degradacje
EPS [38]. Przypuszczenie to potwierdzata obecno$é halo
otaczajacego ich tysinki. Badajac wptyw faga vB_SepiS-
-philPLA7 na 7-dniowy biofilm szczepédw niewrazliwego
i wrazliwego S. epidermidis, oceniano liczbe bakterii
planktonowych i w biofilmie. W przypadku szczepu
wrazliwego catkowita liczba zywych bakterii zostata zre-
dukowana do 5% po 3 godzinach inkubacji. Natomiast fag
ten nie wptywat na liczbe komdrek zaréwno planktono-
wych, jak i w biofilmie szczepu niewrazliwego. W przy-
padku szczepu CJBP1, ktéry wytwarzat EPS wrazliwy na
dziatanie DP, nie zmienita sie catkowita liczba bakterii
w hodowli, natomiast drastycznie zmienity sie propor-
cje miedzy liczbg bakterii planktonowych i w biofilmie.
Tylko 2% komdrek pozostato w biofilmie, co sugeruje,
ze fagowa liaza zniszczyta EPS, uwalniajac bakterie do
podtoza [38]. Podobnie w przypadku Campylobacter jejuni
bakterii tworzacych biofilmy w rurach wodnych i insta-
lacjach przemystowych zaobserwowano, ze bakteriofagi

zakazenie biofilmu fagami

namnazanie si¢ fagow,
wytwarzanie depolimerazy

uwolnienie fagow i depolimerazy
zniszczenie biofilmu

Ryc. 2. Zwalczanie biofilmu przez fagi wytwarzajace depolimerazy polisacharydéw (wg [55] zmodyfikowano)
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degradowatly macierz zewnatrzkomérkowa i powodo-
waly lize bakterii w obrebie biofilmu [76]. Hanlon i wsp.
zaobserwowali, Ze enzymatyczna degradacja alginianu
ulatwiata dyfuzje fagéw w biofilmie P. aeruginosa [41].

Badania dotyczace wptywu bakteriofagédw na biofilm
bakteryjny wykazaty, Zze odpowiednio dobrane dawki
faga z whasciwg depolimeraza egzopolisacharydéw sg
podstawowe dla powodzenia terapii fagowej. Biofilm P
putida wykazywat najwieksza wrazliwo$¢ na faga T7-like
majacego DP po 8 godzinach inkubacji, natomiast po
24 zaobserwowano powstawanie oporno$ci biofilmu
na tego wirusa [27]. Podobnie stosowanie bakteriofaga
T7 na biofilm E. coli w pierwszym etapie powodowato
zmniejszenie liczby bakterii w biofilmie, niestety nie
dochodzito do ich catkowitej eradykacji [63]. Wskazuje
to na osiagniecie w biofilmie pewnego rodzaju réwno-
wagi miedzy wirusem a gospodarzem, co ze wzgledéw
terapeutycznych jest zjawiskiem niekorzystnym. Z cza-
sem moga sie pojawi¢ komdrki bakterii oporne na faga
i warianty faga zdolne do infekowania opornych szcze-
péw, z ktérych dalej moga powstaé mutanty oporne na
nie [46]. Przy ocenie zdolno$ci bakteriofagéw zawieraja-
cych DP do eradykacji biofilmu trzeba pamietaé, ze bio-
filmy wystepujace w przyrodzie przewaznie sg mieszane
[84]. Catkowitg eradykacje biofilmu tworzonego przez
szczep Enterobacter cloace NCTC 5920 uzyskano dopiero
po zastosowaniu mieszaniny trzech réznych bakteriofa-
géw. Natomiast préby zniszczenia biofilmu tworzonego
przez dwa gatunki E. cloace NCTC 5920 i E. agglomerans
Ent okazaly sie bezskuteczne nawet po zastosowaniu
koktajlu trzech bakteriofagéw [86]. Wyniki wskazujg na
potencjat terapeutyczny fagéw litycznych w walce z bio-
filmami i zarazem konieczno$¢ stosowania odpowiednio
dobranych fagéw wytwarzajacych DP swoiscie wobec
egzopolisacharydéw tworzacych macierz danego bio-
filmu. Jednak zdarza sie, ze stosowanie samych fagéw
nie jest wystarczajace do catkowitej eradykacji biofilmu.
Proponowanym rozwiazaniem tego problemu przez
wielu badaczy jest terapia skojarzona, polegajaca na
taczeniu bakteriofagdéw z innymi $rodkami przeciwbio-
filmowymi.

Faci wytwarza)Ace DP JaKo ,, WSPOMAGACZE” W WALCE
Z BIOFILMEM — TERAPIA SKOJARZONA

Poniewaz sposoby oparte na stosowaniu bakteriofagéw
jako jedynego $rodka antybiofilmowego nie sa w petni
skuteczne, podejmowanych jest wiele préb majacych
na celu opracowanie skutecznych metod skojarzonych
w zwalczaniu biofilmu bakteryjnego. Polegaja one na
taczeniu bakteriofagéw lub wytwarzanych przez nie
depolimeraz EPS z takimi preparatami jak antybiotyki,
$rodki dezynfekujace, np. zwigzki chloru czy antagonisci
zelaza (tabela 2).

Comeau i wsp. zaobserwowali, ze niewielkie stezenie
cefotaksymu (20 ng/ml) powodowato 7-krotne zwieksze-
nie liczby fagéw potomnych uwolnionych podczas lizy
zakazonego szczepu E. coli MFP w poréwnaniu do liczby

fagédw uzyskanych podczas zakazenia bakterii hodowa-
nych w podtozu bez dodatku antybiotyku [25]. Autorzy
zjawisko to okreslili mianem Phage-Antibiotic Synergy
(PAS). Rayan i wsp. wykazali synergistyczne dzialanie
fagéw w potaczeniu z antybiotykami w stosunku do bio-
filmu [73]. Zaobserwowali, ze jednoczesne zastosowa-
nie faga T4 i cefotaksymu spowodowato skuteczniejsze
niszczenie biofilmu E. coli ATCC 11303 w poréwnaniu do
samego antybiotyku. Ponadto fagi o mianie 10* PFU/ml
i 107 PFU/ml powodowaly obnizenie minimalnego ste-
zenia potrzebnego do eradykacji biofilmu MBEC (the
Minimum Biofilm Eradication Concentration) z 256 mg/
ml na odpowiednio 128 i 32 mg/ml. Poréwnujac nawet
najwieksze zastosowane stezenie faga T4 10’7 PFU/ml,
powodowato najwyzej 0,9 log redukcje biofilmu E. coli.
Réwniez jednoczesne potraktowanie biofilmu K. pneu-
moniae B5055 amoksycykling i fagami, przyniosto lepsze
rezultaty w zwalczaniu biofilmu niz sama antybiotykote-
rapia czy fagoterapia [9]. Zaobserwowano, ze amoksycy-
klina w poréwnaniu do fagéw lepiej dziatata na biofilm
do 4 dnia inkubacji, natomiast pézniej skuteczniejsze
w eradykacji biofilmu okazaly sie bakteriofagi. Moze to
by¢ spowodowane stabg dyfuzja antybiotyku w dojrza-
tym biofilmie i w zwigzku z tym ograniczonym jego dzia-
taniem. Polgczone dziatanie fagéw z ciprofloksacyna na
biofilm K. pneumoniae réwniez okazato sie skuteczniejsze
niz stosowanie samego antybiotyku [91,92]. Wytwarzane
przez fagi depolimerazy polisacharydéw moga powodo-
wa¢ zniszczenie struktury biofilmu, przez co umozli-
wiajg fagom swobodny dostep do bakterii [44]. W terapii
skojarzonej natomiast fagi niejako toruja droge anty-
biotykowi, przez co dyfunduje do gltebszych warstw bio-
filmu, uzyskujac bakteriobdjcze stezenie, nieosiagalne
w przypadku samej antybiotykoterapii. Terapia skoja-
rzeniowa znaczgco ogranicza powstawanie wariantéw
opornych w poréwnaniu z metodami opartymi na stoso-
waniu jednego czynnika antybiofilmowego [92].

Jednym z powszechnie stosowanych do dezynfekcji
czynnikéw chemicznych jest chlor. Jednak w zwalcza-
nia biofilméw metoda ta nie zawsze przynosi pozadane
skutki, poniewaz bakterie sg otoczone EPS stanowigcym
bariere ochronng. Zhang i Hu wykazali, ze zastosowanie
chloru w stezeniu 21 i 210 mg/1 hamowato tworzenie bio-
filmu P. aeruginosa odpowiednio w 53 i 86%, nie powodo-
wato jednak eradykacji 72-godzinnego biofilmu [99]. Dla
poréwnania zastosowanie swoistego bakteriofaga hamo-
wato tworzenie biofilmu P. aeruginosa w 80% i powodo-
walo niszczenie dojrzatego biofilmu w 52%. Natomiast
zastosowanie swoistych fagéw w potaczeniu z chlorem
w obu wymienionych stezeniach zahamowato formowa-
nie biofilmu P. aeruginosa powyzej 90%. Fagi w potacze-
niu z zastosowanym $rodkiem dezynfekcyjnym réwniez
bardziej niszczyty dojrzaly biofilm, zaobserwowano jego
ubytek w 60 i 88% odpowiednio przy stezeniu chloru 21
210 mg/l. Niestety w opisanej metodzie problemem jest
wiasciwe dostosowanie stezenia chloru w zalezno$ci od
rodzaju dezynfekowanej powierzchni lub przedmiotu,
a co za tym idzie odpowiedni wybér faga niewrazliwego
na okreslone stezenie chloru. Przyktadem préby wyko-
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Tabela 2. Przyktady wptywu fagéw lub fagowych depolimeraz polisacharydéw na biofilm

Fag/enzym Biofilm Warunki doswiadczenia Rezultaty Pismiennictwo
E. agglomerans biofilm 53b ok, 10°CFU/cm traktowany ocena re.dukql liczby b;f\ktern
53b, M53b szczep fagiem SF153b lub ieqo DP oceniana po 180 min:
SF153b oporny na faga g %9 biofilm 53b traktowany fagiem 4]
wytwarzajacy DP wyprowg@zony z53b biofilm M53b ok. 10° CFU/cm traktowany ' SF153b —1992x, DP - 120?(
0 wrazliwym EPS fagiem SF153b i DP biofilm M53b traktowany fagiem
na DP g SF153biDP - 61x
biofilm hodowany przez noc w 30°C, 120 wszystide srodid odkazajqcevy p.o {qc'zemu
) ) 2 DP @Ent powodowaty eliminacje
rpm traktowano DP @Ent 5 min, nastepnie .
) . - A biofilmu, w przypadku zastosowanych
Srodkami dezynfekcyjnymi: na bazie L
DP Ent E. agglomerans Ent .‘ osobno najwiekszy efekt powodowata (86]
podchlorynu, niejonowym, amfoterycznym L L
. - DP, kolejno srodek niejonowy, na
i czwartorzedowym zwiazkiem amonowym .
. . bazie podchlorynu, amfoteryczny
przez kolejne 5 min ) h
i czwartorzedowy zwiazek amonowy
24-godzinny biofilm bardziej podatny na
24-godzinny i 48-godzinny biofilm dziatanie faga; najwiekszy ubytek biofilmu
015 P, putida RD5PR2, P hodowany stacjonarnie, fagi dodane 102, po 8 godz. inkubaji z fagiem o mianie 10* 7]
wytwarzajacy DP putida PpG1 10*lub 106 PFU/studzienke, inkubacja 2-24  (38187%) i 10°(55i 96 %); po 24 godz.
godz. w temp. 30°C zaobserwowano odtwarzanie sie biofilmu
- pojawianie sie opornosci na faga
poczatkowa liczba bakterii 2x108 CFU chl.or redukowa’{.two.rzenle bfoﬁ!mu W ok,
e ; . 53186 % odpowiednio w stezeniu 21210
i fagéw 3x10” PFU/ml, chlor 21210 mg/L . .
mg/L, natomiast nie niszczyt dojrzatego
- - biofilmu
zapobieganie tworzeniu biofilmu:
Brak nazwy P aeruginosa iTIiequZ:cn'lan;ObaI;:jezmlt :ﬁowéiz!zw&; fagi zapobiegaty tworzeniu w 80% [99]
1a >0 godz, temp. poko) i zwalczaty w 50%
niszczenie biofilmu: do 702 godz. bloﬁlmu. mieszanina fagow z chlorem 210 mg/L
hodowanego w temp. 37°C dodawano fagi . .
i chlor. o 72 aodz. w temp. pokoiowei powodowata zahamowanie tworzenia
PO /=godz P- pokojowe] biofilmu w 94% i niszczenie prawie w 88%
biofilm hodowany od 1 do 8 dni, redt;k;iatilizztbi.b; l;t;T ;vﬂ(:ijlmle:
Brak nazwy K. pneumoniae B5055  fag M0I 0,01 z lub bez amoksycykling 512 );ag' 3)/51 + 0—19 iog 9 [9]
mo/mi antybiotyk + fag: 5,49 + 0,27 log
. test MBEC re.dukqa b|pﬁ|mu W poréwnaniu c!o
Genetycznie ) biofilmu nietraktowanego fagami:
modvfikowane: biofilm hodowany na koteczkach 24 godz., T _seTl. 145
%’7 ' E. coli TG w temp. 35°C, 150 rpm aontol ~ 270K gy = 142X [55]

control

DspB

fagi 10%/ koteczek, inkubacja 24godz.,
w temp. 35°C

redukja biofilmu przez T7DSPB

w poréwnaniudoT7 _—2,6x (P =5,4x10%)

control

DP - depolimeraza polisacharydow, EPS - egzopolisacharyd; CFU - jednostka koloniotwdrcza (colony-forming unit); PFU - jednostka fysinkotwodrcza (plaque-forming

unit); rpm — liczha obrotéw na minute (revolutions per minute)

rzystania fagéw, a konkretnie wytwarzanej przez nie
depolimerazy polisacharydéw do walki z biofilmem sg
badania Taita i wsp. [86]. Autorzy wykazali, ze zastoso-
wanie DP faga @Ent w polaczeniu z réznymi $rodkami
dezynfekcyjnymi, takimi jak: preparat zawierajacy pod-
chloryn, niejonowy i amfoteryczny $rodek odkazajacy,
czwartorzedowe zwiazki amoniowe powodowato catko-
witg lub prawie catkowita eradykacje biofilmu E. agglo-
merans Ent. Z zastosowanych §rodkéw osobno najsilniej
niszczyta biofilm DP, a najstabiej amfoteryczny $rodek
odkazajacy i czwartorzedowe zwiazki amoniowe (4-5
razy stabiej w poréwnaniu do DP).

Inna proponowana metoda skojarzona opiera sie na sto-
sowaniu z fagami czynnikéw limitujacych bakteriom
dostep do pierwiastkéw biogennych, np. zelaza. Udo-
wodniono, ze zelazo jest pierwiastkiem niezbednym do
zycia bakterii i tworzenia przez nie biofilmu. Jony zelaza
odpowiadajg za przejécie bakterii z postaci planktono-
wej w osiadlg i stabilizacje polisacharydéw w macierzy
biofilmu [10]. Hancock i wsp. [40] wykazali, ze doda-
nie do podtoza jondw Zn (II) lub Co (I1), pierwiastkédw
wykazujgcych wieksze niz zelazo powinowactwo do
biatka Fur - gléwnego kontrolera wychwytu zelaza,
hamowato tworzenie przez E. coli biofilmu [40]. Zasto-
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sowanie w metodzie skojarzonej CoSO, i faga KPO1K2
wytwarzajgcego DP spowodowato catkowita eradyka-
cje jedno- i 2-dniowego biofilmu K. pneumoniae B5055,
czego nie obserwowano w przypadku uzycia CoSO, albo
faga [22]. Zaobserwowana w niewielkim stopniu erady-
kacja biofilmu w przypadku dziatania na niego fagiem
NDP niewytwarzajgcym DP w obecnosci jonéw kobaltu
wskazuje na istotng role depolimerazy w niszczeniu bio-
filmu K. pneumoniae B5055. Prawdopodobnie depolime-
raza degradujac macierz biofilmu, utatwia dyfuzje jonéw
kobaltu do jego gtebszych warstw. Niestety terapia sko-
jarzona nie powodowata lub tylko cze$ciowa eradykacje
starszego biofilmu tych bakterii.

Terapie skojarzone budza wielkie nadzieje w walce z bio-
filmami bakteryjnymi, jednak w zwiazku z bardzo zto-
zong struktura i funkcjonowaniem biofilméw konieczne
sa dalsze badania nad mozliwymi do wykorzystania
w terapii czynnikami antybakteryjnymi, takimi jak: réz-
nego typu antybiotyki, zwiazki chelatujace lub anta-
gonisci pierwiastkéw biogennych, $rodki odkazajace,
bakteriocyny, zwiazki pochodzenia roslinnego, np. poli-
fenole czy peptydy o wiasciwosciach antybakteryjnych.

DoSKONALENIE FAGOW ZA POMOCA INZYNIERII GENETYCZNE)

Mimo obiecujacych wynikéw badan nad zastosowa-
niem fagéw wytwarzajacych DP czy samych enzymdéw
w zwalczaniu bakterii otoczkowych czy biofilmdéw
bakteryjnych, wykorzystanie ich na szeroka skale jest
ograniczone w zwiagzku z duza swoisto$cia depolimeraz.
Nawet mata zmiana lub réznica w budowie polisacha-
rydu miedzy szczepami bakterii, powoduje niewraz-
liwo$¢ na dzialanie danej depolimerazy [72]. Jednak
problem mozna rozwiazaé, wykorzystujac metody
inzynierii genetycznej, ktére pozwalaja na wprowa-
dzenie do genomu faga okre$lonych genéw nadajg-
cych wirusom pozadane wtasciwosci [57]. Scholl i wsp.,
wprowadzajac do genomu faga T7 - swoistego wobec
szczepdw E. coli B i K12 - gen kodujacy K1-5 endosiali-
daze, poszerzyli zakres jego gospodarzy, umozliwiajac
mu zakazanie szczepdéw E. coli wytwarzajacych polisa-
charyd otoczkowy K1 [74]. Lu i Collins w wyniku mody-
fikacji genetycznej uzyskali faga T7 s Wytwarzajacego
enzym - dyspersyne B (naturalnie wytwarzana przez
Actinobacillus actinomycetemcomitans) hydrolizujaca
polimer p-1,6-N-acetyl-D-glukozoaminy, adhezyne bak-
teryjna istotng w tworzeniu biofilmu i utrzymaniu jego
integracji przez takie bakterie, jak Staphylococcus czy
E. coli [55]. Okazalo sie, ze fag T7,_, jest skuteczniej-
szy w niszczeniu biofilmu niz fag T7. Ci sami badacze

otrzymali z fagodnego faga M13mp18 mutanta ¢lexA3
charakteryzujacego sie nadekspresja biatka lexA3,
bedgcego represorem bakteryjnego systemu naprawy
DNA - SOS [56]. Fag ¢lexA3 zwiekszat skuteczno$é anty-
biotykéw z trzech powszechnie stosowanych grup:
chinolonéw - ofloksacyny, aminoglikozydéw - gen-
tamycyny i p-laktaméw - ampicyliny w stosunku do
bakterii wykazujgcych na nie oporno$¢ oraz bakterii
wystepujacych w biofilmie. Obecnie dostepne metody
biologii molekularnej stwarzaja w zasadzie nieogra-
niczone mozliwos$ci komponowania bakteriofagéw
o pozadanych wta$ciwosciach. Z tego wzgledu bar-
dzo wazne jest poznawanie genomdéw znanych i nowo
odkrywanych fagéw oraz tworzenie bibliotek fago-
wych.

PopsumowaNie

Fagi wytwarzajace depolimerazy polisacharydéw
lub same te enzymy moga stanowi¢ nowa klase $rod-
kéw antybiofilmowych i/lub lekéw przeciwko pato-
gennym bakteriom wytwarzajacym otoczki. Fagowe
enzymy rozktadajace egzopolisacharydy, mimo ze
same nie zabijaja bakterii, to degradujac otoczki bak-
teryjne czy macierz biofilmu, umozliwiaja dostep do
drobnoustrojéw $rodkom bakteriobdjczym czy czynni-
kom uktadu odporno$ciowego makroorganizmu, ktére
dziatajac pojedynczo, czesto okazujg si¢ nieskuteczne.
W zwigzku z rézna aktywno$cig enzymatyczng fagowe
depolimerazy polisacharydéw mogg réwniez by¢ uzy-
tecznym narzedziem w badaniach struktury chemicz-
nej polisacharydéw, wytwarzaniu oligosacharydéw
z polisacharydéw czy diagnostyki bakterii. Izolacja
nowych fagéw i wytwarzanych przez nie enzymdéw
jest stosunkowo prosta i tania w poréwnaniu do pro-
cesu otrzymania nowego antybiotyku. Zaleta i zara-
zem wadg fagéw i wytwarzanych przez nie DP jest duza
swoisto$¢. Pozytywne jest, Ze nie niszcza w przeci-
wienistwie do antybiotykéw naturalnej flory gospoda-
rza. Jednak swoisto$¢ fagéw i DP ogranicza ich szerokie
stosowanie. Problem mozna rozwigza¢ przez stosowa-
nie odpowiednio przygotowanych koktajli fagowych
lub za po$rednictwem modyfikacji genetycznej posze-
rzaé zakres gospodarzy fagéw. W zwiazku z powyzszym
bardzo wazne jest tworzenie bibliotek fagowych. Bar-
dziej obiecujace wyniki w zwalczaniu biofilméw uzyski-
wano, wykorzystujac terapie skojarzona w poréwnaniu
do stosowania samych bakteriofagéw czy ich depolime-
raz. Wskazuje to kierunek dalszych badan majacych na
celu opracowanie skutecznej metody wykorzystujacej
bakteriofagi w walce z biofilmami bakteryjnymi.
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