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W ostatnich latach obserwuje si¢ wzrost zainteresowania procesem tworzenia i zwalczania
biofilmu bakteryjnego. Dotyczy to zaréwno biofilméw wytwarzanych przez chorobotworcze
(patogenne) jak i niechorobotworcze (niepatogenne) szczepy bakteryjne. Biofilm to skupisko
mikroorganizmow zwigzanych z podtozem lub przylegajacych do siebie nawzajem, zanurzonych
w macierzy zlozonej Z zewnatrzkomorkowych substancji polimerowych zwanych w skrocie EPSs
(ang. Extracellular Polymeric Substances) [praca nr 1]. Do komponentoéw macierzy naleza biatka,
lipidy, zewnatrzkomorkowe DNA (e-DNA), RNA i polisacharydy [1,2]. Tworzenie biofilmu
bakteryjnego jest procesem zlozonym, podzielonym na pig¢ etapow: (1) przyleganie, (2)
formowanie monowarstwy komorek i wydzielanie EPS (3) tworzenie mikrokolonii, (4)
dojrzewanie biofilmu oraz (5) odrywanie i migracja komorek z biofilmu [praca nr 1]. Co wazne,
mozna zidentyfikowa¢ zar6wno pozytywne, jak i negatywne aspekty powstawania biofilmu z
punktu widzenia cztowieka. Z jednej strony, biofilmy maja kluczowe znaczenie dla procesow
fermentacyjnych, wykorzystywane sa m.in w oczyszczalniach $ciekow i procesach uzdatniania
wody, czy tez w rozwoju technologii mikrobiologicznych ogniw paliwowych. Z drugiej strony,
formowanie biofilmow jest powaznym problemem w sektorze medycznym. Dzieje si¢ tak,
poniewaz bakterie chorobotworcze i wielolekooporne wystepujace w formie biofilmu moga
pokrywac¢ powierzchnie roznych wyrobow stosowanych w medycynie, a takze kolonizowacé tkanki
pacjentow. Ponadto biofilmy stanowia duze wyzwanie w przemysle spozywczym i innych
przemystowych instalacjach wodnych [3-7].

Szacuje sie, ze 99% wszystkich bakterii w srodowisku naturalnym wystgpuje w postaci
biofilmu [8]. Zdolno$¢ tworzenia struktur biofilmowych na réznego rodzaju powierzchniach
posiadajg rowniez bakterie patogenne. Biofilmy rzadko wystepuja w postaci jednogatunkoweyj,
przewaznie sg to struktury sktadajace si¢ z wielu gatunkow mikroorganizméw. Co wazne, bakterie
w biofilmach wykazuja 10-1000 razy wigksza oporno$¢ na antybiotyki w poréwnaniu z
komorkami wystepujacymi w formie planktonowej [9,10]. Komorki bakteryjne stanowigce
czes$¢ biofilmu wykazuja opornos¢ na antybiotyki ze wzgledu na szereg wspotdzialajacych
czynnikow: (i) interakcje srodkow przeciwdrobnoustrojowych ze sktadnikami macierzy biofilmu,
ktore opozniajg 1 ostabiajg ich dziatanie, (i1) wolniejsze tempo wzrostu bakterii w biofilmie (ii1),
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docelowych komorkach, (iv) dziatanie enzymoéw modyfikujacych, (v) wystepowanie komorek
przetrwatych (ang. persisters) niewrazliwych na antybiotyki, (vi) zmiany mikrosrodowiska
chemicznego, (vii) wiek biofilmu oraz (viii) powstawanie biofilmow wielogatunkowych [praca nr
1]. Co ciekawe, obecno$¢ wigcej niz jednego gatunku bakterii w biofilmie jest korzystna dla
utrzymania tej struktury, poniewaz moze utatwiaé przytwierdzanie komorek do powierzchni oraz
nabywanie przez nie genow opornosci na zwiazki przeciwbakteryjne [5]. Trudnosci w skutecznym
zwalczaniu biofilméw wielogatunkowych wynikaja glownie z réznorodnych mechanizmow
opornosci wystepujacych u tworzacych te strukture bakterii, a takze z ograniczenia migracji
srodkow przeciwdrobnoustrojowych. Ograniczenie to spowodowane jest duza réznorodnoscig EPS
wydzielanych przez zroéznicowane gatunkowo i niejednorodnie rozmieszczone w biofilmie
mikroorganizmy. Niewatpliwie wystgpowanie opornosci na antybiotyki w przypadku biofilmow
wielogatunkowych stanowi bardzo powazny problemem, niemniej jednak podejmowane sg rézne
proby zwalczania tego typu biofilmow. Zostaty one doktadnie oméwione w pracy nr 1 rozprawy
doktorskiej, ze szczegolnym uwzglednieniem wykorzystania bakteriofagéw i kodowanych przez
nie enzymow (np. depolimeraz) zarowno w terapiach indywidualnych, jak i skojarzonych (z innymi
srodkami przeciwbakteryjnymi).

Bakteriofagi (fagi) to wirusy, ktore infekuja i replikuja si¢ tylko w komorkach
bakteryjnych. Moga by¢ zjadliwe (wirulentne) albo tagodne (umiarkowane). Fagi zjadliwe
rozwijajg si¢ w bakteriach tylko na drodze litycznej. Podczas takiej infekcji dochodzi do replikacji
materialu genetycznego wirusa, a nastgpnie do uformowania i uwolnienia wirusowych czastek
potomnych w wyniku lizy komorki bakteryjnej prowadzacej do jej $mierci. Fagi fagodne natomiast,
przechodza zaréwno cykl lityczny, jak i lizogeniczny, w ktorym to wirusowy materiat genetyczny
pozostaje zintegrowany z genomem gospodarza i utrzymywany jest w formie profaga. Co istotne,
terapie i metody walki z biofilmami wykorzystujace bakteriofagi koncentrujg si¢ gtéwnie na fagach
litycznych. Strategie te opieraja si¢ przede wszystkim na zastosowaniu pojedynczych fagow lub
koktajli fagowych, enzymow fagowego pochodzenia, fagéw zmodyfikowanych genetycznie lub na
wdrazaniu terapii skojarzonych (bakteriofagi w potaczeniu z np. antybiotykami) [praca nr 1].
Zalety stosowania wirusow bakteryjnych przeciwko biofilmom wynikaja z ich nastepujacych
wlasciwosci: (i) fagi wykazujg aktywno$¢ lityczng przeciwko bakteriom o obnizonym (cho¢ nie
calkowicie zahamowanym) metabolizmie, (ii) charakteryzuja si¢ specyficznym dziataniem
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okreslonego szczepu), (iii) wykazujg zdolnos¢ samokontroli (rozmnazajg si¢ tylko wtedy, gdy
dostgpne sg wrazliwe na nie bakterie), (iv) sa bezpieczne (czyli nieaktywne wobec komorek
eukariotycznych), (v) sa powszechnie dostepne oraz tatwe w pozyskiwaniu, a takze (Vi)
przejawiajg zdolno$¢ do rozprzestrzeniania si¢ I rozwoju w bakteriach obecnych w biofilmie
(przynajmniej do pewnego stopnia) [11].

W ostatnich latach znacznie wzrosta liczba artykutow dotyczacych zastosowania
bakteriofagdéw, jako narzedzia do kontroli procesu tworzenia si¢ biofilmu. W $wietle powyzszych
faktow, celem moich badan w ramach pracy doktorskiej bylo wyizolowanie i
scharakteryzowanie nieznanych weczesniej fagow litycznych, wykazujacych potencjalne
zastosowanie w walce z biofilmem bakteryjnym.

Powszechnie wiadomo, ze Scieki komunalne obfituja w bakteriofagi i s bogatym zroédtem
tych wirusow. Ponadto sktadniki Sciekow sg pozywka dla wielu gatunkow bakterii, co z kolei
wptywa na ré6znorodno$¢ infekujacych je wirusow wystepujacych w tym srodowisku. Majac to na
uwadze, zdecydowalam si¢ na poszukiwania fagow w probkach $ciekow komunalnych,
pochodzacych z Gdanskiej Oczyszczalni Sciekow. Izolacja fagdw zostata przeprowadzona zgodnie
z wezesniej opisang procedurg [12]. W kluczowym etapie tego podejscia, surowg probke sciekow
miejskich miesza si¢ z hodowlg wybranego gatunku/szczepu bakteryjnego, w celu pozyskania
czastek fagowych zdolnych do rozwoju w komorkach gospodarza. W swoich badaniach skupiatam
si¢ na dwoch gatunkach bakterii, Escherichia coli i Enterococcus faecalis — mikroorganizmow
powszechnie wystepujacych w biofilmach wielogatunkowych.

E. coli i E. faecalis nalezg do grupy drobnoustorjow biofilmujacych, ktore wykazujg
ogromny wptyw na $wiatowa gospodarke i medycyne. Bakterie z gatunku E. coli wymieniane sa
jako jedne z najpowszechniejszych mikroorganizméw zdolnych do tworzenia biofilmow. Co
istotne, strukturg biofilmu moga tworzy¢ zardwno niepatogenne, jak i patogenne bakterie E. coli.
Wsrod patogendw wymienia si¢ m.in enterokrwotoczne szczepy E. coli (ang. enterohemorrhagic
E. coli — EHEC), enteropatogenne E. coli (ang. enteropathogenic E. coli - EPEC) oraz
enteroagregacyjne E. coli (ang. enteroaggregative E. coli - EAggEC). Biofilmy zwierajgce bakterie
E. coli sa glownymi czynnikami przyczyniajacymi si¢ do wystgpowania zakazen zwigzanych z
kontaminacja sprzetu Oraz materiatdw biomedycznych [13]. Ponadto, sa one odpowiedzialne za
zanieczyszczenia w przemysle spozywczym oraz psucie si¢ zywnosci [14]. Bakterie E. coli
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materiaty polimerowe, szkto, polistyren, PCV czy teflon, powodujac ich uszkodzenia oraz korozje¢
[5]. E. faecalis to z kolei najczesciej izolowany gatunek bakterii sposrod enterokokow, stanowiagcy
80-90% wszystkich izolatow klinicznych [15]. Mikroorganizmy te sa czgsto odpowiedzialne za
powazne infekcje m.in. zakazenia drég moczowych, w tym zakazenia odcewnikowe, zapalenie
wsierdzia, bakteriemi¢, czy powikltania po leczeniu endodontycznym [16,17]. W wigkszosci
przypadkow sa to infekcje wystepujace w srodowisku szpitalnym, zwigzane z formowaniem
biofilmu, a co za tym idzie z problemami wynikajacymi z silnej opornosci bakterii na $rodki
przeciwbakteryjne. Co istotne, az 75% wszystkich przypadkow infekcji drog moczowych
zwigzanych jest z cewnikowaniem [18]. Ostatnie doniesienia wskazuja, ze szczepy E. faecalis sg
odpowiedzialne za 20% wszystkich przypadkoéw zakazen drég moczowych, w tym zakazen
odcewnikowych, ze wzgledu na zdolnos¢ do kolonizacji i tworzenia biofilmu na powierzchni
cewnikow [19]. Duzg role odgrywa w tym przypadku rodzaj biomateriatlu, z jakiego
wyprodukowany jest cewnik. Bakterie te skutecznie przylegaja do polimerow, takich jak propylen,
polistyren, silikon, polichlorek winylu czy lateks, ktore sa powszechnie wykorzystywane do
produkcji cewnikoéw urologicznych [20]. Ponadto, biofilmy E. faecalis stanowia powazne
zrodto zanieczyszczen w przemysle spozywcezym, glownie podczas produkcji zywnosci.

Badania w ramach pracy doktorskiej rozpocz¢tam od ogélnej charakterystyki nowo
wyizolowanego bakteriofaga vB_EcoS-95 [praca nr 2]. W pierwszej kolejnosci dokonatam
analizy cech morfologicznych i ustalitam zakres gospodarza dla pozyskanego faga. Aktywnos¢
lityczng faga wzgledem rdéznych szczepow bakteryjnych okreslitam za pomoca testu
kropelkowego, obserwujac tworzenie si¢ stref zahamowania wzrostu bakterii. Uzyskane wyniki
ujawnity aktywnos¢ bakteriolityczng faga vB_Ec0S-95 wobec niektorych szczepow E. coli, w tym
kilku izolatow klinicznych. Na podstawie zdje¢ z transmisyjnego mikroskopu elektronowego
(TEM) dokonatam analizy wirionow i zakwalifikowatam faga vB_Ec0S-95 do rodziny v
Siphoviridae. Co ciekawe, badajac kinetyke rozwoju litycznego (w doswiadczeniu typu ,,one step
growth”) zaobserwowalam, ze okres latencji w optymalnych warunkach wzrostu bakterii wynosit
zaledwie 4 minuty, natomiast plon fagowy w przeliczaniu na komoérke wynosit 115 jednostek
tworzacych tysinki (ang. PFU — Plaque Forming Unit). Uzyskane wyniki wskazuja, ze vB_Ec0S-
95 wytwarza wystarczajaca liczbe wiriond6w potomnych w krotkim czasie, aby skutecznie
przeprowadzi¢ lize komorki gospodarza, co czyni go potencjalnie atrakcyjnym w zwalczaniu
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poznana i opisana zostala pelna sekwencja nukleotydowa genomu faga. Co istotne, analiza
sekwencji nie wykazata obecnosci w genomie faga genu polimerazy DNA, ale pozwolita
zidentyfikowa¢ gen kodujacy nietypowe biatko lityczne, ktére moze potencjalnie przyczyniac si¢
do szybkiej lizy komorki gospodarza. Majgc na uwadze potrzebe przeprowadzenia badan w
kierunku opracowania nowych narzedzi do zwalczania biofilméw, postanowitam sprawdzié
aktywno$¢ pozyskanego faga wobec biofilmujacego szczepu E. coli. Skuteczno$¢ degradacji
biofilmu przez faga vB_Ec0S-95 ocenitam r6znymi metodami, w tym testami z uzyciem fioletu
krystalicznego oraz resazuryny, a takze z zastosowaniem holograficznej mikroskopii 3D.
Uzyskane wyniki wskazujg, ze bakteriofag VB _Ec0S-95 jest zdolny do niszczenia biofilmu
bakteryjnego. Ponadto poréownujac otrzymane wyniki zaobserwowatam, ze najefektywniejszy
spadek liczby komorek bakteryjnych w biofilmie nastapit w przypadku zastosowania preparatu
fagowego o wysokim mianie, przy m.o.i. o wartosci 10 (ang. m.o.i - multiplicity of infection),
podczas gdy nizsze warto$ci m.o.i. (7, 5, 4 i 2) skutkowaly stopniowa redukcjg biofilmu. Na
podstawie tych badan wysungtam wniosek, ze vB_Ec0S-95 jest nowo odkrytym fagiem, zdolnym
do infekcji szczepoéw E. coli, ktory moze znalez¢ potencjalne zastosowanie w walce z biofilmami
stanowigcymi problem w przemysle spozywczym lub medycynie. Co wigcej, niezwykle krotki
okres latencji tego faga pozwala na przypuszczenia o jego potencjalnym wykorzystaniu w dalszych
badaniach nad rozwojem nowatorskich narzgdzi biotechnologicznych, majacych zastosowanie
m.in. w inzynierii genetycznej [praca nr 2].

E. faecalis jest czestym czynnikiem etiologicznym zakazen szpitalnych. Duzy problem w
zwalczaniu tych bakterii stanowi coraz to wickszy odsetek szczepow wykazujacych oporno$é na
szereg poznanych dotad antybiotykow. Co istotne, patogen ten wykazuje zdolno$¢ do tworzenia
biofilmu na r6znego rodzaju powierzchniach. W pracy nr 3 scharakteryzowatam kolejnego nowo
odkrytego wirulentnego faga, ktorego nazwatam vB_EfaS-271. Fag ten infekuje kliniczny szczep
E. faecalis 271. Prace badawcze rozpoczgtam od okreslenia zakresu gospodarza dla faga oraz
analizy jego cech morfologicznych. Zaobserwowatam, ze nowo wyizolowany fag wykazat
aktywnos¢ lityczng wobec kilku klinicznych szczepow E. faecalis, natomiast nie byt zdolny do
infekcji szczepéw innych gatunkow bakterii. Z kolei, wyniki analizy filogenetycznej i
morfologicznej (z wykorzystaniem TME), pozwolity przypisa¢ bakteriofaga vB_EfaS-271 do
rodziny Siphoviridae. Nastepnie zbadatam kinetyke rozwoju litycznego prezentowanego
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rozwojowym (okres latencji wynosi zaledwie 8 minut) oraz plonem fagowym wynoszacym 70 PFU
na komorke. Analiza sekwencji nukleotydowej genomu faga wykazata podobienstwo do Kilku
innych fagow infekujacych enterokoki. Ponadto poznanie tej sekwencji pozwolito zidentyfikowac
w genomie vB_EfaS-271 geny kodujgce biatko podobne do polimerazy DNA typu B,
dwufunkcyjne biatko petnigce potencjalng role prymazy i polimerazy DNA, dwie endonukleazy,
helikazg oraz prymazg. Co istotne, wszystkie te biatka mogg petni¢ wazne funkcje w skutecznej
replikacji genomu faga. W kolejnym etapie prac, dokonatam analizy dzialania czastek fagowych
vB_EfaS-271 na biofilm bakteryjny. Otrzymane wyniki pozwolity stwierdzi¢, ze wykazujg one
zdolnos$¢ degradacji biofilmu utworzonego przez szczep E. faecalis 271 [praca nr 3]. Chcac
okresli¢ skutecznos$¢ dziatania preparatu fagowego potraktowatam biofilm odpowiednimi jego
rozcienczeniami. Co ciekawe, spowodowal on znaczny spadek wartosci gestosci optycznej
biofilmu, nawet przy najmniejszej badanej liczbie czastek fagowych, czyli 102 PFU/ml. Podobny
efekt redukcji biomasy biofilmu zaobserwowatam w doswiadczeniu z barwieniem fioletem
krystalicznym i badaniu aktywnosci metabolicznej, oszacowanej w teScie Konwersji resazuryny.
Przedstawione wyniki wskazuja na wysoka skuteczno$¢ faga vB_EfaS-271 w zwalczaniu
niektorych szczepéw E. faecalis oraz jego potencjalng przydatnos¢ jako $rodka
przeciwbakteryjnego. Chociaz fag ten jest zdolny do infekcji tylko niewielkiej liczby szczepow E.
faecalis, uzyskane wyniki sugeruja, ze moze on mie¢ potencjalne znaczenie w opracowywaniu
terapii fagowej lub zosta¢ wykorzystany w inzynierii genetycznej. Poza tym, nalezy podkresli¢
jego wysoka efektywnos$¢ w niszczeniu biofilmu utworzonego przez szczep E. faecalis 271 [praca
nr 3].

Majac powyzsze na uwadze, postanowitam przeprowadzi¢ eksperymenty majace na celu
zbadanie interakcji bakteriofag-gospodarz, w swietle potencjalnych zastosowan vB_EfaS-271 w
terapii fagowej [praca nr 4]. W pierwszej kolejnosci dokonatam analizy skutecznosci faga
vB_EfaS-271 w zapobieganiu tworzenia biofilmu przez E. faecalis na powierzchni cewnika. W
tym celu wykorzystatam klasyczne silikonowe cewniki Foley’a. Zaobserwowatam, ze vB_EfaS-
271 efektywnie obniza przezywalno$¢ i liczbg komorek bakteryjnych na powierzchni cewnika. Co
ciekawe, infekcja duzg liczba czastek fagowych vB_EfaS-271 (m.o.i. = 10) spowodowata szybki
(w ciagu 3 h) i znaczacy spadek liczby zywych komorek E. faecalis, natomiast uzycie nizszych
warto$ci m.o.i. (0,0001 lub 0,01) wywotato podobne efekty, ale w dtuzszym okresie czasu (6 h).

Warte uwagi sg rowniez wyniki otrzymane podczas analizy wplywu stosowanego preparatu



fagowego vB_EfaS-271 na efektywnos$¢ powstawania mutantow fagopornych. Zaobserwowatam,
ze po 24-godzinnej inkubacji hodowli bakteryjnej z fagami, liczba komérek fagoopornych byta
zalezna od zastosowanej wartosci m.o.i i wykazywata najwyzszy poziom gdy stosunek fag-
komorka wynosit 10 (m.o.i. = 10). Ze wzgledu na fakt, iz uzyskane wyniki wskazaty, ze
bakteriofaga vB_EfaS-271 mozna uzna¢ za potencjalnego kandydata do dalszych analiz w celu
wykorzystania go w terapii fagowej, postanowitam zbadac toksyczno$¢ preparatu fagowego wobec
wybranej linii komorek ssaczych oraz jego wptyw na bakterie E. faecalis podczas wspoélnej
hodowli. W tym celu, jako model badawczy uzyto linii komorkowej fibroblastow mysich - BALB/c
3T3, klon 31. Analizujac wptyw preparatu fagowego na komorki eukariotyczne, nie
zaobserwowalam efektu cytotoksycznego. Liczba zywych komorek, ich ksztalt i wielko$¢ byty
podobne przed i po 24-godzinnej inkubacji z fagami. Na tej podstawie wysung¢tam wniosek, ze
bakteriofag vB_EfaS-271 nie jest toksyczny dla komorek ssaczych. Dopiero dodanie bakterii E.
faecalis do hodowli fibroblastow BALB/c 3T3 spowodowato znaczacy spadek zywotnosci tych
komorek. Co ciekawe, jednoczesne zastosowanie czastek fagowych vB_EfaS-271 i bakterii
doprowadzito do czesciowego przywrocenia zywotno$¢ fibroblastow. Taki efekt widoczny byt
wylacznie w przypadku zastosowania niskiej wartosci m.o.i. (0,0001), przy wartosci 10 podobnego
efektu nie zaobserwowatam. Uzyskane wyniki jednoznacznie wskazuja, ze skuteczno$¢ ochrony
mysich fibroblastow przed bakteriami E. faecalis byta wyzsza przy zastosowaniu nizszych wartosci
m.o.i. Z kolei pojawienie si¢ bakterii opornych na fagi nastepowalto szybciej przy uzyciu wigkszej
liczby czastek fagowych, co potwierdza uzyskane wczesniej wyniki. Na tej podstawie wysuniety
zostal wniosek, ze selekcja bakterii niewrazliwych na fagi jest bardziej skuteczna gdy komorka
bakteryjna gospodarza zostaje zakazona kilkoma fagami. Co istotne, mutant oporny na faga,
chociaz zdolny do zycia, zwykle nie jest w stanie przeprowadzi¢ jednego z procesOw
fizjologicznych (przynajmniej do pewnego stopnia), w odréznieniu od komorki typu dzikiego. W
efekcie, chociaz pojawianie si¢ niewrazliwych na faga vB_EfaS-271 mutantow moze sugerowac
ograniczenie stosowania tego wirusa w terapii fagowej, to jednak uposledzony wzrost i nizsza
konkurencyjno$¢ takich mutantoéw sugeruje, ze polgczenie terapii fagowej z innym leczeniem
przeciwbakteryjnym moze nadal przynosi¢ skuteczne efekty [praca nr 4].

Wyniki uzyskane w ramach niniejszej pracy wskazuja na duzy potencjat nowo odkrytych
fagdw w niszczeniu i zapobieganiu tworzenia si¢ biofilmow przez bakterie E. coli i E. faecalis. Co

istotne, w obu przypadkach obserwuje si¢ znaczne zmniejszenie liczby komorek bakteryjnych w



strukturze biofilmu. Biorgc pod uwage dostepne dane literaturowe oraz uzyskane wyniki sugeruje,

ze bakteriofagi vB_EcoS-95 i vB_EfaS-271 mogg by¢ potencjalnie wykorzystywane do

opracowania metod zwalczania biofilméw wielogatunkowych, stanowiacych duze wyzwanie W

sektorach medycznym 1 przemystowym. Obecnie duze nadzieje na opracowanie skutecznych

strategii antybiofilmowych wigze si¢ z terapig skojarzonag (fagi lub ich pochodne wraz z

antybiotykami). Pomimo iz w swojej rozprawie doktorskiej nie analizowatam skutecznosci tego

podejscia, to niewatpliwie warto zbada¢ je w przysztosci.
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