Izolacja oraz okreSlenie potencjalu terapeutycznego fagow specyficznych wobec
szczepow Acinetobacter baumannii

Bakterie z gatunku Acinetobacter baumannii, ze wzgledu na ich rosngca opornos¢
wobec obecnie stosowanych antybiotykdéw, stanowig powazne zagrozenie dla zdrowia i zycia
ludzi. Badania wykazaty, ze wzrost stosowania antybiotykdw w szpitalach przektada si¢ na
wzrost opornosci wérod szczepow szpitalnych A. baumannii wobec tych chemioterapeutykow.
Na zakazenia wywolane przez szczepy A. baumannii szczegdlnie narazone sg osoby
dhugotrwale hospitalizowane, zwlaszcza pacjenci oddzialow intensywnej terapii oraz osoby
Z niedoborami odporno$ci. Bakterie te moga by¢ czynnikami etiologicznymi zwigzanymi
z zakazeniami krwi, drog moczowych lub tkanek miekkich. Smiertelno$¢ zwigzana
z zakazeniami A. baumannii oscyluje od 26 do 60% i zalezna jest od czynnikoéw takich jak
niecelowane leczenie, oporno$¢ na stosowane leki, matoptytkowos¢ oraz podtaczenie pacjenta
do respiratora. Warto jednak zaznaczy¢, ze zwigzek miedzy wyzsza $miertelnoscig
a wielolekoopornosécig szczepow A. baumannii nie zostal potwierdzony. Raporty WHO
klasyfikujace bakterie pod wzgledem priorytetu badan nad nowymi antybiotykami przypisaty
szczepy A. baumannii oporne na karbapenemy do grupy krytycznego priorytetu. Dane te
pokazuja jak wazne jest poszukiwanie nowych $rodkoéw terapeutycznych skierowanych
przeciwko opornym szczepom bakteryjnym. Oprdcz opornosci na antybiotyki bakterie te
charakteryzuja si¢ opornoscig na czynniki §rodowiskowe. Szczepy te zdolne s3a takze do
wytwarzania biofilmu na powierzchniach oraz wyposazeniu szpitalnym, w tym na cewnikach
urologicznych, co moze skutkowa¢ rozwinieciem si¢ trudnych w leczeniu infekcji uktadu
MOCzOowego.

Bakteriofagi, czyli wirusy zdolne do amplifikacji wylacznie w komodrkach bakteryjnych,
sa jednymi z najliczniej wystepujacych na Ziemi czastek biologicznych. R6znig si¢ miedzy
sobg morfologig oraz organizacjg i wielkoscig genomu. Opublikowane w ostatnich latach
wyniki badan dotyczacych fagow litycznych, swoistych wobec A. baumannii wykazaly, ze sa
one zdolne do redukcji szczepéw opornych na antybiotyki, co wskazuje na mozliwo$¢ ich
wykorzystania do celowanej terapii fagowej. Badania in vitro potwierdzity, ze bakteriofagi
zdolne sa do skutecznego usuwania biofilmu wytworzonego przez szczepy A. baumannii,
z kolei badania in vivo w modelach zwierzecych wykazaty, Zze bakteriofagi ulatwiaty
zwalczanie infekcji bakteryjnych nie wykazujac dziatania cytotoksycznego wobec komorek
zwierzecych.

W  $wietle powyzszego terapia fagowa jest obiecujaca alternatywg dla
antybiotykoterapii w leczeniu zakazen wywotanych przez wielolekooporne szczepy
A. baumannii.

Celem rozprawy doktorskiej byto zbadanie w warunkach in vitro potencjatu terapeutycznego
bakteriofagdw swoistych wobec szczepow A. baumannii jako alternatywy wobec antybiotykow
lub wsparcia w leczeniu zakazen wywotywanych przez szczepy oporne na antybiotyki.
W ramach realizacji celu rozprawy doktorskiej sformutowano ponizsze hipotezy badawcze:

1. S$cieki komunalne oraz szpitalne stanowig zrédto do izolacji bakteriofagow swoistych
wobec wielolekoopornych szczepow A. baumannii,



2. kompleksowa analiza wlasciwosci biologicznych, morfologicznych 1 genomicznych
umozliwia wybor fagdw do celow terapeutycznych,

3. bakteriofagi wykazuja potencjal do eradykacji biofilméw formowanych przez
uropatogenne szczepy 4. baumannii.

Okreslono rowniez zadania badawcze (cele szczegolowe), ktore pozwolity na weryfikacje
postawionych hipotez badawczych:

1) izolacja bakteriofagbw specyficznych wobec wielolekoopornych  szczepow
A. baumannii,

2) wyznaczenie najkorzystniejszego wspotczynnika infekcji (ang. multiplicity of infection,
MOI) wyizolowanych bakteriofagow celem okreslenia optymalnych parametrow
amplifikacji indywidualnie dla kazdego z fagdw,

3) badanie wtasciwosci biologicznych wyizolowanych fagow, w tym morfologii tysinek,
ultrastruktury wirionow fagowych, spektrum litycznego, swoisto$ci gatunkowej oraz
kinetyki adsorpcji fagéw do komorek bakteryjnych,

4) izolacja materialu genetycznego badanych fagdéw wraz z kompleksowa analizg
bioinformatyczng uzyskanych sekwencji genomoéw fagowych,

5) badanie stabilno$ci wyizolowanych fagow w réznych warunkach przechowywania:
w szerokim zakresie temperatur, pH podtoza hodowlanego, a takze ocena stabilno$ci
fagow w wybranych dezynfektantach, roztworach jonow metali, olejkach eterycznych
oraz moczu ludzkim (pochodzacym zaréwno od os6b zdrowych, jak rowniez chorych
ze zdiagnozowanym bakteryjnym zakazeniem uktadu moczowego),

6) badanie wptywu pojedynczych fagéw oraz koktajlu fagowego na degradacje biofilmu
bakteryjnego utworzonego przez uropatogenne szczepy A. baumannii.

Rozprawe doktorska stanowi cykl powigzanych tematycznie prac w postaci czterech
publikacji naukowych. Wyniki badah zostaly przedstawione w dwoch oryginalnych
publikacjach, z kolei w dwoch publikacjach przegladowych podsumowano aktualny stan
wiedzy 0 rosngcym zagrozeniu dla zdrowia i zycia czlowieka zwigzanym z infekcjami
wywotanymi przez szczepy A. baumannii. Omowiono potencjal terapeutyczny fagow
swoistych wobec tych szczepow, a zwlaszcza zastosowanie terapii fagowej w leczeniu zakazen
uktadu moczowego wywotywanych przez uropatogenne szczepy A. baumannii.

W dwoch pracach przegladowych (P1 Baginska i in., 2019; P2 Baginska i in., 2021)
zwrdcono szczegdlng uwage na trudno$ci w zwalczaniu infekcji wywotanych przez szczepy
A. baumannii, ze wzgledu na ich rosngcg opornos¢ na obecnie stosowane antybiotyki oraz
zdolnos¢ do tworzenia biofilmu bakteryjnego. Zaprezentowano rowniez najnowsze informacje
dotyczace zastosowania fagow swoistych wobec szczepoéw A. baumannii w walce z infekcjami
wywolanymi przez te szczepy oraz podkreslono przewage terapii fagowej w porownaniu do
konwencjonalnie stosowanej antybiotykoterapii.

W pierwszej publikacji oryginalnej P3 (Baginska i in., 2023) opisano procedure izolacji,
amplifikacji oraz badania wlasciwosci biologicznych bakteriofagéw. Do badan wykorzystano
probki sciekow srodowiskowych, komunalnych 1 szpitalnych pobranych z r6znych lokalizacji
w Polsce (Baginska i in., 2023). Poszukiwanie fagéw swoistych wobec szczepow A. baumannii



przeprowadzono metodg typowania fagowego wykorzystujac probki surowe i zageszczone lub
probki inkubowane wezesniej w temp. 37°C (metoda hodowli wzbogaconej). Przeprowadzone
badania pozwolity okresli¢ wlasciwosci biologiczne i morfologi¢ badanych fagow. W wyniku
przeprowadzonych badan scharakteryzowano 12 bakteriofagow (z czego 6 wczesniej
zdeponowanych w Laboratorium Bakteriofagowym Zaktadu Terapii Fagowej IITD PAN oraz
6 nowo wyizolowanych) specyficznych wobec szczepow A. baumannii - 11 fagow tagodnych
oraz jeden lityczny. Wartosci spektrum litycznego fagéw oscylowaty od 11 do 75%. Wigkszos¢
fagow wytwarzala mate i1 przezroczyste tysinki, a dla jednego z nich odnotowano wyraznie
wigksze tysinki z efektem ,,halo”. W oparciu o morfologie fagow okreslong z wykorzystaniem
transmisyjnej mikroskopii elektronowej (TEM), wigekszo$¢ fagéw zostala sklasyfikowana jako
fagi ogonkowe (klasa Caudoviricetes) o morfotypie syfowiruséw, a jeden jako przedstawiciel
morfotypu podovirusow. Wszystkie fagi posiadatly dwudziesto$cienng symetri¢ kapsydu.
Okreslono roéwniez stalg szybkosci adsorpcji oraz wspdlczynnik zakazenia (MOI), czyli
stosunek liczby czastek wirusa zakazajacego do znanej liczby komorek bakteryjnych
w hodowli. Optymalne wartosci MOI byty r6zne dla badanych fagow i oscylowaly w zakresie
od 0,001 do 10. W oparciu 0 badania genetyczne i analize bioinformatyczng uzyskanych
sekwencji oraz podobienstwo do genomow wczesniej opisanych bakteriofagow, badane fagi
specyficzne wobec A. baumannii pierwotnie (data wydania publikacji) sklasyfikowano do
podrodziny Beijerinckvirinae (Acba_6) i Junivirinae (wszystkie pozostate). Obecnie Acba_6
jest przedstawicielem rodzaju Friunavirus, fagi: Acba_1, Acba 4, Aclw_8, Acba 15 oraz
Acba_16 nalezg do klasy Caudoviricetes oraz rodzaju Vieuvirus. Natomiast pozostate fagi
Acba 3, Aclw_9, Acba 11 oraz Acbha 13, Acha 14 oraz Acha 18 nalezg do klasy
Caudoviricetes.

Druga publikacja oryginalna P4 (Baginska i in., 2024) opisuje badania stabilnos$ci
12 bakteriofagéw w roznych wartosciach temperatury oraz pH ptynnego podtoza, dostepnych
na rynku $rodkach dezynfekcyjnych, olejkach eterycznych i s$rodkach powierzchniowo
czynnych (Baginska i in., 2024). Przeprowadzono takze badania stabilnosci fagéw w moczu
0sob zdrowych oraz pacjentow ze zdiagnozowang infekcja uktadu moczowego. Ostatnim
etapem badan byto okreslenie zdolnosci fagéw do degradacji biofilmu wytworzonego przez
uropatogenne szczepy A. baumannii. W oparciu o dtugoterminowe badania stabilnoSci,
najbardziej optymalng metoda przechowywania fagéw A. baumannii okazata si¢
temperatura -70°C. Natomiast temperatura 60°C spowodowata istotne obnizenie aktywnoS$ci
fagow po godzinie inkubacji. Najmniejsze obnizenie miana fagow zaobserwowano po ich
inkubacji w podtozu o pH w zakresie od 7,0 do 9,0, przy czym redukcja miana fagow byta
najwyzsza przy niskich wartosciach pH. Przeprowadzone badania wykazaly, ze czastki fagowe
cechujg si¢ najwyzszg stabilno$cia w warunkach obojetnych i lekko zasadowych, natomiast
kwasne §rodowisko znaczaco obniza ich aktywno$¢ biologiczng. Wyniki te wskazuja, ze pH
otoczenia jest jednym z kluczowych czynnikéw wptywajacych na stabilno$¢ fagéow, co ma
istotne znaczenie przy ich potencjalnym zastosowaniu w terapii fagowej Warto zauwazy¢, ze
srodki dezynfekcyjne na bazie etanolu spowodowaty istotng redukcje miana fagow juz po 30
sekundach inkubacji. Roztwory nanoczastek miedzi i srebra rowniez Spowodowaly obnizenie
miana fagéw, ale w znacznie mniejszym stopniu niz srodki dezynfekcyjne. Natomiast
bakteriofagi inkubowane przez 24 godziny w olejkach eterycznych (cynamonowym



i eukaliptusowym — 1% roztwor) mozna uzna¢ za niewrazliwe na te zwigzki. Fagi zachowaty
réwniez stabilno$¢ po 60 minutach inkubacji w ludzkim moczu niezaleznie od pochodzenia
moczu (dawcy zdrowi/pacjenci ze zdiagnozowanym zakazeniem uktadu moczowego - uzyskato
zgod¢ Komisji Bioetycznej przy IITD PAN, numer zgody: KB-12/2022). Dodatkowo badania
z wykorzystaniem biofilmu bakteryjnego wykazaty, ze pojedyncze fagi w wigkszym stopniu
degraduja biofilm wytworzony przez uropatogenne szczepy A. baumannii w poréwnaniu do
zastosowanego koktajlu fagowego.

Powyzsze badania poszerzaja stan wiedzy na temat fagéw specyficznych wobec
szczepoOw A. baumannii, ktore obecnie stanowig powazne zagrozenie dla ludzkiego zycia
i zdrowia. Uzyskane wyniki oraz dalsze badania, w tym poszukiwanie nowych fagow
litycznych oraz badania z wykorzystaniem wyizolowanych fagdéw w mysim modelu zakazenia
uktadu moczowego moga w przysztosci przyczyni¢ si¢ do dalszego rozwoju celowanej terapii
fagowej - ukierunkowanej na eradykacje infekcji wywotywanych przez wielolekooporne
szczepy A. baumannii.



