KOMUNIKATY RYBACKIE
Nr 5 (142)/2014, 11 - 15

Andrzej K. Siwicki', Jarostaw Dastych?, Ewelina Wojcik?, Patrycja Schulz®,
Edyta Kaczorek®, Krzysztof Kazun', Barbara Kazun', Agnieszka Lepa’,

Elzbieta Terech-Majewska*

1Zaktad Patologii i Immunologii Ryb, Instytut Rybactwa Srodladowego w Olsztynie

2Proteon Pharmaceuticals S.A.

3Katedra Mikrobiologii i Immunologii Klinicznej, Uniwersytet Warminsko-Mazurski w Olsztynie
4Katedra Epizootiologii, Uniwersytet Warminsko-Mazurski w Olsztynie

Zastosowanie bakteriofagéw w ukierunkowanej terapii
chorob bakteryjnych ryb - badania doswiadczalne

Wstep

Rybactwo $rédlgdowe nalezy do tej gatezi produkciji
zwierzecej, ktora stosuje duze ilosci chemioterapeutykow,
w tym szczegOlnie antybiotykéw. Kumulowanie sie che-
mioterapeutykéw w osadach dennych stanowi bezposred-
nie zagrozenie dla Srodowiska wodnego oraz wptywa bez-
posrednio na stan kondycyjny i zdrowotny ryb. Najbardziej
niepokojgcym zjawiskiem towarzyszacym chemioterapii
jest narastajgcy gwattownie problem lekoopornosci. Opor-
no$¢ bakterii na antybiotyki rozwineta sie znacznie wcze-
$niej, zanim zaczeto $wiadomie stosowac te zwigzki do
celéw leczniczych, ale ta wrodzona posta¢ opornosci nie
stanowi powaznego zagrozenia dotyczgcego lekooporno-
8ci. Duze natomiast zagrozenie, powodujgce wrecz niepo-
koj, zwigzane jest z nabytg lekoopornoscig powstatg na
skutek zmiennosci genetycznej, mutacji oraz przekazywa-
nia materiatu genetycznego pomiedzy bakteriami i naste-
pujacemu po nich zjawisku selekciji.

Niepokojgcym, obserwowanym w ostatnich latach zja-
wiskiem jest gwattowny wzrost opornosci patogennych dla
ryb bakterii na antybiotyki i inne chemioterapeutyki
dopuszczone do stosowania w rybactwie. Szczeg6lnie
dotyczy to patogennych bakterii z rodzajow Aeromonas,
Pseudomonas czy Yersinia, ktore indukujg masowe $nig-
cia w podchowach kontrolowanych ryb. lIstnieje wigc
konieczno$¢ poszukiwania nowych wysoce skutecznych
oraz nisko toksycznych metod ukierunkowanej terapii cho-
rob bakteryjnych ryb. Stosowanie w hodowli ryb szeroko
pojetej immunoprofilaktyki, przez wykorzystanie natural-
nych i syntetycznych stymulatoréw nieswoistej odpornosci
oraz wdrozenie do praktyki szczepionek jest wymogiem
chwili. Ich wprowadzenie do rutynowych zabiegow
W znaczgcy sposob ograniczyto ilo$¢ uzywanych antybio-
tykoéw w akwakulturze (Siwickiiin. 1998, Siwickiiin.2011).

Obecnie stosowanie preparatéw zawierajgcych wirusy
bakteryjne przykuwa uwage jako alternatywny sposob
podejscia, zwtaszcza w leczeniu szerokiej gamy choroéb,
ktore sg trudne do kontroli chemioterapeutykami (Cerveny
iin. 2002, Hanlon 2007, Kutateladze i Adamia 2010, Wage-
naar i in. 2005).

Bakteriofagi, inaczej zwane fagami sg wirusami, ktére
atakujg zywe i wrazliwe bakterie. Zajmujg wszystkie te sie-
dliska na $wiecie, gdzie moga rozwijac sie ich gospodarze.
Stwierdza sie ich obecno$¢ w wodzie stodkiej i stonej
(morza i oceany), glebie oraz w organizmach zwierzat
i cztowieka (Dias i in. 2013, Drulis-Kawa i in. 2012, Hanlon
2007, Skurnik i Strauch 2006). Bakteriofagi sg bardzo spe-
cyficznymi wirusami atakujgcymi bakterie. Elementy ich
kapsydéw wigzg sie ze specyficznymi czgsteczkami na
powierzchni docelowych gospodarzy. Bakterie, ktére
takiego receptora nie posiadajg nie mogg zosta¢ zaatako-
wane. Jest to jeden z powoddw dlaczego powszechnie
uwaza sie, iz bakteriofagi nie mogg zakaza¢ komérek orga-
nizméw bardziej ztozonych (Dgbrowska i in. 2005).

Zdolno$¢ bakteriofagdbw do zabijania komérek bakte-
ryjnych na koniec cyklu infekcyjnego jest podstawg
pomystu wykorzystania fagdéw jako $srodkéw terapeutycz-
nych (Skurnik i Strauch 2006). Lityczne bakteriofagi sg naj-
odpowiedniejszymi kandydatami do terapii, poniewaz ule-
gajg szybkiemu namnozeniu i doprowadzajg do lizy bakte-
rii, a ich liczba ro$nie wyktadniczo w tym procesie (Boyd
iin. 2001). Bakteriofagi przechodzace lizogenng reproduk-
cie sg stabymi pretendentami do terapii, poniewaz nie
zapewniajg szybkiego wzrostu liczby fagéw i skojarzonej
lizy bakterii, co jest niezbedne, aby terapia okazata sig sku-
teczna (Morrison i Rainnie 2004).

Skuteczno$¢ terapeutyczna bakteriofagbw moze
zosta¢ zwiekszona, jesli wykazujg wysoka zjadliwosé dla
odpowiadajgcego im bakteryjnego gospodarza, sg wolne
od zanieczyszczajgcych je toksyn bakteryjnych oraz
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zdolne do unikania uktadu siateczkowo-$rodbtonkowego.
Opracowanie takiego preparatu bakteriofagowego moze
dostarczyé waznych narzedzi w leczeniu chordb bakteryj-
nych (Merril i in.1996).

Terapia z zastosowaniem bakteriofagbw ma duzo
pozytywdw. Taki rodzaj leczenia wydaje sie by¢ pozba-
wiony negatywnych skutkéw, nawet przy dtugoterminowym
narazeniu na duze dawki, co wynika¢ moze z faktu, ze bak-
teriofagi atakujg wytacznie komérki bakteryjne (Matsuzaki
i in. 2005, Kumari i in. 2009).

Bakteriofagi najprawdopodobniej nie posiadajg zdol-
noéci do przetamywania barier miedzygatunkowych bakte-
rii. Tak wiec, nawet jesli docelowe gatunki bakterii uzyskajg
opornosé, mato prawdopodobne jest przeniesienie jej na
inne gatunki (Morrison i Rainnie 2004). Ze wzgledu na swojg
specyficznos¢, leczenie za pomoca bakteriofagbw ma
waskie spektrum przeciwbakteryjne o dziataniu ograniczo-
nym do jednego gatunku lub, w niektérych przypadkach, do
pojedynczego szczepu w obrebie gatunku.

Wychodzgc naprzeciw nowym wyzwaniom w 2013
roku podjeto w Polsce badania, w ramach projektu realizo-
wanego przez firme Proteon Pharmaceuticals S.A.,
dotyczace poszukiwania nowego leku zwalczajgcego bak-
terie u ryb. Celem projektu jest ocena mozliwosci zastoso-
wania bakteriofagdw w ukierunkowanej terapii choréb bak-
teryjnych, powodujgcych najwieksze straty w chowie
i hodowli ryb. Badania doswiadczalne prowadzone
w ramach tego projektu przez Instytut Rybactwa
Srodlgdowego w Olsztynie, we wspétpracy z Katedrg
Mikrobiologii i Immunologii Klinicznej oraz Katedrg Epizo-
otiologii Wydziatu Medycyny Weterynaryjnej UWM w Olsz-
tynie, majg na celu okreslenie bezpieczenstwa i efektywno-
Sci podawania bakteriofagbw wybranym gatunkom ryb
hodowlanych.

W niniejszej pracy przedstawiono wstgpne wyniki
badan nad efektem dziatania wyselekcjonowanych bakte-
riofagbw w ograniczeniu $nie¢, powodowanych przez pato-
genne bakterie z gatunku Aeromonas hydrophila u pstragga
teczowego.

Materiat i metody

Badania przeprowadzono na 300 sztukach narybku
pstraga teczowego o masie ciata 50-100 g. Ryby uzyte do
badan dos$wiadczalnych byty w dobrej kondycji, klinicznie
zdrowe, a badaniami mikrobiologicznymi wykluczono
obecnos¢ patogennych wirusow: IPN, IHN i VHS oraz bak-
terii z rodzaju Aeromonas. Po adaptacji ryby do dalszych
badan eksperymentalnych przetrzymywane byty w tempe-
raturze 15°C w obiegu zamknigtym z biofiltrem, w Katedrze
Epizootiologii Wydziatu Medycyny Weterynaryjnej UWM
w Olsztynie. Ryby karmiono paszg komercyjng (Aller AQua
Polska) w ilosci odpowiedniej dla masy ciata i temperatury
wody.
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Do badan uzyto preparatu Bafador-1 (Proteon Pharma-
ceuticals), zawierajgcego bakteriofagi wykazujgce silne
dziatanie lityczne wobec Aeromonas hydrophila. Preparat
Bafador-1 w wybranych stezeniach bakteriofagdéw 1x108
PFU/ml oraz 1x10° PFU/ml stosowano w badaniach
doswiadczalnych, ktore byty prowadzone w warunkach
kontrolowanych, w obiegach zamknigtych zgodnie z wymo-
gami Dobrej Praktyki Klinicznej Weterynaryjnej (GVCP).

Preparat Bafador-1 w réznych stezeniach byt stoso-
wany w kapieli (immers;ji) trwajgcej 30 min w ilosci 1 L/m?3
wody lub w iniekcji dootrzewnowej w ilosci 0,2 ml/szt.

Zakazenia patogenng bakterig Aeromonas hydrophila
(3B/UWM/03/13) wykonywano jedynie w iniekcji dootrzew-
nowo, uzywajgc dawki zakazajgcej 0,2 ml zawiesiny bakterii
na rybe (2 MF).

Doswiadczenie 1

W celu oceny wptywu preparatu Bafador-1 (1x108
PFU/ml), podawanego w immersji lub iniekcji, na przebieg
$nie¢ po eksperymentalnym zakazeniu patogenng bakterig
A. hydrophila, ryby podzielono na pie¢ grup, po 20 sztuk
kazda:

I. Grupa kontrolna — ryby niezakazone oraz niepoddane
dziataniu Bafadoru;

Il. Grupa ryb zakazona bakteriami bez podania preparatu
Bafador;

Ill. Grupa ryb, ktérym podano Bafador w immersji, a 12
godzin pbzniej ryby zakazono patogennymi bakteriami;

IV. Grupa ryb zakazona bakteriami, a 12 godzin po6zniej
podano preparat Bafador w immersji;

V. Grupa ryb zakazona bakteriami, a 12 godzin p6zniej
podano preparat Bafador w iniekcji.

Ryby poddano obserwaciji klinicznej oraz rejestrowano
liczbe $nie€ przez okres 10 dni po zakazeniu patogenng
bakterig A. hydrophila. U $nigtych ryb wykonywano badania
anatomopatologiczne oraz pobierano probki do badan bak-
teriologicznych, w celu reizolacji patogennej bakterii A.
hydrophila z nerki, watroby, sledziony, skrzeli oraz mézgu.
Badania bakteriologiczne wykonano w Katedrze Mikrobio-
logii i Immunologii Klinicznej UWM, zgodnie z wymogami
Dobrej Praktyki Laboratoryjnej (GLP).

Doswiadczenie 2

W celu okreslenia wptywu preparatu Bafador-1 (1x1O8
PFU/ml), podawanego w immersji w réznych okresach (12,
24 oraz 48 godz.), na przebieg $nie¢ po eksperymentalnym
zakazeniu patogenng bakterig A. hydrophila, ryby podzie-
lono na pie¢ grup po 20 sztuk ryb:

I. Grupa kontrolna — ryby niezakazone oraz niepoddane
dziataniu Bafadoru;

Il. Grupa ryb zakazona bakteriami bez podania preparatu
Bafador;
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Ill. Grupa ryb zakazona bakteriami, a 12 godzin po6zniej
podano preparat Bafador w immersji;

IV. Grupa ryb zakazona bakteriami, a 24 godzin po6zZniej
podano preparat Bafador w immersji;

V. Grupa ryb zakazona bakteriami, a 48 godzin pdzniej
podano preparat Bafador w immersji.

Ryby poddano obserwacji klinicznej oraz kontrolowano
liczbe $nie¢ przez okres 10 dni po zakazeniu patogenng
bakterig A. hydrophila. Sniete ryby poddawano badaniom
anatomopatologicznym oraz pobierano prébki do badan
bakteriologicznych, w celu reizolacji patogennej bakterii A.
hydrophila z nerki, watroby, $ledziony, skrzeli oraz mozgu.
Badania bakteriologiczne wykonano w Katedrze Mikrobio-
logii i Immunologii Klinicznej UWM, zgodnie z wymogami
Dobrej Praktyki Laboratoryjnej (GLP).

Doswiadczenie 3

Celem badan byto okreslenie wptywu zréznicowanych
stezen bakteriofagbw w preparacie Bafador-1 (1x108
PFU/mI oraz 1x10° PFU/ml), podawanego w immersji
w ro6znym okresie (12148 godz.), na przebieg snie¢ po zaka-
zeniu eksperymentalnym patogenng bakterig A. hydrophila.
Doswiadczenie wykonano na 100 szt. pstraga teczowego,
ktére podzielono na pie¢ grup (po 20 ryb kazda):

I. Grupa kontrolna — ryby zakazone bakteriami;

Il. Grupa ryb zakazona bakteriami, a 12 godz. pozniej
podano preparat Bafador (w stezeniu 1x108 PFU/mI)
w immersji;

Ill. Grupa ryb zakazona bakteriami, a 12 godzin po6zniej
podano preparat Bafador (w stezeniu 1x10° PFU/mI)
w immersji;

IV. Grupa ryb zakazona bakteriami, a 48 godzin pdzniej
podawano preparat Bafador (w stezeniu 1x10°8 PFU/mI)
w immersji;

V. Grupa ryb zakazona bakteriami, a 48 godzin po6Zniej
podano preparat Bafador (w stezeniu 1x10° PFU/mI)
w immersiji.

Ryby poddano obserwaciji klinicznej oraz kontro-
lowano liczbe $nie¢ przez okres 10 dni po zakazeniu

patogenng bakterig A. hydrophila. Sniete ryby podda- 707
wano badaniom anatomopatologicznym oraz pobie- 60 1

rano prébki do badan bakteriologicznych, w celu
reizolacji patogennej bakterii A. hydrophila z nerki,
watroby, sledziony, skrzeli oraz m6zgu. Badania bak-
teriologiczne wykonano w Katedrze Mikrobiologii
i Immunologii Klinicznej UWM, zgodnie z wymogami

% $miertelnosci

Dobrej Praktyki Laboratoryjnej (GLP). 20 7

Wyniki i dyskusja

Badania podjete przez Proteon Pharmaceuti-
cals, we wspotpracy z Instytutem Rybactwa
Srédladowego w Olsztynie oraz Wydziatem Medy-
cyny Weterynaryjnej UWM, pozwolity na uzyskanie
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cennych danych, ktére postuzyty do utworzenia banku
wysoce patogennych bakterii, powodujgcych najwieksze
straty w hodowli ryb w Polsce. Rbwnocze$nie stworzono
kolekcje bakteriofagow aktywnych wzgledem wybranych
bakterii, w tym tak istotnych z patogennego punktu widze-
nia jak Aeromonas hydrophila. Dla wyizolowanych bakterio-
fagdw zostata okreslona specyficzno$¢, poprzez okreslenie
ich zdolnosci litycznej wobec kolekcji izolatdw wybranych
gatunkow bakterii. Na podstawie profilu specyficznosci
wybrano bakteriofagi o najwyzszej aktywnosci litycznej,
ktore scharakteryzowano na poziomie genetycznym. Na
podstawie analizy fagowego DNA, wyizolowane bakterio-
fagi zakwalifikowano do rzedu Caudovirales, rodziny
Myoviridae. Bakteriofagi te wykazujg wysokie podobien-
stwo do grupy litycznych bakteriofagéw T4, specyficznych
w stosunku do bakterii z rodzaju Aeromonas.

Wybrane z uzyskanej kolekcji i scharakteryzowane
genetycznie bakteriofagi, ktore wykazaty wystarczajgco
silne dziatanie bojcze wobec patogennych dla ryb bakterii,
zostaty uzyte do dalszych badan eksperymentalnych.
Opracowano preparat bakteriofagowy, ktéry nazwano
,Bafador-1".

Wstepne wyniki badan jednoznacznie wykazaty, ze
preparat bakteriofagowy Bafador-1, podawany w iniekgcji
dootrzewnowej oraz immersji, jest dobrze tolerowany przez
organizm ryb oraz wykazuje dziatanie ograniczajgce $nigcia
po eksperymentalnych zakazeniach patogenng bakterig A.
hydrophila. Uzyskane wyniki badan nad wptywem podania
Bafadoru-1 w iniekcji oraz immersji na przebieg $nie¢ po
eksperymentalnym zakazeniu patogenna bakterig A.
hydrophila przedstawiono na rysunku 1. Stwierdzono, ze
podanie Bafadoru-1 zarébwno w iniekcji, jak i immersji
W znaczgcy sposdb zmniejsza odsetek $nie¢ po zakazeniu
eksperymentalnym, w poréwnaniu z grupg kontrolna, w kto-
rej $niecia wyniosty 75%. Najnizszy odsetek $nie¢ obser-
wowano w grupach IV i V, gdzie ryby otrzymaty preparat
Bafador-1 12 godzin po zakazeniu, zarowno w iniekcji
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Rys. 1. Efekt podania Bafadoru-1 w iniekcji oraz immersji na przebieg $nie¢ po
zakazeniu eksperymentalnym pstrgga teczowego patogenna bakterig A.
hydrophila (n=20).
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(10%) oraz immersji (15%). Wyniki tych badan 90 1
sugerowaty, ze podanie preparatu Bafador 80 1
w immersji, najmniej stresogennej formie podania
leku dla ryb, jest wysoce skuteczng drogg aplikacji
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preparatu. W zwigzku z powyzszym podjeto bada- 3

nia nad wptywem preparatu Bafador-1 podawa- § 50
nego w immersji, w zréznicowanym okresie, na § 40 1
przebieg $nie¢ po zakazeniu eksperymentalnym. ) 0
Wyniki badan przedstawiono na rysunku 2, ktére
jednoznacznie sugerujg, ze Bafador-1 podany 2 1
w immersji 12, 24 oraz 48 godzin po zakazeniu 10

W znaczgcy sposob ogranicza $nigcia powodowane
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patogenng bakterig A. hydrophila, w poréwnaniu
z grupg kontrolng (Smiertelno$¢ 85%). Najnizszy
odsetek $nie¢ obserwowano, gdy preparat Bafa-
dor-1 byt podany po 12 godzinach (30%), a najwyz-

GRUPAI GRUPAII GRUPAIII GRUPA IV GRUPAV

Rys. 2. Wptyw preparatu Bafador-1 (1x10° PFU/ml) podawanego w immersji
w réznych okresach (12, 24 oraz 48 godz.) na przebieg $nie¢ po ekspery-
mentalnym zakazeniu pstrgga teczowego patogenng bakterig A. hydrophi-

szy po 48 godzinach (40%) od zakazenia. la (n=20).
Wptyw réznych stezen bakteriofagow w prepa- 90 - &
racie Bafador-1 na przebieg $nigé, po eksperymen-
talnych zakazeniach patogenng bakterig A. hydro- 0
phila, przedstawiono na rysunku 3. W dwéch uzy- 70 7
tych stezeniach bakteriofagbw w preparacie Bafa- 60

dor-1 oraz zr6znicowanym czasie podania $miertel-
no$¢ ksztattowata sie na poziomie 35-45%,
w poréwnaniu z grupg kontrolng, gdzie notowano
$nigcia na poziomie 80%. Istotnym elementem pre- 30 1
zentowanych badan byto wykazanie, ze przyjete 20 1
dwa stezenia bakteriofagdbw w preparacie Bafa-

dor-1 nie miaty istotnego wptywu na przebieg $nie¢
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po eksperymentalnym zakazeniu, co jednoznacznie
sugeruje, ze stezenie bakteriofagéw 1x1 08 PFU/mI
w preparacie Bafador-1 mozna przyja¢ za opty-
malne do stosowania w immersji.

W podsumowaniu nalezy stwierdzi¢, ze podjete
wstepne badania do$wiadczalne sg nowatorskie
i zawierajg cenne informacje, wskazujgce na
wysokg skutecznos¢ swoistych bakteriofagow
w ograniczeniu $nie¢, po zakazeniach eksperymentalnych
patogenng bakterig. Na tym etapie badan mozna stwier-
dzi¢, ze istotne ograniczenie $nie¢ spowodowane byto sil-
nym dziataniem litycznym swoistych bakteriofagow wobec
patogennych bakterii A. hydrophila, co zostato potwier-
dzone w badaniach in vitro. Wysoka skuteczno$¢ béjcza
preparatu Bafador-1 jest argumentem do podjecia dalszych
ukierunkowanych badan nad mozliwoscig stosowania bak-
teriofagow w profilaktyce i terapii choréb bakteryjnych ryb,
szczegOlnie w intensywnych systemach chowu.

Badania finansowane z Projektu POIG.01.04.00-10-098/12
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APPLICATION OF BACTERIOPHAGES IN TARGETED THERAPY OF BACTERIAL DISEASES IN FISH — AN EXPERIMENTAL
STUDY

Andrzej K. Siwicki, Jarostaw Dastych, Ewelina Wéjcik, Patrycja Schulz, Edyta Kaczorek, Krzysztof Kazun, Barbara Kazun,
Agnieszka Lepa, Elzbieta Terech-Majewska

ABSTRACT. The increasing resistance of bacteria to available antibiotics constitutes one of the greatest challenges in intensive fish
culture. The growing problem of chemotherapeutic resistance has revived interest in the potential use of bacterial viruses
(bacteriophages) for therapy of bacterial diseases in fish. Bacteriophages are viruses specific for bacterial strains and are natural
regulators of bacterial populations in waters. In the present study, we determined the influence of specific bacteriophages on
mortality percentages after experimental challenges with the pathogenic bacteria Aeromonas hydrophila in rainbow trout. Healthy
rainbow trout, weighing 50-100 g were used in the study. Bafador-1 with 1x108 PFU/mI or 1x109 PFU/ml concentrations of
bacteriophages were used inimmersion or injection at 12, 24, or 48 h after experimental infections. The results showed that Bafador-1
reduced mortality after application in immersion or injection at a concentration of 1 LUm® of water, or 0.2 ml per fish. The three
experimental studies presented indicated that Bafador-1 is very effective in reducing mortality after experimental infection with the
pathogenic bacteria A. hydrophila. The preliminary study showed that specific bacteriophages are very effective in specific therapy of
bacterial diseases in fish.

Keywords: rainbow trout, bacteriophages, Aeromonas hydrophila, mortality
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