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Wp³yw preparatu bakteriofagowego Bafador-1 na

organizm ryb – badania hematologiczne i biochemiczne

u karpia (Cyprinus carpio)

Wstêp

W ostatnich latach obserwuje siê gwa³towny wzrost

opornoœci patogennych dla ryb bakterii na antybiotyki i inne

chemioterapeutyki dopuszczone do stosowania w akwa-

kulturze. Zjawisko to nasila siê szczególnie w intensywnych

podchowach materia³u zarybieniowego. Stosowanie anty-

biotyków czy innych chemioterapeutyków w obiegach

zamkniêtych jest ograniczone lub wrêcz zabronione, gdy¿

doprowadziæ mo¿e do ca³kowitego zniszczenia filtrów bio-

logicznych. Zastosowanie w hodowli ryb naturalnych i syn-

tetycznych stymulatorów nieswoistej odpornoœci oraz

wdro¿enie do praktyki szczepionek czy autoszczepionek

mia³o istotne znaczenie praktyczne. Ich wprowadzenie do

rutynowych zabiegów w znacz¹cy sposób ograniczy³o iloœæ

antybiotyków stosowanych w akwakulturze (Siwicki i in.

2011, Siwicki i in. 2014a, Siwicki i in. 2014b).

W ostatnich latach obserwuje siê wzrost zainteresowa-

nia naturalnymi metodami walki z patogennymi bakteriami.

Zalicza siê do nich stosowanie bakteriofagów w leczeniu

zaka¿eñ wywo³anych przez oporne bakterie. Bakteriofagi

s¹ wirusami, które atakuj¹ ¿ywe i wra¿liwe bakterie. Wystê-

puj¹ wszêdzie tam, gdzie mog¹ rozwijaæ siê ich ¿ywiciele,

czyli bakterie. Stwierdza siê ich obecnoœæ w wodzie, glebie

oraz w organizmach zwierz¹t i cz³owieka (D¹browska i in.

2005). Bakteriofagi s¹ wirusami atakuj¹cymi tylko swoiste

dla siebie bakterie. Elementy ich kapsydów wi¹¿¹ siê jedy-

nie ze specyficznymi receptorami na powierzchni docelo-

wych gospodarzy. Bakterie, które takiego receptora nie

posiadaj¹ nie mog¹ zostaæ zaatakowane. Zdolnoœæ bakte-

riofagów do zabijania komórek bakteryjnych na koniec

cyklu zakaŸnego jest podstaw¹ pomys³u wykorzystania

fagów jako œrodków terapeutycznych (Skurnik i Strauch

2006, Kutateladze i Adamia 2010, Drulis-Kawa i in. 2012).

Lityczne bakteriofagi s¹ najodpowiedniejszymi kandyda-

tami do terapii, poniewa¿ ulegaj¹ szybkiemu namno¿eniu

i doprowadzaj¹ do lizy bakterii (Morrison i Rainnie 2004).

Ukierunkowana terapia z zastosowaniem bakteriofagów

jest bardzo efektywna i pozbawiona negatywnych skutków,

nawet przy d³ugiej ekspozycji na du¿e dawki (Matsuzaki i in.

2005, Hanlon 2007, Kumari i in. 2009). Ze wzglêdu na swoj¹

specyficznoœæ, leczenie za pomoc¹ bakteriofagów ma

w¹skie spektrum przeciwbakteryjne o dzia³aniu ograniczo-

nym do jednego gatunku lub, w niektórych przypadkach do

pojedynczego szczepu w obrêbie gatunku.

Badania wstêpne realizowane przez Proteon Pharma-

ceuticals we wspó³pracy z Instytutem Rybactwa

Œródl¹dowego w Olsztynie oraz Wydzia³em Medycyny

Weterynaryjnej UWM pozwoli³y na uzyskanie cennych

danych, które pos³u¿y³y do utworzenia kolekcji bakteriofa-

gów aktywnych wzglêdem wybranych bakterii, w tym tak

istotnych z patogennego punktu widzenia jak Aeromonas

hydrophila. Dla wyizolowanych bakteriofagów zosta³a okre-

œlona specyficznoœæ poprzez okreœlenie ich zdolnoœci

litycznej wobec kolekcji izolatów wybranych gatunków bak-

terii. Na podstawie profilu specyficznoœci wybrano bakterio-

fagi o najwy¿szej aktywnoœci litycznej, które scharakteryzo-

wano na poziomie genetycznym.

Wstêpne wyniki badañ jednoznacznie wykaza³y, ¿e

preparat bakteriofagowy Bafador-1 podawany w iniekcji

dootrzewnowej oraz immersji wykazuje dzia³anie ograni-

czaj¹ce œniêcia po eksperymentalnych zaka¿eniach pato-

genn¹ bakteri¹ Aeromonas hydrophila u pstr¹ga têczo-
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wego (Siwicki i in. 2014). Istotnym elementem prezentowa-

nych badañ by³o wykazanie, ¿e przyjête dwa stê¿enia bak-

teriofagów w preparacie Bafador-1 wykazywa³y podobny

efekt protekcyjny, okreœlany na podstawie przebiegu œniêæ

po eksperymentalnym zaka¿eniu, co jednoznacznie suge-

ruje, ¿e stê¿enie bakteriofagów 1x108 PFU/ml w preparacie

Bafador-1 mo¿na przyj¹æ za optymalne do stosowania

w immersji. Równoczeœnie wykazano, ¿e czas przetrzymy-

wania ryb w roztworze preparatu Bafador-1 powinien wyno-

siæ minimum 1 godzinê.

Istotnym elementem ukierunkowanych badañ by³o

okreœlenie bezpieczeñstwa podawania preparatu Bafa-

dor-1 oraz jego wp³ywu na organizm ryb. Celem niniejszej

pracy by³a wstêpna ocena wp³ywu preparatu bakteriofago-

wego (Bafador-1) na wybrane parametry hematologiczne

i biochemiczne u karpia (Cyprinus carpio).

Materia³ i metody

Badania przeprowadzono na 200 szt. narybku karpia

o masie cia³a 80-100 g. Ryby u¿yte do badañ doœwiadczal-

nych by³y w dobrej kondycji, klinicznie zdrowe, a badaniami

mikrobiologicznymi wykluczono obecnoœæ patogennych wiru-

sów wiosennej wiremii karpia (SVC) i herpeswirusa karpia-3

(CypHV-3) oraz bakterii z rodzaju Aeromonas. Po adaptacji

ryby do dalszych badañ eksperymentalnych przetrzymywane

by³y w temperaturze 22�C w obiegu zamkniêtym z biofiltrem.

Ryby karmiono pasz¹ komercyjn¹ (Aller Aqua Polska) w iloœci

odpowiedniej dla masy cia³a i temperatury wody.

Do badañ u¿yto preparatu Bafador-1 (Proteon Pharma-

ceuticals) zawieraj¹cego bakteriofagi wykazuj¹ce silne

dzia³anie lityczne wobec A. hydrophila. Preparat Bafador-1

(stê¿enie bakteriofagów 1x108 PFU/ml) stosowano w bada-

niach doœwiadczalnych, które przeprowadzono w warun-

kach kontrolowanych, w obiegach zamkniêtych, zgodnie

z wymogami Dobrej Praktyki Klinicznej Weterynaryjnej

(GCVP). Preparat Bafador-1 by³ stosowany w k¹pieli

trwaj¹cej 60 min w stê¿eniu 1 l/m3 wody. Ryby grupy

doœwiadczalnej poddano k¹pieli przez 1 godz. w roztworze

Bafadoru-1 w stê¿eniu 1l/ m3 wody. Krew do badañ hema-

tologicznych i biochemicznych pobierano z ¿y³y ogonowej

od 20 szt. ryb przed k¹piel¹ (grupa 0) oraz 1, 2 oraz 3 dni po

k¹pieli. Grupê kontroln¹ stanowi³y ryby poddane jedynie

manipulacjom, jak w grupie doœwiadczalnej. Przed pobra-

niem krwi ryby by³y wprowadzane w stan znieczulenia ogól-

nego preparatem Propiscin (Kazuñ i Siwicki 2001).

Badania hematologiczne obejmowa³y okreœlenie liczby

erytrocytów (RBC), wartoœci hematokrytu (Ht) i poziomu

hemoglobiny (Hb) w pe³nej krwi przy u¿yciu metod stosowa-

nych rutynowo w Zak³adzie Patologii i Immunologii Ryb IRS

w ¯abieñcu (Siwicki i in. 2003), zgodnie z wymogami dobrej

praktyki laboratoryjnej (GLP). Z uzyskanych wartoœci obli-

czano œredni¹ masê hemoglobiny (SCH) oraz œrednie stê-

¿enie hemoglobiny (SSH) w krwince.

Badania biochemiczne wykonano z u¿yciem surowicy,

któr¹ uzyskano po wirowaniu pe³nej krwi (400 x g przez 15

min). Nastêpnie surowicê przetrzymywano do czasu ozna-

czeñ w temperaturze -20�C. W surowicy oznaczano aktyw-

noœæ aminotransferazy asparginianowej (AST) oraz amino-

transferazay alaninowej ((ALT) metod¹ spektrofotome-

tryczn¹ przy u¿yciu aparatu Hach-Langer spectrophotome-

ter DR 3900 (Niemcy), z wykorzystaniem zestawów

odczynników do iloœciowego oznaczania firmy PTH Hydrex

(Polska). Poziom kortyzolu w surowicy oznaczano przy u¿y-

ciu testu immunoenzymatycznego (Novatec Immunodia-

gnostica GmbH) oraz poziom glukozy zestawem odczynni-

ków do enzymatycznego, kolorymetrycznego oznaczania

tego parametru w surowicy (PTH Hydrex, Polska).

Uzyskane wyniki badañ poddano analizie statystycznej

okreœlaj¹cej wartoœci œrednie, odchylenie standardowe

oraz istotnoœæ ró¿niæ na poziomie P<0,05 przy u¿yciu testu

ANOVA (Statistica 10).

Wyniki i dyskusja

Zakres badañ przedstawiony w pracy by³ podyktowany

potrzeb¹ okreœlenia wp³ywu preparatu bakteriofagowego

Bafador-1 na podstawowe parametry hematologiczne i bio-

chemiczne, odzwierciedlaj¹ce stan zdrowotny oraz podsta-

wowe procesy metaboliczne u ryb. W dostêpnej literaturze

brak jest danych na temat wp³ywu bakteriofagów na obraz

czerwonokrwinkowy, aktywnoœæ enzymów w¹trobowych

oraz poziom glukozy i kortyzolu w surowicy. Aktywnoœæ

enzymów w¹trobowych oraz poziomy glukozy i kortyzolu

(hormon stresu) by³y szczególnie istotne dla oceny aktual-

nego stanu fizjologicznego badanych ryb. Wp³yw bada-

nego preparatu bakteriofagowego Bafador-1 na podsta-

wowe parametry hematologiczne oraz wybrane parametry

biochemiczne przed k¹piel¹ oraz 1, 2 i 3 dni po k¹pieli

przedstawiono w tabeli 1.

Natomiast w tabeli 1 nie przedstawiono wyników badañ

hematologicznych i biochemicznych uzyskanych u ryb

z grupy kontrolnej, gdy¿ w badanych okresach nie uleg³y one

istotnym zmianom w porównaniu z rybami przed k¹piel¹ oraz

po k¹pieli. Uzyskane wyniki badañ hematologicznych jedno-

znacznie wykaza³y, ¿e badany preparat nie wp³ywa³ nega-

tywnie na hematopoezê, czego wynikiem by³ brak staty-

stycznie istotnych zmian do 3 dnia po k¹pieli w liczbie erytro-

cytów, wartoœci hematokrytu oraz poziomu hemoglobiny.

Nie stwierdzono istotnych zmian w œredniej masie hemoglo-

biny oraz œrednim stê¿eniu hemoglobiny w krwince.

Badania biochemiczne równie¿ wykaza³y, ¿e badany

preparat bakteriofagowy nie mia³ negatywnego wp³ywu na

aktywnoœæ enzymów w¹trobowych (AST, ALT) oraz nie

zmienia³ poziomu glukozy. Natomiast brak istotnych zmian

w poziomie kortyzolu œwiadczy o niskim oddzia³ywaniu

stresogennym badanego preparatu na organizm karpia.
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W podsumowaniu nale¿y stwierdziæ, ¿e uzyskane

wyniki badañ hematologicznych i biochemicznych jedno-

znacznie wykaza³y, ¿e badany preparat bakteriofagowy

Bafador-1 podany w k¹pieli jest bezpieczny i dobrze tolero-

wany przez organizm ryb.

Badania finansowane z Projektu POIG.01.04.00-10-098/12.
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INFLUENCE OF BACTERIOPHAGES SPECIMEN BAFADOR-1 ON FISH ORGANISM – HAEMATOLOGICAL AND

BIOCHEMICAL STUDIES IN CARP

Andrzej K. Siwicki, Jaros³aw Dastych, Edward G³¹bski, Ewelina Wójcik, Krzysztof Kazuñ, Barbara Kazuñ,

Patrycja Schulz

ABSTRACT. The growing problem of chemotherapeutic resistance has revived interest in the potential use of bacteriophages in

specific therapy of bacterial diseases in fish. In the present study, we determined the influence of specific product Bafador-1

(concentrations of bacteriophages 1x108 PFU/ml) used in immersion (1 h) on the haematological and biochemical parameters in carp

(Cyprinus carpio). The blood were separated from caudal vein before and 1, 2 and 3 days after immersion. The results showed that

Bafador-1 do not change levels of red blood cells, haematocrit and haemoglobin in blood. The similar pattern were observed in

biochemical parameters. After application of Bafador-1 no statistically significant difference in AST and ALT activity were observed.

Also the levels of glucose and cortisol were similar, compared to control group. The results of this study showed, that Bafador-1 has

not negative influence on haematological and biochemical parameters in carp.

Keywords: carp, bacteriophages, haematological and biochemical parameters
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TABELA 1

Wp³yw preparatu bakteriofagowego Bafador-1 podawanego w k¹pieli na wybrane parametry hematologiczne i biochemiczne u narybku
karpia (n= 20, wartoœci œrednie ± odchylenie standardowe; istotnoœæ ró¿nic na poziomie P<0,05)

Oznaczane parametry Przed k¹piel¹
Okresy pobierania krwi po k¹pieli:

1 dzieñ 2 dni 3 dni

Liczba erytrocytów (RBC) mln/mm 1,5 ± 0,4 1,6 ± 0,5 1,7 ± 0,3 1,6 ± 0,3

Wartoœæ hematokrytu (Ht) % 32,5 ± 3,2 34,5 ± 3,4 34,9 ± 3,2 33,4 ± 2,9

Poziom hemoglobiny (Hb) g% 10,6 ± 1,4 11,4 ± 1,4 11,6 ± 1,6 10,8 ± 1,5

Œrednia masa hemoglobiny (SCH) g/l 58,4 ± 7,5 56,5 ± 8,4 55,9 ± 7,5 57,9 ± 8,5

Œrednie stê¿enie hemoglobiny (SSH) g/l 25,6 ± 5,5 26,4 ± 4,8 27,6 ± 5,2 26,8 ± 4,9

Poziom kortyzolu ng/ml 179 ± 27 185 ± 32 191 ± 45 187 ± 35

Poziom glukozy mg/l 110 ± 15 115 ± 14 114 ± 12 118 ± 16

Aktywnoœæ AST U/l 84,2 ± 12,5 86,5 ± 13,8 87,2 ± 14,5 88,9 ± 13,3

Aktywnoœæ ALT U/l 2,5 ± 0,8 2,7 ± 0,7 2,8 ± 0,6 2,9 ± 0,8




