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Escherichia coli to Gram-ujemne bakterie nalezace do rodziny Enterobacteriaceae. Wigkszos¢
bakterii z tego gatunku stanowig niechorobotwoércze komensale, ktore wystepujag w jelicie grubym
czlowieka oraz zwierzat statocieplnych. Mikroorganizmy te odgrywaja istotng rolg w trawieniu
pokarmu, stanowig barier¢ ochronng przed rozwojem patogennych bakterii, a takze uczestnicza
w procesie syntezy witamin z grup B i K [1]. Nalezy podkresli¢, iz niektore szczepy E. coli, poprzez
nabycie cech wirulencji na drodze horyzontalnego transferu genow, moga stanowic¢ przyczyne rozwoju
wielu chorob u cztowieka [2]. Przyktadem takich patogennych bakterii sg E. coli produkujace toksyny
Shiga (ang. Shiga toxin-producing Escherichia coli, STEC), wraz z najbardziej niebezpieczng podgrupa
enterokrwotocznych szczepow E. coli (ang. enterohemorrhagic Escherichia coli, EHEC) [3].

Glownym czynnikiem wirulencji bakterii STEC sg toksyny Shiga. Biatka te sktadaja si¢ z jednej
podjednostki A oraz pieciu podjednostek B. Pierscien utworzony z podjednostek B odpowiedzialny jest
za rozpoznanie receptora globotriaozyloceramidu (Gb3), zlokalizowanego na powierzchni blony
komorek eukariotycznych. Na drodze endocytozy toksyna Shiga wnika do cytoplazmy komorki,
nastepnie transportowana jest do aparatu Golgiego, skad ulega retro-translokacji do retikulum
ednoplazmatycznego, gdzie aktywna katalitycznie podjednostka A zostaje odcigta przez proteaze od
podjednostek B. Wéwczas, podjednostka A uwolniona jest do cytoplazmy i tam dokonuje cigcia reszty
adeniny w czasteczce 28S rRNA, wchodzacej w sktad budowy podjednostki 60S rybosomu. Taka
modyfikacja prowadzi do zahamowania syntezy biatek i $mierci komorki [4].

Warto nadmienié, ze toksyny Shiga kodowane sa przez geny stx, zlokalizowane w genomach
bakteriofagdw przenoszacych geny toksyn Shiga (w skrocie fagi Stx). Te fagodne wirusy wystepuja
w bakteriach STEC w formie profagoéw. Podczas cyklu lizogenicznego ekspresja wigkszosci fagowych
genow, w tym genow StX, jest wyciszona. Na skutek dziatania r6znych czynnikow zewngtrznych, takich
jak np. promieniowanie UV, EDTA, wysokie ci$nienie hydrostatyczne, niskie pH, nadtlenek wodoru
czy antybiotykéw wigzacych DNA, moze dojé¢ do indukcji profagow Stx. W konsekwencji tego procesu
nastepuje wyciecie fagowego DNA z chromosomu bakteryjnego i rozpoczecie przez wirusa cyklu
litycznego. Na tym etapie rozwoju, poza ekspresja gendw kodujacych biatka regulatorowe i strukturalne
fagow, dochodzi do ekspresji genow stx. Wiaze si¢ to z produkcja duzej ilosci toksyn Shiga, ktore na
skutek lizy komorek gospodarza warunkowanej przez fagi potomne uwalniane sg do jelita. Nastepnie,
toksyny Shiga docieraja do $wiatta naczyn krwiono$nych, gdzie za posrednictwem komorek krwi
transportowane s3 do docelowych organow, gtéwnie nerek i mozgu [4].

Zakazenie bakteriami STEC zwykle powoduje obfite biegunki, jak rowniez krwotoczne
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zotadka oraz podwyzszong temperatura ciala. Niestety, HC moze prowadzi¢ do rozwoju
niebezpiecznych powiktan w postaci zespotu hemolityczno-mocznicowego (ang. haemolytic-uraemic
syndrome, HUS). HUS jest schorzeniem charakteryzujacym si¢ triadg objawow: 0strag niewydolnoscia
nerek, niedokrwisto$cig hemolityczng i matoptytkowoscia. Choroba ta rozwija si¢ u okoto 5-10% os6b
z infekcjami STEC, a towarzyszace jej dtugotrwate nastepstwa zdrowotne sprawiaja, ze $miertelno$é
wsrod pacjentow wynosi od 3% do 17%. Powiktania zwigzane z rozwojem HUS sg szczegolnie
niebezpieczne dla dzieci ponizej 5. roku zycia oraz dla osob starszych, wsrod ktorych $miertelnose
dochodzi nawet do 50% [5,6].

Niestety, obecnie nie sg znane zadne skuteczne $rodki ani terapie skierowane przeciwko
bakteriom STEC. Leczenie infekcji STEC jest niezwykle problematyczne, poniewaz wiele
antybiotykow oraz chemioterapeutykow nalezy do grupy lekéow silnie indukujacych profagi Stx.
Podanie tego typu $rodkéw pacjentowi zakazonemu bakteriami STEC moze przyczyni¢ si¢ do
wzmozonej produkcji toksyn Shiga, a tym samym zaostrzy¢ objawy chorobowe. Ponadto, stosowanie
srodkéw przeciwbiegunkowych w zwalczaniu infekcji STEC jest rowniez wysoce niewskazane. Srodki
te hamujg bowiem perystaltyke jelit, a tym samym uniemozliwiajg usunig¢cie patogennych bakterii
z organizmu, prowadzac jednoczes$nie do zwigkszenia stgzenia toksyn Shiga w Swietle jelita, co sprzyja
rozwojowi HUS. Aktualnie bezpieczne leczenie infekcji STEC opiera si¢ jedynie na podawaniu
doustnych ptynow nawadniajgcych oraz dializach [7]. W zwiazku z powyzszym, istnieje konieczno$¢
poszukiwania nowych $rodkow leczniczych oraz opracowania nowatorskich terapii, ktore bylyby
skuteczne w zapobieganiu i zwalczaniu infekcji STEC.

Wedtug doniesien Swiatowej Organizacji Zdrowia (WHO) bakterie STEC zaliczane sa na catym
$wiecie do glownych przedstawicieli patogenéw przenoszonych droga pokarmowsa. Czlowiek
najczesciej zakaza sie tymi bakteriami poprzez spozycie zanieczyszczonych odchodami zwierzecymi
warzyw i owocoéw, konsumpcje niedogotowanego migsa mielonego, czy tez wypicie
niepasteryzowanego mleka. Do Zrodet STEC zaliczy¢ mozna réwniez wodeg, nawozy organiczne
oraz sprzet wykorzystywany w masarniach do obrobki migsa. Zasadniczo jednak, pierwszym ogniwem
fancucha transmisji tych patogenéw do srodowiska jest bydto i zwierzeta domowe, ktorych przewod
pokarmowy stanowi glowne miejsce bytowania bakterii STEC. Co istotne, zwierz¢ta hodowlane sa
niewrazliwe na dziatanie toksyn Shiga, gdyz ich komorki naczyniowe nie posiadaja receptorow Gb3.
Nalezy rowniez podkresli¢, iz skazenie zywnosci bakteriami STEC przyczynia si¢ nie tylko do wybuchu
wielu lokalnych epidemii, ale réwniez prowadzi do ogromnych strat ekonomicznych w przemysle
spozywczym [5,8]. W zwigzku z powyzszym, kluczowe wydaje sie opracowanie skutecznych metod
ochrony zywnosci przed skazeniem bakteriami STEC.

Z danych literaturowych wynika, iz zidentyfikowano dotad ponad 100 serotypéw bakterii STEC
(np. 026, 055, 0104, 0111, 0121, 0145, 0165, 0174, 0183), wérdd ktorych dominuje endemiczny
szczep E. coli O157:H7 [8]. Znaczenie tego szczepu dla zdrowiu publicznego dostrzezono okoto 40 lat
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USA), ktorej efektem byt rozwoj krwotocznego zapalenia okreznicy u pacjentow, wywotany Spozyciem
hamburgeréw skazonych bakteriami STEC [9]. Szacuje sig, ze od tego czasu w USA odnotowuje si¢
rocznie ponad 60 000 zachorowan, w tym ponad 60 zgonow, spowodowanych skazeniami zywnosci
przez bakterii E. coli o serotypie O157:H7, co w duzym stopniu obcigza finansowo sektory opieki
zdrowotnej oraz gospodarki zywieniowej. Zakazenie bakteriami E. coli O157:H7 moze prowadzi¢ do
wystgpienia krwawej biegunki, hospitalizacji, a takze rozwoju HUS [10]. Wysoka zjadliwos¢ tego
serotypu warunkowana jest poprzez zdolnos¢ bakterii do produkcji toksyn Shiga oraz produktow
kodowanych w obrgbie wyspy patogennej i plazmidu pO157 [11]. Liczne badania wykazaty réwniez,
ze E. coli O157:H7 moze tworzy¢ biofilmy na powierzchniach biotycznych (np. warzywa, mig¢so), jak
i abiotycznych (np. stal nierdzewna, szklo) [12]. Biofilm jest definiowany jako spoteczno$¢
mikroorganizméw otoczonych wyprodukowang przez nie macierzg polisacharydow. Ztozona struktura
biofilmu chroni bakterie E. coli O157:H7 przed dziataniem r6znych czynnikoéw zewnetrznych, takich
jak antybiotyki, czy tez §rodki dezynfekujace stosowane w przemysle spozywczym [13,14]. W zwigzku
z powyzszym, pobudki zdrowotne i ekonomiczne staty sig¢ sitg napedowa do poszukiwania skutecznych,
niekonwencjonalnych oraz bezpiecznych strategii, ktore moglyby postuzy¢ do zwalczania bakterii
E. coli O157: H7, gtéwnego przedstawiciela grupy STEC.

Jedng ze skutecznych strategii skierowanych przeciwko STEC moze okaza¢ si¢ metoda oparta
na zastosowaniu bakteriofagéw (fagow) litycznych. Te wirusy bakteryjne uznawane sg za najliczniejsze
jednostki biologiczne w przyrodzie, ktére mozna spotka¢ w kazdym s$rodowisku (m.in. w ciele
cztowieka, wodzie, glebie). Bakteriofagi moga infekowac i replikowac si¢ wyltaczenie w komorkach
prokariotycznych. Co istotne, zdecydowana wigkszos$¢ fagow wykazuje aktywnos$¢ lityczng w stosunku
do $cisle okreslonych gatunkow bakterii, a nawet szczepoéw danego gatunku, dzigki czemu ryzyko zmian
w sktadzie naturalnego mikrobiomu organizmu gospodarza jest bardzo niskie. Ponadto, bakteriofagi nie
sg aktywne wobec komoérek ludzkich, w zwiazku z czym moga zosta¢ uznane za bezpieczne [15].
Wszystkie te przestanki sprawity, iz w ostatnim czasie bakteriofagi staty si¢ obiektem licznych badan,
a takze znalazly zastosowanie W leczeniu réznych chorob wywotanych przez patogeny cztowieka.
Warto podkresli¢, ze fagi wykazujg roéwniez zdolno$¢ do penetracji biofilmu oraz degradacji jego
macierzy [16], w zwiazku z czym stanowig obiecujace narz¢dzie w bio-kontroli bakterii
chorobotworczych przenoszonych przez zywno$é, w tym bakterii E. coli O157:H7. Obecnie, wiele
laboratoriéw na catym $wiecie dazy do opracowania strategii opartych na zastosowaniu bakteriofagow
w dekontaminacji r6znego rodzaju powierzchni oraz zywnosci. W wyniku tych prac, w ostatnich latach
na rynku spozywczym pojawito si¢ kilka preparatow fagowych przeciwko patogenom zywnosciowym
(m.in. E. coli, Listeria monocytogenes, Salmonella ssp., Xanthomonas campestris pv. vesicatoria
i Pseudomonas syringae pv. tomato), ktore zostaty uznane za bezpieczne i dopuszczone do stosowania
na terenie USA, Chin oraz Europy. Co wazne, komercyjne preparaty fagowe (np. EcoShield PX™,
Ecolicide™, PhageGuard E™ i Finalyse®) skuteczne w walce z bakteriami E. coli O157:H7

zostaly rowniez opracowane i ciesza si¢ wielkim zainteresowaniem w przemysle spozywczym [17].



W S$wietle powyzszych doniesien, niepodwazalny jest fakt, iz istnieje pilna koniecznosé
opracowania niekonwencjonalnych strategii zapobiegania oraz zwalczania infekcji STEC. W zwigzku
z tym, celem badan wykonywanych w ramach mojej pracy doktorskiej byto scharakteryzowanie nowo
odkrytego i specyficznego wobec bakterii STEC bakteriofaga o nazwie vB_Eco4M-7, jako
potencjalnego narzedzia w terapii zakazen bakteryjnych oraz bio-kontroli zywnosci.

Bakteriofag vB_Ec04M-7 zostat wyizolowany ze Sciekow miejskich pochodzacych z Gdanskie;j
Oczyszczalni Sciekow. Procedury jego izolacji oraz namnazania w bakteriach gospodarza E. coli
O157:H7 (ST2-8624) zostaty opisane we wczesniejszych pracach zespotu, do ktorego dotaczytam na
poczatku studiow doktoranckich [18].

W pierwszym etapie swoich badan, postanowitam scharakteryzowa¢ genom faga
vB_Ec04M-7, wykorzystujac narzedzia bioinformatyczne [artykul nr 1]. Na podstawie wynikow analiz
bioinformatycznych stwierdzitam, ze material genetyczny badanego wirusa to dwuniciowa czgsteczka
DNA. Genom faga vB_Eco4M-7 zawiera 96 otwartych ramek odczytu (ang. open reading frame, ORF),
sposrod ktorych 35 ORF przypisano domniemane funkcje, bioragc pod uwage stopien homologii
sekwencji aminokwasowej ich potencjalnych produktow wzgledem sekwencji innych biatek o poznanej
funkciji, ktére zdeponowane zostaty w powszechnie dostepnych bazach danych. Co ciekawe, wigkszos¢
zidentyfikowanych ORF przynalezy do czterech gléwnych blokow genéw zwiazanych
z morfogenezg, pakowaniem DNA do kapsydu, replikacja DNA oraz liza komoérki gospodarza.
Warto podkresli¢, ze genom faga vB_Eco4M-7 nie zawiera sekwencji gené6w kodujacych integrazy,
rekombinazy, represory i ekscisionazy, dlatego tez vVB_Ec04M-7 mozna uzna¢ za wirusa litycznego.
Ponadto, w genomie faga vB_Ec04M-7 nie stwierdzono obecno$ci gendéw kodujacych czynniki
antybakteryjne oraz genow determinujagcych wirulencje. Cechy te wskazuja, iz bakteriofag
vB_Ec04M-7 nie powinien mie¢ wplywu na komorki eukariotyczne, co moze $§wiadczy¢ o jego
potencjale aplikacyjnym w terapii STEC lub bio-kontroli zywnosci [artykul nr 1].

Na podstawie zdje¢ spod transmisyjnego mikroskopu elektronowego oraz wynikow analizy
pokrewienstw filogenetycznych bakteriofaga vB_Eco4M-7 z innymi fagami, zaklasyfikowatam nowo
odkrytego wirusa do rodziny Myoviridae [artykul nr 1]. Ponadto, sekwencja nukleotydowa genomu
faga vB_Ec04M-7 wykazata wysoki stopien podobienistwa (94%) i identycznos$ci (92%) z genomem
faga vB_ECML-117, ktéry wchodzi w sktad preparatu fagowego EcoShield PX™, stosowanego
przeciwko bakteriom E. coli O157:H7 [19]. Co ciekawe, oba fagi wykazujg roznice w sekwencji genu
vB_Ec04M-7 27 kodujacego biatko widkna ogonka, ktore odpowiada prawdopodobnie za rozpoznanie
komorki gospodarza. Biorac pod uwage, iz ta réznica moze §wiadczy¢ o odmiennej specyfice obu fagow
w stosunku do gospodarza, w kolejnym etapie moich badan postanowitam scharakteryzowaé
oraz porowna¢ morfologiczne i biologiczne wiasciwosci tych blisko spokrewnionych wirusow [artykut
nr 1]. W pierwszej kolejno$ci, stosujgc test kropelkowy, okreslitam zdolnos¢ fagow vB_Eco4M-7
oraz vB_ECML-117 do infekcji réznych szczepoéw bakteryjnych. Zaobserwowatam, Ze oba bakteriofagi
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Shiga, 3 izolatéw E. coli O157:H7 nie-STEC, 11 izolatéw E. coli 0157 STEC oraz 4 izolatéw E. coli
0157 nie-STEC. Bakteriofag vB_Eco4M-7 nie byl w stanie infekowa¢ zadnego izolatu E. coli 026
STEC, a takze 41 innych izolatow nie-O157, w tym rowniez niepatogennych bakterii E. coli.
Co interesujace, bakteriofag vB_ECML-117, w przeciwienstwie do faga vB_Eco4M-7, wykazywat
aktywno$¢ lityczng wobec 6 szczepow E. coli O25. Ponadto, wszystkie laboratoryjne szczepy E. coli
oraz bakterie nalezace do innych gatunkow byty niewrazliwe na infekcje badanymi fagami. Nastepnie,
okreslitam rowniez morfologie tysinek obu wiruséw bakteryjnych. Zaobserwowalam, ze badane
bakteriofagi tworza na murawie szczepu E. coli O157:H7 (ST2-8624) mate, przejrzyste oraz jednorodne
tysinki, ktére sa charakterystyczne dla grupy fagoéow litycznych. Co istotne, wiriony fagéw
vB_Eco04M-7 oraz vB_ECML-117 okazaly si¢ rowniez oporne na dziatanie niektorych laboratoryjnych
srodkow dezynfekujacych, takich jak mydto, ptyn do mycia naczyn, Line-Antibacterial 70, czy tez
Virusolve. W artykule nr 1 zaprezentowatam takze kinetyke rozwoju litycznego badanych fagow.
Wyniki otrzymane z eksperymentu typu ,,one-step growth” wskazuja, iz oba wirusy charakteryzuja si¢
szybkim (trwa okoto 10 minut) i wydajnym (plon fagowy wynosit okoto 100 czastek fagowych na
komorke) wewnatrzkomorkowym cyklem rozwojowym, ktoremu towarzyszy krotki okres eklipsy
i latencji. Co ciekawe, porownujac wlasciwosci lityczne obu fagéw w plynnej hodowli bakteryjne;j
zaobserwowatam, ze bakteriofag vB_Eco4M-7 spowodowal efektywniejszy spadek liczby komorek
gospodarza w poréwnaniu do faga vB_ECML-117. Nalezy rowniez podkresli¢, ze zaden
z analizowanych wirus6w nie przyczynit si¢ do indukcji profaga ST2-8624 (przedstawiciel fagdéw Stx),
ktory wystepuje w formie profaga, w genomie bakterii E. coli O157:H7 (ST2-8624).

Biorac pod uwage uzyskane wyniki, moge wysuna¢ wniosek, iz bakteriofag vB_Eco4M-7,
ze wzgledu na swoje wiasciwosci biologiczne, jest obiecujacym kandydatem do dalszych badan nad
jego zastosowaniem w terapii fagowej i/lub ochronie zywnosci przeciwko bakteriom E. coli
produkujacym toksyny Shiga. Co wigcej, bakteriofag vB_Ec04M-7 w polaczeniu z fagiem
vB_ECML-117 lub innymi nowo wyizolowanymi wirusami bakteryjnymi moze zosta¢ wykorzystany
do opracowania preparatu przeciwko patogenom przenoszonym droga pokarmowg. Pragne nadmienic,
iz pierwsze kroki w tym Kierunku zostaty juz poczynione, bowiem badania prowadzone w niniejszej
tematyce zaowocowaly patentem o zasiggu krajowym przyznanym przez Polski Urzad Patentowy
(patent nr 240170).

Jak wspomniatam powyzej, szczepy E. coli O157:H7 wykazujg zdolnos¢ przylegania do
roznych powierzchni, kolonizowania ich oraz formowania na nich biofilmu, dzigki czemu z fatwoscia
opanowujg roznorodne srodowiska zwigzane z zywnoscig. Warto podkresli¢, iz bakterie wchodzace
w sktad biofilmu charakteryzujg sie czesto wigksza odporno$cig na dziatanie czynnikéw zewnetrznych,
niz komoérki planktonowe [20]. Zjawisko to zwigzane jest ze skomplikowana strukturg biofilmu,
w ktorym bakterie otoczone sa pozakomorkowymi substancjami polimerowymi (m.in. biatkami,
thuszczami, polisacharydami i kwasami nukleinowymi) [14]. Obecnie, w celu eliminacji skazen
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opartych na myciu woda, po chemiczne i fizyczne metody dekontaminacji zywnosci [21,22]. Nalezy
podkresli¢, iz niektore podejscia maja swoje wady, a mianowicie pociagaja za sobg wysokie koszty,
prowadza do uszkodzenia sprzgtu, sa szkodliwe dla $rodowiska i mogg zmienia¢ whasciwosci
organoleptyczne zywnosci [23].

Majac na uwadze powyzsze informacje, podczas realizacji pracy doktorskiej, postanowitam
odpowiedzie¢ na pytanie, czy bakteriofag vB_Eco4M-7 moze postuzyé jako srodek w bio-kontroli
zywnosci. W zwigzku z tym, opracowatam system walidacji do selekcji bakteriofagéw przeciwko
skazeniu produktow zywnoSciowych bakteriami STEC, w ktorym jako modele badawcze
wykorzystatam: bakteriofaga vB_Eco4M-7, szczep E. coli O157:H7 (ST2-8624) oraz ogorki [artykul
nr 2]. Zdajac sobie sprawe, iz skorka ogorka stanowi naturalng barier¢ ochronna, a takze jest
powierzchnig trudng do kolonizacji przez bakterie, zdecydowalam si¢ przeprowadzi¢ eksperyment
z uzyciem plastrow ogorka. Zaobserwowatam, ze fag vB_Ec04M-7 znaczgco obnizyt przezywalnosé
i liczbe komorek bakteryjnych na powierzchni plastrow ogorka po 6 godzinach inkubacji, przy kazdej
z zastosowanych wartosci wielokrotno$ci zakazenia (ang. multiplicity of infection, MOI), z zakresu
od 0,0001 do 10. Natomiast, wydtuzenie czasu inkubacji do 24 godzin spowodowato ponowny wzrost
liczby patogennych bakterii, jednakze nadal widoczna byta istotna réznica w przezywalnosci komorek
gospodarza miedzy kontrolg a probkami potraktowanymi lizatem faga vB_Eco4M-7. Co ciekawe,
podczas 24-godzinnej inkubacji bakteriofag vB_Eco4M-7 wykazywal najwyzsza aktywnos$¢ lityczna
wobec bakterii STEC przy nizszych warto$ciach MOI (0,0001-0,01). W zwigzku z tym, ze wzrost
bakterii STEC w duzej mierze zalezat od liczby czastek fagowych zaaplikowanych na powierzchni
ogorka, w kolejnym etapie pracy postanowitam sprawdzi¢, czy podobne zjawisko moze zachodzi¢
w ptynnej hodowli bakteryjnej. Znaczacy spadek wartosci gestosci optycznej hodowli bakteryjnej
odnotowatam po uptywie niecatych 4 godzin od momentu dodania lizatu faga vB_Eco4M-7 do MOI
rownego 0,1; 1 oraz 10, co moze $wiadczy o efektywnej lizie wrazliwych na wirusa komorek
gospodarza. Natomiast, przy nizszych wartosciach MOI (0,001 — 0,1), spadek gesto$ci optycznej
hodowli E. coli O157:H7 (ST2-8624) byt znacznie wolniejszy i nie tak efektywny, jak przy
zastosowaniu wyzszych wartosci wspotczynnika zakazenia. Ponadto, po 24 h inkubacji hodowli
bakteryjnej z fagiem vB_Eco4M-7 zaobserwowalam pojawianie si¢ mutantow opornych na tego
bakteriofaga, przy wszystkich analizowanych wartosciach MOI. Co istotne, wydajnos¢ procesu
tworzenia mutantow niewrazliwych na infekcje fagiem vB_Eco4M-7 byta bardziej efektywna przy
zastosowaniu wysokich wartosci MOI, niz w przypadku tych nizszych, jak 0,001 czy 0,0001. Wydaje
si¢, iz zjawisko to moze by¢ zwigzane z silng presja selekcyjng warunkowang przez wysokie wartosci
MOI. W takich warunkach najprawdopodobniej kazda z komoérek gospodarza zostaje zainfekowana
przez wirusa bakteryjnego, w zwiazku z czym tylko mutanty oporne majg szans¢ przetrwac i namnazac
sie w obecnoS$ci bakteriofaga. Z drugiej strony, w przypadku zastosowania nizszych wartosci MOI,
presja selekcyjna jest stabsza (mniejsza liczba czastek fagowych przypada na jedna komorke

bakteryjng), dzieki czemu komorki dzikiego typu mogg wygraé walke o przetrwanie z mutantami
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opornymi, ktore charakteryzuja si¢ uposledzeniem niektorych funkcji zyciowych. Warto jednak
podkresli¢, iz uzyskane wyniki badan nie dyskwalifikujg zastosowania faga vB_Ec04M-7 jako $rodka
antybakteryjnego w bio-kontroli zywnosci, bowiem pojawienie si¢ tak silnej presji selekcyjnej
mutantow opornych w srodowisku naturalnym wydaje si¢ wielce nieprawdopodobne. Przypuszczenie
to wymaga jednak potwierdzenia w postaci kolejnych badan, ktoére nalezaloby przeprowadzic
w warunkach panujacych w naturalnym srodowisku zwiazanym z zywnoscia. Biorac pod uwage fakt,
iz preparat antybakteryjny powinien by¢ bezpieczny dla zdrowia cztowieka, w kolejnym etapie moich
badan postanowitam sprawdzi¢ toksycznos$¢ faga vB_Eco4M-7 wobec wybranej linii komorek ssaczych
Balb/3T3 [artykul nr 2]. Co istotne, nie stwierdzitam spadku zywotnosci badanych komorek po 24
godzinach inkubacji z lizatem vB _Eco4M-7. Ponadto, komoérki Balb/3T3 traktowane fagiem
vB_Ec04M-7 nie wykazaty zmian w morfologii, w porownaniu do wariantu kontrolnego. Otrzymane
wyniki potwierdzity moje przypuszczenia o nietoksycznosci faga vB Eco4M-7 wobec komorek
ssaczych, a takze utwierdzily mnie w przekonaniu o jego uzyteczno$ci W procedurach zwigzanych
z ochrong zywnos$ci [artykul nr 2]. Warte uwagi sa rowniez wyniki wskazujace na zdolnosé
bakteriofaga vB_Ec04M-7 do namnazania si¢ i lizy komorek E. coli O157:H7 w nizszych temperaturach
(12°C 1 25°C), ktore sg charakterystyczne dla miejsc przechowywania zywnosci [artykul nr 2]. Wyniki
zawarte w artykule nr 2 potwierdzaja aplikacyjny charakter faga vB_Ec04M-7 w ochronie produktow
spozywczych przed skazeniem bakteriami E. coli O157:H7, jednakze przy opracowywaniu preparatow
nalezy mie¢ na uwadze presje selekcyjng mutantéw opornych na tego bakteriofaga.

Pragng réwniez nadmieni¢, iz artykul nr 2 zostat zaliczony przez redakcje czasopisma
»loxins” do grupy prac, ktérych wyniki wywarty znaczacy wplyw na rozwdj tematyki zwiazanej
z toksynami. Wybrane artykuty sg dostepne na stronie: www.mdpi.com/journal/toxins/editors_choice.

Liczne wyniki badan wskazuja na kliniczny potencjat stosowania fagow litycznych
w kombinacji z antybiotykami przeciwko biofilmom bakteryjnym tworzonym przez szczepy STEC [24].
Glownym problemem tego typu strategii jest jednak wybor wlasciwego czynnika antybakteryjnego,
ktory nie powodowatby indukcji profagow Stx [25]. W zwiagzku z tym, postanowitam sprawdzi¢
dziatanie faga vB_Eco4M-7 w pojedynke albo w koktajlu z fagiem vB_ECML-117 oraz w terapii
skojarzonej z r6znymi antybiotykami, na biofilm utworzony przez szczep E. coli O157:H7 (ST2-8624)
[artykul nr 3]. W cksperymentach zastosowalam dwa antybiotyki 0 odmiennym mechanizmie
dziatania, ciprofloksacyne i rifampicyne [26, 27], w tzw. stezeniach nadprogowych (ang. supra-minimal
inhibitory concentration, supra-MIC). Biofilm inkubowatam z czynnikami antybakteryjnymi przez 6 h,
aplikujac je pojedynczo, sekwencyjnie badz jednoczesnie. W celu okreslenia wlasciwosci
antybiofilmowych bakteriofaga vB_Eco4M-7 oraz koktajlu fagowego zastosowatam standardowe
metody pozwalajgce na ocen¢ degradacji biofilmu, jak np. pomiar ODego, szacowanie liczby zywych
komorek, kwantyfikacja biomasy biofilmu w oparciu o pomiary densytometryczne oraz barwienie
fioletem krystalicznym. W pierwszym etapie moich badan wykazatam, iz potraktowanie biofilmu

lizatem fagowym vB_Ec04M-7, przy MOI rownym 100, doprowadzito do spadku wartosci ggstosci
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optycznej hodowli bakteryjnej oraz obnizenia liczby zywych komoérek, w porownaniu do wariantu
kontrolnego. Co ciekawe, zastosowanie koktajlu fagowego przeciw biofilmowi bakteryjnemu dato
bardziej spektakularny efekt, jednakze frakcja komorek, ktore przetrwaty infekcje wirusem byta nadal
znaczaca. W zwigzku z tym, w kolejnym etapie moich badan poddatam analizie skuteczno$¢ dziatania
mieszaniny ztozonej z bakteriofagdbw oraz antybiotykéw na eradykacje biofilmu bakteryjnego.
Zaobserwowatam, iz jednoczesne zastosowania faga vB_Eco4M-7 albo koktajlu fagowego z badanymi
antybiotykami znaczaco obnizylo wartosci gestosci optycznej hodowli bakteryjnej, liczbe zywych
komorek oraz grubos¢ warstwy biofilmu. Jednakze, najbardziej efektywna strategia w degradacji
biofilmu okazato si¢ podejscie sekwencyjne, kiedy to infekcja komorek bakteryjnych fagiem
poprzedzata aplikacje antybiotyku. Moge wnioskowaé, iz synergistyczny efekt dziatania fagoéw
i antybiotykow najprawdopodobniej zwigzany jest z rozluznieniem struktury biofilmu przez badane
fagi, dzicki czemu czasteczki antybiotykow sg w stanie dotrze¢ do glgbszych warstw biofilmu,
co w efekcie zwigksza skutecznos¢ ich dziatania. Ponadto, sekwencyjne traktowanie biofilmu badanymi
czynnikami generowato najmniejsza liczb¢ mutantéw opornych na faga vB_Eco4M-7 oraz antybiotyki.
W ostatnim etapie pracy sprawdzitam, czy testowane czynniki antybakteryjne (indywidualnie albo
w kombinacji) mogg powodowaé indukcje profaga ST2-8624 w ptynnej hodowli bakterii E. coli
0157:H7 (ST2-8624). Jako kontrole pozytywng zastosowatam mitomycyne C, ktora uwazana jest
za silny induktor tagodnych profagow [28]. Zaobserwowatem, iz ciprofloksacyna byta prawie tak samo
skuteczna w indukcji profaga ST2-8624 jak mitomycyna C, podczas gdy w hodowli wzrastajacej
w obecnosci rifampicyny czastki faga ST2-8624 nie zostaly wykryte. Co ciekawe, potraktowanie
bakterii STEC fagiem vB_Eco4M-7 lub koktajlem fagowym, indywidualnie albo w potaczeniu
z rifampicyng, catkowicie zahamowato proces indukcji spontanicznej profaga ST2-8624. Majac
na uwadze wyniki zaprezentowane w artykule nr 3 moge wnioskowac, ze bakteriofag vB_Eco4M-7
w pojedynke, jak i w koktajlu fagowym jest zdolny do degradacji biofilmu formowanego przez szczepy
STEC. Ponadto, nalezy podkresli¢, iz rifampicyna lub podobnie dziatajace do niej zwiazki, w potaczeniu
z bakteriofagiem vB_Ec04M-7, moga zosta¢ uznane za bezpiecznych i skutecznych kandydatow na
s$rodki lecznicze skierowane przeciwko infekcjom STEC.

Wyniki zaprezentowane w niniejszej rozprawie doktorskiej dowodza, iz nowo wyizolowany
bakteriofag vB_Eco4M-7 prezentuje wiele cech, ktoére czynig go potencjalnym kandydatem do
wykorzystania w terapii fagowej lub bio-kontroli zywnosci przeciwko bakteriom E. coli produkujacym
toksyny Shiga. Cechy morfologiczne faga vB_Eco4M-7, jego specyficzno$¢ wzgledem komorek
gospodarza, stabilno$¢ czgstek fagowych, brak toksycznosci wobec komorek eukariotycznych, a takze
skuteczno$¢ jego dziatania przeciwko bakteriom E. coli O157:H7, zostaly potwierdzone przeze mnie
eksperymentalnie. Warto podkresli¢, iz tego typu badania moga pozwoli¢ na lepsze zrozumienie nie
tylko biologii bakteriofagdw, ale rowniez takich specjalnosci naukowych jak genetyka, immunologia
czy farmakologia. Wskazuja one, ze wirusy bakteryjne mozna uzna¢ za jedno z najbardziej obiecujgcych

narzedzi w zwalczaniu infekcji bakteryjnych. Jednakze, stosowanie bakteriofagéw w medycynie
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oraz przemysle spozywczym stwarza wiele wyzwan i probleméw, ktore nalezy rozwigzac, by uniknaé

ograniczen jakie niesie za sobg tego typu strategia antybakteryjna.
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