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Streszczenie

Pateczki z rodziny Enterobacteriaceae, w tym Salmonella oraz Escherichia coli
w $rodowisku naturalnym tworza biofilmy, czyli przestrzenne struktury wielokomorkowe
drobnoustrojéw wykazujace zdolno$¢ do przylegania do abiotycznych powierzchni statych lub
powierzchni komorek organizméw wyzszych. Ich funkcja, poza adhezja do podtoza, jest
ochrona drobnoustrojow przed niekorzystnymi czynnikami zewng¢trznymi, w tym $rodkami
przeciwdrobnoustrojowymi. Ta cecha biofilmu skutkuje trudnosciami w eliminowaniu bakterii

wchodzacych w jego strukture.

Bakteriofagi to wirusy zdolne do namnazania wytacznie wewnatrz komoérek bakterii.
Dzigki zdolnosci do infekcji wylacznie komoérek gospodarza nalezacych do jednego gatunku,
badz nawet szczepu bakterii moga by¢ stosowane przeciwko ScisSle okreslonym
drobnoustrojom. Bakteriofagi stanowig jedng z badanych przez naukowcoéw metod zwalczania
bakterii w tym patogennych, ktorych zrodiem jest zywnos¢, wykazujacych si¢ zdolnoscig do
tworzenia form osiadtych, przez co mogg one zosta¢ wykorzystana do usuniecia bakterii z tych
struktur znajdujacych si¢ na powierzchni zywno$ci i urzadzen stosowanych w procesie
wytwarzania zywno$ci 1 zwalczania groznych dla ludzi bakterii, ze szczegdlnym

uwzglednieniem drobnoustrojow o wysokiej opornosci na chemioterapeutyki.

Pateczki Salmonella Enteritidis u czlowiecka wywolujg jedng z najczesciej
wystepujacych chorob odzwierzecych, salmoneloze, jedna z najczesciej wystepujacych chorob
odzwierzecych. Glownym zrodtem infekcji tym patogenem jest spozycie skazonej zywnosci,
najczesciej pochodzenia drobiowego. Pateczki Salmonella zdolne sg do przetrwania na fermach
drobiu, powierzchni roslin oraz na powierzchniach maszyn przemystu produkcji zywnosci ze
wzgledu na zdolno$¢ do tworzenia biofilmu. Celem niniejszej pracy byto wykorzystanie
bakteriofagbw UPWTr S1-5 oraz koktajlu bakteriofagow UPWr S134 do eliminowania
pateczek Salmonella Enteritidis ze struktur biofilmu utworzonego na powierzchniach takich jak

polipropylen (plastik), stal czy liscie sataty.

Przeprowadzone badania wykazaly znaczng skuteczno$¢ zaréwno pojedynczych
bakteriofagow UPWr_S1-5 jak 1 koktajlu bakteriofagow w zwalczaniu biofilmu utworzonego
przez pateczki Salmonella Enteritidis na powierzchni polipropylenu, stali nierdzewnej oraz
powierzchni sataty. Dodatkowo, wykazano skutecznos$¢ tych bakteriofagdbw w zwalczaniu

biofilmu nawet przy zastosowaniu niskich mian.



Kolejnym etapem przeprowadzonych badan byto zastosowanie koktajlu bakteriofagow
UPWr_S134 w zwalczaniu biofilmu utworzonego przez pateczki Salmonella na poidtach dla
drobiu w warunkach laboratoryjnych oraz eliminacji tych patogenow z biofilmu
wielogatunkowego obecnego na poidtach dla drobiu w trakcie hodowli kurczat. Badania
przeprowadzone w warunkach in vitro wykazaty ograniczenie liczby patogendéw obecnych na
powierzchni poidet. W warunkach hodowlanych wykazano natomiast catkowita eliminacje
pateczek Salmonella z biofilmu obecnego na poidtach dla drobiu. Wskazuje to na duzy

potencjat aplikacyjny koktajlu bakteriofagobw UPWr S134 w przemysle drobiarskim.

Patogenne dla drobiu Escherichia coli (APEC) posiadajg zdolnos¢ do infekcji drobiu
powodujac kolibakterioze, zespot chorobowy stanowigcy znaczne zagrozenie dla zdrowia
1 zycia nie tylko zwierzat hodowlanych, ale rowniez, jako potencjalne zrodio gendw opornosci
na chemiterapeutyki, ktore moga zostac przeniesione na patogeny ludzkie, rowniez dla zdrowia
cztowieka. Patogeny te sa zrodtem strat ekonomicznych przemystu produkcji drobiarskiej.
Podobnie jak pateczki Salmonella, patogenne dla drobiu E. coli zdolne sg do tworzenia
biofilmu, co skutkuje ich zwigkszong zdolnoscia do przetrwania na fermach drobiu,
powierzchni roslin, powierzchni maszyn oraz tuszek drobiowych. Celem niniejszej pracy byto
wykorzystanie bakteriofagbw UPWr E1-4 oraz koktajlu bakteriofagow UPWr E124 do
zwalczania biofilmu tworzonego przez patogenne dla drobiu Escherichia coli na powierzchni
polipropylenu, stali, liSci salaty oraz migsa drobiowego. Bakteriofagi UPWr_E1-4
charakteryzujg si¢ litycznym cyklem namnazania oraz szerokim spektrum litycznym, zdolne sg

m.in. do infekcji Klebsiella pneumoniae.

Wykazano skuteczno$¢ zawiesin bakteriofagow UPWr E1-4 oraz koktajlu
bakteriofagow UPWr E124 w zwalczaniu biofilmu tworzonego przez patogenne dla drobiu
Escherichia coli na powierzchniach biotycznych oraz abiotycznych. Wyniki analiz stosowania
zawiesin tych bakteriofagow w zapobieganiu rozwojowi tych patogenéw na powierzchni migsa
drobiowego w warunkach chtodniczych wskazuja dodatkowo na potencjalne zastosowanie
aplikacyjne bakteriofagow UPWr E1-4 w ograniczaniu wzrostu Escherichia coli na

powierzchni przechowywanego migsa.

Uzyskane w niniejszej pracy wyniki wskazujg na mozliwo$¢ skutecznego stosowania
bakteriofagow UPWr_S1-5 oraz UPWr_E1-4 w zwalczaniu biofilmu tworzonego odpowiednio

przez pateczki Salmonella Enteritidis oraz Escherichia coli.
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Abstract

Bacteria belonging to family Enterobacteriaceae such as Salmonella and Escherichia
coli in the natural environment form biofilms, i.e. spatial multicellular structures of
microorganisms adhered to abiotic solid surfaces or the surface of cells of higher organisms.
Apart from adhesion to the substrate, function of biofilm is protection of microorganisms
against adverse external factors, including antimicrobial agents. This feature of biofilm results

in difficulties in bacterial combating

Bacteriophages are viruses capable of multiplying within bacterial cells. Due to the
ability to infect only bacteria cells belonging to one species or even a single strain of bacteria,
they can be used against very specific group of microorganisms. Bacteriophages are mentioned
as a method of combating bacteria of food origin, especially pathogens, whose source is food,
showing the ability to create sessile forms, so phages can be used to remove bacteria from these
structures formed on food and on devices used in the food production process and to combat

bacteria dangerous to humans, including highly resistant to chemotherapeutic agents.

Salmonella Enteritidis in humans causes salmonelosis, one of the most common
zoonotic diseases. The main source of infection by this pathogen is the consumption of
contaminated food, mostly contaminated poultry products such as meat and eggs. Salmonella
is able to survive on poultry farms, plant surfaces and on the surfaces of machinery in the food
production industry due to its ability to form a biofilm. The aim of this study was to use the
UPWr_S1-5 bacteriophages and the UPWr _S134 bacteriophage cocktail to eradicate
Salmonella Enteritidis biofilm formed in in vitro and in vivo conditions on surfaces such as

polypropylene, steel or lettuce leaves.

In this study a significant effectiveness of both single UPWr_S1-5 bacteriophages and
a cocktail of bacteriophages in combating the biofilm formed by Salmonella Enteritidis on the
surface of polypropylene, stainless steel and the surface of lettuce leaves was indicated. In
addition, the effectiveness of these bacteriophages in combating biofilms has been

demonstrated even at significant dilutions of their suspensions.

The next stage of the research was the use of the UPWr_S134 bacteriophage cocktail to
combat the biofilm formed by Salmonella on poultry drinkers in laboratory conditions and to
eliminate these pathogens from the multispecies biofilm present on poultry drinkers during
chicken breeding. In vitro studies have shown a consistent reduction in the number of pathogens

present on the surface of the drinkers. Hovever, in farming conditions, the complete elimination
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of Salmonella from the biofilm present on the poultry drinkers was demonstrated. This indicates
a great application potential of the UPWr_S134 bacteriophage cocktail in the poultry industry.

Avian pathogenic Escherichia coli (APEC) posess the ability to infect chickens, causing
colibacillosis, a disease syndrome that is a significant threat to the health and life of not only
poultry, but also could be a potential source of antibiotic resistance genes that can be transferred
to human pathogens, also for human health . These pathogens are the source of significant
economic losses in the production industry. Like Salmonella, avian pathogenic E. coli is able
to form a biofilm, which results in its increased ability to survive on poultry farms, plant
surfaces, machine surfaces and poultry carcasses. The aim of this study was to use UPWr_E1-
4 bacteriophages and a bacteriophage cocktail UPWr_E124 to combat APEC strain in biofilm
formed on the surface of polypropylene, steel, lettuce leaves and poultry meat.

The effectiveness of the UPWr_E1-4 bacteriophage and the UPWr_E124 bacteriophage
cocktail in combating the biofilm created by avian pathogenic E. coli on biotic and abiotic
surfaces was demonstrated. The results of analyzes of the use of suspensions of these
bacteriophages in preventing the development of these pathogens on the surface of poultry meat
in refrigeration conditions additionally indicate the potential application of UPWr_E1-4

bacteriophages in limiting the growth of Escherichia coli on the surface of stored meat.

The results obtained in this study indicate the possibility of effective use of the
UPWr_S1-5 and UPWr_E1-4 bacteriophages in combating the biofilm formed by two

pathogenic bacteria: Salmonella Enteritidis and Escherichia coli, respectively.
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1. Wstep:
1.1 Zakazenia paleczkami Salmonella Enteritidis u czlowieka

Salmonella enterica serowar Enteritidis to nalezace do rodziny Enterobacteriaceae
pateczki gram-ujemne powodujace salmoneloze, druga najczesciej zglaszang chorobe
odzwierzeca u ludzi. Gtownym zrédlem zakazen tymi drobnoustrojami jest skazona zywnos$¢
(The European Union Summary Report on Antimicrobial Resistance in zoonotic and indicator
bacteria from humans, animals and food in 2019-2020, 2022). Serowar S. Enteritidis jest
najczesciej izolowanym z zywnosci serowarem w krajach rozwinietych (Patrick i in., 2004).
Infekcje powodowane przez paleczki Salmonella Enteritidis u czlowieka przejawiajg si¢
w 2 podstawowych formach klinicznych. Pierwszg z nich jest zapalenie jelit (gastroenteritis),
ktore najczesciej objawia si¢ zaburzeniami trawienia, wzdgciami 1 tkliwoscig brzucha
i krwistymi stolcami (Neu i Walker, 2011). U 0sob z obnizong odporno$cig moze dojs¢ do
transmisji patogenow do krwioobiegu, co skutkuje zapaleniem takich organdéw jak mozg czy
ptuca, a w skrajnych przypadkach posocznicg (Mizel i in., 1995). Drugg formg zakazenia jest
dur brzuszny. Jego typowe objawy obejmuja rozowe plamy na skorze, bradykardi¢ 1 gorgczke,
dodatkowo wystepujg objawy zotgdkowo-jelitowe takie jak bol brzucha, zapalenie pecherzyka
z0kciowego 1 zapalenie drog zotciowych (Crum, 2003). Zapalenie jelit powodowane jest
najczesciej przez serowar S. Enteritidis, natomiast za dur brzuszny odpowiedzialne sg serowary
typowe dla cztowieka i innych naczelnych takie jak S. Typhi i S. Paratyphi (Formal i in., 1975;
Santos i in., 2001).

1.2 Zakazenia paleczkami Salmonella Enteritidis u drobiu

U drobiu, w przypadku dorostych ptakow, zakazenie pateczkami Salmonella Enteritidis
najczesciej przebiega bezobjawowo. Ich obecnos¢ czesto jednak skutkuje ostabieniem ptakow
i spowolnieniem wzrostu i rozwoju. Natomiast u pisklat moze powodowac zapalenie
ogdlnoustrojowe, a w konsekwencji $mier¢. U kur niosek w wyniku ukladu rozrodczego
dochodzi do pionowej transmisji zarazkow, co skutkuje kontaminacja jaj, a w efekcie
zakazeniem pisklat (Suzuki 1994). Droga zakazen pateczkami Salmonella wsrod kurczat jest
zarowno pionowa jak i pozioma. Patogeny moga przenosi¢ si¢ roéwniez droga horyzontalng
pomiedzy kurczetami za posrednictwem odchodéw w wyniku oralno-fekalnej drogi zakazenia
oraz wystepujacych zanieczyszczen powietrza, skazonej wody, a nawet gryzoni oraz owadoéw
mogacych wystepowaé¢ na fermach drobiu (Byrd i in., 1997; Liljebjelke i in., 2005; Thomas
I in., 2009; de Vylder i in., 2011; Roll i in., 2011). Patogeny te maja zdolno$¢ do przetrwania
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nawet na powierzchniach abiotycznych w postaci biofilmu, przez co znacznie zwigksza si¢ czas
ich utrzymywania si¢ na fermach drobiu oOraz trudnosci w ich eliminacji (Crump i in., 2002;

Jones, 2011)

Najwigkszym rezerwuarem pateczek Salmonella Enteritidis na $§wiecie jest hodowla
drobiu (Suzuki, 1994; Kimura, 1998; Ward i in., 2000; Antunes i in., 2016). U cztowieka
najczesciej dochodzi do infekcji poprzez spozycie skazonych jaj i ich przetworéw oraz
wyroboéw z migsa drobiowego jak i samego migsa w postaci surowej, badz po niedostateczne;j
obrobce termicznej (Bailey, 1988; Bichler i in., 1994; Davies i Wray, 1995; Abdullah, 2010).
Okoto 20% drobiowych produktow zywnosciowych zanieczyszczonych jest paleczkami
Salmonella (Vestby i in., 2009). Dodatkowo wykazano, ze 40% skazonych tusz drobiowych
infekowanych jest wlasnie przez paleczki nalezace do serowaru S. Enteritidis (Afshari i in.,
2018). Liczba pateczek S. Enteritidis, ktéra moze spowodowaé zakazenie u cztowieka, sicga
wartoéci przekraczajacych 10° komoérek, jednak u niemowlat, ludzi starszych badz osob
o ostabionej odpornoéci warto$¢ ta jest znacznie nizsza i osiaga warto$¢ 10* komorek (Chen

i in., 2013; Antunes i in., 2016).

Pateczki Salmonella Enteritidis nalezg do serogrupy D (Thomson i in., 2008). Pateczki
tej serogrupy posiadaja na swojej powierzchni antygeny ztozone z 3-4 monomeréw cukrowych
mannozy, ramnozy i galaktozy potgczonych z lipidami blonowymi. Antygeny te odpowiadaja
za interakcje blony komorkowej patogenu z komaérkami gospodarza, przez co wptywaja na jego
wirulencje. W zaleznos$ci od szczepu pateczki S. Enteritidis posiadajg w sumie 12 lub wigcej
z 17 gendéw wirulencji wystepujacych gtownie w S. enterica (spvB, spiA, pagC, msgA, invA,
sipB, prgH, spaN, orgA, tolC, ironN, sitC, IpfC, sifA, sopB, i pefA), za wyjatkiem genu
virulencji Salmonella cdtB (Mezal i in., 2014). Co ciekawe, prawie wszystkie szczepy
S. Enteritidis posiadajg plazmid 38 MDa o wielkosci 60 k pz, ktory jest specyficzny dla
serotypu’5a’6, natomiast pozostate serowary pateczek Salmonella moga zawiera¢ pokrewne
plazmidy, ktore posiadaja te same wspolne regiony wirulencji (Cox, 1995). Na plazmidach
zlokalizowane sa geny odpowiadajace za synteze fimbrii, ktore rowniez W znaczny sposob

wptywaja na przebieg infekcji (Rotger Anglada i Casadests Pursals, 1999).

Nadzor nad obecnoscia pateczek Salmonella w zywnosci w Unii Europejskiej odbywa
si¢ przy pomocy rozporzadzenia UE 2073/2005 stanowigcego 0 dopuszczalnych normach
mikrobiologicznych wobec tych patogenéw obecnych w zywnosci. Dodatkowo, na podstawie

rozporzadzenia UE 2160/200317 kraje czlonkowskie maja obowigzek ustanowi¢ krajowe
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programy kontroli pateczek Salmonella (KPK), majace na celu zmniejszenie czgstosci jej

wystepowania W stadach drobiu.

1.3 Pozajelitowe patogenne Escherichia coli

Pozajelitowe patogenne szczepy Escherichia coli (EXPEC) to bakterie, ktore moga
powodowac infekcje zlokalizowane poza ukladem pokarmowym. Odpowiadajg za infekcje na
calym swiecie (Russo i Johnson, 2003; Zhang i Foxman, 2003) powodujac u ludzi infekcje drog
moczowych, noworodkowe zapalenie opon moézgowych i posocznice (Mellata, 2013; Nie i in.,
2020). E. coli nalezace do EXPEC dzieli si¢ na uropatogenne E. coli (UPEC), E. coli zwigzane
z zapaleniem opon mozgowych (NMEC) i powodujace sepse E. coli (SEPEC) (Johnson i Russo,
2002, 2005; Russo i Johnson, 2003; Smith i in., 2007). Dodatkowo, do EXPEC nalezg réwniez
patogenne dla drobiu E. coli (APEC) (Ewers i in., 2007; Moulin-Schouleur i in., 2007; Johnson
i in., 2010; Bélanger i in., 2011; Clermont i in., 2011), patogenne dla ssakow E. coli (MPEC)
(Shpigel i in., 2008) oraz endometrialne patogenne E. coli (EnPEC) (Sheldon i in., 2010). Sa
grupg patogendéw stanowigcych zagrozenie gtownie przez ich zdolno$¢ do horyzontalnego
transferu genow, w tym przekazywania czynnikow wirulencji od innych Enterobacteriaceae
szczepom komensalnym, (Erjavec i Zgur-Bertok, 2015). EXPEC posiadaja czynniki wirulencji,
takie jak: papA papC, sfa/foc, afa/draBC, kpsM 11 i iutA (Dale i Woodford, 2015), ktore
izolowane sg tylko od tej grupy bakterii. Horyzontalny transfer genéw wiaze si¢ nie tylko
z przekazywaniem czynnikoéw wirulencji, ale rowniez z przekazywaniem lekoopornosci, CO

stanowi narastajacy problem (Deborah Chen i Frankel, 2005; Dale i Woodford, 2015).

1.4 Patogenne dla drobiu Escherichia coli

Escherichia coli to bakterie gram-ujemne z rodziny Enterobacteriaceae, wchodzace
w sktad mikroflory komensalnej ludzkiego ukladu pokarmowego. Jednak wiele szczepow
powoduje u czlowieka biegunke, a takze infekcje drog moczowych, zapalenie opon
mozgowych i biegunke (Vandemaele i in., 2002). Szacuje sig¢, ze okoto 10-15% bakterii z grupy
coli w przewodzie pokarmowym ptakow nalezy do serotypow APEC (z ang. Avian pathogenic

Escherichia coli- ptasie patogenne Escherichia coli) (Saif i in., 2003).

Pateczki APEC s3 zdolne do infekcji drobiu w kazdym stadium rozwojowym,
w hodowlach kazdego typu, nie tylko brojleréw, ale tez niosek czy wolnego wybiegu (Nolan

I in., 2017). Powoduja one u zwierzat gtownie kolibakteriozg, zlozony zesp6t chorobowy
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charakteryzujacy si¢ wielonarzgdowymi zmianami chorobowymi z posocznicg krwotoczna,
zespotem obrzeku glowy, choroba workoéw powietrznych (przewlekta choroba uktadu
oddechowego), kolibakterioza weneryczna, zapaleniem tkanki tacznej, zapaleniem otrzewnej,
zapaleniem kosci i szpiku, zapaleniem blony maziowej, zakazeniem woreczka zottkowego,
zapaleniem jelit zapaleniem jajowoddéw, zapaleniem jader, zapaleniem gardta, kolisepticemia
I koligranulomg (choroba Hjarre'a) (Ewers i in., 2003; Saif i in., 2003; Mellata, 2013; Kathayat
i in., 2020; Nielsen i in., 2020). U nowo wyklutych kurczat infekcja E. coli moze rozpoczac si¢
od zakazenia gardla oraz infekcji pepka i/lub pegcherzyka zoéttkowego, z ktorych oba z duzym
prawdopodobienstwem konczg si¢ posocznicg (Olsen i in., 2012). Te zmiany chorobowe
stanowity 50% ogélnych zmian zwigzanych ze $miertelnoscig w pierwszym tygodniu zycia
kurczat (Olsen i in., 2012; Poulsen i in., 2020). Dodatkowo, u 70% kurczat padtych w niedtugim
czasie po wykluciu wykryte zostaly objawy kolibakteriozy (Kemmett i in., 2014). Wsrod
wszystkich tusz kurczat odrzuconych z przyczyn zmian chorobowych az 43% z nich

wykazywato zmiany wskazujace na kolibakterioze (Saif i in., 2003)

Glownym rezerwuarem pateczek APEC na fermach drobiu s3, oprocz uktadu
pokarmowego kurczat, ptasie odchody. Najczestsza pozapokarmowa drogg zakazen ptakow
dorostych jest droga oddechowa i kloakowa (Landman i in., 2013). Do zakazen droga
oddechowa dochodzi najczes$ciej na skutek niskiej jakosci warunkoéw srodowiskowych
w kurnikach objawiajacych si¢ wysokim zapyleniem powietrza i duzg zawartoscig lotnego
amoniaku (Nagaraja i in., 1983; Matthijs i in., 2009). Sprzyja to degradacji mechanizméw
obronnych nabtonka ukladu oddechowego kurczat co prowadzi do infekcji (Guabiraba
i Schouler, 2015). Do pozostatych przyczyn infekcji nalezg m.in. uposledzona bariera skorna
lub Sluzéwkowa, inne infekcje, uposledzony system fagocytozy jednojadrzaste;j,

immunosupresja zwigzana z infekcjami wirusowymi i toksynami (Nolan i in., 2017).

Chorobotworcze dla drobiu izolaty E. coli naleza zwykle do serogrup, takich jak O78,
01102 oraz 0151 055. U drobiu kolibakterioza jest zwigzana ze szczepami E. coli serotypow
078:K80, OI:K1 i O2:KI1. Szczepy te sa jednak pod wzgledem fenotypowym jak i
genotypowym niezwykle podobne do szczepéw komensalnych (Lutful Kabir, 2010).

Kolibakterioza jest przyczyna strat ekonomicznych hodowcow drobiu. Zmniejsza
wspotczynnik wylegu w przypadku zakazen embriondow. Zmniejsza rowniez wydajno$é

produkcji jaj poprzez obcigzenie infekcja organizméw kur niosek (Lutful Kabir, 2010).
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1.5 Problem lekoopornosci u bakterii izolowanych od drobiu

Lekooporno$¢ jest to zdolno$¢ mikroorganizméw do przetrwania w $rodowisku,
w ktorym obecne sg srodki przeciwdrobnoustrojowe. Zdolnos$¢ ta znacznie utrudnia eradykacje
ze $rodowiska przemystu produkcji migsa drobiowego 1 jaj patogenow drobiu oraz cztowieka,
poprzez brak skutecznosci powszechnie w tym celu stosowanych chemioterapeutykow
(Chapman i Johnson, 2002; McEwen i Fedorka-Cray, 2002; Diarra i Malouin, 2014).
Lekooporno$¢ nabywana jest przez drobnoustroje zaré6wno na drodze doboru naturalnego
w wyniku naduzywania przez producentoéw jaj i migsa drobiowego chemioterapeutykow,
w wyniku czego s3 one nieustannie obecne w $rodowisku, badz na drodze horyzontalnej
wymiany genow. Geny lekoopornosci u patogenéw drobiu pochodza z roznych rezerwuarow,
m.in. odchodow zwierzat (Colomer-Lluch i in., 2011), $ciotki na fermach drobiu (Sridevi
Dhanarani i in., 2009; Furtula i in., 2013) czy gleby (Van Goethem i in., 2018). Obecnie juz
ponad 70% szczepow bakterii wykrytych w przemysle drobiarskim wykazuje oporno$¢ na
przynajmniej jeden z stosowanych przez czlowieka chemioterapeutykow (World Health
Organization (WHO); Urban-Chmiel i in., 2022). Jest to przyczyna znacznego spadku
stosowania przez hodowcow zwierzat chemioterapeutykow, ktory odnotowano w ciggu
ostatniej dekady (U.S. Food and Drug Administration; Sneeringer i in., 2017). Mimo to wraz
zrozwojem tej branzy przemystu, ciggle wzrasta ogdlna liczba stosowanych przez producentow

srodkoéw przeciwdrobnoustrojowych (Samad, 2022).

1.6 Lekoopornos¢ paleczek Salmonella

Pierwszy przypadek opornosci pateczek Salmonella na chemioterapeutyki odnotowano
w latach 60 ubiegtego wieku, gdzie wykryto szczep oporny na dzialanie chloramfenikolu
(Montville i Matthews, 2014). Od tamtej pory izolowano wiele szczepow tego patogenu
wykazujacych odpornos¢ na chemioterapeutyki (Yoke-Kqueen i in., 2008). Pateczki
Salmonella moga naby¢ lekoopornos¢ nie tylko poprzez dobor naturalny w $Srodowisku,
w ktorym obecne sg chemioterapeutyki (Hyeon i in., 2011), ale réwniez na drodze
horyzontalnego transferu genow (Heuer i in., 2008). Mechanizm lub mechanizmy takiej
odpornosci rézni si¢ w zaleznosci od srodka przeciwdrobnoustrojowego (Obraz 1). Jednym
z najczesciej wystepujacych mechanizmow lekoopornosci  jest inaktywacja czastek
chemioterapeutyku poprzez ich enzymatyczng przemiang do postaci nieaktywnej biologicznie.
Drobnoustroje mogg rowniez zmodyfikowac miejsca docelowego dziatania chemioterapeutyku

w celu uniemozliwienia jego dziatania jako inhibitora, np. zmodyfikowanie czastek enzymu
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topoizomerazy uniemozliwia przylaczenie si¢ do niego czasteczki chinolonu co zapobiega
inaktywacji tego enzymu. Kolejnym mechanizmem wykorzystywanym przez drobnoustroje
jest aktywne wypompowywanie czastek chemioterapeutyku z wnetrza komorki,
z wykorzystaniem pomp effluksowych. Z drugiej strony drobnoustroje zamiast w sposob
czynny pozbywac si¢ chemioterapeutyku z wnetrza komorki moga zmodyfikowac btone
komoérkowa zmniejszajac jej przepuszczalnos¢ dla chemioterapeutykow, nie dopuszczajac do
wniknigcia jego czastek do wnetrza komorki. (Willey i Van Der Donk, 2007; Munita i Arias,
2016; Skarzynska i in., 2020). Ciagle poszerzanie si¢ zjawiska lekoopornosci pateczek
Salmonella oraz jego roznorodno$¢ stwarza konieczno$¢ opracowania metod zwalczania tych

patogenow.

Zmiany w przepuszczalnosci
oston bakteryjnych
B-laktamy

Pochodne kwasu fosfonowego
Glikopeptydy
Polimyksyny
Lipopeptydy
Chinolony

‘ Modyfikacja miejsca docelowego

p-laktamy

Glikopeptydy

Pochodne kwasu fosfonowego
Polimyksyny

| Lipopeptydy
| Chinolony

Ansamycyny
Makrolidy
Aminoglikozydy
Oksazolidynony
Glicylcykliny
Ketolidy

| Enzymatyczna inaktywacja
substancji przeciwbakteryjnej
B-laktamy

Pochodne kwasu fosfonowego
Chinolony

Aminoglikozydy

Makrolidy

Glicylcykliny

Czynne usuwanie substancji
przeciwbakteryjnej
f-laktamy

( -\ Pochodne kwasu fosfonowego

Polimyksyny
Chinolony
Ansamycyny
Makrolidy
Aminoglikozydy
Glicylcykliny

Obraz 1. Mechanizmy lekoopornosci w zaleznosci od $rodka przeciwdrobnoustrojowego

(Skarzynska 1 in., 2020)

1.7 Lekoopornos¢ patogennych dla drobiu Escherichia coli

W przypadku patogennych dla drobiu Escherichia coli lekoopornos¢ stanowi
narastajacy problem, poniewaz wsrod tych patogenoéw izolowanych na fermach drobiu na
calym $wiecie 97% posiada oporno$¢ na przynajmniej 1 chemioterapeutyk, a 40% z nich

odporna jest na przynajmniej 3 takie srodki (Subedi i in., 2018; levy i in., 2020; Johar i in.,
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2021). Dodatkowo, okoto 10% z nich nie wykazuje wrazliwosci na dzialanie kolistyny, tzw.
chemioterapeutyku ostatniej szansy (levy i in., 2020). Stanowi to olbrzymie zagrozenie dla
zdrowia czlowieka w przypadku kontaktu z ludzka mikroflorg jelitowa ze wzgledu na zdolnos¢
tych szczepow do przekazywania genow odpornosci na chemioterapeutyki innym
drobnoustrojom (rozdz. 1.3). W przypadku kontaktu z innymi drobnoustrojami zdolnymi
przyja¢c od APEC geny na drodze horyzontalnej transmisji, przy takiej skali zjawiska
odpornos$ci na $rodki przeciwdrobnoustrojowe, niemal pewne jest przekazanie lekoopornosci,
w tym réwniez szczepom patogennym, co znacznie utrudnia skuteczne leczenie przy pomocy
chemioterapeutykow (Johnson i in., 2010). Zmusza to do wykorzystania alternatywnych metod

zwalczania drobnoustrojow, jakimi sg bakteriofagi.

Ze wzgledu na wysoki poziom opornosci na chemioterapeutyki u APEC Europejski
Urzad ds. Bezpieczenstwa Zywnosci EFSA w Ocenie Wykazu i Kategoryzacji Chorob Zwierzat
umiescil patogenne dla drobiu Escherichia coli na liscie patogenéw opornych na $rodki
przeciwdrobnoustrojowe (rozporzadzenie UE nr 2016/429). Zagrozenie powodowane przez
APEC zostalo ocenione zgodnie z kryteriami Ustawy o zdrowiu zwierzat (AHL),
w szczegoOlnosci z kryteriami art. 7 dotyczacymi profilu choroby 1 wplywu, art. zasady kontroli,
w art. 9 1 art. 8, dotyczacych wykazu gatunkow drobnoustrojow spokrewnionych z bakterig

(EFSA AHAW 2022).

1.8 Bakteriofagi

Bakteriofagi, to byty biologiczne zdolne do infekcji i namnazania wytacznie
w organizmach bakterii. Poprzez specyficzng budowe biatkowe] otoczki materiatu
genetycznego sg zdolne do infekcji pojedynczych gatunkdéw, a nawet szczepoOw bakterii, przez
co sg okreslane jako wirusy o wysokiej specyficznosci dziatania. Bakteriofagi, jak wszystkie
wirusy, nalezg do pasozytow absolutnych. Nie posiadaja zadnych organelli niezbednych do
prowadzenia procesow metabolicznych takich jak wytwarzanie energii czy synteza bialek badz
kwasoéw nukleinowych. Ich namnazanie jest w zupetno$ci zalezne od komorek gospodarza.
Zazwyczaj posiadaja bardzo wysoka specyficzno$¢ dziatania poprzez zdolnos¢ do infekcji

wylacznie jednego gatunku badz szczepu mikroorganizmow.

Bakteriofagi sa najczgsciej wystepujacymi czastkami biotycznymi na Ziemi, szacuje sig,
ze ich liczba na naszej planecie przekracza 103! (Comeau i Krisch, 2005). Sa one obecne

wszedzie tam, gdzie wystepuja komorki bakterii gospodarza niezbedne im do namnazania,
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m.in. w S$ciekach i fekaliach, glebie, w zbiornikach wodnych oraz wnetrzu uktadu
pokarmowego organizméw wyzszych. (Kutter i Sulakvelidze, 2004). Gestos¢ ich populacji jest
wprost proporcjonalna do populacji bakterii. Stanowig swoisty naturalny regulator ich
liczebnosci, niszczac nadmiar komorek bakteryjnych w §rodowisku, dzigki czemu mozliwe jest

zachowanie rownowagi ekologicznej (Diaz-Muiioz i Koskella, 2014).

Bakteriofagi potrafia zachowa¢ swoje wilasciwosci do infekcji nawet przez 40 lat
(Clokie i in., 2011), wykazuja jednak wrazliwos¢ na niektore czynniki srodowiskowe, takie jak
promieniowanie UV, pH w zakresie ponizej 3 i powyzej 12, kwas askorbinowy, alkohole,
mocznik, srodki powierzchniowo czynne czy temperatura powyzej 50°C (Adams, 1959; Kutter
i Sulakvelidze, 2004).

1.9 Historia badan nad bakteriofagami

Bakteriofagi odkryt w 1896 roku Ernest Hankin, ktory zaobserwowat, ze wody Gangesu
posiadajg wlasciwosci bakteriobdjcze. Jednak dopiero w roku 1915 bakteriolog Frederick
Twort wysunat hipoteze, ze tym czynnikiem moze by¢ wirus. Potwierdzit ja w roku 1917 Felix
d’Hérelle, ktory wyizolowal bakteriofagi 1 wykorzystat je jako lek przeciwko czerwonce
bakteryjnej u dzieci (Weinbauer i Rassoulzadegan, 2003). Jest on rowniez autorem nazwy
,bakteriofag”. Bakteriofagi bardzo szybko zyskaty zainteresowanie $rodowiska naukowego
jako potencjalne narzedzie przeciwko mikroorganizmom chorobotworczym 1 byty stosowane
jako terapeutyki w latach trzydziestych i czterdziestych XX wieku, jednak odkrycie przez
Fleminga chemioterapeutykow sprawito, ze po drugiej wojniec $wiatowej badania nad
fagoterapig kontynuowano jedynie w krajach Europy Wschodniej i w Zwigzku Radzieckim.
Obecnie, poprzez znaczne zwigkszenie opornosci mikroorganizméw na dziatanie
chemioterapeutykow zainteresowanie bakteriofagami przez srodowisko naukowe nieustannie

wzrasta.
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1.10 Budowa bakteriofagow

kwas nukleinowy
gtéwka

kotnierzyk

ogonek

ST
ptytka podstawna

Obraz 2. Budowa bakteriofagow (Bakteriofagi - dobroczynne wirusy - IKiFP PAN)

Bakteriofagi zbudowane sg z dwoch gtownych sktadowych, z materialu genetycznego
w postaci jedno badz dwuniciowego DNA lub RNA posiadajacego forme liniowa badz kulistg.
Rozmiar materialu genetycznego bakteriofagow waha si¢ od 3,5 par zasad (pz) u bakteriofaga
bz12 specyficznego wobec E. coli do 670 pz u faga G, dla ktérego gospodarzem jest Bacillus
megaterium (Sun i Serwer, 1997; Friedman i in., 2009). Materiat genetyczny koduje jedynie
informacje potrzebne do replikacji wirusa w komorce gospodarza. t.j. synteza biatek kapsydu
oraz enzymoéw niezbednych do powielenia genomu wirusa, opakowanie go kapsydem
I wydostanie si¢ utworzonych wiriondw poza komorke i ponowienie procesu infekcji. Kwasy

nukleinowe bakteriofaga otoczone sg kapsydem zbudowanym z biatka badz biatka oraz lipidow

(Ackermann i Prangishvili, 2012).

Wsréd  bakteriofagbw  wystepuje znaczna rdéznorodno$¢ form kapsydu, m.in.
wieloboczna, sferyczna czy wrzecionowata, jednak dominujaca s3 wiriony, do ktoérych
przyczepiony jest ogonek umozliwiajacy adsorpcje do komoérki gospodarza i wprowadzenie
materiatu genetycznego, fagi o tej budowie stanowia ponad 95% catej liczby bakteriofagow

opisanych w literaturze (Kutter i Sulakvelidze, 2004; Ackermann i Prangishvili, 2012).
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Obraz 3. Klasyfikacja bakteriofagow na podstawie morfologii (Baji 1 Markiewicz, 2006).

Wedlug najnowszej klasyfikacji taksonomicznej bakteriofagow zostaly one
zgrupowane w 11 rzedach: Belfryvirales, Caudovirales, Halopalevirales, Haloruvirales,
Kalamavirales, Levivirales, Ligamenvirales, Mindivirales, Petivirales, Tubulavirales,
Vinavirales (Current ICTV Taxonomy Release | ICTV). Najliczniejszym z nich jest rzad
Caudovirales, ktoremu przypisuje si¢ 96% wszystkich znanych bakteriofagéw. Zawiera on
réwniez 30% wszystkich znanych nauce wirusow bakteryjnych. Charakteryzuja si¢ one
materialem genetycznym w postaci dwuniciowego DNA oraz obecno$cig ogonka kapsydu
(Current ICTV Taxonomy Release | ICTV; Ackermann, 1987, 2007). Dotychczas
zidentyfikowano 2814 gatunkoéw bakteriofagéw nalezacych do tego rzedu pogrupowanych
w 14 rodzin: Ackermannviridae, Autographiviridae, Chaseviridae, Demerecviridae,
Drexlerviridae, Guelinviridae, Herelleviridae, Myoviridae, Podoviridae, Rountreeviridae,
Salasmaviridae, Schitoviridae, Siphoviridae, Zobellvirida, Lilyvirus (Current ICTV Taxonomy

Release | ICTV). Bakteriofagi nalezace do poszczegélnych rodzin w ramach rzgdu
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Caudovirales roznig si¢ od siebie pod wzgledem budowy kapsydu. Najliczniej z nich
reprezentowana jest rodzina Siphoviridae, do ktorych nalezy ponad 60% znanych fagow. Cecha
charakterystyczng bakteriofagdw z tej rodziny jest dtugi, niekurczliwy ogonek. Najbardziej
znany przedstawiciel tej rodziny to bakteriofag A (Dion i in., 2020). Fagi nalezace do rodziny
Myoviridae posiadajg krotszy, lecz kurczliwy ogonek, natomiast przedstawiciele rodziny
Podoviridae, najmniejszej z przedstawionych rodzin reprezentowanej przez ok 14%
bakteriofagdéw, maja jeszcze krotszy, lecz niekurczliwy ogonek. Bakteriofagi z rodziny
Tectiviridae nie posiadajg typowego ogonka, jednak w momencie adsorpcji do komorki
gospodarza odksztalcajg jego blong tworzac strukture przypominajaca ogonek wystepujacy
u innych bakteriofagéw (van Regenmortel i in., 2013). Przedstawiciele rodziny Plasmaviridae

nie posiadajg biatkowego kapsydu, a jedynie otoczke lipidowa.

1.11 Cykle replikacyjne bakteriofagow

CYKL LIZOGENICZNY CYKL LITYCZNY
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Obraz 4. Cykle replikacyjne bakteriofagow (Bakteriofagi - dobroczynne wirusy - IKiFP PAN)

Pierwszym etapem procesu replikacji pojedynczego bakteriofaga jest infekcja komorki
bakterii gospodarza zaczynajaca si¢ nieodwracalng adsorpcja do jej $ciany komodrkowe;.
Adsorpcja bakteriofagéw do powierzchni komorki bakteryjnej jest nieodwracalna nawet jesli
komorka ta jest uszkodzona lub martwa (Abedon, 1990). W tym procesie, wyspecjalizowane
w tym celu struktury bakteriofaga takie jak wlokna ogonka czy kolce, ktore wiazg sig
z molekutami specyficznymi obecnymi na powierzchni komodrki gospodarza, zwane

receptorami. Moga to by¢ niemal wszystkie struktury obecne na powierzchni komorki takie jak
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biatka, lipopolisacharydy, kwasy tejchojowe a nawet wici bakterii czy fimbrie, ktore stanowia
pusty w $rodku kanat komorkowy, umozliwiajacy wnikanie materiatu genetycznego faga

(Lindberg, 1973).

Nastepnie za pomocg enzymow, takich jak depolimerazy polisacharydowe czy liazy,
obecnych w ptytce podstawowej ogonka bakteriofaga powstaje otwor w $cianie komorkowe;j
bakterii, przez ktory wstrzykiwany jest material genetyczny bakteriofaga. Kapsyd wirionu
pozostaje nadal zwigzany do powierzchni komorki gospodarza. W celu uniknigcia lizy przez
enzymy znajdujace si¢ w komorce gospodarza materiat genetyczny bakteriofaga czesto ulega

bardzo szybkiej cyrkularyzacji (Kutter i Sulakvelidze, 2004).

Od tego momentu proces infekcji moze przebiega¢ na dwa sposoby. Fagi zwane
wirulentnymi beda przeprowadza¢ dalsze etapy namnazania w cyklu litycznym, natomiast
bakteriofagi nazywane tagodnymi lub niezjadliwymi przeprowadzajg ten proces w cyklu

lizogenicznym (Chibani-Chennoufi i in., 2004).

W cyklu litycznym nastgpuje synteza biatek odpowiedzialnych za replikacje materiatu
genetycznego faga oraz regulacj¢ jego transkrypcji. Nastepnie genom wirusa jest replikowany
1 syntezowane sg biatka strukturalne kapsydu. Gdy komorka gospodarza wytworzy juz
wszystkie elementy nowego wirionu nast¢puje zamknigcie fagowych kwasow nukleinowych
w kapsydzie za sprawa enzymow. Gdy w komorce gospodarza zostanie wytworzona
odpowiednia ilo$¢ czastek wirusa, przy uzyciu enzymow litycznych (endolizyn) rozcinajacych
peptydoglikan budujacy $ciane komodrkowa bakterii oraz holin tworzacych otwory w btonie
komorkowej, nastepuje rozpad komorki gospodarza i uwolnienie czgstek bakteriofaga do
srodowiska zewnetrznego w celu zainfekowania kolejnych komorek bakterii gospodarza
(Kutter i Sulakvelidze, 2004). Bakteriofagi charakteryzujgce si¢ litycznym cyklem namnazania
wykorzystywane sa w terapii bakteriofagowej ze wzgledu na natychmiastowa indukcje
namnazania wirionéw a tym samym szybka lize komorki gospodarza. W cyklu lizogenicznym
material genetyczny wirusa obecny w komodrce gospodarza nie indukuje namnazania si¢
wiriondw niezwlocznie po penetracji komorki gospodarza. Wbudowuje si¢ on w genom
gospodarza badz pozostaje w stanie podobnym do plazmidu i jest kopiowany do komorek
potomnych wraz z podzialem komoérkowym bakterii. Ta forma materialu genetycznego
nazywana jest profagiem i moze trwa¢ w komorce przez wiele generacji. Gdy w Srodowisku
pojawi si¢ czynnik indukujacy stres komorkowy, np. promieniowanie UV badZ obecnos¢
toksycznie dziatajacych czynnikow chemicznych profag moze przejs¢ w lityczny cykl
namnazania (Salmond i Fineran, 2015).
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Oproécz cyklu litycznego 1 lizogenicznego wystepuja rowniez formy posrednie.
Pseudolizogeneze mozna zdefiniowac jako etap zahamowania rozwoju bakteriofaga w komorce
gospodarza bez namnazania genomu faga (jak w rozwoju litycznym) lub jego replikacji
zsynchronizowanej z cyklem komoérkowym i stabilnego utrzymania w linii komorkowej (jak
w lizogenizacji), ktory przebiega bez degradacji genomu wirusa, umozliwiajac w ten sposob
p6zniejsze ponowne uruchomienie rozwoju wirusa. Zjawisko to jest zwykle powodowane przez
niekorzystne warunki wzrostu dla komodrki gospodarza i konczy si¢ wraz z rozpoczeciem
prawdziwej lizogenizacji lub wzrostu litycznego, gdy warunki wzrostu ulegaja poprawie.
Pseudolizogeneza wydaje si¢ odgrywa¢ wazng role w przezywalnosci fagow, poniewaz
bakterie w srodowisku naturalnym moga mie¢ ograniczony dostgp do sktadnikow pozywienia
lub ich wzrost jest bardzo powolny. Zjawisko to moze by¢ waznym aspektem $miertelnosci
bakterii zaleznej od fagéw i moze wptywac na wirulencje niektorych szczepow bakteryjnych

(Los 1 Wegrzyn, 2012).

Cyklem namnazania charakterystycznym dla bakteriofagéw o wrzecionowatej budowie
kapsydu jest wydzielanie wiriond6w bez niszczenia komorek gospodarza. Bakteriofagi te
namnazane sg episomalnie jak plazmidy, wylaczajac mechanizm wbudowania materiatu
genetycznego wirusa do genomu gospodarza bagdz mogg by¢ zintegrowane chromosomalnie,

z wymagang indukcjg do rozpoczgecia replikacji episomalnej (Rakonjac i in., 2011).

1.12 Terapia fagowa

W dobie rosngcej lekoopornosci drobnoustrojow powraca zainteresowanie
zastosowaniem bakteriofagéw w zwalczaniu bakterii patogennych. Po odkryciu bakteriofagow
(rozdz. 1.9) wykazywano wielkie zainteresowanie stosowaniem wirusow bakteryjnych
w zwalczaniu chorob, jednak rozpowszechnienie stosowania chemioterapeutykoéw po 11 wojnie
Swiatowej skierowato uwage $wiata naukowego w strone chemicznych i roslinnych czynnikow
o dziataniu terapeutycznym (Summers, 2003; Fernando i in., 2020). Pierwsze zastosowanie
fagow na ludziach udokumentowano w niedtugim czasie od ich odkrycia, juz w latach 30 XX
wieku (Summers, 2003; Fernando i in., 2020). Od okoto 90 lat w sposdb bezpieczny stosowano
terapie fagowa u ludzi przeciwko bakteriom z rodzajéow Staphylococcus, Klebsiella,
Escherichia, Proteus i Pseudomonas bez odnotowanych groznych dla zdrowia skutkow
ubocznych (Kutter i Sulakvelidze, 2004). Co ciekawe, jednym najlepiej rozpoznawanych
osrodkow eksperymentalnego stosowania terapii fagowej w Europie jest Instytut Immunologii
i Terapii Eksperymentalnej im. Ludwika Hirszfelda we Wroctawiu, gdzie w latach 50 ubieglego
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wieku uzywano bakteriofagéw spersonalizowanych wzgledem leczenia danego pacjenta.
Uzyskano w ten sposob skutecznos¢ leczenia przekraczajacg 75% (Abedon i in., 2011). Terapig
fagowa u ludzi stosuje si¢ gléwnie w przypadkach, gdzie niemozliwe jest zastosowanie
chemioterapeutykow z powodu braku wrazliwo$ci czynnika infekcyjnego na
chemioterapeutyki, alergii, stabego krazenia przy zapaleniu szpiku i1 owrzodzeniach
cukrzycowych lub tworzeniu si¢ biofilmu (Abedon i in., 2011). Bakteriofagi sg stosowane nie
tylko w leczeniu ludzi, ale rowniez zwierzat. Jednak aplikacyjne stosowanie bakteriofagéw
w przemysle zywno$ciowym odnotowato znaczny wzrost dopiero w ciggu ostatnich kilki dekad

((Park i in., 2007; Endersen i in., 2014; Goérski i in., 2018).

Terapie fagowa u zwierzat stosowano do tej pory w réznych formach. Aplikowano je
zwierzetom w formie dodatku do karmy (Lim i in., 2012; Adhikari i in., 2017) lub wody pitnej
(Clavijo i in., 2019; Vaz i in., 2020), jako spray w aerozolu (Borie i in., 2008, 2009), badz
poprzez bezposrednie podanie doustne (Atterbury i in., 2007; Bardina i in., 2012).

1.13 Zastosowanie bakteriofagow u drobiu

Wirusy bakteryjne ze znaczng skutecznoscig stosowano w zwalczaniu patogenow
u drobiu. Z sukcesem stosowano je w walce z takimi patogenami jak pateczki Salmonella
Typhimurium (Bardina i in., 2012), Campylobacter jejuni (Wagenaar i in., 2006; EI-Shibiny
i in., 2007), Campylobacter coli (EI-Shibiny i in., 2007) czy Listeria monocytogenes (Endersen
iin., 2014). Rowniez pateczki Salmonella Enteritidis, szczep stanowigcy najwigksze zagrozenie
dla zdrowia ludzkiego, obecne u drobiu hodowlanego byly w wielu przypadkach redukowane
o ponad 90% zmniejszajac w znaczacy sposob rowniez $miertelnos¢ kurczat. Adhikari i in.
(2017) analizujgc skuteczno$é bakteriofagdéw wobec pateczek Salmonella kolonizujgcych
narzady wewngetrzne kur niosek wykazali redukcje liczby tych patogenoéw o 0,9 logio jtk/g.
Zaobserwowano redukcje pateczek Salmonella w narzadach wewnetrznych ptakow o kolejno
72.7% i 75.7% po podaniu zawiesiny zawierajacego pojedynczego bakteriofaga (Borie i in.,
2008), badZ mieszaning 3 bakteriofagow (Borie i in., 2009) w formie areozolu. Sklar i in. (2001)
osiggneli redukcje tych patogenéw o wartosci ok 2 logio jtk/g, istnieja jednak doniesienia
literaturowe o wyzszej skutecznosci bakteriofagow siggajacej 4.2 logo jtk/g (Atterbury i in.,
2007), 3.5 logio jtk/g (Fiorentin i in., 2005) czy nawet 6 logio jtk/g (Andreatti Filho i in., 2007).
Z podobng skutecznoscig co pateczki Salmonella redukowano liczb¢ obecnych u kurczat
Escherichia coli co znacznie zmniejszato badz catkowicie eliminowato odsetek padtych
ptakow. Huff i in. (2003) zaobserwowali zmniejszenie $Smiertelnosci kurczat z 53% do 17%
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przy zastosowaniu zawiesiny bakteriofagdw wobec kurczat posiadajacych objawy
kolibakteriozy. Rok pdzniej ten zespdt naukowcodw opisal skuteczne zastosowanie
bakteriofagdbw w prewencji zakazen bakteriami E. coli redukujac $miertelnos¢ kurczat z 20%
do 3% w przypadku cigglego stosowania zawiesiny bakteriofagow (Huff i in., 2004).
W przypadku zespotu Oliveira i in. (2010) wspotczynnik $miertelnosci kurczat zostat
zmniejszony az do wartosci 0,5%. W przypadku obydwu patogenoéw ich eliminacja odbywata

si¢ bez uszczerbku na zdrowiu zwierzat.

1.14 Biofilm bakteryjny

Bakterie w trakcie cyklu zyciowego narazone sg na nieprzyjazne warunki srodowiska,
takie jak zmienna ilo$¢ dostepnego pokarmu, promieniowanie UV, obnizenie wilgotno$ci
srodowiska czy obecnos¢ srodkéw przeciwdrobnoustrojowych. W celu zwigkszenia odpornosci
na te warunki drobnoustroje wyksztatcily forme osiadla, zwang biofilmem. Biofilm
zdefiniowano jako osiadle konsorcjum bakterii przytwierdzonych do powierzchni ciata stalego
1 oplaszczonych macierza pozakomorkowsa zawierajaca pozakomoérkowe polisacharydy (EPS),
DNA (eDNA), biatka, fosfolipidy, kwasy tejchojowe oraz fakultatywnie elementy
nieorganiczne takie jak krysztaty mineratow, czastki rdzy, glina, mut oraz sktadniki krwi.
Zawartos¢ sktadnikow macierzy zalezy nie tylko od $rodowiska utworzenia biofilmu ale
réwniez drobnoustrojow, ktore biofilm wytwarza (Mulcahy i in., 2008; Landini i in., 2010; Das
i in.,, 2013). Drobnoustroje posiadaja zdolnos¢ do tworzenia biofilmu nie tylko na
powierzchniach abiotycznych, ale réwniez na powierzchni organizmow wyzszych. Patogeny
bytujace wewnatrz takich organizmoéw sg szczegdlnie narazone na niekorzystne czynniki
srodowiska, dlatego w drodze ewolucji wytworzyly skuteczne sposoby opierania si¢

niekorzystnym warunkom, z ktorych jednym z najwazniejszych jest tworzenie biofilmu.

1.15 Historia badan nad biofilmem

Pierwsze oficjalne badania nad biofilmem przeprowadzit w 1708 roku Antonie van
Leeuwenhoek, ktory badat tkanki zwierzgce skolonizowane przez bakterie oraz zdrapany
biofilm obecny na powierzchni jego wlasnych zebow za pomocg mikroskopu optycznego.
Termin ,,biofilm” zostat okreslony dopiero w roku 1985 przez Billa Costertona. W 2002 r. wraz
z Donlanem przedstawili pierwszy istotny dla $wiata naukowego opis biofilmu, okre$lony jako

,osiadte zbiorowiska pochodzace od drobnoustrojow, charakteryzujace si¢ komorkami, ktore
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sa nieodwracalnie zwigzane z podlozem lub powierzchnig styku lub ze sobg nawzajem,
osadzone w matrycy zewnatrzkomdrkowych substancji polimerowych, ktore wytworzyty,
i wykazuja zmieniony fenotyp w odniesieniu do tempa wzrostu i transkrypcji genow”
(Costerton i in., 1999). Najwigkszy postep w badaniach nad sktadem biofilmu, jego wzrostem
oraz eradykacjg i ograniczaniem jego rozprzestrzeniania si¢ nastgpit dopiero w ciggu ostatnich

dwoch dekad. (Hall-Stoodley i in., 2004; Romling i Balsalobre, 2012; Pearce i in., 2019).

1.16 Tworzenie biofilmu

Zdolnos¢ do wytwarzania biofilmu zostala potwierdzona u wigkszosci bakterii
patogennych, m.in. Listeria monocytogenes, Salmonella sp., Shigella sp., Staphylococcus
aureus, Escherichia coli czy Enterobacter cloace i Campylobacter sp. (Bower i Daeschel,
1999; Stepanovic i in., 2004; Gunduz i Tuncel, 2006; Kalmokoff i in., 2006; Rode i in., 2007;
Nickerson i in., 2017). Zdolno$¢ wytwarzania biofilmu nie jest zawg¢zona jedynie do bakterii,
posiadaja ja rowniez niektére gatunki drozdzy oraz grzybow strzepkowych, z rodzajow
Candida, Aspergillus, Cryptococcus, Trichosporon, Coccidioides i Pneumocytis (Reynolds
i Fink, 2001; Loussert i in., 2010; Fanning i Mitchell, 2012; Leonhard i in., 2013; Sun i in.,
2015).

Bakterie planktoniczne

i

- "W
1. Odwracalne 2. Nieadwracalne 3. Namnatanie 4. Dojrzewanie 5. Dyspersja
przytaczenie przylaczenle i produkgja EPS, [kilka dni-tygodni] [kilka dni-tygodni]
[kilka sekund] [kilka minut] tworzenie mikrokolonii
[godziny-dni]

Obraz 5. Cykl zyciowy biofilmu (Lawniczek-Watczyk i Gorny, 2022)

Proces tworzenia biofilmu sktada si¢ z kilku etapow (Obraz 5). W pierwszym z nich jest

etap adsorpcji. Mikroorganizmy planktoniczne przylegaja do powierzchni ciata statego tworzac
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mikrokolonie powierzchniowe. Nastgpnie zaczyna si¢ proces produkcji macierzy
pozakomorkowej, sktadajacej si¢ gltownie z polisacharydow, ktorym optaszczaja sie
drobnoustroje. Kolejnym etapem jest dojrzewanie biofilmu, podczas ktorego nastepuje
intensywny podziat komoérkowy oraz wytwarzanie duzej ilosci EPS, w tym czasie zachodzi
réwniez horyzontalny transfer genéw. W ostatnim etapie zachodzi niszczenie struktury
biofilmu i uwolnienie komérek w formie planktonicznej do §rodowiska w celu zaktadania
kolejnych biofilmow (Svensson i in., 2014). Etap dyspersji biofilmu zachodzi naturalnie
poprzez mechaniczng badz chemiczng destrukcje macierzy pozakomorkowej indukowang
egzogennie badz endogennie jako mechanizm ucieczki mikroorganizméw od warunkow
niedoboru sktadnikéw odzywczych badz innych niedogodnosci wystepujacych wewnatrz
biofilmu (Hunti in., 2003, 2004; Sauer i in., 2004), takich jaki zmiana st¢zenia tlenu (Thormann
i in., 2005), wzrostu poziomu tlenku azotu (Barraud i in., 2006; Zhu i in., 2018), czy obecnosci

badz wptywu $rodkéw przeciwdrobnoustrojowych (Saxena i in., 2019).

Regulacja procesu tworzenia biofilmu rdzni si¢ miedzy mikroorganizmami. Zalezy ona
od wielu czynnikéw Srodowiskowych 1 genetycznych, takich jak grubos$¢ Sciany komoérkowe;j
bakterii, dostepnosci sktadnikéw odzywczych, sity jonowej srodowiska, a nawet obecnosci
srodkéw przeciwdrobnoustrojowych juz w stezeniach, w ktorych nie wykazuja one dziatania
przeciwdrobnoustrojowego (Anderson i O’Toole, 2008; Landini i in., 2010; Hall i Mah, 2017).
Biofilm bakterii nie tylko przedstawia odmienny od form planktonicznych fenotyp (Donlan,
2001) ale rowniez posiada odmienny profil ekspresji genow, co wskazuje, ze synteza niektorych
biatek moze by¢ kluczowa dla wytworzenia przez mikroorganizmy biofilmu i procesu jego

dojrzewania (Reeser i in., 2007).

Bakterie wystepujace w biofilmie wykazujg znaczng odporno$¢ na wysuszenie,
tolerancje wysokie temperatury oraz pH Srodowiska ponizej 3 (Siringan i in., 2011), chroni
drobnoustroje beztlenowe przed niekorzystnym dziataniem tlenu (Reuter i in., 2010) i zwicksza
nawet 1000x tolerancj¢ na chemioterapeutyki (Mulcahy i in., 2008; Thomas i in., 2009).
Dodatkowo, niewielkie odlegtosci migdzy komoérkami oraz obecno$¢ eDNA powodujg znaczny
wzrost horyzontalnego transferu genoéw, przez co zwigksza si¢ liczba genow drobnoustrojow
obecnych w biofilmie zwigkszajac ich przezywalno$¢ zaréwno w formie biofilmu jak i po
uwolnieniu form planktonicznych. Zjawisko to zachodzi ze szczegdlng intensywnoscia
w przypadku biofilmow wielogatunkowych, ktore stanowiag wigkszo$¢ przypadkéw tych form
(Watnick i Kolter, 2000). Wymienione cechy biofilmu sprawiaja, ze jest to forma bardziej

powszechna od planktonicznych form drobnoustrojow (Hunt i in., 2003; Liu i in., 2019).
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Przejscie z planktonicznego typu wzrostu bakterii do form biofilmu jest procesem $cisle
regulowanym przez aktywno$¢ gendéw bakteryjnych, ktore odpowiadajg za synteze biatek
niezbednych do wytworzenia i pozniejszego dojrzewania biofilmu (Reeser i in., 2007).
Przyczynami zmiany formy bakterii z formy planktonicznej na biofilm mogg by¢ czynniki
zardbwno genetyczne, jak i srodowiskowe, takie jak dostepno$¢ sktadnikow odzywczych, pH
srodowiska, stres komorkowy, grubos¢ Sciany komodrkowej bakterii czy nawet obecno$é
w $rodowisku chemioterapeutykéw w stezeniu subinhibitorowym (Reeser i in., 2007; Anderson
i O’Toole, 2008; Landini i in., 2010; Hall i Mah, 2017).

1.17 Wystepowanie biofilmow

Biofilm jest formg wzrostu bakterii niezwykle rozpowszechniong w $rodowisku
naturalnym. Jednym z najlepiej poznanych biofilmow jest ptytka nazgbna (Costerton i in.,
1999). Niemal w kazdym srodowisku, gdzie wystepujg warunki do wzrostu drobnoustrojow
oraz obecna jest powierzchnia ciala stalego mozna znalez¢ biofilm (Donlan, 2001). Biofilm
bakterii obecny jest na roznorodnych powierzchniach zaréwno biotycznych jak 1 abiotycznych.
Biofilm wystepuje na tkankach zaro6wno zywych jak i martwych organizmow. Wykryto go
w srodowiskach morskich na powierzchniach alg, roslin, zooplanktonu, skorupiakéw, a nawet
owadow (Colwell i Hill, 1995; Huq i in., 2008; Townsley i Shank, 2017; Ahmed i in., 2018).
Jest obecny w przemystowych systemach wodnych m.in. na powierzchni rur i zbiornikow
(Donlan, 2001), porasta powierzchni¢ maszyn przemystu przetworstwa zywnosci (Marchand
i in., 2012) oraz narzedzi i urzadzen wykorzystywanych w branzy medycznej, szczegolnie na

endoskopach, cewnikach i a nawet na implantach (Hall-Stoodley i in., 2004).

1.18 Biofilm paleczek Salmonella Enteritidis

Zdolnos$¢ pateczek Salmonella Enteritidis do wytwarzania biofilmu zostata wielokrotnie
udowodniona w badaniach (Korber i in., 1997; Austin i in., 1998; Bower i Daeschel, 1999;
Solano i in., 2002; Borges i in., 2018). Do najwazniejszych komponentow wchodzacych
w skfad biofilmu wytwarzanego przez te drobnoustroje naleza wldkienka celulozowe
1 amyloidowe, pozakomdrkowe eDNA, antygeny O, kwasy tluszczowe 1 biatka btonowe
(Mulcahy i in., 2008; Landini i in., 2010; Siringan i in., 2011; Das i in., 2013). Natomiast
gtéwnym regulatorem przejscia pateczek Salmonella na tryb wzrostu jako biofilm jest regulator

transkrypcji CsgD, ktory pozytywnie reguluje ekspresj¢ operonu csgBA odpowiedzialnego za
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synteze fimbrii curli (Barnhart i Chapman, 2006). Biofilm zawierajacy pateczki przez
S. Enteritidis wykryto w takich miejscach jak urzadzenia przemyshu przetworstwa zywnosci,
migso drobiowe czy powierzchnia lisci salaty i kapusty (Patel i Sharma, 2010). Stanowig one
potencjalny rezerwuar tych patogenéw. Dodatkowo, wielokrotnie wigksza odpornosé
drobnoustrojéw obecnych w biofilmie na czynniki srodowiskowe sprawia, ze usuwanie ich
przy pomocy konwencjonalnych metod jest problematyczne (Heiby i in., 2010; Corcoran i in.,
2014). Klasyczne metody eradykacji biofilmu zawierajacego pateczki Salmonella Enteritidis,
w szczegbdlnosci w srodowiskach zwigzanych z produkcja Zzywnosci niosa za sobg szereg
skutkow ubocznych. Stosowanie srodkow chemicznych negatywnie wpltywa na walory
produktow spozywczych oraz stanowi zagrozenie dla zdrowia konsumentoéw, a stosowanie
chemioterapeutykow, przez zwigkszenie si¢ skali zjawiska lekoopornosci drobnoustrojow, jest

nie tylko kosztowne, ale i nieskuteczne (Latou i in., 2014; Chylkova i in., 2017).

1.19 Biofilm Escherichia coli patogennych dla drobiu

Od ponad dekady wielokrotnie odnotowano zdolnos¢ bakterii klasyfikowanych jako
APEC do tworzenia biofilmu (Bauchart i in., 2010; Ruan i in., 2021; Grakh i in., 2022).
W biofilmie tworzonym przez bakterie z gatunki Escherichia coli do najwazniejszych
komponentow nalezg pozakomoérkowa celuloza oraz widkna amyloidowe (Zogaj i in., 2001;
Chapman i Johnson, 2002; Barnhart i Chapman, 2006). Biofilm tworzony przez E. coli nie tylko
wykazuje podobienstwa strukturalne do biofilmu wytwarzanego przez pateczki Salmonella, ale
roOwniez jego powstawanie jest indukowane przez regulator CsgD odpowiedzialnego za syntezg
fimbrii curli (Olsén i in., 1993; Gualdi i in., 2008). Dodatkowo, systemy quorum sensing nie
tylko zwiekszajg szybko$¢ tworzenia biofilmu przez E. coli ale rowniez sg odpowiedzialne za
wiele jego aspektow, od przestrzennej organizacji struktury biofilmu az po jego dyspersje (Irie
i Parsek, 2008; Sun i in., 2022). Biofilm zawierajacy APEC stanowi coraz wigkszy problem
w produkcji drobiu (Skyberg i in., 2007; Grakh i in., 2022; Sivaranjani i in., 2022). Napotkano
znaczace problemy zwalczajac biofilm przy pomocy konwencjonalnych metod. Biofilm APEC
wykazuje zwigkszona odpornos¢ na Srodki dezynfekujace. Wykazano zalezno$¢ pomigdzy
zwigkszonym poziomem opornosci bakterii na chemioterapeutyki a ich zdolnoscia do
tworzenia biofilmu. Szczepy APEC posiadajace zdolno$¢ do tworzenia biofilmu wykazaty
tolerancje¢ takich chemioterapeutykow jak gentamycyna, amoksycylina, cefaleksyna, imipenem
czy cefpodoksym (Skyberg i in., 2007; Rodriguesi in., 2019; Grakh i in., 2022). Niezbedne jest

zatem opracowanie alternatywnych metod kontroli i eradykacji tych drobnoustrojow.
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1.20 Zdolnos¢ bakteriofagéw do redukcji biofilmu

Proces infekcji bakterii, ktore wystepuja w formie biofilmu przebiega w sposob
analogiczny do infekcji bakterii planktonicznych. Jednak struktura biofilmu ma znaczacy
wplyw na intensywno$¢ tego procesu. EPS stanowi fizyczng barier¢ ograniczajaca mozliwosé
adhezji czastek faga do komorek gospodarza (Lebeaux i in., 2014; Simmons i in., 2018). Fagi
moga zosta¢ uwiezione w strukturze biofilmu, co skutecznie uniemozliwia im infekcje komorek
bakterii (Ferriol-Gonzalez i Domingo-Calap, 2020). Jednak niektore bakteriofagi posiadaja
w swoich kapsydach enzymy degradujace macierz pozakomoérkowa biofilmu, co zwigksza ich
zdolnos¢ do penetracji jego struktury (Cornelissen i in., 2011). Bakterie obecne w biofilmie
mogg pozakomorkowo wydziela¢ enzymy skutecznie inaktywujace bakteriofagi (Ferriol-
Gonzalez i Domingo-Calap, 2020). Efekt ten zachodzi poprzez immobilizacj¢ w macierzy
biofilmu enzymow hydrolizujagcych bialtka kapsydu bakteriofagow wydzielanych
pozakomoérkowo przez drobnoustroje, co tworzy swoisty zewnetrzny uktad trawienny biofilmu
(Flemming i Wingender, 2010). W EPS wykazano aktywno$¢ takich enzymow jak peptydazy
czy aminopeptydazy (Costerton i in., 1995; Baty i in., 1996). Kolejnym czynnikiem majacym
wplyw na intensywnos$¢ infekcji bakterii obecnych w biofilmie przez bakteriofagi jest stopien
dojrzatosci biofilmu. Wraz z postepujacym procesem dojrzewania biofilmu liczba komoérek
0 Wysokiej intensywnosci procesow metabolicznych maleje, a te komorki, ktorych metabolizm
zwalnia, s3 mniej wydajne w procesie namnazania bakteriofaga, jednakze wciaz s zdolne do
wytworzenia nowych wirionéw. Co wigcej struktura macierzy pozakomorkowej w dojrzatym
biofilmie charakteryzuje si¢ wysoka gestoscia, przez co stanowi lepszg barier¢ przeciwko
bakteriofagom. Objetos¢ dojrzatego biofilmu jest znacznie wigksza niz na poczatku procesu
jego tworzenia co utrudnia infekcje komorek znajdujacych si¢ gleboko w jego wnetrzu.
Z drugiej strony, na powierzchni biofilmu wystepuja komorki stosunkowo mtode
0 intensywnym metabolizmie, co wspomaga proces infekcji wirusowej (Simmons i in., 2018).
Dodatkowo, w strukturze biofilmu obecne sg kanaty, ktérymi dostarczane sa do wewng¢trznych
warstw sktadniki odzywcze oraz woda. Kanaly te s3 wykorzystywane przez bakteriofagi do
penetracji struktury biofilmu (Boas i in., 2019). Biofilmy stanowig rezerwuar bakteriofagbow,
poniewaz EPS stanowi barier¢ ochronng przeciwko niekorzystnym czynnikom

srodowiskowym (Briandet i in., 2008).

W literaturze przedstawiono wiele przyktadow skutecznego zastosowania

bakteriofagoéw przeciwko bakteriom obecnym w biofilmie. Bakteriofagi stosowano m.in.
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w medycynie w celu zwalczania bakterii obecnych w biofilmie wielogatunkowym utworzonym
na przeszczepionej pacjentce kosci. W tym przypadku wykazano, ze z biofilmu potraktowanego
koktajlem bakteriofagéw BFC1 specyficznych wobec Staphylococcus aureus catkowicie
wyeliminowano obecno$¢ tego drobnoustroju (Van Nieuwenhuyse i in., 2021). Kolejny
przyktad medycznego zastosowania bakteriofagéw stanowi trzech pacjentéw, u ktérych po
wszczepieniu implantéw kolana wykryto zainfekowanie wszczepoéw bakteriami w formie
biofilmu. Po zastosowaniu w miejscu zakazenia zawiesiny bakteriofagow PP1493, PP1815,
1 PP1957 wykazano znaczne zmniejszenie stanu zapalnego a nast¢pnie catkowite ustgpienie
objawow infekcji (Ferry i in., 2020). Bakteriofagi nie tylko skutecznie eliminowaty
drobnoustroje obecne w biofilmach utworzonych wewnatrz organizmu cztowieka, ale rowniez
skutecznie eradykowaly drobnoustroje obecne na powierzchniach sprzgtow medycznych.
Curtin i Donlan (2006) wykazali redukcje liczby Staphylococcus epidermidis 0 5 logio jtk/cm?

z powierzchni cewnikdéw przy pomocy faga 456.

Wykazano takze skuteczne zastosowanie bakteriofagéw przeciwko bakteriom obecnym
w biofilmie utworzonym na powierzchni urzadzen przemystowych. W procesie produkcji
twarogu fagi ®HS5 1 ®A72 udokumentowano niemal catkowita eliminacje S. aureus
z powierzchni maszyn, a w efekcie wyeliminowanie obecnosci tych drobnoustrojow w
produkcie (Garcia i in., 2007). W produkcji tuszek drobiowych bakteriofag ®2 redukowat
liczbe C. jejuni obecnych na powierzchni skor drobiowych o ponad 90% (Atterbury i in., 2003).
W przypadku biofilmu obecnego na skorach wieprzowych zaobserwowane ponad 99%
eliminacje S. Typhimurium po traktowaniu fagiem PC1 (Hooton i in., 2011). Bakteriofagi
znalazly zastosowanie nie tylko w przemysle przetwoérstwa migsa, ale rowniez owocow
i warzyw. Leverentz i in. (2001) wykazali redukcje liczby pateczek Salmonella obecnych na

powierzchni melonéw o 2,5-3,5 logio jtk/cm? po traktowaniu koktajlem bakteriofagow SCPLX.

33



2. Cele i zalozenia

Rosnacy problem lekoopornosci u bakterii, w szczegdlnosci patogendw ludzkich
i zwierzgcych, szczegdlnie dotyka branzy produkeji jaj i tuszek drobiowych, skutkujac
znacznym zwigkszeniem zagrozenia bezpieczenstwa zywnosci i zdrowia publicznego ludzi.
Dodatkowo, gdy patogeny wystepuja w formie biofilmu, wykazuja znacznie zwickszong
odpornos¢ na $rodki przeciwdrobnoustrojowe. Istotny obszar badan stanowi wykorzystanie
litycznych bakteriofagdw w zwalczaniu biofilmu bakterii patogennych takich jak Salmonella
Enteritidis oraz Escherichia coli obecnego na powierzchniach biotycznych i abiotycznych. Do
tej pory jednak brak doniesien o udokumentowanym zastosowaniu litycznych bakteriofagow
w zwalczaniu patogendw wystgpujacych w biofilmie obecnym na powierzchni poidet dla

drobiu w zaktadach przemystu produkcji jaj i tuszek drobiowych.

W zwigzku z powyzszym celem podjetych badan bylo sprawdzenie skutecznosci
bakteriofagow UPWr_S1-5 i UPWr_E1-4 przeciw biofilmom tworzonym przez Salmonella
Enteritidis oraz Escherichia coli. Jego wykonanie oparte byto na realizacji dwoch pomniejszych

celow czastkowych:

1. Porownanie efektywnos$ci dziatania bakteriofagow UPWr_S1-5 i UPWr_E1-4 przeciw
biofilmom utworzonym przez pateczki Salmonella i Escherichia coli na powierzchniach

biotycznych i abiotycznych w warunkach in vitro.
2. Analiza zdolnosci redukcji koktajli bakteriofagéw UPWr_S1-5 i UPWr_E1-4 przeciw

biofilmom tworzonym na powierzchni poidet dla drobiu z wykorzystaniem modelu

eksperymentalnie zakazonych kurczat.

34



3 Materialy i metody
3.1 Materialy

3.1.1 Aparatura

Tabela 1 Urzadzenia wykorzystane w badaniach

Urzadzenie

Producent

Czytnik ptytek Spark® Multimode Microplate

Tecan Trading AG., Szwajcaria

Reader
Aparat do obrazowania metodg | Berthold, Bad Wildbad, Niemcy
bioluminescencji i fluorescencji in  vivo

,»IN1ghtOwl 983 imaging system”

Homogenizator Qiagen TissueLyser Il

Qiagen, Niemcy

Mini Vortex Mixer SU1900

Bionovo, Polska

Wytrzgsarka o ruchu okrezno-drgajacym LLG-
uniTEXER

Witko, Polska

Zestaw: proézniowy system oprézniajacy LLG-

uniVacuusys

Bionovo, Polska

Cieplarka Memmert In110

Memmert, Niemcy

Wiréwka Eppendorf 5810 R

Eppendorf, Niemcy

Sterylizator parowy SMS ESS-207

SMS, Polska

3.1.2 Podloza mikrobiologiczne

LB (ang. Lysogenic Broth, A&A Biotechnology, Polska)/I

ekstrakt drozdzowy (ang. Yeast Extract, YE) 5¢g

tryptonu 10¢g
NaCl 10¢g

LB (A&A Biotechnology, Polska)/I

ekstrakt drozdzowy (ang. Yeast Extract, YE) 5¢g

tryptonu 10¢g
NaCl 10¢g
agar 159
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MacConkey agar (Sigma, Niemcy)/I

laktoza jednowodna 5¢9
tryptonu 10 g
NaCl 59
czerwien obojetna 30 mg
agar 135¢g

LB agar z erytromycyna (A&A Biotechnology, Polska)/I

ekstrakt drozdzowy (ang. Yeast Extract, YE) 5¢g

tryptonu 10 g
NaCl 10 g
erytromycyna 50 mg
agar 159

3.1.3 Bufory i roztwory
Bufor PBS (buforowana fosforanem sdl fizjologiczna) (Sigma-Aldrich, Niemcy)/l (pH

7,4)

KCI 029
Na;HPO4 1,42 g
NaCl 08¢
KH2PO4 0,24 g

Bufor SGF (ang. Simulated Gastric Fluid)/I (pH 2)

HCI 0,01 M
pepsyna 3,240

Roztwor fioletu krystalicznego do barwienia/l

Fiolet krystaliczny 5¢
96% alkohol etylowy 1000 ml
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3.1.4 Odczynniki chemiczne:

Tabela. 2 Spis odczynnikow chemicznych

Nazwa

Producent

Pepsyna

Sarstedt, Niemcy

Fiolet krystaliczny

Sigma-Aldrich, Niemcy

Erytromycyn

Sigma-Aldrich, Niemcy

Weglan wapnia

Sigma-Aldrich, Niemcy

Chlorek sodu

Sigma-Aldrich, Niemcy

96% alkohol etylowy

Sigma-Aldrich, Niemcy

Kwas solny 0,01 M

Sigma-Aldrich, Niemcy

3.1.5 Zwierz¢ta eksperymentalne

Kurczeta

W badaniach wykorzystano kurcze¢ta w wieku 14 dni pozyskane z lokalnej fermy. Przed
rozpoczgciem eksperymentu wymazy z kloaki kazdego z kurczat analizowano pod katem
obecnosci pateczek Salmonella poprzez wymaz kloaki. Brojlery zostaty poddane kontroli stanu

zdrowotnego przez lekarza weterynarii poprzez ogledziny zewnetrzne w celu oceny stanu

zdrowia.

Pasza do zywienia zwierzat

e Brojler Growth 3000 (Tasomix, Polska)

Poidla dla drobiu

e Poidta dzwonowe 2 1 z taczeniem zatrzaskowym (Polmark, Polska)

3.1.6 Szczepy bakterii

Bakterie Salmonella Enteritidis 327 lux pochodzg z Kolekcji Szczepdéw Katedry

Biochemii i Biologii Molekularnej Uniwersytetu Przyrodniczego we Wroctawiu. Szczepy,




Salmonella Enteritidis A41, A36, Escherichia coli 158B oraz 258 pochodza z Kolekcji
Szczepow Zaktadu Epizootiologii i Kliniki Ptakéw 1 Zwierzat Egzotycznych, Uniwersytetu
Przyrodniczego we Wroctawiu. Szczep S. Enteritidis ATCC 13076 i E. coli NCTC 17848 oraz
E. coli 158B lux pochodza z Kolekcji Szczepéw Katedry Biotechnologii i Mikrobiologii

Zywnosci, Uniwersytetu Przyrodniczego we Wroctawiu.

Szczepy S. Enteritidis A41, A36, ATCC 13076 oraz E. coli 158B, 258 i NCTC 17848
sg szczepami izolowanymi ze srodowiska. S. Enteritidis 327 lux oraz E. coli 158B lux zostaly
zmodyfikowane genetycznie w celu uzyskania zdolnosci bioluminescencji I opornosci na
erytromycyng, co stanowito ich markery selekcyjne. Sposdb modyfikacji szczepéw zostat
wczesniej opisany (Riedel i in., 2007) i wykorzystany (Kuzminska-Bajor i in., 2015). W celu
modyfikacji, do genomu bakterii zostal wstawiony operon lux pochodzacy od Photorabdus
luminescens oraz pie¢ genéw lUXCDABE za pomoca wektora p16Slux, zdolnego do integracji
z chromosomem bakteryjnym. W ten sposob uzyskano szczepy posiadajace zdolno$¢ ekspresji

lucyferazy i oporno$¢ na erytromycyng.

Szczep S. Enteritidis A4l wykorzystywany byt do namnazania fagow UPWr S1,
UPWr_S2 oraz UPWr_S5. Bakteriofagi UPWr_S3 1 UPWr_S4 namnazano z wykorzystaniem
szczepu S. Enteritidis A36. Szczepy S. Enteritidis 327 lux oraz S. Enteritidis ATCC 13076
wykorzystane w badaniach do wytwarzania biofilmu byly wrazliwe na wszystkie bakteriofagi:
UPWr_S1, UPWr_S2 UPWr_S3, UPWr_S4 i UPWr_S5. Jako gospodarza fagow UPWr El
UPWr_E2 i UPWr_E4 wykorzystano szczep E. coli 158B, natomiast faga UPWr_E3 szczep E.
coli 258. Bakterie E. coli 158B lux oraz E. coli NCTC 17848 wykazywaty wrazliwo$¢ na fagi
UPWr_E1, UPWr_E2, UPWr_E3i UPWr_EA4.

3.1.7 Bakteriofagi

W pracy wykorzystano bakteriofagi UPWr_S1, UPWr_S2, UPWr_S3, UPWr_S4
i UPWr_S5, ktore zostaty wezesniej szczegdtowo scharakteryzowane (Kuzminska-Bajor i in.,
2021), oraz UPWr El, UPWr E2, UPWr E3 i UPWr E4, ktére pochodza z kolekcji
bakteriofagow Katedry Biotechnologii i Mikrobiologii Zywnosci Uniwersytetu Przyrodniczego
we Wroctawiu. Wszystkie wymienione bakteriofagi nie posiadaja zdolnosci wbudowania si¢ w
chromosom gospodarza, namnazajg si¢ wylacznie w cyklu litycznym bez modyfikacji genomu

komorki gospodarza. Bakteriofagi posiadaja szerokie spektrum lityczne (Tabela 3).
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Tabela 3. Wrazliwo$¢ szczepdéw bakteryjnych na bakteriofagi

Bakteriofag Salmonella Escherichia coli Klebsiella
UPWr_S1 40 2 -
UPWr_S2 50 1 -
UPWr_S3 53 1 -
UPWr_S4 34 5 )
UPWr_S5 36 3 -
UPWr_E1 - 48 3
UPWr_E2 6 31 4
UPWr_E3 1 17 10
UPWr_E4 - 26 4

Koktajle bakteriofagow

W badaniach wykorzystano mieszaniny 3 bakteriofagéw, w celu poszerzenia spektrum
litycznego oraz uniknigcia zjawiska opornosci na bakteriofagi. Bakteriofagi wchodzace w sktad
koktajli wybrano na podstawie spektrum dziatania i wiasciwosci litycznych. Koktajle
UPWr_S134 i UPWr_E124 uzyskano poprzez zmieszanie zawiesin bakteriofagdéw w sposob
przedstawiony w Tabeli 4 i Tabeli 5. Miano koktajli wyznaczono z wykorzystaniem metody
RTD (rozdz. 3.2.4) oraz metody ptytek dwuwarstwowych (rozdz. 3.2.5). Wykazano, ze miano
koktajli bakteriofagdéw wynosi 3 x 10° PFU/m.

Tabela 4, Sktad 10 ml koktajlu UPWr_S134

Bakteriofag Miano Objetosé
[PFU/mI] []
UPWr_S1 3,08 x 10%° 325
UPWr_S3 1,95 x 10%° 512
UPWr_S4 2,65 x 101° 377
podtoze LB - 8786
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Tabela 5. Sktad 10 ml koktajlu UPWr E124

Bakteriofag Miano Objetosé
[PFU/mI] [u]
UPWr_E1 9,25 x 10 108
UPWr_E2 1,72 x 10%° 581
UPWr_E4 3,4 x 10% 294
podtoze LB - 9017
3.2 Metody

3.2.1 Namnazanie bakterii

Bakterie S. Enteritidis A41, S. Enteritidis A36, S. Enteritidis ATCC 13076, E. coli 158B,
E. coli 258, E. coli NCTC 17848) hodowano na podtozu MacConkey agar (rozdz. 3.1.2),
a szczepy S. Enteritidis 327 lux oraz E. coli 158B lux modyfikowane genetycznie i oporne na
erytromycyn¢ hodowano na podtozu LB zawierajagcym 50 pg/ml erytromycyny inkubowano
przez noc w 37°C. W celu namnazania bakterii prowadzono hodowle ptynne w pozywce LB
w kolbach stozkowych o pojemnosci 250 ml przez noc w 37°C z mieszaniem z predkoscig 150

rpm w celu zapewnienia odpowiedniego natlenienia drobnoustrojow.

3.2.2 Oznaczanie liczb bakterii

W celu ustalenia liczby bakterii w otrzymanych zawiesinach z roztworu wyjSciowego
wykonano seri¢ dziesi¢tnych rozcienczen, ktére nakropiono w objetosci po 20 ul na plytke
zawierajacej agar LB. Po 24 h inkubacji ptytek w 37°C liczono kolonie bakterii i wyznaczon0
ich liczbg w roztworze. Kazde oznaczenie wykonano w trzech powtdrzeniach. Liczbe bakterii

wyrazano w jednostkach tworzacych kolonie na ml zawiesiny jtk/ml i obliczano wedtug wzoru:
Liczba bakterii [jtk/ml] = X* 50 * 10

Gdzie X=liczba kolonii na plytce, 10Y= rozcieficzenie zawiesiny

3.2.3 Namnazanie bakteriofagow
Bakteriofagi namnazano przy pomocy metody przedstawionej przez Oliveira (2009). W

tym celu 10 ml ptynnego poditoza LB szczepiono pojedyncza kolonia odpowiedniego
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gospodarza i inkubowano w 37°C przy predkosci mieszania 150 rpm az do uzyskania ggstosci
optycznej (ODsoonm) 0.2 (~2x108 jtk/ml). Nastepnie dodano 5 ml zawiesiny bakteriofagow
i kontynuowano inkubacj¢ przez noc w 37°C i 150 rpm. Po jej zakonczeniu hodowle bakterii
wirowano z predkoscig 5000 x g przez 10 minut i supernatant filtrowano przy pomocy filtrow
strzykawkowych o wielkosci porow 0,22 um. Otrzymany lizat fagowy dodano w calosci do
150 ml $wiezej hodowli gospodarza o gestosci optycznej (ODeoonm) 0.2 1 inkubowano przez noc
w 37°C 1 150 rpm. Nastepnie powtarzano etapy wirowania i filtracji. Otrzymane w ten sposob

zawiesiny bakteriofagéw przechowywano w 4°C.

3.2.4 Routine Test Dilution (RTD) (Adams, 1959)

W celu ustalenia miana bakteriofagdbw w otrzymanych zawiesinach wykorzystano
metod¢ Routine Test Dilution (RTD) (Adams, 1959). Z roztworu wyjSciowego wykonano seri¢
dziesi¢tnych rozcienczen. Plytke Petriego z agarem LB podzielono na sekcje w liczbie
odpowiadajacej kolejnym dziesietnym rozcienczeniom zawiesiny. Po powierzchni phytki
rozprowadzono 5 ml hodowli bakterii (rozdz. 3.2.1). Nadmiar hodowli usuwano, a plytke
inkubowano przez 1 h w 37°C. Na tak przygotowang ptytk¢ nakropiono 20 pl kazdego
rozcienczenia zawiesiny na odpowiadajgcy mu sektor. Po 24 h inkubacji ptytek w 37°C liczono
tysinki tworzone przez bakteriofagi 1 wyznaczano liczb¢ fagdw pozostatych w roztworze.
Kazde oznaczenie wykonano w trzech powtdrzeniach. Liczbe bakteriofagow wyrazano

w jednostkach tworzacych tysinki na ml zawiesiny PFU/m.
Miano bakteriofagow [PFU/ml] = X* 50 * 10

Gdzie X=liczba tysinek na plytce, 10Y=rozcienczenie zawiesiny

3.2.5 Oznaczenie liczby bakteriofagow metoda plytek dwuwarstwowych

Miano bakteriofagbw w otrzymanych zawiesinach bakteriofagow o0znaczano przy
pomocy metody plytek dwuwarstwowych (Adams, 1959). 3 ml sterylnego podioza LB
zawierajacego 0,5 % agaru uplynniano w tazni wodnej, a nastgpnie chtodzono do 45°C.
Nastepnie dodano 100 pl hodowli bakterii uzyskanej przez zaszczepienie sterylnego podtoza
LB czysta kulturg bakterii i nocng inkubacje w 37°C i 150 rpm. Do mieszaniny dodano 200 pl
zawiesiny bakteriofagdw o rozcienczeniu pozwalajacym na uzyskanie 30-300 tysinek na ptytce.

Rozcienczenie wyznaczano na podstawie wynikow uzyskanych przy zastosowaniu metody
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RTD (rozdz. 3.2.4) Cato$¢ mieszano intensywnie przez 2 sekundy a nast¢pnie wylewano na
ptytke Petriego z zestalonym agarem LB i mieszano ruchem 6semkowym w celu jednolitego
rozprowadzenia drugiej warstwy agaru. Po zestaleniu ptytki inkubowano przez noc w 37°C,
a nastgpnie liczono powstate na plytce tysinki. Liczbe bakteriofagéw wyrazano w jednostkach

tworzacych tysinki na ml zawiesiny (PFU/ml) wedlug wzoru:
Miano bakteriofagéw [PFU/ml] = X* 5 * 10

Gdzie X=liczba tysinek na ptytce, 10Y=rozcienczenie zawiesiny

3.2.6 Analiza stabilnosci bakteriofagow UPWr_S1-5
3.2.6.1 Wplyw pH na stabilnos¢ bakteriofagow UPWr_S1-5

W celu analizy stabilnos$ci bakteriofagow w $rodowisku o réznych wartosciach pH,
1 ml koktajlu UPWr_S134 o mianie 1 x 10" PFU/ml dodano do 9 ml buforu o pH
2,3,4,5,6,7,8,9,10,11,12,13 1 inkubowano przez 1 h w 37°C przy predkosci mieszania 120 rpm.
Po tym czasie, miano bakteriofagdw oznaczono metodg RTD (rozdz. 3.2.4) oraz metodg plytek

dwuwarstwowych (rozdz. 3.2.5).

3.2.6.2 Analiza stabilnosci bakteriofagow UPWr_S1-5 w symulowanych warunkach soku
zoladkowego

W celu okreslenia stabilnosci bakteriofagdéw w warunkach imitujgcych sok zotgdkowy
kurczat, do 9 ml buforu SGF o pH 2 i zawierajgcego pepsyne dodano 1 ml zawiesiny
bakteriofagow UPWr_S1, UPWr_S2, UPWr_S3, UPWr_S4, UPWr_S5 Ilub koktajl
UPWr_S134 o mianie 1 x 10’ PFU/ml i inkubowano przez 2 h w 37°C z wytrzasaniem 120
rpm. Co 15 minut pobierano 0,5 ml roztworu w celu oznaczenia liczby bakteriofagéw metoda
RTD (rozdz. 3.2.4) oraz metoda ptytek dwuwarstwowych (rozdz. 3.2.5). Kazde oznaczenie

wykonano w trzech powtdrzeniach.

3.2.6.3 Wplyw zobojetnienia buforu SGF na na aktywnos$¢ bakteriofagow UPWr_S1-5
Analizowano wptyw dodatku 14% oraz 30 % CaCO3zobojetniajacych niskie pH buforu
SGF na aktywno$¢ bakteriofagéw UPWr_S1, UPWr S2, UPWr_S3, UPWr _S4 i UPWr_SS.
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W tym celu do 25 ml buforu SGF o pH 2 zawierajacego pepsyn¢ dodano 3,5 g CaCOs

otrzymujac stezenie 14% oraz 7,5 g otrzymujac 30% stezenie.

Do 9 ml buforu SGF o pH 2 zawierajacego pepsyne z dodatkiem CaCOz dodano 1 mli
zawiesiny bakteriofagdéw 0 mianie 1 x 10’ PFU/m, a nastepnie inkubowano przez 2 h w 37°C
przy 120 rpm. Co 15 minut, pobierano 0,5 ml roztworu w celu oznaczenia miana bakteriofagow
metoda RTD (rozdz. 3.2.4) oraz metoda plytek dwuwarstwowych (rozdz. 3.2.5). Analizg

wykonano w trzech powtdrzeniach.

3.2.6.4 Wplyw obecnosci paszy w buforze SGF na aktywnos$¢ bakteriofagow UPWr_S1-5

Zmierzono wpltyw dodatku wysokobiatkowej paszy dla drobiu do $rodowiska
symulujgcego warunki panujgce w zotadku kurczat na aktywnos$¢ bakteriofagow. Paszg dodano
w ilosci 7,5g w celu otrzymania koncowego stezenia 30% w buforze SGF o pH 2 zawierajacego
pepsyne. Do 9 ml tak przygotowanego roztworu dodano 1 ml koktajlu fagowego UPWr S134
0 mianie 1 x 10’ PFU/ml, inkubowano w 37°C i 120 rpm przez 2 h. 0,5 ml mieszaniny pobierano
co 15 minut, przez 2 h i oznaczano liczb¢ bakteriofagdéw metoda RTD (rozdz. 3.2.4) oraz
metoda ptytek dwuwarstwowych (rozdz. 3.2.5). Eksperymenty wykonano w trzech

powtorzeniach.

3.2.7 Redukcja biofilmu Salmonella Enteritidis na ptytkach 96- dotkowych

3.2.7.1 Tworzenie biofilmu w plytkach 96-dolkowych przez paleczki Salmonella
Enteritidis

W celu tworzenia przez pateczki Salmonella biofilmu na powierzchni polistyrenowych
ptytek 96-dotkowych, zastosowano zmodyfikowana metod¢ zaproponowang przez Woodward
i in. (2000). W tym celu pojedyncza kolonig szczepow S. Enteritidis 327 lux i S. Enteritidis
ATCC 13076 (rozdz. 3.2.1) inokulowano 50 ml podtoza LB i inkubowano przez noc w 37°C
z predkoscig mieszania 150 rpm. Nastgpnie hodowla bakterii zostata rozcienczona podtozem
LB w celu osiagnigcia gestosci optycznej mierzonej przy dtugosci fali 600 nm (ODeoonm) 0.2
(~2x10® jtk/ml). 200 pl tej zawiesiny przeniesiono do dotkoéw ptytki 96-dotkowej (Sarstedt,
Niemcy), nastgpnie ptytki inkubowano w 37°C przez 72 h. Po zakonczonej inkubacji frakcja
ptynna zostala usunigta, biofilm ptukano trzykrotnie 400 pl buforu PBS i suszono przez 10
minut. Kontrol¢ negatywna stanowity probki zawierajace podtoze LB bez drobnoustrojow.

Eksperymenty zostaty przeprowadzone w 3 powtorzeniach.
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3.2.7.2 Oznaczenie wielkosci biofilmu

W celu zmierzenia liczby bakterii obecnych w biofilmie (rozdz. 3.2.7) do kazdego
z dotkéw dodano 100 pl roztworu 0,5% fioletu krystalicznego i pozostawiono na 20 minut pod
przykryciem w temperaturze pokojowej. Po usunigciu pozostato$ci barwnika dotki ptytki
ptukano trzykrotnie 200 ul buforu PBS w celu usunigcia pozostalo$ci barwnika. Nastepnie
dodano 100 ul 96 % etanolu w celu rozpuszczenia uwiezionego w strukturach biofilmu fioletu
krystalicznego, a nastgpnie mierzono absorbancje roztworu przy dlugosci fali 570 nm za

pomoca czytnika ptytek Tecan.

3.2.7.3 Wyznaczenie poziomu produkcji biofilmu przez paleczki Salmonella Enteritidis
Na podstawie zmierzonej absorbancji biofilmu (rozdz. 3.2.7.1), szczepy pateczek
Salmonella zostaty sklasyfikowane wedlug metody przedstawionej przez Stepanovic i in.
(2004) w nastepujacych kategoriach: brak biofilmu producent, staby, umiarkowany lub silny
producent biofilmu, gdzie S$rednica zewnetrzna odcigcia (ODc) zdefiniowana jako trzy
odchylenia standardowe powyzej $Sredniej absorbancji kontroli negatywnej, ktorg stanowity
dotki zawierajace wytacznie podtoze LB, stanowita parametr selekcyjny. Oznaczenia zdolnosci

szczepow bakterii do tworzenia biofilmu przedstawiono w Tabeli 6.

Tabela 6. Klasyfikacja szczepéw bakterii pod wzglgdem zdolnosci do tworzenia biofilmow

Wartos¢ absorbancji Zdolnos¢ tworzenia biofilmu
Abs. < ODc Brak

ODc < Abs <2 x ODc Staba

2 X ODc < Abs.< 4 x ODc Umiarkowana

4 x O.D.c < Abs Silna

3.2.7.4 Redukcja biofilmu paleczek Salmonella Enteritidis w ptytkach 96-dotkowych przez
bakteriofagi UPWr_S1-5

W celu analizy zdolno$ci bakteriofagow UPWr_S1, UPWr S2, UPWr S3, UPWr_S4,
UPWr S5 oraz koktajlu bakteriofagow UPWr S134 do redukcji biofilmu tworzonego na
powierzchni ptytek 96- dotkowych przez pateczki S. Enteritidis 327 lux oraz S. Enteritidis
ATCC 13076 wykorzystano 72-godzinny biofilm (rozdz. 3.2.7). Uzyskany biofilm ptukano
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dwukrotnie buforem PBS, a nast¢gpnie dodano po 200 ul bakteriofagow UPWr S1, UPWr_ S2,
UPWr_S3, UPWr_S4 lub UPWr_S5 i koktajlu UPWr_S134 o mianach 1 x 10°, 1 x 108, 1 x 10,
1x10°% 1 x10°%1 x 1041 x 10°, 1 x 102 oraz 1 x 10* PFU/ml i inkubowano przez 4 godziny
w 37°C. Po zakonczeniu inkubacji zawiesing bakteriofagow usunigto, biofilm trzykrotnie
ptukano 100 pl buforu PBS, suszono przez 10 minut w temperaturze pokojowej i barwiono 0,5
% roztworem fioletu krystalicznego przez 20 minut (rozdz. 3.2.7.2). Barwione plytki
analizowano przy pomocy czytnika ptytek Tecan przy dlugosci fali 570 nm. Biofilmy
nieinkubowane z bakteriofagami uzyto jako kontrole pozytywna. Wszystkie eksperymenty

wykonano w trzech powtorzeniach.

3.2.8 Redukcja biofilmu Salmonella Enteritidis na powierzchni stali nierdzewnej

3.2.8.1 Tworzenie biofilmu na powierzchni stali nierdzewnej przez paleczki Salmonella
Enteritidis

W celu tworzenia biofilmu przez pateczki Salmonella na powierzchni stali nierdzewnej
zastosowano zmodyfikowana metode wedlug Orsinger-Jacobsen i in. (2013). Pojedyncza
kolonig szczepow S. Enteritidis 327 lux i S. Enteritidis ATCC 13076 (rozdz. 3.2.1) inokulowano
20 ml podtoza LB a nast¢pnie inkubowano w 37°C z predkoscig 150 rpm przez noc. Nastepnie
hodowle bakterii wprowadzono do kolb stozkowych o pojemnosci 250 ml zawierajacych 100
ml sterylnego podloza LB oraz 24 sterylnych podkiadek pod $ruby ze stali nierdzewnej
o $rednicy 10 mm. Nastepnie kolby wraz zawartoscig inkubowano na wytrzasarce w 37°C
z predkoscig 150 rpm przez 72 h. Po tym czasie, za pomocg sterylnej pesety kazda z podktadek
przeniesiono do dotka plytki 24-dotkowej i plukano trzykrotnie buforem PBS w ilosci 1 ml
w celu usunigcia bakterii planktonicznych, a nast¢pnie analizowano za pomocg metody

barwienia fioletem krystalicznym (rozdz. 3.2.8.2).

3.2.8.2 Oznaczenie wielkos$ci biofilmu

W celu oznaczenia wielkosci tworzonego biofilmu (rozdz. 3.2.8.1) do dotkdéw plytki 24-
dotkowej, w ktorej znajdowaly si¢ podktadki do §rub dodano 500 pl 0,5% roztworu fioletu
krystalicznego i inkubowano przez 20 minut w temperaturze pokojowej pod przykryciem.
Nastepnie barwnik usuwano i1 kazdy z dotkéw ptukano trzykrotnie 1 ml buforu PBS, suszono
przez 10 min. Nastgpnie podktadki przenoszono do nowej ptytki 24-dotkowej, dodano 500 ul

96 % etanolu i inkubowano w temperaturze pokojowej przez 15 minut. W nastepnym etapie
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usuwano przy pomocy pesety stalowe podkladki i analizowano absorbancj¢ uzyskanych
roztworow za pomocg czytnika ptytek Tecan przy dtugosci fali 570 nm. Eksperymenty zostaty

przeprowadzone w 3 powtorzeniach.

3.2.8.3 Redukcja biofilmu przez bakteriofagi UPWr_S1-5 tworzonego przez paleczki
Salmonella Enteritidis na powierzchni stali nierdzewnej

W celu analizy zdolnosci bakteriofagobw do redukcji biofilmu tworzonego na
powierzchni stali nierdzewnej przez bakterie z rodzaju Salmonella dodano do dotkéw ptytki
24-dotkowej zawierajacych podktadki pod sruby z biofilmem (rozdz. 3.2.8.1) 500 ul zawiesiny
bakteriofagobw UPWr S1, UPWr S2, UPWr_S3, UPWr _S4 lub UPWr S5 oraz koktajlu
UPWr_S134 o mianach 1 x 10°% 1 x 10%, 1 x 107, 1 x 10% 1 x 10° 1 x 10% 1 x 103 1 x 10?
i 1 x 10' PFU/ml i inkubowano przez 4 godziny w 37°C. Kontrole pozytywna stanowily
podktadki z biofilmem inkubowane w podlozu LB. Nastepnie usuni¢to z dotkow zawiesing
bakteriofagow, podktadki ptukano trzykrotnie buforem PBS i pozostawiono do wyschnigcia
w temperaturze pokojowej. Biofilm barwiono fioletem krystalicznym i oznaczano absorbancj¢
uzyskanych roztworow (rozdz. 3.2.8.2). Eksperymenty zostaly przeprowadzone

w 3 powtdrzeniach.

3.2.9 Redukcja biofilmu Salmonella Enteritidis na powierzchni lisci salaty

3.2.9.1 Tworzenie biofilmu na powierzchni liSci salaty przez paleczki Salmonella
Enteritidis

W celu tworzenia biofilmu przez pateczki Salmonella na powierzchni lisci sataty
pobrano 4-6 lisci z warstw wewnetrznych rosliny. Liscie te umyto pod biezacg woda, suszono
w temperaturze pokojowej a nastgpnie cieto na kawatki o wymiarach 2 X 2 cm przy pomocy
sterylnego skalpela. Nastgpnie fragmenty lisci sterylizowano poprzez zanurzenie w 70%
etanolu, a nastepnie suszono. 25 ml nocnej hodowli bakterii S. Enteritidis 327 lux i S. Enteritidis
ATCC 13076 (rozdz. 3.2.1) rozcienczono przy pomocy podioza LB az do uzyskania ggstosci
optycznej (ODsoonm) 0.2 (~2x10° jtk/ml). Kawalki lici sataty inkubowano przez 120 s
w 1 w tak przygotowanej zawiesinie pateczek S. Enteritidis 327 lux lub S. Enteritidis ATCC
13076 w celu adsorpcji komorek drobnoustrojow do powierzchni lisci. Kawatki suszono

w temperaturze pokojowej przez 10 minut i przeniesiono na plytki Petriego zawierajace
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nawilzong sterylnym buforem PBS bibule zapewniajaca wysoka wilgotnos¢ w liczbie 4 sztuk
lisci/ptytke. Tak przygotowane ptytki inkubowano w 37°C przez 72 h (Kroupitski i in., 2009).

3.2.9.2 Oznaczenie liczby paleczek Salmonella obecnych w biofilmie

W celu oznaczenia liczby zywych pateczek Salmonella w biofilmie na powierzchni
sataty (rozdz. 3.2.9.1), liScie przeniesiono za pomocg sterylnej pesety do proboéwek typu Falcon
o objetosci 15 ml zawierajagcych 1 ml PBS 1 mieszano przy pomocy urzadzenia typu Vortex
przez 1 minute w celu oderwania komorek drobnoustrojow ze struktur biofilmu. W uzyskane;j
zawiesinie oznaczano liczbe pateczek Salmonella metoda opisang w rozdziale 3.2.2. Wyniki

przedstawiano jako liczbe jednostek tworzacych kolonie na cm? powierzchni liscia sataty.

3.2.9.3 Redukcja biofilmu paleczek Salmonella Enteritidis na powierzchni lisci salaty
przez bakteriofagi UPWr_S1-5

Dojrzaty, 72-godzinny biofilm tworzony przez pateczki S. Enteritidis 327 lux
i S. Enteritidis ATCC 13076 na powierzchni lisci sataty (rozdz. 3.2.9.1) redukowano przy
pomocy zawiesin bakteriofagow UPWr S1, UPWr S2, UPWr S3, UPWr S4, UPWr S5
1 koktajlu bakteriofagobw UPWr S134. W tym celu kawalki lisci, na powierzchni ktorych
znajdowat si¢ biofilm pateczek Salmonella (rozdz. 3.2.9.1) zanurzono na 3 minuty w 1 ml
zawiesiny bakteriofagéw o mianach 1 x 10°, 1 x 108, 1 x 107, 1 x 106, 1 x 10° 1 x 10% 1 x 103,
1 x 102 oraz 1 x 10 PFU/mI lub w buforze PBS w przypadku kontroli pozytywnej, suszono
przez 10 min i inkubowano przez 4 godziny w 37°C na plytkach Petriego zawierajacych
sterylng bibul¢ nasgczong sterylnym buforem PBS w celu zapewnienia odpowiednigj
wilgotnosci. Po zakonczeniu etapu inkubacji na powierzchni kawalkow oznaczano liczbg
zywych pateczek Salmonella w sposob opisany w rozdziale 3.2.9.2. Wyniki przedstawiono jako

liczbe jednostek tworzacych kolonie na cm? powierzchni liscia salaty.
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3.2.10 Redukcja biofilmu Salmonella Enteritidis na powierzchni poidel dla drobiu

w warunkach in vitro

3.2.10.1 Tworzenie biofilmu przez paleczki Salmonella Enteritidis na poidiach dla drobiu
w warunkach in vitro:

W badaniach wykorzystano dwuczgsciowe poidla dzwonowe z zatrzaskiem. Poidla
wypehiono 3 rodzajami medium: podtozem LB, jego 10-krotne rozcienczeniem oraz woda
destylowang, w ilosciach 100 ml. Do kazdego z poidet dodano 1 ml nocnej hodowli bakterii S.
Enteritidis 327 lux (rozdz. 3.2.1) rozcienczonej do uzyskania gestosci optycznej 0,01 (~1x107
jtk/ml) 1 pozostawiono w temperaturze 25°C na 9 dni. Od 1 dnia eksperymentu, co 24 godziny
pobierano wymazy z 1 cm? powierzchni poidta w celu oznaczenia liczby pateczek Salmonella.
Wymazy pobierano za pomocg sterylnej wymazowki, ktorg nastgpnie przenoszono do
probowek typu Falcon o pojemnos$ci 15 ml zawierajagcych 1 ml buforu PBS, ktére nastgpnie
wytrzasano przez 30 minut w 200 rpm. Wykonywano seri¢ rozcienczen dziesigtnych
i oznaczano liczbe pateczek Salmonella metodg opisang w rozdziale 3.2.2 na podtozy LB
z dodatkiem 500mg/ml erytromycyny. Wyniki tych oznaczen odczytywano po inkubacji ptytek
LB w 37°C przez 24 h i przedstawiono jako liczbe jtk/cm? poidta. Eksperymenty wykonano

w trzech powtdrzeniach.

3.2.10.2 Redukcja biofilmu paleczek Salmonella Enteritidis na poidlach dla drobiu
w warunkach in vitro:

W celu analizy zdolnosci koktajlu UPWr S134 do redukcji liczby pateczek
S. Enteritidis w biofilmie tworzonym na powierzchni poidet dla drobiu w warunkach in vitro,
wykorzystano poidta wraz z podlozem LB, jego 10-krotne rozcienczeniem oraz wodg
destylowang przygotowane wedlug metody opisanej w rozdziale 3.2.10.1. Do wypetionych
odpowiednim medium poidet dodano 1 ml nocnej hodowli bakterii S. Enteritidis 327 lux (rozdz.
3.2.1), i rozcienczonej do uzyskania gestoéci optycznej (ODsoonm) 0,01 (~1x107 jtk/ml)
mierzonej przy dlugosci fali 600 nm. Do kazdego medium dodano 1 ml koktajlu bakteriofagow
UPWr_S134 o mianie 1 x 10° PFU/ml. Nastepnie poidta inkubowano przez 9 dni
w temperaturze 25°C. Wymazy z powierzchni poidel wykonywano i oznaczano w nich liczbg
pateczek S. Enteritidis 327 lux (rozdz. 3.2.10.1). Wyniki przedstawiano jako liczbe jtk/cm?

powierzchni poidia.
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3.2.10.3 Pomiar bioluminescencji

W celu pomiaru bioluminescencji kolonii bakterii obecnych na ptytkach
wykorzystywano aparat ,,NightOwl II LB 983” (rozdz. 3.1.1). Urzadzenie posiada ruchoma,
wysokoczuta 1 wolno skanujagca kamera CCD, wyposazona w matryce wielkosci
1024x1024x13,6 um oraz obicktyw o $rednicy 25 mm i ogniskowej f=0,95. Kamera jest
chlodzona za pomoca ogniwa Peltiera i powietrza. Jej wydajnos¢ kwantowa wynosi 90%,
rejestruje obraz w zakresie od kilku milisekund do kilku godzin. Swiattoszczelna komora
urzadzenia umozliwia detekcje §wiatta o matym natezeniu. Urzadzenie jest obstugiwane przez

program ,,Berthold WinLight 32” na PC z systemem operacyjnym Windows XP.

Pomiar bioluminescencji wykonywano przez umieszczenie plytki Petriego zawierajace;j
kolonie pateczek Salmonella Enteritidis 327 lux ekspresjonujace gen lucyferazy (rozdz. 3.1.6)
w $wiattoszczelnej komorze aparatu. Nastepnie dwuetapowo mierzono bioluminescencje
plytki. W pierwszym etapie dokonywano pomiaru tzw. ,tla”, rejestrowano obraz phlytki
w stabym $wietle widzialnym, zapisywany w postaci czarno-biatych plikow zdjeciowych.
W drugim etapie mierzono bioluminescencj¢ w przedziale czasowym 20 sekund w warunkach
pelnego zaciemnienia. Wzgledne nat¢zenia emitowanej przez paleczki Salmonella
bioluminescencji zapisywano jako barwne obrazy i naktadano na powstaty w pierwszym etapie
pomiaru obraz. Nastgpnie automatycznie liczono kolorowe punkty przedstawiajace kolonie
bakteryjne przejawiajace zdolnos$¢ bioluminescencji. Otrzymany w ten sposob ostateczny obraz

zapisywano w pamigci komputera.

3.2.11 Eradykacja paleczek Salmonella z powierzchni poidel dla drobiu na modelu
eksperymentalnie zakazonych kurczat

W celu analizy zdolnosci koktajlu bakteriofagowego UPWr S134 do zwalczania
pateczek Salmonella obecnych na powierzchni poidet dla drobiu wykorzystano model
eksperymentalnie zakazonych kurczat. Eksperymenty na zwierzetach przeprowadzono zgodnie
z Migdzynarodowa Konwencja o Ochronie zwierzat oraz za przyzwoleniem Lokalnej Komisji
Etyki ds. Eksperymentdéw na Zwierzetach (protokot 114/2015, Wroctaw, Polska).
Dwutygodniowe kurczeta pochodzace z lokalnej fermy podzielono na 4 grupy liczace po 10
ptakow. Kazda z grup umieszczona zostala w klatkach zlokalizowanych w osobnych
pomieszczeniach. W kazdej z klatek znajdowaly si¢ 2 kurczgta oraz 1 poidlo. Przez caty czas
trwania eksperymentu kurczeta utrzymywano w temperaturze 25°C i zapewniano im wodg oraz
pozywienie bez ograniczen. Poidta dzwonowe, wypetniano wodg zawierajaca 1 x 10° jtk/ml

49



bakterii Salmonella Enteritidis 327 lux. Dodatkowo, w grupie 3 do wody, w ktorej znajdowaty
si¢ pateczki Salmonella dodano réowniez koktajl bakteriofagow UPWr S134 o mianie
koncowym 1 x 10" PFU/ml. Woda w poidtach grupy 2 (kontrola negatywna) zawierala
wylacznie koktajl bakteriofagow. W grupie 4 w poidtach znajdowata si¢ wylacznie woda pitna
(Tabela 7). Eksperyment prowadzono przez 9 dni. Kazdego dnia dokonywano wymazow
z powierzchni 1 cm? poidta i oznaczano liczbe pateczek S. Enteritidis 327 lux (rozdz. 3.2.10.1).
Ze wzgledu na obecno$¢ mikroflory innej niz szczepu S. Enteritidis 327 lux opornej na
erytromycyn¢ do odczytu zastosowano urzadzenie wykrywajace bioluminescencje NighOwl
983 (rozdz. 3.2.10.3). W wymazach oznaczano ogélng liczb¢ drobnoustrojow. W tym celu po
zakonczonym etapie wytrzgsania wymazowek wykonywano seri¢ dziesigtnych rozcienczen
1 oznaczano metodg opisang w rozdziale 3.2.2 og6lng liczbg drobnoustrojow. Kazde z oznaczen
wykonywano w trzech powtdrzeniach. Po zakonczeniu trwania eksperymentu wszystkie ptaki
poddano eutanazji przez dekapitacje w narkozie wziewnej. Narzady wewngtrzne takie jak
watroba, $ledziona oraz bursa Fabrycjusza wazono, a nastepnie homogenizowano. W tym celu
watroby wraz z 50 ml PBS homogenizowano przez 5 minut aparacie typu ,,Stomacher”
BagMixer 4008S. Sledziony i bursy Fabrycjusza homogenizowano po umieszczeniu 5 ml PBS
przez 5 minut przy 20 Hz przy pomocy Qiagen TissueLyser Il. W celu oznaczenia liczby
pateczek S. Enteritidis 327 lux w organach wewng¢trznych wykonano seri¢ dziesigtnych
rozcienczen 1 wysiewano na plytki zawierajace agar LB z 500 pg/ml erytromycyny, liczbg

kolonii oznaczano poprzez pomiar bioluminescencji (rozdz. 3.2.10.3).

Tabela 7. Dodatki do wody pitnej poszczegolnych grup kurczat

Numer grupy S. Enteridis 327 lux UPWr_S134
[itk/mi] [PFU/mI]

1 1x10° 0

2 0 1 x 107

3 1x10° 1 x 107

4 0 0
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3.2.12 Analiza stabilnosci bakteriofagéw UPWr_E1-4

3.2.12.1 Analiza stabilnosci bakteriofagiw UPWr_E1-4 w symulowanym soku
zoladkowym

W celu okreslenia stabilnosci bakteriofagéw w warunkach imitujacych sok zotagdkowy
kurczat, do 9 ml buforu SGF o pH 2 zawierajacego pepsyn¢ dodano 1 ml zawiesiny
bakteriofagéw zawierajacych pojedyncze bakteriofagi UPWr E1, UPWr E2, UPWr E3,
UPWr_E4 lub koktajl UPWr_E124 o mianach 1 x 10’ PFU/ml i inkubowano przez 2 h w 37°C
z wytrzgsaniem 120 rpm. Co 15 minut pobierano 0,5 ml roztworu w celu oznaczenia liczby
bakteriofagobw  wykorzystujac metode RTD (rozdz. 3.2.4) oraz metodg plytek

dwuwarstwowych (rozdz. 3.2.5). Kazde oznaczenie wykonano w trzech powtorzeniach.

3.2.12.2 Wplyw zobojetnienia buforu SGF na na aktywnos¢ bakteriofagow UPWr_E1-4
Analizowano wptyw dodatku 14% m/v oraz 30% m/v CaCOs3 zobojg¢tniajacych niskie

pH buforu SGF na aktywnos$¢ bakteriofagéw UPWr_E1, UPWr_E2, UPWr_E3, UPWr_E4.

W tym celu do 25 ml buforu SGF o pH 2 zawierajacego pepsyn¢ dodano 3,5 g CaCOs

otrzymujac stezenie 14% oraz 7,5 g otrzymujac 30% stezenie.

Do 9 ml buforu SGF o pH 2 zawierajacego pepsyne z dodatkiem CaCO3 dodano 1 mli
zawiesiny bakteriofagow UPWr El, UPWr E2, UPWr E3, UPWr E4 badz koktajl
UPWr_E124 o mianach 1 x 10’ PFU/ml, inkubowano przez 2 h w 37°C przy wytrzasaniu 120
rpm. 0,5 ml mieszaniny pobierano co kwadrans i oznaczano liczbg bakteriofagow metodg RTD
(rozdz. 3.2.4) oraz metodg plytek dwuwarstwowych (rozdz. 3.2.5). Kazde oznaczenie

wykonano w trzech powtdrzeniach.

3.2.13 Redukcja biofilmu patogennych dla drobiu E. coli na ptytkach 96-dotkowych
3.2.13.1 Tworzenie biofilmu w plytkach 96-dolkowych przez patogenne dla drobiu E. coli
W celu tworzenia przez E. coli biofilmu na powierzchni polistyrenowych ptytek 96-
dotkowych, zastosowano zmodyfikowang metode zaproponowang przez Woodward
i in. (2000). Pojedyncza kolonig bakterii E. coli 158B lux i E. coli NCTC 13076 (rozdz. 3.2.1)
inokulowano 50 ml podtoza LB, i inkubowano przez noc w 37°C z prgdkoscia mieszania 150
rpm. Nastepnie hodowle bakterii rozcienczono podtozem LB do osiggnigcia gegstosci optycznej
0.2 (~2x10® jtk/ml) mierzonej przy dhugosci fali 600 nm (ODeoonm). 200 pl zawiesiny
przeniesiono do dotkow ptytki 96-dotkowej i inkubowano w 37°C przez 72 h. Po zakonczonej

51



inkubacji usuni¢to frakcje plynng, biofilm plukano trzykrotnie 200 pl buforu PBS
1 pozostawiono do wyschnigcia. Kontrolg negatywna stanowily probki zawierajace podtoze LB

nie zawierajace drobnoustrojow. Eksperymenty przeprowadzono w 3 powtorzeniach.

3.2.13.2 Oznaczenie wielkosci biofilmu

Wielko$¢ biofilmu mierzono (rozdz. 3.2.13.1) poprzez barwienie fioletem
krystalicznym do kazdego z dotkéw dodano po 100 ul 0,5% roztworu fioletu krystalicznego
1 barwiono przez 20 min pod przykryciem w temperaturze pokojowej. Nastgpnie barwnik
usunigto, dotki trzykrotnie przeptukano 200 pl buforu PBS, w celu usunigcia pozostatosci
barwnika. W kolejnym etapie dodano 100 pl 96 % etanolu celem rozpuszczenia uwigzionego
w strukturach biofilmu barwnika 1 nastgpnie mierzono absorbancj¢ przy dtugosci fali 570 nm

na czytniku ptytek Tecan.

3.2.13.3 Wyznaczenie poziomu produkcji biofilmu przez patogenne dla drobiu E. coli
Na podstawie zmierzonej absorbancji biofilmu tworzonego w sposob opisany w rozdz.

3.2.13.1, szczepy E. coli zostaty sklasyfikowane w sposob opisany w rozdziale 3.2.7.3.

3.2.13.4 Redukcja biofilmu tworzonego przez patogenne dla drobiu E. coli w ptytkach 96-
dotkowych przez bakteriofagi UPWr_E1-4

W celu analizy zdolnos$ci bakteriofagow UPWr E1, UPWr E2, UPWr E3, UPWr E4,
oraz koktajlu bakteriofagbw UPWr E124 do redukcji biofilmu tworzonego na powierzchni
ptytek 96- dotkowych przez bakterie E. coli 158B lux lub E. coli NCTC17848 wykorzystano
72-godzinny biofilm (rozdz. 3.2.13.1). Znad uzyskanego biofilmu usunigto frakcj¢ ptynna,
ptukano dwukrotnie 100 pl buforu PBS, i dodano 200 pl zawiesiny bakteriofagow UPWr E1,
UPWr_E2, UPWr_E3, UPWr_E4 lub koktajlem UPWr_E124 o mianach 1 x 10° 1 x 108,
1x 10,1 x 10°% 1 x 10°, 1 x 10% 1 x 103 1 x 102 oraz 1 x 10! PFU/ml. Nastepnie plytki
inkubowano przez 2 godziny w 37°C. W nastgpnym etapie frakcj¢ ptynna usuwano, biofilm
ptukano trzy razy 400 pl buforu PBS, pozostawiono do wyschnigcia i wybarwiono 0,5%
roztworem fioletu krystalicznego przez 20 minut (rozdz. 3.2.11.2). Plytki po wybarwianiu

oznaczano czytnikiem ptytek Tecan przy dtugos$ci fali 570 nm. Kontrole pozytywna stanowily
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dotki zawierajace biofilmy nieinkubowane z bakteriofagami. Eksperymenty wykonano

w trzech powtorzeniach.

3.2.14 Redukcja biofilmu tworzonego przez patogenne dla drobiu E. coli na powierzchni
stali nierdzewnej
3.2.14.1 Tworzenie biofilmu na powierzchni stali nierdzewnej przez patogenne dla drobiu
E. coli

Biofilm tworzono przy pomocy zmodyfikowanej metody wedtug Orsinger-Jacobsen
i in. (2013) Pojedyncza kolonig bakterii E. coli 158B lux lub E. coli NCTC17848 inokulowano
20 ml podtoza LB (rozdz.3.2.1), inkubowano w 37°C z predkoscig 150 rpm przez noc,
a nastgpnie wprowadzono do kolb stozkowych pojemnosci 250 ml zawierajacymi 100 ml
sterylnego podtoza LB oraz 24 sterylne podktadki pod $ruby o $rednicy 10 mm i 100 ml
sterylnego podtoza LB w iloéci pozwalajacej uzyskaé gestos¢ optyczna 0.2 (~2x108 jtk/ml)
mierzong przy dlugosci fali 600 nm (ODeoonm). Nastgpnie kolby wraz zawartoscig inkubowano
w 37°C z predkoscig mieszania 150 rpm przez 72 h. Nastepnie, kazdg z podktadek przeniesiono
sterylng peseta do dotka ptytki 24-dotkowej 1 ptukano 3 razy 1 ml buforu PBS w celu usunigcia
bakterii planktonicznych, a nastgpnie analizowano za pomocg metody barwienia fioletem

krystalicznym (rozdz. 3.2.8.2).

3.2.14.2 Oznaczenie wielkoSci biofilmu

W celu oznaczenia wielkosci tworzonego biofilmu (rozdz.3.2.14.1) do dotkéw plytki
24-dotkowej, w ktorej znajdowaly sie podktadki do srub dodano 500 pl 0,5% roztworu fioletu
krystalicznego i inkubowano przez 20 minut w temperaturze pokojowej pod przykryciem.
Naste¢pnie usuwano barwnik, dotki ptukano trzykrotnie 1 ml buforu PBS i suszono przez 10
min. Podktadki przenoszono do nowej plytki 24-dotkowej, dodano 500 pl 96 % etanolu
i inkubowano w temperaturze pokojowej przez 15 minut. Nastgpnie usuwano stalowe
podktadki i mierzono absorbancj¢ uzyskanych roztwordw przy pomocy czytnika ptytek Tecan

przy dtugosci fali 570 nm. Eksperymenty przeprowadzono w 3 powtdrzeniach.
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3.2.14.3 Redukcja biofilmu przez bakteriofagi UPWr_E1-4 tworzonego przez patogenne
dla drobiu E. coli na powierzchni stali nierdzewnej

W celu analizy zdolnosci redukcji biofilmu E. coli tworzonego na powierzchni stali
nierdzewnej przez bakteriofagi UPWr_E1, UPWr_E2, UPWr_E3, UPWr_E4 oraz koktajl
UPWr _E124 do dotkow ptytki 24-dotkowej zawierajacych podkladki z biofilmem (rozdz.
3.2.14.1) dodano 500 pl zawiesiny bakteriofagéw o mianach 1 x 10°, 1 x 102, 1 x 107, 1 x 108,
1x10°%1 x10% 1 x 10% 1 x 102 oraz 1 x 10 PFU/ml, a nastepnie inkubowano w 37°C przez
4 godziny. Kontrole pozytywng stanowity podktadki inkubowane w buforze PBS. Zawiesing
bakteriofagow usunigto, podktadki ptukano trzykrotnie 1 ml buforu PBS w celu usunigcia
bakterii wolno ptywajacych 1 pozostawiono do wyschnigcia w temperaturze pokojowej.
W kolejnym etapie biofilm barwiono 0,5% roztworem fioletu krystalicznego i oznaczano
absorbancj¢ uzyskanych roztwordw (rozdz. 3.2.14.2). Eksperymenty przeprowadzono w trzech

powtorzeniach.

3.2.15 Redukcja biofilmu tworzonego przez patogenne dla drobiu E. coli na powierzchni
liSci salaty
3.2.15.1 Tworzenie biofilmu na powierzchni lisci salaty przez patogenne dla drobiu E. coli
W celu tworzenia na powierzchni lisci sataty biofilmu przez bakterie E. coli 158B lux
i E. coli NCTC 17848, Z kazdej gtowki sataty pobrano 4-6 wewnetrznych lisci. Liscie umyto
pod biezaca woda, suszono w temperaturze pokojowej przez 10 minut 1 cigto sterylnym
skalpelem na kawatki o wymiarach 2 X 2 cm. Nastepnie fragmenty lisci sterylizowano poprzez
zanurzenie w 70% etanolu i suszono. 25 ml nocnej hodowli bakterii E. coli 158B lux lub E. coli
NCTC 17848 (rodz. 3.2.1 rozcienczono przy pomocy podtoza LB w ilo$ci niezbednej do
uzyskania gestosci optycznej 0.2 (~2x10% jtk/ml) mierzonej przy dtugosci fali 600 nm
(ODsoonm). Pocigte liscie sataty inkubowano przez 2 min w 1 ml tak przygotowanej zawiesiny
bakterii w celu adsorpcji komodrek drobnoustrojow do powierzchni roslin. Kawalki suszono pod
komorg laminarng przez 20 minut, przeniesiono sterylna pgseta w liczbie 4 sztuk lisci/ptytke na
ptytki Petriego zawierajacych nawilzong sterylnym buforem PBS bibule, zapewniajaca wysoka
wilgotnos¢, a nastepnie zabezpieczono przy pomocy parafilmu i inkubowano w 37°C przez 72
h (Kroupitski i in. (2009).
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3.2.15.2 Oznaczenie liczby patogennych dla drobiu E. coli obecnych w biofilmie

W celu oznaczenia liczby zywych bakterii E. coli w biofilmie na powierzchni sataty
(rozdz. 3.2.15.1) kawalki lisci przeniesiono sterylng peseta do probowek typu Falcon
o objetosci 15 ml zawierajacych 1 ml buforu PBS, intensywnie mieszano przy pomocy
urzadzenia Vortex przez 60 sekund w celu oderwania komorek drobnoustrojow ze struktur
biofilmu, a nastepnie oznaczano liczbe¢ drobnoustrojow w uzyskanym roztworze przy pomocy
metody opisanej w rozdziale 3.2.2. Wyniki przedstawiano jako liczbe jednostek tworzacych

kolonie na cm? powierzchni liécia sataty.

3.2.15.3 Redukcja biofilmu tworzonego przez patogenne dla drobiu E. coli na powierzchni
liSci salaty przez bakteriofagi UPWr_E1-4

Trzydniowy biofilm tworzony na powierzchni kawalkow lisci sataty przez bakterie
E. coli 158B lux i E. coli NCTC 17848 (rozdz. 3.2.15.1) redukowano za pomocg bakteriofagow
UPWr E1, UPWr E2, UPWr E3, UPWr E4 oraz koktajlu bakteriofagow UPWr E124.
Kawatki lisci, na powierzchni ktorych znajdowat si¢ biofilm E. coli (rozdz. 3.2.15.1) zanurzono
na 180 s w 1 ml zawiesiny bakteriofagéw o mianach 1 x 10° 1 x 108, 1 x 107, 1 x 106, 1 x 10°,
1x10%1x10%1x10%i 1 x 10' PFU/mI lub w buforze PBS w przypadku kontroli pozytywnej,
a nastepnie inkubowano przez 4 godziny w 37°C. W kolejnym etapie na powierzchni kawatkow
lisci oznaczano liczbe zywych komorek drobnoustrojow metod opisang w rozdziale 3.2.15.2.
Wiyniki przedstawiono jako liczbe jednostek tworzacych kolonie na cm? powierzchni liscia

sataty. Eksperymenty wykonano w 3 powtdrzeniach.

3.2.16 Redukcja biofilmu tworzonego przez patogenne dla drobiu E. coli na powierzchni
mig¢sa drobiowego
3.2.16.1 Tworzenie biofilmu na powierzchni mi¢sa drobiowego przez patogenne dla
drobiu Escherichia coli

Oznaczono zdolno$¢ bakterii Escherichia coli 158B lux i NCTC 17848 do tworzenia
biofilmu na powierzchni migsa drobiowego. W tym celu przy pomocy sterylnego skalpela cigto
piers$ kurczaka na kawatki o wymiarach 1 X 1 X 1 em. W probowce typu Falcon o pojemnosci
50 ml umieszczono 25 ml nocnej hodowli bakterii E. coli 158B lux lub E. coli NCTC 17848
1 (rozdz. 3.2.1), rozcienczono przy pomocy podtoza LB do uzyskania ggstosci optycznej 0.2

(~2x10® jtk/ml) mierzonej przy dtugosci fali 600 nm (ODsoonm). Kawatki piersi kurczaka

55



zanurzono w 5 ml uzyskanej zawiesiny bakterii na 120 sekund i suszono w temperaturze
pokojowej przez 20 minut. Nastgpnie kawalki przeniesiono w liczbie 4 na ptytke Petriego
zawierajacg nasaczong sterylnym PBS bibulg¢ umieszczong w celu zapewnienia wysokiej
wilgotnosci, zabezpieczono za pomocg parafilmu i inkubowano przez 7 dni w 4°C. 1, 2, 5 oraz
7 dnia pobierano 4 kawatki migsa w celu analizy liczby bakterii E. coli. Po zakonczeniu
inkubacji przez 7 dni w 4°C pozostate kawatki migsa inkubowano przez 4 h w temperaturze
37°C. Kontrole negatywng stanowil kawalki zanurzone w buforze PBS zamiast hodowli

bakterii.

3.2.16.2 Oznaczenie liczby bakterii E. coli obecnych w biofilmie

Kawalki migsa przenoszono do probowek typu Falcon o pojemnosci 15 ml
zawierajacych 2 ml buforu PBS i homogenizowano przy pomocy Qiagen TissueLyser II.
W probkach po homogenizacji oznaczano liczbe zywych E. coli metoda opisang w rozdziale

3.2.2. Wyniki przedstawiono jako liczbe jednostek tworzacych kolonie na 1cm? miesa.

3.2.16.3 Redukcja biofilmu tworzonego przez patogenne E. coli na powierzchni migsa
drobiowego przez bakteriofagi UPWr_E1-4

W celu analizy zdolno$ci bakteriofagow UPWr E1, UPWr E2, UPWr E3, UPWr E4
oraz koktajlu UPWr E124 do redukcji biofilmu tworzonego na kawatkach migsa drobiowego
(rozdz. 3.2.16.1) 25 ml nocnej hodowli bakterii E. coli 158B lux lub E. coli NCTC 17848
(rozdz. 3.2.2). rozcienczono przy pomocy podtoza LB do uzyskania gestosci optycznej 0.2
(~2x10® jtk/ml) mierzonej przy dtugosci fali 600 nm (ODsoonm). Kawatki piersi kurczaka
zanurzono w uzyskanej zawiesinie bakterii na 60 sekund, a nast¢pnie suszono w temperaturze
pokojowej przez 20 minut. Nastgpnie, kawatki zanurzono na 2 minuty w zawiesinie
bakteriofagow UPWr E1, UPWr E2, UPWr E3, UPWr E4 i koktajlu bakteriofagow
UPWr_E124, o mianie 1 x 10° PFU/ml i suszono przez 20 minut w temperaturze pokojowe;j.
Kawatki migsa w liczbie 4 sztuk/ptytk¢ umieszczono na ptytce Petriego zawierajacej nasaczong
buforem PBS sterylng bibulg, umieszczong celem utrzymania wysokiej wilgotnosci,
zabezpieczono przy pomocy parafilmu i inkubowano w 4 °C przez 7 dni. Pierwszego, drugiego,
piatego oraz siodmego dnia 4 kawatki piersi kurczaka umieszczano w probowkach typu Falcon
zawierajacych 2 ml buforu PBS i homogenizowano przy pomocy Qiagen TissueLyser II.

W uzyskanym roztworze liczbg bakterii E. coli oznaczano w sposob opisany w rozdziale 3.2.2.
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Wiyniki przedstawiono jako liczbe jednostek tworzacych kolonie na 1cm?® migsa. Eksperymenty

wykonano w trzech powtorzeniach.

3.2.17 Analiza statystyczna

Otrzymane wyniki przedstawione w postaci $rednich arytmetycznych wraz
z odchyleniem standardowym zebrano i przeanalizowano przy uzyciu programu Statistica
w wersji 13 oprogramowania (TIBCO Software Inc.). Poziom istotnosci p < 0,05 ustalono
z gbory dla wszystkich testow statystycznych. Analiz¢ wynikéw badan stabilnosci
bakteriofagow w zaleznosci od pH 1 w srodowisku symulowanego soku zotadkowego kurczat
oraz wynikow badan redukcji biofilmu na powierzchni ptytek 96-dotkowych, stali nierdzewne;j,
powierzchni lisci sataty, powierzchni migsa drobiowego 1 powierzchni poidta dla drobiu
przeprowadzono niezaleznie w trzech powtdrzeniach. Liczbe bakterii oraz bakteriofagow
transformowano logarytmicznie przed analizg statystyczng. Dane otrzymane z testu biofilmu
na powierzchniach biotycznych i abiotycznych analizowano przez zastosowanie
jednokierunkowej analizy wariancji (ANOVA). Test t-Studenta wykorzystano do analizy
statystycznej redukcji bakterii w przypadku biofilmu na poidtach dla drobiu in vitro oraz
w przypadku modelu eksperymentalnie zakazonych kurczat. W celu poréwnania odczytow
redukcji bakterii w narzadach eksperymentalnie zakazonych kurczat przeprowadzono
nieparametryczny test U Manna-Whitneya i poréwnano dane zebrane podczas szacowania

obcigzenia bakteryjnego w narzadach wewnetrznych kurczat.
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4. Wyniki
4.1 Ocena zdolnosci bakteriofagow UPWr_S1-5 do redukcji paleczek Salmonella
Enteritidis
4.1.1 Namnazanie bakteriofagow UPWr_S1-5

W wyniku dwustopniowego namnazania bakteriofagow UPWr S1, UPWr S2,
UPWr_S3, UPWr_S4, UPWr_S5 uzyskano zawiesiny bakteriofagowe o mianach od 1,96 x 10
PFU/ml i 2,65 x 10 PFU/ml w przypadku bakteriofagéw UPWr_S2 oraz UPWr S4 do az 1,95
x 10'° PFU/ml uzyskanego dla bakteriofaga UPWr_S3. Wartoéci mian zawiesin UPWr_S1
i UPWr_S5 mialy wartoéci rzedu odpowiednio 3,08 x 10 PFU/ml i 3,52 x 102 PFU/mI
(Tabela 8).

Tabela 8. Miana zawiesin bakteriofagow UPWr_S1-5

) Miano
Nazwa Bakteriofaga
[PFU/mI]

UPWr_S1 3,08 x 108
UPWr_S2 1,96 x 10!
UPWr_S3 1,95 x 10%°
UPWr_S4 2,65 x 101!
UPWr_S5 3,52 x 10*?

4.1.2 Zdolnos$¢ tworzenia biofilmu przez paleczki Salmonella Enteritidis

Zdolnos¢ tworzenia biofilmu przez szczepy S. Enteritidis 327 lux i S. Enteritidis ATCC
13076 zostata ustalona wedtug skali przedstawionej w rozdziale 3.2.7.3, wedtug ktorej srednica
zewnetrzna odcigcia (ODc), ktorej warto$¢ stanowig trzy odchylenia standardowe powyzej
sredniej absorbancji kontroli negatywnej, ktorg stanowita absorbancja wybarwionego podtoza
LB. ODc stanowita parametr selekcyjny. Szczepy zostaty sklasyfikowane wedlug warto$ci
absorbancji: Abs. < ODc brak zdolnosci tworzenia biofilmu ODc < Abs <2 x ODc staby
producent biofilmu, 2 - ODc < Abs.< 4 x ODc umiarkowany producent biofilmu i 4 x O.D.c <
Abs. silny producent biofilmu (Stepanovic i in., 2004). Szczep S. Enteritidis 327 lux wytworzyt
biofilm na poziomie ODs7o= 0,512, co klasyfikuje go jako umiarkowanego producenta

biofilmu, natomiast szczep S. Enteritidis ATCC 13076 wytworzyt biofilm na poziomie ODs70=
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1,411, przez co jego zdolnosci do tworzenia biofilmu zostaty uznane jako silne. Wykazano, ze
szczep S. Enteritidis posiadat 2,8 razy wicksza zdolno§¢ tworzenia biofilmu w stosunku do
szczepu S. Enteritidis 327 lux (Wykres 1).

18
1,6
1,4

1,2

[N

Absorbancja przy 570 nm

SE 327 lux SE 13076

Wykres 1. Poziom biofilmu tworzonego przez pateczki Salmonella Enteritidis 327 lux
i Salmonella Enteritidis ATCC 13076

4.1.3 Aktywnos$¢ bakteriofagow w zaleznosci od pH Srodowiska

Aktywnos¢ koktajlu bakteriofagdw UPWr_ S134 zostala analizowana w dla wartosci pH
od 2 do 13. W celu analizy zachowywania aktywnosci, pomocnego w ustaleniu wysokos$ci
miana dodatku regulujacego pH wymaganej do skutecznego zastosowania w Srodowisku
zoladka kur. Dla najnizszego analizowanego pH 2 wykazano brak aktywnosci bakteriofagow.
Natomiast dla pH 3 aktywno$¢ koktajlu bakteriofagow ma warto$¢ 4,75 logio PFU/mI co
stanowi 61% aktywnosci bakteriofagow w pH 7, ktora wynosi 7, 78 logio PFU/mI i jest
statystycznie istotna (p < 0,05). W pH 5 bakteriofagi z koktajlu UPWr_S134 wykazuja miano
o wartosci 7,77 logio PFU/ml, co nie odbiega w istotny sposob od wartosci w pH 7 (p < 0,05).
Podobne miana wykazano w przypadku s$rodowisk o pH 6,7,8 i 9, mialy one wartosci
odpowiednio 7,89 logio PFU/mI, 7,78 logio PFU/mI, 7,35 logio PFU/mI, 7,66 logio PFU/mI (p <
0,05). Natomiast w pH 10 i 11 miana koktajlu UPWr_S134 wynosi odpowiednio 6,9 logio
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PFU/mI 16,53 logio PFU/mI (p < 0,05). W $rodowisku o pH 12 i 13 miano zawiesiny spadto do
zera.

log,, PFU/mI

O P N W b U1 O N

Wykres 2. Miano koktajlu bakteriofagoéw UPWr_S134 po inkubacji w srodowiskach o ré6znych
pH

4.1.4 Aktywno$¢ bakteriofagow UPWr _S1-5 w Srodowisku symulowanego kwasu
zoladkowego kurczat SGF

W $érodowisku buforu imitujgcego in vitro sok zotgdkowy kurczat zaobserwowano
spadek miana zawiesin bakteriofagow UPWr S1, UPWr S3, UPWr S4 oraz koktajlu
bakteriofagobw UPWr S134 z wartosci poczatkowych odpowiednio 8 logio PFU/mI, 7,8 logio
PFU/ml, 8,25 logio PFU/mI i 7,76 logio PFU/mI do zera po 15 minutach inkubacji, natomiast
w przypadku zawiesin bakteriofagow UPWr S2, i UPWr S5 wykazano spadek miana
z wartosci poczatkowych 7,32 logio PFU/ml i 7,51 logio PFU/mI do 1,70 logio PFU/ml w ciggu
pierwszych 15 minut inkubacji. Po kolejnych 15 minutach inkubacji wykazano brak aktywnoS$ci
bakteriofagow (Wykres 3-8).

Podczas inkubacji bakteriofagow UPWr S1, UPWr S2, UPWr S3, UPWr S4,
UPWTr_S5 oraz koktajlu UPWr_S134 w buforze SGF z dodatkiem 14% CaCO3 nie wykazano
znaczgcego spadku miana zawiesin. Miano bakteriofagbw UPWr_S1, UPWr_S2, UPWr_S3,
UPWr_S4, UPWr_ S5 1 koktajlu UPWr_S134 utrzymywalo si¢ na poziomie 7 + 0,3 logio
PFU/mI przez 120 min inkubacji. W przypadku, gdy dodatek CaCO3z wynosit 30%, rowniez nie
zaobserwowano istotnego statystycznie spadku mian zawiesin (p < 0,05). Po 120 minutach

inkubacji miana zawiesin UPWr_S1, UPWr_S2, UPWr_S3, UPWr_S4, UPWr_S5 oraz
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koktajlu UPWr_S134 miescity si¢ w zakresie od 6,8 logio PFU/ml do 7,2 logio PFU/mI (Wykres
3-8).

Zbadano wptyw dodatku wysokobiatkowe] paszy na miano koktajlu bakteriofagéw
UPWr S134 w warunkach imitujgcych sok zotadkowy in vitro. Wykazano, ze przy
zastosowaniu 30% dodatku paszy do buforu SGF nie zaobserwowano istotnego (p < 0,05)
obnizenia miana koktajlu UPWr_S134 przez caty okres 120 min inkubacji, ktore miescito si¢

w zakresie od 6,6 logio PFU/mI do 6,8 logio PFU/mI (Wykres 8).
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Wykres 4. Miano bakteriofaga UPWr_S2 w buforze SGF
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Wykres 6. Miano bakteriofaga UPWr_S4 w buforze SGF
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Wykres 8. Miano koktajlu bakteriofagow UPWr S134 w buforze SGF

4.1.7 Degradacja biofilmu tworzonego przez Salmonella Enteritidis na powierzchni plytek
96-dotkowych

Zbadano aktywnos$¢ bakteriofagow UPWr_S1-5 w postaci pojedynczych bakteriofagow
UPWr S1, UPWr S2, UPWr S3, UPWr S4, UPWr S5 oraz koktajlu bakteriofagow
UPWr_S134 wobec biofilméw tworzonych przez pateczki S. Enteritidis 327 lux i S. Enteritidis
327 lux na powierzchni polistyrenowych ptytek 96-dotkowych. Jako kontrolg pozytywna
szczep S. Enteritidis ATCC 13076 charakteryzujacy si¢ wysoka zdolnoscig tworzenia biofilmu
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(rozdz. 4.1). Zaobserwowano istotng redukcje wielkosci biofilmu tworzonego przez pateczki
S. Enteritidis 327 lux oraz S. Enteritidis ATCC 13076 niezaleznie od zastosowanego miana
bakteriofagow (p < 0,05) (Wykres 9, Wykres 10). Redukcja biofilmu tworzonego przez
S. Enteritidis 327 lux przy zastosowaniu najwyzszej miana zawiesiny 1 x 10° PFU/ml nie
roznita si¢ w sposob znaczacy niezaleznie od analizowanego bakteriofaga i miescita si¢
w zakresie od 84% w przypadku bakteriofaga UPWr_S4 do 96% przy wykorzystaniu
bakteriofaga UPWr_S5 natomiast przy zastosowaniu najnizszej miana 1 x 10 PFU/ml wartoéci
te mialy zakres od 36% dla faga UPWr_S4 do 55% uzyskanych przez wykorzystanie koktajlu
UPWr_S134. Bakteriofagi UPWr_S1, UPWr_S2, UPWr_S3, UPWr_S4, UPWr_S5 oraz
koktajl bakteriofagow UPWr_S134 wykazaly wobec biofilmu tworzonego przez S. Enteritidis
ATCC 13076 wyzsza zdolnos¢ do redukcji biofilmu w poréwnaniu z biofilmem S. Enteritidis
327 lux. W tym przypadku zastosowanie miana 1 x 10° PFU/ml skutkowato redukcja biofilmu
w zakresie od 90% dla bakteriofaga UPWr_S5 do 96% dla bakteriofaga UPWr_S3, natomiast
dla najnizszego miana 1 x 10* PFU/ml wykazano skuteczno$¢ w zakresie od 44% uzyskanych

przez zastosowanie faga UPWr_S4 do 59% dla bakteriofaga UPWr_S3.
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Wykres 9. Redukcja biofimu pateczek S. Enteritidis 327 lux tworzonego na powierzchni ptytek

96-dotkowych przez bakteriofagi UPWr_S1, UPWr S2, UPWr S3, UPWr S4, UPWr S5 oraz
koktajl UPWr_S134 o mianach w zakresie od 1 x 10° PFU/ml do 1 x 10! PFU/ml.
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Wykres 10. Redukcja biofimu pateczek S. Enteritidis ATCC 13076 tworzonego na powierzchni
ptytek 96-dotkowych przez bakteriofagi UPWr S1, UPWr S2, UPWr S3, UPWr S4,
UPWr_S5 oraz koktajl UPWr_S134 o mianach w zakresie od 1 x 10° PFU/ml do 1 x 10!
PFU/mlI.

4.1.8 Degradacja biofilmu tworzonego przez Salmonella Enteritidis na powierzchni stali
nierdzewnej

Zdolnos$¢ bakteriofagow UPWr S1-5 do redukcji bakterii w strukturach biofilmu
tworzonych przez pateczki Salmonella na powierzchni stali zostala zbadana przy uzyciu
podktadek pod $ruby o s$rednicy 10 mm wykonanych ze stali nierdzewnej. Pojedyncze
bakteriofagi UPWr_S1, UPWr_S2, UPWr_S3, UPWr_S4, UPWr_S5 oraz koktajl UPWr_S134
niezaleznie od zastosowanego miana charakteryzowaly si¢ wysoka redukcjg biofilmu zar6wno
szczepu S. Enteritidis 327 lux jak i S. Enteritidis ATCC 13076 (Wykres 11, Wykres 12).
Najwyzsza efektywno$cia redukcji masy biofilmu obu szczepdw wykazatl koktajl
bakteriofagéw UPWr S134. Nawet przy zastosowaniu miana 1 x 10 PFU/ml w przypadku
biofilmu S. Enteritidis 327 lux koktajl UPWr_S134 eliminowat komorki bakteryjne z biofilmu
na poziomie 51%, przy czym stosujac najwyzsza dawke 1 x 10° PFU/ml jego skuteczno$é
osiggata warto$¢ 97 %, koktajl UPWr_S134 o mianach 1 x 10° PFU/ml i 1 x 10* PFU/mlI
redukowat biofilm S. Enteritidis ATCC 13076 o kolejno 94 i 62 %. Bakteriofagi UPWr_S1,
UPWr S2, UPWr _S3, UPWr_S4, UPWr_ S5 1 koktajl UPWr S134 wykazywaty podobna
skuteczno$¢ w zwalczaniu biofilmu S. Enteritidis 327 lux i S. Enteritidis ATCC 13076 (p <
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0,05). Biofilm tworzony przez S. Enteritidis ATCC 13076 byt w wigkszym stopniu redukowany
przez badane zawiesiny niz ten tworzony przez S. Enteritidis 327 lux (p < 0,05). Réznice w
przypadku stosowania miana 1 x 10° PFU/ ml miescily sie w zakresie od 3,6% wickszej redukcji
biofilmu S. Enteritidis 327 lux przez koktajl UPWr_S134 w poréwnaniu do redukcji biofilmu
S. Enteritdis ATCC 13076 do redukcji wigkszej o 16% w przypadku biofilmu S. Enteritdis
ATCC 13076 redukowanego przy pomocy bakteriofaga UPWr_S3.
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Wykres 11. Redukcja biofimu pateczek S. Enteritidis 327 lux tworzonego na powierzchni stali

przez bakteriofagi UPWr_S1, UPWr_S2, UPWr_S3, UPWr_S4, UPWr_S5 oraz koktajl
UPWr_S134 o mianach w zakresie od 1 x 10° PFU/ml do 1 x 10* PFU/m.
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Wykres 12. Redukcja biofimu pateczek S. Enteritidis ATCC 13076 tworzonego na powierzchni
stali przez bakteriofagi UPWr_S1, UPWr_S2, UPWr_S3, UPWr_S4, UPWr_S5 oraz koktajl
UPWr_S134 o mianach w zakresie od 1 x 10° PFU/ml do 1 x 10* PFU/m.

4.1.9 Redukcja biofilmu tworzonego przez pateczki Salmonella Enteritidis na powierzchni
lisci salaty

Skutecznos¢ zawiesin bakteriofagdw wobec biofilmu tworzonego na powierzchni lisci
sataty analizowana byla poprzez okreslenie liczby drobnoustrojow. S. Enteritidis ATCC 13076
utworzy! biofilm na poziomie ponad 7,5 logio jtk/cm? w poréwnaniu z S. Enteritidis 327 lux,
ktory wytworzyl biofilm na poziomie ponizej 7 logio jtk/cm? (Wykres 13, Wykres 14). Liczba
drobnoustrojow S. Enteritidis 327 lux przy zastosowaniu mian zawiesin 1 x 10’- 1 x 10° PFU/ml
zostata obnizona do odpowiednio 5 logio jtk/cm? i 4 logio jtk/cm?. Liczba drobnoustrojow na
powierzchni kawatkow lisci utrzymywata sie na poziomach odpowiednio 6 logio jtk/cm? i 5,5
logio jtk/cm? dla S. Enteritidis 327 lux i S. Enteritidis ATCC 13076 w przypadku stosowania
zawiesin 0 mianach 1 x 10%- 1 x 10° PFU/ml. Najwyzszg zdolno$¢ redukcji biofilmu zaréwno
S. Enteritidis 327 lux jak i S. Enteritidis ATCC 13076 wykazano w przypadku zastosowania
koktajlu bakteriofagéw UPWr_S134 i wynosita przy zastosowaniu miana 1 x 10° PFU/mI
odpowiednio 3,55 logio jtkicm? i 4,21 logio jtk/cm? (p < 0,05). S. Enteritidis ATCC 13076
redukowany byl z powierzchni lisci sataty z wicksza wydajnoscia niz S. Enteritidis 327 lux.

Wskazuja na to m.in. wyniki najwigkszej redukcji liczby pateczek Salmonella, ktora zostata

67



zaobserwowana przy zastosowaniu Koktajlu bakteriofagéw UPWr S134 o mianie 1 x 10°
PFU/ml i wynosita dla S. Enteritidis ATCC 13076 i S. Enteritidis 327 lux odpowiednio 4,22
logio jtk/cm?i 3,55 logso jtk/cm?.
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Wykres 13. Redukcja biofimu pateczek S. Enteritidis 327 lux tworzonego na powierzchni lisci

sataty przez bakteriofagi UPWr_S1, UPWr S2, UPWr S3, UPWr_S4, UPWr S5 oraz koktajl
UPWr_S134 o mianach w zakresie od 1 x 10° PFU/ml do 1 x 10* PFU/m.
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Wykres 14. Redukcja biofimu pateczek S. Enteritidis ATCC 13076 tworzonego na powierzchni
liSci sataty przez bakteriofagi UPWr_S1, UPWr_S2, UPWr_S3, UPWr S4, UPWr_ S5 oraz
koktajl UPWr_S134 o mianach w zakresie od 10° PFU/mI do 10* PFU/m.

4.1.10 Redukcja liczby paleczek Salmonella Enteritidis na powierzchni poidel dla drobiu
w warunkach in vitro

Dziatanie koktajlu bakteriofagowego UPWr_ S134 przeciwko pateczkom S. Enteritidis
327 lux obecnym na powierzchni poidet dla drobiu zostalo sprawdzone w warunkach
laboratoryjnych. Przy wypekieniu poidia podtozem LB, 10-krotnym rozcienczeniem podtoza
LB oraz wodg destylowang wykazano istotny spadek liczby analizowanych drobnoustrojow we
wszystkich mediach, w ktorych obecne byty bakteriofagi w poréwnaniu z poidtami, w ktérych
brakowato bakteriofagow (p < 0,05) (Wykres 15, Wykres 16, Wykres 17). W ciagu pierwszej
doby trwania eksperymentu nie izolowano pateczek S. Enteritidis 327 lux z powierzchni poidet
zawierajacych rozcienczone podloze LB oraz wode destylowang wraz z bakteriofagami.
W poidtach, do ktérych nie dodano koktajlu bakteriofagow, zawierajacych pozywke LB oraz
jej rozcienczenie liczba pateczek Salmonella byta wyzsza o 2 + 0,5 logio jtk/cm? niz w poidtach
zawierajacych wode destylowang i wynosita w obu przypadkach 6 + 0,5 logio jtk/cm? od 3 do
8 dnia trwania eksperymentu, przy czym w przypadku wody warto$¢ wynosita 4 + 1,5 logio
jtk/cm? (p < 0,05). Poidta nie zawierajace bakteriofagéw zawieraty znaczaco wigcej bakterii
niz te, w ktorych bakteriofagi byly obecne (p < 0,05), warto$¢ ta wynosita w ciaggu catego

eksperymentu $rednio 0,9 logio jtk/cm? dla poidet zawierajacych podtoze LB, 1,3 logio jtk/cm?
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dla poidet zawierajacych 10-krotne rozcieficzenie podtoza LB oraz 1,6 logio jtk/cm? dla poidet

zawierajacych wode.
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Wykres 15. Liczba pateczek S. Enteritidis 327 lux na powierzchni poidta dla drobiu

zawierajacego podtoze LB
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Wykres 16. Liczba pateczek S. Enteritidis 327 lux na powierzchni poidta dla drobiu

zawierajacego dziesigciokrotne rozcienczenie podioza LB
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Wykres 17. Liczba pateczek S. Enteritidis 327 lux na powierzchni poidta dla drobiu

zawierajacego wode

4.1.11 Eliminacja paleczek Salmonella Enteritidis 327 lux z powierzchni poidel dla drobiu
na modelu eksperymentalnie zakazonych kurczat

W celu oznaczenia zdolnosci koktajlu bakteriofagowego UPWr S134 do eliminowania
pateczek S. Enteritidis obecnych w biofilmie tworzonym na powierzchni poidet dla drobiu
(Wykres 18) podczas odchowu brojlerow przeprowadzono badania na modelu
eksperymentalnie zakazonych kurczat. Ogolna liczba drobnoustrojéw (Wykres 19) nie rdznita
si¢ w sposob znaczgcy pomiedzy grupg 1, ktorej woda pitna zawierata pateczki S. Enteridis 327
lux 1 grupa 3, gdzie do wody pitnej dodano pateczki S. Enteridis 327 lux i koktajl bakteriofagow
UPWr_S134, wynoszac odpowiednio 5,6-7,5 logio jtk/cm?i 5,5-7,8 logio jtk/cm? w ciggu 9 dni
trwania eksperymentu (p < 0,05). W grupie 3 liczba pateczek S. Enteritidis 327 lux w trakcie
trwania eksperymentu wynosita maksymalnie 1,92 logio jtk/cm?. Dziewigtego dnia trwania
pomiaréw nie wykryto w grupie 3 pateczek Salmonella. W przypadku grupy 1 ptakow, liczba
tych izolowanych patogenéw osiggneta maksymalng warto$¢ 2,55 logio jtk/cm?, a ostatniego

dnia eksperymentu wynosita 2,47 logio jtk/cm?,
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Wykres 19. Ogolna liczba drobnoustrojow powierzchni poidta dla drobiu

4.1.12 Redukcja liczby paleczek Salmonella Enteritidis 327 lux w narzadach
eksperymentalnie zakazonych kurczat

9 dnia trwania eksperymentu kurczeta poddano eutanazji. W narzadach wewnetrznych
kurczat z grupy 1, ktérym podawano wodg¢ wraz z pateczkami S. Enteritidis 327 lux oraz kurczat

z grupy 3, ktorym podawano wodg zawierajaca koktajl UPWr_S134 i pateczki S. Enteritidis
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327 lux oznaczano liczby pateczek Salmonella oraz miana bakteriofagow w narzadach takich
jak watroba, bursa Fabrycjusza oraz $ledziona. (rozdz. 3.2.2, rozdz. 3.2.4, rozdz. 3.2.5).
U ptakow ze wszystkich grup nie wykazano objawow salmonelozy i nie wykazano u nich
zadnych zmian anatomopatologicznych. U kurczat z grupy 2, ktorym wraz z woda pitng
podawano koktajl bakteriofagéw oraz z grupy 4, ktorym nie podawano dodatkéw do wody
pitnej nie izolowano pateczek Salmonella. U ptakow z grupy 1, w probkach burs Fabrycjusza,
wykazano obecno$¢ bakterii patogennych u 8 na 10 sztuk kurczat (Tabela 9), przy $redniej ich
liczbie 3,2 £0,2 logo jtk/g, co stanowilo wyzsza wartos¢ niz u grupy 3, gdzie wykryto obecnos¢
patogendw jedynie w 2 na 10 narzadow, przy sredniej liczbie tych drobnoustrojow wynoszacej
3,1 + 0,4 logio jtk/g (p < 0,05) (Wykres 20). Liczby pateczek Salmonella w probkach watrob
1 $ledzion badanych kurczat nie rdznita si¢ w istotnym stopniu miedzy grupami zakazanymi
pateczkami Salmonella bez wzglgdu na obecnos$¢ koktajlu bakteriofagow UPWr S134 (p <
0,05). Jednakze, u grupy 1 liczba zakazonych narzadow w przypadku watroby byta znacznie
wyzsza niz w grupie 3 i wynosita 50% ze Srednig liczbg bakterii 2,0 + 0,71 logio jtk/g, natomiast
w grupie 3 warto$ci te wynosily odpowiednio 30% 1 1,4 + 0,60 logio jtk/g. W przypadku probek
pobranych ze $ledzion u grupy 3, nie wykryto obecnosci pateczek Salmonella, natomiast
w grupie 1 u 3 z 10 narzadow wykryto obecnos$¢ tych drobnoustrojow przy sredniej liczbie

3,2 + 0,82 logio jtk/g.
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Wykres 20. Liczba pateczek S. Enteritidis 327 lux w narzadach kurczat
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Tabela 9. Liczba zakazonych organéw kurczat

Grupa kurczat\narzad | watroba | §ledziona | bursa Fabrycjusza
1! 5 3 8
I 3 0 2

4.2 Ocena zdolnosci bakteriofagi UPWr_E1-4 do redukcji patogennych dla drobiu E. coli
4.2.1 Namnazanie bakteriofagow UPWr_E1-4

W wyniku dwustopniowego namnazania bakteriofagow UPWr E1-4 otrzymano
zawiesiny bakteriofagdéw 0 mianach od 4,62 x 10° PFU/mI w przypadku faga UPWr_E3 do 3,4
x 10'? PFU/ml i 1,72 x 10'? PFU/mI uzyskanego dla zawiesin fagow UPWr_E2 i UPWr_E4.
Miano zawiesiny UPWr_E1 osiagneto wartos¢ 9,25 x 10* PFU/mI (Tabela 10).

Tabela 10. Miana zawiesin bakteriofagéw UPWr_E1-4

Nazwa Miano
Bakteriofaga | [PFU/mI]

UPWr_E1 9,25 x 10!
UPWr_E2 1,72 x 1012
UPWr_E3 4,62 x 10°
UPWr_E4 3,4x 102

4.2.2 Zdolnos$¢ tworzenia biofilmu przez szczepy APEC

Zdolno$¢ tworzenia Dbiofilmu przez szczepy E. coli ustalono wedlug skali
przedstawionej wczesniej w rozdziale 3.2.13.3. E. coli 158B lux wytworzyl biofilm na
poziomie ODs70= 0,404, co klasyfikuje go jako $redniego producenta biofilmu, natomiast
E. coli NCTC 17848 wytworzyt biofilm na poziomie ODs7o= 0,875, i zostat sklasyfikowany
jako silny producenta biofilmu Wykazano, ze E. coli NCTC 17848 wytworzyt okoto 4 razy
wigkszy biofilm niz E. coli 158B lux (Wykres 21).
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Wykres 21. Biofilm tworzony przez patogenne dla drobiu E. coli

4.2.3 Aktywno$¢ bakteriofagow UPWr E1-4 w Srodowisku symulowanego kwasu
zoladkowego kurczat SGF

W badaniach in vitro w $rodowisku symulowanego Ssoku zotadkowego kurczat
zaobserwowano catkowita inaktywacje¢ bakteriofagow UPWr El z wartosci poczatkowych
7 logio PFU/ml do zera po 15 minutach inkubacji, dla bakteriofagéw UPWr E2, UPWr E3,
UPWr E4 1 koktajlu UPWr E124 wykazano spadek miana z wartosci poczatkowych
7 log10 PFU/mI do odpowiednio 4,8 logio PFU/mI, 4,7 logio PFU/mI, 3,7 logio PFU/ml i 4,5 logio
PFU/ml w ciggu pierwszych 15 minut inkubacji. Po 30 minutach inkubacji bakteriofagi
UPWr E2, UPWr E3, UPWr E4 i koktajl UPWr E124 catkowicie stracily swojg aktywno$¢
(Wykres 22-26).

Podczas inkubacji bakteriofagow UPWr E1, UPWr E2, UPWr E3, UPWr E4 oraz
koktajlu UPWr_E124 w buforze SGF z dodatkiem 14% CaCO3 nie wykazano istotnego (p <
0,05) spadku miana zawiesin w trakcie inkubacji. Miano zawiesin utrzymywato si¢ na poziomie

7 £ 0,2 logio PFU/mI przez caty dwugodzinny okres trwania inkubacji (Wykres 22-26).
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Wykres 22. Miano bakteriofaga UPWr_E1 w buforze SGF
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Wykres 23. Miano bakteriofaga UPWr_E2 w buforze SGF
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Wykres 24. Miano bakteriofaga UPWr_E3 w buforze SGF
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Wykres 25. Miano bakteriofaga UPWr_E4 w buforze SGF
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Wykres 26. Miano koktajlu bakteriofagéw UPWr_E124 w buforze SGF

4.2.5 Degradacja biofilmu tworzonego przez patogenne dla drobiu Escherichia coli na
powierzchni plytek 96-dotkowych

Zbadano aktywnos$¢ bakteriofagow UPWr E1, UPWr E2, UPWr E3, UPWr E4
i koktajlu UPWr_E124 przeciwko biofilmom utworzonym przez E. coli 158B lux i E. coli
NCTC 17848 na powierzchni ptytek 96-dotkowych. Dla szczepu E. coli NCTC 17848
charakteryzujacego si¢ wysoka zdolnos$cig tworzenia biofilmu (rozdz. 4.2.2) zaobserwowana
redukcja wielkosci biofilmu byla statystycznie istotna w przypadku biofilmu obydwu
wykorzystanych szczepow bakterii (p < 0,05) niezaleznie od zastosowanego miana zawiesin
bakteriofagow (Wykres 27, Wykres 28). Redukcja biofilmu tworzonego przez E. coli 158B lux
przy zastosowaniu bakteriofagow UPWr E1, UPWr E2, UPWr E3, UPWr E4 oraz koktajlu
UPWr_E124 o mianie 1 x 10° PFU/ml nie réznila si¢ w sposob znaczacy niezaleznie od
analizowanego bakteriofaga 1 wynosita od 76% dla bakteriofaga UPWr E4 do 84% dla
bakteriofaga UPWr_E3 (p < 0,05). Stosujac miano 1 x 10° PFU/ml zawiesin bakteriofagow
wobec biofilmu E. coli NCTC 17848 osiagni¢to redukcj¢ biofilmu w zakresie od 56% dla
bakteriofaga UPWr E2 do 80% uzyskanych przy uzyciu bakteriofaga UPWr E3. Przy
zastosowaniu najnizszego miana zawiesin 1 x 10* PFU/ml wykazano redukcje biofilmu E. coli
158B lux dla wszystkich bakteriofagéw, osiagajaca wartoSci w zakresie od 21% dla
bakteriofaga UPWr_E3 do 33% dla bakteriofaga UPWr_E1. W przypadku redukcji biofilmu
E. coli NCTC 17848 wykazano redukcj¢ przy pomocy bakteriofagéw UPWr E1, UPWr E3
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oraz koktajlu UPWr_E124 o wartosciach odpowiednio 36%, 40% i 41%, natomiast zawiesiny
UPWr_E2 i UPWr_E4 redukowaly biofilm o odpowiednio 21% i 18%.
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Wykres 27. Redukcja biofimu E. coli 158B lux tworzonego na powierzchni ptytek 96-

dotkowych przez bakteriofagi UPWr E1, UPWr E2, UPWr E3, UPWr E4 oraz koktajl
UPWr_E124 o mianach w zakresie od 1 x 10° PFU/ml do 1 x 10* PFU/ml.
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Wykres 28. Redukcja biofimu E. coli NCTC 17848 tworzonego na powierzchni ptytek 96-
dotkowych przez bakteriofagi UPWr E1, UPWr E2, UPWr E3, UPWr E4 oraz koktajl
UPWr_E124 o mianach w zakresie od 1 x 10° PFU/ml do 1 x 10! PFU/ml.

4.2.6 Degradacja biofilmu tworzonego przez patogenne dla drobiu Escherichia coli na
powierzchni stali nierdzewnej

Analizowano zdolno$¢ bakteriofagow UPWr E1, UPWr E2, UPWr E3, UPWr E4
oraz koktajlu UPWr_E124 do redukcji biofilmu E. coli 158B lux i E. coli NCTC 17848 na
powierzchni stali nierdzewnej w postaci podktadek pod sruby. Nie wykazano istotnej rdéznicy
miedzy wielkoscig biofilmu tworzonego przez E. coli 158B lux oraz E. coli NCTC 17848 (p <
0,05). Zaobserwowano znaczng skuteczno$¢ bakteriofagdéw w eradykacji biofilmu, osiagajac
warto$ci w zakresie od 64-88% przy mianach 1 x 107- 1 x 10° PFU/ml dla obu szczepéw
bakteryjnych oraz wszystkich analizowanych bakteriofagéw (p < 0,05). Przy stosowaniu
najnizszego miana bakteriofagbw 1 X 10! PFU/ml wykazano redukcje biofilmu
E. coli 158B lux od 29% dla bakteriofaga UPWr_E1 do 58% dla koktajlu bakteriofagow
UPWr_E124. Bakteriofagi UPWr_E1, UPWr_E2, UPWr_E4 o mianie 1 x 10' PFU/mI
zredukowaty biofilm E. coli NCTC 17848 o odpowiednio 15%, 24 % i 18%, natomiast
bakteriofag UPWr E3 oraz koktajl bakteriofagow UPWr E124 redukowaly ten biofilm
0 odpowiednio 40% i 35% (Wykres 29, Wykres 30).
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Wykres 29. Redukcja biofimu E. coli 158B lux tworzonego na powierzchni stali przez
bakteriofagi UPWr_E1, UPWr_E2, UPWr_E3, UPWr_E4 oraz koktajl UPWr_E124 o mianach
w zakresie od 1 x 10° PFU/ml do 1 x 10* PFU/m.
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Wykres 30. Redukcja biofimu E. coli NCTC 17848 tworzonego na powierzchni stali przez
bakteriofagi UPWr_E1, UPWr_E2, UPWr_E3, UPWr_E4 oraz koktajl UPWr_E124
o mianach w zakresie od 1 x 10° PFU/ml do 1 x 10* PFU/m.
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4.2.7 Redukcja biofilmu tworzonego przez patogenne dla drobiu Escherichia coli na
powierzchni lisci salaty

Skutecznos$¢ bakteriofagow UPWr E1, UPWr E2, UPWr E3, UPWr E4 oraz koktajlu
UPWr_E124 wobec biofilmu tworzonego przez E. coli 158B lux i E. coli NCTC 17848 na
lisciach sataty analizowano poprzez okreslenie liczby drobnoustrojow. Tworzony przez E. coli
158B lux oraz E. coli NCTC 17848 biofilm nie rdznit si¢ znaczaco liczbg zywych komorek
drobnoustrojow, ktéra wynosita odpowiednio 6,7 logio jtk/cm?i 6,6 logio jtk/cm? (p < 0,05)
(Wykres 31, Wykres 32). Bakteriofagi UPWr_E1, UPWr_E2, UPWr_E3, UPWr_E4 oraz
koktajl UPWr_E124 o mianach 1 x 107- 1 x 10° PFU/ml zmniejszaty liczbe bakterii E. coli
158B lux 0 16-33%, a E. coli NCTC 17848 0 14-35%, przy czym w obu przypadkach minimalne
wartosci tych zakresow zostaty uzyskane przy uzyciu bakteriofaga UPWr E3, a najwyzsze przy
uzyciu koktajlu bakteriofagbw UPWr_ E124. Zastosowanie najnizszego miana bakteriofagow,
1 x 10' PFU/ml skutkowalo brakiem znaczacej redukcji liczby obu analizowanych

drobnoustrojow (p < 0,05).
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Wykres 31. Redukcja biofimu E. coli 158B lux tworzonego na powierzchni sataty przez

bakteriofagi UPWr_E1, UPWr_E2, UPWr_E3, UPWr_E4 oraz koktajl UPWr_E124 o0 mianach
w zakresie od 1 x 10° PFU/ml do 1 x 10! PFU/m.
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Wykres 32. Redukcja biofimu E. coli NCTC 17848 tworzonego na powierzchni sataty przez
bakteriofagi UPWr_E1, UPWr_E2, UPWr_E3, UPWr_E4 oraz koktajl UPWr_E124 o0 mianach
w zakresie od 1 x 10° PFU/ml do 1 x 10! PFU/m.

4.2.8 Redukcja biofilmu tworzonego przez Escherichia coli na powierzchni miesa
drobiowego

Oznaczono zdolnos$¢ bakteriofagéw UPWr E1, UPWr E2, UPWr E3, UPWr E4 oraz
koktajlu UPWr_E124 do redukcji liczby bakterii E. coli 158 B lux i E. coli NCTC 17848
w biofilmie na powierzchni migsa drobiowego. Liczba E. coli 158B lux i E. coli NCTC 1784
przez 7 dni inkubacji nie zmienila si¢ w sposéb istotny i wynosita 5,3 + 0,2 logio jtk/cm? (p <
0,05) (Wykres 33). Liczba E. coli NCTC 17848 utrzymywala si¢ na poziomie 4,8 + 0,1 logio
jtk/cm?® przez pierwsze 5 dni trwania eksperymentu, siddmego dnia inkubacji wzrosta do
wartosci 5,8 logio jtk/cm® (Wykres 34). Liczba E. coli 158B lux na powierzchni kawatkow fileta
drobiowego, ktore umieszczono w zawiesinie bakteriofagéw o mianie 1 x 10° PFU/ml po
umieszczeniem ich w zawiesinie bakterii E. coli 158 B lux o stezeniu 2x108 jtk/ml byta nizsza
w poréwnaniu z kawatkami nie traktowanymi bakteriofagiem i wynosita 4,1 = 0,3 logo jtk/cm?®
(p < 0,05). Podobne wartosci zaobserwowano dla E. coli NCTC 17848, liczba tych
drobnoustrojéw na kawatkach zanurzonych uprzednio w bakteriofagach nie ulegla zmianie

przez 7 dni trwania inkubacji i utrzymywala sie na poziomie 4,1 £ 0,5 logso jtk/cm?® (p < 0,05).
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Po 7-dniowej inkubacji w warunkach chtodniczych kawatki migsa drobiowego inkubowano
w temperaturze 37°C przez 4 godziny. Wzrost liczby drobnoustrojéw w kawatkach
zanurzonych uprzednio w bakteriofagach w przypadku E. coli 158 B lux byl na poziomie 0,7
log1o jtk/cm?® i wynosil 5,9 logio jtk/cm?, dla E. coli NCTC 17848 wzrost liczby drobnoustrojow
byt na poziomie 1,3 logio jtk/cm?® i wynosit 7,1 logio jtk/cm®. U E. coli 158 B lux, wzrost
drobnoustrojow zostal zahamowany na poziomie 4,4 + 0,2 logio jtk/cm?® przez bakteriofagi
UPWr E2, UPWr E3, UPWr E4 oraz koktajl UPWr E124. W przypadku kawatkow
zanurzonych przed rozpoczeciem inkubacji w bakteriofagu UPWr_E1 zaobserwowano wzrost
liczby drobnoustrojow z 4 logio jtk/cm® do 5 logio jtk/cm® (Wykres 33, Wykres 34). Wzrost
E. coli NCTC 17848 nie zostal zahamowany jak w przypadku E. coli 158 B lux, liczba
drobnoustrojéw w kawatkach traktowanych bakteriofagami po inkubacji w 37°C osiggneta

warto$¢ 5,9 + 0,3 logio jtkicm?,
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Wykres 33. Redukcja biofimu E. coli NCTC 17848 tworzonego na powierzchni migsa
drobiowego przez bakteriofagi UPWr_E1, UPWr_E2, UPWr_E3, UPWr_E4 oraz koktajl
UPWr_E124 o mianie 1 x 10° PFU/mI

84



8

7
6
I W E. coli NCTC 17848

S m UPWr_E1
= 4
e
= I I I I m UPWr_E2
33 mUPWr_E3

) m UPWr_E4

UPWr_E124
1
0
dzien 1 dzien 2 dzien 5 dzien 7 po inkubacji w
37°C

Wykres 34. Redukcja liczby E. coli NCTC 17848 w biofilmie tworzonym na powierzchni migsa
drobiowego przez bakteriofagi UPWr_E1, UPWr_E2, UPWr_E3, UPWr_E4 oraz koktajl
UPWr_E124 o mianie 1 x 10° PFU/mlI
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5. Dyskusja
Narastajaca lekoopornos¢ bakterii patogennych, przyczynia si¢ do poszukiwania
alternatywnych metod ich eliminowania, a bakteriofagi stanowig obiecujaca alternatywe dla

chemioterapeutykow.

Biofilmy tworzone przez patogeny stanowia znaczne zagrozenie dla zdrowia zardwno
cztowieka jak i1 zwierzat hodowlanych ze wzgledu na to, ze s3 rezerwuarem bakterii
chorobotworczych wykazujacym wysoka oporno$¢ na dziatanie $rodkow chemicznych
i mechanicznych. Biofilmy porastaja zarowno powierzchnie biotyczne takie jak liscie roslin czy
migso, jak 1 abiotyczne takie jak plastik czy stal, stanowigc potencjalne zrodio patogenow w

produkcji zywnosci (Patel 1 Sharma, 2010; Simdes 1 in., 2010; Montso 1 in., 2021).

W niniejsze] pracy analizowano skuteczno$¢ bakteriofagéw przeciwko biofilmom
tworzonym przez pateczki S. Enteritidis na powierzchni ptytek wielodotkowych, stali
nierdzewnej, lisci salaty i powierzchni poidet dla drobiu oraz patogennych dla drobiu E. coli na

powierzchni ptytek wielodotkowych, stali nierdzewnej, lisci sataty 1 migsa drobiowego.

5.1 Rola bakteriofagéw w zwalczaniu biofilmu tworzonego przez S. Enteritidis

Do badan nad zdolno$cig bakteriofagow do zwalczania bofilmu tworzonego przez
pateczki Salmonella wykorzystano bakteriofagi UPWr_S1, UPWr_S2, UPWr_S3, UPWr_S4
oraz UPWr S5 wczesniej szczegdlowo scharakteryzowano w literaturze (Kuzminska-Bajor
i in., 2021) i koktajl bakteriofagbw UPWr S134, w ktorego sktad wchodzg bakteriofagi
UPWr S1, UPWr S3 i UPWr _S4. Fagi te charakteryzuja si¢ wzglednie szerokim spektrum
litycznym, posiadajg zdolnos¢ do lizy 40 szczepow Salmonella, w tym 9 nalezacych do
serowaru S. Gallinarum oraz 23 nalezacych do serowaru S. Enteritidis (Kuzminska-Bajor i in.,
2021). Bakteriofagi te charakteryzuje si¢ rowniez litycznym cyklem zyciowym. Cecha ta
stanowi jedno z najwazniejszych kryteriow doboru bakteriofagdw stosowanych do stosowania
m.in. w przemysle (Hyman i Abedon, 2010). Ze wzgledu na wysoki potencjat aplikacyjny
bakteriofagow UPWr_S1-5 analizowano ich przydatno$¢ do eliminowania pateczek Salmonella

ze struktur biofilmu.

Dla bakteriofagow UPWr_S1-5 wykazano, Ze sa one zblizone do siebie pod wzgledem
genetycznym 1 posiadaja bardzo tozsame zakresy aktywnosci. Potwierdzaja to wyniki
prezentowane w literaturze, gdzie 6 bakteriofagéw o bliskim pokrewienstwie posiada niemal

pokrywajace si¢ zakresy aktywnosci (Thanki i in., 2022).
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Kolejng cecha niezbedng do skutecznego zastosowania aplikacyjnego bakteriofagow
jest ich odporno$¢ na niekorzystne warunki srodowiskowe w miejscu aplikacji. Bakteriofagi
cechujace si¢ zdolnoscig do lizy szczepow pateczek Salmonella charakteryzowane wczesniej,
np. bakteriofag P22 (Jeon i Ahn, 2020) zachowat calg swoja aktywnos¢ w pH powyzej
4, natomiast utrata aktywnosci zachodzita w pH ponizej tych wartosci juz po 30 minutach.
Bakteriofag vB_SenS_SE1, wykazat aktywnos¢ w zakresie pH 4-12 (Lu i in., 2020). Natomiast
bakteriofag vB_SalP_TR2 zachowat cato$¢ swojej aktywnosci w zakresie pH 5-11 (Shang i in.,
2021). Bakteriofag SaFB14 swodj zakres aktywnosci ma przesunigty bardziej w strone
srodowiska kwasowego, wykazatl dzialanie w zakresie pH od 3 do 10, przy czym jego
optymalny zakres dziatania jest bardziej ograniczony, gdyz zmiescit si¢ w zakresie 5-8 (Tang
i in., 2019). Wyniki przedstawione w literaturze potwierdzaja uzyskane wyniki dla
bakteriofagow UPWr S1-5, gdzie w zakresach pH ponizej 4 1 powyzej 11 zaobserwowano
spadek aktywnosci litycznej badanych bakteriofagéw. Zupelnie innymi wlasciwosciami od
wiekszosci opisywanych w literaturze bakteriofagdw pateczek Salmonella charakteryzuje si¢
bakteriofag ZCSE6, ktory mimo wykazywania aktywnos$ci w zakresie pH od 3 do 12, posiada
bardzo waskie optimum aktywnos$ci mieszczace si¢ w srodowisku o pH 7 (Abdelsattar i in.,
2021). Istniejg jednak przypadki bakteriofagow, jak L66, ktore zachowujg swojg aktywnos¢
w znacznie szerszym spektrum pH, bedac skuteczne w $rodowiskach zaréwno bardzo

kwasnych o pH 2 jak i wybitnie zasadowych o pH 12 (Li i in., 2022).

Utrata aktywnos$ci bakteriofagbw w warunkach panujacych w zotadkach kurczat
charakteryzujacych si¢ niskim pH oraz obecnoscig enzyméw trawiennych takich jak pepsyna
sprawia iz niezbedne jest opracowanie skutecznej strategii ochrony bakteriofagéw przed
niekorzystnym dziataniem tego $srodowiska w przypadku, gdy bakteriofagi dostarczane sg do
organizméw kurczat per 0z. Jedng z metod ochrony wiruséw, zyskujacg popularnosé
w ostatnich czasach jest enkapsulacja, polegajaca na optaszczeniu bakteriofaga substancja
dajaca ochrong przed niekorzystnymi warunkami srodowiska (Colom i in., 2017). Jest to
metoda niezwykle skuteczna, jednak trudna oraz kosztowna w wykonaniu. Dodatkowo,
niezbedne jest opracowanie takich metod, w ktorych bakteriofag zostaje uwolniony z kapsutki
dopiero po opuszczeniu kurzego zotadka. Prostszym i mniej kosztownym rozwigzaniem
okazuje si¢ wykorzystanie dodatkow regulujacych pH (Koo i in., 2000; Atterbury i in., 2007).
Zmniejszaja one kwasowo$¢ Srodowiska w zotadku kurczat zachowujac aktywnosé
aplikowanych wraz z nimi bakteriofagéw. Szerokie spektrum aktywnos$ci bakteriofagow

UPWTr_S1-5 w szerokim zakresie pH utatwia ich stosowanie aplikacyjne, gdyz juz niewielki
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dodatek $rodkow regulujacych pH alkalizuje $rodowisko zoladka kurczat zapewniajac
optymalng aktywnos$¢ dziatania koktajlu UPWr S134 w zwalczaniu pateczek Salmonella.
Jednak zawiesiny bakteriofagow, zaréwno tworzone w warunkach laboratoryjnych jak i te
dostepne na rynku, przy aplikacji zardwno jako dodatek do wody pitnej jak i paszy zachowuja
swojg aktywno$¢ mimo braku $rodkéw regulujacych pH w swoim sktadzie (Borie i in., 2008;
Wong i in., 2014; de Ornellas Dutka Garcia i in., 2017; Clavijo i in., 2019). Zjawisko to zostato
Wwyjasnione w niniejszej pracy, gdzie sprawdzono stabilno$¢ koktajlu bakteriofagéw
w warunkach symulowanego soku zotadkowego kurczat, gdzie dodano wysokobiatkowg pasze,
co skutkowato podniesieniem pH S$rodowiska pozwalajagcg na zachowanie aktywnosci
bakteriofagow. Jest to potwierdzeniem wynikow przedstawionych w literaturze, gdzie
bakteriofagi podawane wraz z pozywieniem skuteczniej niz te administrowane za
posrednictwem aerozolu badZz wody pitnej niszczyly bakterie Salmonella obecne

w organizmach kurczat (Mosimann i in., 2021).

W kolejnym etapie badan przeanalizowano zdolno$¢ bakteriofagbw UPWr S1-5
W postaci zawiesin zawierajacych pojedyncze bakteriofagi badz koktajl UPWr S134 do
zwalczania biofilmu utworzonego na powierzchni polipropylenowych ptytek 96-dotkowych,
uzyskujac znaczng redukcje wielkosci biofilmu. Co wigcej, elementy systemu dostarczania
wody kurczetom takie jak poidia czgsto wykonane sg wtasnie z tego materiatu. W badaniach
sprawdzajacych skuteczno$¢ bakteriofagbw w zwalczaniu biofilmu z takich powierzchni,
najczgscie] w postaci plytek wielodotkowych, zaobserwowano podobne rezultaty
w porownaniu do badan przedstawionych w niniejszej pracy, uzyskano znaczny stopien
redukcji biofilmu Salmonella (Islam i in., 2019; Ding i in., 2023). Wykorzystany w badaniach
przez Islam i in. (2019) koktajl bakteriofagow przedstawiatl niemal wprost proporcjonalng
zalezno$¢ miedzy dawka bakteriofagow a stopniem redukcji biofilmu, gdzie koktajl o mianie
1 x 107 PFU/ml zredukowat liczbe bakterii obecnych w biofilmie o 5,50 logiojtk/cm?, natomiast
w przypadku zastosowania miana 1 x 10’ PFU/ml osiggnicto redukcje bakterii o 6,42 logio
jtk/cm?, efekt ten wystepuje rowniez w przypadku koktajlu bakteriofagoéw UPWr_S134, ktory
zastosowany jako zawiesina o mianie 1 x 10’ PFU/ml redukowat biofilm pateczek S. Enteritidis
327 lux i S. Enteritidis ATCC 13076 o odpowiednio 75% i 85%, a w przypadku zastosowania
miana 1 x 10%® PFU/ml redukcja biofilmu osiggata wartoéci odpowiednio 75% i 85%
(Korzeniowski i in., 2022). Zalezno$¢ ta wystepowata rowniez w przypadku zawiesin
zawierajagcych pojedyncze bakteriofagi UPWr S1, UPWr S2, UPWr S3, UPWr S4
i UPWr_S5. Uzyskane wyniki potwierdzaja dane literaturowe (Gong i Jiang, 2017).
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W literaturze naukowej brak badan skupiajacych si¢ na zdolnosciach do redukcji biofilmu przez
bakteriofagi w postaci zawiesin 0 bardzo niskich mianach. Badania takie zostaty
przeprowadzone dla bakteriofagéw UPWr S1-5. Wyniki uzyskane dla tych bakteriofagow
wskazuja na to, ze przy mianie bakteriofagéw 1 x 10 PFU/ml uzyskano redukcje biofilmu
pateczek S. Enteritidis 327 lux i S. Enteritidis ATCC 13076 w zakresie 40-60% Daje to
mozliwo$¢ znacznego rozcienczenia zawiesin fagow UPWr S1-5 w aplikacyjnym
zastosowaniu, a przez to duzej redukcji kosztow ich stosowania, zachowujac skutecznos¢ ich

dziatania.

W ramach niniejszej pracy badano zdolnos$¢ bakteriofagow UPWr S1, UPWr S2,
UPWr_S3, UPWr_S4, UPWr S5 oraz koktajlu bakteriofagow UPWr S134 do niszczenia
biofilmu obecnego na powierzchni stali nierdzewnej, co odzwierciedla biofilm obecny na
powierzchniach maszyn przemyshu przetworstwa zywnos$ci 1 hodowli drobiu. Zaobserwowano
redukcje biofilmu pateczek S. Enteritidis 327 lux i S. Enteritidis ATCC 13076, a stopien
redukcji biofilmu byl zalezny od miana wykorzystanych bakteriofagéw i wynosit od 25%
w przypadku zastosowania bakteriofaga UPWr_S2 o mianie 1 x 10* PFU/mI wobec biofilmu
S. Enteritidis 327 lux do ok, 97% w przypadku zastosowania bakteriofaga UPWr_S3 o mianie
10° PFU/mI wobec biofilmu S. Enteritidis ATCC 13076. Stopien redukcji biofilmu ukazuje
potencjatl w stosowaniu badanych bakteriofagow wobec biofilmu utworzonego przez bakterie
patogenne na powierzchni stali nierdzewnej obecnej np. w procesie przetworstwa zywnoSci
badz na implantach medycznych. Poprzez rezultaty uzyskane dla bakteriofagow UPWr S1-5
potwierdzono dane uzyskane przez inne grupy badawcze, redukcja liczby pateczek Salmonella
w biofilmie na stali nierdzewnej przy zastosowaniu bakteriofagbw LPSTLL, LPST94
i LPST153 oraz ich koktajlu o mianach 1 x 10’ PFU/ml i 1 x 108 PFU/ml osiagata wartosci
odpowiednio 5,5 logio jtk/cm? i 6,4 logao jtk/cm? (Islam i in., 2019). Podobnie, zastosowanie
bakteriofagéw BP 1369 i BP 1370 o mianie 1 x 10® PFU/ml skutkowato mniejszym niz
zaobserwowany w przeprowadzonych eksperymentach spadkiem liczby pateczek Salmonella
w biofilmie, wynoszacym 3,0 logio jtk/cm? (Sadekuzzaman i in., 2018), gdy stosowano
bakteriofaga LP31 o mianie 1 x 10'° PFU/ml uzyskano obnizenie liczby pateczek S. Enteritidis
jedynie o ok 1,0 logio jtk/cm?. Zastosowanie bakteriofaga MSP1 o mianach 1 x 108 PFU/mlI
i 1 x 10° PFU/ml skutkowato redukcjg biofilmu, ktérej warto$é rowniez byta zalezna od
zastosowanego miana faga, jednak znacznie mniejsza niz prezentowana w wynikach

prezentowanych badan, wynoszac odpowiednio 17.34 % i 26.8 % (Park i in., 2023). Istnieja
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réwniez badania, w ktorych nie wykazano zadnej istotnej redukcji biofilmu Salmonella na

powierzchni stali nierdzewnej przez bakteriofagi (Tajik i in., 2018).

Bakteriofagi UPWr_S1, UPWr_S2, UPWr_S3, UPWr_S4, UPWr_S5 oraz koktajl
bakteriofagbw UPWr S134 wykorzystano w celu redukcji liczby pateczek S. Enteritidis
obecnych na powierzchni lisci sataty, co odzwierciedla warunki, w ktorych do nawozenia
upraw sataty wykorzystuje si¢ zanieczyszczony przez patogeny plynny naturalny nawoz.
Wykazano wysoki stopien redukcji liczby pateczek Salmonella, 3-4 logio jtk/cm?
zaobserwowano w przypadku zastosowania bakteriofagow UPWr-S1-5 oraz koktajlu
UPWr_S134 o mianach od 1 x 107 do 1 x 10° PFU/ml. Podobne rezultaty otrzymano dla
bakteriofaga SPJ41 o mianie 1 x 108 PFU/ml zastosowanego wobec biofilmu pateczek
Salmonella na powierzchni lisci sataty, gdzie spadek liczby patogenow osiggal warto$¢ rzedu
4,0 logio jtk/cm? (Li i in., 2023) oraz faga LPSTLL, ktéry zmniejszal liczbe pateczek
Salmonella na powierzchni lisci sataty o 1 logio jtk/cm? (Guo i in., 2021). Przeciwko biofilmom
obecnym na lisciach sataty wykorzystano réwniez fagi BP 1370 i BP 1369 o mianie 108
PFU/ml, dla ktorych zaobserwowano stopien redukcji, siegajacy 1 logio jtk/cm?
(Sadekuzzaman i in., 2018).

W kolejnym etapie badan wykorzystano model eksperymentalny, w ktorym,
w warunkach laboratoryjnych, odzwierciedlono zawarto$¢ poidet dla drobiu, w ktérych woda
pitna przeznaczona dla kurczat moze zosta¢ zanieczyszczona materig organiczng w rdéznym
stopniu, stanowigcg doskonate zrédto sktadnikoéw odzywczych dla drobnoustrojow. Wykazano
skuteczno$¢ koktajlu bakteriofagow UPWr S134 w zwalczaniu biofilmu pateczek S. Enteritidis
327 lux w $rodowiskach o zréznicowanej ilosci sktadnikow odzywczych od srodowiska
obfitujagcego w sktadniki odzywcze: podtoza LB, poprzez dziesi¢ciokrotne rozcienczenie
podloza LB, zawierajgce umiarkowang ilo$¢ sktadnikoéw odzywczych, az do wody
destylowanej, ktora stanowita srodowisko ubogie w sktadniki odzywcze. Pomimo, ze koktajl
fagowy UPWr_S134 po 9 dniach inkubacji znacznie zmniejszyt liczbe pateczek S. Enteritidis
327 lux przyczepionych do powierzchni poidta dla drobiu w poréwnaniu z poidtami, gdzie nie
dodano bakteriofagéw, poziom S. Enteritidis 327 lux w poidtach zawierajacych podtoze LB,
jego dziesigciokrotne rozcienczenie i wode destylowang wynosit odpowiednio 3,9 logio
jtk/cm?, 4,7 logao jtk/cm?, 2,7 logio jtk/cm? i nie zmniejszat sie podczas inkubacji. Wykazano,
ze w tych warunkach eksperymentalnych koktajl bakteriofagobw UPWr S134 ogranicza
liczebno$¢ pateczek Salmonella na powierzchni poidet dla drobiu o 1 logio jtk/cm? niezaleznie

od zawarto$ci sktadnikow odzywczych w $rodowisku. Dane dotyczace redukcji biofilmu
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zaleznej od fagdw powierzchnie z tworzyw sztucznych w przemysle drobiarskim nie byty
prezentowane w literaturze naukowej w duzej liczbie, zatem niezbedna jest dalsza ewaluacja

tego typu badan

W celu sprawdzenia, czy koktajl bakteriofagobw UPWr_S134 moze stanowi¢ skuteczny
srodek do eliminowania pateczek Salmonella z powierzchni poidet dla drobiu w przemystowe;j
hodowli kurczat, wykonano badania in situ. Przy pomocy innowacyjnego modelu
eksperymentalnie zakazonych kurczat wykazano, ze koktajl fagowy posiadat ukierunkowane
dziatanie i skutecznie eliminuje S. Enteritidis 327 lux z biofilmu wielogatunkowego obecnego
na powierzchni poidta dla drobiu, bez wplywu na pozostalg mikroflorg. Po 9 dniach trwania
eksperymentu wykazano catkowitg redukcje liczby pateczek S. Enteritidis 327 lux w grupie,
ktorej podano bakteriofagi, natomiast w grupie bez dodatku bakteriofagéw liczba patogenow
utrzymywala si¢ na poziomie 2 logio jtk/cm? Dodatkowo, dziatanie bakteriofagéw wobec
pateczek Salmonella odbywato si¢ bez oddzialywania na pozostala mikroflor¢ obecng
w biofilmie, co wykazano poprzez pomiar ogoélnej liczby drobnoustrojéw, ktéra utrzymywata
si¢ na poziomie 7 logio jtk/cm? przez caly czas trwania eksperymentu. W literaturze brak jest
badan nad biofilmami w warunkach hodowlanych drobiu 1 uzyskane wyniki stanowig zupeinie
nowy model badawczy jednoznacznie wskazujgc na skuteczne i selektywne dziatanie koktajlu

UPWTr_S134 przeciw pateczkom Salmonella w wielogatunkowym biofimie.

Tuszki drobiowe mogg by¢ zanieczyszczone pateczkami Salmonella przede wszystkim
podczas uboju, gdzie patogeny przenosza si¢ na tusz¢ z Skazonych narzgdéw wewnetrznych
i jelit (Golden i in.,, 2021). Redukcja liczby patogenow ma wielkie znaczenie dla
bezpieczenstwa zdrowia publicznego. Zasugerowano, ze redukcja o 2 logio jtk/cm? liczby
Campylobacter na tuszach drobiowych doprowadzitoby do 30-krotnego spadku liczby
przypadkéw zatrucia skazonym miesem kurczat u ludzi (Powell i in., 2012). Z tego powodu
zbadano, czy podawanie koktajlu bakteriofagow UPWr S134 kurczetom wraz z woda pitng
moze spowodowacé zmniejszenie liczby S. Enteritidis 327 lux w narzadach wewngtrznych
kurczat, takich jak §ledziona, watroba i bursa Fabrycjusza. Oprocz eradykacji S. Enteritidis 327
lux z powierzchni poidet dla drobiu, koktajl fagowy UPWr S134 znacznie zmniejszyt liczbe
tego patogenu w bursach Fabrycjusza u kurczat, ktorym podawano wraz z woda pitng koktajl
fagowy. Natomiast zmniejszenie liczby pateczek S. Enteritidis 327 lux w $ledzionie i watrobie
byta statystycznie nieistotna w poréwnaniu z ptakami, ktérym nie podawano koktajlu
UPWr_S134. Potwierdza to dane literaturowe uzyskane wczeséniej przez Vaz i in. (2020),

w ktorych wykazano, ze czgstos¢ wystgpowania S. Enteritidis w probkach watroby, $ledziony
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grudkach chlonnych jelit $lepych nie r6znig si¢ istotnie (p>0,05) migdzy ptakami, ktorym
podano bakteriofagi BRM 13312, BRM 13313 i BRM 13314 i grupa, ktorej ich nie podano.
Niska zdolno$¢ fagéw do redukcji patogendow w narzadéw wewnetrznych moze by¢ wynikiem
metody, za pomocg ktorej podawano kurczgtom bakteriofagi. Dane literaturowe wskazuja, ze
droga podawania moze znaczaco wptywac na skuteczno$¢ dziatania bakteriofagow (Mosimann
i in., 2021). Borie i in. (2008) przedstawili, ze koktajl bakteriofagowy zawierajacy fagi BP1,
BP2 i BP3 znacznie zmniejszyt liczbg pateczek S. Enteritidis u ptakow, ktorym podano
bakteriofagi w postaci oprysku gruboziarnistego lub jako dodatek do wody pitnej. Ta druga
metoda byla mniej skuteczna w eliminacja patogenu z narzadow wewnetrznych. Zdolnosci
koktajlu fagowego UPWr_S134 do zwalczania pateczek S. Enteritidis bedg dalej badane w celu
bardziej doktadnej analizy potencjatu aplikacyjnego tego koktajlu.

5.2 Rola bakteriofagow w zwalczaniu biofilmu patogennych dla drobiu E. coli

Bakteriofagi UPWr_E1, UPWr E2, UPWr_E3 oraz UPWr_E4 charakteryzujg si¢ nie
tylko litycznym cyklem replikacyjnym, ale réwniez szerokim spektrum dziatania, posiadajac
zdolnosci lityczne wzglgdem nie tylko 48 szczepoéw E. coli, ale takze 10 szczepoéw Klebsiella
pneumoniae oraz 6 szczepow pateczek Salmonella. Spelniajg tym samym najwazniejsze
kryteria doboru bakteriofagéw do zastosowan aplikacyjnych (Hyman i Abedon, 2010; Endersen
i in., 2014).

Kolejng cechg bakteriofagow niezbedng do ich skutecznego zastosowania
aplikacyjnego jest ich zdolno$¢ do przetrwania w srodowiskach o niekorzystnych warunkach,
takim jak sok zotadkowy. Jednak w warunkach symulowanego soku zotadkowego o pH
2 i zawierajacego pepsyne bakteriofagi UPWr E1, UPWr E2, UPWr E3 oraz UPWr E4 traca
swoja aktywnos¢ lityczng juz po 30 minutach. Dodatek 0,1 M weglanu wapnia neutralizuje
kwasowos$¢ srodowiska na tyle, by zachowa¢ niemal catg aktywno$¢ lityczng bakteriofagéw na
poziomie 9 logio PFU/mI dla UPWr_E1, UPWr_E2 i UPWr_E4 oraz 8 logio PFU/mI dla
UPWr_ E3. Potwierdza to wyniki przedstawione przez inne zespoty badawcze. Ramirez i in.
(2018) " ktorzy w swojej pracy wykazali wzrost stopnia zachowania aktywnoéci koktajlu
bakteriofagow ®JLA23, ®KP26, ®C119 i ®E142 z 15% do 90% gdy pH buforu SGF wzrosto
z 2 do 3. Podobne wyniki przedstawiono dla bakteriofaga PNJ1901, ktéry po 30 minutach
inkubacji w SGF obnizyt swoja aktywnos¢ lityczng do zera (Yin i in., 2021). Dla faga K1F
infekujacego E. coli wykazano utratg aktywnosci w pH 2 po 30 minutach inkubacji. Natomiast,

gdy pH $rodowiska wzrosto do wartosci 3, zachowywal 90% swojej aktywnosci litycznej nawet
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po 24 h inkubacji w tym $rodowisku (Vinner i in., 2019). W badaniach przedstawionych przez
Kaczorowska i in. (2021) wykorzystano bakteriofagi JK1, JKO08, JK16, JK36 i JK38
specyficzne wzgledem E. coli charakteryzujace si¢ szerokim spektrum litycznym dziatania
podobnie jak bakteriofagi UPWr_E1-4, ktore rowniez tracily swojg aktywno$¢ w warunkach
symulowanego soku zotagdkowego. W literaturze najczestszym sposobem poprawy zachowania
aktywnosci litycznej przez bakteriofagi w srodowisku o pH 2 byta mikroenkapsulacja. Wyniki
badan przedstawione w niniejszej pracy oraz doniesienia literaturowe na temat znacznej réznicy
aktywnosci fagow przy niewielkim wzroscie pH srodowiska wskazuja, ze znacznie prostszym
1, przy stosowaniu aplikacyjnym bakteriofagbw w przemysle hodowlanym, tanszym

rozwigzaniem jest niewielki dodatek neutralizatoréw pH.

Zdolno$¢ patogennych dla drobiu E. coli do tworzenia biofilmu zostata do tej pory
wielokrotnie przedstawiona w literaturze naukowej (Skyberg i in., 2007; Korf i in., 2020;
Nie i in., 2020; Ruan i in., 2021). Badany w niniejszej pracy szczep E. coli 158B lux
scharakteryzowany jako $redni producent biofilmu, natomiast szczep E. coli NCTC 17848
okreslono jako silnego producenta biofilmu (rozdz. 4.2.2). Wsérod patogennych dla drobiu
E.coli scharakteryzowano zarowno silnych producentéw biofilmu, jak i szczepy niezdolne do

tworzenia biofilmu (Oosterik i in., 2014).

Jedna z powierzchnie wykorzystywanych do wzrostu biofilmu APEC powierzchni jest
polipropylen- material, z ktorego wykonane sg m.in. elementy systemow dostarczajgcym wode
kurczetom w hodowlach przemystowych (Amaral, 2004). Uzyskano znaczng redukcje
wielko$ci biofilmu przy zastosowaniu mian 1 x 108-1 x 10° PFU/ml bakteriofagow UPWr El1,
UPWr E2, UPWr E3, UPWr E4 oraz koktajlu bakteriofagow UPWr E124 redukcja wynosita
dla biofilmu E. coli 158B lux 65-85%, a dla biofilmu E. coli NCTC 17848 65-80%. Skuteczno$¢
bakteriofagdéw w zwalczaniu biofilmu E. coli. w tym APEC, potwierdzaja dane literaturowe.
Bakteriofag WGglae o mianie 2 x 108 PFU/ml dodany na poczatku procesu tworzenia sie
biofilmu redukowat jego wielkos¢ o 40 % (Li i in., 2020). Przy pomocy bakteriofaga O78
0 mianie 1 x 10’ PFU/ml zwalczono szczep APEC, zredukowano biofilm o potowe (Eid i in.,
2022). Zaleznos¢ stopnia redukcji biofilmu od zastosowanego miana zawiesiny bakteriofaga
przedstawiona w niniejszej pracy, gdzie wykazano $rednig redukcj¢ biofilmu E. coli 158B lux
0 80% przy stosowaniu bakteriofagéw o mianie 1 x 10° PFU/ml, a juz dla bakteriofagow
o mianach 1 x 108 PFU/ml redukcja wynosita $rednio ok 75%, dla szczepu E. coli NCTC 17848
warto$ci te wynosity odpowiednio 75% 1 65%. Zalezno$¢ redukcji biofilmu od miana

bakteriofagéw zostala réwniez przedstawiona w literaturze. W badaniach przedstawionych
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przez Ribeiro i in. (2018) wykazano redukcj¢ biofilmu o 80% przystosowaniu faga EcoM017
o mianie 1 x 108 PFU/ml, a przy stosowaniu miana 1 x 10° PFU/mI warto$¢ ta spadta do 75%.
Do tej pory opublikowano niewiele danych literaturowych na temat zastosowania bardzo
niskich 1 x 10%-1 x 10! PFU/ ml mian zawiesin bakteriofagéw. Ribeiro i in. (2018) wykazali
zdolno$¢ bakteriofaga EcoM017 do redukcji biofilmu E. coli przy stosowaniu miana 1 x 10!
PFU/ml. Dla bakteriofagow UPWr_E1-4 tak niskiego miana skutkowato 21-33% skuteczno$cia

w redukcji biofilmu.

W badaniach nad wptywem bakteriofagéw na liczbe bakterii w biofilmie tworzonym na
powierzchni stalowej najczgsciej] uzywa podktadek pod $ruby. Dla bakteriofagow UPWr El1,
UPWr E2, UPWr E3, UPWr E4 oraz koktajlu bakteriofagow UPWr E124 wykazano
skuteczno$¢ w zwalczaniu biofilmu E. coli utworzonego na powierzchni stali nierdzewnej,
osiggajaca dla mian zastosowanych fagow 107-10° PFU/ml wartosci 65-75% niezaleznie od
zastosowanego szczepu E. coli. Uzyskane wyniki obrazuja zalezno$¢ migdzy zastosowanym
mianem fagow a wielkoscig redukcji biofilmu. Podobne wyniki uzyskali Gonzalez-Goémez i in.,
(2021), w badaniach ktorych bakteriofagi B_EcoP_PL-01, vB_EcoP_GB-02, vB_EcoP_GB-03
oraz ich mieszanina o mianach 1 x 108 PFU/ml i 1 x 10° PFU/ml zredukowaty liczbe bakterii
E. coli obecnych na powierzchni stalowej odpowiednio o 2,4-6,9 logao jtk/cm? i 0,9-2,8 logio
jtk/cm? dla bakteriofagow B EcoP PL-01, vB_EcoP_GB-02, vB_EcoP_GB-03. Natomiast
inkubacja biofilmu E. coli na powierzchni stali bakteriofagiem AZO145A o mianie 1 x 10%
PFU/ml zredukowano liczbe bakterii o 3 logio jtk/cm? (Wang i in., 2020). Rowniez dla
bakteriofaga KH1 o mianie 1 x 10”° PFU/ml osiagnieto redukcje liczby komoérek E. coli
0 1 loguo jtk/cm? (Sharma i in., 2005). Podobnie jak w przypadku biofilmu E. coli utworzonego
na powierzchni polistyrenu, rowniez wobec biofilmu na powierzchni stali nie stosowano
bakteriofagéw o mianach ponizej 1 x 10> PFU/mI, zamieszczone w niniejszej pracy wyniki
wskazuja na redukcje wielkosci biofilmu o poprzez dziatanie bakteriofagdéw nawet przy
stosowaniu tak matych liczb czastek faga, co potencjalnie mogtoby mie¢ wptyw na obnizenie

kosztow wytworzenia preparatu komercyjnego.

Patogenne dla drobiu E. coli stanowig zagrozenie nie tylko dla drobiu, ale réwniez dla
czlowieka, ze wzgledu na zwigkszong zdolno$¢ do horyzontalnego transferu genéw wirulencji
oraz lekoopornosci do bakterii komensalnych. Nawozenie upraw roslin uzytkowych, w tym
sataty, naturalnym nawozem pochodzacym z hodowli drobiu moze skutkowaé obecnos$cia
szczepoOw APEC na zywnosci, a zdolno$¢ do tworzenia biofilmu réwniez na powierzchniach

biotycznych utrudnia ich usunigcie (Markland i in., 2015). Dla bakteriofagow UPWr_E1,
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UPWr E2. UPWr_E3, UPWr E4 oraz koktajlu bakteriofagow UPWr_ E124 wykazano liczby
E. coli 158B lux na powierzchni liéci salaty o odpowiednio 1,2-2,2 logio jtk/cm?, 1,9-2,5 logio
jtk/cm?, 1,2-1,4 logio jtk/cm?, 1,5-2,2 logio jtk/cm? i 1,6-2,4 logio jtk/cm? przy zastosowaniu
mian bakteriofagéw o mianach 1 x 10’-1 x 10° PFU/mI. Dla szczepu E. coli NCTC 17848
wartosci te wynosity odpowiednio 1,6-1,8 logio jtk/cm?, 1,4-1,7 logio jtk/cm?, 1,1-1,3 logio
jtk/em?, 1,3-2,1 loguo jtk/cm? i 1,3-2,2 loguo jtk/cm?. Skuteczno$é bakteriofagow przeciwko
biofilmowi E. coli na powierzchni sataty zostala potwierdzona poprzez dane przedstawione
przez innych autorow. Litt i in. (2020) przedstawili calkowitg eliminacje¢ patogennych dla
drobiu E. coli, natomiast wyniki przedstawione przez Sharma i in. (2009) wskazuja na redukcje
rzedu 2 logio jtk/cm?. W kolejnych badaniach udokumentowano spadek poziomu zywych
E. coli O157:H7 na poziomie 0,4 log jtk na lisciach sataty rzymskiej (Viazis i in., 2011). W tym
badaniu wykazano, ze specyficzna dla odmiany sataty morfologia powierzchni lisci moze
wplywaé na utrzymywanie si¢ 1 przezywalno$¢ enteropatogendw na powierzchni swiezych
produktow, co wskazuje na konieczno$¢ dalszych szczegdtowych badan skuteczno$ci
bakteriofagobw wobec biofilmu obecnego na powierzchni rozmaitych ro$lin, majacych

potencjalny kontakt z naturalnym nawozem.

E. coli pochodzace od drobiu mogg dosta¢ si¢ do organizmu ludzkiego nie tylko za
posrednictwem zanieczyszczonych roslin, ale rowniez poprzez skazone mi¢so drobiowe Na
powierzchni migsa mogg one tworzy¢ biofilm, przez co usunigcie tych drobnoustrojow staje si¢
znacznie (Anang i in., 2010; Possas i in., 2021). Wykazano obnizenie poziomu zywych
komorek E. coli na powierzchni migsa piersi drobiowej przy zastosowaniu bakteriofagow
UPWr El1, UPWr E2, UPWr E3, UPWr E4 oraz koktajlu bakteriofagow UPWr E124
o mianie 1 x 10° PFU/ml o 90%. Bakteriofagi zapobiegaly réwniez dalszemu rozwojowi
bakterii zar6wno w warunkach chtodniczych jak i w podwyzszonej temperaturze. Wyniki te
potwierdzaja dane literaturowe, w ktorych szczep E. coli O157:H7 obecny na powierzchni fileta
kurczat zostal zredukowany o 97% przy pomocy komercyjnego koktajlu bakteriofagow
EcoShield PX (Vikram i in., 2020). Z kolei bakteriofagi PBL66-CL1 PBL116-CS6 obnizyty
liczbe bakterii E. coli EBL116 na powierzchni migsa drobiowego o 1.67 logio jtk/4 cm?
w warunkach chtodniczych (Hoang Minh i in., 2016) co potwierdza dane uzyskane dla
bakteriofagow UPWr_E1-4. Natomiast w badaniach przedstawionych przez Jassim i in. (2012),
gdzie wykorzystano bakteriofaga CEH-162 przeciwko E. coli EH-162 na powierzchni
mielonego migsa wykazano brak inhibicji wzrostu bakterii przy dtuzszym niz 7h okresie

przechowywania w warunkach chlodniczych.
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Wyniki przeprowadzonych badan nad zdolnos$cia bakteriofagéw do redukcji liczby
bakterii w biofilmie ujawnily znaczny potencjal aplikacyjny w zwalczaniu biofilmu na
powierzchniach biotycznych i abiotycznych zaré6wno bakteriofagéw UPWr S1, UPWr S2,
UPWr S3, UPWr_S4 i UPWr S5, ale rowniez bakteriofagow UPWr El1, UPWr E2,
UPWr_E3,UPWr E4 oraz koktajli UPWr_S1341UPWr_E124. Prezentowane wyniki stanowig
punkt wyjscia dla przysztych badan nad skutecznoscig bakteriofagéw w zwalczaniu biofilmu

Salmonella i APEC in situ.
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6. Whnioski
1. Niskie pH oraz obecnos$¢ pepsyny w soku zotadkowym kurczat stwarzaja niekorzystne
warunki zarowno dla drobnoustrojow jak i wiruséw. Utrudnia to skuteczne stosowanie
bakteriofagbw w przypadku podania per 0S. Rezultaty przeprowadzonych badan
wskazuja, ze dodatek weglanu wapnia lub paszy wysokobiatkowej pozwala na
zachowanie aktywnosci bakteriofagow UPWr_S1-5 w $rodowisku soku zotadkowego
kurczat. W przypadku bakteriofagow UPWr_ E1-4 wykazano zachowanie aktywnosci

litycznej przy zastosowaniu dodatku weglanu wapnia.

2. Pateczki Salmonella obecne na powierzchniach maszyn przemystu produkcji tuszek
drobiowych, jaj oraz na powierzchni warzyw stanowig znaczne zagrozenie dla
bezpieczenstwa zywnosci. W badaniach wykazano, ze bakteriofagi UPWr_S1-5 oraz
koktajl bakteriofagow UPWr_S134 charakteryzujg si¢ wysokimi zdolnos$ciami redukcji
biofilmu APEC na powierzchniach biotycznych oraz abiotycznych. Najwyzsza redukcje
zaobserwowano na powierzchni plastiku oraz stali nierdzewnej, o wartosciach
odpowiednio 96% i 97%. Redukcja liczby pateczek Salmonella na powierzchni lisci

sataty osiggneta wartos¢ 55%.

1. W warunkach hodowli drobiu stopien zanieczyszczenia mikrobiologicznego poidet jest
zmienny. Zaobserwowano, ze koktajl bakteriofagow UPWr S134 ogranicza wzrost
pateczek Salmonella Enteritidis na powierzchni poidet dla drobiu niezaleznie od ilosci
sktadnikow odzywczych w $rodowisku, co odpowiada réznej zawartosci materii

organicznej gromadzacej si¢ w poidtach.

3. Glowng drogg transmisji bakterii, w tym bakterii patogennych u drobiu jest droga
oralno-fekalna, przez co na powierzchni poidet znajduje si¢ wiele réznych
drobnoustrojow. W pracy wykazano, ze koktajl bakteriofagow UPWr_S134 catkowicie
eliminuje pateczki Salmonella Enteritidis z tego wielogatunkowego biofilmu

w warunkach hodowli brojlerow.

4. Rozprzestrzenianie si¢ lekoopornych szczepéw APEC w stadach drobiu jest zwiazane
ze zdolnoscia do tworzenia biofilmu na réznych powierzchniach. Najbardziej stabilne

biofilmy powstaja na powierzchni plastiku, stali nierdzewnej oraz, przez transmisj¢
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ptasich odchodéw na pola uprawne, powierzchni warzyw. Wykazano, ze bakteriofagi
UPWr_E1-4 oraz koktajl bakteriofagbw UPWr E124 w znacznym stopniu redukuja
biofilm na powierzchniach biotycznych oraz abiotycznych. Najwyzsza redukcje
zaobserwowano na powierzchni plastiku oraz stali nierdzewnej, osiaggajaca wartosci
odpowiednio 84% i 88%. Liczb¢ patogennych dla drobiu Escherichia coli na

powierzchni lisci sataty zredukowano o 35%.

. Podczas uboju brojleréw dochodzi do kontaminacji tuszek drobiowych, co skutkuje
przeniesieniem lekoopornych szczepdéw bakteryjnych takich jak APEC na ludzi, co
moze wigza¢ si¢ z horyzontalnym transferem gendow lekoopornosci. Bakteriofagi
UPWr_E1-4 ograniczajg wzrost patogennych dla drobiu Escherichia coli na

powierzchni migsa w warunkach chtodniczych.
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