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1.

Dane osobowe:

Imie i nazwisko: Aneta Skaradzinska

Nazwisko panienskie: Kurzepa

Miejsce zatrudnienia: Uniwersytet Przyrodniczy we Wroctawiu

Wydziat Biotechnologii i Nauk o Zywnoéci
Katedra Biotechnologii i Mikrobiologii Zywnosci

Posiadane dyplomy, stopnie naukowe lub artystyczne — z podaniem podmiotu

nadajacego stopien, roku ich uzyskania oraz tytulu rozprawy doktorskiej.

2006 — 2011

2001 -2006

tytut doktora nauk biologicznych uzyskany 11.03.2011
Polska Akademia Nauk, Instytut Immunologii i Terapii
Doswiadczalnej im. Ludwika Hirszfelda, Laboratorium

Bakteriofagowe

Tytult rozprawy: Wplyw preparatow bakteriofagowych na
aktywnos¢ migracyjng i wlasciwosci bakteriobojcze ludzkich
fagocytow in vitro

Promotor: Prof. dr hab. n. med. Andrzej Gorski

tytul magistra inzyniera uzyskany 14.07.2011

Politechnika Wroctawska, Wydziat Chemiczny,

Kierunek Biotechnologia

Tytut rozprawy: Badanie przeciwnowotworowej aktywnosci

nowych preparatow bakteriofagowych

Promotor: Prof. dr hab. Krystyna Dgbrowska
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3. Informacja o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych lub

artystycznych.

01.02.2016 — obecnie Uniwersytet Przyrodniczy we Wroctawiu,
Wydziat Biotechnologii i Nauk o Zywnosci
Katedra Biotechnologii i Mikrobiologii Zywnosci

stanowisko: adiunkt

01.02.2011-31.01.2016 Uniwersytet Przyrodniczy we Wroctawiu,
Wydziat Biotechnologii i Nauk o Zywno$ci
Katedra Biotechnologii i Mikrobiologii Zywnosci

stanowisko. asystent

Przerwy w karierze naukowej

e 26.03.2016-03.07.2016 i 30.01.2017-24.06.2017 (22 tygodnie) — urlop
macierzynski

e 18.02.2019-14.07.2017 (17 tygodni) — urlop macierzynski i zwolnienie lekarskie

e 01.02.2021-17.09.2021 (33 tygodni) — zwolnienie lekarskie

e 20.09.2021-07.02.2022 (20 tygodni) — urlop macierzynski

4. Omowienie osiagniec, o ktorych mowa w art. 219 ust. 1 pkt. 2 ustawy z dnia 20
lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2021 r. poz. 478 z

pozZn. zm.).

TYTUL OSIAGNIECIA NAUKOWEGO

Doskonalenie kluczowych etapow otrzymywania

preparatow bakteriofagowych
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Zaczek M., Skaradzinska A. (2019) Encapsulation of
bacteriophage T4 in mannitol-alginate dry macrospheres
and survival in simulated gastrointestinal conditions. LWT
Food Sci Technol. 99:238-243.
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Sumaryczna ilos¢ punktow MNiSW = 355

mpact Factor podany jest dla roku opublikowania artykutu
®punktacja MNiSW podana jest dla roku opublikowania artykutu

*autor korespondencyjny

WPROWADZENIE

Zjawisko szerzacej si¢ antybiotykoodpornosci bakterii jest jednym z
najwazniejszych wyzwan wspolczesnej medycyny (Antimicrobial Resistance
Collaborators, 2022). Co wigcej, naukowcy ostrzegaja, ze liczba antybiotyko-, lub
szerzej, lekoopornych szczepdw moze lawinowo wzrosnaé, co jest efektem pandemii
SARS-CoV-2, kiedy to powszechne stalo si¢ uzywanie i naduzywanie $rodkéw
przeciwdrobnoustrojowych, nie tylko w jednostkach medycznych ale réwniez w
innych podmiotach przestrzeni publicznej a takze gospodarstwach domowych.
Ponadto leki przeciwbakteryjne stanowily cz¢sto element terapiit COVID-19, nawet w
przypadku braku potwierdzenia infekcji bakteryjnej (Mahoney i wsp., 2021). W
przeciwienstwie do pandemii SARS-CoV-2, szeroko komentowanej w niemalze
wszystkich mediach, antybiotykoodpornos$¢ drobnoustrojéw jest nazywana ,,cichg
pandemia”, ktérej niewiele oséb jest $§wiadomych (Mendelson i wsp., 2022).
Przeciwdzialanie tej ,cichej pandemii” jest obecnie jednym =z priorytetow
wspoélczesnej nauki.

Bakteriofagi sg to wirusy infekujace bakterie (phagein — grec. je$¢, pochtaniacé
(Sulakvelidze i wsp., 2001)). Stanowia one najliczniejsze byty biologiczne na Ziemi z
szacowang liczbg 10! wirionow (Esteves i Scharf, 2022). Za niezaleznych odkrywcow
fagdw uznaje si¢ dwoch mikrobiologow, brytyjskiego badacza Fredericka Tworta oraz
francusko-kanadyjskiego uczonego Felixa d’Herelle. To wiasnie d’Herelle dostrzegt
potencjat tych wirusow w zwalczaniu infekcji bakteryjnych 1 zapoczatkowal forme

leczenia, ktora do dzi$§ nazywana jest terapiag fagowa (d’Herelle, 1917). Pomimo
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poczatkowych sukcesow, terapia fagowa szybko spotkata si¢ z duzg krytyka ze strony
srodowiska naukowego. Zwrdcono uwag¢ na szereg ograniczen tej formy
terapeutycznej, ktére co jednak warto podkreslié, w duzym stopniu wynikaty z
owczesnej niedostatecznej wiedzy dotyczacej biologii bakteriofagow (Cisek 1 wsp.,
2017).

Odkrycie w 1928 r. penicyliny i dynamiczny rozwoj antybiotykoterapii
spowodowaty znaczacy spadek zainteresowania terapia fagowa. Antybiotykoterapia
zrewolucjonizowata 1 zdominowata medycyne praktycznie az do czasow
wspolczesnych. Terapia fagowa byla kontynuowana gléwnie w osrodkach
mieszczacych si¢ na terenach Polski oraz krajow bylego Zwigzku Radzieckiego i to
wlasnie doniesienia literaturowe pochodzace z tych jednostek sa obecnie Zzrodtem
najszerszej wiedzy dotyczacej metod leczenia z wykorzystaniem wirusow
bakteryjnych (m.in. Babalova i wsp., 1968; Mulczyk i Slopek, 1974; Kostrzewski i
wsp., 1974). Poczatek renesansu badan nad bakteriofagami przypada na lata 80 XX w.
To wowczas opublikowane zostaty trzy prace Smitha i Hugginsa (Smith i Huggins,
1982, 1983, Smith 1 wsp., 1987), w ktérych badacze wykazali efektywno$¢ i
bezpieczenstwo terapii fagowej, mierzac si¢ jednoczesnie z wieloma poczatkowymi
zarzutami wzgledem tej formy leczenia infekcji bakteryjnych. Prace prowadzone na
modelach zwierzecych wykazaly m.in., ze badania in vivo moga korelowaé z
wynikami obserwowanymi w doswiadczeniach in vitro. Co wigcej wykazano, ze
pojedyncza dawka preparatu zawierajacego fagi moze by¢ tak samo skuteczna w
zwalczaniu infekcji wywotywanej przez Escherichia coli jak o$miokrotna dawka
antybiotyku (streptomycyny). Fagi po podaniu domig¢$niowym utrzymuja wysokie
stezenie miejscowo w tkance, jak rowniez w $ledzionie przez okres 28 dni, natomiast
stosunkowo szybko sg usuwane z watroby oraz krwiobiegu. Badacze skonfrontowali
si¢ rowniez z problemem fagoopornosci, ktory od samego poczatku definiowany byt
jako duze ograniczenie tej formy terapii. Wykazali oni, Ze bakteria oporna na jednego
faga pozostaje wrazliwa na inne wirusy bakteryjne a efektywno$¢ terapii fagowe;j
mozna zwickszy¢ przez stosowanie mieszanin kilku fagow (koktajli fagowych). W
kolejnych latach pojawily si¢ prace weryfikujace oraz poszerzajace obserwacje Smitha
1 Hugginsa. Badania Soothil (1992) na modelu mysim wykazaty skuteczno$¢ fagéw w
zwalczaniu Pseudomonas aeruginosa i Acinetobacter baumannii. Z kolei Merril i wsp.
(1996) dowiedli, ze mozliwe jest uzyskanie faga zdolnego do przedluzonego

utrzymywania si¢ w krwiobiegu (Kortright i wsp., 2019).
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Narastajacy w ostatnim czasie kryzys antybiotykoodpornosci wymusza
poszukiwanie nowych metod zwalczania infekcji bakteryjnych mogacych stanowic
alternatywe do konwencjonalnych strategii terapeutycznych opartych o zastosowanie
antybiotykow o szerokim spektrum dzialania. Niewatpliwie jedng z najbardziej
obiecujgcych alternatyw jest terapia fagowa. Tak jak wspomniano wcze$niej, potencjat
bakteriofagéw w zwalczaniu infekcji bakteryjnych zostatl dostrzezony juz ponad 100
lat temu, natomiast, w ostatnich latach obserwowany jest znaczacy wzrost
zainteresowania tymi wirusami. Znajduje to posrednio odzwierciedlenie w ilosci
artykutow udostepnianych w bazie PubMed (https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/) w
latach 2012-2022. Dynamika wzrostu ilo$ci doniesien w tym okresie wyszukiwanych
z wykorzystaniem stow kluczowych ,bacteriophage” i ,phage therapy” zostata
przedstawiona na wykresach ponizej (Rys. 1). Cho¢ niewatpliwie na ilos¢
publikowanych artykutow ma wpltyw szereg czynnikow, analizujac catg dostgpng
histori¢ udostgpnianych prac réwniez obserwowany jest znaczacy wzrost

zainteresowania tym obszarem badawczym.
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Rys. 1 Liczba artykuléw opublikowanych w latach 2012-2022 zamieszczonych

w bazie PubMed wyszukiwanych z wykorzystaniem stéw kluczowych a)
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,bacteriophage” b) ,,phage therapy”. Rysunki po prawej stronie prezentuja calg
dostepng histori¢ liczby wyszukiwan dla tych stow kluczowych (c — ,,bacteriophage”,
d — ,,phage therapy”) (https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/ 05.05.2023)

Bakteriofagi posiadaja kilka unikalnych cech, ktére czynig je atrakcyjnymi
narzgdziami w terapiach przeciwbakteryjnych w poréwnaniu do konwencjonalnych
lekow. Fagi sa wirusami o wysokiej specyficzno$ci, rozpoznajacymi i infekujacymi
czesto wytacznie okreslony szczep gospodarza 1 tym samym nie majagcymi wplywu na
naturalng mikroflor¢ bakteryjng organizmu. Podkresli¢ jednak nalezy, ze
oddziatywania fagdw ze skladnikami mikrobiomu cztowieka nie s3 w pelni poznane.
Co wigcej, w ostatnich latach pojawilo si¢ szereg prac wskazujacych, ze wptyw fagow
na mikrobiom ludzki 1 zwierzecy moze by¢ znacznie bardziej ztozony niz wczesniej
przypuszczano (Divya Ganeshan 1 Hosseinidoust, 2019; Zuppi i wsp., 2022). Niemniej
jednak uznaje si¢, ze preparaty fagowe sg lepiej tolerowane przez organizm i s3
uznawane za bezpieczniejsza opcj¢ terapeutyczng niz antybiotyki (Domingo-Calap i
Delgado-Martinez, 2018). Czesto pojedyncza dawka preparatu fagowego wystarczy
do uzyskania efektu leczniczego, co wynika z wyjatkowej zdolnosci fagow do
specyficznego namnazania si¢ w miejscu infekcji (Loc-Carrillo i Abedon, 2011; Ryan
1 wsp., 2011). Bakteriofagi w sposob naturalny zasiedlaja uktad pokarmowy i
oddechowy ludzi. Uznaje si¢, ze pierwsze fagi dostajg si¢ do jelita juz w przeciggu
czterech dni od narodzin (Domingo-Calap i Delgado-Martinez, 2018). Ten naturalny
kontakt posrednio wskazuje rdwniez na bezpieczenstwo terapii fagowej i celowego
stosowania produktow zawierajacych te wirusy. Nie bez znaczenia jest fakt, ze w
poréwnaniu z antybiotykami pozyskiwanie fagow jest latwiejsze, szybsze i tansze
(Wang i Zhao, 2022).

Nalezy podkresli¢, ze mimo licznych zalet stosowania fagéw oraz odrzucenia
wigkszosci poczatkowych zarzutow wobec terapii fagowej, wielu badaczy w dalszym
ciggu zwraca uwage na szereg ograniczen tej formy terapeutycznej takich jak
konieczno$¢ dobrania faga, lizogenno$¢ wirusow bakteryjnych, mozliwosé
wystgpienia niekorzystnych interakcji z ukladem immunologicznym czy
niepotwierdzona skuteczno$¢ w badaniach klinicznych. Bez watpienia jednak,
potencjalne wykorzystanie bakteriofagdbw w zapobieganiu i1 zwalczaniu infekcji

bakteryjnych nalezy uzna¢ obecnie za istotny naukowy obszar badawczy.
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Aktywno$¢ fagdbw wobec szczepdéw wieololekoopornych (MDR- multidrug
resistant; XDR — extensively drug resistant and PDR — pandrug resistant) stanowita
wielokrotnie przedmiot doniesien naukowych (Moghadam i wsp., 2020; Torabi i wsp.,
2021; Mencke 1 wsp., 2022). Bakteriofagi maja potencjat w eliminowaniu
bakteryjnych patogenow ludzkich, zwierzecych 1 roslinnych dzigki czemu mogag by¢
stosowane w wielu obszarach takich jak medycyna, weterynaria, rolnictwo oraz

bezpieczenstwo zywnosci (Garvey, 2022; Sohail i wsp., 2020).

CEL BADAN

Naturalng konsekwencja wzrostu zainteresowania bakteriofagami jest
koniecznos¢ podjecia wszechstronnych badan majacych na celu poglebienie wiedzy
dotyczacej biologii tych wirusow oraz ich interakcji z komdrkami niebakteryjnymi.
Rownoczesnie jednak, waznym aspektem popularyzacji i komercjalizacji fagow jest
konieczno$¢ opracowywania i standaryzacji metod badawczych stosowanych w pracy
z tymi wirusami, zar6wno na poziomie laboratoryjnym jak i przemystowym. Mimo, iz
techniki pracy z fagami znane 1 opisywane sg od dawna, rzadko badacze skupiajg si¢
na technologicznym aspekcie przygotowywania preparatow fagowych. Stosowane
protokoty czesto sa modyfikowane przez naukowcdéw, a co za tym idzie rdznig si¢
pomiedzy zespotami badawczymi. Optymalizacja metod pracy z bakteriofagami z
jednej strony wydaje si¢ niezbedna w kontek$cie upowszechnienia zastosowania
fagoéw, z drugiej strony umozliwi lepsze wykorzystanie potencjatu tych wirusow, takze
na poziomie eksperymentalnym. W ramach niniejszego cyklu publikacji skupiono si¢

na trzech zagadnieniach zwigzanych z pracg z bakteriofagami:
1) Izolacja ze srodowiska nowych fagdw o potencjale aplikacyjnym

2) Namnazaniem bakteriofagow

3) Stabilizacjg preparatow fagowych
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OMOWIENIE WYNIKOW

1. Komentarz do publikacji: I1zolacja bakteriofagow [P1-P2]

[P1] Skaradzinska A. i wsp. (2017) The efficacy of isolated bacteriophages from pig farms against
ESBL/AmpC-producing Escherichia coli from pig and turkey farms. Front Microbiol. 8:530.
doi:10.3389/fmicb.2017.00530 (IFscr = 4,019; MNiSW = 35 p)

[P2] Sliwka P. i wsp. (2023) Characterization and comparative genomic analysis of three virulent E. coli
bacteriophages with the potential to reduce antibiotic-resistant bacteria in the environment. Int J Mol Sci.

24:5696. doi:10.3390/ijms24065696 (IFicr = 6,208; MNiSW = 140 p)

Latwo$¢ pozyskania bakteriofagéw ze $rodowiska naturalnego jest wymieniana
wséréd  najwazniejszych  zalet tych  wiruséw, szczegdlnie w  konteksScie
przygotowywania nowego preparatu o potencjale przeciwbakteryjnym (Loc-Carrillo i
Abedon, 2011). Wsrod danych literaturowych mozna znalez¢ wiele prac
potwierdzajacych mozliwo$¢ izolacji bakteriofagow ze $rodowiska, jednak, co
naturalne, wigkszo$¢ autoréw skupia si¢ przede wszystkim na izolacji fagéw o
potencjale terapeutycznym (Townsend i wsp., 2021; Sharma i wsp., 2021; Ghaznavi-
Rad 1 wsp., 2022). W ramach prowadzonych badan wykazano mozliwosé
zastosowania fagéw celem eliminacji bakterii izolowanych ze S$rodowiska z
potwierdzong obecnos$cia gendow zwigzanych z mechanizmami antybiotykoodpornosci
[P1]. Tym samym wskazano, ze bakteriofagi moglyby by¢ wykorzystane nie tylko
w celach terapeutycznych ale takze jako mnarzedzia w ograniczaniu
rozprzestrzeniania antybiotykoopornych szczepow w Srodowisku.

Pierwszy etap prac polegal na izolacji bakteriofagow ze S$rodowiska trzody
chlewnej. Fagi byly izolowane z prob srodowiskowych pochodzacych zarowno z
chlewni komercyjnych jak i hodowli przy gospodarstwach domowych znajdujacych
si¢ na terenie Polski. Wyizolowano tacznie 22 bakteriofagi specyficzne do Escherichia
coli, z czego udato si¢ z efektywnie oczysci¢ i namnozy¢ 17 wiruséw bakteryjnych.
Kolejny etap badan wykonano we wspolpracy z zespolem badawczym Prof. Uwe
Roslera podczas realizacji czteromiesigcznego stazu naukowego, czgSciowo
finansowanego w formie stypendium przez Niemiecka Centralg Wymiany
Akademickiej (Deutscher Akademischer Austauschdienst, DAAD). Aktywnos¢
wyizolowanych wirusow byla testowana wobec 104 szczepéw ESBL/AmpC E. coli,

czyli bakterii zawierajacych w swoich genomach geny kodujace B-laktamazy o
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rozszerzonym spektrum dzialania oraz B-laktamazy AmpC. Enzymy te sg wytwarzane
przez przedstawicieli rodziny Enterobacteriaceae i warunkuja odporno$¢ na wiele
zwigzkow z grupy antybiotykéw B-laktamowych w tym penicylin, cefalosporyn i
monobaktamow. Testowane szczepy =zostaly pozyskane ze S$rodowiska trzody
chlewnej. Bakterie byly izolowane z ferm hodowlanych znajdujacych si¢ na terenie
Niemiec, przy czym nalezy podkresli¢, iz szczepy te byly pozyskane ze $rodowiska
zwierzat zdrowych. Spektrum aktywnos$ci uzyskanych fagéw wobec testowanych
szczepOw roznito si¢ dla poszczegdlnych wirusow 1 wynosito od 1.9% (BF14) do
57.7% (BF17). Co ciekawe, jedynie 18 ze 104 testowanych szczepow nie byto
wrazliwych na zadnego faga co stanowi 17.3% szczepow bakteryjnych stosowanych w
badaniach. Na podstawie analizy spektrum aktywnosci pojedynczych fagow
zaproponowano koktajl fagowy, ktory jest zdolny do eliminacji 80.8% testowanej puli
szczepow. Bakteriofagi BF9, BF15 1 BF17 wyselekcjonowane jako sktadniki koktajlu
zostaly nastgpnie scharakteryzowane pod katem morfologii, oddzialywan z
gospodarzem bakteryjnym oraz wptywu temperatury i pH na ich aktywno$¢. Ponadto
ich genomy zostaly zsekwencjonowane, po czym zostala przeprowadzona analiza
filogenetyczna oraz analiza genomu [P2].

Analiza zdj¢¢ wykonanych za pomoca transmisyjnej mikroskopii elektronowej
(TEM) pozwolita na zaklasyfikowanie fagow BF9, BF15 i BF17 do klasy
Caudoviricetes. Wielko$¢ genomu znaczaco si¢ roznita dla poszczegdlnych fagow, od
44,963 pz dla BF9, 167,801 pz dla BF15 1 383,493 pz dla bakteriofaga BF17 (P2,
Tabela S1). Analiza filogenetyczna przeprowadzona dla bakteriofaga BF9 pozwolita
na przyporzadkowanie tego wirusa do rodzaju Dhillonvirus. Fagi tego rodzaju
wykazujg morfologi¢ sifowiruséw i1 charakteryzuja si¢ zdolnoscia do infekowania
przedstawicieli rodziny Enterobacteriaceae. Analiza porownawcza sekwencji
genomowych  wykazala  wysokie podobienstwo BF9 do  bakteriofaga
vB_EcoS bov22 1 (MT884014) oraz, w mniejszym stopniu, do bakteriofaga HK578
(JQO086375) (P2, Rys. 2). BF15 zostat zaklasyfikowany do rodzaju Tequatrovirus. Jest
to grupa wiruséw bardzo dobrze scharakteryzowana. Fagi tej grupy sa powszechnie
izolowane ze S$rodowiska, s3 to fagi wirulentne, co jest jednym z elementow
wskazujacych na bezpieczefistwo ich stosowania. Genom faga BF15 wykazywat
najwyzszy stopien homologii z genomami fagow UFV-AREGI (KX009778.1),
PEC04 (KR233165.1) oraz HYO01 (KF925357.1) (P2, Rys. 3). Analiza bazy danych
VICTOR pozwolita na przyporzadkowanie faga BF17 do odrgbnego klastra fagow
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specyficznych do E. coli (P2, Rys. 4). Fagi nalezace do tej grupy zaliczane sg do
rodzaju Asteriusvirus i charakteryzuja si¢ wielkos$cia genomu przekraczajaca 200 tpz.
Warto podkresli¢, ze fagi o tak duzych genomach sa klasyfikowane w obrebie wielu
rodzajoéw taksonomicznych, stad wnioskowa¢ mozna o ich niezaleznym ewolucyjnym
powstaniu. Zgodnie z wytycznymi Miedzynarodowego Komitetu Taksonomii
Wirusow (International Committee on Taxonomy of Viruses, ICTV), 70% zgodno$¢
sekwencji genomu faga BF17 z innymi przedstawicielami rodzaju Asteriusvirus
uzasadnia zaklasyfikowane go do wskazanej grupy. W przeciwienstwie do BF9 i
BF15, bakteriofag BF17 wykazuje nietypowag organizacj¢ genomu, co jest czgsto
spotykane u fagow typu ,,jumbo”. Genomy wszystkich fagéw przeanalizowano pod
katem wystgpowania genéw kodujacych okreslone biatka. Zidentyfikowane biatka
sklasyfikowano ze wzgledu na ich funkcjonalno$¢ na (i) biatka zwigzane z replikacja
DNA, transkrypcja, translacjg 1 metabolizmem nukleotydow (i1) biatka strukturalne i
zwigzane z morfogenezg (iii) biatka zwigzane z lizag komorki gospodarza (iv) biatka
systemu restrykcji-modyfikacji (v) biatka pelnigce inne niz wyzej wymienione funkcje
(P2, Tabela S2). Co istotne, w genomach zadnego z fagow nie wykryto genow
toksycznosci, wirulencji, antybiotykoodpornosci ani lizogenii.

Wszystkie bakteriofagi wykazywaty efektywnos¢ w eliminacji bakterii in vitro
przy zastosowaniu roznych wartos§ci MOI (multiplicity of infection) (P2, Fig. 5).
Réwniez wszystkie fagi zachowywaly aktywno$¢ po okresie inkubacji w
temperaturach -20°C - 40°C. Ponadto bakteriofagi BF9 1 BF17 inkubowane w
temperaturze 50°C takze zachowywaty cze¢sciowa zdolno$¢ do eliminacji bakterii (P2,
Fig. 6). Fagi BF9, BF15 oraz BF17 wykazywaly stabilno$§¢ w pH 5-9. Dodatkowo, fag
BF17 czesciowo zachowywal aktywnos$¢ po inkubacji w pH 11 i pH 3 (P2, Rys. 7).
Stabilno$¢ bakteriofagow BF9, BF15 oraz BF17 w szerokim spektrum
temperatury i pH potwierdza potencjal aplikacyjny tych wirusow.

W kolejnym etapie prac sprawdzano aktywno$¢ wszystkich wyizolowanych
wczesniej 17 bakteriofagéw wzgledem szczepow ESBL/AmpC E. coli pozyskanych z
hodowli indykow. Co ciekawe, spektrum lityczne wiekszosci fagow (14 z 17
testowanych fagow) bylo szersze wzgledem szczepow izolowanych z tego sSrodowiska
niz ze Srodowiska trzody chlewnej. Nalezy jednak podkresli¢, ze izolaty bakteryjne z
tych dwoch $rodowisk ze wzgledu na ich duza ilo$¢ nie byly na tym etapie prac
poréwnywane pod wzgledem genetycznym 1 nie mozna wykluczy¢, iz w badanych

pulach bakterii testowano identyczne szczepy. Jedynie 11 szczepow bakteryjnych nie

Strona | 12



Dr inz. Aneta Skaradzinska AUTOREFERAT Zalacznik nr 3

bylo wrazliwych na Zzadnego faga co stanowi 21.6% wszystkich szczepow (P1, Rys.
1).

Rezultatem przeprowadzonych badan jest wskazanie nowych mozliwosci
zastosowania bakteriofagow izolowanych ze Srodowiska w zakresie wplywu na
dynamike rozwoju populacji bakteryjnej. Bakteriofagi moga nie tylko by¢
stosowane wobec szczepOw patogennych ale rowniez szczepow niosacych geny
antybiotykoopornosci, tym samym  przyczyniajac si¢ do  ograniczania
rozprzestrzeniania si¢ tych bakterii w Srodowisku. Warto jednak podkresli¢, ze
badania te wymagaja kontynuacji z uwzglednieniem wielu aspektow takich jak
znaczenie zjawiska fagoopornosci, mozliwo$¢ potencjalnego transferu przez fagi
réwniez gendw antybiotykoopornosci oraz wszechstronnego wptywu preparatu na
dany ekosystem. Ponadto wykazano, ze bakteriofagi o potencjale aplikacyjnym
wpisujace si¢ w zaproponowana strategi¢ mogq by¢ w latwy sposob izolowane ze
Srodowiska naturalnego. Fagi specyficzne do danego szczepu bakterii mogg by¢
izolowane z odleglych miejsc, co przektadajac na aspekt terapeutyczny oznacza, ze
przygotowanie skutecznego preparatu nie wymaga dostepu do ogniska zakazenia.
Bakteriofagi moga by¢ réwniez izolowane z innych $srodowisk niz docelowy szczep
bakteryjny, jako, ze wirusy aktywne wobec szczepow izolowanych z hodowli
indykow zostaty pozyskane z ferm trzody chlewne;.

Niewatpliwie bakteriofagi majg zdolno$¢ do swobodnego rozprzestrzeniania si¢ w
srodowisku czym mozna uzasadni¢ mozliwo$¢ izolacji tych wirusow z odleglych
miejsc i roznych ekosystemow. Ciekawe wydaje si¢ natomiast, ze istnieje tendencja do
tatwiejszej izolacji fagow wlasnie z odleglych miejsc i §rodowisk anizeli z tej samej
lokalizacji co izolaty bakteryjnych gospodarzy. Obserwacje takie miaty miejsce juz na
etapie izolacji bakteriofagéw. Obecnos¢ fagow w probach srodowiskowych byla
testowana wobec szczepdéw izolowanych takze ze wszystkich prob. Wigkszos¢, czyli
18 z 22 bakteriofagéw zostata wyizolowana z innych miejsc niz ich bakteryjni
gospodarze. Tak jak wspomniano wczesniej, rowniez wigkszo$¢ fagow izolowanych
ze srodowiska trzody chlewnej byta bardziej aktywna wobec szczepow izolowanych z
hodowli indykéw, a wigc z innego Srodowiska. Obserwacje te wymagaja
przeprowadzenia szerokich badan z uwzglednieniem duzej ilosci prob z réznych
obszarow geograficznych i1 $rodowisk, niemniej jednak mozna przypuszczaé, iz
rzeczywiscie taka zalezno$¢ moze mie¢ miejsce. Oczywiste jest, ze fagi bytujace w

okreslonym srodowisku eliminujg wrazliwe na nie szczepy, stad trudno$¢ pozyskania
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gospodarza bakteryjnego z tej samej lokalizacji. Hipotetycznie, wystepowanie tego
zjawiska mozna uzasadnia¢ rOwniez tym, ze bakterie bytujace w tym samym siedlisku
co fagi, w naturalny sposoéb wyksztalcaja mechanizmy opornosci przeciwko tym
wirusom. W przeciwienstwie do nich, bakterie z odlegtych miejsc nie wyksztatcilty
takich mechanizméw, stad wykazujg wrazliwos$¢ na infekujace bakteriofagi.

Warto przeanalizowac¢ jeszcze jeden aspekt zastosowanej w niniejszych badaniach
techniki izolacji bakteriofagéw. Czesto, aby zwigkszy¢ efektywno$¢ tego procesu
stosuje si¢ tzw. metode ,,on-demand”, czyli technike polegajaca na przygotowaniu
hodowli szczepu, do ktorego poszukiwany jest aktywny fag. Do tej hodowli dodawana
jest nastepnie proba srodowiskowa. Zalozenie tej procedury jest takie, ze jesli
specyficzny fag jest obecny w hodowli, bedzie si¢ namnazal na wrazliwym szczepie
bakteryjnym. Przeprowadzone badania wskazuja, zZe zastosowanie tej techniki nie
jest konieczne a aktywne fagi mogly byé¢ w latwy sposob izolowane z
wykorzystaniem innych gospodarzy. Celem sprawdzenia tej teorii, za pomoca
metody ,,on-demand” przygotowano preparat o potencjalnej aktywnosci przeciwko
szczepom izolowanym ze $Srodowiska hodowli indykow. Byla to ta sama pula 51
szczepow, ktora zostata wykorzystana na wczesniejszym etapie badan. Do wspolnej
hodowli wszystkich szczepow dodano proby sSrodowiskowe pozyskane z ferm
indyczych. Zastosowanie metody ,,on-demand” pozwolito na uzyskanie filtratu,
wykazujacego aktywnos$¢ lityczng wobec 80.4% testowanych szczepow. Dla
pordwnania, analiza spektrum aktywnosci poszczegdlnych fagéw izolowanych z
polskich ferm trzody chlewnej pozwolita na uzyskanie 3-sktadnikowego koktajlu o
nieznacznie mniejszym spektrum aktywnosci wynoszacym 78%. Warto dodaé, ze z
filtratu uzyskanego za pomoca metody ,,on-demand”’ nie izolowano poszczegdlnych
bakteriofagbw 1 nie mozna wykluczy¢, iz stanowi on mieszaning wielu wiruséw.
Wedlug mojej wiedzy porownanie efektywnos$ci metody ,,on-demand” z innymi
technikami izolacji fagow nie bylo nigdy wczesniej przedmiotem doniesien
naukowych.

W mojej ocenie badania przedstawione w niniejszej czesci cyklu majg duze
znaczenie poznawcze. Wykazano, ze potencjalne zastosowanie fagéw izolowanych ze
srodowiska nie jest ograniczone do celow bezposrednio zwigzanych z prewencja lub
eliminacja zakazen bakteryjnych, ale moze réwniez stanowi¢ element strategii
zwalczania zjawiska antybiotykoodpornosci w populacjach bakteryjnych okreslonych

ekosystemow. Biorac pod uwage alarmujacy trend zwigzany z rozprzestrzenianiem si¢
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antybiotykoopornych szczepéw w srodowisku, mozna uznac, ze badania te wpisujg si¢
w obszar badawczy o kluczowym znaczeniu.

Nalezy podkresli¢, ze rezultaty przedstawionych badan stanowia takze znaczacy
wktad w obszar nauk podstawowych. Wyizolowano 17 bakteriofagow, przy czym
scharakteryzowano trzy bakteriofagi BF9, BF15 i1 BF17, mogace potencjalnie
stanowi¢ sktadniki koktajlu przeciwko szczepom ESBL/AmpC E. coli. Bakteriofagi
zostaly scharakteryzowane pod wzglgdem morfologii, oddziatywan z bakteryjnym
gospodarzem oraz stabilno$ci w szerokim zakresie temperatury i pH. Ponadto genomy
tych fagow zostaty zsekwencjonowane i1 scharakteryzowane. BF9, BF15 i BF17 sg to
fagi unikatowe, nie opisane dotychczas w literaturze, stad mozna stwierdzi¢, iz
przeprowadzone badania w istotny sposob poszerzaja wiedze z zakresu biologii
bakteriofagow.

W pracach przedstawionych w tej czesci cyklu poruszony jest takze aspekt
praktyczny izolacji nowych fagdw ze S$rodowiska, w szczegélnosci skutecznosé
metody ,,on-demand” w poréwnaniu z metodg izolacji z wykorzystaniem innych
szczepow niz docelowe. Nalezy dodaé, ze jest to tematyka, na ktorej publikacje
naukowe dotyczace bakteriofagow skupiajg si¢ niezmiernie rzadko, cho¢ niewatpliwie
proces technologiczny przygotowywania preparatéw fagowych ma znaczenie
fundamentalne. Mimo, iz podjete prace wymagaja kontynuacji, w mojej ocenie
stanowig one inspiracj¢ do dalszych badan majacych na celu sprawdzenie ich

funkcjonalnosci 1 mozliwosci potencjalnego praktycznego zastosowania.

Whioski:

e Wyznaczono nowe perspektywy zastosowania bakteriofagow izolowanych
ze Srodowiska w zakresie rozwoju dynamiki populacji bakteryjne;.

e Wykazano, ze w tatwy sposob mozna wyizolowa¢ bakteriofagi o
potwierdzonym potencjale aplikacyjnym wpisujgce si¢ w zaproponowang
strategie.

e Opracowano koktajl sktadajacy si¢ z trzech fagow BF9, BF15 i BF17 o
szerokim spektrum aktywno$ci wobec szczepow ESBL/AmpC E. coli.

e Przedstawiono charakterystyk¢ trzech nie znanych dotychczas

bakteriofagéw BF9, BF15 i BF17.
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e Potwierdzono, iz aktywne bakteriofagi moga by¢ izolowane z odlegtych
miejsc oraz innych §rodowisk niz ich bakteryjni gospodarze.

e Wykazano, ze nie jest konieczne stosowanie metody ,,on-demand’ celem
efektywnej izolacji bakteriofagbw aktywnych wobec docelowych

szczepow bakteryjnych .

2. Komentarz do publikacji: Namnazanie wirusow bakteryjnych [P3]

[P3] Skaradzinska A. i wsp. (2020) Bacteriophage amplification — a comparison of selected methods. J Virol
Methods. 282:113856. doi:10.1016/j.jviromet.2020.113856 (IFicr = 2,014; MNiSW = 70 p)

Namnazanie bakteriofagow jest procedurg wykonywang rutynowo w kazdym
laboratorium zajmujacym si¢ pracg z tymi wirusami. Mimo, iz jest to metoda
powszechnie przeprowadzana, trudno jest znalez¢ dane literaturowe dotyczace
optymalizacji tej techniki. Co istotne, analizujac czg$¢ metodyczng publikacji, w
ktoérych bakteriofagi s3 stosowane, mozna wysnu¢ wniosek, ze jest to technika
wykonywana w nieco odmienny sposéb w poszczegolnych zespotach badawczych.

Optymalizacja procedur namnazania wiruséw bakteryjnych jest niezwykle istotna
nie tylko z punktu widzenia praktyki laboratoryjnej ale takze komercjalizacji
preparatow fagowych. Ponadto warto takze podkresli¢, ze w preparatach ptynnych z
czasem miano fagdéw spada, co pociaga za sobg konieczno$¢ kontroli tego miana oraz
namnazania fagéw gdy ten spadek jest znaczacy. Jest to ucigzliwe zwlaszcza w
przypadku utrzymywania kolekcji fagowych sktadajacych si¢ z kilkudziesieciu lub
kilkuset wiruséw. Mozliwo$¢ pozyskiwania preparatow o wysokim mianie faga
niewatpliwie korzystnie wplyngtaby na ten aspekt, ktory jest kluczowy przy pracy z
wirusami bakteryjnymi.

Celem przeprowadzonych badan byla analiza najczesciej stosowanych metod
namnazania bakteriofagbw oraz poszukiwanie prostej, uniwersalnej metody
amplifikacji wirusow bakteryjnych, ktéra umozliwitaby uzyskiwanie preparatoéw o
wysokim mianie faga bez konieczno$ci ich zageszczania.

Pierwszym etapem prac byla analiza danych literaturowych 1 wytypowanie pigciu
metod namnazania bakteriofagdéw najczgsciej stosowanych przez badaczy zajmujacych

si¢ wirusami bakteryjnymi (P3, Tabela 2). Nalezy podkresli¢, ze cze$ciowo przy
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optymalizacji protokotow opierano si¢ takze na doswiadczeniu laboratoryjnym
autoréw niniejszej pracy.

Pierwsza wyselekcjonowang metoda byla metoda namnazania z pojedynczych
lysinek. Metoda ta zostata zaproponowana przez Adams (1959) i byla nastepnie
stosowana w latach pozniejszych m.in. przez Fortnier i Moineau (2009). Technika ta
polega na przygotowaniu ptytki z pojedynczymi tysinkami na murawie bakteryjnej
szczepu gospodarza. Wybrane tysinki sg nast¢pnie nakluwane za pomoca jatowej
koncowki od pipety lub wykataczki 1 material biologiczny jest przenoszony do
ptynnego podtoza. Hodowla jest nastgpnie inkubowana przez 24 godz. przy
delikatnym wstrzasaniu (250 rpm) w temperaturze 37°C, po czym filtrowana celem
usunig¢cia komorek, ktore nie ulegly lizie. W badaniach przedstawionych w niniejszej
pracy (P3) wszystkie modele eksperymentalne, obejmowaty dodatkowy etap, w
ktorym lizat uzyskany po namnazaniu fagéow, przed etapem filtracji, jest
przechowywany przez 20 godz. (overnight) w temperaturze -80°C. Zalozono, ze
uwzglednienie takiego etapu moze w duzym stopniu w praktyce utatwié prace.

Druga z zaproponowanych metod to metoda zmywu powierzchniowego
(Mesquita 1 wsp., 2010). Podobnie jak w metodzie poprzedniej, pierwszym etapem
prac jest uzyskanie ptytki z murawag bakteryjng z pojedynczymi lysinkami. Na
powierzchni¢ plytki nanoszone jest nastgpnie 2.5 ml podioza Luria Bertani (LB), po
czym ptytka jest zabezpieczana parafilmem, umieszczana na kotysce laboratoryjnej i
inkubowana przez 20 min. w 37°C. Po okresie inkubacji, pltyn jest zlewany a jego
objetos¢ uzupeliana do 10 ml, po czym hodowla jest ponownie inkubowana w 37°C
przez 24 godz.. Tak jak w przypadku omawianej wcze$niej metody namnazania z
pojedynczych tysinek, podczas realizacji prac eksperymentalnych, po inkubacji
hodowla byta przechowywana przez 20 godz. w -80°C i po rozmrozeniu filtrowana.

Metoda agarowa zostata zaproponowana przez Adams (1959) i jest ona obecnie
zamieszczona na stronie Niemieckiej Kolekcji Mikroorganizméw 1 Kultur
Tkankowych (Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen, DSMZ)
jako metoda rekomendowana do namnazania fagéw pochodzacych wiasnie z tej
kolekcji. Warstwa agaru z ptytki uzyskanej analogicznie jak w przypadku dwoch
poprzednio omawianych metod jest usuwana za pomocag jatowego skalpela i
przenoszona do 25 ml LB, po czym cato$¢ jest inkubowana w 37°C przez 20 min. i
wirowana (4000 rpm, 10 min.). Supernatant jest nast¢pnie inkubowany przez 24 godz.

w temperaturze 37°C (250 rpm). Rowniez w przypadku tej metody zastosowano
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model eksperymentalny z uwzglednieniem etapu przechowywania preparatu z
namnozonymi fagami przez okres 20 godz. w temperaturze -80°C. Uzyskana hodowla
byta nastgpnie po rozmrozeniu filtrowana.

W metodzie dwuetapowej (Oliveira 1 wsp., 2009) do 12-godzinnej hodowli
bakteryjnego gospodarza jest dodawany preparat fagowy, po czym wspdlna hodowla
faga 1 bakterii jest nastgpnie inkubowana przez 24 godz. w temperaturze 37°C (250
rpm). Po inkubacji hodowla jest filtrowana a uzyskany filtrat przenoszony jest do
przygotowanej 16 godz. wczesniej hodowli bakteryjnej. Nowa hodowla jest nastepnie
inkubowana przez 24 godz. w 37°C (250 rpm). Uzyskany wedtug tej procedury lizat
byt nastgpnie przechowywany przez kolejne 20 godz. w -80°C po czym po
rozmrozeniu filtrowany.

Ostatnia z zaproponowanych metod polega na namnazaniu bakteriofagow w
hodowli plynnej gospodarza, przy jednoczesnym monitorowaniu gestosci optycznej
tejze hodowli (ODsoo). Metoda ta byta i jest standardowo wykonywana przez zespot
naukowy przygotowujacy niniejszg publikacje (P3). Gesto$¢ optyczna wspolnej
hodowli faga i bakterii (10 ml) jest monitorowana co godzing. Jesli ODsoo wzrasta
powyzej wartosci 0.5 (brak efektywnej eliminacji bakterii przez faga), dodawany jest 1
ml preparatu fagowego, jesli natomiast wartos¢ ODegoo spada ponizej wartosci 0.5
(efektywna liza bakterii przez faga), dodawany jest 1 ml 3-godzinnej hodowli
bakteryjnej gospodarza. Hodowla prowadzona jest tacznie przez 6 godzin, po czym
poddawana dziataniu temperatury -80°C przez 20 godz. a nastgpnie po rozmrozeniu
filtrowana.

Nastepny etap badan polegal na wyselekcjonowaniu 15 bakteriofagow o
zroznicowanej morfologii, specyficznosci 1 cyklu rozwojowym (P3, Tabela 1).
Wszystkie fagi byly namnazane z wykorzystaniem pigciu przedstawionych wczesniej
metod. Mianem poczatkowym stosowanym w procesie namnazania byto 1x10*
pfu/ml. Warto podkresli¢, ze w testowanej puli fagéw znalazly si¢ trzy fagi
wyizolowane przez autoréw pracy z otoczenia cztowieka. Bakteriofag TO1+6 F zostat
wyizolowany z toalety, TO1+7 F z gabki do mycia naczyn a fag LO5+1F z lodowki.
Mimo, iz badania dotyczace izolacji tych fagéw nie wchodzg bezposrednio w zakres
tematyczny cyklu, niewatpliwie stanowig one istotny element poznawczy i
potwierdzaja wszechobecno$¢ wiruséw bakteryjnych i ich bezposredni, powszechny

kontakt z cztowiekiem.
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Na podstawie analizy uzyskanych wynikow (P3, Rys. 1) mozna stwierdzi¢, ze dla
kazdego faga inna technika namnazania okazata si¢ najbardziej efektywna. Niemniej
jednak, wszystkie zaproponowane metody pozwolily, w wiekszosci przypadkow,
na uzyskanie stosunkowo wysokiego miana fagow w lizacie. Warto podkresli¢, ze
zagadnienie namnazania bakteriofagdw jest tematem niezwykle ztozonym i niniejszg
pracge nalezy postrzega¢ jako wstepny etap obszernych prac dotyczacych tej
problematyki.

Istnieje wiele czynnikéw, ktoére mogg mie¢ wplyw na namnazanie fagéow (np.
dostepnos¢ tlenu, zastosowany czas oraz objetos¢ hodowli, temperatura, pH). Dla
kazdej z zaproponowanych metod istnieje wiec szereg parametroOw mogacych
podlega¢ dalszej optymalizacji. Ponadto wiele cech morfologicznych zaréwno
bakteriofagdw jak i bakterii moze mie¢ rowniez wplyw na namnazanie tych wirusow.
Nalezy zaznaczy¢, ze w ramach niniejszych prac nie uwzgledniano parametru MOI,
ktéry ma bezposredni zwigzek z namnazaniem fagoéw. Celem pracy bylo jednak
poszukiwanie metod uniwersalnych, nie wymagajacych przeprowadzenia
wczesniejszej charakterystyki fagow.

W  przypadku kazdej z zaproponowanych procedur namnazania fagow
zastosowano dodatkowo etap mrozenia poprzedzajacy filtracje. Jest to etap w duzej
mierze mogacy ulatwi¢ prace z wirusami bakteryjnymi. W dodatkowych
eksperymentach wykazano, ze proces mrozenia moze mie¢ rozny wptyw na aktywnos¢
poszczegdlnych fagow (P3, Tabela S2). W przypadku 7 z 15 wiruséw, nie
zaobserwowano istotnych zmian po przechowywaniu przez 20 godz. w -80°C,
natomiast w pozostatych przypadkach spadek wynosit okoto 1 rzedu (pfu/ml).
Wyjatkiem w catej puli testowanych fagow byl fag Phi29 specyficzny do Bacillus
subtilis, ktorego aktywnos¢ w wyniku mrozenia spada o dwa rzedy (pfu/ml).
Uzyskane wyniki wskazuja na potrzebe przeprowadzenia szerokich badan
dotyczacych wplywu mrozenia na aktywnos$¢ fagow.

Podsumowujac, badania przedstawione w tej czesci cyklu skupiajg si¢ na analizie
poréwnawczej ogolnie przyjetych metod namnazania bakteriofagow. Walidacja tych
metod jest szczegdlnie wazna zarowno w kontekscie komercjalizacji fagow, jak i1 z
punktu widzenia praktyki laboratoryjnej, kiedy to konieczno$¢ czestego namnazania
wirusow jest dodatkowym utrudnieniem pracy. Mimo, iz przedstawione badania maja
charakter wstepny, wedlug mojej wiedzy jest to jedyna praca dostepna w literaturze,

gdzie temat namnazania bakteriofagdw zostat przedstawiony w tak szerokim ujeciu.
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Whioski:

Dla kazdego faga inna z zaproponowanych technik namnazania wirusow
bakteryjnych okazala si¢ najbardziej efektywna. Niemniej jednak,
wszystkie zaproponowane metody pozwolity, w wiekszosci przypadkow,
na uzyskanie stosunkowo wysokiego miana fagéw w lizacie.

Dla bakteriofagdéw takich jak m.in. T4, A. Felix, Twort, wykorzystywanych
przez wiele zespoldéw naukowych jako modele badawcze wskazano
najefektywniejsze techniki namnazania spo$rod metod zaproponowanych i
testowanych w pracy. Badacze pracujacy z tymi wirusami moga wigc
bezposrednio korzysta¢ z przedstawionych wnioskow.

Zaproponowano metod¢ namnazania bakteriofagdw oparta o pomiary
gestosci optycznej wspolnej hodowli faga 1 jego bakteryjnego gospodarza.
Metoda ta okazata si¢ najbardziej efektywna m.in. dla fagow T4 1 A,
powszechnie wykorzystywanych przez naukowcow w wielu osrodkach
badawczych.

Wskazano te etapy poszczegdlnych metod, ktére mogg ulega¢ dalszej
optymalizacji a takze wskazano na witasciwosci bakteriofagdw i bakterii,
ktore moga mie¢ wptyw na namnazanie tych wirusow.

Wykazano, ze przechowywanie fagow w temperaturze -80°C przez 20
godzin moze mie¢ rézny wplyw na aktywno$¢ wirusow bakteryjnych.
Sposrdod  przetestowanej puli  fagéw, maksymalny spadek miana
zaobserwowano dla faga Phi29 i wynosit on okoto dwa rzedy (pfu/ml).
Mimo, iz izolacja fagéw z otoczenia cztowieka nie wchodzi bezposrednio
w zakres tematyczny cyklu, pozyskanie trzech fagow: TO1 + 6 F, TO1 +
7F oraz LO5+1F stanowi rowniez dodatkowe osiggni¢cie podjetych badan.
Izolacja tych fagéw potwierdza powszechny, bezposredni kontakt

cztowieka z wirusami bakteryjnymi.

3. Komentarz do publikacji: Stabilizacja bakteriofagow [P4-P6]

[P4] Skaradzinska A. i wsp. (2018) Potential application of lyophilization in commercial use of bacteriophage
preparations in veterinary medicine. Slov Vet Res. 55:73-80. doi:10.26873/SVR-396-2017 (IFscr = 0,17,
MNIiSW =20 p)
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[P5] Choinska-Pulit A. i wsp. (2015) Bacteriophage encapsulation: trends and potential applications. Trends
Food Sci Technol. 5:327-349. doi:10.1016/j.tif5.2015.07.001 (IFicr = 5,15; MNiSW = 50 p)

[P6] Sliwka P. i wsp. (2019) Encapsulation of bacteriophage T4 in mannitol-alginate dry macrospheres and
survival in simulated gastrointestinal conditions. LWT Food Sci Technol. 99:238-243.
doi:10.1016/j.1wt.2018.09.043 (IFscr = 3,714; MNiSW =40 p)

Bakteriofagi stanowig byty biologiczne o bardzo duzej wrazliwosci na czynniki
srodowiskowe takie jak dehydratacja otoczenia, wysoka temperatura lub skrajne
warto$ci pH (Jonczyk i wsp., 2011). Stabilno$¢ bakteriofagdéw mozemy rozpatrywaé w
dwoch aspektach. Pierwszy z nich to wspomniany juz aspekt przechowywania
preparatéw bakteriofagowych. W chwili obecnej najbardziej optymalnym sposobem
przechowywania fagéow jest przechowywanie w formie pltynnych lizatow w
temperaturze 4°C. Jako, ze miano fagbw w czasie spontanicznie spada, sposob ten
wymusza konieczno$¢ kontrolowania miana i ewentualnego ich namnazania. Jak
wspomniano wczesniej, przy duzej ilosci preparatow w kolekceji laboratoryjnej jest to
niezmiernie ucigzliwe, czasochlonne 1 kosztochtonne. Drugi aspekt stabilizacji
bakteriofagdw jest powigzany z utratg aktywnosci tych wirusow w niskim pH. Jest to
kwestia szczegolnie istotna, jako, ze dotyczy to rowniez kwasnego pH zoladka, w
zwiazku z czym najbardziej powszechna droga podania preparatéw leczniczych, czyli
droga doustna, ma znaczace ograniczenia (Schubert 1 wsp., 2022). Rozwigzaniem jest
przyjmowanie podczas leczenia fagami rowniez Srodkoéw neutralizujagcych pH soku
zoladkowego, jest to jednak dodatkowe utrudnienie dla pacjenta i komplikacja terapii
(Miedzybrodzki i wsp., 2017; Dabrowska, 2019). Opracowywanie nowych i
optymalizacja juz dostgpnych metod stabilizacji preparatow fagowych jest wiec
szczegoblnie istotnym kierunkiem badawczym.

Badania przedstawione w publikacjach P4 i P6 zostaly wykonane we wspotpracy z
zespotem badawczym Laboratorium Bakteriofagowego Instytutu Immunologii i
Terapii Doswiadczalnej Polskiej Akademii Nauk (IITD, PAN) we Wroctawiu w
ramach projektu ,,Wykorzystanie bakteriofagbw do opracowania preparatow
stosowanych w hodowli zwierzat przeciwko lekoopornym zakazeniom bakteryjnym”
(dziatanie 1.4 Programu Operacyjnego Innowacyjna Gospodarka 2007-2013;
POIG.01.04.00-24-133/11-0), w  ktorym pelitam role kierownika zdania
realizowanego przez Uniwersytet Przyrodniczy we Wroctawiu.

Liofilizacja jest procesem czgsto stosowanym celem poprawy stabilno$ci

r6znych mikroorganizmoéow (Bond, 2007; Tyutkov i wsp., 2022). Oczywiste wydaje si¢
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zatem sprawdzenie mozliwosci potencjalnego zastosowania tej metody rowniez celem
utrzymania aktywnosci litycznej bakteriofagéw. Mimo, iz istnieje szereg doniesien
literaturowych dotyczacych liofilizacji wirusow bakteryjnych (Manohar i Ramesh,
2019; Lavenburg i wsp., 2020; Liang i wsp., 2020) wiedza o mozliwo$ciach
wykorzystania tej techniki wobec fagdw jest nadal ograniczona.

W publikacji P4 zastosowano metode liofilizacji do stabilizacji trzech
bakteriofagéw: T4, ktory jest jednym z najlepiej scharakteryzowanych fagéw,
wykorzystywanym czesto jako fag modelowy, oraz dwoch bakteriofagdéw o wysokiej
aktywnosci litycznej wobec szczepow Salmonella spp. (fag Salm G713) i
Enterococcus spp. (fag Entc 24). Bakteriofagi Salm G713 i Entc 24 zostaty
wyizolowane przez zespdt naukowy Laboratorium Bakteriofagowego (IITD,PAN) i
wchodza w sktad kolekcji fagowej Instytutu. Wszystkie bakteriofagi byly
liofilizowane w formie lizatu oraz z wykorzystaniem krioprotektantow w postaci
odttuszczonego mleka oraz sacharozy. Badano rowniez mozliwo$¢ wykorzystania jako
czynnika krioochronnego dodatku paszowego, ktory jest stosowany w hodowli trzody
chlewnej 1 w skftad ktorego wchodza drozdze Yarrowia Ilipolytica (Yarrowia
GoodStart, Skotan S.A., Polska). Sciana komérkowa drozdzy sktada si¢ w wickszosci
z cukrow a wcze$niejsze doniesienia literaturowe wskazuja na korzystne dziatanie
tych zwigzkow podczas liofilizacji fagow (Puapermpoonsiri i wsp., 2010; Merabishvili
1 wsp., 2013). Hipoteza badawcza zakladala, ze produkt, z ktorym fagi podawane
bylyby zwierzgtom, jednoczesnie moglby by¢ wykorzystany celem ich stabilizacji.
Tym samym proces produkcji takiego preparatu bylby uproszczony a koszty produkcji
obnizone. Po okresach przechowywania wynoszacych 10 dni, 1 miesiac, 3 miesigce, 6
miesiecy 1 1 rok (temperatura pokojowa) sprawdzano miano liofilizowanych fagow i
poréwnywano z fagami przechowywanymi w formie lizatu w temperaturze 4°C 1 w
temperaturze pokojowe;.

Uzyskane wyniki wskazuja na zréznicowang wrazliwo$¢ bakteriofagéw na
proces liofilizacji. W przypadku faga T4, mimo iz poczatkowo zachowywal on
aktywnos$¢, nawet gdy preparat byt liofilizaowany bez dodatku krioprotektanta, po
roku przechowywania nie wykryto aktywnych fagow. Wykazano, ze dodatek
sacharozy pozwala na cz¢$ciowe zachowanie miana przez tego faga (PS5, Tabela 1).
Co ciekawe, fagi Salm G713 i Entc 24 liofilizowane bez dodatku zadnego
krioprotektanta, czgsciowo zachowywaty aktywno$¢ nawet po roku przechowywania.

Odthuszczone mleko w przypadku faga Salm G713 wykazywato lepsze wtasciwosci
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ochronne niz sacharoza i pozwolito na zachowanie miana o 1.86 log pfu/ml nizszego
w odniesieniu do grupy kontrolnej (lizat, 4°C) (P5, Tabela 2). W przypadku faga Entc
24 sacharoza i mleko odtluszczone wykazywaty porownywalne wlasciwosci ochronne
(PS5, Tabela 3). Zastosowanie dodatku paszowego pozwolilo na czesciowe
zachowanie miana przez fagi Salm G713 1 Entc 24 po roku przechowywania natomiast
spadek miana byl wigkszy niz przy wykorzystaniu dwodch pozostatych
krioprotektantow. W przypadku faga T4, zaobserwowano catkowitg utrat¢ miana przy
zastosowaniu dodatku paszowego jako dodatku ostonowego.

Przeprowadzone badania wpisujg si¢ w niezwykle istotng tematyke dotyczaca
opracowywania metod stabilizacji bakteriofagdw. Mimo, iz istniejg prace wskazujace
na mozliwosci zastosowania techniki liofilizacji celem utrwalania preparatow
fagowych, niewatpliwie jest to temat bardzo ztozony, a efektywno$¢ procesu w duzym
stopniu zalezy nie tylko od rodzaju uzytego krioprotektanta ale takze od rodzaju
wirusa. Niemniej jednak, technika liofilizacji wykazuje potencjal jako metoda
pozyskiwania preparatow w formie suchej umozliwiajacej zachowanie stabilnosci
tych wiruséw podczas przechowywania.

Badania przeprowadzone przez nasz zespdt badawczy wskazuja, ze o ile
technika liofilizacji moze mie¢ potencjalnie zastosowanie celem pozyskiwania
preparatow o zwigkszonej stabilnosci podczas przechowywania, o tyle wykorzystanie
tej metody celem uzyskania formuty do podania doustnego ma ograniczone znaczenie,
a liofilizowane fagi poddawane dzialaniu roztworu symulujacego srodowisko zotadka
ulegaja catkowitej dezaktywacji (dane nieopublikowane). Celem stabilizacji fagéw w
kwasnym pH zZotadka, wykorzystywane sa inne techniki, w szczegdlnosci metody
oparte o enkapsulacj¢ wirusoéw bakteryjnych.

Publikacja PS5 stanowi rozszerzony wstep do czesci badan dotyczacych
enkapsulacji bakteriofagdbw. Wedlug mojej wiedzy jest to jedna z pierwszych jak
réwniez 1 jedna z nielicznych prac przegladowych w tak kompleksowy sposob
prezentujaca informacje dotyczace tego zagadnienia. W pracy zdefiniowane sg pojecia
kapsutkowania oraz mikrokapsutek, poje¢, ktore bardzo czesto w literaturze stosowane
s3 w niejednoznaczny sposob. Ponadto w tej czesci publikacji przedstawiona jest takze
klasyfikacja metod enkapsulacji oraz wskazane sa najwazniejsze zalety tych metod. W
kolejnym rozdziale przedstawione s3 materiaty najczgséciej stosowane w technikach
enkapsulacji. Zasadnicza cze¢$¢ artykutu skupia si¢ na najwazniejszych metodach

enkapsulacji  bakteriofagéw: emulsyfikacji, ekstruzji, suszeniu rozpylowym,
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zastosowaniu nanowtokien i materialdéw opartych o biatka serwatkowe. Prace konczy
rozdzial, w ktorym dyskutowane s3 najwazniejsze wyzwania dotyczace systemow
immobilizacyjnych bakteriofagow, zwlaszcza w odniesieniu do ich zastosowan w
zakresie bezpieczenstwa zywnosci. Warto podkresli¢, ze mimo, iz praca zostata
opublikowana w 2015 roku, omawiane w niej metody i zagadnienia sg nadal w duzym
stopniu aktualne.

Zatozeniem badan przedstawionych w ostatniej publikacji wchodzacej w sktad
cyklu (P6) byto opracowanie formy suchej preparatu fagowego zapewniajacej
zachowanie aktywnos$ci przez fagi nie tylko w okreslonym czasie przechowywania ale
takze docelowo w kwasnym S$rodowisku zotadka. Bakteriofag T4 byl utrwalany z
wykorzystaniem metody ekstuzji. Fagi byly wprowadzane do 2% (w/v) roztworu
alginianu sodu, po czym mieszanina byta wpuszczana przez igt¢ o $rednicy 0.8 mm do
roztworu 0.05 M CaCl.. Metoda ekstruzji byta wielokrotnie wskazywana we
wczesniejszych badaniach jako technika umozliwiajagca uzyskanie formy preparatu
fagowego chronigcej fagi w kwasnym S$rodowisku zZotadka. Wigkszos¢
przeprowadzonych wczes$niej prac skupiala si¢ jednak na formach mokrych (Kim i
wsp., 2015; Ma 1 wsp., 2016; Samtlebe 1 wsp., 2016, Colom 1 wsp., 2017). W ramach
przeprowadzonych badan opracowano metod¢ uzyskania formy suchej, ktora, jak
podkreslano wczesniej, jest forma bardziej praktyczng zaré6wno pod wzgledem
przechowywania jak i1 podania. Kluczowy w uzyskaniu suchej formy preparatu
fagowego zapewniajacej stabilno$¢ bakteriofagom okazat si¢ dodatek 0.3 M mannitolu
do roztworu CaCl,. Kapsutki byly suszone w przeptywie powietrza laminarnego, po
czym aktywno$¢ fagéw byta sprawdzania po 1, 7 1 28 dniach przechowywania w
temperaturze 23°C. Ten sam model doswiadczalny powtdrzono nastepnie dodajac jako
koncowy etap inkubacje preparatu w roztworze symulujagcym $rodowisko zotadka
(simulated gastric fluid, SGF).

W pierwszym etapie prac sprawdzano stabilno$§¢ fagow wylacznie w
kontekscie przechowywania. Zgodnie z oczekiwaniami, zaréwno fagi w formie
ptynnego lizatu jak 1 immobilizowane fagi w formie mokrej zachowywaly aktywnos$¢
przez caty okres przechowywania. Fagi w formie suchej tracity miano o okoto 2 log
pfu/ml w poréwnaniu z plynnym lizatem bezposrednio po procesie kapsutkowania i
suszenia a nast¢gpnie o kolejne 0.46 pfu/ml i 0.87 pfu.ml odpowiednio po tygodniu i

miesigcu przechowywania. Koncowe miano fagow przechowywanych w formie
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suchej wynosito 6.90 = 0.51 log pfu/ml przy poczatkowym mianie >9 log pfu/ml (P6,
Rys. 2).

W kolejnym etapie sprawdzano stabilno§¢ przechowywanych fagéw po
inkubacji w soku symulujagcym s$rodowisko zotadka (SGF). Fagi przechowywane w
temperaturze pokojowej zaré6wno w formie ptynnego lizatu jak 1 formach
immobilizowanych byly nastgpne poddawane dziataniu soku SGF o pH 2.5 przez
okres 60 min. po czym uwalniane w soku symulujacym $rodowisko jelita (pH = 7.5)
przez okres 180 min. W przypadku formy mokrej zaobserwowano znaczacy spadek
miana do warto$ci 6.78 log pfu/ml w poréwnaniu z poczatkowym mianem 9.765 log
pfu/ml. Fagi w formie suchej tracily miano w najwigkszym stopniu po 1 dniu od
momentu enkapsulacji i suszenia (spadek do wartosci 6.22 log pfu.ml), przy czym w
kolejnych punktach pomiarowych (1 tydzien, 4 tydzien) spadek ten nie byl znaczaco
wickszy a miano uzyskane po miesigcu przechowywania wynosito 5.02 log pfu/ml
(P6, Rys. 3).

Doniesienia literaturowe wskazuja na potencjal kapsulek tworzonych z
wykorzystaniem alginianu w stabilizacji fagéw przy podaniu doustnym (Ma i wsp.,
2012; Tang 1 wsp., 2015; Ma 1 wsp., 2016; Colom 1 wsp., 2017). Jak wspomniano
wczesniej, przeprowadzone badania skupiajg si¢ gléwnie na formach mokrych, a
pozyskiwanie form suchych wymaga, podobnie jak w przypadku procesu liofilizacji,
dodatku czynnika ostonowego. Wczesniejsze prace wskazywaly na mozliwosé
stosowania takich czynnikow jak maltoza czy maltodekstryna (Ma i wsp., 2012; Tang
i wsp., 2013, Tang i wsp., 2015). Podczas prowadzonych przez nasz zespdt naukowy
badan najlepsze wiasciwosci ochronne sposrod wszystkich testowanych czynnikow
ostonowych (mi.in. trehaloza, maltodekstryna, sacharoza, mannitol, mleko
oddtluszczone) wykazywat mannitol. Warto podkresli¢, ze zwiazek ten zostal w
niniejszej pracy po raz pierwszy zastosowany celem uzyskania suchych form
preparatow fagowych. Podstawy dziatania ochronnego mannitolu wobec fagoéw nie
sg znane, przypuszcza¢ jednak mozna, iz za wlasciwosci te odpowiadajg
oddziatywania fragmentow cukrowych tego zwigzku z biatkami wiriond6w za pomoca
wigzan wodorowych. Nalezy zaznaczy¢, ze mimo, iz preparaty fagowe w formie
suchych kapsulek alginianowych byly stosowane celem stabilizacji fagow w
srodowisku zoladka, niniejsza praca po raz pierwszy przedstawia wyniki

dotyczace form uprzednio przechowywanych.
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Dobér wilasciwego nosnika dla wirusow bakteryjnych jest zagadnieniem

niezwykle ztozonym. Czynniki jakie musza zosta¢ wzigte pod uwage przy

projektowaniu nosnika to przede wszystkim efektywnos¢ zastosowanej metody

stabilizacji fagéw, ponadto tatwos$¢ aplikacji preparatu, oplacalnos¢ produkeji, jak

rowniez wpltyw samego procesu immobilizacji na miano bakteriofagow. Uzyskane

wyniki wskazuja, ze kapsulki wytworzone z wykorzystaniem alginianiu oraz

mannitolu moga by¢ potencjalnie wykorzystane nie tylko celem stabilizacji fagow

w formie suchej podczas przechowywania ale takze podczas docelowego podania

doustnego.

Whioski

Bakteriofagi wykazuja duze zréznicowanie pod wzgledem wrazliwosci na
proces liofilizacji. Proces ten powinien by¢ optymalizowany odrgbnie dla
kazdego faga, w szczegdlnosci pod wzglegdem doboru odpowiedniego
krioprotektanta.

Dodatek paszowy oparty o drozdze Y. lipolytica ma ograniczone
zastosowanie jako krioprotektant w procesie liofilizacji bakteriofagdw, cho¢
potencjat tego srodka moze zosta¢ w pelni okreslony po przeprowadzeniu
szerokich badan z wykorzystaniem zrdéznicowanej puli wiruséw
bakteryjnych.

Mannitol moze stanowi¢ czynnik ochronny w procesie pozyskiwania form
suchych preparatow fagowych zaréwno celem zwigkszenia stabilnos$ci tych
wirusOw podczas przechowywania jak i przy podaniu doustnym u ludzi czy
zwierzat.

Zaproponowano metode pozwalajaca na uzyskanie formy suchej preparatow
fagowych zapewniajacej zachowanie aktywnos$ci litycznej przez fagi po

okresie 28 dni przechowywania oraz nastgpnie po podaniu doustnym.
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5. Informacja o wykazywaniu sie¢ istotna aktywnos$cia naukowa albo artystyczna
realizowana w wiegcej niz jednej uczelni, instytucji naukowej lub instytucji

kultury, w szczegolnosci zagranicznej.

W 2003 roku, bedac studentkg III roku studiow (Politechnika Wroctawska,
kierunek: Biotechnologia) podjetam si¢ realizacji Pracy Badawczej w Laboratorium
Doswiadczalnej Terapii Przeciwnowotworowej Instytutu Immunologii i Terapii
Doswiadczalnej im. Ludwika Hirszfelda Polskiej Akademii Nauk (IITD, PAN)
pod opieka naukowa dr hab. Adama Opolskiego a pdzniej Prof. dr hab. Joanny
Wietrzyk. W ramach podjetych prac prowadzitam badania nad mozliwoscia
jednoczesnego  stosowania konwencjonalnych lekéw  cytostatycznych  oraz
bakteriofagéw u pacjentow onkologicznych. Realizacja tych badan przetozyta si¢ na
opublikowanie pracy Szczaurska-Nowak 1 wsp. (2009), ktorej jestem wspotautorka.
Jako, ze chetnie angazowalam si¢ w dodatkowe projekty i wspomagatam zespot
naukowy Prof. Wietrzyk réwniez w badaniach nie stanowigcych mojego tematu
wiodacego, stad efektem prac tego okresu jest rowniez publikacja Wietrzyk i wsp.
(2008) dotyczaca wplywu roznych form witaminy D na ekspresje integryn na
powierzchni komoérek nowotworowych. Badania podjete w ramach Pracy Badawczej
kontynuowatam w Laboratorium Bakteriofagowym II'TD PAN gdzie realizowatam
prace magisterskg pod opieka naukowa Prof. Krystyny Dabrowskiej. Tematem pracy
bylo ,Badanie  przeciwnowotworowej  aktywno$ci  nowych  preparatow
bakteriofagowych” a wyniki prowadzonych badan zostaty opublikowane w artykule
Dabrowska 1 wsp. (2009). Praca z bakteriofagami wydata mi si¢ szczegélnie
interesujaca, stad swoja dalszg Sciezke naukowa postanowitam zwigza¢ wilasnie z tymi
wirusami. W 2006 roku rozpoczetam studia doktoranckie w tej samej jednostce pod
opieka naukowg Prof. dr hab. med. Andrzeja Gorskiego. Oprocz wspomnianych prac,
w tym okresie ukazaly si¢ rowniez dwa oryginalne artykuty naukowe (Mi¢dzybrodzki
1 wsp., 2008; Dabrowska 1 wsp., 2010), ktorych jestem wspodtautorka oraz dwa
artykuty przegladowe (Kurzgpa i wsp., 2009a; Kurzepa i wsp. 2009b), ktérych jestem
pierwszg autorka oraz autorkg korespondencyjng. Warto podkresli¢, ze jako studentka
studiow doktoranckich bylam réwniez kierownikiem projektu badawczego
finansowanego przez Komitet Badan Naukowych (KBN) (MNiSW N N402 2855 35)
dotyczacego odziatywan bakteriofagéw z komorkami uktadu odpornosciowego

cztowieka. W 2008 roku, mdj potencjat jako mtodego naukowca zostal dostrzezony i
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doceniony poprzez przyznanie mi nagrody Perspektywy-Elsevier Young Researcher
Award 2008. Podczas realizacji pracy doktorskiej zajmowatam si¢ badaniem wplywu
fagbw na migracj¢ oraz zabijanie wewnatrzkomoérkowe bakterii przez ludzkie
fagocyty. Podjete prace wpisuja si¢ w niezwykle istotny obszar badawczy dotyczacy
wptywu terapii fagowej na komoérki organizmu ludzkiego, w szczeg6lnosci wptywu na
jego naturalne mechanizmy obronne. Warto podkresli¢, ze pacjenci podejmujacy
leczenie w ramach terapii fagowej czesto posiadaja uposledzone czynnosci ukladu
odpornosciowego, stad podjecie takich prac ma istotne znaczenie kliniczne. W ramach
pracy doktorskiej kontynuowatam rowniez badania dotyczace oddziatywan fagow z
komodrkami nowotworowymi, okreslajac wptyw wirusoOw bakteryjnych na potencjat
migracyjny komorek nowotworowych linii ludzkiej biataczki HI-60. Wyniki badan
zrealizowanych w ramach pracy doktorskiej zostaly opublikowane w dwoch
artykutach naukowych Kurzepa-Skaradzinska (2013a) 1 Kurzgpa-Skaradzinska
(2013b).

Warto podkresli¢, ze Laboratorium Bakteriofagowe IITD PAN, w ktorym
rozpoczynalam badania nad wirusami bakteryjnymi, jest jednostka posiadajaca
ogromne tradycje w pracy z bakteriofagami. To wtasnie przy Instytucie zostal
zatozony pierwszy w Europie i drugi na $wiecie Osrodek Terapii Fagowej, ktory
dysponuje opublikowanymi danymi terapeutycznymi pochodzacymi od najwigkszej
liczby pacjentébw w skali globalnej (obecnie ponad 500) (Zaczek i wsp., 2022).
Naukowcy wchodzacy w sktad zespotu sa klasyfikowani wsréd autoréw z
najwiekszym dorobkiem publikacyjnym w skali $wiatowej w zakresie terapii fagowej
z Prof. Andrzejem Gorskim na czele rankingu (Maimaiti i wsp., 2023). Swoje
do$wiadczenie w pracy z bakteriofagami zdobywalam wiec w jednostce z niezwyktym
dorobkiem uczac si¢ od badaczy zaréwno z wielka wiedzg teoretyczng jak i
umiej¢tnosciami praktycznymi w zakresie badan nad wirusami bakteryjnymi.

Po obronie pracy doktorskiej zostatam zatrudniona na stanowisku asystenta w
Katedrze Biotechnologii i Mikrobiologii Zywnosci Uniwersytetu Przyrodniczego
we Wroclawiu. W zwigzku z tym, ze profil badawczy jednostki jest ukierunkowany
na poprawe jakosci produktow spozywczych moja koncepcja badawcza skupita sig¢
réwniez na zastosowaniu fagéw w bezpieczenstwie zywnosci, w szczegdlnosci w
odniesieniu do zwierzat hodowlanych. Wkrétce po rozpoczgciu pracy udato mi si¢
pozyska¢ projekt w ramach Programu Operacyjnego Innowacyjna Gospodarka 2007-

2013, w ktoérym zostalam kierownikiem zadania realizowanego przez Uniwersytet
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Przyrodniczy we Wroctawiu. Celem projektu bylo opracowanie preparatu fagowego
przeciwko antybiotykoodpornym bakteriom do stosowania w hodowli zwierzat. Byt to
projekt realizowany we wspolpracy ze srodowiskiem przemystowym, a jego gldéwnym
beneficjentem byla firma Skotan S.A.. Wyniki projektu zostaly opublikowane w
czterech artykutach naukowych (Choinska-Pulit 1 wsp., 2015; Skaradzinska 1 wsp.
2018; Sliwka i wsp., 2019; Sliwka i wsp. 2023) wchodzacych w skiad cyklu. Po
zakonczeniu projektu odbylam staz naukowy w Institut fiir Tier-und
Umwelthygiene na Freie Universitit w Berlinie gdzie pod opieka naukowa Prof.
Uwe Roslera zajmowalam si¢ badaniem fagow przeciwko ESBL/AmpC E. coli
izolownym ze $rodowiska trzody chlewnej oraz ferm indykoéw. Pobyt ten zaowocowat
powstaniem pracy Skaradzinska i wsp. (2017) a wspoélpraca z zespotem z Niemiec
przyczynita si¢ do powstania kolejnej publikacji Skaradzinska i wsp. (2020). Zaréwno
realizowany projekt jak 1 odbyty staz pozwolily na skupienie si¢ na aspektach
technicznych przygotowywania preparatow fagowych, co z kolei przyczynito si¢ do
powstania cyklu publikacji przedtozonych ocenie w niniejszym wniosku
habilitacyjnym.

Dodatkowym osiagnieciem uzyskanym podczas pracy na Uniwersytecie
Przyrodniczym we Wroctawiu sg rowniez rezultaty badan dotyczacych izolacji
nowych fagdw o potencjale aplikacyjnym w ochronie zdrowia ludzi i zwierzat. W
ramach prac przedstawionych w publikacji Kuzminska-Bajor 1 wsp. (2021)
wyizolowanych i scharakteryzowanych zostalo pig¢ nowych bakteriofagoéw zdolnych
do eliminacji ré6znych serowaréw Salmonella, bakterii stanowiacej gtowng przyczyne
infekcji pokarmowych u ludzi. Prace te zostaly przeprowadzone w ramach projektu
,Preparaty bakteriofagowe dla drobiu przeciwko Salmonella, Campylobacter 1 ptasiej
patogennej Escherichia coli (APEC)” (NCN LIDER/378/L-6/14/NCBR/2015),
ktérego bylam wykonawca. Warto rowniez dodaé, ze bakteriofagom specyficznym do
patogendéw pokarmowych zostala poswigcona praca przegladowa Hyla i wsp. (2022),
w ktorej jestem autorka korespondencyjng. Z kolei w publikacji Weber-Dgbrowska 1
wsp. (2023) przedstawiono szczegdtowq charakterystyke bakteriofagow specyficznych
do Klebsiella pneumoniae oraz Klebsiella oxytoca. Bakterie rodzaju Klebsiella spp.
charakteryzuja si¢ wysoka zjadliwoscia 1 wykazuja ogromny potencjat
chorobotworczy wzgledem ludzi i zwierzat. Szczegdlnym problemem jest szerzace si¢
w obrebie poszczegdlnych szczepdw Klebsiella spp. zjawisko antybiotykoodpornosci.

Bakterie tego rodzaju zostaty wiaczone przez Amerykanskie Towarzystwo Chorob
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Zakaznych do grupy ESKAPE (Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus,
Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa 1
Enterobacter spp.), patogenow o szczegdlnych zdolno$ciach do wyksztatcania
opornosci wzgledem dostepnych antybiotykow. Badania przedstawione w niniejsze;j
pracy zostaly wykonane we wspotpracy z zespotami badawczymi kilku jednostek
IITD PAN we Wroclawiu oraz Instytutu Biochemii i Biofizyki PAN w Warszawie.
Warto réwniez doda¢, ze praca przegladowa Sliwka i wsp. (2022), w ktérej w
obszerny sposéb omawiany jest potencjal fagéw w eliminacji  bakterii
wewnatrzkomorkowych, rowniez wpisuje si¢ w temat potencjalnego wykorzystania
tych wirusow celem zwalczania bakterii stanowigcych szczegdlne zagrozenie dla
zdrowia ludzi i zwierzat. W obrebie grupy bakterii wewnatrzkomoérkowych znajduja
si¢ patogeny, ktore ze wzgledu na swdj cykl rozwojowy sa w stanie skutecznie
unikng¢ odpowiedzi zaréwno ze strony ukladu odpornosciowego gospodarza jak i
przeciwbakteryjnych lekow. Tym samym czgsto ta grupa bakterii moze powodowac
zakazenia trudne w leczeniu badz infekcje przewleklte. Wykorzystanie fagéw
przeciwko tej grupie patogenow mogloby potencjalnie stanowi¢ istotng alternatywe
dla konwencjonalnych lekow.

Opracowanie strategii eliminacji drobnoustrojow patogennych za pomoca
czynnikdow fizycznych stanowi odrgbny temat badawczy i kolejne osiagniecie. Jak
wskazuja do$wiadczenia ostatnich lat, kiedy to §wiat zmagal si¢ z pandemig wirusa
SARS-CoV-2 1 ostatnich tygodni kiedy media donoszg o kolejnych zakazeniach i
zgonach powodowanych przez Legionella spp., wdrazanie systemow ograniczajacych
rozprzestrzenianie si¢ chorobotworczych mikroorganizmoéw jest priorytetem zdrowia
publicznego. Badania prowadzone sg we wspoOtpracy z zespotami badawczymi
Instytutu  Elektrotechniki Sieci Badawczej FLukasiewicz, Katedry Podstaw
Elektrotechniki i1  Elektrotechnologii  Wydziatu  Elektrycznego  Politechniki
Wroclawskiej oraz Katedry Technologii Inzynierskich i Zarzadzania Budownictwem
Uniwersytetu w Charlotte (USA). W ramach wspotpracy odpowiedzialna jestem za
projektowanie czes$ci doswiadczen zwigzanych z wykorzystaniem drobnoustrojow, w
tym bakteriofagébw, ktore stanowig wirusowy model badawczy. Rezultaty
przeprowadzonych prac zostaty opublikowane w pracy Mazurek i wsp. (2023). Warto
réwniez dodad, ze uzyskane wyniki okazaty si¢ na tyle interesujace, ze ztozony zostat

wniosek projektowy w konkursie Narodowego Centrum Nauki (NCN) OPUS 25.
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Moje dalsze plany naukowe obejmujg kontynuowanie rozpoczetych prac, w
szczegblnosci badan dotyczacych optymalizacji technik pracy z bakteriofagami,
izolacji 1 charakterystyki nowych fagéw o potencjale terapeutycznym oraz rozwoju
strategii eliminacji patogendéw. Tematem, na ktorym chciatabym si¢ jednak skupi¢ jest
badanie synergizmu migdzy fagami a biosurfaktantami w eliminacji bakterii
chorobotworczych. Synergizm bakteriofagow z antybiotykami byl wykazywany
wielokrotnie, jednakze, wszystko wskazuje na to, ze potencjal stosowania tych
zwiazkow jest w chwili obecnej coraz bardziej ograniczony. Ilo§¢ nowych lekéw
wprowadzanych na rynek zmniejsza si¢ a firmy farmaceutyczne niechetnie podejmuja
si¢ badan nad poszukiwaniem nowych antybiotykéw ze wzgledu na wysokie koszty i
duze ryzyko niepowodzenia.

Biosurfaktanty sg to zwigzki pochodzenia mikrobiologicznego wykazujace
niskg toksycznos¢, wysoka biodegradowalnos¢ i duzg wszechstronno$¢ dziatania
(Nikolova i Gutierrez, 2021). Zaréwno bakteriofagi, jak i biosurfaktanty laczy wysoka
skuteczno$¢ dziatania, specyficznos$¢, niska toksyczno$¢, tatwos¢ izolacji 1 niskie
koszty produkcji. Hipoteza badawcza zaklada, Ze polaczenie $rodkow
przeciwdrobnoustrojowych o roéznych mechanizmach dziatania pozwoli na
wyznaczenie zupeilnie nowych perspektyw zwalczania patogendéw bakteryjnych, co
jest istotne w szczegolnosci w przypadku patogenow lekoopornych.

Obszarem badawczym, na ktorym chciatabym si¢ szczeg6lnie skupi¢ jest
zastosowanie mieszanin fagéow i biosurfaktantéw w zwalczaniu patogendéw skoérnych.
Jak wskazujg dane Os$rodka Terapii Fagowej we Wroclawiu zakazenia skorne
stanowig dominujacg grupe infekcji leczonych w latach 2006-2021 a Staphylococcus
aureus 1 Pseudomonas aeruginosa sa najcze$ciej izolowanymi oportunistycznymi
patogenami od pacjentéw (Zaczek i wsp., 2022). Jako, ze opracowywanie no$nikow
dla wiruséw bakteryjnych stanowi bliskg mi tematyke badawczg, dodatkowym celem
prac bedzie opracowanie nosnika dla mieszanin fagdw oraz biosurfaktantow w formie
opatrunku za zakazone rany. Przeprowadzone dotychczas prace wskazuja na
mozliwo$¢ zastosowania w tym celu celulozy produkowanej przez bakterie
Komagataeibacter sucrofermentans. Proces opracowania opatrunkow hydrozelowych
z wykorzystaniem bakteryjnej celulozy wymaga niewatpliwie optymalizacji, jest to
jednak w mojej ocenie niezwykle interesujacy temat badawczy.

Wstepne wyniki badan wskazuja, ze istnieje zjawisko synergizmu migdzy

fagami i1 biosurfaktantami a efekt bdjczy jest znaczaco silniejszy przy zastosowaniu
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mieszaniny tych czynnikow w poréwnaniu do ich osobnego zastosowania. Mimo, 1z
nie jesteSmy obecnie w stanie okre$li¢ mechanizmoéw tego zjawiska, otwiera to
niewatpliwie nowe mozliwosci zastosowania tych czynnikow w strategiach
przeciwbakteryjnych.

Uzyskane dotychczas wyniki dotyczace tematyki synergizmu bakteriofagow i
biosurfaktantéw zostaly przedstawione w formie plakatu na konferencji Viruses of
Microbes 2023 w Tbilisi, w Gruzji a ponadto zostang zaprezentowane takze w formie
plakatu na II Sympozjum Bakteriofagowym, ktore odbedzie si¢ w dniach 07-
09.09.2023 w Gdansku. Badania wstepne w tej tematyce zostaly rowniez objete
finansowaniem projektu wewngtrznego Uniwersytetu Przyrodniczego we Wroctawiu,
ktory jest obecnie realizowany. W oparciu o wyniki uzyskane w ramach tych badan

planowane jest ztozenie wniosku projektowego w konkursie NCN typu OPUS.
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6. Informacja o  osiggnieciach  dydaktycznych, organizacyjnych oraz

popularyzujacych nauke lub sztuke.

Zajecia prowadzone w jezyku polskim

analizy zywnos$ci™®

rodzaj nazwa kursu stopien studiow, kierunek
kursu
wyktad Wirusologia* I1, Biotechnologia
wyklad Biochemia* I Zarzqdzame' J a}koscm} i Anghza Zywnosgl;
I, Technologia i Organizacja Gastronomii
¢wiczenia . . I, Zarzadzanie Jakoécia i Analiza Zywnosci;
. Biochemia* L L .
laboratoryjne I, Technologia i Organizacja Gastronomii
I, Biotechnologia;
¢wiczenia Biochemia I, Technologia Zywposm 1 Zywienie
laboratoryjne Cztowieka
I, Zywienie Czlowieka i Dietetyka
¢wiczenia Biotechnologia . .
laboratoryjne drobnoustrojow 11, Biotechnologia
I, Biotechnologia;
I, Technologia Zywnoéci i Zywienie
¢wiczenia Mikrobiologia Cztowieka
laboratoryjne & I, Zywienie Cztowieka i Dietetyka
I, Zarzadzanie Jakoscig i Analiza Zywnosci;
I, Technologia i Organizacja Gastronomii
¢wiczenia . . )
laboratoryjne Enzymologia I, Biotechnologia
ewiczenia Biologia molekularna I, Biotechnologia
laboratoryjne
. I, Biotechnologia;
wyktad msiﬁlgggl?i?;}; I, Technologia Zywnoéci i Zywienie
fakultatywny £ ) Cztowieka

I, Zarzadzanie Jakoécia i Analiza Zywnosci;

*koordynator przedmiotu

Zajecia prowadzone w jezyku angielskim dla studentow wymiany Erasmus+:

rodzaj kursu

nazwa kursu

wyktad

Virology

wyktad

Biochemistry
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Inne osiagniecia dydaktyczne:

e Koordynator merytoryczny dla kierunku Biotechnologia w projekcie ,,Kierunki
zamawiane Uniwersytetu Przyrodniczego we Wroclawiu — biotechnologia i
ochrona $rodowiska” wspotfinansowanego ze srodkow Europejskiego Funduszu
Spotecznego w ramach Programu Operacyjnego Kapitat Ludzki 2007-2013,
poddziatanie 4.1.2. w wymiarze Y4 etatu od dnia 15.02.2013 do 28.02.2016

e Opieka merytoryczna nad projektami badawczymi dwoch studentdow wymiany

Erasmus+ (5 miesiecy (Hiszpania); 8 miesigcy (Rumunia))

e Opracowanie programu wykladow (w tym opracowanie sylabuséw) dla
przedmiotow:  Wirusologia  (II,  Biotechnologia), = Szybkie = metody
mikrobiologicznej analizy Zywnosci (I, Biotechnologia; I, Technologia Zywnosci
i Zywienie Czlowieka; I, Zarzadzanie Jako$cia i Analiza Zywnoéci) oraz

programu kurso6w Biochemistry i Virology dla studentow wymiany Erasmus+

e Opieka nad projektami badawczymi 5 studentéw kota naukowego

e Promotor 21 prac magisterskich oraz 19 prac inzynierskich

e Recenzent 7 prac magisterskich oraz 15 prac inzynierskich
e Opiekun roku kierunku Biotechnologia w latach 2013-2016

7. Oprocz kwestii wymienionych w pkt. 1-6, wnioskodawca moze podaé¢ inne

informacje, wazne z jego punktu widzenia, dotyczace jego kariery zawodowej.

Nagrody i wyrdznienia

e Laureatka Nagrody Rektora Uniwersytetu Przyrodniczego we Wroctawiu za rok
2013: Nagroda zespotowa II stopnia za cykl publikacji pt. ,,Biatka strukturalne i
enzymatyczne jako czynniki biologicznych interakcji z komérkami organizméw

wyzszego rzedu”
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e Laureatka Nagrody Elsevier Perspektywy ,,Young Researcher Award 2008”
e Nagroda National Geographic dla zespotu naukowego Laboratorium
Bakteriofagowego IITD PAN: Travelery 2007 - Naukowe Odkrycie Roku -

"Unikalna eksperymentalna terapia wirusami bakteryjnymi (bakteriofagami)”

Promotor pomocniczy doktoratu

e Promotor pomocniczy doktoratu ,,Opracowanie preparatu bakteriofagowego o

potencjale aplikacyjnym w hodowli zwierzat” (mgr Paulina Sliwka; obrona: 2021)

Czlonkostwo w uczelnianych zespotach badawczych

e (Czlonkostwo w Wiodacym Zespole Badawczym (UPWr): Biotechnologia dla
zycia i przemystu Biotech@Life (od 2019 roku)

Udziat w organach kolegialnych Uczelni

e (Cztonkostwo w komisji doktorskiej, w ktorej petnitam funkcje sekretarza
e (Cztonkostwo w dwoch Komisjach Rekrutacyjnych na Wydziale Biotechnologii i
Nauk o Zywnosci 2011/2012 i 2012/2013

Inne prace organizacyjne w ramach Uczelni

e W okresie 2011-2020 bytam odpowiedzialna za planowanie oraz rozliczanie

godzin dydaktycznych w Katedrze Biotechnologii i Mikrobiologii Zywnosci

Udzial w szkoleniach

e 21.05.2018 — szkolenie organizowane przez wydawnictwo Elsevier na temat baz

Scopus i Mendeley

e 06.04.2022 — szkolenie z zakresu Open Access w kontek$cie wdrazania polityki

otwartego dostepu na UPWr
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e 26.09.2019 - szkolenie prowadzone przez ekspertow z NCN =z zakresu
aplikowania 1 rozliczania projektow badawczych finansowanych przez Narodowe

Centrum Nauki

Inne:

W momencie mojego zatrudnienia w Katedrze Biotechnologii i Mikrobiologii
Zywnosci w roku 2011, jednostka ta nie miata zadnych tradycji ani do§wiadczenia w
badaniach nad bakteriofagami. Rozpoczynajac prace musialam opracowaé koncepcje
badawczg oparta na bakteriofagach, pozyska¢ $rodki finansowe na prowadzenie
wilasnych badan, dostosowa¢ dostgpng w Katedrze aparatur¢ do prowadzonych prac
oraz nawigza¢ wspotprace umozliwiajace mi podjecie okreslonej tematyki badawczej.
Badania rozpoczynalam od izolacji pierwszych bakteriofagdw oraz bakterii, jako ze
dotychczasowa tematyka zespolu skupiata si¢ gltownie wokot przemystowego
wykorzystania drozdzy. Obecnie zespot prowadzacy badania nad wirusami
bakteryjnymi liczy trzy osoby zatrudnione na stanowisku adiunkta (wlacznie ze mna),
dwoch doktorantdw, pigciu magistrantow oraz dwoch studentow realizujacych badania
w ramach kota naukowego. Ponadto mogg stwierdzi¢, ze dzigki mojej pracy, badania
nad biologia bakteriofagow 1 ich potencjalnym zastosowaniem staty si¢ istotnym

tematem badawczym Katedry.
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