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Streszczenie
Wykorzystanie potencjalu bakteriofagéw w biokontroli wybranych bakterii
z rzedu Enterobacterales wystepujacych w fancuchu zywnosciowym

Konwencjonalne metody utrwalania nie zawsze skutecznie zapewniajq jakos¢
i bezpieczenstwo mikrobiologiczne Zywnosci minimalnie przetworzonej
pochodzenia roslinnego, dlatego poszukuje si¢ nowych alternatyw. Zastosowanie
bakteriofagdéw moze speic¢ oczekiwania konsumentéw dotyczace zywnosci
o minimalnym stopniu przetworzenia poprzez wydluzenie jej okresu
przydatnosci do spozycia bez wptywu na zmiany wlasciwosci fizycznych oraz
zawartos¢ sktadnikdw bioaktywnych. Dlatego, stawiajac za gléwny cel ocene
mozliwosci wykorzystania bakteriofagow litycznych w biokontroli Zywnosci
minimalnie przetworzonej pochodzenia roslinnego, okreslono skale problemu
wystepowania szczepoéw antybiotykoopornych w fancuchu zywnosciowym oraz
podjeto  prébe wyizolowania i scharakteryzowania autochtonicznych,
wirulentnych bakteriofagdéw ukierunkowanych na eradykacje tych bakterii.
WSrdd bakterii saprofitycznych prawie 20% stanowity szczepy wielolekooporne
(MDR), co wskazuje na konieczno$¢ monitorowania antybiotykoopornosci
w tanicuchu zywnosciowym. Pateczki z rodzaju Salmonella wykazaty fenotypowa
opornos¢ na wiele antybiotykdw (ponad 50% szczepéw MDR) i kodowaty liczne
geny zwiazane z opornoscig na srodki przeciwdrobnoustrojowe (ARGs). Duza
liczba bakterii opornych z rodzaju Salmonella w polaczeniu z wieloma ARGs
potwierdzila wieloletnie nieracjonalne stosowanie antybiotykow. Analiza
genomOw nowo wyizolowanych bakteriofagdw wykazata brak sekwencji genow
kodujacych czynniki wirulencji i toksyn, a wigc mozna je sklasyfikowaé jako
bakteriofagi obligatoryjnie lityczne. Zastosowanie koktajlu fagowego w trzech
testowanych produktach (tj. rukoli, mieszance salat z marchewkga oraz mieszance
safat z burakiem) skutecznie ograniczylo rozwdj bakterii saprofitycznych podczas
przechowywania (redukcja nawet 0 99,9% w porownaniu do prob kontrolnych).
Nie zaobserwowano pozytywnego wplywu zastosowanego koktajlu fagowego na
redukcje liczby bakterii w dwoch rodzajach szpinaku, co moze $wiadczy¢
o niedostatecznej w stosunku do mikrobioty bakteryjnej produktu
bioréznorodnosci fagow w opracowanym biopreparacie. Zastosowanie
bakteriofagéw do utrwalania sokéw warzywno—-owocowych istotnie (o 90%)
obnizylo poziom zanieczyszczenia pateczkami Salmonella w porownaniu z sokami
kontrolnymi.

Charakterystyka zjadliwosci i brak mozliwych czynnikow wirulengji sprawiaja, ze
nowo wyizolowane bakteriofagi moga w przysztosci sta¢ sie potencjalnymi
kandydatami do biokontroli Zywnosci.

Stowa kluczowe: bakteriofagi, jakos¢ zywnosci, bezpieczenstwo zywnosci,
Salmonella spp., bakterie saprofityczne, antybiotykoopornos¢, biokontrola,
zywno$¢ minimalnie przetworzona



Abstract
Using the potential of bacteriophages in the biocontrol of selected bacteria
from Enterobacterales order present in the food chain

Conventional preservation methods are not always effectively ensure the quality
and microbiological safety of plant-based minimally processed food, therefore
developing alternative methods is being sought. Bacteriophage biocontrol is
a promising natural method of food preservation and food safety. Bacteriophages
can enhance food safety by reducing the risk of bacterial contamination and
extending the shelf life without significantly affecting the sensory attributes and
nutritional content of the food products. Therefore, the bacteriophage-based
method can meet consumer expectations. The main goal of the doctoral thesis was
to assess the possibility of using lytic bacteriophages in the biocontrol of plant—
based minimally processed food. The research was divided into three tasks: 1) the
occurrence of antibiotic resistant bacterial strains in the food chain; 2) the isolation
and morphological and genomic characterization of autochthonous, virulent
bacteriophages; 3) the application of phage cocktail to eradicate bacterial
contamination in minimally processed plant-based food products.

Among saprophytic bacteria, almost 20% were multidrug resistant (MDR) strains,
which indicates the need to monitor antibiotic resistance in the food chain.
Salmonella strains showed phenotypic resistance to many antibiotics (over 50% of
MDR strains) and encoded numerous genes associated with antimicrobial
resistance (ARGs). A large number of resistant bacteria of the Salmonella genus
combined with many ARGs indicate many years of irrational use of antibiotics.
Genome analysis of the newly isolated bacteriophages showed a lack of genes
encoding virulence and toxin factors, so they can be classified as obligate lytic
bacteriophages. Application of a phage cocktail in the three tested products (i.e.
rucola, mixed leaf salad with carrot and mixed leaf salad with beetroot) effectively
limited the development of the saprophytic bacteria during storage (reduction by
up to 99.9% compared to control samples). No positive effect of the phage cocktail
to reduce the bacterial counts observed in the two types of spinach may indicate
that its biodiversity was insufficient in relation to the bacterial microbiota present
in this product. However, the significant effect of the phage cocktail on the
reduction of Salmonella contamination in vegetable and fruit juices (90%) compared
to the control juices has been noticed.

In summary, lytic properties and the lack of possible virulence factors suggest that
the newly isolated bacteriophages could be potential candidates for food
biocontrol in the future.

Keywords: bacteriophages, food quality, food safety, Salmonella spp., saprophytic
bacteria, antibiotic resistance, biocontrol, minimally processed food
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WSTEP

Obecne w przemysle spozywczym bakterie patogenne stanowia realne
zagrozenie dla bezpieczenstwa zdrowotnego konsumentéw. W produkcji
zZywnosci o minimalnym stopniu przetworzenia, obok bakteryjnej mikrobioty
patogennej, rGwnie istotnym problemem sa bakterie saprofityczne, ktérych wzrost
i rozw0j powoduja obnizenie jakosci tych produktow. Powszechne w ostatnich
latach naduzywanie antybiotykdw, m.in. w hodowli zwierzat, doprowadzito do
znacznego rozprzestrzenienia bakterii wielolekoopornych, ktére moga stanowic
jeden z wektoréw transmisji antybiotykoopornosci w przemysle spozywczym.
W zwiazku z tym istnieje pilna potrzeba opracowania naukowych podstaw dla
rozwoju innowacyjnych i bezinwazyjnych metod utrwalania Zywnosci
ukierunkowanych na eliminacje dominujacej mikrobioty bakteryjnej. Alternatywa
wobec konwencjonalnych metod utrwalania Zywnosci jest wykorzystanie
bakteriofagdw, ktdre nie wptywaja na pogorszenie jakosci sensorycznej Zywnosci,
a ich zastosowanie moze ograniczy¢ wzrost mikrobioty bakteryjnej w zywnosci.
Ponadto bakteriofagi nie stanowia zagrozenia dla komorek eukariotycznych,
a dzieki wysokiej specyficznosci nie zaburzaja mikrobioty jelitowej cztowieka
i zwierzat. Pomimo braku dopuszczenia biopreparatéw fagowych do
komercyjnego stosowania w UE, badania wielu europejskich osrodkow
naukowych ukierunkowane sa na mozliwos¢ potencjalnego wykorzystania tej
metody utrwalania Zywnosci.

Gléwnym powodem podjecia niniejszego tematu badawczego bylo okreslenie
skali problemu zwigzanego z transmisja antybiotykoopornosci wsréd szczepdéw
bakteryjnych wyizolowanych z rdéznych ogniw tancucha Zzywnosciowego,
a nastepnie izolaca autochtonicznych, wirulentnych bakteriofagow
ukierunkowanych na eliminacje tych bakterii w matrycach Zzywnosciowych
stanowiacych minimalne przetworzone produkty roslinne. Opracowanie koktajlu
rodzimych, obligatoryjnie litycznych bakteriofagdw i ich zastosowanie w formie
biopreparatu do ochrony zywnos$ci moze byc¢ skuteczng metoda eradykacji
dominujacej mikrobioty bakteryjnej najczesciej izolowanej z zywnosci oferowanej
na polskim rynku. Ograniczenie poziomu kontaminacji Zywnosci mikrobiotg
bakteryjna, w tym szczepami wielolekoopornymi, moze jednoczesnie ograniczy¢
transfer antybiotykoopornosci w srodowisku. W dalszej perspektywie zmniejszy
to czestos¢ wystepowania wsrod polskich konsumentéw przypadkow zatrué
pokarmowych spowodowanych spozyciem zanieczyszczonej zywnosci i/lub moze
wspomoc leczenie pacjentow wymagajacych hospitalizacji.

Wykorzystanie potencjatu bakteriofagdéw w przemysle spozywczym moze
stanowi¢ obiecujaca, calkowicie naturalng i biologiczna metode zapewnienia
bezpieczenistwa mikrobiologicznego Zzywnosci i ochrony zdrowia konsumentow.
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WYKAZ STOSOWANYCH SKROTOW

Abi - system abortywnej infekcji (ang. abortive infection system)

AHL - lakton N-acylo-L-homoseryny (ang. acyl homoserine lactone)

AMR - opornos¢ na srodki przeciwdrobnoustrojowe, antybiotykoopornos¢ (ang.
antimicrobial resistance)

AMS - zarzadzanie antybiotykami (ang. antibiotic stewardship)

ARG - gen zwigzany z antybiotykoopornoscia (ang. antibiotic resistance gene)
BREX - system wykluczenia bakteriofaga (ang. bacteriophage exclusion)

BVS - Podkomisja ds. Wirusow Bakteryjnych (ang. Bacterial Viruses
Subcommittee)

CDC - Centrum Kontroli i Prewencji Zakazen (ang. Centers for Disease Control
and Prevention)

CFU - jednostka tworzaca kolonie (ang. colony—forming unit)

CRISPR - ciag zgrupowanych, regularnie rozmieszczonych, krétkich sekwengji
palindromicznych (ang. clustered, regularly interspaced short palindromic
repeats)

DDST - dwukrazkowy test synergii (ang. double—disk synergy test)

DHF - dihydrofolian (ang. dihydrofolate)

DISARM - system wyspy obronnej zwigzany z restrykcja-modyfikacjq (ang.
defense island system associated with restriction modification)

dsDNA - dwuniciowy kwas deoksyrybonukleinowy (ang. double-stranded
deoxyribonucleic acid)

dsRNA - dwuniciowy kwas rybonukleinowy (ang. double-stranded ribonucleic
acid)

ECDC - Europejskie Centrum Prewengji i Kontroli Choréb (ang. European Centre
for Disease Prevention and Control)

EFSA - Europejski Urzad ds. Bezpieczenstwa Zywnosci (ang. European Food
Safety Authority)

EHEC - enterokrwotoczna Escherichia coli (ang. enterohemorrhagic Escherichia coli)
ESBL - (-laktamaza o rozszerzonym spektrum substratowym (ang. extended—
spectrum beta—-lactamase)

EUCAST - Europejski Komitet ds. Oznaczania Wrazliwosci Mikroorganizmow
(ang. European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing)

FDA - Agencja Zywnosci i Lekéw (ang. Food and Drug Administration)
FEEDAP - Panel ds. Dodatkow i Produktow lub Substancji Wykorzystywanych
w Paszach dla Zwierzat (ang. Panel on Additives and Products or Substances used
in Animal Feed)

GEI - wyspa genomowa (ang. genome island)

GRAS - generalnie uznawany za bezpieczny (ang. generally recognized as safe)
HGT - horyzontalny transfer genow (ang. horizontal gene transfer)

HHP - wysokie cisnienie hydrostatyczne (ang. high hydrostatic pressure)

HIV - ludzki wirus niedoboru odpornosci (ang. human immunodeficiency virus)
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HPUS — ultradZzwigki o duzej mocy (ang. high—power ultrasound)

ICTV - Miedzynarodowy Komitet Taksonomii Wiruséw (ang. International
Committee on Taxonomy of Viruses

LAB - bakterie kwasu mlekowego (ang. lactic acid bacteria)

MALDI-TOF MS - spektrometryczna metoda laserowej jonizacji/desorpgji probki
wspomagana matrycq z analizatorem czasu przelotu (ang. matrix—assisted laser
desorption/ionization with time—of-flight analyzer mass spectrometry)

MAP - pakowanie w atmosferze modyfikowanej (ang. modified atmosphere
packaging)

MAR - wielokrotna opornos¢ na antybiotyki (ang. multiple antibiotic resistance)
MDR - opornos¢ wielolekowa, wielolekoopornos¢ (ang. multidrug resistant,
multidrug-resistance)

MIC - minimalne stezenie hamujace (ang. minimal inhibitory concentration)
MOI - wspdtczynnik infekgji (ang. multiplicity of infection)

MPF - zywnos$¢ minimalnie przetworzona (ang. minimally processed food)
MRSA - oporny na metycyling Staphylococcus aureus (ang. methicillin—resistant
Staphylococcus aureus)

NCBI - Narodowe Centrum Informacji Biotechnologicznej (ang. National Center
for Biotechnology Information)

NGS - sekwencjonowanie nastepnej generagcji (ang. next generation sequencing)
PABA - kwas para—aminobenzoesowy (ang. p—aminobenzoic acid)

PAI - wyspa patogennosci (ang. pathogenicity island)

PAM - motyw sasiadujacy z protoprzerywnikiem (ang. protospacer—adjacent
motif)

PEF - pulsacyjne pole elektryczne (ang. pulsed electric field)

PFGE - elektroforeza w zmiennym polu elektrycznym (ang. pulsed—field gel
electrophoresis)

PFU - jednostka tworzaca lysinke (ang. plaque—forming unit)

ROS - reaktywne formy tlenu (ang. reactive oxygen species)

Sie — mechanizm wykluczajacy nadkazenie (ang. superinfection exclusion
mechanism)

SPI — wyspa patogennosci Salmonella (ang. Salmonella pathogenicity island)
ssDNA - jednoniciowy kwas deoksyrybonukleinowy (ang. single-stranded
deoxyribonucleic acid)

ssRNA - jednoniciowy kwas rybonukleinowy (ang. single-stranded ribonucleic
acid)

TEM - transmisyjny mikroskop elektronowy (ang. transmission electron
microscopy)

THF - tetrahydrofolian (ang. tetrahydrofolate)

USDA - Departament Rolnictwa Standw Zjednoczonych (ang. United States
Department of Agriculture)

14



VISA - Staphylococcus aureus sredniooporny na wankomycyne (ang. vancomycin—
intermediate Staphylococcus aureus)

VRBG - podloze z Zo6lcia, czerwienig obojetng, fioletem krystalicznym i glukoza
(ang. violet red bile glucose agar)

VRSA - Staphylococcus aureus oporny na wankomycyne (ang. vancomycin—
resistant Staphylococcus aureus)

WGS - sekwencjonowanie catego genomu (ang. whole genome sequencing)
WHO - Swiatowa Organizacja Zdrowia (ang. World Health Organization)
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1. WYKAZ PUBLIKACJI WCHODZACYCH W SKEAD OSIAGNIECIA
NAUKOWEGO PRZEDKEADANEGO DO OCENY

W  sklad osiggniecia naukowego stanowigcego prace doktorska pt.
,Wykorzystanie potencjalu bakteriofagéw w biokontroli wybranych bakterii
z rzedu Enterobacterales wystepujacych w taricuchu zywno$ciowym” wchodzi
zbior opublikowanych i powiazanych tematycznie pigciu artykutéw naukowych
zgodny z wymaganiami art. 187 ust. 3 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. — Prawo
o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. 2018 poz. 1668 ze zm.), przygotowany
w trybie eksternistycznym, o ktorym mowa w art. 197 pkt 2 Ustawy:

[P1] Wojcicki M., Srednicka P., Btazejak S., Gientka I., Kowalczyk M., Emanowicz
P., Swider O., Sokotowska B., Juszczuk-Kubiak E. (2021). Characterization and
genome study of novel lytic bacteriophages against prevailing saprophytic
bacterial microflora of minimally processed plant-based food products.
International Journal of Molecular Sciences, DOI:10.3390/ijms222212460 (IFz021 =
6,208; 140 pkt. MEiN). Liczba cytowan wg bazy Scopus = 3.

Moj udziat w realizacji przedstawionej publikacji obejmowal: opracowanie
koncepcji pracy, gldéwnego celu badan i celéow szczegdtowych (z pomoca
merytoryczna prof. dr. hab. inz. Stanistawa Blazejaka, dr hab. inz. Iwony Gientki,
prof. SGGW oraz dr hab. Edyty Juszczuk-Kubiak, prof. IBPRS-PIB), samodzielne
ustalenie zakresu badan, opracowanie i optymalizacje metod badawczych
niezbednych do realizacji postawionych celéw, wykonanie wszystkich
zaplanowanych prac eksperymentalnych z pomoca pozostalych wspotautorow
publikacji wraz 2z nadzorem nad prawidlowym wykonaniem czesci
doswiadczalnych oraz interpretacje uzyskanych wynikoéw, przeglad pozydji
literaturowych do przygotowania wstepu teoretycznego i omowienia uzyskanych
wynikéw, opracowanie graficzne wszystkich tabel oraz figur (z pomoca mgr
Pauliny Srednickiej oraz dr hab. Edyty Juszczuk-Kubiak, prof. IBPRS-PIB),
przygotowanie tekstu manuskryptu, jego edycje oraz udzielenie odpowiedzi na
uwagi recenzentow (z pomoca merytoryczng prof. dr. hab. inz. Stanistawa
Blazejaka oraz dr hab. Edyty Juszczuk-Kubiak, prof. IBPRS-PIB).

[P2] Woéjcicki M., Swider O., Gientka L., Blazejak S., Srednicka P., Shymialevich
D., Cieslak H., Wardaszka A., Emanowicz P., Sokotowska B., Juszczuk-Kubiak E.
(2023). Effectiveness of a phage cocktail as a potential biocontrol agent against
saprophytic  bacteria in ready-to—eat plant-based food. Viruses,
DOI:10.3390/v15010172 (IFz022 = 4,7; 100 pkt. MEiN). Liczba cytowan wg bazy
Scopus =2.

M¢j udziat w realizacji przedstawionej publikacji obejmowal: opracowanie
koncepcji pracy, gltéwnego celu badan i celéw szczegdtowych (z pomoca
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merytoryczna prof. dr. hab. inz. Stanistawa Blazejaka), samodzielne ustalenie
zakresu badan, opracowanie metodyki dla poszczegdlnych zadan badawczych
(z pomoca merytoryczng dr hab. inz. Iwony Gientki, prof. SGGW oraz prof. dr.
hab. inz. Stanistawa Blazejaka), wnikliwy przeglad pozygdji literaturowych do
przygotowania wstepu teoretycznego i omowienia uzyskanych wynikéw,
przeprowadzenie prac eksperymentalnych z pomoca pozostatych wspoétautorow
publikacji wraz 2z nadzorem nad prawidlowym wykonaniem czesci
doswiadczalnych, samodzielng analize¢ uzyskanych wynikéw doswiadczen oraz
graficzne przedstawienie wszystkich tabel, samodzielne przygotowanie tekstu
manuskryptu i jego edycje pod wzgledem gramatycznym, stylistycznym, korekty
jezykowej (korekta tekstu manuskryptu z pomoca mgr inz. Olgi Swider) oraz
udzielenie odpowiedzi na uwagi recenzentéw i korespondencje z redakcja (autor
korespondujacy).

[P3] Wojcicki M., Swider O., Daniluk KlJ., Srednicka P., Akimowicz M., Roszko
M.L., Sokotowska B., Juszczuk-Kubiak E. (2021). Transcriptional regulation of the
multiple resistance mechanisms in Salmonella — a review. Pathogens,
DOI:10.3390/pathogens10070801 (IFz021=4,531; 100 pkt. MEiN). Liczba cytowan wg
bazy Scopus = 11.

Mo¢j udziat w realizacji przedstawionej publikacji obejmowal: opracowanie
koncepgji i celu artykutu przegladowego, ze zwrdceniem szczegdlnej uwagi na
najnowsza wiedze z zakresu lekoopornosci patogendéw bakteryjnych (z pomoca
merytoryczng dr hab. Edyty Juszczuk-Kubiak, prof. IBPRS-PIB), ostateczne
ustalenie poszczegolnych rozdziatow pracy przegladowej, samodzielny przeglad,
nadzor i wybdr odpowiednich pozygji literaturowych sposréd wyszukanych
przez wspdtautoréw artykulu, opracowanie graficzne wszystkich figur oraz tabel,
przygotowanie tekstu manuskryptu, jego edycje oraz udzielenie odpowiedzi na
uwagi recenzentéw (przy wsparciu merytorycznym dr hab. Edyty Juszczuk-
Kubiak, prof. IBPRS-PIB).

[P4] Wojcicki M., Chmielarczyk A., Swider O., Srednicka P., Strus M., Kasperski
T., Shymialevich D., Cie$lak H., Emanowicz P., Kowalczyk M., Sokotowska B.,
Juszczuk-Kubiak E. (2022). Bacterial pathogens in the food industry: antibiotic
resistance and virulence factors of Salmonella enterica strains isolated from food
chain links. Pathogens, DOI:10.3390/pathogens11111323 (IFz022 = 3,7; 100 pkt.
MEIiN). Liczba cytowan wg bazy Scopus = 2.

M¢j udziat w realizacji przedstawionej publikacji obejmowal: opracowanie
koncepcji i metodyki badant (z pomoga merytoryczna dr hab. Agnieszki
Chmielarczyk), samodzielne ustalenie zakresu badan i przeglad pozydji
literaturowych do przygotowania wstepu teoretycznego i omowienia uzyskanych
wynikow, przeprowadzenie wszystkich prac eksperymentalnych z pomoca
pozostatych wspodtautoréw publikacji wraz z nadzorem nad prawidlowym
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wykonaniem cze$ci doswiadczalnych, analize i interpretacje uzyskanych
wynikdw doswiadczen oraz graficzne przedstawienie wszystkich figur i tabel
(w tym analiza zeli po PFGE z pomoca dr hab. Agnieszki Chmielarczyk),
przygotowanie tekstu manuskryptu i jego edycje (z pomoca i wsparciem
merytorycznym dr hab. Agnieszki Chmielarczyk, mgr inz. Olgi Swider, prof. dr
hab. Magdaleny Strus, dr hab. inz. Barbary Sokotowskiej, prof. IBPRS-PIB oraz dr
hab. Edyty Juszczuk-Kubiak, prof. IBPRS-PIB) oraz udzielenie odpowiedzi na
uwagi recenzentow i korespondencje z redakcja (autor korespondujacy).

[P5] Wojcicki M., Swider O., Srednicka P., Shymialevich D., Ilczuk T., Koperski
L., Cieslak H., Sokotowska B., Juszczuk-Kubiak E. (2023). Newly isolated virulent
salmophages for biocontrol of multidrug-resistant Salmonella in ready-to—eat
plant-based  food. International Journal of Molecular  Sciences,
DOI:10.3390/ijms241210134 (IFz022= 5,6; 140 pkt. MEiN). Liczba cytowan wg bazy
Scopus =1.

MJdj udzial w realizacji przedstawionej publikacji obejmowal: samodzielne
opracowanie koncepcji oryginalnej pracy badawczej, celu gléwnego i celow
szczegdtowych, samodzielne ustalenie zakresu badan, opracowanie
i optymalizacje metodyki dla poszczegdlnych zadarnt badawczych,
przeprowadzenie prac eksperymentalnych z pomocg pozostaltych wspdtautoréw
publikacji wraz z nadzorem nad prawidlowym wykonaniem poszczegoélnych
czesci doswiadczalnych, wnikliwy przeglad i wybdr poszczegdlnych pozycji
literaturowych do przygotowania wstepu teoretycznego i omdwienia uzyskanych
wynikow, analize uzyskanych wynikow doswiadczen (z pomoca dr. n. med.
Tomasza Tlczuka oraz mgr Pauliny Srednickiej) oraz ich graficzne przedstawienie
(z pomoca dr. n. med. Tomasza Ilczuka w zakresie wizualizacji i wymiarowania
bakteriofagéw w mikroskopie TEM), samodzielne przygotowanie tekstu
manuskryptu i jego edycje pod wzgledem gramatycznym, stylistycznym, korekty
jezykowej (korekta tekstu manuskryptu z pomoca mgr inz. Olgi Swider), wybér
czasopisma z listy JCR, udzielenie merytorycznych odpowiedzi na uwagi
recenzentow oraz korespondencje z redakcja (autor korespondujacy wspolnie z dr
hab. inz. Barbarg Sokotowska, prof. IBPRS-PIB).

Cykl opublikowanych i spdjnych tematycznie publikacji stanowiacy podstawe
do ubiegania si¢ o nadanie stopnia doktora w dziedzinie nauk rolniczych
w dyscyplinie technologia zywnosci i zywienia zawiera pig¢ publikagji o tacznym
wspotczynniku IF = 24,739 dla roku publikacji oraz 580 pkt. MEiN.

Os$wiadczenia wspdtautorow o ich wspotudziale w realizacji badan
i w przygotowaniu poszczegélnych publikacji naukowych stanowiacych
rozprawe doktorska i przediozonych do oceny zataczono w Aneksie.
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2. PRZEGLAD PISMIENNICTWA

21. Zywnos$¢ o minimalnym stopniu przetworzenia

Niedobor skladnikow odzywczych niezbednych do prawidlowego
funkcjonowania organizmu lub ich niewystarczajace wchtanianie w stosunku do
potrzeb prowadzi do stanu niedozywienia. Niewtasciwa dieta prowadzaca do
nadwagi i otylosci jest gtdéwna przyczyna chordb niezakaznych i zgondw na catym
swiecie [1,2]. Obok nawykow zywieniowych na zdrowie konsumentow wptywa
rowniez proces przetwarzania zywnosci [2,3].

Wozrastajaca $wiadomos¢ konsumentéw dotyczaca wplywu racjonalnego
odzywiania zarowno na kondycje zdrowotnag, fizyczng, jak i psychiczng, prowadzi
do zmiany nawykéw zywieniowych [4]. W zwiazku z coraz liczniejszymi
dowodami  dotyczacymi wplywu spozywania produktéow  Swiezych
niskoprzetworzonych na tagodzenie wielu choréb zwyrodnieniowych, chorob
niedokrwiennych serca, nowotwordéw oraz w zwiazku z ogdlnym starzeniem sie
populacji w ostatnich latach obserwowany jest wzrost popytu na zywnosc¢
minimalnie przetworzona (MPF) [5,6]. Termin ,minimalne przetwarzanie”
produktéw spozywczych jest definiowany na rézne sposoby, na przyktad bardzo
ogolnie jako najmniejsza mozliwa obrdbka dla osiagniecia zamierzonego celu [6].
Bardziej dokladna definicja, ktdra sytuuje minimalne metody przetwarzania
w kontekscie konwengcjonalnych technologii, opisuje je jako techniki, ktore
konserwuja zywnos¢, ale takze w wiekszym stopniu zachowuja jej wartosc
odzywcza i wlasciwosci sensoryczne, zmniejszajac zaleznos¢ od obrdbki
termicznej jako gtownej techniki konserwujacej [4]. Powszechnie przyjeta definicja
technologii minimalnego przetwarzania odnosi si¢ do nowoczesnych technik,
ktére zapewniaja wystarczajaca trwalos¢ zywnosci, aby umozliwic jej transport
i dystrybucje, a jednoczesnie spelniajg wymagania konsumentéw dotyczace
wygody, swiezosci i wysokiej jakosci [7]. W 2009 roku wprowadzono system
klasyfikacji przetworzonej zywnosci —- NOVA, ktdry uwzgledniajac rodzaj, stopien
(intensywnos¢) przetworzenia zywnosci i cel technologiczny tych modyfikacji
wyrdznia cztery kategorie zywnosci: a) zywnos¢ nieprzetworzona i minimalnie
przetworzona; b) przetworzone dodatki kulinarne; c) Zywnos¢ przetworzona oraz
d) zywnos¢ wysokoprzetworzona [8]. System NOVA przedstawia zupelnie
odmienng definicje Zywno$ci minimalnie przetworzonej. Wedtug klasyfikacji
NOVA  zywnos¢ minimalnie przetworzona to zywnos¢ naturalna
(nieprzetworzona) utrwalona metodami, ktére obejmuja usuwanie niejadalnych
lub niepozadanych czesci, a takze zmieniona w procesach technologicznych takich
jak: suszenie, kruszenie, mielenie, porcjowanie, filtrowanie, prazenie, gotowanie,
fermentacja bezalkoholowa, pasteryzacja, schtadzanie, zamrazanie, umieszczanie
w pojemnikach, pakowanie prézniowe oraz innymi metodami, w ktorych nie
wystepuje dodatek soli, cukru, olejow lub tluszczéw ani innych substancji
spozywczych do zywnosci. Pomiedzy jakos$cia zywnosci naturalnej a minimalnie
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przetworzonej nie ma znaczacych rdéznic, a metody minimalnego przetwarzania
maja na celu konserwacje naturalnej zywnosci, co ulatwia przechowywanie
i zapewnia jej bezpieczenstwo. Duza cze$¢ Zywnosci zaliczanej do pierwszej grupy
w klasyfikacji NOVA to zywnos$¢ przygotowana lub gotowana jako potrawy
kuchni domowej, a wszystkie produkty z tej grupy, w odpowiednim potaczeniu
i z zachowaniem réznorodnosci, stanowia podstawe zdrowej diety [9,10]. Pomimo
roznic w interpretacji samego pojecia ,,zywnosci minimalnie przetworzonej” mozna
wyrozni¢ wspdlne cechy charakteryzujace te grupe produktow: a) dzieki
wykorzystaniu tagodnych metod obrobki termicznej i utrwalania zachowuja cechy
swiezosci surowcow, z ktorych powstaja, w tym turgor, barwe, smak i zapach;
b) zachowuja wrazliwe w procesie produkcyjnym skfadniki odzywcze, gtoéwnie
witaminy, prowitaminy, fitoskladniki i skfadniki mineralne; c) wykorzystuja
metody kombinowane, w ktérych tagodnym technikom przetwarzania
i utrwalania Zywnos$ci towarzysza metody fizykochemiczne lub biologiczne;
d) w procesie pakowania zywnosci wykorzystuja warunki modyfikowane
i opakowania specjalne dobrane indywidualnie do produktu oraz e) zapewniaja
warunki chlfodnicze w catym tancuchu produkgji i dystrybucji tego typu zywnosci
[11,12].

2.1.1. Zagrozenia mikrobiologiczne w minimalnie przetworzonych
produktach roslinnych

Zainteresowanie i wzmozony popyt na zywno$¢ s$wieza, naturalng
obserwowany jest od wielu lat. Obecnie konsumenci poszukuja produktow
niskoprzetworzonych o wysokiej wartosci odzywczej, korzystnej dla zdrowia
z zachowaniem waloréw organoleptycznych [13]. Wyprodukowanie bezpiecznej,
minimalnie przetworzonej zywnosci o pozadanej jakosci i przydatnosci do
spozycia wymaga opracowania i/lub udoskonalenia przez sektor spozywczy
innowacyjnych, niekonwencjonalnych, nietermicznych metod jej przetwarzania
[14,15].

Nalezy podkresli¢, ze w technologii minimalnego przetwarzania wykorzystuje
sie szereg operacji mechanicznych, tj. ciecie czy obieranie, ktore powoduja
powstawanie urazow i uwalnianie w miejscu zranienia zawartosci komdrek [16].
Cigcie produktéw minimalnie przetworzonych, tj. owocdw i warzyw, moze
zwigksza¢ ich podatnos$¢ na infekcje bakteryjne i brazowienie enzymatyczne,
zwlaszcza przy wyzszych aktywnosciach metabolicznych [17]. Podczas obrdbki
mechanicznej z tkanek roslinnych uwalniane sa substancje, ktére w matrycy
produktu moga propagowa¢ wzrost niepozadanych mikroorganizmow. Na
przyktad wydzielany na powierzchni cigcia sataty lateks moze stymulowac wzrost
i rozwo0j enterokrwotocznych pateczek Escherichia coli O157:H7 wytwarzajacych
werotoksyne (EHEC) [18].

Ponadto wyciek sokéw komorkowych podczas operacji technologicznych
powoduje wzrost aktywnosci wody, co stanowi korzystne warunki do wzrostu
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i rozwoju niepozadanych mikroorganizméw w matrycy produktu [19].
W Zzywnosci minimalnie przetworzonej pochodzenia roslinnego najwyzsze ryzyko
mikrobiologiczne dotyczy kietkéw nasion, satat i swiezo wyciskanych sokow
(Rysunek 1). Wysoki poziom kontaminacji tych produktéw przez drobnoustroje
zwigzany jest z wysokim poziomem obecnosci mikroorganizmow w surowcach,
z ktorych powstaja. W przypadku zZywnosci minimalnie przetworzonej
pochodzenia roslinnego, obok ryzyka wystapienia i konieczno$ci monitorowania
bakterii patogennych, ktore decyduja o bezpieczenstwie zdrowotnym
konsumentow, réwnie wazna kwestia jest wystepowanie bakterii saprofitycznych,
ktorych intensywny wzrost i rozwdj staje sie przyczyna obnizenia jakosci
produktu i skrdcenia terminu przydatnosci do spozycia [20,21].
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Rysunek 1. Zagrozenia mikrobiologiczne w zywnos$ci minimalnie przetworzonej pochodzenia
roélinnego (opracowanie wtasne). Schemat przygotowano w programie Canva.

Mikrobiota odpowiedzialna za psucie produktow roslinnych obejmuje przede
wszystkim liczne gatunki grzybdéw i bakterii. Wsrdd bakterii Gram-ujemnych
dominuja bakterie z rzedow Enterobacterales (gléwnie rodziny Enterobacteriaceae,
Erwiniaceae i Yersiniaceae) oraz Pseudomonadales (rodzina Pseudomonadaceae),
natomiast wérdd bakterii Gram—dodatnich przewazajq bakterie kwasu mlekowego
(LAB) [22].

Wedlug Rozporzadzenia (WE) 2073/2005 (z dnia 15.11.2005 r. z pdzniejszymi
zmianami) w sprawie kryteriow mikrobiologicznych dotyczacych s$rodkéow
spozywczych, produkt spozywczy dopuszczony do obrotu handlowego nie moze
zawiera¢ w 25 g (lub 25 ml) pateczek Salmonella. W przypadku warzyw, owocow
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i produktow pochodnych europejskie ustawodawstwo normuje jedynie poziom
Gram-ujemnych pateczek z gatunku Escherichia coli w owocach i warzywach
krojonych (gotowych do spozycia) oraz w niepasteryzowanych sokach
owocowych i warzywnych (gotowych do spozycia), a wymagania te dotycza
jakosci mikrobiologicznej procesu produkcyjnego [23]. Biorac pod uwage normy
innych krajow UE (np. Francji czy Niemiec), dopuszczalny poziom liczby
drobnoustrojéw mezofilnych wynosi 5,0 x 107 CFU ml [24].

2.1.2. Metody utrwalania zywnos$ci minimalnie przetworzonej

W celu zapewnienia bezpieczenstwa i wysokiej jakosci Zzywnos$ci o minimalnym
stopniu przetworzenia sektor spozywczy opracowuje i wdraza szereg metod
utrwalania produktow tego typu. Powszechnie stosowane w utrwalaniu zywnosci
minimalnie przetworzonej sa obrobka nietermiczna, przechowywanie
w temperaturach chtodniczych, zastosowanie nowych technik pakowania,
wykorzystanie naturalnych srodkéw przeciwdrobnoustrojowych czy technologii
,plotkow” (in. przeszkdd, ang. hurdle technology) [4,11]. Na Rysunku 2.
przedstawiono  gléwne fizyczne, chemiczne i biologiczne metody
wykorzystywane w utrwalaniu produktéw minimalnie przetworzonych.

PULSACYJNE POLE WYSOKIE CISNIENIE
ELEKTRYCZNE — - > HYDROSTATYCZNE

PAKOWANIE W ATMOSFERZE & i . ,
MODYFIKOWANE] “ b —— y rRADZWIEK

& ZYWNOSE MINMALNIE a0

METODY CHEMICZNE PRZETWORZONA ' () ‘

(DODATEK KWASOW ORGANICZNYCH, 4 ——)  UTRWALANIE RADIACY)NE
EKSTRAKTOW ROSLINNYCH) 5 - w (PROMIENIOWANIE JONIZUJACE)

METODY BIOLOGICZNE
(MIKROORGANIZMY ZABEZPIECZAJACE)

Rysunek 2. Metody utrwalania zywno$ci minimalnie przetworzonej (opracowanie wiasne).
Schemat przygotowano w programie Canva.

Sposrod metod fizycznych, do utrwalania Zywnosci o minimalnym stopniu
przetworzenia stosuje si¢ promieniowanie jonizujace, ultradzwiegki, technologie
wysokiego cisnienia hydrostatycznego i pulsacyjne pole elektryczne.

Promieniowanie jonizujace (radiacja) jest uwazane za jedna z najlepszych metod
redukcji mikroorganizméw w zywnosci przy jednoczesnym zachowaniu jej
wartosci odzywczej i jakoSci sensorycznej [11,25]. Radiacja w UE jest
wykorzystywana we Francji, Holandii i Belgii do utrwalania owocéw i warzyw,
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zb6z, produktéw miesnych i skorupiakdéw, zas w Polsce do utrwalania suszonych
warzyw, grzybow i przypraw [26]. Zgodnie z zaleceniami sumaryczna emitowana
dawka promieniowania do utrwalania Zywnosci metoda radiacyjng nie powinna
przekraczac¢ 10 kGy [26,27]. Generowane w wyniku radiacji wolne rodniki moga
wywotywaé w warzywach reakcje stresowe, co prowadzi do zwigkszonej syntezy
zwigzkéw przeciwutleniajacych [28]. Depolimeryzacja skladnikéw Sciany
komorkowej, takich jak pektyny, celulozy i hemicelulozy, wywotana
promieniowaniem <y, moze powodowac¢ zmniejszenie jedrnosci i zmigkczenie
tkanek roslinnych [29].

Inng metoda utrwalania Zywnosci minimalnie przetworzonej jest
wykorzystanie ultradzwiekow (sonikacji ultadzZwigkowej), czyli fal akustycznych
o czestotliwosci powyzej 20 kHz [30,31]. Ultradzwieki wykorzystywane sa do
rozdrabniania czastek fazy rozproszonej emulsji i zawiesin, m.in. w przemysle
mleczarskim [32]. W procesach przetwarzania i utrwalania zywnosci, w celu
wywotania efektu kawitacji, wykorzystuje si¢ fale ultradzwigkowe o wysokiej
mocy (HPUS) i malej czestotliwosci (od 20 do 100 kHz). Kawitacja wplywa na
fizykochemiczne i biochemiczne wlasciwosci produktdéw, szczegoélnie na
dezintegracje struktur komorkowych [33,34]. Przerywanie ciaglosci Scian
komorkowych i bton cytoplazmatycznych przyczynia sie do inaktywagji
mikroorganizmdéw i jednoczesnie moze powodowac¢ uwalnianie zawartosci
komorek roslinnych do $rodowiska, dlatego technika ta nie jest zalecana do
utrwalania zywnosci pochodzenia roslinnego [11].

W technologii wysokiego ci$nienia hydrostatycznego (HHP) wykorzystuje sie
podwyzszone cisnienie (do 600 MPa) z dodatkiem lub bez dodatku ciepta
zewnetrznego, co gwarantuje inaktywacje drobnoustrojow wegetatywnych i/lub
zmiane wlasciwosci fizycznych zywnosci bez wplywu na zwiazki smakowe
i witaminy [35]. Obrobka wysokocisnieniowa, zwana tez paskalizacja, zaburza
integralno$¢ blon cytoplazmatycznych drobnoustrojow oraz wywotuje zmiany
wewnatrzkomdrkowe, w tym uszkodzenia materiatu genetycznego [36]. Opornos¢
drobnoustrojéw na HHP rdzni sie w zaleznosci od zakresu stosowanego cisnienia,
temperatury, czasu obrobki i rodzaju drobnoustrojow [4,37]. Wyjatkowo oporne
na HHP sa przetrwalniki bakterii, ktdre mozna zniszczy¢ tylko w fazie
kietkowania. Przetrwalniki bakterii i wirusy mozna inaktywowac stosujac bardzo
wysokie ci$nienie (ponad 1000 MPa) lub réwnoczesne ogrzewanie [38]. HHP
mozna wykorzystac réwniez do restrukturyzacji biatek zywnosci, gdyz powoduje
denaturacje, agregacje lub zelowanie biatek [39].

Kolejna fizyczng metoda utrwalania Zzywnosci minimalnie przetworzonej jest
pulsacyjne pole elektryczne (PEF). Podczas utrwalania metoda PEF produkty
spozywcze umieszczone pomiedzy dwiema elektrodami sa poddawane dziataniu
pola elektrycznego o wysokim napieciu, w zakresie 20-70 kV/cm przez kilka
mikrosekund [40]. W ten sposob nie dochodzi do ogrzania zywnosci, ale nastepuja
lokalne zmiany struktury i degradacja bton komdrkowych [11]. PEF jest lepsza
technologia niz tradycyjna obrdébka termiczna zywnosci, poniewaz gwarantuje
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zachowanie cech sensorycznych i fizycznych produktéw oraz wyzsza zawartosc
sktadnikéw odzywczych i fitozwigzkéw przy jednoczesnej inaktywacji
zanieczyszczen biologicznych [40,41]. Stres spowodowany chwilowymi zmianami
w momencie osiagniecia potencjatu membranowego moze prowadzi¢ do utraty
turgoru tkanek i zwigekszenia mozliwosci ekstrakcji z komorek warto$ciowych
sktadnikéw, co ogranicza zastosowanie tej techniki do utrwalania produktow
swiezych pochodzenia roslinnego [42].

Jednym z podstawowych systeméw zabezpieczajacych zZywnos¢ przed
dzialaniem czynnikow zewnetrznych jest pakowanie w  atmosferze
modyfikowanej (MAP). Podstawowga koncepcja MAP jest zastapienie powietrza
w przestrzeni opakowania okreslonym gazem lub mieszaning gazéw [4,28]. MAP
stal si¢ szeroko stosowang technika konserwacji zywnosci, zwtaszcza swiezo
pokrojonych owocéw i warzyw, celem wydluzenia okresu przydatnosci do
spozycia w wyniku zmniejszenia utraty wody, zahamowania brazowienia
powierzchni krojenia, obniZzenia tempa oddychania i biosyntezy etylenu przez
niski poziom tlenu i wysoki poziom dwutlenku wegla, opdznienia zmiekczania
tkanek i opdznienia wzrostu drobnoustrojéw [28]. W ostatnich latach do
technologii MAP wprowadzono elementy funkcjonalne (tzw. pakowanie
interaktywne), takie jak opakowania aktywne i inteligentne, ktére pomagaja
rozwiazywacd problemy zwigzane z bezpieczenstwem zywnosci [43].

Inng metoda zapewnienia bezpieczenstwa zywnosci jest zastosowanie powtok
jadalnych, ktére zapewniajq potprzepuszczalng bariere gazowq chroniaca przed
tlenem, dwutlenkiem wegla i wilgocia miedzy Zywnoscia a otaczajaca atmosfera
oraz zmniejszaja oddychanie, utrate wody, migracje substancji rozpuszczonych,
szybko$¢ reakcji utleniania w $wiezych produktach, a takze minimalizuja
zanieczyszczenie mikrobiologiczne [4,44]. Powtoki moga by¢ rowniez nosnikami
dodatkéw do zywnosci, takich jak srodki zapobiegajace brazowieniu, zwiazki
przeciwdrobnoustrojowe, sktadniki odzywcze, barwniki, aromaty i przyprawy
celem poprawy jakosci i bezpieczenstwa oraz wydtuzenia okresu przydatnosci do
spozycia produktdw minimalnie przetworzonych [4].

Chemiczne metody utrwalania $wiezo krojonych owocow i warzyw obejmuja
gldwnie obrobke powierzchni poprzez zanurzenie produktéw w roztworach
zawierajacych srodki przeciwdrobnoustrojowe, przeciwutleniacze, sole wapnia
lub sktadniki funkcjonalne, co wptywa na poprawe jakosci i wydtuzenie terminu
przydatnosci do spozycia [4,45]. Zabiegi zanurzania w kwasach organicznych
stosuje sie najczesciej celem ograniczenia reakcji brazowienia, utrzymania
jedrnosci i poprawy jakosci sensorycznej [4,46]. Coraz wieksza uwage zwraca sig
na wykorzystanie naturalnych  olejkow  eterycznych o  dziataniu
przeciwdrobnoustrojowym [46]. Do odkazania $wiezych i minimalnie
przetworzonych owocow i warzyw stosowane sa takze srodki na bazie chloru.
Kontrowersje zwiazane z wykorzystaniem zwiazkdw chloru wynikaja z tworzenia
kancerogennych  zwiazkow  organicznych  [47]. Innym  zwiazkiem
wykorzystywanym do utrwalania Zywnosci jest ozon, z wuwagi na
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niepozostawianie niebezpiecznych pozostalosci w zywnosci, jest potencjalng
alternatywa dla chloru celem sanityzacji swiezych produktow [48]. Z kolei
nadtlenek wodoru posiada silne wlasciwosci utleniajace i zdolnos¢ do
generowania szeregu toksycznych dla zywych komorek utleniaczy — reaktywnych
form tlenu (ROS), takich jak rodniki hydroksylowe czy singletowe formy tlenu
[49]. Jednak dla niektérych swiezych i minimalnie przetworzonych produktéw
nadtlenek wodoru moze by¢ fitotoksyczny, powodujac intensywne brazowienie
lub bielenie [50].

W ostatnich latach panuje tendencja do ograniczenia fizycznych i chemicznych
technik utrwalania Zywnosci na rzecz metod biologicznych. Do najbardziej
obiecujacych srodkéw biokontroli poprawiajacych trwalos¢ swiezo krojonych
owocdw i warzyw naleza bakterie kwasu mlekowego [13,51]. LAB, podobnie jak
niektdre inne bakterie Gram—dodatnie, jak i Gram—-ujemne, s zdolne do produkgji
bakteriocyn, czyli substancji o strukturze biatkowej i dziataniu bakteriobojczym
lub bakteriostatycznym [52]. Inna biologiczna metoda utrwalania Zywnosci jest
zastosowanie swoistych, Scisle litycznych bakteriofagow. Metode biokonserwacji
zywnosci z wykorzystaniem biopreparatow bakteriofagowych omodwiono
w podrozdziale 2.3.

Przechowywanie w modyfikowanej atmosferze czy warunkach chtodniczych,
ze wzgledu na nadmierny stres fizjologiczny, zazwyczaj nie gwarantuje
wystarczajacego przedtuzenia okresu przydatnosci do spozycia sSwiezych
produktéw krojonych. Operacje technologiczne, takie jak cigcie i krojenie,
wplywaja na zmiany mikrobiologiczne i znacznie skracajg okres przydatnosci do
spozycia. W zwiazku z powyzszym przemyst spozywczy wprowadzit technologie
przeszkdd, ktore polegaja na potaczeniu kilku réznych technik konserwacji celem
ograniczenia intensywnego stosowania jednej metody utrwalania, co skutkuje
mniejszym wpltywem na jako$¢ sensoryczna i w konsekwengji przedtuzeniem
okresu przydatnosci do spozycia [53].

2.2. Zywno$¢ jako wektor bakterii antybiotykoopornych

Nieracjonalne zarzadzanie polityka antybiotykowa (AMS) doprowadzito do
sytuacji, kiedy od poczatku XXI wieku mamy do czynienia z era
postantybiotykowa [54,55]. Antybiotyki coraz czesciej sa nieskuteczne w leczeniu
infekcji bakteryjnych. Nabywanie przez bakterie opornosci na antybiotyki
zwiazane jest z obecnoscia w srodowisku gendéw opornosci (ARGs) [56]. Szybkie
rozprzestrzenianie ARGs w znacznym stopniu zwiazane jest z naduzywaniem
antybiotykdéw przez plantatorow roslin i hodowcoéw zwierzat, a wiele badan
wskazuje zywno$¢ jako znaczacy rezerwuar ARGs [56,57] (Rysunek 3).
Przykladem moze by¢ powszechne w latach 50. stosowanie streptomycyny
w sadownictwie celem ograniczenia zakazen jabloni i gruszy przez bakterie
z gatunku Erwinia amylovora. W niektorych krajach spoza UE (tj. Izraelu, Kanadzie,
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Meksyku, Nowej Zelandii) antybiotyk ten wciaz jest dopuszczonym w rolnictwie
srodkiem przeciwbakteryjnym [57]. Ponadto w USA prawie 80% sprzedawanych
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Rysunek 3. Problem wystepowania bakterii antybiotykoopornych w tancuchu zywnosciowym
(opracowanie wlasne). Schemat przygotowano w programie Canva.
antybiotykéw wykorzystywanych jest w rolnictwie [58]. Pola uprawne nawozone
nawozem naturalnym (t. obornikiem czy gnojowica) stanowiaq zrddto
rozprzestrzeniania ARGs oraz ich transferu zaréwno do bakterii glebowych, jak
i tych bytujacych w srodowisku wodnym [59]. W dalszych etapach determinanty
opornosci mogg trafi¢ do organizmow ludzi i zwierzat. W wyniku powyzszych
zalezno$ci geny warunkujace opornos¢ na antybiotyki sa identyfikowane
w produktach spozywczych. ARGs wykryto w produktach migsnych oraz
zywnosci minimalnie przetworzonej pochodzenia roslinnego tj. owocach
i warzywach. Geny warunkujace opornos$¢ na antybiotyki rozprzestrzenity sie
w srodowisku roéwniez w wyniku intensywnej dzialalnosci przemystu
mleczarskiego [57,60]. Zatrucia pokarmowe spowodowane spozyciem skazonych
mikrobiologicznie Zywnosci i wody pitnej wymagaja wdrozenia farmakoterapii.
Niepokojace jest, ze prawie 90% antybiotykéw przepisywanych pacjentom jest
nieuzasadniona, co prowadzi do rozprzestrzeniania szczepOw
antybiotykoopornych (AMR), w tym wielolekoopornych (MDR), oraz ARGs [61].
Obecnie bakteryjna wielolekoopornosc¢ to problem swiatowy. Celem ochrony
i racjonalnego gospodarowania antybiotykami wprowadzono regulacje prawne
dotyczace ich stosowania. Od 2006 roku UE zakazata wykorzystania antybiotykow
jako stymulatoréw wzrostu w produkcji zwierzecej [62,63]. Problem lekoopornosci
stal si¢ przedmiotem dziatant Parlamentu Europejskiego i Rady Unii Europejskie;j.
W Programie Wspdlnoty w zakresie zdrowia publicznego lekoopornosé, obok
gruzlicy, zakazen wirusami HIV i grypy, jest jednym z czterech priorytetowych
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zagadnien [64]. Wszystkie kraje cztonkowskie UE zobowigzano do opracowania
narodowych programow dzialan we wspomnianych czterech obszarach
priorytetowych. W Polsce od wielu lat funkcjonuje Narodowy Program Ochrony
Antybiotykéw, ktdrego dzialania koordynowane byly przez Zespdt Pionu
Mikrobiologii Klinicznej i Profilaktyki Zakazen w Narodowym Instytucie Lekow
(uprzednio Narodowym Instytucie Zdrowia Publicznego). Od 2021 roku wybrane
zadania Narodowego Programu Ochrony Antybiotykow realizowane sa w ramach
Narodowego Programu Zdrowia na lata 2021-2025 [65].

2.2.1. Antybiotyki i mechanizm ich dzialania

Leki przeciwbakteryjne to zréznicowana grupa zwiazkow. Do antybiotykdéw
naleza wszystkie leki przeciwbakteryjne zarowno pochodzenia naturalnego, jak
i syntetyczne chemioterapeutyki [66]. Istnieje kilka sposobow klasyfikacji
antybiotykdéw, ktére uwzgledniaja: a) budowe chemiczna (strukture molekularna);
b) sposob dziatania (tj. leki bakteriobdjcze i bakteriostatyczne); c) mechanizm
dziatania; d) spektrum (zakres) aktywnosci oraz e) droge podania (tj. dozylnie,
doustnie lub miejscowo) [67,68]. Antybiotyki o zblizonej strukturze molekularnej
wykazuja podobny wzor skutecznosci, toksycznosci i potencjalne skutki uboczne
[67,69]. Na Rysunku 4. przedstawiono mechanizmy dziatania wybranych
antybiotykéw na komorke bakteryjna.
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Rysunek 4. Mechanizm dziatania wybranych grup lekow (opracowanie wtasne). Schemat
przygotowano w programie BioRender (nr licencji: SB25UABZLD). Oznaczenia na rysunku: PABA
— kwas para—aminobenzoesowy; DHF - dihydrofolian; THF - tetrahydrofolian. Gwiazdka (*¥)
oznaczono antybiotyki wykazujace aktywnos¢ wylgcznie wobec bakterii Gram-dodatnich.
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2.2.2. Antybiotykooporno$¢ i mechanizmy opornosci paleczek z rzedu
Enterobacterales

Wprowadzanie do leczenia zakazen bakteryjnych nowych antybiotykéw
przyczynito sie do wyselekcjonowania mutantéw lekoopornych. Opornos¢ nabyta
jest konsekwencjg zmian w genomie bakterii, ktére moga dotyczy¢ losowych
mutacji w wyniku bledéow popelnianych przez polimerazy DNA Ilub by¢
indukowane przez elementy transpozycyjne. Nabywanie opornosci moze byc¢
rowniez wynikiem horyzontalnego transferu genéw (HGT), gdzie podczas
koniugacji, transformacji i transdukcji bakterie przekazuja miedzy soba
pojedyncze geny lub zespoly gendéw determinujacych opornos¢ na srodki
przeciwdrobnoustrojowe. W procesie nabywania opornosci wazna role odgrywaja
rowniez: a) ruchome elementy genetyczne, w tym plazmidy, bakteriofagi i kasety
opornosciowe integronéw; b) rekombinacja homologiczna, rekombinacja
zlokalizowana i transpozycja oraz c) presja selekcyjna [66]. Definicje opornosci
nabytej na antybiotyki opracowali eksperci wybrani przez Europejskie Centrum
Prewencji i Kontroli Choréb (ECDC) w Sztokholmie oraz amerykanskie Centrum
Kontroli i Prewengji Zakazen (CDC):

e MDR - wielolekoopornos¢ (ang. multidrug—resistance) — szczep jest
niewrazliwy na co najmniej jeden antybiotyk z trzech lub wigcej grup
lekéw przeciwbakteryjnych;

e XDR - rozszerzona opornosc¢ (ang. extensively drug resistance) — szczep
jest niewrazliwy na co najmniej jeden antybiotyk ze wszystkich
z wyjatkiem co najwyzej dwdch grup antybiotykdéw stosowanych
w terapii zakazen wywolywanych przez dany drobnoustrdj;

e PDR - calkowita opornos$¢ (ang. pandrug—resistance) — szczep jest
niewrazliwy na wszystkie dostepne, zarejestrowane antybiotyki ze
wszystkich kategorii, stosowane wobec danego gatunku drobnoustroju
[70-72].

Bakterie w toku ewolucji wyksztalcity szereg mechanizméw opornosci na
antybiotyki, do ktorych naleza: a) zmiany w miejscu docelowym dziatania leku,
przez co chemioterapeutyk nie moze z nim oddzialywa¢; b) zmniejszenie
przepuszczalnosci oston komodrkowych, co hamuje transport leku do wnetrza
komorki; c) wytwarzanie enzymoéw modyfikujacych chemicznie czasteczki lekow,
co prowadzi do utraty ich aktywnosci; d) mechanizm aktywnego usuwania leku
z komorki przez pompy wyplywu lekdw (ang. efflux pump), co zmniejsza jego
stezenie w komorce; e) wytworzenie alternatywnej drogi lub produkcja
alternatywnego enzymu, ktére omijaja etap wrazliwy na lek oraz f) synteza biatek
ochronnych dla struktur komoérkowych lub enzymoéw bedacych celem dla
dziatania lekéw [66,73,74].
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Molekularne mechanizmy antybiotykoopornosci wyksztatcone przez pateczki
z rodzaju Salmonella omoéwiono szczegélowo w publikacji [P3].

2.2.3. Naturalna opornos¢ na srodki przeciwdrobnoustrojowe paleczek
z rzedu Enterobacterales

Oprdécz opornosci nabytej bakterie cechuje opornos¢ naturalna, ktdra wystepuje
powszechnie w obrebie danej rodziny, rodzaju czy gatunku bakterii. Jest ona
niezalezna od wczesniejszej ekspozycji na antybiotyki i nie wigze si¢ z HGT.
Opornos¢ naturalna wynika z: a) braku w komodrce bakteryjnej miejsca
docelowego dla leku; b) obecnosci struktur uniemozliwiajacych dotarcie leku do
celu (np. lipopolisacharydy w scianie komdrkowej bakterii Gram—-ujemnych) lub
c) funkcjonowania konkretnych mechanizmow opornosci, ktorych efektory (np.
enzymy czy transportery blonowe) kodowane sa przez charakterystyczne dla
danego gatunku bakterii geny chromosomowe (Tabela 1.) [73,75].

Tabela 1. Naturalna opornos¢ wybranych Gram—ujemnych bakterii z rzedu Enterobacterales na leki

przeciwbakteryjne (opracowano na podstawie [66,76]).

Bakterie Opornos¢ naturalna
rzad Enterobacterales glikopeptydy, lipopeptydy
Escherichia coli, Serratia marcescens makrolidy
Klebsiella spp., Citrobacter freundii, Enterobacter cloacae,
Enterobacter aerogenes, Escherichia hermannii, Hafnia alvei, aminopenicyliny (ampicylina,
Morganella morganii, Proteus vulgaris, Proteus penmneri, amoksycylina)

Providencia spp., Serratia marcescens, Yersinia enterocolitica

Citrobacter freundii, Enterobacter cloacae, Enterobacter aerogenes, .
, , .. . , . amoksycylina/kwas
Hafnia alvei, Morganella morganii, Providencia spp., Serratia
. .. klawulanowy
marcescens, Yersinia enterocolitica

2.3. Bakteriofagi jako naturalna metoda biokontroli mikrobioty
bakteryjnej w zywnos$ci

Nasilajace sie rozprzestrzenianie szczepow wielolekoopornych i zakazenia
wywotywane przez bakterie MDR stanowig obecnie powazny problem zdrowia
publicznego. Dlatego tez istnieje pilna potrzeba opracowania alternatywnych dla
antybiotykoterapii efektywnych srodkow przeciwbakteryjnych [77]. W ostatnich
latach zwraca sie¢ uwage na mozliwos¢ wykorzystania bakteriofagdw jako
naturalnych wrogow bakterii. Nalezy zaznaczy¢, ze wykorzystanie bakteriofagow
nie jest nowa metoda zwalczania bakterii, poniewaz terapia fagowa byla
wykorzystywana w leczeniu zakazen wywolanych przez szczepy bakteryjne
jeszcze przed odkryciem pierwszych antybiotykow [78,79]. W Polsce
eksperymentalna, celowana terapia fagowa prowadzona jest przez Osrodek
Terapii Fagowej w Instytucie Inmunologii i Terapii Doswiadczalnej im. Ludwika
Hirszfelda Polskiej Akademii Nauk we Wroclawiu [80-82].
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Wzrost zainteresowania konsumentow zywnos$cia minimalnie przetworzona,
w przypadku ktorej zachowanie struktury i wartosci odzywczej sa kluczowe,
powoduje, ze przemysl spozywczy poszukuje nowych, w tym biologicznych
metod jej utrwalania [83]. Liczne badania wskazuja, ze bakteriofagi moga stanowic
obiecujaca strategie w zapewnieniu bezpieczenistwa mikrobiologicznego
zywnosci, w tym o minimalnym stopniu przetworzenia [84,85]. Zakladajac, Ze
bakteriofagi jako bezwzgledne patogeny bakterii towarzysza mikrobiocie
zywnosci, mozna je wykorzystac jako naturalne czynniki abiotyczne w stosunku
do ich gospodarzy [86,87]. Jednak aby mogly by¢ zastosowane w formie
biopreparatow do kontroli Zywnosci musza spelniac rygorystyczne wymagania,
zwlaszcza zwiazane z zapewnieniem bezpieczenstwa dla konsumentow.

2.3.1. Klasyfikacja bakteriofagow

Konwencjonalne podejscie do klasyfikacji wirusdw opiera si¢ na
charakterystyce morfologii wiriondéw z wykorzystaniem transmisyjnej
mikroskopii elektronowej (TEM) oraz strategiach opartych na analizie sekwengji
genomu (w tym WGS) [88,89]. Klasyfikacje taksonomiczng wiruséw, w tym
bakteriofagdw, opracowuje Miedzynarodowy Komitet Taksonomii Wiruséw
(ICTV) [88,90]. Brakuje w pelni uniwersalnych kryteriéw, w oparciu o ktére mozna
okresli¢c rodzaj czy gatunek poszczegdlnych wiruséw. Podczas Kklasyfikacji
taksonomicznej, ICTV kieruje si¢ kazda dostepng wtasciwoscia fagdéw zgodnie
z koncepcja gatunku politetycznego, zdefiniowanego przez szereg wspdlnych
wlasciwosci, z ktorych niektére moga nie wystepowa¢ u poszczegdlnych
przedstawicieli danego gatunku [91]. Zgodnie z wytycznymi ICTV, podrodziny sg
tworzone tylko wtedy, gdy dodajq niezbednych informacji hierarchicznych [92].
Rodzaj opisywany jest jako spojna grupa wiruséw o wysokim (>70%) stopniu
podobienstwa sekwencji nukleotyddéw. Gatunek, czyli monofiletyczna grupa,
ktorej wlasciwosci mozna odrézni¢ od innych gatunkéw za pomoca wielu
kryteriow, jest najnizszym poziomem taksonomicznym zatwierdzonym przez
ICTV [93].

Glownym  kryterium demarkacyjnym rozgraniczenia poszczegdlnych
gatunkow bakteriofagéw jest podobienstwo sekwencji genomu wynoszace
przynajmniej 95%, co oznacza, ze dwa wirusy nalezace do tego samego gatunku
roznia sie¢ od siebie nie wiecej niz o 5% na poziomie dopasowania sekwengji
nukleotydow [82]. W 2020 r. ICTV glosowat za wprowadzeniem binominalnego
formatu nazewnictwa gatunkoéw wirusow, w ktorym nazwa rodzaju i epitet
gatunkowy tworza razem unikalna nazwe gatunku [94]. Podkomisja ds. Wirusow
Bakteryjnych (BVS) zdecydowata wdrozy¢ w petni dowolny format nazewnictwa
binominalnego, w ktérym grupy badawcze i autorzy propozycji taksonomii sg
odpowiedzialni za ostateczny format nazw gatunkow [95]. Klasyfikacja
bakteriofagdw na podstawie danych eksperymentalnych jest czasochtonna
i pracochlonna, dlatego uczenie maszynowe (ang. machine learning) jest jedna
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z pomocnych alternatyw [96]. Do nowych narzedzi, ktore wspieraja klasyfikacje
bakteriofagdw naleza m.in. aplikacje INPHARED, GRAViTy, vConTact2, virClust,
PhaGCN2 oraz PhageAl [97-101].

Obecnie najszerzej scharakteryzowana grupa bakteriofagow sa fagi o budowie
ztozonej nalezace do klasy Caudoviricetes, zawierajace ikozaedralng glowke
polaczona za pomoca biatka tacznikowego formujacego kotnierzyk z helikalnym
ogonkiem [102]. Klasa Caudoviricetes zostala wyodrebniona przez BVS w 2022
roku. BVS usuneta wowczas rodziny Myoviridae, Podoviridae i Siphoviridae, rzad
Caudovirales oraz ustalita binominalny system nazewnictwa gatunkow [95].
Obecnie do klasy Caudoviricetes nalezy 7 rzeddéw, 63 rodziny, 109 podrodzin, 1360
rodzajow i 4079 gatunkow wirusow bakteryjnych i archeonow (wg danych na
dzien 28.09.2023 r.) [103].

2.3.2. Cykle infekcji fagowych

Warunki $rodowiska, a takze cechy fizjologiczne i genetyczne bakteryjnych
gospodarzy moga powodowac rézne Sciezki infekcji fagowej [104]. Strategie
infekcji fagowych mozna postrzega¢ jako kontinuum, ktére rozciaga sie¢ od
skutecznych infekcji produktywnych (prowadzacych do uwalniania wiriondéw
potomnych) do trwalych infekcji nieproduktywnych, ktére nie wytwarzaja
nowych czastek fagdéw, ale rozprzestrzeniaja genomy profagéw w populacji
bakterii (w wyniku transmisji z komorki macierzystej do komorki potomnej) [105].
Najlepiej opisane i zrozumiate drogi namnazania fagéow to cykl lityczny
i lizogenny [89]. Odmiang cyklu lizogennego jest stan nosicielstwa, czyli cykl
pseudolizogenny [106]. Inng forma interakcji fag-gospodarz jest infekcja
chroniczna (przewlekta) [105]. Na Rysunku 5. przedstawiono graficznie réznice
pomiedzy poszczegdlnymi strategiami infekcji fagowych.

Fagi wirulentne (zjadliwe) charakteryzuje lityczna strategia infekcji. W cyklu
litycznym bakteriofag przejmuje kontrole nad metabolizmem komorki bakteryjnej
i umozliwia synteze nowych czastek fagowych, ktora obejmuje proces replikacji
materiatu genetycznego faga i produkgje bialek strukturalnych kapsydu, ostonki
i ogonka faga [106,107]. Nastepnie material genetyczny fagéw potomnych jest
pakowany do kapsydow, ktore facza sie ze zlozonymi oddzielnie ogonkami.
W wyniku replikacji faga komdrka gospodarza stopniowo ulega ostabieniu
w wyniku dziatania fagowych enzymow litycznych, ktére powoduja przerwanie
ciaglosci struktur komorkowych, uwalniajac wiriony potomne. Liza bakterii
powoduje jej Smier¢, a nowo uwolnione czastki fagowe rozpoczynaja kolejny cykl
lityczny [107,108]. Przy opracowywaniu preparatow fagowych do celow
medycznych lub biokontroli bakterii w $rodowisku wykorzystuje sie
wyselekcjonowane, écisle lityczne bakteriofagi [109].

Cykl lityczny jest dominujacy w warunkach, w ktérych bakteryjni gospodarze
moga sie namnazac i osiaga¢ duze zageszczenie, z kolei lizogenia jest na ogot
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Rysunek 5. Mozliwe interakcje fag—gospodarz bakteryjny (opracowanie wtlasne). Schemat
przygotowano w programie BioRender (nr licencji: YY25U4QJ1Q).

wybierana, gdy liczebnos$¢ bakterii jest niska [110]. Cykl lizogenny jest
preferowany przez fagi umiarkowane (lagodne) oraz filamentowe (nitkowate)
[105]. Rozwoj lizogenny jest charakterystyczny dla fagéw tworzacych episomy
autonomiczne lub integrujace z chromosomem bakteryjnym [111]. Podczas cyklu
lizogennego wstrzykniety material genetyczny faga replikuje si¢ wspolnie
z bakteryjnym DNA, integruje z chromosomem gospodarza lub w stanie wolnym,
podobnym do plazmidu, stabilnie i dlugotrwale wspolistnieje z gospodarzem
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[112]. W cyklu lizogennym dominujagcym mechanizmem jest integracja kwasu
nukleinowego faga z genomem gospodarza, co nie skutkuje bezposrednio
zniszczeniem bakterii, a fag w takiej postaci wchodzi w stan utajony (stadium
profaga) [105]. Tworzenie lizogenu, czyli komorki bakteryjnej posiadajacej profaga
zintegrowanego ze swoim genomem, katalizowane jest przez fagowe
rekombinazy zwane integrazami [113,114]. Wraz z namnazaniem bakterii
powieleniu ulega rowniez material genetyczny faga, jednak bez wytwarzania
czastek potomnych (utrzymuje si¢ stan represji faga). Stan utajony moze zostac
przerwany spontanicznie lub by¢ indukowany stresorami zewnetrznymi. Indukcja
profagdbw moze nastapi¢ poprzez dziatanie czynnikow fizycznych (np.
promieniowania UV) lub chemicznych (np. mitomycyny C, czyli antybiotyku
bedacego inhibitorem replikacji DNA, ktory poprzez kowalencyjne zwigzanie
z matryca DNA uniemozliwia jej rozplecenie) [115,116]. Czynniki te stanowia
zagrozenie dla komdrki bakteryjnego gospodarza i powoduja indukcje reakcji
stresowej, takiej jak reakcja SOS, aktywowana pod wplywem uszkodzen DNA
[111,112,117]. Wéwczas profagi przechodza ze stanu lizogenii do cyklu litycznego,
gdzie dochodzi do powstania nowych czastek fagowych i uwolnienia wirionow
potomnych w wyniku lizy bakteryjnego gospodarza [105,118].

Pseudolizogenia jest alternatywna odmiana cyklu lizogennego [105]. Fag, po
iniekcji materialu genetycznego, nie uczestniczy ani w cyklu litycznym, ani
lizogennym i pozostaje w cytoplazmie komorki gospodarza jako niereplikujacy
element pozachromosomowy (w formie episomalnej: liniowej lub kolistej), ktory
jest asymetrycznie przenoszony po podziale bakterii do jednej z komorek
potomnych. Stwierdzono, ze w stan nosicielstwa wchodza rézne typy fagow,
zaréowno zjadliwe i umiarkowane fagi dsDNA, fagi dsRNA oraz ssRNA [105].
Pseudolizogenia jest zwykle spowodowana specyficznym stanem komorki
gospodarza, takim jak gtod i niewystarczajaca ilos¢ dostepnej energii do ekspres;ji
genéw wirusa. Po ponownym dostarczeniu skladnikow odzywczych stan
pseudolizogenii ustepuje, a fagi rozpoczynaja cykl lityczny lub lizogenny
[106,112]. Stan nosicielstwa moze stanowi¢ mechanizm ochronny fagéw przed
niekorzystnymi  warunkami fizykochemicznymi srodowiska, w tym
promieniowaniem UV lub wysoka temperatura, ktére moga uszkodzic¢ ich czastki
[105].

Wiegkszos¢ dotychczas zidentyfikowanych fagow zwigzanych z infekcja
chroniczna nalezy do rodziny Inoviridae, czyli fagéw filamentowych zawierajacych
genom w postaci ssDNA. Strategie infekcji chronicznej moga wybiera¢ rowniez
fagi fagodne o budowie ztozonej [105,119]. Podczas infekcji chronicznej w komorce
bakteryjnego gospodarza stale produkowane sa potomne czastki fagowe, ktdre
opuszczaja gospodarza z wykorzystaniem mechanizmoéw niepowodujacych lizy
komorek [105]. Potomne czastki fagowe sg transportowane na zewnatrz komorki
bakteryjnej przez wyspecjalizowane kompleksy bialkowe. Synteza fagéw
potomnych jest dla gospodarza duzym wydatkiem energetycznym, co wplywa na
oslabienie zywotnosci i pogorszenie stanu fizjologicznego jego komdrek [120].
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2.3.3. Korzysci i zagrozenia zwiazane z wykorzystaniem bakteriofagow
W przemysle spozywczym

Zastosowanie fagdéw i/lub ich enzymow do zwalczania zakazen o etiologii
bakteryjnej znane jest jako terapia fagowa. Ten rodzaj terapii ma znaczna przewage
nad antybiotykoterapia [105,121]. Poza wieloma zaletami, z wykorzystaniem
fagow zwigzane sa rowniez pewne zagrozenia, ktore powinny zostac
uwzglednione podczas typowania fagow przy opracowywaniu biopreparatow do
skutecznej biokontroli (Rysunek 6.).
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Rysunek 6. Korzysci i zagrozenia zwigzane z wykorzystaniem bakteriofagéw jako czynnikéw
biokontroli zywnosci (opracowanie wiasne). Schemat przygotowano w programie Canva.

Bakteriofagi, jako wirusy prokariotyczne, majq zdolno$¢ powielania swoich
czastek jedynie w komorkach bakteryjnych, zatem nie sg zagrozeniem dla
komorek czlowieka, zwierzat i innych organizmdw eukariotycznych [105,122].
Bakteriofagi stanowia czes$¢ ludzkiego mikrobiomu jelitowego [123], sa réwniez
izolowane z krwi, dréog moczowo—ptciowych, drég oddechowych, skdry czy ptynu
mozgowo-rdzeniowego [124]. Bakteriofagi sa najliczniejszym skladnikiem
mikrobioty jelitowej — szacuje sig, ze w przewodzie pokarmowym cztowieka na
fageom skiada sie okoto 10% czastek fagéw, ktore odgrywaja znaczaca role
w ksztattowaniu skladu, funkcji i modulacji ludzkiego mikrobiomu jelitowego
[125]. Zdrowe osoby posiadaja unikalny fageom i jedynie okolo 5% stanowia fagi
stanowiace rdzen wspolny dla wszystkich ludzi [126]. W wielu pracach zwraca si¢
uwage na mozliwe interakcje pomiedzy bakteriofagami i komorkami
eukariotycznymi  wplywajace zaréwno na procesy biochemiczne, jak
i fizjologiczne [124,127]. Fagi moga rowniez modulowac¢ ekspresje niektorych
genow w komorkach eukariotycznych [124,128]. Dziatanie terapeutyczne
preparatéw fagowych moze by¢ zwigzane nie tylko z efektem bakteriobdjczym
fagow, ale rowniez dotyczy¢ stymulacji komorek uktadu odpornosciowego
i zwigkszonej zdolnosci do proliferacji pod wptywem mitogenéw [129]. Sktadniki
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lizatow fagowych, zawierajacych pozostatosci komorek bakteryjnych po lizie, np.
endotoksyny bakteryjne, maja réwniez wptyw na uklad odpornosciowy [128,130].
Badania wykazaly, Zze fagi maja wlasciwosci immunomodulacyjne (zwiazane
z funkcja fagocytéw, m.in. fagocytoza, wytwarzaniem ROS lub proliferacjq
limfocytéw T) [111,124,127] i immunogenne (zwigzane m.in. z wytwarzaniem
specyficznych przeciwcial przeciwko antygenom fagéw). Moga oddziatywac
z komorkami odpornosci wrodzonej, prowadzac m.in. do indukcji fagocytozy oraz
modulacji poziomow uwalnianych przez nie przeciwdrobnoustrojowych biatek,
a takze z innymi komdrkami ukfadu immunologicznego (wptywajac na produkcje
cytokin). Dzigki budowie nukleoproteinowej, bakteriofagi sa rozpoznawane przez
komorki uktadu odpornosciowego, co prowadzi do ich neutralizacji i usuwania
z organizmu [128]. Dodatkowo moga modulowa¢ nabyta odpowiedz
immunologiczng, ktdérej efektem jest wytwarzanie przeciwcial antyfagowych
[123,124].

Do zalet stosowania bakteriofagéw nalezy réwniez ich zdolnos¢ do
samoczynnego zwiekszania swojej dawki; sa samoreplikujace i gromadza si¢ tam,
gdzie maja dostep do swoich bakteryjnych gospodarzy [129,130]. Istotna korzyscia
zwiazang z wykorzystaniem bakteriofagow jest ich skutecznos¢ wobec bakterii
wielolekoopornych, co pozwala regulowac poziom zakazen szczepami opornymi
[130,131]. Ponadto fagi wykazuja skutecznos¢ wobec biofilméw bakteryjnych,
przez co umozliwiaja dostep innym s$rodkom przeciwbakteryjnym [132,133].
Bakteriofagi cechuje réwniez wysoka swoisto$¢, co moze stanowi¢ zaréwno ich
zalete, jak i wade. Z uwagi na ich aktywnos$¢ ukierunkowana na scisle okreslony
gatunek lub szczep bakterii, do biokontroli w przemysle rolno-spozywczym
nalezy opracowywac preparaty zawierajace koktajl réznych fagow o mozliwie
szerokim spektrum aktywnos$ci wobec bakteryjnych gospodarzy [134]. Z drugiej
strony, szczepowa specyficznos¢ bakteriofagdw ogranicza ich destrukcyjna
aktywnos¢ wobec bakterii wykorzystywanych w przemysle biotechnologicznym
lub spozywczym, np. kultur starterowych w mleczarstwie [135,136].
Wykorzystanie koktajlow zawierajacych wiele bakteriofagéw i/lub fagi
poliwalentne (ti. o zwiekszonym zakresie bakteryjnych gospodarzy) moze
prowadzi¢ do zlozonych zjawisk farmakologicznych i wywolta¢ efekt
antagonistyczny, ktorego skutkiem bedzie dziatanie bakteriostatyczne zamiast
bakteriobdjczego [134].

Przy opracowywaniu biopreparatéw dla przemystu rolno-spozywczego
i bioremediacji, nalezy poszukiwac i typowac jedynie fagi wirulentne [137].
Z uwagi na charakter integracji fagow z gospodarzem bakteryjnym, w cyklu
lizogennym mozliwy jest udziat fagéw w HGT i przekazywaniu ARGs [111,138].
Profagi koduja w obrebie wysp patogennosci (PAI), czyli podgrupy wysp
genomowych (GEI), liczne czynniki wirulengji, a patogenno$¢ niektorych bakterii
jest wynikiem konwersji lizogennej [139,140]. Przykltadowo, za chorobotworczo$é
bakterii Vibrio cholearae odpowiedzialne sa transdukujace fagi CTX® oraz VPI®,
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zwane cholerafagami, ktére w swoich genomach przenosza kasete wirulencji
patogenu [141].

W toku ewolucji bakterie wyksztalcity szereg mechanizméw ochronnych przed
fagami, ktore dzialaja na réznych etapach infekcji [142,143]. Mechanizm inhibicji
adsorpcji moze wigzac si¢ z fizycznym maskowaniem receptoréw, zmianami
w ich budowie badz ich brakiem [143,144]. Innymi mechanizmami ochronnymi s
blokowanie iniekcji fagowego materialu genetycznego (mechanizm wykluczajacy
nadkazenie, Sie) [144] oraz system abortywnej infekcji (Abi), ktory dziata na
terenie cytoplazmy komorki bakteryjnej i na réznych etapach infekcji moze
zatrzymac¢ cykl powielania czastek fagowych [144,145]. System restrykcji
i modyfikacji to kolejny mechanizm ochronny, ktdry polega na rozpoznawaniu
i niszczeniu obcego materialu genetycznego na drodze endonukleolitycznego
trawienia [146]. Mechanizm CRISPR/Cas z udziatem endonukleaz kodowanych
w chromosomie bakteryjnym, celowo degraduje obcy kwas nukleinowy,
zapobiegajac lizie komorki bakteryjnej [143]. Mechanizm systemu operonu
ochronnego DISARM polega na metylacji DNA bakterii, po ktdrej nastepuje
modyfikacja restrykcyjna genomu faga [147]. Podobny do operonu DISARM
mechanizm dzialania wykazuje system BREX, ktéry polega na metylacji DNA
bakterii i blokowaniu integracji i/lub replikacji faga [148,149]. W ostatnim czasie
odkryto nowe bakteryjne systemy przeciwfagowe, jednak ich dokiadny
mechanizm dziatania pozostaje nieznany i wymaga dalszych badan na poziomie
molekularnym [150,151].

Bakteriofagii bakterie rywalizujg o przetrwanie w srodowisku. Fagi koewoluuja
by przezwyciezy¢ mechanizmy przeciwwirusowe swoich gospodarzy — potrafia
rozpoznawa¢ i opracowywac alternatywy dla zmienionych receptorow
bakteryjnych oraz skutecznie przylega¢ do komorki bakteryjnego gospodarza
[152]. Zmiany w receptorach bakteryjnych powoduja wytwarzanie przez fagi
enzymow z klas liaz i hydrolaz [153]. Ponadto fagi moga ominaé wytwarzane
przez bakterie systemy zalezne od modyfikacji i wykorzystaé wlasny system anty—
CRISPR przeciwko nabytej opornosci bakterii oraz unikac¢ systeméw CRISPR-Cas
poprzez mutacje w sekwencjach PAM [152,154]. Mechanizmami zapobiegajacymi
systemowi abortywnej infekcji sa mutacje w genach metabolizmu nukleotyddw,
ktdre pozwalaja uciec fagom przed mechanizmem AbiQ [152].

Dlatego tez biopreparaty fagowe powinny spetniac¢ restrykcyjne wymagania
dotyczace ich bezpieczenstwa: a) bakteriofagi wchodzace w sktad biopreparatu
powinny posiada¢ status organizmdéw generalnie uznawanych za bezpieczne
(GRAS); b) wykazywac $cisle lityczny (wirulentny) charakter; ¢) w przypadku
biokontroli bakterii patogennych powinny wykazywac¢ mozliwos¢ do namnazania
swoich fagéow potomnych w komdrkach niepatogennego gospodarza oraz d) nie
zawiera¢ w swoim genomie zadnych gendéw zwiazanych z toksynami i opornoscia
na antybiotyki [155]. Z drugiej strony bakteriofagi wykorzystywane do
przygotowania biopreparatow fagowych powinien charakteryzowac szeroki
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zakres bakteryjnych gospodarzy, wysoka stabilnos¢ podczas przechowywania
w réznych srodowiskach (tj. szeroki zakres pH, temperatury, opornos¢ na
dziatanie enzymow przewodu pokarmowego) oraz mozliwos¢ powielania czastek
potomnych do wysokiego miana [156-158]. Biopreparaty fagowe moga znalez¢
zastosowanie w trzech sektorach przemystu rolno-spozywczego: a) produkgji
pierwotnej obejmujacej hodowle zwierzat i uprawe polowa; b) biosanityzagji,
gltownie w zakltadach produkcyjnych, w celu zapobiegania tworzenia biofilmow
na powierzchni sprzetu oraz c) biokonserwacji, ktérej celem jest przediuzenie
trwatosci mikrobiologicznej Zywnos$ci poprzez ograniczenie wzrostu bakterii
saprofitycznych i patogennych [159,160].

Pomimo braku dopuszczenia do stosowania w UE biopreparatow
bakteriofagowych, w obliczu globalnej antybiotykoopornosci, wiele osrodkéw
naukowych prowadzi badania nad opracowaniem nowych, skutecznych srodkéw
biokontroli bakterii w catym taficuchu zywnosciowym. Wybrane badania
przedstawiono w publikacjach [P2] oraz [P5].

2.3.4. Aspekty prawne zwiazane z wykorzystaniem bakteriofagow
w przemysle rolno-spozywczym

Jedynymi osrodkami naukowymi na terenie UE wykorzystujacymi bakteriofagi
w celach terapeutycznych sa Osrodek Terapii Fagowej przy Instytucie
Immunologii i Terapii Doswiadczalnej PAN im. Ludwika Hirszfelda PAN we
Wroctawiu [80,161,162] oraz szpital wojskowy Queen Astrid w Brukseli [163].
Pomimo wieloletnich badan dotyczacych zaréwno biologii bakteriofagdw, jak i ich
wplywu na uklad immunologiczny czlowieka, terapia fagowa w Polsce jest
realizowana jedynie w formie terapii eksperymentalnej w zaden sposob
niedofinansowanej przez Panstwo [161,164]. W przypadku wykorzystania
bakteriofagéw jako czynnikow przeciwbakteryjnych w sektorze rolno-
spozywczym, ich zastosowanie rowniez jest silnie ograniczone. Pomimo wielu
udanych prob zastosowania bakteriofagéw w biokontroli zywnosci, ich dodatek
do produktéw spozywczych jest dozwolony tylko w niektdrych krajach,
a przepisy dotycza jedynie skomercjalizowanych produktow na bazie
bakteriofagdéw [165]. W UE preparaty bakteriofagowe nie zostaty zatwierdzone do
stosowania w bezposrednim kontakcie z zywnoscia [160,166]. Natomiast wiele
krajow spoza UE, w tym USA, Brazylia, Holandia, Izrael, Kanada, Szwajcaria,
Australia i Nowa Zelandia zatwierdzilo wprowadzenie biopreparatéw fagowych
do uzycia i obrotu w przemysle spozywczym [167,168]. Preparaty zatwierdzone
przez FDA jako srodki ochrony mikrobiologicznej Zzywnosci to m.in. Listex™ P100,
Secure Shield E1, EcoShield™, ListShield™, ShigaShield™ oraz SalmoFresh™, zas
USDA zaakceptowato m.in. produkty Ecolicide®, SalmoFresh™, Finalyse® [167—
169]. Dla dziesigciu komercyjnych preparatow fagowych FDA przyznata status
GRAS [170]. Niektore komercyjne biopreparaty fagowe posiadaja certyfikaty
koszernos$ci oraz Halal, a takze sa dopuszczone do stosowania przy produkgji
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zywnosci ekologicznej [167]. Polska firma Proteon Pharmaceuticals S.A. z Lodzi
rowniez opracowuje i sprzedaje biopreparaty fagowe do stosowania jako dodatki
paszowe w hodowli zwierzat [171]. Preparat pod nazwa handlowa Bafasal®
zawierajacy cztery scisle lityczne bakteriofagi specyficzne wobec pateczek
z rodzaju Salmonella, ktory otrzymat pozytywna opinie Panelu ds. Dodatkow
i Produktow lub Substancji Wykorzystywanych w Paszach dla Zwierzat
(FEEDAP) jest stosowany do wody pitnej i ptynnej paszy uzupelniajacej dla
wszystkich gatunkow ptakow [172].

W 2016 roku Europejski Urzad ds. Bezpieczenstwa Zywnosci (EFSA)
opublikowat raport [173], w ktorym potwierdzit bezpieczenistwo toksykologiczne
i skutecznos¢ stosowania preparatu Listex™ P100 (wobec Listeria monocytogenes)
firmy PhageGuard (Microes Food Safety); jednoczesnie zalecit przeprowadzenie
wiekszej liczby badan dotyczacych jego skutecznosci. W USA w przypadku
stosowania tego biopreparatu na produkty gotowe do spozycia oraz migso i dréb,
nie ma konieczno$ci umieszczania na etykiecie informacji o jego dodatku jezeli
producent Zywnosci stosuje dopuszczalne dawki (tj. do 10° PFU g). Innym
skomercjalizowanym  biopreparatem  ukierunkowanym na  eliminacje
L. monocytogenes jest ListShield™ firmy Intralytix Inc., ktéry w swoim skladzie
zawiera sze$¢ bakteriofagéw (tj. LIST-36, LMSP-25, LMTA-34, LMTA-57, LMTA-
94 oraz LMTA-148). ListShield™ jest wykorzystywany jako biokonserwant
zywnosci, do obrdébki zywnosci lub jako srodek pomocniczy w przetworstwie
zywnosci, takich jak ryb i skorupiaki, swieze i przetworzone owoce/warzywa oraz
produkty mleczne w stezeniu do 10° PFU g [165,174].
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3. HIPOTEZY BADAWCZE, CEL I ZAKRES PRACY

Rosnacy problem zwigzany z transmisja antybiotykoopornosci wsrod
szczepOw bakteryjnych stanowiacych mikrobiote Zywnosci stanowi uzasadniong
potrzebe  opracowania  alternatywnych metod utrwalania = Zywnosci
ukierunkowanych na skuteczng eliminacje wzrostu i/lub rozwoju bakterii
w zywnosci. Obecnie przemyst biotechnologiczny dazy do opracowania
i komercjalizacji biopreparatéw zawierajacych specyficzne bakteriofagi lityczne
ukierunkowane na eliminacje bakterii patogennych w zywnosci. W przypadku
bakterii saprofitycznych, ktorych wzrost i rozwdj w Srodowisku produktu
powoduja obnizenie jego jakosci i skrdcenie terminu przydatnosci do spozycia,
opracowanie skutecznych preparatow bakteriofagowych pozostaje nadal
nierozwigzanym problemem. Nalezy podkresli¢, Ze bakterie saprofityczne obecne
w matrycy produktu moga stanowi¢ réwniez wektor transmisji genow opornosci
na antybiotyki, przyczyniac si¢ do rozprzestrzeniania antybiotykoopornosci tych
bakterii w taficuchu ZzywnoSciowym oraz stanowi¢ zrddlo zagrozenia dla
bezpieczenistwa mikrobiologicznego zywnosci i zdrowia konsumentow.

Dlatego tez gléwnym celem badan podjetych w mojej pracy doktorskiej byta
ocena mozliwosci wykorzystania bakteriofagow litycznych w biokontroli
zywnos$ci minimalnie przetworzonej pochodzenia roslinnego. Okreslitem skale
problemu wystepowania szczepow antybiotykoopornych w lancuchu
zywnos$ciowym, a nastepnie podjalem probe wyizolowania wirulentnych
bakteriofagdw i sprawdzenia efektywnosci ich dziatania na poziomie eliminacji
(zahamowania/ograniczenia ~wzrostu i rozwoju) zaréwno szczepow
saprofitycznych, jak i patogennych wystepujacych w minimalnie przetworzonych
produktach roslinnych oferowanych na rynku spozywczym.

Do osiagniecia celu gtéwnego sformutowatem dwie hipotezy badawcze:

HIPOTEZA 1: Gram-ujemne bakterie wystepujace w taricuchu zywnosciowym
cechuje  nabyta  oporno$¢ na  powszechnie  stosowane  srodki
przeciwdrobnoustrojowe, co decyduje o ich znacznym udziale w transferze
antybiotykoopornosci w srodowisku zywnosci.

HIPOTEZA 2: Bakteriofagi lityczne o szerokim zakresie bakteryjnych gospodarzy

sa skuteczna metoda biokontroli bakterii saprofitycznych i patogennych, w tym
wielolekoopornych, w srodowisku zywnosci.
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W celu weryfikagji hipotez badawczych okreslitem nastepujace cele szczegélowe
—zadania badawcze:

1.

2.

42

Genetyczna identyfikacje i klasyfikacje wybranych szczepdéw bakterii
z rzedu Enterobacterales wyizolowanych z taricucha zywnosciowego.
Okreslenie profili opornosci na wybrane antybiotyki oraz mechanizmow
antybiotykoopornosci pateczek z rzedu Enterobacterales.

Okreslenie aktywnosci wyizolowanych bakteriofagdw oraz zakresu
bakteryjnych gospodarzy.

Analize morfologiczng i charakterystyke genomiczna wytypowanych
bakteriofagdw.

Ocene skutecznosci koktajlu bakteriofagowego w poprawie jakosci
mikrobiologicznej wybranych minimalnie przetworzonych matryc
zywnosciowych.



4. MATERIAL DOSWIADCZALNY I METODY BADAN

4.1. Material biologiczny

Wszystkie szczepy bakteryjne wykorzystane w badaniach wlaczono do
depozytu publicznego lub pochodzity z zasobow Kolekcji Kultur Drobnoustrojow
Przemystowych — Centrum Zasobdéw Mikrobiologicznych Zaktadu Mikrobiologii
Instytutu Biotechnologii Przemystu Rolno-Spozywczego im. prof. Wactawa
Dabrowskiego — Panstwowego Instytutu Badawczego (IBPRS-PIB). Szczepy
bakterii saprofitycznych wyizolowano z komercyjnie dostepnych minimalnie
przetworzonych produktow spozywczych pochodzenia roslinnego, tj. rukoli,
mieszanki salat z marchewka, mieszanki salat z burakiem (wykorzystane
w publikacjach [P1], [P2] oraz [P5]), szpinaku mytego i szpinaku niemytego
(wykorzystane w publikacjach [P2] oraz [P5]). Szczepy pateczek Salmonella
wyizolowano w latach 1981-2018 w ramach prac badawczych i dziatalnosci
komercyjnej realizowanych w IBPRS-PIB i pochodzily one z réznych ogniw
faricucha Zzywnosciowego (izolaty odzwierzece, pomieszczenia hodowli zwierzat,
linie produkcyjne zywnosci, produkty spozywcze oraz hospitalizowani pacjenci;
wykorzystane w publikacjach [P4] oraz [P5]). Dodatkowo, w 2022 roku
z produktu spozywczego wyizolowano szczep Salmonella Sandiego KKP 3882,
ktdéry razem z innymi serowarami wykorzystano w badaniu zakresu bakteryjnych
gospodarzy bakteriofagow (publikacja [P5]). W publikacji [P5] do badania
spektrum litycznego bakteriofagéw wykorzystano réwniez inne patogenne
bakterie Gram—ujemne (tj. Pseudomonas aeruginosa KKP 994 wyizolowany z krwi,
P. aeruginosa KKP 1593 wyizolowany z otrebdéw) oraz Gram-dodatnie (tj.
L. monocytogenes KKP 1845 wyizolowany od hospitalizowanego pacjenta,
L. monocytogenes KKP 3270 wyizolowany z linii produkcyjnej, Staphylococcus aureus
KKP 995 wyizolowany z gleby, S. aureus KKP 1082 wyizolowany z ekstraktu
stodowego).

4.2. Material badany

Koktajle bakteriofagowe zaaplikowano do réznych matryc zywnosciowych.
Celem okreSlenia skutecznosci bakteriofagobw w  eliminacji  bakterii
saprofitycznych, koktajle fagowe zastosowano do biokontroli rukoli, mieszanki
satat z marchewka, mieszanki satat z burakiem, szpinaku mytego i szpinaku
niemytego (publikacja [P2]). Skutecznos¢ koktajlu fagowego w redukgji liczby
pateczek Salmonella sprawdzono w minimalnie przetworzonych sokach
warzywno—-owocowych: tj. soku marchwiowo-mango-jablkowym utrwalanym
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technika HHP oraz swiezo wyciskanym soku marchwiowo—jablkowym
(publikacja [P5]).

43. Metody badan

W niniejszym rozdziale w formie schematow przedstawiono skrocona
metodyke dla poszczegolnych etapéw realizacji zadan badawczych. Szczegotowe
opisy zastosowanych metod badawczych oraz schematy postepowania
zaprezentowano w rozdziale Materialy i Metody w poszczegdlnych artykutach
wchodzacych w sklad cyklu publikacji stanowiacych niniejsza rozprawe
doktorska.

Zadanie badawcze 1

Genetyczna identyfikacja i klasyfikacja wybranych szczepdéw bakterii

z rzedu Enterobacterales wyizolowanych z fanicucha Zzywnosciowego

f Ocena jakosci mikrobiologicznej minimalnie przetworzonych \
produktow roslinnych podczas chtodniczego przechowywania

— analize mikrobiologiczng przeprowadzono w trzech niezaleznych
powtorzeniach biologicznych w terminie przydatnosci do spozycia (pie¢
dni przed konicem daty waznosci) i dwa dni po uplywie terminu waznosci

(p21)

— wyniki wyrazono jako wartosci logarytmiczne z liczby jednostek
tworzacych kolonie (log [CFU g'])

— znormalizowane metody mikrobiologiczne oraz zastosowane podtoza
@ikrobiologiczne wyszczegolniono w publikacji [P2]

4 Identyfikacja taksonomiczna szczep6éw bakteryjnych )
— amplifikacja regionu genu 16S rDNA ([P1], [P2], [P4], [P5])
— analiza profili proteomicznych MALDI-TOF MS ([P1], [P2], [P4], [P5])

— serotypowanie paleczek z rodzaju Salmonella ([P5])

— sekwencjonowanie calych genomow dwoch szczepow, tj. Salmonella
enterica subsp. enterica serowar S.I (6,8:1,—:1,7) szczep KKP 1762 oraz
Salmonella enterica subsp. enterica serowar Typhimurium szczep KKP 3080

Gl Y

Podtypowanie pateczek Salmonella

— wykonano metoda PFGE po cigciu enzymem restrykcyjnym Xbal ([P4])
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Zadanie badawcze 2

Okreslenie profili opornosci na wybrane antybiotyki oraz mechanizmow
antybiotykoopornosci pateczek z rzedu Enterobacterales

Detekcja gendw wirulencji Salmonella

— szczepy Salmonella zbadano pod katem obecnosci szesciu gendw
zwiazanych z patogennoscig (. invA, fimA, stn, spvC, spvR i rck) ([P4])

L

4 )

Badanie fenotypowej wrazliwosci na srodki
przeciwdrobnoustrojowe

— metodg dyfuzyjno-krazkowa Kirby’ego-Bauera na agarze Muellera—
Hintona okreslono wrazliwo$¢ na 28 antybiotykdéw nalezacych do osmiu
roznych klas ([P2], [P4])

— interpretacji dokonano zgodnie z wytycznymi EUCAST

— jako szczep referencyjny (kontrole negatywna) wykorzystano
Escherichia coli ATCC 25922

— szczepy sklasyfikowano jako izolaty MDR oraz wyznaczono wskazniki
MAR

N /

Vs

Oznaczanie profilu genotypowej opornosci na antybiotyki

— szczepy Salmonella sprawdzono pod katem obecnosci 25 genow
opornosci na antybiotyki ([P4])

— jako szczep referencyjny (kontrole negatywna) wykorzystano Escherichia
coli ATCC 25922
.

-

J

Badanie przesiewowe pod katem wykrywania szczepow \
wytwarzajacych p-laktamazy

— fenotypowa oporno$¢ na antybiotyki [-laktamowe pod katem
wytwarzania ESBL przeprowadzono testem DDST na agarze Muellera—
Hintona oraz na podtozu chromogonneym CHROMagar ESBL ([P2], [P4])

— fenotypowa opornos¢ na antybiotyki [-laktamowe pod katem
wytwarzania karbapenemaz sprawdzono na podlozu chromogennym
CHROMagar mSuperCARBA ([P2], [P4])

— u pateczek Salmonella dokonano detekcji pieciu genow bla (4. blargy,,
blacryx vy blasgy, blacyvy 1 blapgg 1) zwiazanych z opornoscig na antybiotyki
[p-laktamowe ([P4])

— jako szczep referencyjny (kontrole negatywna) wykorzystano
@cheriehia coli ATCC 295922 /
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Zadanie badawcze 3

Okreslenie aktywnosci wyizolowanych bakteriofagow oraz zakresu
bakteryjnych gospodarzy

46

4 )

— izolacje fagow przeprowadzono ze sciekdw komunalnych ([P1], [P2],
[P5])

Izolacja, namnazanie i oczyszczanie bakteriofagow

— procedure oczyszczania wykonano w buforze SM metoda pasazowania
lizatow

— stezenie fagdw (miano fagéw) okreslono metoda plytek
dwuwarstwowych i wyrazono jako warto$¢ logarytmiczna z liczby
\jednostek tworzacych tysinki (log [PFU ml]) )

/ Okreslenie spektrum litycznego dla wyizolowanych \
bakteriofagow

— do oceny aktywnosci fagow zastosowano test punktowy (ang. spot test)

—  spektrum lityczne fagow wyizolowanych wobec bakterii
saprofitycznych oceniono na panelu 25 gospodarzy (wyniki

przedstawiono w rozdziale 5.)

—  spektrum lityczne fagédw  wyizolowanych wobec bakterii
saprofitycznych oceniono na panelu 81 gospodarzy ([P5])

— powstate tysinki oceniono jako klarowne, metne lub obserwowano brak

Qworzenia lysinek j

e N
Badanie parametrow fizjologicznych fagéw

— dla salmofagéw wyznaczono krzywe jednostopniowego wzrostu (ang.

one—step growth), krzywe adsorpcji do komdrek bakteryjnych gospodarzy

oraz obliczono state szybkosci adsorpgiji (k) ([P5]) )

Zmiany w kinetyce wzrostu bakteryjnych gospodarzy po infekcji
fagowej

— do wyznaczenia kinetyki wzrostu bakteryjnych gospodarzy

wykorzystano automatyczny analizator wzrostu Bioscreen C ([P1], [P2])
lub Bioscreen C Pro ([P5])

— dla bakteryjnych gospodarzy przy kazdym zastosowanym MOI

wyznaczono wspotczynniki wlasciwej szybkosci wzrostu (u) )

N

Wplyw czynnikéw srodowiskowych na zachowanie aktywnosci )
bakteriofagow

— okreslono wplyw temperatury, kwasowosci czynnej (pH) oraz czasu
ekspozycji na promieniowanie UV na zachowanie aktywnosci badanych
bakteriofagéw ([P1], [P5], wyniki wplywu czasu ekspozycji na aktywnos¢

fagow wobec bakterii saprofitycznych przedstawiono w rozdziale 5.) )

N




Zadanie badawcze 4

Analiza morfologiczna i charakterystyka genomiczna wytypowanych
bakteriofagow

4 N\
Badanie morfologii wirioné6w fagowych

— morfologie czastek fagowych oceniono z wykorzystaniem transmisyjnej
mikroskopii elektronowej (TEM) w barwieniu negatywnym kwasem
fosforowolframowym, chlorkiem zelaza (II) ([P1]) lub octanem amonu
([P1], [P5])
-

J

4 Izolacja genomowego DNA bakteriofagow N

— do izolacji genomowego DNA bakteriofagow specyficznych wobec
bakterii saprofitycznych wykorzystano zestaw QIAamp DNA Mini Kit
(Qiagen, Niemcy) ([P1])

— genomowe DNA salmofagdéw, po etapie precypitacji, wyizolowano
zestawem odczynnikéw PureLink™ RNA/DNA Mini Kit (Thermo Fisher
Scientific Inc., USA) ([P5])

— czystos¢ wyizolowanego DNA okreslono za pomoca spektrofotometru
Nanodrop ND-1000, a stezenie DNA oznaczono iloSciowo za pomoca
fluorymetru Qubit 4.0 przy uzyciu zestawu Qubit dsDNA BR Assay Kit

anitrogen, USA) ([P1], [P5]) /
/ Sekwencjonowanie genomow fagowych i analizy \
bioinformatyczne

— biblioteki DNA fagéw specyficznych wobec bakterii saprofitycznych
przygotowano przy uzyciu zestawu Illumina DNA Prep Kit (Illumina,
USA), a sekwencjonowanie wykonano na platformie MiSeq do NGS ([P1])

— biblioteki DNA salmofagoéw przygotowano przy uzyciu odczynnikdéw
Rapid Barcoding Kit (Oxford Nanopore Technologies, Wielka Brytania),
a sekwencjonowanie NGS w technologii nanoporowej wykonano na
sekwenatorze GridION X5 ([P5])

— w zlozonych genomach fagéw dokonano predykcji genéw zwiazanych
z czynnikami wirulencji, genéw opornosci na antybiotyki, genow toksyn,
gendéw integrazy, rekombinazy oraz represoréw, ktére sa markerami

@kteriofagéw umiarkowanych ([P1], [P5]) /
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Zadanie badawcze 5

Ocena skutecznosci koktajlu bakteriofagowego w poprawie jakosci

mikrobiologicznej wybranych minimalnie przetworzonych matryc
zywnosciowych

K Aplikacja koktajlow fagowych do minimalnie przetworzonych\
matryc zywnosciowych

— do utrwalania salat zastosowano koktajl 43 bakteriofagow

specyficznych wobec bakterii saprofitycznych, ktéry zaaplikowano

w formie bezposredniego natrysku lub we wkladce absorpcyjnej
nasaczonej biopreparatem ([P2])

— minimalnie przetworzone soki warzywno-owocowe celowo zakazone
pateczkami z rodzaju Salmonella utrwalono poprzez aplikacje
pojedynczych bakteriofagow lub czterofagowego koktajlu ([P5])

— podczas przechowywania monitorowano zmiany w ogodlnej liczbie
bakterii ([P2]) lub liczbie pateczek z rodzaju Salmonella ([P5]), a wyniki
wyrazono jako wartos¢ logarytmiczna z liczby jednostek tworzacych
@101’1@ (log [CFU g'] lub log [CFU ml])

4.4. Analizy statystyczne

Wszystkie doswiadczenia wykonano przynajmniej w trzech powtorzeniach. Do
oceny wpltywu wybranych czynnikow fizycznych i chemicznych na aktywnos¢
bakteriofagéw, ktorej wyniki przedstawiono w publikacji [P1], zastosowano
jednoczynnikowq analize wariancji (ANOVA) i test Duncana (p < 0,05)
w programie SAS v9.2. Analizy statystyczne wynikow zaprezentowanych
w publikacji [P2] przeprowadzono z wykorzystaniem oprogramowania Statistica
v13.3. Przy analizach jakosci mikrobiologicznej produktéw wykorzystano
jednoczynnikowa ANOVA i test post hoc Tukeya (p < 0,05). Do analizy statystycznej
po aplikacji koktajlu fagowego do matryc zywnosciowych wykorzystano
dwuczynnikowq analize wariancji z 95% przedziatem ufnosci (a = 0,05).
Wyniki omowione w publikacji [P5] przedstawiono graficznie i opracowano
statystycznie w programie Graph Prism v9.4.1. Wplyw fagow o roéznych
wspodtczynnikach  MOIs na kinetyke wzrostu bakteryjnych gospodarzy
przeanalizowano z wykorzystaniem dwuczynnikowej ANOVA, a nastepnie testu
wielokrotnych poréwnan Dunnetta z 95% przedzialem ufnosci (a = 0,05). Do
analizy wptywu wybranych czynnikow fizycznych lub chemicznych na
aktywnos¢ fagdw wykorzystano jednoczynnikowa ANOVA, a nastepnie test
Tukeya z 95% przedziatem ufnosci (o = 0,05). Do analizy wplywu aplikacji koktajlu
fagowego na zmiany liczby paleczek Salmonella wykorzystano wielokrotny test
t-Studenta, a nastepnie metode Benjaminiego, Kriegera i Yekutieli, z poprawka na
wielokrotne poréwnania metoda Holma-Sidaka z 95% przedziatem ufnosci
(ax=0,05).
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5. OMOWIENIE OSIAGNIEC BADAWCZYCH PRZEDSTAWIONYCH DO
OCENY

5.1. Genetyczna identyfikacja i klasyfikacja wybranych szczepow bakterii
z rzedu Enterobacterales wyizolowanych z fancucha zywnosciowego

Bakterie saprofityczne wykorzystane w badaniach (publikacje [P1] oraz [P2])
wyizolowano z minimalnie przetworzonych produktéw roslinnych na etapie
oceny jakosci mikrobiologicznej tych produktow podczas chlodniczego
przechowywania. W publikacji [P2] w Tabeli 1 przedstawiono zbiorcze wyniki
oceny jakosci mikrobiologicznej badanych produktow w terminie i po uptywie
terminu przydatnosci do spozycia w podziale na ogdlng liczbe drobnoustrojow
psychrofilnych  i/lub psychrotrofowych, ogolna liczbe drobnoustrojow
mezofilnych, liczbe bakterii kwaszacych, liczbe bakterii z grupy coli oraz liczbe
bakterii z rodziny Enterobacteriaceae. W zadnym z produktdéw nie stwierdzono
obecnosci bakterii patogennych. Na podstawie oceny jakosci mikrobiologicznej
badanych produktéw podjeto prébe izolacji bakteriofagdw przeciwko
dominujacym bakteriom =z rodziny Enterobacteriaceae. Najwyzszy poziom
zanieczyszczenia bakteriami z rodziny Enterobacteriaceae w terminie przydatnosci
do spozycia cechowal szpinak myty oraz mieszanke satat z marchewka
(odpowiednio 6,31 + 0,08 CFU g oraz 6,26 + 0,51 CFU g). Podczas chtodniczego
przechowywania liczba bakterii z rodziny Enterobacteriaceae wzrosta sSrednio o 1-2
jednostkilog. W publikacji [P2] w Tabeli 2 przedstawiono liste czterdziestu trzech
szczepOw bakterii nalezacych do rzedu Enterobacterales i rodzin Enterobacteriaceae
(n = 23), Yersiniaceae (n = 14) oraz Erwiniaceae (n = 6), ktdre wyizolowano
i oczyszczono z agarow Endo oraz VRBG i wobec ktérych w kolejnych etapach
badan poszukiwano specyficznych bakteriofagdéw (pierwotne zalozenie dotyczace
izolacji bakteriofagow tylko wobec Gram-ujemnych pateczek z rodziny
Enterobacteriaceae po zmianach taksonomicznych rozszerzono do rzedu
Enterobacterales). Identyfikacja genetyczna (amplifikacja regionu genu 16S rDNA)
wiekszosci szczepdw bakterii byla zgodna z identyfikacja w oparciu o analize
profili proteomicznych (technika MALDI-TOF MS). W przypadku trzech
szczepOw (tj. Citrobacter sp. KKP 581, Enterobacter sp. KKP 3891 i Enterobacter sp.
KKP 3892) identyfikacja genetyczna pozwolila na ich zaklasyfikowanie jedynie do
poziomu rodzaju, co moglo by¢ zwigzane z bliskim pokrewienstwem
filogenetycznym szczepoéw nalezacych do rodzajow Citrobacter i Enterobacter.
W przypadku szczepu Enterobacter ludwigii KKP 3083, identyfikacja w oparciu
o technike MALDI-TOF MS sklasyfikowala go jako przedstawiciela bakterii
z gatunku Klebsiella oxytoca (na poziomie 84,4% dopasowania, co wplywa na
niewiarygodnos$¢ wyniku identyfikacji). Analiza MALDI-TOF MS w przypadku
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kilku szczepdéw zaklasyfikowala je do poziomu rodzaju, co mogto mie¢ zwigzek
z technologia przetwarzania zywnosci (np. podczas obrobki produktéw
spozywczych komorki bakteryjne moga zosta¢ uszkodzone, co wptywa na wynik
identyfikacji na podstawie profili biatkowych). Cztery z wyizolowanych bakterii
saprofitycznych wykorzystane do izolacji i analizy bakteriofagow w publikacji
[P1] scharakteryzowano zgodnie z klasyfikacja Bergey’a, sprawdzono ich
ruchliwos¢ oraz mozliwos¢ fermentagji laktozy (Tabela 1).

Druga grupa badanych bakterii byty pateczki z rodzaju Salmonella. Publikacja
[P3] stanowi szczegolowy artykut przegladowy dotyczacy wielolekoopornosci
Salmonella na poziomie regulacji transkrypcji. We wstepie scharakteryzowano
pateczki z rodzaju Salmonella, ich podziat taksonomiczny oraz zakres gospodarzy
(Rysunek 1). W dalszej czesci artykulu opisano patogeneze Salmonella
(Rysunek 2) ze szczegdlnym uwzglednieniem roli wysp patogennosci (Tabela 1).
W publikacji [P4] przedmiotem badan byly szczepy pateczek z gatunku Salmonella
enterica wyizolowane w ramach wczesniej prowadzonych prac badawczych
w IBPRS-PIB. Sposrod piecdziesigciu trzech szczepow dziewiec stanowito izolaty
odzwierzece lub wyizolowane 2z pomieszczen hodowli zwierzat, trzy
wyizolowano z linii produkcyjnych Zzywnosci, trzydziesci osiem to izolaty
z produktéw spozywczych oraz trzy od hospitalizowanych pacjentow.
W Tabeli 4. przedstawiono wszystkie izolaty wykorzystane w badaniach. Podano
rok i zrédlo ich izolacji, wynik identyfikacji genetycznej uzyskany na podstawie
amplifikacji regionu genu 16S rDNA oraz technika MALDI-TOF MS. Podobnie jak
w przypadku identyfikacji bakterii saprofitycznych, czes¢ wynikow identyfikacji
pateczek Salmonella uzyskanych technika MALDI-TOF MS okreslono tylko do
poziomu rodzaju. Pateczki z rodzaju Salmonella (wszystkie z publikacji [P4] oraz
nowo wyizolowany szczep S. enterica KKP 3882) poddano serotypowaniu,
a wyniki przedstawiono w publikacji [P5] (Tabela 3). Dla cze$ci szczepow
(szorstkich) nie uzyskano informacji o serowarze, a pomimo prob pasazowania nie
uzyskano izolatow o fenotypie gtadkim. Dla dwoch szczepow (. S. enterica KKP
1608 oraz S. enterica KKP 1611) nie uzyskano wiarygodnego wyniku,
a przypuszczalnie nowe serowary wystano celem potwierdzenia do Instytutu
Pasteura w Paryzu (w momencie skltadania niniejszej pracy nadal nie otrzymano
raportu z wynikéow). W publikacji [P5] wykonano sekwencjonowanie pelnych
genomow dla dwoch MDR szczepow pateczek Salmonella (tj. Salmonella enterica
subsp. enterica serowar S.I (6,8:1,—:1,7) KKP 1762 oraz Salmonella enterica subsp.
enterica serowar Typhimurium KKP 3080). W genomach obu bakterii
zidentyfikowano ARGs, zdarzenia zwigzane z HGT oraz regiony zwigzane
z mobilnymi elementami genetycznymi. W genomie S.I (6,8:,—1,7) KKP 1762
wykryto 4 regiony oraz 156 gendw profagdw, w tym trzy zwiazane z integracja
z genomem gospodarza (Rysunek 1). Analizy bioinformatyczne wykazaty
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w genomie dwie macierze CRISPR, ale nie zaadnotowano zadnych zwigzanych
z nimi bialek Cas. W przeciwienstwie do S.I (6,8:1,—:1,7) KKP 1762, w genomie
S. Typhimurium KKP 3080 zidentyfikowano cztery macierze CRISPR, dziewiec¢
genow Cas oraz jeden Kklaster typu I-E, ktory jest charakterystyczny dla rodzaju
Salmonella [175] (Rysunek 2). W genomie S. Typhimurium KKP 3080 wykryto
rowniez 4 regiony oraz 154 geny profagow, w tym dwa zwigzane z integracja
z genomem gospodarza (Rysunek 3). W publikacji [P4] do oceny podobienstwa
genetycznego szczepow Salmonella wykorzystano elektroforeze w zmiennym polu
elektrycznym. Dla siedmiu szczepdéw w PFGE nie uzyskano wzoru restrykcyjnego.
Genotypowanie szczepdéw Salmonella metoda PFGE wykazalo stosunkowo duza
roznorodnos¢ izolatéw, a tylko kilka testowanych szczepow posiadato ten sam
wzOr restrykgji (Rysunek 1).

Wszystkie nowo wyizolowane szczepy bakterii saprofitycznych zgloszono
w ramach depozytu publicznego do Kolekcji Kultur Drobnoustrojow
Przemystowych — Centrum Zasobow Mikrobiologicznych Zaktadu Mikrobiologii
IBPRS-PIB. Ponadto sekwengje regionu genu 165 rDNA wszystkich szczepow
wykorzystanych w badaniach oraz dwa kompletne genomy paleczek Salmonella
(. S.I (6,8:1,—1,7) KKP 1762 oraz S. Typhimurium KKP 3080) zdeponowano
w bazie danych GenBank (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/).

5.2. Okreslenie profili opornosci na wybrane antybiotyki oraz
mechanizméw  antybiotykoopornosci  paleczek z  rzedu
Enterobacterales

Pateczki z rodzaju Salmonella sa jedna z gtownych przyczyn zatruc
pokarmowych wywotanych spozyciem skazonej zywnosci i wody. W 2021 roku
w UE zgloszono 60 050 przypadkéw salmonellozy, co odpowiada wskaznikowi
15,7 zachorowan na 100 000 mieszkancéw [176]. W Polsce w 2022 roku
odnotowano z kolei 6 546 zachorowan, z czego 6 221 dotyczylo zatruc
pokarmowych [177]. Wedlug WHO, wsrod pateczek z rodzaju Salmonella
wyodrebnita si¢ grupa serowarow, ktdre wywieraja szczegdlny wptyw na taricuch
zywnosciowy [178]. Zgodnie z Decyzja Wykonawcza Komisji 2013/652/UE
W sprawie monitorowania i sprawozdawczosci w zakresie opornosci na srodki
przeciwdrobnoustrojowe u bakterii zoonotycznych i komensalnych, ktora
obowigzywata od 1 stycznia 2014 r. do grudnia 2020 r., monitorowanie opornosci
na $rodki przeciwdrobnoustrojowe u Salmonella byto obligatoryjne w przypadku
gléwnych populacji zwierzat hodowanych w kraju i pochodzacego z nich migsa.
Ustawodawca wymagat rowniez monitorowania szczepdéw wytwarzajacych ESBL,
AmpC (chromosomalng cefalosporynaze, ktéra charakteryzuje zdolnos¢ do
rozkladu wiekszosci antybiotykow (-laktamowych) oraz karbapenemazy
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(enzymy hydrolizujace wigzanie [-laktamowe w czasteczkach karbapenemdw)
[179].

Pateczki z rodzaju Salmonella wyksztalcilty wiele molekularnych mechanizmow
opornosci zaréwno na poziomie globalnych, jak i lokalnych modulatorow
transkrypcji. Rosnacy wskaznik opornosci na antybiotyki u Salmonella stanowi
powazny problem globalny, a lepsze zrozumienie mechanizmow
wielolekoopornosci tych bakterii jest niezbedne do wyboru odpowiedniego
antybiotyku celem skutecznego leczenia infekcji. Dlatego w publikacji [P3]
podsumowano aktualny stan wiedzy dotyczacy molekularnych mechanizmow
kontrolujacych ekspresje genow zwigzanych z opornoscia pateczek z rodzaju
Salmonella na antybiotyki. Scharakteryzowano regulatory petnigce funkcje
aktywatorow i represorow transkrypgji (biatka z rodzin TetR, AraC/XylS oraz
MarR, ktore sa regulatorami pompy wyptywu leku AcrAB-TolC; Rysunek 3) oraz
dwusktadnikowe systemy transdukgji sygnatu (systemy PhoPQ, CpxAR, BaeSR,
EnvZ/OmpR oraz PmrAB; Tabela 2). Omdéwiono molekularne mechanizmy
opornosci na metale (regulatory z rodziny MerR), regulatory wielolekowej
opornosci na antybiotyki, globalne regulatory z rodziny LysR (systemy SpvR,
LeuO, LoiA, STM0030, CysB, LtrR oraz Hrg; Tabela 3), a takze regulatory biatek
histonopodobnych.

Biorac pod uwage wysokie ryzyko wystepowania bakterii wielolekoopornych
w $rodowisku, celem badan, ktérych wyniki oméwiono w publikacji [P4] byto
okreslenie profili opornosci na antybiotyki wsrdd autochtonicznych szczepow
paleczek z rodzaju Salmonella wyizolowanych z réznych ogniw tanicucha
zywnosciowego. Pateczki z rodzaju Salmonella koduja liczne geny zwigzane
z patogennoscia tych bakterii, w tym invA, fimA, stn, spvC, spvR oraz rck
(publikacja [P4], Tabela 5). We wszystkich badanych szczepach potwierdzono
obecnos¢ gendéw invA, fimA oraz stn. Zlokalizowany na SPI-1 gen invA jest
konieczny do inwazji komdrek nablonka jelita gospodarza, wywotania reakgcji
zapalnej i zniszczenia bariery nablonkowej [180-183]. Gen fimA koduje biatko
FimA, ktore jest niezbedne do tworzenia fimbrii typu I u Salmonella [184,185]. Te
nitkowate struktury powierzchniowe przyczyniajg si¢ do kolonizacji komdrek
nabtonka zywiciela [180]. Gen stn z kolei koduje enterotoksyne wytwarzana przez
pateczki Salmonella, zwiazana gltownie z zakazeniami serowarami S. Typhi,
S. Typhimurium i S. Enteritidis [186]. Z klinicznego punktu widzenia gen stn jest
biomarkerem réznicujacym enterotoksyczne szczepy S. enterica od wigkszosci
szczepow Salmonella bongori i innych Gram-ujemnych paleczek z rodziny
Enterobacteriaceae [180,186,187]. U trzynastu szczepow Salmonella (tj. 24,5%)
potwierdzono obecnos$¢ genow spvC i spuR. Obecny w plazmidach i/lub
chromosomach gen spvC promuje ogodlnoustrojowa proliferacje patogenu
i przyczynia si¢ do jego replikacji poza jelitem cienkim. Razem z genami invA
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i ssel. (zlokalizowanym na SPI-2), gen spvC ulatwia przewidywanie ogolnej
patogennosci, inwazyjnosci i potencjatu replikacyjnego Salmonella [188]. Produkt
genu spvR — biatko SpvR jest regulatorem systemu spvABCD niezbednego dla
zjadliwosci ogolnoustrojowej [180]. Gen spv koduje takze opornos¢ na uszkodzenia
makrofagéw, podczas gdy przenoszone przez plazmid biatko btony zewnetrznej
Rck (produkt genu rck) nadaje opornosc na zabijanie dopetniacza [189]. Co wigcej,
biatko Rck ma zdolnos¢ promowania inwazji bakterii na komdrki ssakow [190].
Ekspresja genu rck jest regulowana przez SdiA, regulator quorum sensing (QS)
aktywowany przez AHLs wytwarzane przez inne bakterie [191]. Obecnos¢ genu
rck potwierdzono u 20 (tj. 37,7%) badanych szczepdéw Salmonella. Zblizony do
uzyskanego w wyniku przeprowadzonych badan profil gendéw zjadliwosci
Salmonella opisali Deguenon i wsp. [192], potwierdzajac obecnos¢ gendw invA,
fimA i stn we wszystkich szczepach Salmonella, podczas gdy geny spvC i spvR
wystepowaly odpowiednio tylko u 10% i 20% badanych izolatéw.

W kolejnym etapie badan okreslono profil fenotypowej opornosci na srodki
przeciwdrobnoustrojowe. Szczepy Salmonella zbadano pod katem wrazliwosci na
dwadzie$cia osiem srodkow przeciwdrobnoustrojowych nalezacych do osmiu
roznych klas antybiotykdéw (publikacja [P4], Tabela 6). Sposréd zbadanych
szczepdw, siedem (tj. 13,2%) nie wykazalo fenotypowej opornosci na zaden
z testowanych antybiotykdw. Wszystkie szczepy byly z kolei wrazliwe na
meropenem (karbapenem) i lewofloksacyne (fluorochinolon). Wigkszos¢
szczepOdw Salmonella wykazala wskaznik MAR ponizej 0,3, natomiast jeden ze
szczepOw (tj. S. enterica KKP 998) odznaczyt sie¢ znacznie wyzsza wartoscia tego
wskaznika (indeks MAR = 0,61). Sposrod badanych szczepdéw az 50,9% (tj. 27/53)
izolatow byla MDR. Szczep S. enterica KKP 998 (wyizolowany z produktu
spozywczego) wykazatl najszerszy profil opornosci na 17 antybiotykdéw,
nalezacych do 6 réznych klas (tj. penicyliny, cefalosporyny, karbapenemy,
monobaktamy, fluorochinolony i aminoglikozydy). Szerokie profile opornosci
wykazaly takze szczepy S. enterica KKP 3821, KKP 1004, KKP 1044 i KKP 3080.
Szczep S. enterica KKP 3281 (wyizolowany z pomieszczenn hodowli zwierzat)
wykazat opornos¢ na 12 $rodkow przeciwdrobnoustrojowych nalezacych do
5 réznych klas antybiotykéw (tj. cefalosporyny, karbapenemy, monobaktamy,
fluorochinolony i aminoglikozydy), natomiast pozostate trzy szczepy
(wyizolowane z produktéw spozywczych) wykazaly opornosc na 11 testowanych
antybiotykéw. Szczepy Salmonella cechowata najwyzsza opornos¢ na antybiotyki
z grupy aminoglikozydow (Tabela 7). Przeciwko amikacynie, gentamycynie
i tobramycynie fenotypowa opornos¢ wykazato odpowiednio 31 (tj. 58,5%), 26 (4.
49,1%) i 24 (tj. 45,3%) szczepow. Ponadto az 14 szczepoéw Salmonella (tj. 26,4%)
wykazato opornos¢ na wszystkie badane antybiotyki z grupy aminoglikozyddw
(. amikacyng, gentamycyne i tobramycyne) (Tabela 6). Ceftarolina, nalezaca do
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antybiotykéw z klasy cefalosporyn V generacji o szerokim spektrum dziatania
stosowana w leczeniu ciezkich zakazen bakteryjnych, byta najmniej skutecznym
antybiotykiem, gdzie az 32 (tj. 60,4%) sposrod badanych szczepow Salmonella byto
opornych na ten chemioterapeutyk. Wysoki odsetek szczepow opornych na
cefalosporyny V generacji jest sytuacja niepokojaca ze wzgledu na ryzyko
przenoszenia genoéw opornosci do srodowiska. Ceftarolina jest lekiem
z wyboru wsrdd cefalosporyn i wykazuje aktywnos¢ wobec wielolekoopornych
szczepOw S. aureus, w tym MRSA, VRSA i VISA [193,194].

Uzyskane profile antybiotykoopornosci wskazuja, ze autochtoniczne szczepy
Salmonella wyizolowane z réznych ogniw faficucha Zywnosciowego stanowia
znaczny odsetek szczepow MDR. Wyniki badan opublikowanych przez
Plawinska-Czarnak i wsp. [195] potwierdzaja wysoki odsetek (tj. 53,8%) MDR
szczepow Salmonella, ktore wykazaly opornos¢ na p-laktamy, aminoglikozydy,
cefalosporyny, fluorochinolony, sulfonamidy i tetracykliny. Wedtug najnowszego
raportu EFSA i ECDC [196], w latach 2020-2021 w UE ws$rdéd szczepdw
odzwierzecych oraz izolowanych od hospitalizowanych pacjentéw odnotowano
wysoki odsetek Salmonella opornych na ampicyling, sulfonamidy i tetracykliny,
natomiast opornosc¢ na cefalosporyny III generacji wystepowata na ogoélnie bardzo
niskim poziomie zaréwno w przypadku cefotaksymu, jak i ceftazydymu. Szczepy
Salmonella izolowane od pacjentéw wykazywaty umiarkowana opornos$¢ na
ciprofloksacyne. Wsérdd izolatéw odzwierzecych obserwowano z kolei bardzo
wysoki odsetek szczepdw opornych na fluorochinolony (ciprofloksacyne i kwas
nalidyksowy). Na podstawie badan opisanych w publikacji [P4] stwierdzono, ze
zaden ze szczepow pochodzacych od pacjentow hospitalizowanych nie wykazat
opornosci na ampicyling i sulfonamidy, natomiast szczepy S. enterica KKP 996
i KKP 1193 wykazaty genotypowa opornos¢ na tetracykliny (Tabela 8). Wérdd
izolatbw odzwierzecych obserwowano niski odsetek szczepéw opornych na
fluorochinolony. Podobnie jak w przypadku danych zebranych w raporcie
EFSA/ECDC, opornosc na cefotaksym, ceftriakson i ceftazydym nie wystepowata
czesto (odpowiednio 7,6%, 26,4% i 5,7%) (publikacja [P4], Tabela 7). Na podstawie
przeprowadzonych badan potwierdzono, ze Zywno$¢ jest czestym zrodlem
wielolekoopornych bakterii chorobotwoérczych (47,4% (18/38) MDR szczepdéw
z produktéw spozywczych i 55,6% (5/9) MDR szczepoéw odzwierzecych lub
wyizolowanych z pomieszczent hodowli zwierzat).

W kolejnym etapie badan (publikacja [P4]) okreslono genotypowy profil
opornosci dla panelu szczepdw Salmonella przy uzyciu 25 par starteréw. Szczepy
Salmonella nalezace do jednego klonu w PFGE (Rysunek 1) nie wykazaly
identycznych profili opornosci genotypowej (Tabela 8). W zadnym ze szczepdw
nie zidentyfikowano gendéw aadB i aacC kodujacych opornos¢ na gentamycyne
(antybiotyk aminoglikozydowy). Nie stwierdzono takze obecnosci gendéw mcrl,
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mcr2, mcr3, mcrd i mcr5 kodujacych oporno$¢ na kolistyne, nalezacej do
antybiotykéw peptydowych, oraz gendéw dfrAl, dfrAl10 i dfrAl12 zwiazanych
z opornoscia na trimetoprim. W 7 (tj. 13,2%) izolatach potwierdzono obecnos¢
genu fIoR, ale w zadnym z badanych szczepow nie stwierdzono obecnosci gendéw
catl i cat2, ktore koduja opornos¢ na chloramfenikol. Fenotypowa opornos¢ na ten
antybiotyk potwierdzono jedynie u trzech szczepow Salmonella — tj. KKP 999, KKP
1000 i KKP 3820 (Tabela 8). Sposréd dwoch badanych gendéw zwigzanych
z opornoscia na neomycyne (antybiotyk aminoglikozydowy), gen aphAl
wystepowatl tylko w jednym (tj. 1,9%) szczepie Salmonella (tj. KKP 998), natomiast
genu aphA2 nie wykryto w zadnym z izolatow. Okreslono réwniez obecnos¢
genow kodujacych opornos¢ na sulfametoksazol i sposrod trzech badanych genow
(tj. sull, sul2 i sul3) w zadnym ze szczepdw nie potwierdzono genu sul3. Ponadto
w siedmiu szczepach Salmonella (tj. KKP 1003, KKP 1040, KKP 1113, KKP 1611,
KKP 1775, KKP 3816 i 3821) nie zidentyfikowano Zzadnego z badanych genow
opornosci. Co wiecej, fenotypowy profil opornosci szczepu S. enterica KKP 1040
nie zostal potwierdzony poprzez detekcje badanych gendw opornosci. Najwyzszy
odsetek szczepéw opornych zaobserwowano w przypadku genotypowego
badania opornosci na tetracykliny, gdzie 10 (tj. 18,9%), 23 (. 43,4%) i 31 (tj. 58,5%)
szczepOdw Salmonella posiadato odpowiednio geny tetA, tetB i tetC (Tabela 9).
Wysoki odsetek szczepow Salmonella opornych na tetracykliny jest zgodny
z danymi z raportu EFSA i ECDC [196] z 2023 r. W stosunkowo wysokim odsetku
(§. 35,8%) szczepdw Salmonella potwierdzono obecnos¢ genu sull, kodujacego
opornos¢ na sulfametoksazol, z kolei tylko dwa (3,8%) szczepy Salmonella
wykazaly fenotypowa opornos¢ na sulfametoksazol z inhibitorem (tj.
trimetoprimem) (Tabela 7).

W  ostatnim etapie badan (publikacja [P4]) sprawdzono (fenotypowo
i genotypowo) obecnos¢ gldéwnych mechanizmow opornosci na [-laktamy.
U paleczek z rodzaju Salmonella, podobnie jak u innych bakterii z rodziny
Enterobacteriaceae, gléwnym mechanizmem opornosci na antybiotyki
p-laktamowe sg B-laktamazy kodowane przez geny bla [195,197,198]. U Salmonella
dominujg B-laktamazy typu TEM, CTX-M i SHV [197], nalezace do grupy
enzymow ESBL, ktore inaktywuja cefalosporyny oraz penicyliny I, II i Il generacji
[195,197], ale nie dziataja z kolei wobec karbapenemdw [199]. Wéréd badanych
szczepoOw nie zidentyfikowano mechanizméw ESBL typu TEM i CTX-M.
Mechanizm ESBL typu SHV zidentyfikowano w dwoch izolatach, tj. S. enterica
KKP 1597 i KKP 1610 wyizolowanych z produktéw spozywczych (Tabela 4). Nie
potwierdzono jednak fenotypowo obecnosci mechanizmow ESBL, co wskazuje, ze
prawdopodobnie gen blasnv (zwiazany z ESBL typu SHV) u szczepdw S. enterica
KKP 1597 i KKP 1610 byt nieaktywny. Inng grupa -laktamaz jest AmpC, ktora
nadaje opornos¢ na wszystkie antybiotyki f-laktamowe z wyjatkiem cefalosporyn
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IV generagji i karbapenemow [200,201]. W przeciwienstwie do ESBL, AmpC nie
jest wrazliwa na inhibitory -laktamowe, takie jak kwas klawulanowy, sulbaktam
i tazobaktam [200]. Mechanizm AmpC moze by¢ kodowany przez geny
zlokalizowane na chromosomach lub w plazmidach [201]. Wykazano, ze
w przypadku Salmonella opornos¢ na cefalosporyny o szerokim spektrum
dziatania jest czesto powigzana z genem blacmy> [202]. W  wyniku
przeprowadzonych badan stwierdzono, ze zaden ze szczepow nie wykazat
mechanizmu opornosci na -laktamazy typu AmpC. Kolejnym genem kodujacym
opornos¢ na antybiotyki p-laktamowe jest blarse-1 zlokalizowany w integronie
klasy I [195,198], ktory wiaze si¢ z mechanizmem wyrzutu leku PSE-1. Jego
obecnos¢ potwierdzono w szesciu szczepach Salmonella (tj. KKP 1000, KKP 1004,
KKP 1005, KKP 1007 wyizolowanych z produktéw spozywczych oraz KKP 3819
i KKP 3820 wyizolowanych od drobiu). Wsrod badanych izolatéw nie wykryto
szczepOw Salmonella wytwarzajacych karbapenemazy. Wedlug raportu EFSA
i ECDC odsetek szczepow Salmonella wytwarzajacych ESBL i AmpC w latach 2020-
2021 wahat si¢ od bardzo niskiego do niskiego (izolaty odzwierzece) i bardzo
niskiego wsrod izolatow uzyskanych od hospitalizowanych pacjentow. W latach
20202021 nie wykryto zadnych izolatow Salmonella wytwarzajacych
karbapenemazy [196]. Wyniki niniejszego raportu sq poréwnywalne z wynikami
uzyskanymi w wyniku realizacji zadan badawczych w publikacji [P4]
i potwierdzaja bardzo niski odsetek szczepdéw Salmonella wykazujacych takie
mechanizmy opornosci.

Fenotypowa opornos¢ na srodki przeciwdrobnoustrojowe okreslono réwniez
wobec panelu szczepow bakterii saprofitycznych (publikacja [P2]). Sposrod
badanych szczepdéw siedemnascie (tj. 39,5%) nie wykazalo fenotypowej opornosci
na zaden z testowanych antybiotykdw. Wszystkie z badanych szczepéw byly
wrazliwe na piperacyline, piperacyling z tazobaktamem i tikarcyling z kwasem
klawulanowym (penicyliny); cefotaksym i ceftazydym/awibaktam
(cefalosporyny); wszystkie badane karbapenemy (tj. ertapenem, imipenem,
meropenem); aztreonam (monobaktamy); lewofloksacyne (fluorochinolony);
chloramfenikol (fenikole); i sulfametoksazol/trimetoprim (sulfonamidy).
Wigkszo$¢ szczepow bakterii wykazata wskaznik MAR ponizej 0,3 z wyjatkiem
trzech izolatow (tj. Rahnella aquatilis KKP 1383 (indeks MAR = 0,36) oraz Serratia
marcescens KKP 585 (indeks MAR = 0,32) wyizolowanych z mieszanki satat
z burakiem oraz Pantoea agglomerans KKP 590 (indeks MAR = 0,32) wyizolowanej
z mieszanki satat z marchewka. Wsrdéd szczepow bakterii saprofitycznych
zaobserwowano niska czestos¢ wystepowania MAR, a 18,6% (tj. 8/43) izolatow
byto MDR.

Szczep Rahnella aquatilis KKP 1383 wykazatl najszerszy profil opornosci na 10
antybiotykéw nalezacych do 4 réznych klas antybiotykow (tj. penicyliny,
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cefalosporyny, fluorochinolony, i aminoglikozydy). Szerokie profile opornosci
wykazaty takze szczepy Serratia marcescens KKP 585 i Pantoea agglomerans KKP 590,
ktére byly oporne na 9 srodkéow przeciwdrobnoustrojowych z 4 réznych klas
antybiotykéw (tj. penicyliny, cefalosporyny, fluorochinolony i aminoglikozydy).
Szczepy Enterobacter cloacae KKP 575, KKP 3684, KKP 3686, KKP 3692 i KKP 3706;
Enterobacter sp. KKP 3892; oraz Serratia marcescens KKP 585 i KKP 671 wykazaty
peten wzrost z kragzkami ampicyliny. Opornos¢ tych szczepdw wynika z faktu, iz
bakterie z gatunkdéw Citrobacter freundii, Enterobacter cloacae oraz Serratia
marcenscens cechuje naturalna opornos¢ na ampicyline oraz amoksycyling
z kwasem klawulanowym (Tabela 1 w podrozdziale 2.2.3 oraz [203]). Pomimo
tego, szczepy Citrobacter freundii KKP 3655 oraz Serratia marcescens KKP 357 nie
wykazaly opornosci na ampicyling, z kolei szczep Serratia marcescens KKP 3687 byt
wrazliwy zaréwno na ampicyling, jak rowniez amoksycyline z kwasem
klawulanowym. Opornos$¢ naturalna, w przeciwienstwie do opornosci nabytej
i/lub mutacyjnej, jest cecha charakterystyczng dla wszystkich lub niemal
wszystkich izolatow w obrebie danego gatunku bakterii. Opornos¢ naturalna na
dany chemioterapeutyk oznacza, ze jego aktywnos¢ przeciwbakteryjna
z klinicznego punktu widzenia jest niewystarczajaca lub opornos¢ na dany lek jest
wrodzona, co powoduje, Zze jest on klinicznie bezuzyteczny. Oznaczenie
wrazliwosci szczepu bakterii nalezacej do gatunku z opornoscia naturalng nalezy
traktowa¢ z ostroznoscia, gdyz wynik ten oznacza najprawdopodobniej btad
w identyfikacji taksonomicznej szczepu lub nieprawidtowe oznaczenie
lekowrazliwosci.  Pomimo  potwierdzenia  wrazliwosci  szczepu  na
chemioterapeutyk, zgodnie z rekomendacjami, nalezy unikac¢ stosowania takiego
leku w praktyce klinicznej. Co wiecej, w niektorych przypadkach opornosc
naturalna na dany chemioterapeutyk moze by¢ wyrazana na niskim poziomie,
z wartosciami minimalnego stezenia hamujacego (MIC) zblizonymi do wartos$ci
granicznych dla kategorii ,, wrazliwy”, jednak lek ten uznaje sie¢ wéwczas za
klinicznie nieaktywny. Zdarzaja si¢ takze przypadki, kiedy lek jest w petni
aktywny w warunkach in vitro, ale nie wykazuje skutecznego dziatania
w warunkach in vivo [203].

Pateczki z rodziny Enterobacteriaceae wykazuja takze naturalng opornos¢ na
penicyling benzylowa, glikopeptydy, kwas fusydowy, makrolidy (z pewnymi
wyjatkami, tj. azytromycyna wykazuje skutecznos¢ in vivo w leczeniu duru
brzusznego, zas erytromycyna moze byc¢ stosowana do leczenia biegunki
podréznych), linkozamidy, streptograminy, rifampicyne, daptomycyne oraz
linezolid. Co wiegcej, wszystkie pateczki z gatunku Serratia marcescens produkuja
chromosomalny enzym AAC(6')-Ic, ktéry ogranicza (ale nie calkowicie)
aktywnos$¢ wszystkich dostepnych klinicznie aminoglikozydow, z wyjatkiem
streptomycyny, gentamicyny i arbekacyny [203]. Zgodnie 2z wynikami
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przedstawionymi w publikacji [P2], szczep Serratia marcescens KKP 585 byt
oporny na wszystkie badane antybiotyki z klasy aminoglikozydow (tj. amikacyne,
gentamycyne i tobramycyne) (Tabela 3). Szczepy bakterii saprofitycznych
wykazaty najwyzsza opornos¢ na antybiotyki z klasy penicylin i cefalosporyn
(Tabela 4). Dwadziescia (tj. 46,5%) szczepdw wykazalo opornos¢ na ampicyline
(penicyliny), a pietnascie (tj. 34,9%) szczepow byto opornych na amoksycyline
z kwasem klawulanowym (penicyliny) oraz ceftaroling (cefalosporyna
V generagdji).

Opornos¢ na antybiotyki wsréd bakterii chorobotwoérczych z rodziny
Enterobacteriaceae izolowanych z produktéw spozywczych jest przedmiotem
zainteresowan wielu zespotow badawczych, jednak brak jest wystarczajacej liczby
doniesien dotyczacych profili opornosci bakterii saprofitycznych wyizolowanych
z minimalnie przetworzonej zywnosci pochodzenia roslinnego. W badaniu
Richtera i wsp. [204] okreslono profile opornosci bakterii z rodziny
Enterobacteriaceae wyizolowanych ze swiezych warzyw. Analiza fenotypowej
opornosci na antybiotyki wykazata, ze 96,1% z 77 badanych izolatéw byta MDR,
a opornos¢ najczesciej dotyczyla aminoglikozydow (94,8%), chloramfenikolu
(85,7%) oraz tetracykliny (53,2%). Vincenti i wsp. [205] okreslili opornos¢ na
antybiotyki w zywnosci gotowej do spozycia w stotdwkach szpitalnych
i publicznych w Rzymie. Badania wykazaty, ze okoto 38% zywnosci nie spelniata
kryteriow mikrobiologicznych bezpieczenistwa zZywnosci i mogta stanowic realne
zagrozenie dla zdrowia konsumentow ze wzgledu na rozprzestrzenianie
szczepOw antybiotykoopornych.

W wyniku przeprowadzonych badan (publikacja [P2]) nie zidentyfikowano
zadnych szczepdw bakterii saprofitycznych o fenotypowej aktywagji
mechanizmdéw opornosci na antybiotyki typu ESBL czy karbapenemazy. Z kolei
w badaniu Richtera i wsp. [204] fenotypy opornosci typu ESBL wykazano az
u 79,2% sposrod badanych szczepow.

Podsumowujac, w wyniku przeprowadzonych badann wykazano wysoki
odsetek MDR szczepow Salmonella (tj. 50,9%; publikacja [P4]), z kolei
wyizolowane szczepy bakterii saprofitycznych nie wykazaly wysokiego
wskaznika opornosci wielolekowej (tj. 18,6%; publikacja [P2]), jednak ze wzgledu
na ryzyko przenoszenia ARGs w $rodowisku, sytuacja ta powinna podlegad
monitoringowi.

Poprzez zrealizowanie zadan badawczych 1 oraz 2 potwierdzono hipoteze

[H1]: Gram-ujemne bakterie wystepujace w faricuchu zywno$ciowym cechuje

nabyta oporno$¢ na powszechnie stosowane srodki przeciwdrobnoustrojowe, co

decyduje o ich znacznym wudziale w _transferze antybiotykoopornosci

w $rodowisku zywnosci.
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5.3. Okreslenie aktywnos$ci wyizolowanych bakteriofagéow oraz zakresu
bakteryjnych gospodarzy

Druga cze$¢ badan koncentrowala si¢ na poszukiwaniu i charakterystyce
bakteriofagdw ukierunkowanych wobec dominujacej mikrobioty bakteryjnej
wyizolowanej z faricucha zywnosciowego. W publikacji [P2] scharakteryzowano
bakteriofagi specyficzne wobec 43 bakterii saprofitycznych pochodzacych
z zywnos$ci minimalnie przetworzonej pochodzenia roslinnego. W Tabeli 5.
przedstawiono wszystkich bakteryjnych gospodarzy dla fagow, miana
poszczegolnych lizatow fagowych, wyglad tworzonych przez nie tysinek (tj.
klarowne ze strefa halo, klarowne bez strefy halo lub metne) oraz usrednione
wyniki zmian gestosci optycznej mikrohodowli bakterii z bakteriofagami przy
wspolczynnikach infekgji MOI = 1,0 lub MOI = 0,1. Dla kazdego ze szczepéw
bakteryjnych gospodarzy obliczono wspolczynnik wlasciwej szybkosci wzrostu
(u). Nizsze wartosci wspotczynnikéw u  wyznaczone dla mikrohodowli
zainfekowanych fagami wskazuja na znaczna supresje podziatow komorek
podczas logarytmicznej fazy wzrostu badanych szczepoéw bakterii. Przy MOI =1,0
zaobserwowano silniejsze zahamowanie podzialdéw komorkowych bakterii
w stosunku do nizszego wspotczynnika infekgji (tj. MOI = 0,1) (publikacja [P2],
Tabela 5). Cztery z badanych fagéw (tj. Enterobacter phage KKP 3262 (vB_Ecl-
IAFB3262) wobec Enterobacter cloacae KKP 3082, Enterobacter phage KKP 3263
(VB_Elu-IAFB3263) wobec Enterobacter ludwigii KKP 3083, Serratia phage KKP
3264 (vB_Sfo-IAFB3264) wobec Serratia fonticola KKP 3084 oraz Citrobacter phage
KKP 3664 (vB_Cfr-IAFB3664) wobec Citrobacter freundii KKP 3655) kompleksowo
scharakteryzowano w publikacji [P1], a kinetyke wzrostu ich bakteryjnych
gospodarzy przedstawiono na Rysunku 2 (publikacja [P1]).

Dla czterech powyzszych bakteriofagéw okreslono spektrum lityczne (dane
nieopublikowanie w publikacjach; wyniki przedstawiono w Tabeli 2. ponizej).
Sposrdd badanych bakteriofagdw, Serratia phage KKP 3264 cechowal najszerszy
zakres bakteryjnych gospodarzy. Citrobacter phage KKP 3664 natomiast wykazat
aktywnos¢ jedynie wobec swojego gospodarza.

Tabela 2. Zakres bakteryjnych gospodarzy dla fagéw wyizolowanych wobec bakterii

saprofitycznych.
Syeze Numer Testowany bakteriofag
bakte .:e o akcesyjny KKP 3262 KKP 3263 KKP 3264 KKP 3664
oo dag; (ng_ y5) Wbaziedanych  vBEc-  vBElu-  vBSfo-  vB_Cf-
gosp GenBank IAFB3262  IAFB3263  IAFB3264 IAFB3664
Enterobacter cloacae
H — —
KKP 3082 MZ827006 ++ ++
Enterobacter ludwigii
MZ827002 - ++H + -
KKP 3083
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Serratia fonticola

KKP 3084 MZ827668 - - +HH -
Cztrc}?(::lieg jérsestmdu MZ827001 + _ + 44H
Enterobacter cl

kb acee T OMB304355 + - + -
Enterobacter cl
e OM281790 + - + -
Enterobacter cl
kb acae T OM281778 + - + -
Enterobacter cl
e OM281803 + - + -
Ente;zll?lgt;;géoacae OM278533 - _ — _
Escherichia coli
S;(gzg; g" ! OM287487 - - - -
Es;f;gcgé‘;;"” OM281784 - - - -
Escherichia coli
S;’(g%g; ;" ! OM281773 - - - -
Es;fgf%;"” OM212647 - - - -
Escherichia coli
S;’(g%% ;" ! OM281777 - - - -
Es;f;?;;‘;g"” OM250392 - + - -
Escherichia coli
S;’(g%g% ;" ! OM250391 - - - -
Escherichia coli
s;(zg;‘égo ! OM250393 - - - -
Escherichia coli
S;(gzé”z Z" ! ON303636 - - - -
Escherichia coli
s;(;%;”z;" ! ON303626 - - - -
Pant 1
an "IZ( ‘ifg 605”;”“”3 OP978292 - - + -
Raoultella terri
m1<1€<1532g91gm OKO085529 - - - -
ti ticol
5”%2;@’2512“’ a OM287486 - - - -
Serratia fonticol
er%(’;f;gsgw ? OM281802 - - - -
Sermlizli gzéuéegiczens OP978313 B _ _ _
Serrati
em}(}igg;;ms OK103977 - - - -

Oznaczenia w tabeli: ,H” — szczep bakteryjnego gospodarza, wobec ktdrego pierwotnie

wyizolowano bakteriofaga (ang. host strain); ,++” — przezroczyste/klarowne tysinki; ,+” -

metne/nieklarowne tysinki; ,—” — brak tysinek (bakteria niewrazliwa na badanego faga). Kazdy test
punktowy wykonano w trzech powtdrzeniach (n = 3).
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Nastepnie zbadano wplyw czynnikéw srodowiskowych na aktywnos¢ fagow.
W badaniach przedstawionych w publikacji [P1] okreslono wptyw temperatury
oraz kwasowosci czynnej (pH) na zachowanie aktywnosci czterech bakteriofagow.
W zalezno$ci od bakteriofaga, zachowaly one swoja aktywno$¢ w zakresie
temperatur od —20°C do 50°C oraz kwasowosci czynnej w zakresie pH od 4 do 11.
Wyzsze temperatury (60°C i wiecej) oraz skrajne wartosci pH (3 oraz 12)
ograniczyly lub catkowicie zahamowaly aktywnos¢ fagow, prawdopodobnie
w wyniku denaturagji biatek wirionéw. Okreslono rowniez wplyw naswietlania
promieniami UV na aktywnos$¢ bakteriofagéw (dane nieopublikowanie
w publikacjach; wyniki przedstawiono na Rysunku 7. ponizej). Czas ekspozycji na
promieniowanie UV istotnie wptywal na ograniczenie aktywnosci bakteriofagow,

proporcjonalnie do czasu naswietlania.
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log [PFU ml™]
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Rysunek 7. Aktywnos¢ fagéw wobec szczepow bakteryjnych gospodarzy po réznym czasie
ekspozycji na promieniowanie UV: (A) — Enterobacter phage KKP 3262 (vB_Ecl-IAFB3262); (B) —
Enterobacter phage KKP 3263 (vB_Elu-IAFB3263); (C) — Serratia phage KKP 3264 (vB_Sfo-
IAFB3264); (D) — Citrobacter phage KKP 3664 (vB_Cfr-IAFB3664). Litery a, b, ¢, d oraz e oznaczaja
grupy jednorodne przy poziomie istotnosci p < 0,05, n = 3.
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W badaniach zaprezentowanych w publikacji [P5] wyizolowano specyficzne
bakteriofagi wobec dwoch MDR szczepoéw Salmonella: tj. Salmonella phage KKP
3829 (vB_Sen-IAFB3829) wobec S.I (6,8:1,—:1,7) KKP 1762 oraz Salmonella phage
KKP 3830 (vB_Sen-IAFB3830) wobec S. Typhimurium KKP 3080. W pierwszej
kolejnosci okreslono spektrum lityczne nowo wyizolowanych bakteriofagdéw
(Tabela 3). W wigkszosci przypadkow zaobserwowano metne strefy zahamowania
wzrostu bakterii. Salmonella phage KKP 3829 wykazat szeroki zakres aktywnosci,
infekujac 92,6% (tj. 50/54) szczepow Salmonella. Ponadto wykazal aktywnosc¢
wobec trzech szczepdw bakterii z gatunku Enterobacter cloacae i trzech z gatunku
Escherichia coli. Drugi z bakteriofagéw, Salmonella phage KKP 3830, wykazat
znacznie wezszy zakres aktywnosci, infekujac 44,4% (tj. 24/54) szczepow
Salmonella. Co wigcej, nie wykazat aktywnosci wobec innych niepatogennych
przedstawicieli bakterii z rzedu Enterobacterales. Zaden z wyizolowanych
bakteriofagdw nie wykazal aktywnosci wobec czterech szczepéw z rodzaju
Salmonella, tj. S. Derby KKP 1006, S. enterica KKP 1113, S. Mbandaka KKP 1169 oraz
S. Senftenberg KKP 1597. Fagi nie wykazaly aktywnosci wobec zadnej
z testowanych bakterii z rodzajéow Citrobacter, Pantoea, Raoultella oraz Serratia.
Bakterie chorobotwoércze inne niz Salmonella, zaréwno Gram-ujemne
(P. aeruginosa), jak i Gram—dodatnie (L. monocytogenes, S. aureus) nie wykazaly
wrazliwosci na nowo wyizolowane fagi. Ocena spektrum litycznego fagéw jest
waznym krokiem podczas charakterystyki bakteriofagdéw, ktdre sg potencjalnymi
kandydatami do zastosowania w biopreparacie [206,207]. Koktajle fagowe
przeznaczone do terapii fagowej powstaja zazwyczaj poprzez polaczenie kilku
znanych lub nowo wyizolowanych fagéw celem opracowania mieszaniny
terapeutycznej o mozliwie szerokiej specyficznosci gospodarza [206-209].
Szerokospektralne koktajle fagowe moga stanowi¢ alternatywe wobec
antybiotykéw o szerokim spektrum dziatania [210,211]. Pomimo pokrywajacego
si¢ zakresu gospodarzy dla dwdch nowo wyizolowanych bakteriofagdw,
wlaczenie ich obu w sklad biopreparatu fagowego moze zapewni¢ wigksza
bioréznorodnosc¢ i poprawié jego efektywnos¢ m.in. w przypadku, gdy gospodarz
wyksztalci opornosé na jednego z fagow.

Aby okresli¢ charakterystyke wzrostu fagdéw, wyznaczono jednoetapowe
krzywe wzrostu (Rysunek 4). W przypadku obu fagdéw, ich okres latencji wyniost
20 minut, za$ czas wyrzutu trwal od 55 minut (Salmonella phage KKP 3830) do 65
minut (Salmonella phage KKP 3829). Obliczona wielkos¢ wyrzutu wyniosta od 11
+ 1 PFU komorka™ (Salmonella phage KKP 3830) do 22 + 0 PFU komorka™
(Salmonella phage KKP 3829) (Tabela 4). Zarowno okres latencji, jak rowniez
wielkos¢ wyrzutu sa kluczowymi parametrami przy rozwazaniu, czy danego
bakteriofaga mozna typowac jako czynnik biokontroli [212]. Wykazano, ze duza
wielko$¢ wyrzutu i krotki okres latencji s3 dodatnio skorelowane ze skuteczna
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inaktywacja bakterii [213]. Badanie adsorpcji fagow wykazato, ze kazdy z nich
adsorbowal inaczej do komorek bakteryjnych gospodarzy (Rysunek 5). Po
5 minutach inkubacji poziomy adsorpcji wyniosty srednio 30,0% i 21,1%
odpowiednio dla Salmonella phage KKP 3829 i Salmonella phage KKP 3830. Pod
koniec eksperymentu (20 min) oba fagi istotnie zwigkszyly liczbe czastek
zaadsorbowanych na powierzchni komorek gospodarza. Wyznaczone stale
szybkosci adsorpgji k wyniosty od 1,15 x 10° ml min! (Salmonella phage KKP 3830)
do 2,69 x 10° ml min™ (Salmonella phage KKP 3829). Stata szybkosci adsorpgji
k byla skorelowana z wyznaczonymi eksperymentalnie wspotczynnikami
adsorpcji — fag o wyzszej wartosci parametru k (tj. Salmonella phage KKP 3829)
osiagnatl wysoki wspdtczynnik adsorpcji (> 70%) pod koniec eksperymentu (20
min) (Tabela 5).

W  kolejnym etapie wyznaczono kinetyke wzrostu dla bakteryjnych
gospodarzy. Dla fagdw specyficznych wobec bakterii patogennych zastosowano
szeroki zakres wspdtczynnikéw infekgji (tj. MOI = 1000; MOI =100 ; MOI = 10; MOI
= 1,0, MOI = 0,1; MOI = 0,01; MOI = 0,001; i MOI = 0,0001). W zaleznosci od
zastosowanego MO, fagi w réoznym stopniu zahamowaty wzrost bakteryjnych
gospodarzy (Rysunek 6 oraz Tabela 6). W przypadku obu szczepow Salmonella,
infekcja specyficznym fagiem w kazdym MOI spowodowata istotne obnizenie
(p < 0,0001) gestosci optycznej mikrohodowli w poréwnaniu z mikrohodowla
kontrolna. Podobnie jak w przypadku fagéw wobec bakterii saprofitycznych,
nizsze wartosci  wspolczynnikbw  u wyznaczone dla mikrohodowli
zainfekowanych fagami wskazuja na silniejsza supresje podziatow komorek
podczas logarytmicznej fazy wzrostu badanych szczepdéw Salmonella.

Oba fagi zachowywaly swoja aktywnos¢ w szerokim zakresie temperatur (od —
20°C do 60°C; Rysunek 13) i kwasowosci czynnej (pH w zakresie od 3 do 11;
Rysunek 14). Ekspozycja fagéw na promieniowanie UV istotnie zmniejszyta ich
aktywno$¢ proporcjonalnie do czasu tej ekspozycji (Rysunek 15). Co wazne,
promieniowanie UV w zZadnym przypadku nie spowodowalo catkowitej
inaktywagji czastek fagowych.

5.4. Analiza morfologiczna i charakterystyka genomiczna wytypowanych
bakteriofagow

Wyizolowane bakteriofagi zwizualizowano w transmisyjnym mikroskopie
elektronowym. Fagi specyficzne wobec bakterii saprofitycznych (publikacja [P1],
Rysunek 3) wykazaly morfotyp miowiruséw (tj. Enterobacter phage KKP 3262,
Serratia phage KKP 3264 oraz Citrobacter phage KKP 3664), charakteryzujacy fagi
o budowie ztozonej z dtugim, kurczliwym ogonkiem, lub morfotyp podowirusow
(. Enterobacter phage KKP 3263), ktory charakteryzuje fagi o budowie ztozonej
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z krétkim, niekurczliwym ogonkiem. Oba bakteriofagi wyizolowane wobec
pateczek z rodzaju Salmonella (tj. Salmonella phage KKP 3829 oraz Salmonella
phage KKP 3830) charakteryzuje morfotyp sifowirusow, czyli fagéw o budowie
ztozonej z dtugim, niekurczliwym ogonkiem (publikacja [P5], Rysunek 7).

W  kolejnym  etapie z, ~ wykorzystaniem  wysokoprzepustowego
sekwencjonowania w aplikacji WGS oraz asemblacji de novo, okreslono sekwencje
pelnych genomdéw wszystkich nowo wyizolowanych bakteriofagow. Na
podstawie zlozonych genomdéw fagow wygenerowano drzewa proteomiczne
(odpowiednio dla fagéw wobec bakterii saprofitycznych: publikacja [P1],
Rysunek 5; oraz dla fagow wobec Salmonella: publikacja [P5], Rysunek 8) oraz
mapy organizacji genomow (dla fagéw wobec bakterii saprofitycznych:
publikacja [P1], Rysunki 6, 8, 10 i 12; oraz dla fagéw wobec Salmonella: publikacja
[P5], Rysunki 9 i 11). Analiza genomiczna wykazata, ze wszystkie bakteriofagi
reprezentuja fagi ogoniaste zaliczane do klasy Caudoviricetes o strukturze genomu
w postaci liniowego dsDNA. Na podstawie predykgji sekwencji nukleotydowych
z rekordami zdeponowanymi w bazie NCBI, moduly funkcjonalne obecne
w genomach fagdw powiazano ze: a) struktura/ztozeniem faga,
b) replikacja/modyfikacja/regulacja DNA, c) liza faga oraz d) pakowaniem DNA
do kapsydu. W genomach Enterobacter phage KKP 3263, Citrobacter phage KKP
3664, Salmonella phage KKP 3829 oraz Salmonella phage KKP 3830 nie
zidentyfikowano potencjalnych genow tRNA, co sugeruje, ze fagi te wykorzystuja
tRNA swojego gospodarza do syntezy wiasnych biatek. Brak genéw tRNA moze
wynika¢ ze skompresowanej struktury genomow fagoéw, u ktorych nie
identyfikuje si¢ sekwencji genéw zwigzanych z translacja, co moze by¢ powigzane
z wykluczeniem nieistotnych informacji podczas replikacji [214]. W genomach
fagow nie zidentyfikowano gendéw opornosci na antybiotyki, genéw kodujacych
czynniki wirulengji, integrazy, rekombinazy oraz represorow, ktére sa markerami
bakteriofagdéw umiarkowanych. Celem oceny stopnia homologii, genomy
bakteriofagdw porownano z genomami bakteriofagow zdeponowanych
w miedzynarodowej bazie danych GenBank (publikacja [P1], Rysunki7,9,11i13
oraz publikacja [P5], Rysunki 10 i 12). Genomy fagéw wobec bakterii
saprofitycznych zdeponowano pod numerami akcesyjnymi OK210076, OK210074,
OK210077 oraz OK210075 odpowiednio dla Enterobacter phage KKP 3262,
Enterobacter phage KKP 3263, Serratia phage KKP 3264 oraz Citrobacter phage
KKP 3664. W zwiazku z nowym raportem BVS (z 2023 r.), w Tabeli 3.
przedstawiono zaktualizowana klasyfikacje taksonomiczng bakteriofagow
wyizolowanych wobec bakterii saprofitycznych.
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Tabela 3. Aktualnie obowiazujaca klasyfikacja taksonomiczna fagéw wyizolowanych wobec
bakterii saprofitycznych.

Przynaleznos¢

. Aktualna klasyfikacja taksonomiczna wg
taksonomiczna wg

Bakteriofag publikacji [P1] najnowszego raport1.1 BVS (kla.sa / rodzina
(rzad / rodzina) / podrodzina / rodzaj)

KKP 3262 Caudovirales / Caudoviricetes / Straboviridae / Tevenvirinae /
vB_Ecl-IAFB3262 Myoviridae Karamvirus

KKP 3263 Caudovirales / Caudoviricetes | Autographiviridae /
vB_Elu-TAFB3263 Autographiviridae Studiervirinae / Kayfunavirus

KKP 3264 Caudovirales / Caudoviricetes / — / Stephanstirmvirinae /
vB_Sfo-TAFB3264 Myoviridae Justusliebigvirus

KKP 3664 Caudovirales / Caudoviricetes / Straboviridae / —/
vB_Cfr-IAFB3664 Myoviridae Pseudotevenvirus

»—" oznacza brak sklasyfikowania w obrebie rodziny / podrodziny

Genomy salmofagdéw zdeponowano pod numerami akcesyjnymi OQ674105 dla
Salmonella phage KKP 3829 oraz OQ674106 dla Salmonella phage KKP 3830.

5.5. Ocena skutecznosci koktajlu bakteriofagowego w poprawie jakosci
mikrobiologicznej wybranych minimalnie przetworzonych matryc
zywnosciowych

Ostatnie zadanie badawcze dotyczylo praktycznej aplikacji koktajlow fagowych
do matryc zywnoSciowych. Oceniono skuteczno$¢ koktajlu fagowego
(sktadajacego sie ze wszystkich 43 wyizolowanych bakteriofagow specyficznych
wobec bakterii saprofitycznych) do redukcji ogdlnej liczby bakterii (publikacja
[P2], Tabela 6). Nalezy podkresli¢, ze wykorzystane fagi wyizolowano wobec
bakteryjnych gospodarzy pochodzacych 2z innych partii produkcyjnych
produktéw niz te, ktdre zastosowano jako matryce zywnosciowe. Ich skuteczne
dziatanie byto zatem mozliwe tylko wtedy, jesli w produkcie wystepowaty te same
szczepy bakterii, co w partiach produkcyjnych, z ktorych wyizolowano czyste
kultury gospodarzy, lub gdy fagi wykazywaly szerokie spektrum lityczne wobec
roznych gatunkow (lub szczepow) bakterii. Zastosowany koktajl fagowy dziatat
w roznym stopniu, w zaleznosci od metody aplikacji i matrycy zywnosciowej.
Aplikacja koktajlu fagowego w rukoli zarowno w formie natrysku, jak i wktadki
absorpcyjnej znaczaco ograniczyla wzrost mikroorganizméw w Srodowisku
produktu juz po 6 h. Obie zastosowane metody aplikacji w podobny sposob
ograniczyly wzrost bakterii, co doprowadzito do redukcji ogdlnej liczby bakterii
0 99% w poréwnaniu do prob kontrolnych. Zastosowanie koktajlu fagowego do
mieszanki salat z marchewka istotnie zredukowato poziom ogodlnej liczby bakterii
dopiero po 48 h, przy czym wkladka absorpcyjna ograniczyta wzrost bakterii
w produkcie skuteczniej niz natrysk. Zastosowanie koktajlu fagowego w postaci
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bezposredniego natrysku lub wkiadki absorpcyjnej zmniejszylo ogolng liczbe
bakterii 0 99,9% w poréwnaniu do préb kontrolnych. Podobny efekt zastosowania
koktajlu fagowego zaobserwowano w mieszance satat z burakiem, gdzie redukcja
poziomu ogolnej liczby bakterii nastapita dopiero po 48 h. Co wigcej, bezposredni
natrysk w porownaniu do wkladki absorpcyjnej skuteczniej ograniczyl wzrost
bakterii w produkcie. Niezaleznie od metody aplikacji, po 48 h poziom ogolnej
liczby bakterii byt nizszy 0 99% w poréwnaniu do préb kontrolnych. W przypadku
zastosowania koktajlu fagowego na szpinak myty oraz szpinak niemyty nie
uzyskano redukcji ogdlnej liczby bakterii. Prawdopodobnie wysoka aktywnos¢
wody wygenerowana podczas zastosowania natrysku i wkladki absorpcyjnej
mogta spowodowac¢ wzrost innych bakterii zwigzanych z produktem, wobec
ktorych fagi nie byly ukierunkowane. Inng przyczyna, ktéra doprowadzita do
braku skutecznosci koktajlu fagowego moglo by¢ nabycie przez bakterie
fagoopornosci lub lizogenizacja fagow w biopreparacie. Wreszcie, od strony
skladu biopreparatu mogta nastapi¢ konkurencja miedzygatunkowa pomiedzy
fagami, co doprowadzito do zmniejszenia lub braku efektywnosci koktajlu
fagowego wobec mikrobioty bakteryjnej produktow.

Skutecznos¢ czterofagowego koktajlu ukierunkowanego na eradykacje
pateczek z rodzaju Salmonella okreslono w dwdch rodzajach sokéw minimalnie
przetworzonych: marchwiowo-mango—jabtkowym utrwalanym HHP (przy 600
MPa) oraz surowym soku marchwiowo—-jabtkowym (publikacja [P5]).
Zastosowanie pojedynczego faga lub koktajlu fagowego do soku utrwalanego
technika HHP znaczaco zmniejszylo liczbe pateczek Salmonella. Wyjatkiem byt
Salmonella phage KKP 3830 zaaplikowany do soku zakazonego szczepem
S.I (6,8:1,—:1,7) KKP 1762, w ktérym nie wykazano istotnej redukcji patogenu
(Rysunek 16 oraz Tabela 8). W tym przypadku poziom zanieczyszczenia
pateczkami S.I (6,8:1,—:1,7) KKP 1762 byt zblizony do prob kontrolnych, co byto
zwiazane z brakiem aktywnosci Salmonella phage KKP 3830 wobec tego patogenu
(publikacja [P5], Tabela 3). Kazdy z fagow zastosowanych indywidualnie
w réznym stopniu ograniczal poziom zawartosci patogendéw. Wzrost patogendw
zostal w najwyzszym stopniu ograniczony przez faga, dla ktérego dany szczep
bakteryjny byt gospodarzem docelowym (tj. wzrost S.I (6,8:1,—:1,7) KKP 1762 byt
najsilniej hamowany przez Salmonella phage KKP 3829, z kolei wzrost
S. Typhimurium KKP 3080 najsilniej hamowatl Salmonella phage KKP 3830).
Najsilniejsze dziatanie hamujace wzrost pateczek Salmonella uzyskano stosujac
koktajl ztozony ze wszystkich czterech bakteriofagdw. Liczba S.I (6,8:1,—:1,7) KKP
1762 w sokach traktowanych zaréwno Salmonella phage KKP 3829, jak
i czterofagowym koktajlem, pod koniec przechowywania w temperaturze
chlodniczej (4°C), byta na podobnym poziomie. Zastosowanie koktajlu fagowego
zmniejszyto wzrost obu szczepdéw bakteryjnych patogenéw pod koniec
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przechowywania w temperaturze chtodniczej o okolo 90% w pordéwnaniu
z prébami kontrolnymi (nietraktowanymi fagami). Biorac pod uwage kwasowos¢
czynng (pH) sokéw podczas siedmiodniowego przechowywania w temperaturze
chiodniczej nie zaobserwowano istotnych zmian. Drugim badanym produktem
byt surowy sok marchwiowo—jabtkowy. Wplyw koktajlu fagowego na
ograniczenie wzrostu liczby Salmonella okreslono zard6wno podczas chlodniczego
przechowywania (temp. 4°C), jak rowniez w temp. 20°C (publikacja [P5],
Rysunek 17). Dodatek czterofagowego koktajlu do soku zakazonego
S5.I(6,8:1,—1,7) KKP 1762 i przechowywanego w temp. 4°C przez 24 h znaczaco
zmniejszyt poziom bakterii patogennych. W przypadku S. Typhimurium KKP
3080 istotna redukcja nastapita z kolei po 48 h. W sokach zakazonych pateczkami
Salmonella i przechowywanych w temp. 20°C, po 24 h w sokach kontrolnych
zaobserwowano wzrost pateczek o rzad log w stosunku do liczby poczatkowej, co
mozna wytlumaczy¢ mozliwoscia wzrostu Salmonella w temp. 20°C. W sokach
przechowywanych w temp. 20°C i traktowanych fagami, po 24 h zaobserwowano
znaczacy redukcje pateczek Salmonells w poréwnaniu z sokami kontrolnymi.
Podczas dalszego przechowywania sokéw w temp. 20°C (2 dni i dtuzej), podobnie
jak w przypadku 7-dniowego przechowywania soku w temp. 4°C, zaréwno
w sokach kontrolnych, jak i traktowanych fagami, nie stwierdzono obecnosci
pateczek Salmonella. Zahamowanie wzrostu Salmonella moglo by¢ spowodowane
gwaltownymi zmianami pH matrycy zywnosciowej (Rysunek 17; prawa strona
wykresow). Zmiany pH wynikaly prawdopodobnie z zastosowania jako matrycy
zywnosciowej soku surowego, ktory nie byt produktem sterylnym i mogt zawierac
szczepy autochtoniczne, m.in. bakterie silnie kwaszace. Pateczki z rodzaju
Salmonella moga rozwijac si¢ w zakresie pH 4-9, zatem obnizenie pH do wartosci
3,9 i ponizej mogto zahamowac ich wzrost.

Zastosowanie czterofagowego koktajlu réznych bakteriofagow nie
zagwarantowalo osiagniecia calkowitej redukcji Salmonella w matrycach
zywnosciowych, ale znaczaco zahamowalo wzrost tych patogenow. Pomimo tego,
ze wzrost S.I (6,8:1,—1,7) KKP 1762 w badaniu in vitro przy MOI = 1,0 zostal
catkowicie zahamowany (publikacja [P5], Rysunek 6), takiego efektu nie
uzyskano w badaniu in vivo. W przysziosci wlasciwym podejsciem moze by¢
zastosowanie koktajlu fagéw o wyzszym mianie. Dodatkowo Salmonella phage
KKP 3830 nie wykazal aktywnosci wobec szczepu S.I (6,8:1,—:1,7) KKP 1762
(Tabela 3), co skutkowalo obnizeniem aktywnosci biopreparatu. Wreszcie na
aktywnos¢ biopreparatu wptywato réwniez pH matrycy zywnosciowej. Badanie
in vitro potwierdzito, ze bakteriofagi byly stabilne przez 1 h przy niskiej
kwasowos$ci czynnej (pH 3-4), ale nie przeprowadzono badan stabilnosci
dtugoterminowej. Dalsze badania powinny by¢ prowadzone réwnolegle, zaréwno
w sterylnych matrycach Zzywnosciowych, jak réwniez w Zzywnosci surowej
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(nieutrwalonej) celowo zakazonej patogenami bakteryjnymi. Wlasciwym
podejsciem moze by¢ rowniez proba zastosowania technologii ptotkow, gdzie
jedna z metod utrwalania bedzie biokontrola fagowa. Stosowany w sektorze
spozywczym koktajl fagowy powinien zawiera¢ szeroka game fagdéw tak
dobranych, aby byly skuteczne wobec wielu szczepdéw, gatunkéw i rodzajow
bakterii, zar6wno patogennych, jak i saprofitycznych, powszechnie wystepujacych
w danym typie produktéw. Przede wszystkim musi gwarantowac bezpieczenistwo
zdrowotne konsumentdw, a poprzez skuteczne hamowanie wzrostu bakterii

w zywnosci wydtuzac okres przydatnosci do spozycia.

Poprzez zrealizowanie zadan badawczych 3, 4 oraz 5 potwierdzono hipoteze

[H2]: bakteriofagi lityczne o szerokim zakresie bakteryjnych gospodarzy sa

skuteczng metoda biokontroli bakterii saprofitycznych i patogennych, w tym

wielolekoopornych, w srodowisku zywnosci.
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6. STWIERDZENIA I WNIOSKI

Glownym celem niniejszej pracy byla ocena mozliwosci wykorzystania
bakteriofagéw litycznych w biokontroli Zywnosci minimalnie przetworzonej
pochodzenia roslinnego.

Do osiagniecia celu gtownego sformutowano dwie hipotezy badawcze, ktore
w wyniku zaplanowanych i zrealizowanych pieciu celow szczegdétowych — zadan
badawczych zostaly potwierdzone.

Na podstawie przeprowadzonych i omowionych badan zawartych w cyklu pieciu
artykutow naukowych sformulowano nastepujace stwierdzenia i wnioski:

1. Wsréd wyizolowanych i testowanych bakterii saprofitycznych, prawie 20%
stanowily szczepy wielolekooporne, co wskazuje na koniecznos¢
monitorowania  przenoszenia antybiotykoopornosci w  tancuchu

Zywnosciowym.

2. Paleczki z rodzaju Salmonella wykazuja fenotypowa opornos¢ na wiele
antybiotykéw (50,9% szczepéw MDR) i koduja liczne geny zwiazane
z opornoscig na $rodki przeciwdrobnoustrojowe.

3. Duza liczba opornych szczepéw Salmonella w potaczeniu z wieloma ARGs
potwierdza wieloletnie nieracjonalne stosowanie antybiotykow.

4. Scieki komunalne sa bogatym zrédtem bakteriofagéw litycznych
specyficznych zaréwno wobec bakterii saprofitycznych, jak rowniez
patogennych wystepujacych w minimalnie przetworzonej Zzywnosci
pochodzenia roslinnego.

5. Bakteriofagi zachowaly swoja aktywnos$¢ w szerokim zakresie temperatur
i kwasowosci czynnej, co moze umozliwi¢ w przysztosci ich wykorzystanie
w pofaczeniu z konwencjonalnymi metodami utrwalania Zywnosci (np.
w technologii ptotkow). Ekspozycja fagow na promieniowanie UV
zmniejszata ich aktywno$¢ proporcjonalnie do czasu tej ekspozydiji.

6. Analiza genomow wszystkich nowo wyizolowanych bakteriofagow
wykazata, ze nie koduja one genow wirulengji ani toksyn i mozna je
sklasyfikowa¢ jako bakteriofagi obligatoryjnie lityczne (wirulentne).
Charakterystyka zjadliwosci i brak mozliwych czynnikow wirulencji
sprawiaja, ze fagi te moga w przysztosci by¢ potencjalnymi kandydatami
do biokontroli zywnosci.

7. Zastosowanie koktajlu fagowego skutecznie ograniczylo rozwoj bakterii
saprofitycznych ~w  trzech  testowanych  produktach  podczas
przechowywania (tj. rukola, mieszanka satat z marchewka oraz mieszanka
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10.

satat z Dburakiem). Nie zaobserwowano pozytywnego wplywu
zastosowanego koktajlu fagowego na redukgje liczby bakterii w szpinaku,
co moze swiadczy¢ o niedostatecznej biordznorodnos¢ fagow
w opracowanym biopreparacie w stosunku do mikrobioty bakteryjnej
produktu.

Zastosowanie bakteriofagow do matryc zywnosciowych istotnie obnizyto

y
poziom zanieczyszczenia pateczkami Salmonella w porownaniu z probami
kontrolnymi.

W przyszlosci kluczowe bedzie opracowanie szerokospektralnych
koktajlow fagowych opornych na czynniki srodowiska produkcyjnego.

Pomimo braku dopuszczenia biopreparatow fagowych do komercyjnego
stosowania ~w  krajach  czlonkowskich UE, stale wzrastajaca
wielolekoopornos¢ bakterii moze doprowadzi¢ w niedalekiej przysztosci do
konieczno$ci  implementacji  biokontroli fagowej do  procesow
produkcyjnych zywnosci.
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