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Bakteriofagi jako czynniki biokontroll

populacji niepozadanych bakterii

Bakteriofagi, czyli wirusy atakujace bakterie, stanowig najliczniejsza grupe biologicznych form
zycia na Ziemi. Kazdy gatunek bakterii posiada jeden lub wiele bakteriofagow, ktére stanowia
naturalny czynnik regulujacy liczebnos¢ ich populacji w przyrodzie. Specyfika oddziatywania

fagow na bakterie czyni je obiecujaca alternatywa dla przeciwbakteryjnych srodkéw chemicznych
przy zwalczaniu bakterii patogennych i niepozadanych, w tym szczepow biofilmotwaorczych
czy opornych na antybiotyki. Zdolno3¢ bakteriofagdbw do kontrolowania populacji bakterii
spowodowata, ze znajdujg one zastosowanie w réznych sektorach gospodarki, w tym w medy-
cynie i weterynarii, rolnictwie, akwakulturach, oczyszczaniu Sciekow, przemysle spozywczym,
a takze jako bioindykatory zanieczyszczenia mikrobiologicznego. Obiecujgcym rozwigzaniem
moze by takze zastosowanie bakteriofagdw do eliminacji patogennych bakterii w srodowisku
pracy, co pozwoli zmniejszy¢ zagrozenie ze strony szkodliwych czynnikéw biologicznych.

Stowa kluczowe: bakteriofagi, biokontrola, bakterie patogenne

Bacteriophages as biocontrol agents of undesirable bacteria populations

Bacteriophages, i.. viruses that attack bacteria, are the largest group of biological life forms on
Earth. Every species of bacteria has one or more bacteriophages, which act as a natural regulator
of their population in environment. The specific way in which phages interact with bacteria makes
them a promising alternative to antibacterial chemicals in controlling pathogenic and unwanted
bacteria, including biofilm-producing strains or antibiotic-resistant ones. The ability of bacteriophages
to control bacterial populations has led to their use in medicine, veterinary medicine, agriculture,
aquaculture, wastewater treatment, the food industry, and as bioindicators of microbiological
pollution. A promising solution could be the use of bacteriophages to eliminate pathogenic bacteria
in the occupational environment, which would reduce the risk posed by harmful biological agents.
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Bakteriofagi, zwane réwniez fagami, sg wiru-
sami organizméw prokariotycznych i stanowiag
najliczniejsza grupe biologicznych form zycia na Zie-
mi [1]. Bakteriofagi wystepuja zaréwno w wodach
stodkich, jak i w wodach stonych, a takze w glebie
czy Sciekach. Moga naturalnie wystepowac w nie-
ktérych pokarmach i organizmie cztowieka, np.
w jelitach [2]. Stanowia najbardziej zr6znicowana
i prawdopodobnie najliczniejsza grupe wiruséw
[3]. Fagi zostaty odkryte w 1915 1. przez Fredericka
Williama Tworta, ktéry wyizolowat je z materiatu
biologicznego od pacjentéw chorych na czerwon-
ke i opisat jako wirusy, ktére maja zdolno3¢ pasozy-
towania na bakteriach [4]. Bakteriofagi r6znia sie
znacznie miedzy sobg pod wzgledem morfologii
i wiasciwosci replikacyjnych. Jako materiat gene-
tyczny zawieraja RNA (kwas rybonukleinowy) lub
DNA (kwas deoksyrybonukleinowy) i to wtasnie
rodzaj materiatu genetycznego oraz stopiefi iden-
tycznosci sekwencji genomowych stanowig obec-
nie parametr stosowany przez Miedzynarodowy
Komitet Taksonomii Wiruséw (ICTV') do klasyfi-
kacji bakteriofagéw [5-7].

Wszystkie fagi, podobnie jak inne wirusy,
sktadaja sie z czasteczki kwasu nukleinowego
(genomu) otoczonego ptaszczem biatkowym
(kapsydem). W sktad genomu moze wchodzié jed-
no- lub dwuniciowy RNA lub DNA. Kapsydy moga
przyjmowac rézne ksztatty — od matych szescio-
katnych struktur przez forme wtékien po wysoce
ztozone struktury, sktadajace sie z gtowy i ogona
(zob. rys.). Bakteriofagi mozna podzieli¢ na dwie
grupy: zjadliwe i tagodne. Te zjadliwe namnazaja
sie i zabijaja komérki bakterii, tagodne natomiast
wbudowuja sie w materiat genetyczny komérki
bakteryjnej i moga istnie przez wiele jej poko-
ler, przy czym fagi zjadliwe i tagodne moga byé
tym samym fagiem réznicowanym przez czynniki
biotyczne. Tak jak wirusy organizméw eukariotycz-
nych fagi nie wykazuja cech organizméw zywych,
a namnazac sie moga jedynie po wniknieciu do
komérek gospodarza [8].

! International Committee on Taxonomy of Viruses.
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Rys. Schematyczna budowa morfologiczna bakteriofagow: a) wieloscian, b) wieloscian z ogonkiem, c) ksztatt wtoknisty,

d) ksztatt nitkowaty, e) ksztatt sferyczny [7]

Fig. Schematic morphological structure of bacteriophages: a) polyhedron, b) polyhedron with a tail, c) fibrous shape,

d) filamentous shape, e) spherical shape [7]

Namnazanie sie bakteriofagéw przebiega
w efekcie réznych cykli replikacyjnych: litycznego,
lizogennego, pseudolizogennego i chronicznego.

Bakteriofagi lityczne (np. fagi T4 i MS2) wprowa-

dzajg swoj materiat genetyczny do wnetrza bakterii,
powodujac wytworzenie w komdrce duzej ilosci
kopii faga. Po replikacji btona komérkowa peka
i nastepuje uwolnienie nowych bakteriofagdw.
Bakteriofagi lizogenne (np. fag T1) wykorzystuja

alternatywny cykl, w ktérym wirus moze zintegro-

wac swoje DNA z genomem bakteryjnym, staje sie
niezakazny i replikuje sie razem z chromosomem

bakterii; bakteriofag staje sie wtedy tzw. profa-

giem, a wytwarzanie nowych czastek bakteriofaga
moze przebiega¢ w odpowiednich warunkach, np.

pod wptywem oddziatywania wiatta UV. W sta-

nie pseudolizogenii obserwuije sie brak integradji
genomu bakteriofaga z genomem gospodarza.

Bakteriofagi pseudolizogenne wywotujg ciagtg in-

fekcje, a ekspresja gendw zachodzi tylko w czesci

populacji. W przypadku cyklu chronicznego (cha-

rakterystycznego np. dla faga M13) fag zachowuije
swoj genom w komorce bakteryjnej, a uwolnienie
nastepuije stopniowo z mniejszym uszkodzeniem
komérki gospodarza [5].

Celem niniejszego artykutu jest omowienie

oddziatywania bakteriofagéw na komérki bak-
teryjne (w tym komérki tworzace biofilmy), a tak-

ze przedstawienie biokontroli populacji bakterii

niepozadanych jako alternatywy dla stosowa-

nia antybiotykéw i Srodkéw bakteriobdjczych
w réznych gateziach gospodarki ze wskazaniem

ograniczef w przygotowaniu i stosowaniu pre-
paratéw bakteriofagowych. Wykorzystanie bak-

teriofagéw do zwalczania patogennych bakterii
moze sie przyczyni¢ do ograniczenia narazenia
pracownikéw na szkodliwe czynniki biologiczne
oraz chemiczne Srodki przeciwbakteryjne i tym
samym — do poprawy warunkdw pracy.

Oddziatywanie na biofilmy
jako mechanizm przeciwbakteryjnej
aktywnosci bakteriofagow

W naturze wiekszos¢ bakterii wystepuje
w postaci biofilmu, ktory jest utworzony przez

wielokomérkowe, zorganizowane skupisko drob-

noustrojow, otoczone wydzielanymi przez siebie

polimerami, okreslanymi jako EPS (ang. extra-

cellular polymeric substances). Naleza do nich
polisacharydy, biatka oraz zewnatrzkomérkowy

kwas deoksyrybonukleinowy (eDNA). EPS two-
rzy macierz biofilmu, ktéra utrzymuje wszystkie
komarki w skupisku i tworzy bariere ochronng
przed czynnikami Srodowiska [9]. W strukturze
biofilmu mozna wyrézni¢ odrebne subpopulacje
komorek, ktérych rozwoj jest determinowany
przez odmienne warunki srodowiska. Podstawo-
we znaczenie w tym procesie ma zmniejszajaca sie
wraz z odlegtoscia od powierzchni biofilmu ilos¢
tlenu i sktadnikdw odzywczych. W biofilmie moga

wystepowac cztery subpopulacje komdrek roznig-

cych sie aktywnoscig metaboliczna. Sg to komorki:

rosngce w warunkach tlenowych, rosngce w wa-

runkach beztlenowych (fermentujace), bedace
w stanie uspienia (w tym komérki bardzo wolno
rosnace i przetrwate — tzw. persister) oraz martwe.
Subpopulacja komorek persister jest genetycznie
identyczna z pozostatymi komérkami biofilmu,

jednak - co bardzo istotne - r6zni sie od nich wy-
soka tolerancjg na antybiotyki, ze wzgledu na spo-

wolnione tempo podziatéw komérkowych lub ich
catkowity brak [10].
Struktura biofilmu zabezpiecza bakterie przed

wieloma czynnikami srodowiska, takimi jak: pro-

mieniowanie UV, toksyczne metale, dziatanie
kwaséw, odwodnienie i zasolenie, fagocytoza

oraz dziatanie antybiotykow i Srodkéw antybakte-
ryjnych. Liczne badania potwierdzaja, ze drobno-

ustroje wystepujace w postaci biofilmu wykazuja

brak wrazliwo3ci na antybiotyki, nawet gdy plank-

toniczne postaci tego samego drobnoustroju
s na dany antybiotyk wrazliwe. W przypadku

niektorych antybiotykdw minimalne stezenie ha-

mujace wzrost bakterii (MIC) i minimalne stezenie
bakteriobdjcze (MBC) wobec bakterii tworzacych
biofilm moze by¢ nawet 1000-krotnie wyzsze niz
dla form planktonicznych [11].

Wyodrebnia sie nastepujace mechanizmy dzia-

fania bakteriofagéw na komérki drobnoustrojéw
tworzacych biofilm, ktére znacznie sie réznig

od dziatania substancji chemicznych, w tym an-

tybiotykéw czy Srodkéw dezynfekcyjnych:

+ replikacje bakteriofagéw w komérkach bak-

terii, powodujaca miejscowe zwiekszenie ich
liczby. Po rozpadzie komérki bakteryjnej nowe
czastki faga rozprzestrzeniajg sie w strukturze

biofilmu i, eliminujac kolejne komérki bakte-
ryjne, stopniowo usuwaja biofilm oraz zmniej-

szajg jego potencjat regeneracyjny;
+ mechanizm oparty na dziataniu enzyméw
(depolimeraz), ktore niszcza integralnos¢ EPS,

pozwalajac czastkom faga na uzyskanie do-
stepu do ukrytych w gtebi biofilmu komérek
bakteryjnych. Bakterie stajg sie wowczas
bardziej podatne na dziatanie antybiotykéw
lub naturalnych mechanizméw obronnych
gospodarza [9].

Bakteriofagi jako czynniki
biokontroli bakterii niepozadanych

Biokontrola polega na wprowadzeniu specy-
ficznych organizméw (czesto drapieznikéw lub
pasozytéw) do ekosystemodw (np. pél upraw-
nych) w celu zwalczania gatunkdw, ktore staty
sie szkodnikami. Biokontrola za posrednictwem
bakteriofagdw sprowadza sie zatem do redukgji
lub eliminacji bakterii niepozadanych lub pato-
gennych. Co wazne, fagi moga by¢ wykorzy-
stane do zwalczania nawet wielolekoopornych
bakterii — zaréwno wystepujacych w postaci
planktonicznej, jak i komérek bytujacych w bio-
filmie, w tym komérek przetrwatych. W3rdd zalet
bakteriofagdw nalezy takze wymienié: stosun-
kowo tanie i szybkie metody ich wytwarzania,
mozliwos¢ modyfikacji genetycznej, mozliwosé
taczenia z innymi preparatami czy srodkami an-
tybakteryjnymi oraz réznorodnosé dawkowania.
W biokontroli zastosowanie znajduja zaréwno
preparaty bakteriofagowe zawierajace aktyw-
ne fagi gotowe do namnazania, jak i preparaty
zawierajace wyekstrahowane aktywne biatka
fagowe [12].

Zastosowanie bakteriofagow
w medycynie i weterynarii

Terapia fagowa (fagoterapia) polega na za-
stosowaniu bakteriofagéw w leczeniu infekgji
bakteryjnych u ludzi i zwierzat w celu zmniejsze-
nia liczebnosci lub eliminacji z organizmu bakterii
patogennych. Bakteriofagi maja wiele cech, dzieki
ktérym moga by¢ wykorzystywane jako alterna-
tywa dla antybiotykéw w terapii zakazen bakte-
ryjnych. Podstawowa z tych cech jest zdolno$¢
do infekowania wytacznie komaérek bakteryjnych,
gdyz ze wzgledu na brak odpowiednich recepto-
réow bakteriofagi nie sa w stanie przytaczy¢ sie
do komérek ludzkich czy zwierzecych. Preparaty
bakteriofagowe mogg by¢ podawane miejscowo,
doustnie, bezposrednio do chorych tkanek lub
ogblnoustrojowo. Bakteriofagi koncentruja sie
w miejscu infekgjii wyktadniczo zwiekszaja swoja
liczbe. Co wazne, wraz ze zwigkszaniem sie liczby
bakterii wzrasta réwniez liczba bakteriofagéw.
Pozwala to na uzyskanie optymalnego efektu te-
rapeutycznego bez koniecznosci wielokrotnego
dawkowania fagéw. Natomiast w chwili znisz-
czenia komérek niepozadanych bakterii liczba fa-
gbw zaczyna spadac, az doich usuniecia z ustroju.
W przeciwienstwie do bakteriofagéw utrzymanie
odpowiednio wysokiego i terapeutycznie sku-
tecznego stezenia antybiotykéw w organizmie
wymaga podawania kolejnych dawek z uwagi
na przebiegajace procesy metaboliczne [13].



Tabela 1. Przyktady zastosowania terapii fagowej u ludzi i zwierzat oraz uzyskane efekty terapeutyczne

Table 1. Examples of the use of phage therapy in humans and animals and the therapeutic effects obtained

Czynnik chorobotwoérczy Gospodarz Jednostka chorobowa Droga podania preparatu fagowego Efekt terapeutyczny
) . ) . ustapienie objawdw choroby
Shigella dysenteriae cztowiek czerwonka doustnie uwszystkich leczonych pacientéw po 24 h
T 0
Vibrio cholerae cztowiek cholera doustnie ustapienie objgwoyv choroby u 93%
leczonych pacjentéw
Wielolekooporny szczep owiek stopa cukrzycowa powierzchniowo wszyscy leczeni pacjenci uzyskali
Staphylococcus aureus poprawe
Oporny na antybiotyki . . . . objawy ztagodzone u pacjentéw
szczep Pseudomonas cztowiek chroniczne zapalenie ucha doustnie
’ leczonych preparatem fagowym
aeruginosa
Streptococcus mutans cztowiek kamier nazebny, prochnica | doustnie redukcja kamienia nazebnego
Pseudomonas aeruginosa | mysz sepsa doustnie redukgja smiertelnosci (67%)
Escherichia coli mysz zapalenie opon mozgowych, iniekcja dootrzewnowa lub podskérna redukqa}smlertelngsq dia zapalgn a
sepsa opon mdzgowych i sepsy (100% i 50%)
Aeromonas spp. ryby sepsa iniekcja dootrzewnowa redukcja smiertelnoci (100%)
zmiany w Srédbtonku
Lactococcus garvieae ryby naczyh krwionosnych, iniekcja dootrzewnowa redukcja smiertelnosci (100%)
krwotoki
Staphylococcus aureus krolik zakazenie ran iniekcja podskérna zapobieganie rozwojowi infekji
Clostridium difficile chomik zapalenie jelita kretego doustnie co 8 hprzez 72 h redukcja smiertelnosci (92%)
Campylobacter spp. dréb kampylobakterioza doustnie (dodatek paszowy) prewencja zakazeh horyzontalnych
Salmonella Enteritidis dréb salmonelloza doustnie (dodatek paszowy) prewencja zakazer horyzontalnych
Escherichia coli bydto mleczne zapalenie wymion powierzchniowo prewencja zakazenia

Charakterystyczna cecha bakteriofagow jest
ich swoistos¢, co oznacza, ze ograniczajg one
swoje dziatania do okreslonego gatunku, a cza-
sami nawet szczepu bakterii. Dzieki tej wtasci-
wosci nie wptywaja na fizjologiczng mikrobiote?,
co zmniejsza ryzyko rozwoju wtérnych zakazen,
czesto zwigzanych z leczeniem antybiotykami
[14]. Dodatkowo istotnym problemem zwigzanym
ze stosowaniem antybiotykéw jest postepujaca
opornos¢ bakterii na tego typu Srodki lecznicze.
W przypadku bakteriofagéw problem ten nie jest
tak znaczacy ze wzgledu na mutacje zachodza-
ce w genomie faga, ktore umozliwiaja tatwiejsza
adaptacje wirusa do zmienionych komérek bakte-
rii. Co wiecej, zakres dziatania bakteriofagow jest
waski i obejmuije jeden, a rzadziej kilka rodzajow
bakterii, dzieki czemu bakterie oporne na jeden
rodzaj fagbw pozostaja podatne nainne o po-
dobnym dziataniu. Preparaty fagowe podawane
sg czesto w postaci tzw. koktajli fagowych, ktére
stanowia odpowiednik terapii wielolekowych

— w ten sposéb potencjalna opornosé bakterii
na jeden rodzaj faga nie wptywa na skutecznosé
catej terapii. Kluczowa cecha bakteriofagéw
w mechanizmach biokontroli bakterii patogen-
nych w medycynie i weterynarii jest zdoInos¢ fa-
gbéw do taczenia sie z receptorami bakteryjnymi
waznymi w procesie patogenezy, dzieki czemu

2 Ogbt mikroorganizméw (bakterii, archeondw, grzy-
bow, pierwotniakéw, drozdzy, wiruséw) zyjacych
w okreslonym srodowisku, zasiedlajgcych organizm
gospodarza zwierzecego lub rosliny.

zdolnosci adaptacyjne bakterii do warunkéw $ro-
dowiska, a w niektérych przypadkach wirulencja
(zjadliwos¢) bakterii, moga ulec drastycznemu
ostabieniu [14]. W przypadku zastosowania pre-
paratéw fagowych u ludzi nie istniejg obecnie
zadne regulacje dotyczace bakteriofagdw na po-
ziomie prawodawstwa europejskiego. Dotychczas
Europejska Agencja Lekow (EMA) zasugerowata
jedynie, ze niektore zasady zawarte w ,Wytycz-
nych dotyczacych oceny produktow leczniczych
wskazanych do leczenia infekgji bakteryjnych”
mozna zastosowac takze w przypadku prepara-
tow fagowych. Jak dotad nie istnieje jednak zaden
produkt leczniczy na bazie fagéw do stosowania
uludzi, zatwierdzony na mocy prawa UE. Jedynie
na Stowacji i w Czechach dostepny jest na rynku
produkt leczniczy o nazwie Stafal® [15]. Preparat
ten wprowadzono na rynek przed przystapieniem
tych panstw do UE. Kraje, ktére stosujg obecnie
terapie fagowga, prowadza ja w ramach badan eks-
perymentalnych lub badaf klinicznych. W takich
przypadkach stosuje sie preparaty przygotowywa-
ne indywidualnie lub importowane z krajéw po-
zaeuropejskich, np. z Gruzji, gdzie terapia fagowa
jest rozwijana i stosowana od blisko 100 lat. W Pol-
sce, Belgii, we Francjiiw Niemczech prowadzi sie
badania w celu zastosowania terapii fagowej jako
standardowego leczenia infekgji bakteryjnych [16].

Ciekawym aspektem zwigzanym z wykorzy-
staniem bakteriofagdbw w medycynie jest mozli-
wosc ich stosowania w diagnostyce medycznej.
Otrzymane w drodze inzynierii genetycznej,
zmodyfikowane bakteriofagi zyskuja nowe

4

wiadciwosci, np. selektywnie wigza biatka. Dzieki
temu moga by¢ uzytkowane jako ,elementy roz-
poznawcze"” w biosensorach. Zastosowanie takich
bakteriofagbw moze zaowocowac opracowaniem
innowacyjnych czujnikdw, ktére zrewolucjonizuja
bioanalityke i poprawia jakos¢ ustug medycznych.
Pociaga to za sobg mozliwos¢ zastosowania bak-
teriofagdéw lub peptydéw pochodzenia bakterio-
fagowego jako nowych elementéw czujnikowych
do rozpoznawania biomarkeréw wielu choréb
i budowy wysoce skutecznych narzedzi diagno-
stycznych [17].

Przyktady zastosowania eksperymental-
nych terapii fagowych u ludzi i zwierzat, wraz
ze wskazaniem drogi podania preparatu i uzy-
skanym efektem terapeutycznym, przedstawiono
wtab. 13, 14, 18].

Zastosowanie bakteriofagow
w przemysle spozywczym

Biorac pod uwage bezpieczeristwo zywnosci
i aspekt zdrowia publicznego, nalezy zauwazy¢,
ze epidemie zwigzane z infekcjami bakteryjnymi
przenoszonymi przez zywnos¢ moga wystapic
takze w sytuacji przestrzegania dobrych praktyk
higienicznych. Bakterie mogace zanieczyszczac
linie technologiczne w przemysle spozywczym
czesto sg zdolne do agregacji na r6znorodnych
powierzchniach maszyn i urzadzen produkcyj-
nych, w tym wykonanych z polistyrenu, ze stali
nierdzewnej czy z teflonu [19].
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Tabela 2. Zastosowanie bakteriofagdw w przemysle spozywczym do usuwania biofilméw bakterii patogennych

Table 2. The use of bacteriophages in the food industry to remove biofilms of pathogenic bacteria

LETSEE I?akterlofag/ R?dzaj : Skutecznosc dziatania
biatko fagowe  powierzchni
Listeria fag P100 stal nierdzewna redu_kqa liczby komérek ploﬁlmu
monocytogenes do niewykrywalnego poziomu po 48 h
Staphylococcus . catkowita eliminacja biomasy bakterii
aureus fagk polistyren po 72 hinkubadji
stal nierdzewna, o p o

Escherichia coli koktajl fagowy | powierzchnie redu}( aliczby komérek l?loﬁlmu . ;

i . do niewykrywalnego poziomu po 1h inkubacji
0O157:H7 BEC8 ceramiczne, > o m

; w temperaturze 37°C, 23°Ci12°C
polietylen
Cqmpy/obacter fag CP8ICP30 | szklo redukcja liczby komqrek bIOf'I|I;nU
Jejuni 0 1-3 cykle logarytmiczne /cm
Staphylococcus | endolizyna faga olistyren catkowita eliminacja biomasy bakteryjnej
aureus phitl polisty po 2 hinkubacji w temperaturze 37°C
redukcja liczby komérek biofilmu po 2 h inkubacgji
Salmonella endolizyna olistyren z zastosowaniem srodkéw zwiekszajacych
Typhimurium Lys68 polsty przepuszczalno$¢ btony zewnetrznej komorek
bakterii

Tabela 3. Zastosowanie preparatéw bakteriofagowych w ochronie upraw warzyw i owocoéw

Table 3. The use of bacteriophage preparations in the protection of vegetable and fruit crops

Roslina Patoge.n Choroba Bakteriofag Efekt dziatania
bakteryjny
...\ | Pseudomonas | bakteryjna bakteriofagi MR6, rqukqa liczby zamfekovyanych
Wisnia (liscie) . I roslin 0 20-100% w czasie
syringae zgniliznalisci | MR8, MR15, MR16 . .
1-5 tygodni stosowania
Ziemniak Pectobacterium seniizna bulw bakteriofag redukgja liczby zainfekowanych
Spp. g OPD10.3i OPD23.1 | bulw 0 80-95%
Limonka Zmiany
, Xanthomonas | martwicze koktajl redukgja liczby zainfekowanych
meksykanska | .. bso. citri | d bakteriof ¢ N
(icie) citrisubsp. citri rzew akteriofagowy roslin o 55%
cytrusowych
o Ralstonia ba}kter_yme koktajl . .
Ziemniak wiedniecie ; prewencja zakazenia
solanacearum liéci bakteriofagowy P1

Analiza drobnoustrojéw wchodzacych
w sktad biofilméw na powierzchniach urza-
dzefi stosowanych w przetwdrstwie zywnosci
wykazata, ze w biofilmach moga wystepowac
jednoczesnie zaréwno bakterie patogenne, jak
i szczepy wptywajgce na psucie sie zywnosci. Mi-
kroorganizmy te moga trafi¢ na linie produkcyjna
wraz z surowcem czy wodg i powodowac zanie-
czyszczenie linii produkcyjnej przez dugi czas.
W zwigzku z tym produkty spozywcze moga
ulec skazeniu na kazdym etapie produkgji. Trzeba
podkresli¢, ze ze wzgledu na tendencje bakterii
do tworzenia biofilméw procedury czyszczenia
i dezynfekcji w przemysle spozywczym czesto
sa nieskuteczne, zwtaszcza w stosunku do bakte-
rii opornych na tego typu procesy. Powstawanie
szczegblnie trudnych do usuniecia biofilméw ob-
serwuje sie w przemysle mleczarskim i migsnym
oraz w przetworstwie warzyw [8]. Z drugiej stro-
ny, w przemysle mleczarskim dziko wystepujace
bakteriofagi moga niszczy¢ kultury starterowe
uzywane w produkcji jogurtoéw czy seréw [20].

Potencjat zastosowania bakteriofagéw w prze-

mysle spozywczym jest tak duzy, ze dostepne

sg komercyjne produkty oparte na fagach, ukie-

runkowane na konkretne patogeny przenoszone
przez zywnos¢, ktére mozna wykorzystac jako

Srodki dezynfekujace do powierzchni oraz produk-

ty pomocnicze w przetworstwie zywnosci. Wsrod

tego typu produktéw mozna wymienic np.: Bac-
Wash™, SalmoFresh™; Salmonelex™ — przeciw-

ko szczepom Salmonella, EcoShield™, Finalyse™
— przeciwko szczepom patogennym Escherichia

coli 0157:H7 oraz Listex™, ListShield™ - prze-

ciwko Listeria monocytogenes. Preparaty tego

typu sg stosowane jako biokonserwanty zaréw-
no w przetworstwie produktow zwierzecych (np.
w przypadku seréw z mleka surowego, wedzone-

gotososia, surowego migsa, owocdw morza), jak
i rolinnych (np. w przypadku gotowych mikséw

satat, kietkdw, satatek owocowych, truskawek).

Amerykafiska Agencja Zywnosci i Lekdw (FDA3)

3 Food and Drug Administration.

zatwierdzita uzycie kilku produktéw na bazie
fagéw w produkcji zywnosci — nadajac im status
GRAS*- do zastosowania zaréwno jako biokon-
serwanty zywnosci, jak i srodki dezynfekujgce
powierzchnie majace kontakt z produktami spo-
zywczymi. Europejska Agencja do spraw Bezpie-
czefistwa Zywnosci (EFSAS) zaaprobowata jeden
preparat bakteriofagowy jako dodatek paszowy
dla zwierzat — mowa tu o preparacie Bafasal® sto-
sowanym jako dodatek paszowy dla wszystkich
gatunkdéw ptakéw [19, 21].

Mozliwosci zastosowania bakteriofagéw
w przemysle spozywczym w procesach usuwania
biofilméw bakterii patogennych z réznorodnych
powierzchni przedstawiono w tab. 2 [22, 23].

Zastosowanie bakteriofagéw
w rolnictwie

Istotnym problemem w rolnictwie jest wy-
stepowanie bakterii patogennych, tzw. fitopa-
togendw, ktore atakuja rosliny uprawne oraz
przyczyniaja sie do szkdd rolniczych i znacznego
ograniczenia zbioréw. Wedtug fitopatologdw
najwazniejszymi patogenami bakteryjnymiroslin
sq bakterie: Pseudomonas syringae, Ralstonia
solanacearum, Agrobacterium tumefaciens,
Xanthomonas spp., Erwinia amylovora, Xylella
fastidiosa, Dickeya spp. i Pectobacterium spp.
[24]. Mimo ze obecnie istnieje wiele strategii
ochrony roslin przed fitopatogenami, narastajaca
opornos¢ tych szczepdw na Srodki przeciwbak-
teryjne, jak réwniez oczekiwania konsumentow
poszukujacych zywnosci pochodzacej z upraw
zrébwnowazonych i ekologicznych pociagaja
za soba koniecznos¢ poszukiwania naturalnych
alternatyw dla srodkéw chemicznych, w tym
opartych na aktywnych bakteriofagach [24].
Tego typu preparaty moga by¢ aplikowane jako
opryski lub doglebowo. Amerykariska Agencja
Ochrony Srodowiska (EPA®) zezwolita na stoso-
wanie produktu fagowego o nazwie AgriPhage™,
ktéry moze by¢ uzywany komercyjnie do zapo-
biegania infekcjom mtodych roslin pomidora
i papryki przez Pseudomonas syringae. W 2018 1.
EPA zatwierdzita rowniez Agriphage-Citrus can-
ker™ jako biologiczna kontrole do stosowania
przeciwko Xanthomonas citri subsp. citri, ktory
powoduje zmiany martwicze na lisciach, tody-
gachiowocach drzew cytrusowych. Ponadto EPA
zatwierdzita inne zawierajace bakteriofagi pro-
dukty o nazwach Agriphage CMM™ i Agriphage-
-Fireblight - stosowane przeciwko Clavibacter
michiganensis (powodujacej chorobe krzewdw
pomidora) i Erwinia amylovora (powodujacej
zaraze ogniowa jabtek i gruszek). Przyktady
zastosowania preparatéw bakteriofagowych
w ochronie upraw warzyw i owocow przedsta-
wiono w tab. 3 [25].

4 Ang. generally recognized as safe.
> European Food and Safety Authority.
¢ Environmnetal Protection Agency.




Zastosowanie bakteriofagow
w procesach oczyszczania Sciekéw

Bakteriofagi moga réwniez znaleZ¢ zasto-

sowanie w procesach oczyszczania Sciekdw.
Skuteczno$¢ oczyszczania Sciekdw surowych,

trafiajacych do oczyszczalni, jest bardzo istot-

na z punktu widzenia zdrowia publicznego oraz

wptywu na ekosystemy wodne srodowiska natu-
ralnego. Scieki surowe stanowig mieszanine Scie-

kow komunalnych (bytowych), przemystowych
(np. z ferm zwierzecych) i szpitalnych oraz wod
opadowych i moga zawiera¢ zarébwno bakterie

patogenne, saprofityczne, odpowiadajace za po-
wstawanie piany utrudniajacej procesy techno-

logiczne oczyszczania, jak i tworzace biofilmy
na powierzchniach urzadzen. Co wazne, wsrdd
bakterii wystepujacych w Sciekach czesto obecne

sg3 szczepy oporne na antybiotyki i srodki bak-

teriobdjcze. Interakcja miedzy bakteriofagami
a bakteriami odgrywa wazna role w utrzymaniu
prawidtowego procesu oczyszczania sciekow.

Odpowiednio dobrane preparaty bakteriofago-
we moga by¢ réwniez pomocne w usuwaniu bak-

terii patogennych, w tym antybiotykoopornych.

Zastosowanie bakteriofagéw pozwala na bez-

pieczne odprowadzenie $ciekdw oczyszczonych
do Srodowiska, w tym do naturalnych zbiornikéw
wodnych. Z uwagi na ukierunkowane dziatanie
bakteriofagdw nie wptywaja one negatywnie

na bakterie zaangazowane w biologiczne pro-

cesy oczyszczania. Jako przyktad mozna podaé
ograniczenia tworzenia piany przez bakterie
Haliscomenobacter hydrossis, bez wptywu
na usuwanie przez nie sktadnikéw odzywczych,

przy jednoczesnej poprawie wtasciwosci osa-

dzania sie osadu [26].

Bakteriofagi jako alternatywa
dla srodkéw dezynfekcyjnych
w Srodowisku pracy

Tradycyjne metody dezynfekcji powierzchni

w srodowisku pracy opieraja sie przede wszyst-
kim na stosowaniu chemicznych srodkéw prze-

ciwdrobnoustrojowych. Stosowanie tego typu
preparatéw sprawia, ze pojawiaja sie szczepy

bakterii opornych na dziatanie biocydéw. Pro-

ces narastania opornosci postepuje szybciej
u bakterii Gram-ujemnych, co jest zwigzane
z wystepowaniem u tych bakterii zewnetrznej

btony, ktéra stanowi bariere dla srodka dezyn-

fekcyjnego i pozwala przezyé komérkom bakterii

w obecnosci subletalnych dawek preparatu. Do-

datkowo szczepy oporne moga wytwarzac bariery
strukturalne, m.in. poprzez zwiekszenie syntezy
lipidéw, przez co skutecznie uszczelniaja btone
cytoplazmatyczng, a co za tym idzie — utrudniaja
kontakt preparatu z wnetrzem komérki. Biocydy
powodujg zniszczenie form wrazliwych bakterii,
a formy oporne rozwijajg sie, tworzac populacje
niewrazliwg na zastosowane srodki dezynfekcyjne.
Czestym zjawiskiem jest tzw. opornos¢ krzyzowa
bakterii na preparaty dezynfekcyjne i antybiotyki,

ktéra charakteryzuje sie catkowita lub czesciowa

niewrazliwoscig bakterii na grupy preparatéw na-
lezacych do tej samej lub pokrewnej klasy che-

micznej, w ktérych substancja czynna jest zwigzek
o tej samej lub podobnej strukturze [27].

Biologiczne preparaty bakteriofagowe, bez-

pieczne dla cztowieka, pozwolityby ograniczy¢

stosowanie chemicznych srodkéw bakteriobdj-

czych [28]. Perspektywa udoskonalenia oraz

zwigkszenia bezpieczefstwa i skutecznosci biolo-

gicznych Srodkow przeciwbakteryjnych daje takze

nadzieje na poprawe bezpieczenstwa pracowni-

kéw poprzez ograniczenie narazenia na czynniki
biologiczne i chemiczne.

Ograniczenia w produkgji i aplikacji
preparatéw bakteriofagowych

Pierwszym krokiem w pozyskaniu bakte-

riofagbw majacych potencjalne zastosowanie
w przemysle lub medycynie jest ich izolacja

ze Sciekow, z osadéw Sciekowych lub gleby. Ko-
lejnym etapem jest wykazanie swoisto3ci dane-

go bakteriofaga w stosunku do danego szczepu

bakteryjnego. Proces ten jest dos¢ skomplikowa-

ny, poniewaz zdolnos¢ lityczna bakteriofagdw
moze sie rozni¢ w zalezno3ci od wzajemnych
relacji miedzy bakteriofagami a bakteriami oraz

od stezenia bakteriofagéw w stosowanym pre-

paracie fagowym. Co wiecej, docelowy szczep

bakterii moze rozwing¢ opornosé na dane bak-
teriofagi. Powaznym wyzwaniem bywa pozyska-

nie bakteriofaga, ktérego genom nie zawieratby
niepozadanych gendw. Istotnym aspektem jest
takze utrzymanie aktywnosci bakteriofagébw

w gotowych preparatach. Efektem niepozada-
nym przy stosowaniu preparatéw bakteriofago-

wych moze by¢ nabywanie przez bakteriofagi
gendw opornosci na antybiotyki oraz mozliwosé
ich przenoszenia na bakterie [29].

Podsumowanie

Zdolnos¢ bakteriofagdw do selektywnego eli-

minowania okreslonych szczepdw bakterii przy
jednoczesnym pozostawieniu pozytecznych lub

saprofitycznych mikroorganizméw w nienaruszo-

nym stanie czyni je obiecujaca alternatywa dla
tradycyjnych srodkéw przeciwdrobnoustrojowych,
stosowanych w réznych gateziach gospodarki.

Istotne znaczenie ma oddziatywanie bakterio-
fagdéw na bakterie antybiotykooporne i biofil-

motworcze, ktérych zwalczanie jest szczegbinie
problematyczne. W kontekscie ochrony cztowieka

w Srodowisku pracy bakteriofagi moga by¢ warto-

$ciowym narzedziem w zwalczaniu patogennych
bakterii, zwtaszcza tych opornych na stosowane
Srodki przeciwdrobnoustrojowe. To za$ moze sie
przyczyni¢ do zapewnienia bardziej higienicznych

i bezpiecznych warunkéw pracy — poprzez ogra-
niczenie narazenia nie tylko na szkodliwe czyn-

niki biologiczne, lecz takze na chemiczne $rodki
przeciwbakteryjne.
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