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Etap I: 16.10.23-05.01.24,

Etap I1: 06.01.24-15.04.24,
Etap III: 16.04.24-15.07.24.

Celem projektu byto wyizolowanie ze $Srodowiska i wstepne scharakteryzowanie
bakteriofagéw, ktore aktywnie degraduja serowary Salmonella zgromadzone w kolekcji
utworzonej w Pierwszym Projekcie Badawczym. Kofcowym efektem projektu byto uzyskanie
kolekcji bakteriofagow, z ktérych w przysztosci mozliwe bedzie skomponowanie preparatow
fagowych. Powstate w ten sposob preparaty biologiczne moga przyczyni¢ si¢ do ograniczenia
wystepowania bakterii Sa/monella w produkcji drobiarskiej- w calym tancuchu produkcyjnym
a w tym w wylegarniach, hodowli drobiu, chowie drobiu, ubojniach oraz zakladach
przetworstwa, czyli w catym tancuchu produkcyjnym ,,0d pola do stotu”.

ETAP 1

Przed rozpoczegciem zaplanowanych prac w tym etapie dodatkowo wykonano posiewy
mikrobiologiczne na plytki z podtozem LA w celu utrzymania banku szczepow Salmonella
pochodzacych z roznych instytucji zewnetrznych. Ponadto zabezpieczono szczepy bakteryjne
poprzez wykonanie:



1.

Skosow agarowych na podlozu do przechowywania szczepdw wzorcowych (Agar
odzywczy wg. ISO 21528) w probéwkach szklanych o pojemnosci ok. 15 ml z korkiem
gumowym, przechowywane w temperaturze pokojowe;.

Ryc. 1 Skosy agarowe.

Konserw w glicerolu w probdéwkach laboratoryjnych typu eppendorf (1,5 ml)
przechowywanych w -80°C.

Ryc. 2 Konserwy w glicerolu.



Kolekcja zostata posiana na podtozach oraz materiatach zapewniajacych odpowiednie
warunki do przechowywania szczepéw wzorcowych bakterii  Salmonella. Proby
przechowywane sa w odpowiedniej temperaturze i oznaczonym pudetku. Kazda probka
posiada odpowiednig etykiet¢ informacyjng (numer wewngtrzny, nazwa instytucji, serowar,
data wykonania proby oraz nazwa podtoza lub sposobu przechowywania). Informacje o ilo$ci
kopii biologicznych oraz sposobie przechowywania znajduja si¢ w katalogu. Wszystkie
szczepy zostaly skatalogowane w pliku arkusza kalkulacyjnego exel o nazwie BAZA
SEROWAROW SALMONELLA. Katalog zawiera spis szczepow wedtug instytuciji, z ktorej
zostaly pozyskane i nazwy serowaru. Nadano im rowniez numer wewnetrzny. Plik zawiera
réwniez informacje przekazane przez odpowiednie instytucje dotyczace charakterystyki
odpowiednich serowarow. Kopie zostaly umieszczone na dyskach HDD oraz SDD
opatrzonych indywidualnym hastem.

Bank kolekcji szczepow Salmonella zostat wykonany zgodnie zachowaniem wszelkich
srodkéw bezpieczenstwa.

Celem prac w okresie obejmujacym miesiace pazdziernik-grudzien 2023 bylo:

1. Pobor materiatu badawczego, ktdry postuzy do izolacji bakteriofagéw z réznych zrodet
m. in: $ciekéw komunalnych, odchodow ptakéw, obiektéw przemystowego chowu
drobiu, wody ze stawdéw i1 gleby z miejsc gdzie przebywa ptactwo hodowlane i

wolnozyjace,

2. Przygotowanie i zabezpieczenie materialu badawczego do analiz.

1. Pobor materialu badawczego, ktory poshluzyl do izolacji bakteriofagow z roznych
zrodel m. in:

1. Probki $ciekow komunalnych otrzymanych z oczyszczalni - wszystkich rodzajow
(dobowe i chwilowe).

Probki sciekow komunalnych pobrane z oczyszczalni nalezacych do najwigkszych w
Polsce a dysponujacych duzymi zlewniami $ciekdw, czyli takich, ktérych RLM (rownowazna
liczba mieszkancow) wynosi ponad 10 000. Scieki ze zbiorki chwilowej i dobowej pobierane
byly lacznie 11 razy, kazdorazowo w iloici co najmniej 5 litréw z Oczyszczalni Sciekow
Gdansk Wschod w Sobieszewie oraz z Grupowej Oczyszczalni Sciekow ,,Debogérze”.
Uzyskane probki lacznie obejmowaly $cieki z terenu Gdyni, Rumii, Redy, Wejherowa,
Gdanska oraz z gmin sgsiednich: Kolbudy, Zukowo, Sopot, Pruszcz Gdanski (Gmina i Miasto).

Aby moc zrealizowac ten etap prac zostaty podpisane odpowiednie dokumenty m. in:



Porozumienie wspolpracy przy realizacji Zadania pod nazwg: Charakterystyka
wirusOw bakteryjnych (bakteriofagow) w $ciekach bytowo-gospodarczych kanalizacji
sanitarnej w celach naukowo-badawczych zawarte w dniu 24.05.2023 pomiedzy:
Univentum Labs Sp. z 0.0. - Spotka celowa Uniwersytetu Gdanskiego a Gdanskie
Wodociagi S.A., z siedzibg w Gdansku;

Zgoda na udostepnianie probek $ciekéw wydana przez zastepce kierownika Wydzialu
Oczyszczalni Sciekéw ,,Debogérze” ds. Technologii Ewe Dobiegale w dniu
19.05.2023

Ryc. 3 Oczyszczalnia sciekow Gdansk Wschod w Sobieszewie, ul. Benzynowa 26, 80-711
Gdansk




Ryc. 4 Siedziba laboratorium PEWIK Grupowej Oczyszczalni Sciekéw ,, DEBOGORZE”
ul. Henryka Dgbrowskiego 58, 84-230 Rumia

Proby $ciekéw komunalnych pobierane byty w objetosci 5 L do odpowiednio oznakowanych
kanistrow.

Kanistry zostaly wykonane z wysokiej jakosci polietylenu zapewniajace bezpieczne
przechowywanie, spelniajace rygorystyczne normy mi¢dzynarodowe 1 posiadajace
dopuszczenia  wynikajace z  przepisow  RID/ADR, IMDG Code, IATA.

Probki dostarczone zostaly do laboratorium jak najszybciej od momentu pobrania i
przechowywane w warunkach chlodniczych (+4°C).

Ryc. 5 Probki sciekow komunalnych.

B) Probki odchodow drobiu pochodzace z kurnikow i ubojni

Odchody ptakéw z co najmniej 20 obiektow przemystowego chowu drobiu 1
ubojni (powyzej 20 000 osobnikéw) zostaly zebrane i dostarczone przez cztonka
Krajowej Federacji Hodowcow Drobiu i Producentéw Jaj. Probki odchodéw 1 $ciotki
drobiu zostaty dostarczone w pojemnikach o pojemnosci 25-300 ml, odpowiednio
zabezpieczone przed S$wiattem stonecznym 1 przechowywane w warunkach
chlodniczych (+4°C) natychmiast po otrzymaniu.
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Ryc. 6 Probki odchodow drobiu.

C) Probki wody i1 gleby ze stawow, rzek 1 zbiornikow wodnych oraz ich okolic, gdzie
bytuje dzikie ptactwo zostaty pobrane na terenie Gdanska i Sopotu:

Teren ogrédkow dziatkowych ROD Morenka, Gdansk
Teren ogrédkow dziatkowych ROD Jasien, Gdansk
Staw w Parku Chirona, Gdansk

Potok Oliwski, Gdansk

Stanica Wodna w Wislince, Pruszcz Gdanski

Jezioro Osowskie Gdansk

Oplyw Motlawy, Gdansk

Park Reagana, Gdansk

Kamienny Potok, Sopot



Jezioro Osowskie
Kamienny Potok

Park Chirona

Rodzinny Ogrod Dziatkowy
Morenka

Potok Oliwski
Stanica Wodna w Wislince

Optyw Mottawy
Park Reagana

Rodzinny Ogrod Dziatkowy
Jasien

Ryc. 7 Lokalizacja poboru prob na terenie Gdanska i Sopotu w/g map google.
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Ryc.8 Proby wody i gleby z Gdanska i Sopotu.

Lokalizacja poboru prob na terenie Gdyni oraz okolicznych gmin:

1. Gdynia Teren Rodzinnego Ogrodu Dziatkowego Zielonego, Gdynia
Stawek na Obtuzu, Gdynia
Staw Debogorze, Kosakowo

Rzeka Kacza, Gdynia

A

Jezioro Wysypowo, Zbychowo



Lokalizacja poboru prob na terenie Gdyni i okolic wg map google
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Ryc 9. Lokalizacja poboru prob na terenie Gdyni i okolic w/g map google.
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Ryc.10 Proby wody i gleby z Gdyni.

Lokalizacja poboru prob na terenie Kos$cierzyny:

6. Jezioro Osuszyno, Kos$cierzyna
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Ryc. 11 Lokalizacja poboru prob wg map google oraz zdjecie probek wody i gleby z terenu

Koscierzyny i okolic.

10



Proby wody pobierane byly w objetosci 5 L, natomiast proby gleby w ilosci 2 kg do
odpowiednio oznakowanych kanistrow.

Kanistry zostaly wykonane z wysokiej jakosci polietylenu zapewniajace bezpieczne
przechowywanie, spelniajagce rygorystyczne normy mig¢dzynarodowe 1 posiadajace
dopuszczenia wynikajace z przepiséw RID/ADR, IMDG Code, IATA.

Préby dostarczone zostaty do laboratorium jak najszybciej od momentu pobrania i
przechowywane w warunkach chtodniczych (+4°C).

2. Przygotowanie i zabezpieczenie materialu badawczego do analiz

1. Odchody ptakow oraz gleba zostaly odpowiednio rozporcjowane, zawieszone w
buforze TM i poddane homogenizacji w celu rozdrobnienia duzych czastek materialu
biologicznego. Zabezpieczone przed dostepem $wiatta slonecznego byly
przechowywane w warunkach chlodniczych (+4°C).

Ryc. 12 Odchody ptakow oraz gleba.
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2. Préby pobrane ze stawow, rzek, zbiornikdw wodnych oraz $ciekow komunalnych
zostaly zaggszczone przez tagodne podgrzanie i odparowanie, a nastgpnie
zabezpieczone przed dostepem $wiatta stonecznego i byly przechowywane w
warunkach chtodniczych (+4°C).

ETAP 11

Celem prac w kwartale obejmujacym miesiace styczen-kwiecien 2024 bylo:

1. Przygotowanie préb srodowiskowych do procesu izolacji bakteriofagow.

2. Wyizolowanie bakteriofagow infekujacych szczepy bakterii Sa/monella pochodzacych
z kolekcji stworzonej w Pierwszym Projekcie (106 szczepow).

3. Rozdziat wyizolowanych bakteriofagéw do pojedynczych szczepéw wykazujacych
tysinki o jednorodnej morfologii.

4. Namnazanie poszczego6lnych bakteriofagdw na skalg preparatywna i uzyskanie lizatow.

5. Oczyszczenie lizatoéw bakteriofagowych za pomoca ultrawirowania w gradiencie
chlorku cezu.

6. Przygotowanie banku ultraczystych lizatow bakteriofagowych.

1. Przygotowanie prob srodowiskowych do procesu izolacji bakteriofagow.

Bakteriofagi zostaly wyizolowane z r6znych zroédet m.in: $ciekow komunalnych, wody
ze stawu, odchodow ptakow czy probek gleby. Metoda izolacji zostala wcze$niej dopracowana
dla poszczegdlnych prob $rodowiskowych. W  pierwszej kolejnosci odpowiednio
przygotowano probki (odchody ptakow i glebe) czyli odwazono odpowiednig ilo§¢ odchodow
badz gleby 1 stopniowo zmieszano z podlozem mikrobiologicznym, tak aby otrzymac
zawiesing potrzebng do kultywacji (hodowli) z odpowiednimi szczepami bakteryjnymi. W
przypadku $ciekow komunalnych czy wody ze stawu ten etap nie byl konieczny. Pobrane
probki sciekow o objetosci 2 litrow zageszczono przez tagodne podgrzanie na mieszadle
magnetycznym.

2. Wilasciwy proces izolacji bakteriofagow ze srodowiska

Aby rozpoczaé wlaSciwy proces izolacji w pierwszym etapie konieczne bylo
przygotowanie nocnych hodowli bakteryjnych wybranych szczepéw. W zwiazku z tym, kazdy
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eksperyment poprzedzony byt przygotowywaniem 106 kolbek z pozywka LB, dodaniem do
kazdej kolbki odpowiedniego szczepu bakterii i hodowaniem przez noc w 37°C.

__  RENED
npevaio e g

Ryc. 13 Przygotowanie nocnych hodowli bakteryjnych dla pojedynczego procesu izolacji.

Nastgpnym etapem byta hodowla polegajaca na inkubacji danej probki srodowiskowej
z odmtodzong hodowlg okres$lonego szczepu bakterii (OD%= 0,2-0,3) i wytrzgsanie cato$ci w
37 °C przez kilka godzin (3-5h). Po tym czasie probki wirowano (2 000 x g, 4 °C) i wysiewano
na stale podtoza selekcyjne (LA) z zastosowaniem metody agaru dwuwarstwowego. W tym
celu wykonano seryjne rozcienczenia lizatéw fagowych w buforze TM. 50 pl kazdego
rozcienczenia wymieszano z 1 ml hodowli potencjalnego gospodarza, dodano 2 ml agaru

gornego (Tag). Catos¢ wylano na plytki z podtozem statym (LA). Ptytki inkubowano przez noc
w temperaturze 37 °C.
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Ryc. 14 a) Posiew na podioza selekcyjne, b) inkubacja ptytek w celu hodowli bakterii i bakteriofagow
w cieplarce, w temperaturze 37 °C.
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Na ptytkach z podlozem statym wyrosta murawa bakteryjna, a na niej pojawily sie
przejasnienia (tysinki) o réznorodnej morfologii, $wiadczace o tym, ze wyizolowano kilka
réznych szczepdw bakteriofagdéw namnazajacych si¢ na danym szczepie bakterii.

Ryc. 15 Przykladowe zdjecia przedstawiajgce plytki z murawq bakteryjng i tysinkami fagowymi o
roznej morfologii (ksztalcie, wielkosci), co swiadczy o tym, ze wyizolowano wigce,j niz jeden szczep
bakteriofaga zjadliwego wobec konkretnego szczepu bakteryjnego.

3. Rozdzial wyizolowanych bakteriofagow do pojedynczych szczepow,
wykazujacych lysinki o jednorodnej morfologii.

Z otrzymanej murawy bakteryjnej wycinano powstale tysinki fagowe za pomoca
jalowej ezy. Pojedyncze tysinki dodawano do hodowli szczepu gospodarza bakteryjnego
(OD® =~ 0,1 — 0,2) a nastepnie bakterie inkubowano w 37 °C, az do zaobserwowania
zmniejszenia si¢ gestosci optycznej hodowli w stosunku do proby kontrolnej, ktérg stanowita
niczym nie traktowana hodowla gospodarza. Otrzymany lizat ponownie wysiewano na ptytki
z podtozem (LA). Procedur¢ powtarzano, az do momentu otrzymania jednorodnych tysinek
fagowych (co $wiadczylo o izolacji pojedynczych szczepdéw bakteriofagdw). Procedura
izolacji zostata przeprowadzona wielokrotnie, wykorzystujac probki pochodzace z wielu
zrédet srodowiskowych.

Procedura izolacji zakonczyla si¢ utworzeniem kolekcji lizatow fagowych, ktore
zostang wykorzystane do dalszych etapéw projektu.
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Ryc. 16 Przykladowe zdjecia przedstawiajqce plytki z murawq bakteryjng i fysinkami fagowymi o
Jednorodnej morfologii (ksztalcie, wielkosci), co Swiadczyto o tym, ze wyizolowano pojedyncze
szczepy bakteriofagow.

4. Namnazanie poszczegolnych bakteriofagow na skal¢ preparatywna i uzyskanie lizatow.

Kolejnym etapem projektu bylo namnazanie w skali preparatywnej jednorodnych
szczepow bakteriofagow. Kazdy z nich zostat namnozony w skali preparatywnej w objgtosci 6
L oraz zaggszczony przy uzyciu glikolu polietylenowego (PEG 8000) poprzez inkubacje przez
noc w 4°C przy uzyciu mieszadla magnetycznego. Po nocnej inkubacji zawiesing wirowano w
temperaturze 4°C przy 8 000 x g przez 20 min. Kolejny etap procedury obejmowat ekstrakcje
czastek wirusowych z zawiesiny przy zastosowaniu chloroformu. Caty proces miat na celu
otrzymanie wysokiego miana fagow w mozliwie malej objetosci. Aby potwierdzi¢, uzyskanie
lizatu fagowego o wysokim mianie, kazdy z nich miareczkowano metoda kropelkowa z
zastosowaniem agaru dwuwarstwowego. W tym celu wykonano seryjne rozcienczenia lizatow
w buforze TM i nakrapiano na plytki z murawg bakteryjng. Plytki inkubowano przez noc w
37°C. Na podstawie ponizszego wzoru obliczano miano faga i poréwnywano z mianem lizatow
nie zageszczonych.
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PFU/ml =n x 10Rx 400

PFU/ml — liczba czastek fagowych przypadajaca na 1 ml
n — ilo$¢ tysinek fagowych

10R — rozcienczenie lizatu fagowego (R — krotno$¢ rozcienczenia: 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7,8
itd.) 400 — wielko$¢ przez ktoérg nalezy pomnozy¢ wynik, gdyz nakrapiano 2,5 ul kazdego
rozcienczenia lizatu fagowego, a mino lizatu podaj¢ si¢ na 1 ml roztworu

Ryc. 17 Przykiad miareczkowania lizatu bakteriofagowego metodq kropelkowq.

5. Oczyszczenie lizatow bakteriofagowych za pomoca ultrawirowania w gradiencie
chlorku cezu.

W  celu otrzymania ultraczystych lizatow bakteriofagowych przeprowadzono
najbardziej wydajng metod¢ oczyszczania jaka jest ultrawirowanie w gradiencie chlorku cezu
(CsCD).

W specjalistycznych, jednorazowych probéwkach wirowniczych zostat naniesiony gradient
chlorku cezu zlozony z trzech roztworéw w objetosci 1,5 ml o réznych stezeniach: 1,7 g/ml,

1,5 g/ml i 1,45 g/ml, na ktory nastepnie nalozono zageszczony przy pomocy PEG 8000 lizat.
Procedura byta przeprowadzona z zachowaniem szczeg6lnej ostroznosci (kazdy lizat osobno),
tak aby nie doszlo do kontaminacji (zakazenia) pomig¢dzy poszczegdlnymi lizatami.

Przygotowane w ten sposob lizaty zostaly odwirowane przy pomocy specjalistycznej
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ultrawiréwki Optima XPN 80 - IVD (Beckman Coulter) w rotorze SW 32.1 Ti Bucket w
warunkach 4°C przy 40 000 x g przez 2,05 h.

Efektem wirowania bylo wuzyskanie ultraczystych lizatow bakteriofagowych
pozbawionych zanieczyszczen w postaci materialu genetycznego bakterii, bialek czy bton
bakteryjnych powstatych w procesie lizy przez fagi (ryc. nr 7). Dodatkowo metoda ta pozwala
na zageszczenie lizatu czyli otrzymanie faga o wigkszej ilosci fagow w 1 ml roztworu, niz
przed procesem oczyszczania. Po wirowaniu prazek odpowiadajacy oczyszczonym fagom
$ciggnieto przy pomocy strzykawki i igly. Po czym lizat fagowy zostal umieszczony w
specjalnym worku dializacyjnym (MWCO 3500) i poddany dializie wobec buforu TM
zawierajacego 300 mM NaCl, w celu usuniecia z lizatu chlorku cezu. Bufor wymieniany byt
dwa razy dziennie przez okres 8 dni. Po zakonczeniu procedury oczyszczania sprawdzono
miano bakteriofagéw (miareczkowanie metoda kropelkowa) oraz przygotowano preparaty
pozwalajace na wykonanie zdj¢¢ przy pomocy mikroskopu elektronowego. Zdjecia te beda
wykonywane w 3 etapie projektu. Pozwalaja one na okreslenie morfologii wiriondéw i
posrednio potwierdzaja czystos$¢ i jednorodnos¢ preparatow.

zanieczyszczenia

ultraczysty lizat
bakteriofagowy

Ryc. 18 Przyktadowe zdjecie przedstawiajgce rozdziat lizatu bakteriofagowego na frakcje
ultraczystg oraz zanieczyszczenia.

6. Przygotowanie banku ultraczystych lizatow bakteriofagowych.

Rozdzielone do pojedynczych szczepow bakteriofagowych lizaty zostaly odpowiednio
opisane etykieta informacyjng (numer wewngtrzny, numer bakteriofaga i szczep bakterii na
ktérym zostat wyizolowany) i przechowywane w 4°C oraz zabezpieczone poprzez wykonanie
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konserw w glicerolu. W tym celu 0,5 ml poszczegdlnych lizatbw o mianie co najmniej
1x10%/ml wymieszano z 1 ml szczepu gospodarza o mianie 1x10%/ml oraz 9 ml pozywki LB.
Nastegpnie probke inkubowano 20 minut w celu adsorpcji fagéw, a nastgpnie wirowano w
temperaturze 4°C przy 5 500 x g przez 10 min. Supernatant odrzucono, a osad rozpuszczono
w pozywce zawierajacej 25% glicerol. Tak przygotowang mieszaning podzielono na porcje i
zamrozono w -80°C.

Kazdy z lizatéw zostat skatalogowany w osobnym dla kazdej proby biologicznej pliku
arkusza kalkulacyjnego exel. Informacj¢ o iloSci kopii biologicznych oraz sposobie
przechowywania znajduja si¢ w katalogu.

Bank lizatow bakteriofagowych zostat wykonany z zachowaniem wszelkich srodkow
bezpieczenstwa.

Ryc. 19 Przechowywanie prob w temperaturze +4°C i -80°C.
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ETAP 111

Celem prac w okresie obejmujacym miesiace kwiecien- lipiec 2024 bylo:

1. Okreslenie spektrum serowarow bakterii Salmonella, ktore kazdy z
bakteriofagow eliminuje.

2. Sprawdzenie stabilno$ci bakteriofagéw w temperaturze pokojowej oraz 4°C.

3. Sprawdzenie morfologii wyizolowanych fagéw poprzez wykonanie zdjeé¢ pod
mikroskopem elektronowym.

1. Okreslenie spektrum serowarow bakterii Salmonella, ktore kazdy z
bakteriofagow eliminuje.

1. Okreslenie spektrum serowardow bakterii Salmonella, ktore kazdy z
bakteriofagow eliminuje.

Okreslenie spektrum gospodarza za pomocg miareczkowania metodg kropelkowa na
ptytkach z dwuwarstwowym agarem pozwolito oceni¢ skuteczno$¢ namnazania bakteriofaga
na wyselekcjonowanych szczepach bakterii Salmonella. Aby potwierdzi¢ liz¢ danego szczepu
bakterii przez lizat fagowy wykonano jego seryjne rozcienczenia w buforze TM i nakrapiano
na ptytki z murawg bakteryjng. Plytki inkubowano przez noc w 37°C, zgodnie z opisem metody
(etap I, punkt 4). Eksperymenty zostaly przeprowadzone w trzech powtorzeniach.

A

Liza szczep6ow Salmonella przez badane bakteriofagi
przedstawiona w procentach

brak lizy
27,4%

liza
72.6%
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Zakres gospodarzy badanych bakteriofagéw

Newport
2,6%

Derby
9,1%

Agona
3,9%
Typhimurium

16,9% Enteritidis
) 61,0%
Infantis
6,5%
D
Bakteriofag nr 1 Bakteriofag nr 1

2,1%
Typhimurium
6,3%
Infantis

Brak lizy
54,7%

Enteritidis

Bakteriofag nr 2 Bakteriofag nr 2
1,8%
Typhimurium

18,2%

Infantis
Brak lizy

51,9%

Enteritidis

Bakteriofag nr 3 Bakteriofag nr 3

Typhimurium
6,4%
Infantis

Brak lizy

Enteritidis




Bakteriofag nr 4

1,8%
Typhimurium

Enteritidis

Bakteriofag nr 5

Typhimurium

9,8%
Infantis

Enteritidis

Bakteriofag nr 6

2,0%
Typhimurium
8,2%
Infantis
4,1%

Enteritidis
85,7%

Bakteriofag nr 7

Typhimurium
14,8%

Infantis

Enteritidis
81,5%

Bakteriofag nr 8

Typhimurium

Enteritidis
66,7%

Brak lizy

Brak lizy
51,9%

Brak lizy
53,8%

Brak lizy

Brak lizy
83,0%

Bakteriofag nr 4

Bakteriofag nr 5

Bakteriofag nr 6

Bakteriofag nr 7

Bakteriofag nr 8

Liza

Liza
48,1%

46,2%

Liza
50,9%

Liza
17,0%
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Bakteriofag nr 9

13,3%
Enteritidis
33,3%

20,0%

Infantis

Typhimurium

Bakteriofag nr 10

Typhimurium
5,0%
Infantis

Enteritidis

Bakteriofag nr 11

Typhimurium

Infantis
12,5%

Enteritidis

Bakteriofag nr 12

9,1%

Typhimurium
18,2%

Enteritidis
72,7%

Bakteriofag nr 13

1,9%
Typhimurium
9,6%

Infantis

Enteritidis

Bakteriofag nr 9

14,2%

Brak lizy

Bakteriofag nr 10

Brak lizy

Bakteriofag nr 11

Brak lizy
92,5%

Bakteriofag nr 12

20,8%

Brak lizy

Bakteriofag nr 13

Brak lizy

50,9% 49,1%
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Bakteriofag nr 14

Enteritidis

Typhimurium
55,6%

Bakteriofag nr 15

Typhimurium

Enteritidis
75,0%

Bakteriofag nr 16

Newport
3,3%
Typhimurium
16,4%

Infantis

Enteritidis

Bakteriofag nr 17

Newport

3,7%

Enteritidis

Typhimurium 18,1%

37,0%

Infantis

Bakteriofag nr 18

Typhimurium
13,0%
Infantis

Enteritidis

Brak lizy

Brak lizy

Brak lizy

Brak lizy
74,5%

Brak lizy
49,1%

Bakteriofag nr 14

Bakteriofag nr 15

Bakteriofag nr 16

Bakteriofag nr 17

Bakteriofag nr 18

11,3%

Liza
50,9%

23



Bakteriofag nr 19 Bakteriofag nr 19
Typhimurium
10,5%
Infantis

Enteritidis Brak lizy

Bakteriofag nr 20 Bakteriofag nr 20
Liza
10,4%

Typhimurium
18,2%

Enteritidis Brak lizy
89.6%

Ryc.20 Na wykresie w punkcie A zostal przedstawiony procentowy rozktad ilosci szczepow
bakteryjnych Salmomella pochodzqcych z banku kolekcji, podlegajqcych lizie przez badane
bakteriofagi (gdzie 100% odnosi si¢ do 106 szczepow bakteryjnych). Wykres B przedstawia
zakres gospodarzy podzielony na konkretne serowary dla wybranych bakteriofagow. Na
wykresach w panelu C i D zawarte zostaly dane dotyczqce zakresu gospodarza kazdego
bakteriofaga z osobna. Panel C przedstawia zakres gospodarza z podziatem na serowary,
natomiast D procentowy rozktad ilosci lizowanych szczepow.

2. Sprawdzenie stabilnosci bakteriofagow w temperaturze pokojowej oraz 4°C.

Okreslenie stabilnosci wiruséw bakteryjnych w temperaturze pokojowej oraz +4°C
zostato przeprowadzone dla wybranych wczesniej lizatéw fagowych.

Lizaty w objetosci 1 ml zostaly rozdzielone do kilku sterylnych probowek typu
eppendorf, pokryte szczelnie parafilmem z odpowiednimi opisami umozliwiajacymi latwe
przyporzadkowanie proby. Tak przygotowane lizaty zostaly umieszczone w odpowiednio
opisanym pudetku zaréwno w temperaturze pokojowej oraz w +4°C. Sprawdzanie zywotno$ci
wirionéw zostato przeprowadzone co 30 dni za pomocg miareczkowania przy uzyciu ptytek
dwuwarstwowych na szczepie gospodarza danego bakteriofaga w trzech niezaleznych
powtdrzeniach.
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Przezywalnos$¢ bakteriofagdéw w temperaturze pokojowej oraz 4° C

® 4°C
1,00E+11
@ temperatura
pokojowa
1,00E+10
E
5 1,00E+9 -
('S
& ]
1,00E+8
1,00E+7 | | l I I |

styczen luty marzec kwiecien maj czerwiec lipiec

czas[miesiac]

Ryc. 21 Wykres przedstawia Srednig przezywalnos¢ badanych bakteriofagow w
temperaturze +4°C oraz pokojowej.

3. Sprawdzenie morfologii wyizolowanych fagow poprzez wykonanie zdjeé¢ pod
mikroskopem elektronowym.

Podziat bakteriofagéw ze wzgledu na wielkos¢ ich ogonkow
dtugie ogonki

bezogonkowe

srednie ogonki

Ryc. 22 Wykres przedstawia procentowy podziat badanych bakteriofagow ze wzgledu
na wielkos¢ lub brak ogonka. Na potrzeby raportu dane zostaty sklasyfikowane do dwoch grup
(Srednie ogonki: 0,10- 0,19 um; dlugie ogonki: 0,20 um).
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Podsumowanie:

Celem projektu byto wyizolowanie bakteriofagdw srodowiskowych, ktore
beda skutecznie eliminowaty serowary bakterii Salmonella aktualnie wystepujace
na terenie Polski (izolowane gtownie z hodowli drobiu oraz zakladow
przetworstwa). Bakteriofagi izolowano z wody stodkiej, gleby, odchodéw drobiu
oraz $ciekow. Najbogatszym zrodltem fagow byty Scieki. Lacznie wyizolowano
36 bakteriofagéw a nastgpnie sprawdzono ich zdolnos¢ do lizy poszczegolnych
szczepow bakteriit Salmonella (106 szczepow bakterit Salmonella, ktérych
genomy zsekwencjonowano w pierwszym projekcie) w tescie miareczkowania
pelno-plytkowego. Bakteriofagi wyizolowane z wody stodkiej, gleby czy
odchodéw drobiu miaty zwykle waskie spektrum gospodarza czyli lizowaty
najczescie] kilka  szczepoOw bakterii. Bakteriofagi izolowane ze S$ciekow
komunalnych miaty zdecydowanie szersze spektrum szczepdw Salmonella, ktore
eliminowaly. Wyizolowane bakteriofagi lizuja tacznie ponad 70% szczepow
Salmonella z pierwszego projektu.

Zgodnie z wiedzg zespotu do dalszych badan zostato wybranych 20
bakteriofagow. Bakteriofagi nie wybrane pozostang w kolekcji 1 beda
przechowywane w -80°C. Nastepnie sprawdzono stabilnos¢ bakteriofagow w
temperaturze pokojowej oraz +4°C w okresie od stycznia do lipca 2024 r.

Wszystkie bakteriofagi sg stabilne zarowno w temperaturze +4°C jak 1
temperaturze pokojowej co jest bardzo wazng informacja w kontekscie
warunkoéw ich dlugotrwatego przechowywania.

Wszystkie bakteriofagi namnozono na skale preparatywng 1 oczyszczono
w gradiencie chlorku cezu. Po wirowaniu zebrano prazki odpowiadajace super
czystym lizatom fagowym 1 poddano je o§mio-dniowej dializie w celu usuni¢cia
soli (chlorku cezu). Niewielka objetos¢ super czystych preparatow 20
bakteriofagobw przekazano do Pracowni Mikroskopii Elektronowe; w celu
wykonania zdje¢ wirionow. Po analizie uzyskanych obrazéw stwierdzono, ze
wickszos¢ (80%) wyizolowanych fagow nalezy do rodziny fagéw ogonkowych
(Codoviricetes) a 20% do fagow bezoognkowych. Czes¢ bakteriofagow posiad
dlugie ogonki co stwarza potencjalna mozliwos¢ wykorzystania ich przy
utylizacji biofilméw bakteryjnych. Dodatkowo potwierdzono, ze preparaty s3
jednorodne czyli sktadajg si¢ z jednego szczepu bakteriofaga.

Wszystkie wyizolowane bakteriofagi sag doktadnie opisane, skatalogowane
1 przechowywane w +4°C oraz -80°C (jako konserwy z dodatkiem glicerolu oraz

zamknigte wewnatrz komorek bakterii podczas ich cyklu rozwojowego).
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Zrealizowano wszystkie zadania badawcze zawarte w projekcie pt. ,,Badania
naukowe majgce na celu poprawe jakosci migsa drobiowego w Polsce — badania
nad bakteriofagami zwalczajgcymi Salmonellg”
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