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WYKORZYSTANIE BAKTERIOFAGOW W EANCUCHU
ZYWNOSCIOWYM

Streszczenie

Bakteriofagi sg to wirusy bakteryjne odkryte na poczatku XX wieku. Niedostateczna wiedza na temat
biologii fagdw oraz intensywny rozwoj antybiotykoterapii sprawily, ze tuz po ich odkryciu zainteresowa-
nie naukowcow bakteriofagami zmalato. Obecnie podejmowane sg proby rozwigzania problemu bezpie-
czenstwa mikrobiologicznego zywnosci poprzez zastosowanie bakteriofagow w calym tancuchu zywno-
sciowym, w tym do bezposredniej eliminacji bakterii z powierzchni zywnosci oraz powierzchni sprzgtow
majacych kontakt z zywnos$cig. Znaczacymi zaletami fagdw, przemawiajacymi za stosowaniem ich jako
srodkow ochrony zywnosci, jest zdolno$¢ do infekowania wylacznie specyficznych komorek bakteryj-
nych, brak wplywu na korozj¢ sprzetdw i powierzchni w zaktadach przetwarzajacych zywnos¢ oraz brak
oddzialywania na wlasciwosci sensoryczne produktow spozywczych. Medycyna weterynaryjna zmaga sig¢
z szeroko rozpowszechnionym problemem antybiotykoopornosci, stad badany jest potencjat bakteriofa-
gow jako srodkoéw wykorzystywanych do zapobiegania infekcjom bakteryjnym u zwierzat hodowlanych
i leczenia ich. W tym celu bakteriofagi aplikowane sa w postaci aerozoli lub umieszczane w kapsutkach
majacych zapewni¢ im ochrone przed inaktywacja w wyniku dziatania niskiego pH kwasu Zotadkowego.
Dotychczas przeprowadzone badania potwierdzaja rowniez, ze bakteriofagi nie wykazuja toksycznego
wplywu na organizmy ludzi i zwierzat. Fagi stanowig atrakcyjng alternatywe dla dotychczas stosowanych
antybiotykéw i §rodkow dezynfekcyjnych. Szerokie spektrum zastosowania fagéw w tancuchu zywno-
$ciowym umozliwia znaczaca redukcje liczby zatru¢ pokarmowych na $wiecie.

Celem niniejszej pracy bylto przyblizenie najnowszych danych literaturowych dotyczacych zastosowa-
nia bakteriofagéw na kazdym etapie procesu powstawania produktow zywnosciowych, zwanego po-
wszechnie ,,0d pola do stotu”, oraz przedstawienie najnowszych badan dotyczacych stosowania bakterio-
fagow do szybkiego i latwego wykrywania bakteryjnych patogenéw znajdujacych si¢ w zywnosci.
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Wprowadzenie

Bakteriofagi to wirusy, ktorych gospodarzami sg wytgcznie wegetatywne komorki
bakteryjne (nie wykazuja zdolnosci do infekowania przetrwalnikow) [28]. Antybakte-
ryjny potencjat bakteriofagow znany byt juz w latach 40. XX wieku, jednak intensyw-
ny rozwdj antybiotykoterapii oraz niedostateczna wiedza dotyczaca mechanizmu in-
fekcji tych wiruséw spowodowatly marginalizacje terapii fagowej [2]. Ograniczeniami
owczesnej fagoterapii byty takze:

— uzycie jednego rodzaju faga do zakazenia wywolanego przez wiele gatunkéw bak-
terii,

— pojawienie si¢ bakterii fagoopornych,

— inaktywacja fagow przez niskie pH w zotadku w przypadku aplikacji doustne;,

— niszczenie fagow przez uktad odpornosciowy cztowieka,

— endotoksyny zawarte w mieszankach bakteriofagow.

Powszechno$¢ 1 duza czgstotliwo$¢ stosowania antybiotykow spowodowaty, ze
obecnie duzym problemem jest wielolekoopornos¢ (MDR — Multi Drug Resistance)
szczepow bakteryjnych [20]. Ponownie zainteresowano si¢ wigc bakteriofagami jako
srodkami mogacymi zastapic¢ klasyczne metody leczenia. Do wzrostu zainteresowania
fagami przyczynit si¢ rowniez rozwdj technik biologii molekularnej, umozliwiajacy
znacznie lepsze poznanie mechanizmoéw ich infekcji i funkcjonowania. Bakteriofagi
moga by¢ wykorzystywane rowniez w tancuchu zywno$ciowym, wplywajac na
zmniejszenie liczby zatru¢ wywotanych przez drobnoustroje chorobotworcze przeno-
szone przez zywnosc.

Budowa i mechanizm infekcji bakteriofagami

Bakteriofagi zbudowane sa z kwasu nukleinowego (dsDNA, ssDNA, dsRNA,
ssRNA) otoczonego biatkowym kapsydem. Zapewnia on ochrong przed niekorzystny-
mi czynnikami $rodowiskowymi, w tym przed dziataniem enzymow niszczacych DNA
faga [13]. Kapsyd bakteriofagdbw moze mie¢ ksztatt helikalny (pateczkowaty), wielo-
$cienny (ikosaedry lub szesciany), sferyczny, wrzecionowaty. Szacuje si¢, ze ponad
96 % bakteriofagdw charakteryzuje si¢ strukturg ztozona, na ktorg sklada si¢ glowka
potaczona przez biatko lacznikowe z ogonkiem, od ktorego odchodza wypustki. Rolg
wypustek jest rozpoznawanie receptorow znajdujacych si¢ na komoérkach gospodarzy.
Ogonek moze by¢ krotki, dtugi kurczliwy lub dhugi niekurczliwy. Bakteriofagi o struk-
turze ztozonej tacza w sobie cechy struktury helikalnej i 1 kosaedralnej [6].

Bakteriofagi sa wirusami, ktore we wstepnym etapie infekcji, zwanym adhezja,
przytaczajg si¢ do powierzchni komorki bakteryjnej [6, 13]. Kolejny etap obejmuje
penetracj¢ materialu genetycznego wirusa do wnetrza komorki, w ktorej nastepuje
transkrypcja i translacja fagowych biatek (wirionéw potomnych) [13]. Nowo powstate
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czgstki faga sa pakowane do biatkowych kapsyddéw, a ich uwolnienie na zewnatrz
prowadzi do $mierci komoérki bakteryjnej. Taki cykl zyciowy faga, ktory konczy sig¢
$miercig gospodarza, nazywa si¢ cyklem litycznym [22, 24]. Czas trwania catego cy-
klu, od momentu zainfekowania komorki bakteryjnej do jej lizy, wynosi ok. 1 + 2 h
[6]. Obok fagow litycznych istniejg rowniez fagi lizogeniczne (tagodne), ktérych mate-
rial genetyczny ma zdolno$¢ integracji z materialem genetycznym gospodarza, a cykl
zyciowy takich fagdw nie musi prowadzi¢ do $mierci komoérki [22]. Fag tagodny znaj-
dujacy si¢ w komoérce w postaci utajonej nazywany jest profagiem. Zintegrowany
z chromosomem bakteryjnym profag jest replikowany i przekazywany potomnym ko-
moérkom bakteryjnym podczas podziatow [10, 13]. Moze on réwniez wejs¢ w cykl
lityczny w wyniku dziatania czynnikow srodowiskowych, takich jak stres czy uszko-
dzenie DNA gospodarza [19]. W terapiach fagowych niewskazane jest uzywanie fa-
gow o sklonnos$ciach lizogenicznych ze wzgledu na mozliwo$¢ wystgpienia zjawiska
transdukcji (horyzontalnego transferu genow w populacji bakterii) [10, 24]. W wyniku
transdukcji moze dochodzi¢ do przeniesienia genow kodujacych toksyny, np. toksyny
Shiga, toksyny cholery oraz gendéw kodujacych opornos$¢ na antybiotyki, pomiedzy
szczepami patogennymi i niepatogennymi [13, 19, 24]. Ponadto obecnos¢ zintegrowa-
nego profaga moze warunkowaé¢ opornos¢ komorki gospodarza na zakazenie tym sa-
mym lub blisko spokrewnionym rodzajem faga [10].

Bezpieczenstwo fagoterapii

Bakteriofagi wystepujg powszechnie w naturalnym srodowisku. Prawdopodobnie
stanowig najliczniejsza populacje w ziemskim ekosystemie — ok. 10°° wirionow
w biomie [2]. Potwierdzono rowniez obecno$¢ bakteriofagoéw w tancuchu pokarmo-
wym [2, 20, 22]. Bakteriofagi wyizolowano z zywnosci $wiezej i nieprzetworzone;j:
z migsa, swiezych warzyw, owocow 1 grzybow oraz z zywno$ci przetworzonej: sera,
jogurtu, maslanki, groszku, a takze z owocow morza [22, 26].

Za bezpieczenstwem stosowania bakteriofagdw przemawia wyspecjalizowanie
wirusow, ktore infekuja tylko okreslone grupy bakterii. Dotychczas przeprowadzone
badania dowodza, ze doustne podawanie fagow jest nieszkodliwe dla ludzi. Zbadano
m.in. wptyw fagow specyficznych dla Escherichia coli w modelu mysim i ludzkim.
Naukowcy nie zaobserwowali toksycznego wpltywu fagow na funkcjonowanie obu
tych organizméw [7].

Czynniki wplywajace na skutecznos¢ infekcji bakteriofagami

Wykazano, ze bakteriofagi sg wrazliwe na niskie pH, wysoka temperature, zaso-
lenie, ci$nienie osmotyczne oraz rozpuszczalniki organiczne a takze na malg wilgot-
nos$¢ $rodowiska [8]. Przy tworzeniu preparatow fagowych nalezy wzia¢ pod uwage
srodowisko, w jakim rozwijaja si¢ gospodarze bakteriofaga oraz jego opornos¢ na wy-
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zej wymienione czynniki limitujgce. Przyktadem zalezno$ci zdolnosci infekcyjnej bak-
teriofaga od temperatury sa fagi zakazajgce Listeria monocytogenes. Aby dokonaé
adhezji muszg one rozpoznac receptor znajdujacy si¢ na wici. Fagi te wykazuja stabg
zdolno$¢ infekcji w temp. 37 °C, gdyz ekspresja gendow odpowiadajgcych za ruchli-
wos¢ wici w tej temperaturze jest hamowana [9]. Wedlug Wanga i Saboura [28] opty-
malne pH dla wigkszo$ci bakteriofagéw zawiera si¢ w zakresie 5 + 8, natomiast obni-
zenie temperatury zwigksza zakres tolerancji pH do 4 + 9 [28].

Roéwnie waznym czynnikiem wplywajacym na skuteczno$¢ infekcji bakterii przez
bakteriofaga jest fizjologia komdrki gospodarza. Sktadniki $cian komérkowych bakte-
rii, takie jak kwasy tejchojowe (WTA — Wall Teichoic Acids) oraz grupy acetylowe
peptydoglikanu sg receptorami rozpoznawanymi przez wigkszo$¢ bakteriofagow [9].
Zmiany w skladzie oraz w strukturze WTA lub peptydoglikanu moga skutkowac
zmniejszeniem podatno$ci bakterii na infekcje fagami.

Drobnoustroje znajdujace si¢ w zywnosci oraz na powierzchniach majacych kon-
takt z zywno$cig sa poddawane wielu stresom zwigzanym z dziataniem czynnikow
antybakteryjnych. Powszechnie wiadomo, Ze stres wptywa na zmiang fizjologii komo-
rek bakterii, co posrednio wptywa na wydajnos$¢ adsorpcji fagow. Stres wywotany
niedoborem sktadnikow odzywczych moze rowniez negatywnie wptywaé na proces
adhezji fagow. Zjawisko to mozna tatwo zaobserwowa¢ w przypadku fagow infekuja-
cych komorki E. coli, ktore rozpoznaja receptor TolC (biatkowy transporter kolicyny)
na powierzchni komorki gospodarza. Najwyzszy stopien adhezji uzyskany bedzie
w srodowisku bogatym w sktadniki odzywcze, gdyz poziom ekspresji genéow koduja-
cych TolC jest wowczas najwigkszy [9].

Potencjalne wykorzystanie bakteriofagow do biokontroli patogenow
w $rodowisku naturalnym

Biokontrola to metoda polegajaca na wprowadzeniu do $§rodowiska specyficznych
organizmow w celu zahamowania rozwoju populacji, ktore sa szkodnikami upraw [13].
Naukowcy wyizolowali fagi z takich czgéci roslin, jak: liscie, todygi, korzenie i nasio-
na. Wedtug Gilla i Abedona [11] bakteriofagi znajdujace si¢ w warstwie gleby bezpo-
$rednio przylegajacej do korzeni roslin, zwanej ryzosfera, charakteryzuja si¢ znacznie
wigkszg przezywalnoscig niz fagi izolowane ze srodowiska fyllosfery, czyli nadziem-
nych czesci roslin. Prawdopodobng przyczyng tego zjawiska jest znacznie wigksze
narazenie fagow na stresy srodowiskowe, takie jak wahania temperatury, wysychanie
i promieniowanie UV w przypadku fyllosfery. Wymienieni autorzy sugeruja rowno-
czesnie, ze wykorzystanie fagéw jako metody biokontroli znacznie gorzej sprawdzi si¢
w przypadku aplikacji do ryzosfery ze wzgledu na utrudniong dyfuzj¢ przez wysokohe-
terogenne Srodowisko, jakim jest gleba. Stosowanie fagdéw w otwartym Ssrodowisku,
jakim sg np. pola uprawne, stanowi wcigz wyzwanie dla naukowcow ze wzgledu na
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brak mozliwos$ci catkowitej kontroli warunkow $rodowiskowych, duze zroznicowanie
populacji bakteryjnych patogendéw ros$lin oraz ograniczanie aktywnosci bakteriofagow
przez substancje chemiczne bgdace pozostalosciami po pestycydach [4].

Biokontrola patogenéw w §wiezych owocach i warzywach

Drobnoustroje (wirusy, bakterie, grzyby) atakujace rosliny uprawne powoduja
ogromne straty w rolnictwie. Dotychczasowe metody zwalczania fitopatogendéw roslin
uprawnych polegaly na uzyciu antybiotykéw oraz chemicznych srodkdéw na bazie mie-
dzi. Ze wzglgedu na szybkie tempo pojawiania si¢ bakterii opornych na stosowane
srodki bakteriobojcze, prowadzone sg badania nad wykorzystaniem koktajli fagowych
do zapobiegania oraz zwalczania chorob roslin pochodzenia bakteryjnego. Balogh
i wsp. [3, 4] badali efektywno$¢ koktajli fagowych w zwalczaniu popularnych w rol-
nictwie fitopatogenow z rodzaju Xanthomonas, w zrdznicowanych warunkach srodo-
wiskowych. Koktajle fagowe okazaty si¢ skuteczne m.in. w zwalczaniu raka bakteryj-
nego roslin cytrusowych wywoltywanego przez Xanthomonas axonopodis pv. citri [4].
W doswiadczeniach prowadzonych w szklarni, w ktorej istnieje mozliwo$¢ kontrolo-
wania warunkéw, redukcja nasilenia choroby grejpfrutéw odmiany ‘Duncan’ przy
zastosowaniu mieszanki fagow wynosita 59 %. W warunkach polowych uzycie mie-
szanki bakteriofagéw do umiarkowanie wrazliwych pomaranczy odmiany ‘Valencia’
skutkowato redukcja nasilenia choroby o ok. 48 %, lecz byto nieefektywne w przypad-
ku bardzo wrazliwych na ten rodzaj fitopatogenu grejpfrutow odmiany ‘Duncan’ [4].
Z uwagi na trudno$ci stosowania fagdw na otwartej przestrzeni oraz ich stosunkowo
krotki czas przezywalno$ci na tkance roslinnej, Balogh i wsp. [3, 5] poszukiwali for-
muty ochronnej, ktora zwigkszytaby aktywnos¢ fagow oraz ich odporno$¢ na nieko-
rzystne warunki $rodowiskowe. Pozytywne wyniki uzyskali po zawieszeniu fagow
w 0,75-procentowym odttuszczonym mleku oraz w mieszaninie prezelatynizowanej
maki kukurydzianej i sacharozy. Obie formuty znaczaco wydtuzaty okres zachowywa-
nia aktywnosci fagdw na tkance roslinnej, powodujac jednocze$nie zmniejszenie liczby
zmian chorobowych (bakteryjnej plamistosci pomidora) wywotanych przez Xantho-
monas campestris pv. vesicatoria. Badacze wskazywali rowniez na istotno$¢ doboru
pory dnia podczas aplikacji bakteriofagéw. Uznali, Ze najlepszym okresem jest wcze-
sny ranek lub pdzny wieczor ze wzgledu na ograniczenie promieni UV negatywnie
wplywajacych na aktywno$¢ fagdéw [3, 4]. Leverenz i wsp. [16] dowodza, ze niezwykle
wazny jest dobor bakteriofaga do danego gatunku owocow. Naukowcy przeprowadzili
eksperyment, w ktorym na $wiezo cigte melony i jablka zaaplikowali mieszanke bakte-
riofagow specyficznych w stosunku do Salmonella spp. Przy przechowywaniu probek
melona w temp. 5 i 10 °C uzyskano redukcje bakterii o 3,5 log, a w temp. 20 °C —
0 2,5 log. Na jabtkach redukcja bakterii byla natomiast nieznaczna. Zdaniem wymie-
nionych autoréw prawdopodobng przyczyng niskiej aktywnosci mieszanki fagow na
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jabtkach byto zbyt kwasne $srodowisko (pH) owocu, ktére wptywato hamujaco na ak-
tywnos$¢ tego rodzaju bakteriofagow. W innym doswiadczeniu Leverenz i wsp. [17]
sprawdzili rowniez skuteczno$¢ potgczenia bakteriofagow z powszechnie stosowang
w produkcji seréw nizyng (konserwant o symbolu E234). Badacze zaobserwowali sy-
nergistyczny efekt po zaaplikowaniu fagéw 1 nizyny w postaci opryskow na jablka i
melony.

Terapia fagowa w leczeniu zwierzat hodowlanych

Do patogenow powszechnie wystepujacych w zywnosci pochodzenia zwierzgce-
g0 nalezg m.in. gatunki Salmonella enterica subsp. enterica, Escherichia coli oraz
Campylobacter jejuni [22].

Gram ujemna bakteria E. coli jest czgsta przyczyng zatru¢ pokarmowych. Zaka-
zenie moze nastapi¢ wskutek spozycia juz dziesigciu komorek tej bakterii, znajduja-
cych si¢ w niedogotowanym migsie lub w mleku majacym kontakt z odchodami zwie-
rzat [22]. Dotychczasowe badania skupiaty si¢ na dopracowywaniu efektywnos$ci
terapii fagowej stosowanej gtownie w leczeniu drobiu hodowlanego, gdyz duza gestos¢
osobnikow na stosunkowo niewielkiej powierzchni sprzyja szybkiemu rozprzestrze-
nianiu si¢ infekcji powodowanej przez t¢ bakteri¢. Xie 1 wsp. [29] poroéwnali efektyw-
no$¢ bakteriofagow Esc-A przeciwko szczepom E. coli z efektywnoscig chloromycety-
ny (handlowa nazwa antybiotyku — chloramfenikol). Kurczgta traktowane preparatem
fagowym charakteryzowaty si¢ mniejsza czgstotliwoscig wystepowania objawow za-
kazenia (jedynie 26 % populacji stanowity kurczeta zakazone) w poréwnaniu z ptaka-
mi leczonymi chloromycetyng (36 % populacji stanowity kurczeta zakazone) oraz
w odniesieniu do nieleczonej grupy kontrolnej (51,6 % populacji stanowity kurczeta
zakazone). Ponadto preparat fagowy ograniczyl $miertelno$¢ drobiu o ok. 12,8 %
w poréwnaniu z grupa kontrolng. Stosowanie antybiotykow pozwolito natomiast na
ograniczenie $miertelnosci drobiu tylko o 8 % w porownaniu z grupa kontrolng. Wyni-
ki te potwierdzajg mozliwo$¢ wykorzystania bakteriofagow do zmniejszenia czestotli-
wosci zakazen wywotanych przez E. coli. Huff i wsp. [15] rowniez potwierdzili sku-
tecznos$¢ bakteriofagdbw w zwalczaniu infekeji E. coli drobiu, jednak badacze skupili
si¢ na okresleniu najskuteczniejszej metody aplikacji koktajli fagowych. Dowiedli oni,
ze najskuteczniejszym sposobem aplikacji jest podawanie fagdéw w postaci rozpylane-
g0 w powietrzu sprayu. Nieefektywne okazato si¢ podawanie fagéw z karmg i woda do
picia. Komercyjnie dostepnym na rynku preparatem zawierajacym bakteriofagi prze-
ciwko E. coli jest EcoShield™ wyprodukowany przez firme Intralytix, ktory zostat
dopuszczony przez FDA (American Food and Drug Administration) do uzytku w 2011
roku i uzyskat status GRAS (Generally Recognized As Safe). Eliminuje on 95 + 100 %
komorek E. coli [22].
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Do patogenow rownie czesto wywotujacych epidemie wérod drobiu zaliczane sg
serotypy Salmonella enterica: Typhimurium oraz Enteritidis [22]. Wyniki doswiadczen
Atterburego i wsp. [1] potwierdzajg skutecznos$¢ podawanej kurczgtom doustnie mie-
szanki specyficznych fagow przeciwko serotypom Enteritidis 1 Typhimurium. Koktajl
fagowy rozpuszczony w zbuforowanym roztworze soli fizjologicznej (PBS) z dodat-
kiem 30 % CaCO; redukowat kolonizacje jelit kurczat przez S. Enteritidis o 4,2 logjtk
w ciggu 24 h w porownaniu z kontrolng grupa kurczat nietraktowanej fagami. Zmniej-
szenie kolonizacji w przypadku S. Typhimurium wynosito 2,19 log jtk w ciggu 24 h
w odniesieniu do grupy kontrolne;j.

Dostepne na rynku preparaty bakteriofagowe przeciwko serotypom Salmonella to
m.in. [22]:

— BacWash (OmniLytics Inc.), ktéry w 2007 r. dopuszczono do stosowania w posta-
ci sprayu do odkazania zwierzat przed ubojem,

— BIOTECTOR® S1 (Cheilledang Co.), ktory moze by¢ stosowany w celu biokon-
troli szczepow Salmonella u drobiu. Rekomenduje si¢ zaaplikowanie go w postaci
sktadnika paszy dla zwierzat.

Najczestszg przyczyng zatru¢ pokarmowych na $wiecie jest Gram ujemna, spiral-
na bakteria Campylobacter jejuni. Jej zrodtem jest bydto oraz drob [22]. Wagenaar
i wsp. [27] badali mozliwosci wykorzystania bakteriofagow specyficznych dla C. jeju-
ni do zapobiegania zakazeniom oraz leczenia istniejgcej juz infekcji. Prewencyjne sto-
sowanie mieszanki fagow opodzniato kolonizacje jelita kurczat przez chorobotworcza
bakterie, natomiast leczenie wywolanej uprzednio infekcji zmniejszyto liczbe bakterii
C. jejuni o 3 log w porownaniu z nieleczong grupa kontrolng. Po tygodniu leczenia
roznica poziomu wystgpowania w jelitach C. jejuni miedzy grupa poddang fagoterapii
a grupg kurczat nietraktowanych fagami wynosita tylko 1 log.

Kapsulkowanie

Powszechnie stosowang metodg chronigcg bakteriofagi przed niekorzystnymi wa-
runkami panujacymi w zotadku (niskie pH, obecno$¢ enzymow trawiennych) jest kap-
sutkowanie. Enkapsulacja mikroorganizméw polega na powlekaniu komorek odpo-
wiednig powloka (hydrokoloidami), ktéra pozwala na uwolnienie zawartosci
z kontrolowang szybkoscig i pod wplywem odpowiednich czynnikow. Kapsutka stwa-
rza mikrosrodowisko chronigce bakteriofagi nie tylko przed warunkami panujgcymi
w przewodzie pokarmowym, ale réwniez pozwala przetrwaé¢ warunki przechowywa-
nia, osuszania, i przetwarzania produktow spozywczych. Metoda czesto wykorzysty-
wang w kapsutkowaniu mikroorganizméw jest emulsyfikacja [8]. Polega ona na roz-
proszeniu fazy niecigglej sktadajacej si¢ z mikroorganizméw i polimeru w fazie
ciaglej, ktorg stanowi olej roslinny. Jest to metoda wykorzystywana do enkapsulacji
bakterii probiotycznych. Metode t¢ zastosowano do bakteriofagéw. Murthy i Engel-



WYKORZYSTANIE BAKTERIOFAGOW W EANCUCHU ZYWNOSCIOWYM 33

hardt [21] opatentowali metode kapsutkowania, w ktorej fagi immobilizowali na od-
thuszczonym mleku w proszku i zamykali w kapsulkach sktadajacych si¢ z kwasu pal-
mitynowego oraz stearynowego. Preparat wytrzymywal dtuzsze okresy ekspozycji na
pH o wartosci 2,15 niz preparaty niekapsutkowane. Wskazuje to na mozliwo$¢ stoso-
wania preparatu bezposrednio dla zwierzat lub jako dodatku do pasz.

Potencjalne zalety wykorzystania fagéw w przemysle spozywczym

W celu zlikwidowania w zywnosci potencjalnie patogennych mikroorganizméow,
w zaktadach przetworstwa spozywczego stosuje si¢ metody chemiczne i fizyczne,
w tym promieniowanie UV [26]. Metody te nie zapewniajg jednak 100-procentowe;j
skuteczno$ci.

Preparaty bakteriofagowe w przemysle spozywczym mozna wykorzystywac do
zapobiegania i eliminowania skazen produktow pochodzacych od zwierzat hodowla-
nych, zwalczania drobnoustrojow wystepujacych na sprzetach i powierzchniach maja-
cych kontakt z zywnoscia w czasie jej obrobki lub do bezposredniej inaktywacji drob-
noustrojow w zywnosci [10, 22, 25].

Wirod zalet preparatow bakteriofagowych mozna wymienic to, ze:

— jako wirusy specyficzne nie niszcza naturalnej i pozadanej mikroflory zywnosci
oraz bioty komensalnej przewodu pokarmowego ludzi i zwierzat [12, 22, 25],

— mozna je stosowa¢ w malych dawkach ze wzgledu na zdolno$¢ namnazania si¢
fagow w komorkach gospodarzy [12, 22],

— nie wykazujg toksyczno$ci wobec organizmow ludzi i zwierzat [22],

— nie zmieniajg wlasciwosci sensorycznych produktow spozywczych [22],

—  wytrzymujg stres srodowiskowy podczas obrobki zywnosci [22, 25].

Coraz czgsciej fagi wykorzystuje si¢ do inaktywacji bakterii wystepujacych na
powierzchniach sprzgtu w zaktadach przetwarzajacych zywno$¢. Preparaty bakteriofa-
gowe w przeciwienstwie do standardowych chemicznych srodkow bakteriobdjczych
nie powodujg korozji sprzetu, a skuteczno$¢ ich dziatania przeciwko np. L. monocyto-
genes i E. coli O157:H7 zostala do$wiadczalnie potwierdzona na powierzchniach
twardych, takich jak stal nierdzewna czy szkto [23]. Przy stosowaniu zaréwno che-
micznych §rodkow biobojczych, jak i preparatow fagowych, nalezy zwrdci¢ uwage na
czas odstepu pomigdzy zastosowaniem obu tych czynnikoéw, gdyz wiele srodkow de-
zynfekujacych, w tym alkohol etylowy i podchloryn sodu, hamuje aktywnos¢ bakterio-
fagow [24, 26].

Aktywno$¢ bakteriofagéw przeciwko biofilmowi

Czestym problemem w przemysle spozywczym jest tworzenie biofilmu przez
komorki bakteryjne na powierzchni maszyn i urzadzen. Biofilm tworzy wielowar-
stwowe skupisko komoérek bakteryjnych lub bakteryjnych i grzybiczych, otoczonych
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polisacharydowsa substancja pozakomoérkowa EPS (Extracellular Polymeric Substan-
ces). Taka struktura umozliwia komorkom bakteryjnym przetrwanie trudnych warun-
kéw 1 wytworzenie opornosci na substancje dezynfekujgce. Kelly i wsp. [22] zbadali
zdolno$¢ hamowania rozwoju biofilmu przez bakteriofagi. W doswiadczeniu uzyli
mieszanki bakteriofagow przeciwko bakteriom Staphylococcus aureus. Najwyzszy
stopien hamowania tworzenia si¢ biofilmu zaobserwowano po 48 h, natomiast naj-
wickszg redukcje biomasy utworzonego biofilmu — po 72 h. Wymienieni autorzy wy-
kazali, ze czas ekspozycji biofilmu na dziatanie bakteriofaga ma kluczowe znaczenie
w jego redukcji. Sprawdzona zostata rowniez zdolnos¢ fagow P100 (preparat Listex
P100) w redukcji biofilmu formowanego przez L. monocytogenes [23]. Testowano
aktywnos$¢ bakteriofagdéw na biofilmie znajdujgcym si¢ na powierzchni stali nierdzew-
nej. Redukcja L. monocytogens z uzyciem bakteriofagdw specyficznych do tej bakterii
wynosita 3,5 + 5,4 log/lem® w poréwnaniu z powierzchnig kontrolng, nietraktowang
fagami.

Biosensory

Rownie istotne jak kontrola i zwalczanie patogenéw w zZywnosci jest ich szybkie
i wezesne wykrywanie. Tradycyjne metody mikrobiologiczne, cho¢ doktadne, sa cza-
sochtonne i niemozliwe do przeprowadzenia w miejscu produkcji ze wzgledu na po-
trzebe izolacji i inkubacji bakterii [10]. Zdaniem Goodridge’a i wsp. [14], dzieki de-
gradacji komorek bakteryjnych przez lizyny bakteriofagéw, wydostajacy si¢ na
zewnatrz material komorki moze by¢ wychwytywany i oznaczany za pomoca kilku
technik. Najczesciej jest to technika wychwytujaca ATP przy uzyciu uktadu enzyma-
tycznego lucyferaza/lucyferyna. St¢zenie uwalnianego ATP jest wprost proporcjonalne
do intensywnosci bioluminescencji uzyskanej w wyniku reakcji lucyferaza/lucyferyna.
Kolejng metoda wykrywania m.in. E. coli 0157:H7 jest znakowanie barwnikiem fluo-
rescencyjnym kwasu nukleinowego bakteriofaga. Znakowane fagi infekujg specyficzne
dla siebie komorki bakteryjne, a nastgpnie moga by¢ wykryte przy uzyciu metod mi-
kroskopii konfokalnej, epifluorescencyjnej oraz cytometrii przeptywowe;j.

Podsumowanie

Bakteriofagi wywieraja zar6wno pozytywny ($rodki ochrony zywnosci, terapia
fagowa), jak 1 negatywny (niszczenie kultur starterowych uzywanych w produkcji
przetwordéw mleczarskich) wplyw na Zzywnos$¢. Szeroki zakres zastosowan bakteriofa-
goéw w tancuchu zywnoSciowym moze istotnie zredukowaé liczbe zatru¢ pokarmo-
wych, co wigze si¢ rOwniez ze znacznym obnizeniem kosztéw zwigzanych z leczeniem
1 stratami w produkcji zywnos$ci. W obecnych czasach, gdy naukowcy zmagajg si¢
z narastajgcym problemem antybiotykoopornosci, bakteriofagi moga zosta¢ uznane za
jedna z wazniejszych alternatyw dla medycyny weterynaryjne;j.
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UTILISATION OF BACTERIOPHAGES IN THE FOOD CHAIN
Summary

Bacteriophages are bacterial viruses discovered at the beginning of the 20™ century. Insufficient
knowledge of the biology of phages and the intense development of antibiotic therapy caused the interest
of scientists in bacteriophages to decline right away after the discovery thereof. Attempts are now being
made to solve the problem of microbiological safety of food through the use of bacteriophages in the
whole food chain including the direct elimination of bacteria from the surface of food and of the surface of
equipment contacting food. The ability to infect exclusively specific bacterial cells, no impact on the
corrosion of equipment and surfaces in food processing plants, and no effects on the sensory characteris-
tics of food products are those significant advantages of phages, which call for applying them as food
protecting means. Veterinary medicine struggles with a very widespread problem of antibiotic resistance;
therefore, the potential is explored of bacteriophages used as agents in preventing and treating bacterial
infections in breeding animals. To this purpose, the phages are applied in the form of aerosols or they are
placed in capsules designed to ensure protection against inactivation by the low pH of gastric acid. The
hitherto conducted studies also confirm that bacteriophages do not have any significant toxic effect on
organisms of people and animals. The phages are an attractive alternative to the up to now applied antibi-
otics and disinfectants. Based on a wide range of applications of phages in the food chain, it is possible to
significantly reduce the number of food poisoning in the world.

The objective of this study was to present the most recent literature data on the application of bacterio-
phages at each stage of the food production chain commonly called “from farm to table" and to introduce
the latest research on the use of bacteriophages to quickly and easily detect bacterial pathogens in food.

Key words: bacteriophages, pathogens, encapsulation, biosensors
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