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Streszczenie

Bakteriofagi to bardzo liczna grupa wirusoéw bakjeygh, ktére posiadajzdolngé
do swoistego infekowania szczepow bakteryjnych. Wenosci od typu wirusa

I jego zjadliwgci fagi mog namnaaé¢ sic w kilku cyklach rozwojowych bytag

w komoérce bakteryjnej lub doprowadz@j do $mierci gospodarza. Niekorzystne
parametry fizyko-chemiczn@odowiska i zmiana metabolizmu zainfekowanej bakter
mog sprzyj& aktywacji cyklu litycznego. Obecnie bakteriofagi szeroko badane
pod lkgtem maliwosci wykorzystania ich wigciwosci w medycynie | przenmije
do zwalczania infekcji bakteryjnych i monitorowanmoceséw technologicznych.
Systemy bazype na bakteriofagach i ich wlawosciach staly si podstawy
w konstrukcji nargdzi diagnostycznych, poszukiwaniu nowych lekow czepionek
oraz transportu substancji aktywnych. Endotoksyngktdéryjne g strukturami
petngcymi istotry role w adsorpcji bakteriofagbw do komérek bakterii
Gram-ujemnych. Ze wzgllu na dae zr&nicowanie budowy O-antygenowych
tancuchéw polisacharydowych wiele bakteriofagow jedblaych do infekcji tylko
wybranego szczepu bakteryjnego. Biatka fagowe odgamialne za adsorpg)
okreslane g jako adhezyny igzlokalizowane w najbardziej peryferyjnychegéziach
wirusa. Poniewa niektore fagi rozpoznaj specyficznie okrdony szczep bakterii
zatazono, © mazliwe jest opracowanie odpowiednich zestawow adhezyn
bakteriofagowych, pozwalgych na wykrycie obecBoi okreslonego szczepu
bakteryjnego w badanym materiale.

Celem prowadzonych baglabyta analiza oddziatywia wirionu bakteriofagowego
Z receptorem obecnym na komorce bakteryjnej, cozemgtanowé podstaw
opracowania metody diagnostycznej wykrywania ob&unioakterii w analizowanych

materiatach.

Do bada wykorzystane zostaly patogenne szczé&pycoli pochodzce od zwierat
hodowlanych z terenu Dolne@daska oraz patogen ludzki coli PCM 2674. Do bada
modelowych zostaly wykorzystane bakteriofagi 019 ecgficzne wzgidem
E. coli PCM 2674. Efektem prac bylo scharakteryzowaniez@dgvan faga O19 i jego
receptora — lipopolisacharydu bakterie. coli PCM 2674. Pierwszy etap

przeprowadzonych prac stanowitag&z mikrobiologiczna, konieczna do pozyskania



odpowiedniej ildci masy bakteryjnej i estek fagowych niezfanych do bada
Scharakteryzowano ta&k badane patogenne szczey coli oraz okrélono
specyficzné¢ roznych fagow wzgidem nich. Wykazana,e wszystkie badane izolaty
charakteryzuyj sic wytwarzanienmu-hemolizyny i w przewzajacej wiekszaci wykazup
zdolng¢ do enteroagregacii, wszystkieztposiadag LPS z O-antygenem gtadkim.
Jednake zaobserwowano znacznezmite zarOwno w intensywldoi hemolizy,
zdolnaci do enteroagregacji, jak i w sktadzie cukrowynma@iygenu oraz wediwosci

na antybiotyki i bakteriofagi. Dodatkowo modelowktad fag-gospodarz poddano
szczegOtowej charakterystyce fenotypu. Qkmeo serotyp badanego szczepu
E. coli PCM 2674 jako O19:H-:K-. W badaniach genotypu élkreo, ze analizowany
szczep nie posiada genow eae, vixl, vix2, Vix2pAbfEAF, ehxA, saa, astA
zZwigzanych z gtéwnymi czynnikami wirulencji bakterk.coli. Okrelono takze,
iz fag wykorzystany w badaniach najedo rzdu Caudovirales i rodziny Myoviridae
morfotypu Al wg. Ackermanna i Eisenstarka oraz swvwpszej grupy wg. Baltimore’a,
a dodatkowo jest specyficzny wezdem E. coli PCM 2674 i nie powoduje lizy
pozostatych analizowanych izolatéw bakteryjnych. WMddaniach oki&ono takze
charakterysty& oddziatywania fag-gospodarz wskamyj ze fag O19 preferuje
srodowisko alkaliczne i ma optimum temperaturoweazzdsie do optimum gospodarza.
Wykazano take, ze obecn& jondéw dwuwartéciowych w roztworze wpltywa
na wielka¢ tworzonych tysinek. Celem drugiego etapu bylo kayse preparatu
bakteryjnego i bakteriofagowego. Prace koncentrpwak wokdét oczyszczania
preparatu fagowego i preparacji biatek wiruséw bakhych, doboru najlepszych
warunkéw do namrmania faga i dopracowania metod oczyszczania widono
oraz izolacji i oczyszczania receptorow bakterymycdUsprawniono procedury
laboratoryjne i zgloszono poprawki do metod oczyam@ fagow sugersg
zastosowanie w nich Tweenu 20 zamiast deoksycholandu, ze wzgdu
na dopuszczenie Tweenu 20 do zastosowania wemego u ludzi.
Kolejnym przeprowadzonym etapem prac bylo przepdasaie serii testow,
dzieki ktérym maliwe stato s¢ opracowanie podstaw uniwersalnej metody khada
oddziatywa bakteriofagbw z receptorami. W wyniku przeprowadad analiz
stwierdzono, ze bakteriofag 0O19 rozpoznaje | awme st z LPS bakterii
E. coli PCM 2674 natomiast biatka btonowe nig¢ receptorem dla badanego faga.
Ustalono take, ze biotynylacja LPS powoduje silniejsze gmanie s¢ faga

do O-antygenu. Wprowadzono f&k modyfikacje wirion6w i receptorow,



ktore poszerzgj mazliwosci zastosowania metod pomiarowych. Znakowanie
fluorescencyjne wirionéw fagowych umwito zastosowanie ich do detekcji LPS
w testach dot-blotingu. Natomiast biotynylowany LP&stizyt do wykrycia metod
blotingu adhezyn fagowych. Okteno, ze za rozpoznawanie receptora odpowiedzialny
jest kompleks dwéch biatek o masach okoto 15 kDatkB te wykazywaty znaczne
podobigéstwo do biatek ogonka i piytki podstawowej innyciigéw. W badaniach
dodatkowo okrdono kinetyle wigzania receptora bakteryjnego i bakteriofaga
i ustalono,ze stata dysocjacji kompleksu fag-receptor wyno82210° + 0,569 x1¢

co wskazujeze wigzanie to nie jest zbyt silne.

Uzyskane wyniki badaoprécz charakteru poznawczego posiadajaczacy potencjat
aplikacyjny. W oparciu o uzyskane wyniki zapropomaow koncepgj oraz schemat
uktadu pomiarowego w konstrukcji biosensora do tgkacji bakterii. Identyfikacja
bakterii jest istotha w badaniackrodowiskowych przy wykrywaniu obecfm
patogenéw np. w wodzie wodagowej, lgpieliskach, w glebie, a tak w kontroli
mikrobiologicznej np. w przedshiorstwach biotechnologicznych i spavczych czy
produkcji rolnej, zarbwno do wykrywania sienia mikrobiologicznego produktow
i obiektéw, ochrony rdin i zwierzat przed infekcjami jak i do kontroli sktadu 26
biologicznych przeprowadzgych procesy produkcyjne np. w oczyszczalniach
sciekow.

Uzyskane wyniki déwiadczeé biologicznych wymagaj prowadzenia dalszych bada

I rozwoju prac nad metadpomiarovy i konstrukcy biosensora.



