»Bakterie przetrwate Escherichia coli i Klebsiella pneumoniae powstate w warunkach
stresowych”
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Problem antybiotykoopornosci jest jednym z najpowazniejszych zagrozen zdrowia publicznego.
Wiele badan wskazuje na to, ze gtéwng przyczyng, précz opornosci na antybiotyki, s tolerujgce
wysokie stezenia antybiotykdw bakterie przetrwate (ang. persisters). Jest to zwykle mata subpopulacja
bakterii o zahamowanym lub bardzo powolnym metabolizmie.
W przeciwienstwie do bakterii opornych, komorki przetrwale nie dzielg sie w obecnosci antybiotyku i
pod wzgledem genetycznym sg identyczne jak bakterie wrazliwe, z ktérych pochodza. Po zakoriczeniu
terapii antybiotykowej mogg ponownie zaczgé sie dzieli¢ prowadzac do nawrotu infekcji. Bakterie
przetrwate stanowig zwykle niewielki procent populacji, dlatego sg trudno wykrywalne. Z czasem mogg
przejs¢ w stan VBNC (ang. Viable But Non-Culturable), charakterystyczny dla komarek, ktére nie s3
zdolne do podziatéw w standardowych podtozach mikrobiologicznych. Bakterie przetrwate i VBNC
mogg pojawiac sie spontanicznie lub w wyniku dziatania réznych czynnikéw stresowych (np. gtodu,
stresu oksydacyjnego, zmiany pH). Dane literaturowe wskazujg, ze spowolnienie metabolizmu
indukujace stan przetrwaty moze by¢ efektem agregacji endogennych biatek. Wiadomo réwniez, ze
powstawanie agregatow moze zachodzi¢ w wyniku utraty wody oraz glikacji biatek w komodrce

bakteryjnej.

Celem tej pracy byto sprawdzenie czy agregaty biatek, ktére powstajg podczas wysuszania
i rehydratacji Escherichia coli zawierajg glikowane biatka oraz czy w hodowlach Klebsiella pneumoniae,
podobnie jak u E. coli, istnieje korelacja pomiedzy agregacjg biatek a pojawianiem sie bakterii
przetrwatych. W przypadku K. pneumoniae wiekszos¢ doswiadczen prowadzono wykorzystujac
makrokolonie, ktére sg forma biofilmu na podtozu statym, narazong na stopniowga utrate wody. Okazato
sie, ze takie warunki szczegdlnie sprzyjaty powstawaniu bakterii przetrwatych. Uzyskane w tej pracy
wyniki wykazaty ponadto, ze w trakcie wysuszania/rehydratacji E. coli wiekszo$¢ produktow glikacji
pozostawata we frakcji rozpuszczalnej i nie ulegata agregacji. Analiza poziomu agregatéw i glikowanych
biatek
w subpopulacjach E. coli o réinej zawartosci komédrek zywych-dzielgcych sie, VBNC i martwych
pozwolita na stwierdzenie, ze agregaty biatkowe prawdopodobnie petnig role ochronng w trakcie
stresu. Tak jak sie spodziewano, w przypadku E. coli agregacji biatek podczas wysuszania
i rehydratacji towarzyszyt wzrost poziomu bakterii przetrwatych. W zwigzku z trudnosciami
w izolacji agregatow biatkowych z K. pneumoniae skupiono sie na innych aspektach zwigzanych z

bakteriami przetrwatymi i zrdéinicowaniem makrokolonii K. pneumoniae.  Stwierdzono, ze
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w makrokoloniach wybranych izolatéw klinicznych mozna wyrézni¢ dwie subpopulacje: forme
mukoidalng - centrum, oraz niemukoidalny pierscien. Subpopulacja centrum charakteryzowata sie
wyzszym poziomem bakterii przetrwatych, VBNC i heteroopornych na kolistyne, oraz wieksza
zawartoscig produktéw glikacji w poréwnaniu z subpopulacjg pierscienia. Dodatkowo badania
proteomiczne wykazaty, ze w bakteriach z centrum znajduje sie mniej biatek rybosomalnych
i znacznie wiecej czynnika promujgcego hibernacje rybosomoéw (YhbH/Hpf), co moze wyjasniac

zwiekszong tolerancje tej populacji na antybiotyki .

W zwigzku z tym, ze bakterie przetrwate sg przyczyng niepowodzenia antybiotykoterapii,
w ostatnich latach coraz wiecej badani skupia sie na poszukiwaniu zwigzkéw o wtasciwosciach , anty-
persister”. W ramach mojej pracy zbadatam wptyw sulforafanu i eutektyku Reline, na powstawanie oraz
eliminacje bakterii przetrwatych. W zaleznosci od szczepu K. pneumoniae, stezenia sulforafanu lub
Reline oraz uzytej proby (cate hodowle bakteryjne lub wyizolowane bakterie przetrwate) uzyskano
rozne wyniki. Oba te zwigzki byly skuteczne w zabijaniu bakterii przetrwatych izolowanych z
makrokolonii K. pneumoniae po dziataniu meropenemu. Jednak dodane do hodowli wraz
meropenemem, czesciowo lub catkowicie znosity efekt dziatania antybiotyku, powodujgc wzrost
poziomu bakterii przetrwatych. Doswiadczenia te wykazaty, ze stosowanie izotiocyjaniandw i cieczy
gteboko eutektycznych moze stanowi¢ powazny problem, jezeli w trakcie terapii nie bedzie

monitorowany poziom bakterii przetrwatych.

Prezentowane wyniki poszerzajg wiedze na temat mechanizmodw, ktére chronig bakterie przed
stresem (agregaty biatek) i warunkujg rézne formy tolerancji lub opornosci na antybiotyki (bakterie
przetrwate, VBNC i heterooporne). Kontynuowanie tych badan moze w przysztosci pomdc w

opracowaniu nowych strategii zwalczajgcych bakterie przetrwate.
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