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Bakterie przetrwale (ang. persisters) sa komorkami tolerujgcymi antybiotyki
1 stanowig zwykle niewielka cze$¢ populacji bakteryjnych. Metabolizm bakterii przetrwatych
jest ograniczony, komorki nie dzielag si¢ wcale lub dziela si¢ bardzo wolno.
W przeciwienstwie do bakterii opornych na antybiotyki, komorki przetrwate nie s3 mutantami
lecz rodzajem komorek typu dzikiego, ktére po odzyskaniu zdolnosci do szybkiego wzrosty
stajg si¢ ponownie wrazliwe na leki. Powstawanie komorek przetrwalych moga indukowaé
rézne czynniki stresowe, np. glodzenie, stres oksydacyjny i cieplny oraz aktywacja modutow
toksyna-antytoksyna. Szczegodlnie wysoki poziom komoérek przetrwatych mozna stwierdzi¢
w biofilmach i w poznej stacjonarnej fazie wzrostu bakterii. Cechg charakterystyczna
starzejacych si¢ hodowli bakteryjnych, oprocz obecnosci komorek przetrwatych jest agregacja
endogennych biatek. Postanowitam sprawdzi¢ czy istnieje zwigzek pomiedzy poziomem
komorek tolerujacych antybiotyki i agregacja bialek w stacjonarnych hodowlach E. coli.
Stwierdzitam, ze hamowanie agregacji bialek w hodowlach stacjonarnych przez wybrane
zwiazki osmotycznie czynne (trehaloze, betaing glukoze, glicerol) lub 40 mM MOPS pH 7,4
powodowato obnizenie poziomu komodrek tolerujagcych ampicyling, kanamycyne
1 ofloksacyng. Natomiast indukcja agregacji bialek przez octan sodu lub wyzZsze stezenia
osmolitdéw byla zwigzana z podwyzszonym poziomem bakterii przetrwatych. Wykazatam,
ze liczba komorek tolerujacych antybiotyki nie zalezy od poziomu utlenionych biatek,
stezenia ATP oraz poziomu bakterii martwych i VBNC (viable but not culturable)
w hodowlach E. coli. Okazato si¢, ze MOPS i zwigzki osmotycznie czynne mogg uwrazliwiaé
wyizolowane bakterie przetrwale na kanamycyn¢ 1 ampicyling. Najsilniejszy efekt
obserwowalam w obecnosci trehalozy - az ok. 80% bakterii przetrwatych stato si¢ wrazliwych
na kanamycyng. Wplyw trehalozy na powstawanie komorek przetrwatych potwierdzitam
badajgc efekt mutacji w genie OtsA kodujacym syntaze trehalozo-6 fosforanu. Brak syntezy
trehalozy w komoérkach AotsA powodowal wyrazny wzrost poziomu bakterii przetrwatych juz
we wcezesne] fazie stacjonarnej. Ponadto indukcja komorek przetrwatych po szoku cieplnym

1 zimnym byta znacznie wyzsza w hodowli AotsA niz w szczepie WT.

Jednym z glownych probleméw dotyczacych bakterii przetrwatych jest brak

odpowiednich metod umozliwiajacych izolacj¢ duzej liczby tych komoérek bez koniecznosci



stosowania antybiotykow. Wykazalam, ze stosujac wirowanie bakterii E. coli poddanych
szokowi cieplnemu w gradiencie gestosci Percollu mozna uzyskaé subpopulacje wzbogacone
o komorki przetrwate.

Kolejne doswiadczenia przeprowadzitam  wykorzystujagc  izolaty  kliniczne
uropatogennych E. coli oraz szczepy Pseudomonas aeruginosa PAO1-L WT i A4. Szczep
P. aeruginosa A4 jest pozbawiony czterech operondéw kodujacych systemy toksyna-
antytoksyna 1 w zwigzku z tym wytwarza niewielka ilo§¢ komorek przetrwalych. Wykazatam,
ze trehaloza hamowata powstawanie komorek tolerujacych ampicyling w przypadku jednego
z dwoch badanych uropatogennych szczepoéw E. coli. Stwierdzitam réwniez, ze trehaloza
1 inne zwigzki osmotycznie czynne obnizaty poziom komorek przetrwatych w hodowlach
P. aeruginosa WT, nie powodowaly natomiast dalszego spadku poziomu komorek
tolerujacych antybiotyki w szczepie P. aeruginosa A4. Wynik ten sugeruje, ze zwigzki
Osmotycznie czynne obnizajag poziom komodrek przetrwatych hamujac posrednio lub

bezposrednio aktywacje systemow toksyna-antytoksyna.



