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Genetyczne podstawy odpowiedzi bakterii
na przeciwbakteryjne Swiatlo niebieskie:
implikacje dla bezpieczenstwa i rozwoju opornosci

mgr Beata Agnieszka Kruszewska-Naczk

Oporno$¢ mikroorganizmdéw na antybiotyki stanowi jedno z najwiekszych wyzwan dla sektoréw opieki
zdrowotnej, rolnictwa oraz przemystu. Wiekszo$¢ infekcji wywolywana jest przez patogeny oporne
na antybiotyki pierwszego wyboru. Rosnaca liczba szczepéw rozwija opornosé na antybiotyki tzw. ostatniej
szansy oraz staje sie tolerancyjna na $rodki dezynfekcyjne, co ogranicza dostepne opcje leczenia. Jedna
z najbardziej obiecujacych alternatyw w zwalczaniu tych infekcji jest przeciwdrobnoustrojowe $wiatto
niebieskie (ang. antimicrobial Blue Light - aBL). Strategia ta opiera sie na obecnosci w komoérkach bakteryjnych
endogennych fotosensybilizatoréw, ktdre sa aktywowane przez Swiatto o okreslonej dtugosci fali w spektrum
Swiatta niebieskiego. W obecnosci tlenu aktywowane fotosensybilizatory generujg reaktywne formy tlenu
(RFT, ang. reactive oxygen species - ROS), uszkadzajac struktury komdrkowe i ostatecznie prowadzac
do $mierci komoérek bakteryjnych. Szczegélowy mechanizm dziatania aBL wcigz pozostaje stabo poznany,
co wplywa na rzadsze zastosowanie tej metody w rutynowej praktyce klinicznej. Brak petnego zrozumienia
podstaw genetycznych odpowiedzi bakterii na aBL ogranicza mozliwo$¢ opracowania bezpiecznych
protokotéw terapeutycznych, ktére minimalizowatyby ryzyko powstania opornosci lub innych form adaptacji
na te terapie.

Niniejsza praca doktorska miata na celu identyfikacje genéw zaangazowanych w odpowiedz bakterii na aBL,
ocene ryzyka potencjalnego rozwoju opornosci na aBL oraz analize jej implikacji dla bezpieczenstwa
stosowania tej metody. Praca doktorska opiera sie na pieciu publikacjach. Pierwsza z nich stanowi przeglad
aktualnego stanu wiedzy oraz identyfikuje luki badawcze, natomiast pozostate cztery artykuty naukowe
odnosza sie do gtdwnych i szczegétowych celéw opisanych w niniejszej pracy.

Przeprowadzono badanie przesiewowe z uzyciem kolekcji mutantéw Keio w pojedynczych genach
Escherichia coli BW25113 w celu identyfikacji mutantéw hiperwrazliwych na aBL w poréwnaniu z dzikim
typem. Wyselekcjonowano szes$¢dziesiat cztery mutanty i zidentyfikowano funkcje usunietych z nich gendéw.
Geny te biorg udziat w kluczowych procesach komérkowych, takich jak naprawa DNA, produkcja energii,
regulacja metabolizmu oraz odpowiedZ na stres. Aby potwierdzi¢ role zidentyfikowanych gendéw
w odpowiedzi bakterii na aBL, przeprowadzono komplementacje mutacji dla wybranych mutantéw.
Komplementacja mutacji skutkowata przywréceniem wrazliwosci na aBL do poziomu wrazliwo$ci dzikiego
typu lub zmniejszeniem wrazliwos$ci na aBL ponizej tego poziomu, co potwierdza ochronna role badanych
gen6w wobec aBL. Dodatkowo sprawdzono poziom ekspresji wybranych genéw po ekspozycji na aBL
w dzikim typie E. coli, poréwnujac dwie rézne dtugosci fal Swiatta niebieskiego: 409 nm i 415 nm. Gen ihfB
wybrano jako referencyjny, poniewaz zachowywat stabilny poziom ekspresji po naswietlaniu. Analiza qPCR
wykazata zwiekszony poziom ekspresji w probkach poddanych dziataniu aBL w poréwnaniu z kontrolami
nienaswietlanymi dla pieciu spo$réd siedemnastu badanych genéw: dacA, fabH, rbfA, umuD i yihE, dla obu
dtugosci fal. Dodatkowo geny purA i rfaC wykazaty zwiekszong ekspresje wytacznie przy 409 nm. Wyniki
te sugeruja, ze nie wszystkie produkty genéw chroniacych przed aBL s3 zaangazowane w odpowiedZ na aBL
jednoczesnie, a ich udziat zalezy od parametréw naswietlania, takich jak dtugos¢ fali i dawka aBL. Nastepnie
wszystkie mutanty zostaly poddane dziataniu pojedynczych stresoréw generowanych przez aBL, a ich defekty
wzrostu oceniono w celu wykazania potencjalnej roli ochronnej produktéw usunietych genéw w odpowiedzi
na okreslony warunek stresowy. Wiekszos¢ mutantéw byta najbardziej wrazliwa na rodniki hydroksylowe
(OH) oraz anion ponadtlenkowy (02-), co sugeruje, Ze wiekszo$¢ zidentyfikowanych genéw chroni bakterie
gtownie przed tymi stresorami. Co istotne, nie zaobserwowano korelacji miedzy wrazliwo$cia na aBL
a na pojedyncze stresory generowane przez aBL. Podkresla to, Zze antybakteryjne dziatanie aBL wynika
z facznego efektu wielu czynnikéw, a nie pojedynczego stresora.

W ostatniej publikacji przedstawiono wyniki dotyczace bezpieczenistwa stosowania aBL w przemysle
spozywczym z wykorzystaniem E. coli jako modelu patogenu przenoszonego przez zywno$¢. Uzyskano
populacje z fenotypowo stabilng tolerancja na ciepto i aBL. Co wazne, wrazliwo$¢ na antybiotyki obu populacji
tolerancyjnych nie ulegta zmianom. Przeanalizowano takze mozliwo$¢ rozwoju tolerancji krzyzowej miedzy
tymi dwoma metodami inaktywacji drobnoustrojéw. Analiza wykazata, Ze populacje bakteryjne tolerancyjne
na aBL wykazujg zwiekszong tolerancje na ciepto, ale wrazliwos¢ na aBL u populacji tolerancyjnych na ciepto
pozostalta bez zmian. Dodatkowo krétkoterminowa i dlugoterminowa wstepna ekspozycja na ciepto
zmniejszata wrazliwo$¢ badanego szczepu na aBL. Zidentyfikowano jedenascie genéw potencjalnie
zaangazowanych w adaptacje krzyzowa i zaproponowano jej mozliwy mechanizm.

Podsumowujac, wszystkie sze$¢dziesiat cztery zidentyfikowane geny moga potencjalnie przyczynia¢ sie do
rozwoju opornosci. Nie zidentyfikowano jednak Zadnych pojedynczych genéw, ktérych usuniecie mogtoby
powodowaé opornos$¢ na aBL, co sugeruje, Ze aBL ma wysoki potencjat jako bezpieczna alternatywa dla
antybiotykéw. Jednakze wazne jest, aby nadal monitorowa¢ wszystkie sze$¢dziesigt cztery geny
zaangazowane w ochrone komoérek przed aBL, by méc odpowiednio wcze$nie wykry¢ ewentualne oznaki
adaptacji. Aspekt ten powinien by¢ uwzgledniony przy tworzeniu odpowiednich protokotéw stosowania aBL.



