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Streszczenie popularnonaukowe

Bakterie z rodzaju staphylococcus - gronkowce naleza do najwazniejszych patogendw zwierzat i cztowieka. Jest to takze grupa
bakterii, ktéra niezwykle szybko nabywa mechanizmy opornos$ci na stosowane aktualnie antybiotyki. W zwigzku z tym istnieje
pilna potrzeba poszukiwania nowych, nieantybiotykowych substancji o aktywnosci przeciwgronkowcowej. W ciggu ostatnich
kilku lat, w literaturze $wiatowej obserwuje sie ponowny wzrost zainteresowania aktywnoscia przeciwdrobnoustrojowa
produktow i substancji pochodzenia naturalnego. W przypadku aktywnosci przeciwgronkowcowej obiecujace wasciwosci
wykazuja produkty pszczele: miod, pytek, pierzga, mleczko pszczele i przede wszystkim propolis. Aktywno$¢ pierzgi jest przede
wszystkim konsekwencjg obecnosci w tym produkcie metabolitéw bakterii fermentacji mlekowej (LAB — Lactic Acid Bacteria) —
kwasu mlekowego oraz peptydéw o aktywnosci bakteriostatycznej i/lub bakteriobojczej - bakteriocyn. Celem powyzszego
projektu jest: 1) wykonanie kompleksowych badan aktywnosci przeciwbakteryjnej, gtdwnie przeciwgronkowcowej, produktéw
pszczelich: miodu, pytku, mleczka pszczelego, pierzgi oraz propolisu; 2) wykonanie badan przesiewowych dotyczacych izolacji z
pierzgi a takze miodu szczep6w bakterii fermentacji mlekowej zdolnych produkujacych peptydy o aktywnosci
przeciwgronkowcowej; 3) opracowanie metod produkcji i oczyszczania bakteriocyn o najbardziej obiecujacych wiasciwosciach;
4) sprawdzenie synergistycznego dziatania produktdw pszczelich oraz bakteriocyn z antybiotykami; 5) sprawdzenie aktywnosci
bakteriocyn i wybranych produktéw, w stosunku do bakterii rosnagcych w formie biofilmu; 6) ustalenie sekwencji
aminokwasowej, charakterystyka chemiczna i proby ustalenia struktury przestrzennej najciekawszych bakteriocyn; 7) ustalenie
sekwencji genéw kodujacych bakteriocyny.

Wartosci MIC (minimalne stezenie hamujace) produktéw pszczelich i bakteriocyn zostang wyznaczone za pomocg metody
rozcieficzeniowej w 96-cio dotkowych ptytkach titracyjych, ktéra wykonywana bedzie zgodnie z zaleceniami Clinical Laboratory
Standards Institute (CLSI). Analizy sktadu najbardziej aktywnych produktéw prowadzone bedg z wykorzystaniem chromatografii
gazowej i cieczowej, w obydwu przypadkach stosowane bedg detektory spektrometrii mas. Badania partnera zagranicznego, Prof.
Worobo wskazuja, ze ciekawym zrédtem bakterii produkujacych bakteriocyny o réznorodnej aktywnosci s produkty pszczele. W
ramach projektu planowane jest przeprowadzenie badan przesiewowych dotyczacych obecnosci bakterii produkujacych
bakteriocyny przeciwgronkowcowe w krajowych produktach pszczelich: miodzie i pierzdze. Identyfikacja szczepéw
producenckich prowadzona bedzie z wykorzystaniem metody z tzw. topagarem. W metodzie tej na powierzchnie agaru, na ktérym
hoduje sie potencjalne szczepy producenckie wylewa sie kolejng warstwe agaru (topagar) zawierajacg zawiesing szczepu
wzorcowego. Pojawienie sie strefy zahamowania wzrostu szczepu wzorcowego w topagarze $wiadczy o tym, ze bakteria rosnaca
na spodniej warstwie agaru wytwarza substancje przeciwdrobnoustrojowa. Oczyszczanie bakteriocyn prowadzona bedzie z
wykorzystaniem klaycznych metod stosowanych do izolacji biatek: wytracania siarczanem amonu oraz réznorodnych techniki
chromatograficznych. W poczatkowych etapach badar optymalizacja wydajnosci produkcji peptydéw prowadzona bedzie w skali
laboratoryjnej — w kolbach szklanych o objetosci 250 — 1000 ml. W przypadku najbardziej obiecujacych uktadéw
przeprowadzona zostanie takze optymalizacja wydajnosci produkcji w bioreaktorze o objetosci roboczej 10 litrow. Planowane jest
takze ustalenie sekwencji aminokwasowej bakteriocyn oraz sekwencji genéw kodujacych te peptydy. Przy uzyciu
zaawansowanych technik spektroskopowych, np. dichroizm kotowy i NMR przeprowadzona zostanie szczegdtowa
charakterystyka chemiczna wybranych bakteriocyn, w tym proby ustalenia struktury przestrzennej. Dziatanie synergistyczne
produktéw pszczelich i bateriocyn z antybiotykami analizowane bedzie z wykorzystaniem metody checkerboard, natomiast ich
aktywnos¢ w stosunku do bakterii rosnacych w formie biofilmu badana bedzie metodg kolorymetryczng z wykorzystaniem
zwigzku tetrazolowego XTT.

Uzyskane rezultaty przede wszystkim umozliwig weryfikacje tezy o mozliwosci wykorzystania produktéw pszczelich i nowo
zidentyfikowanych bakteriocyn jako zamiennikdw antybiotykdw do zwalczania gronkowcéw. W przypadku, gdyby ktdras z
bakteriocyn lub produkt wykazywat obiecujace whasciwosci mogtyby one by¢ przedmiotem dalszych badan majacych na celu
sprawdzenie ich przydatnosci w terapii infekcji gronkowcowych u ludzi i zwierzat.



