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Rozprzestrzenianie si¢ patogendw opornych na antybiotyki staje si¢ niezwykle powaznym problemem
klinicznym na catym $wiecie. Obecnie niepokoi wzrost odporno$ci na antybiotyki beta-laktamowe
nowej generacji, ktore sa powszechnie stosowane w leczeniu infekcji wywotanych przez bakterie z
rodziny Enterobacteriaceae, gtéwnie z rodzajow Escherichia, Klebsiella, Enterobacter, Proteus oraz
Salmonella. Szczepy wytwarzajace beta-laktamazy o rozszerzonym spektrum substratowym (ESBL)
najczgsciej naleza do szczepow wieloopornych i charakteryzujacych si¢ na ogoét szybkim tempem
rozprzestrzeniania w srodowisku, wywotujac m.in. grozne epidemie szpitalne. Obecnie prowadzone sg
badania majace na celu wyjasnienie mechanizmdéw oraz sposobow przenoszenia oporno$ci bakterii na
antybiotyki beta-laktamowe nowej generacji. Wazng role w tym zjawisko odgrywa horyzontalny
transfer genéw (HGT). Gltownymi czynnikami w HGT sa plazmidy, elementy transpozycyjne i
koniugacyjne, czynniki przenoszace geny i bakteriofagi. Mechanizmy koniugacyjne sg znane i od
dawna badane. Jednak fagi o szerokim zakresie gospodarzy, lizogenizujace w postaci plazmidu (takie
jak bakteriofag P1) zostaly pominicte W wickszoSci badan. Ponadto, ostatnie doniesienia sugeruja, ze
udziatu fagéw podobnych do Pl w rozprzestrzenianiu si¢ oporno$ci na beta-laktamazy o
rozszerzonym spektrum jest znaczacy. Wiele badan pokazuje, ze plazmidy zawierajace elementy faga
P1 znajduja si¢ w bakteriach takich jak Salmonella enterica, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae,
ktore wytwarzajag ESBL. Plazmidy te bardzo czgsto posiadajg replikon oraz systemy partycji P1, ale
nie zawieraja gendéw koniugacyjnych, co wskazuje, ze dostaly si¢ do komorki bakteryjnej przez
infekcje fagiem. Dlatego tak wazne jest aby pozna¢ wszystkie mechanizmy przystosowujace
bakteriofagi do infekcji i namnazania si¢ w komorkach bakterii odleglych taksonomicznie, co
znaczaco przyczynia si¢ do przenoszenia gendw opornosci na antybiotyki. Wysoka czestosé
wystepowania faga P1 w izolatach E. coli, Klebsiella pneumoniae lub Salmonella sugeruja, ze nalezy
badac zdolnos¢ fagow podobnych do P1 do przenoszenia gendow opornos$ci oraz, ze ich rola moze by¢
niedoceniana.

Wybrany przez nas do badan bakteriofag P1, byl pierwszym odkrytym transdukujacym
bakteriofagiem. Od dziesigcioleci stuzy jako model w badaniach podstawowych proceséw
genetycznych oraz jako narzedzie w biotechnologii. Dopiero jednak ostatnie badania metagenomiczne
mikrobioty ludzi i zwierzat ujawnity znaczaca rolg fagéw i plazmidow wywodzacych si¢ z P1 w HGT,
w tym szczegblnie w transferze genéw ESBL i MBL. Mimo szerokiego wykorzystania bakteriofaga
P1, szereg aspektow jego biologii pozostaje nieznanych. Wyniki naszych badan wskazuja, Ze istotne
znaczenie dla zdolnos$Ci rozprzestrzeniania si¢ P1 w populacjach bakterii roznych taksondéw moze
mie¢ adaptacja tego faga do skutecznej lizy zroznicowanych komorek jego bakteryjnych gospodarzy,
tak by mogly uwolni¢ si¢ fagi potomne. Zgodnie za kanonicznym modelem lizy, proces ten jest
zalezny od obecnosci trzech biatek: endolizyny — enzymu uszkadzajacego $ciang komorkowa, holiny—
biatka tworzacego ,,dziury” w blonie cytoplazmatycznej pozwalajace na przedostanie si¢ endolizyny
przez blong i dotarcia do jej substratu (Sciany), oraz antyholiny — biatka regulujacego czas lizy.
Okazuje sig, ze do lizy komorki bakteryjnej wywotanej przez faga P1, oprocz wczesniej poznanych
genow dla endolizyny, holiny i antyholiny, niezbedne sg przynajmniej dwa inne geny P1 kodujace
potencjalne holiny oraz dodatkowy gen o nieznanej funkcji. Z naszych wstgpnych badan wynika, ze
tak zlozony system funkcji litycznych umozliwia P1 i fagom podobnym do P1 namnazanie si¢ w
komorkach bakterii nalezacych do roznych taksonow, przez co jest istotnym czynnikiem sprzyjajacym
HGT. Dlatego doktadne poznanie funkcji poszczegdlnych gendow litycznych P1, ich wzajemnych
relacji funkcjonalnych i regulacyjnych oraz ich roli w lizie komorek réznych gospodarzy ma
podstawowe znaczenie dla poszerzenia wiedzy o mechanizmach wydajnego HGT z udziatem
bakteriofagdw lagodnych o szerokim spektrum gospodarzy. To wtasnie jest cele proponowanego
projektu. W badaniach wykorzystane zostang juz skonstruowane mutanty w genach lizy oraz
skonstruowane zostang nowe. Efektywnos$¢ lizy z udzialem réznych mutantéw badana bedzie w
komorkach réznych gospodarzy P1, znanych z nosicielstwa ESBL i MBL. Funkcje poszczegdlnych
biatek litycznych okreslane beda roéwniez w wyizolowanych systemach po wprowadzeniu do komorek
plazmidow zawierajgcych ich sklonowane geny.

Otrzymane wyniki przybliza nas to do poznania mechanizméw szerokiego rozprzestrzenienia
klinicznych szczepow bakterii niosacych pochodne P1 z genami opornosci na antybiotyki beta-
laktamowe nowej generacji.



