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WPLYW WYBRANYCH CZYNNIKOW PRZECIWDROBNOUSTROJOWYCH NA
AKTYWNOSC BAKTERIOLITYCZNA BAKTERIOFAGOW

Streszczenie

Glownym celem rozprawy doktorskiej byto okreslenie wptywu wybranych czynnikéw
przeciwdrobnoustrojowych na aktywno$¢ bakteriolityczng bakteriofagébw, majac przede
wszystkim na uwadze interakcje pomigdzy tymi czynnikami. Przewidywano obecno$¢ interakcji
o réznym charakterze — synergistycznym i antagonistycznym, a takze brak obecnosci znaczgcych
oddziatywan.

W ramach tematu rozprawy, podjeto trzy watki badawcze odpowiadajace trzem
wybranym rodzajom czynnikéw przeciwdrobnoustrojowych. Czynniki te obejmowaly
antybiotyki, nanomaterialy oraz ekstrakty roslinne w polaczniu z bakteriofagami litycznymi.
Obrane wielokierunkowe podejscie badawcze mialo na celu okreslenie, czy dane czynniki
przeciwdrobnoustrojowe majg potencjal koaplikacyjny z fagami litycznymi — czyli czy istnieje
mozliwos¢ ich jednoczesnej aplikacji w ramach taczonej terapii antybakteryjne;j.

Wraz z odkryciem fenomenu synergii dziatania niektorych antybiotykow i fagéw
litycznych (ang. phage-antibiotic synergy, PAS), srodowisko naukowe zainteresowalo sie
badaniami interakcji wyzej wymienionych czynnikéw, co zaowocowalo pojawieniem si¢
znacznej ilosci publikacji naukowych o tej tematyce w relatywnie krotkim czasie. Podczas
studiowania literatury pod katem planowania badan dysertacji doktorskiej, zauwazono jednak
brak ujednolicenia metody wstgpnego wykrywania PAS — w wielu pracach postugiwano sig¢
technika podwdjnej warstwy agarowej na plytkach Petriego (double-layer agar, DLA), jednakze
sposob aplikacji antybiotykéw roznit si¢ umiejscowieniem: od dodawania czynnika w postaci
krazkow na warstwe gorng agaru, po mieszanie go z agarem dolnym. Ta obserwacja pozwolita
na zaplanowanie pierwszych badan dysertacji, ktorych celem bylo okreslenie najefektywniejszej
modyfikacji metody podwdjnej warstwy, pozwalajacej na wykrycie polgczen fag-antybiotyk o
potencjale synergistycznym [D-1]. Do badan uzyto litycznego bakteriofaga typu T4 oraz 43
antybiotyki nalezace do réznych grup. Przetestowano siedem réznych modyfikacji metody DLA,
pod wzgledem miejsca aplikacji antybiotyku oraz obecnosci lub braku agaru dolnego. W
badaniach wykazano, ze calkowita liczba lysinek fagowych na ptytkach zalezata giéwnie od
zastosowanego antybiotyku. Réznice w ilosci tysinek zalezaly od rodzaju modyfikacji metody
DLA. Udowodniono, ze w celu najlepszej wizualizacji efektu PAS, najlepsze wyniki dostarczyla
modyfikacja z uzyciem krgzkéw antybiotykowych, w ktérej nastgpilo ogdlne zwigkszenie
zréznicowania $rednic tysinek fagowych w wyniku aplikacji antybiotyku bezpo$rednio na gérng
warstwe agaru w obecnosci agaru dolnego, co moglo wynika¢ przede wszystkim z powolnej
dyfuzji antybiotyku do strefy wzrostu bakterii. Natomiast najwigksza laczng liczbe tysinek
uzyskano przez dodanie antybiotyku do agaru dolnego z obecnoscig agaru gérnego. Wskazuje to,
ze chociaz antybiotyk méglby wykazywac efekt PAS standardows metodg krazkowa, warto
byloby zbadaé, czy efekt jest rownie zadowalajacy przy aplikacji antybiotykow bezposrednio do



agaru dolnego, w odniesieniu do uzycia tego samego bakteriofaga i gospodarza bakteryjnego [D-
1].

Badania naukowe podejmujace temat nanomaterialow i bakteriofagéw w gléwnej mierze
analizowaly mozliwos¢ i znaczenie tworzenia nanomaterialow z czesei skltadowych lub nawet
calych struktur fagowych. Z uwagi na brak literatury opisujacej interakcje bakteriofagéw i
nanomaterialow  (traktujgc = nanomaterialy  jako  drugi, autonomiczny  czynnik
przeciwdrobnoustrojowy), zdecydowano si¢ na przeprowadzenie pionierskich badan majacych na
celu eksperymentalne okreslenie ich mozliwosci koaplikacyjnych jako cze$¢ niniejszej dysertacji
[D-2]. W pracy uzyto litycznego bakteriofaga typu T4 oraz sze$¢ r6znych nanomaterialow w
postaci nanoczastek (ang. nanoparticles, NP): SiOs, TiO»-Si0,, TiO,, Fe;04, Fe;04-Si0: i SiO»-
Fe304-TiO2. W publikacji szczegétowo zbadano: zdolnosé faga do tworzenia tysinek, wydajnosé
lityczng faga, czas powstania plonéw fagowych oraz ich miana na podstawie oznaczen fazy
eklipsy. Wykazano, ze obrazowanie za pomoca transmisyjnego mikroskopu elektronowego
(TEM) oraz wyniki potencjatéw zeta nanoczgstek (ZP) byly kluczowe dla wyjasnienia
uzyskanych danych mikrobiologicznych. Podczas interpretacji wynikéw zaproponowano
hipoteze¢ zakladajaca, ze sama obecnos¢ ladunku nanoczgstek nie jest wystarczajaca, aby
bakteriofag adherowal w sposob uporzadkowany i specyficzny do nanoczastek, w konsekwencji
wplywajac na wydajnosé faga. Najwiekszy wplyw na obserwowane interakcje miaty wartosei
potencjaléw zeta nanoczastek. Wartosci graniczne ZP ustalono przy: ZP < —35 (mV) dla efektu
wigzania ogonka fagowego i ZP > 35 (mV) dla wigzania glowki fagowej. Kiedy nanoczastki nie
spefnialy tych wymagan, fizyczne oddzialywania fag-nanoczastka staja sie niespecyficzne.
Wykazano réwniez, ze nanoczastki wplywaly na aktywnosé lityczng faga, niezaleznie od ich
zastosowanego stezenia. Wiekszos¢ badanych nanoczastek pozytywnie wplyneta na wydajnosc
lityczng faga, z wyjatkiem SiO; i Fe;04-Si0,, o potencjale ZP nizszym niz 35 (mV), wigzac si¢ z
ogonkiem fagowym [D-2].

Antybakteryjne dziatanie ekstraktow roslinnych jest tematem cieszacym si¢
niestabnagcym zainteresowaniem ze strony s$rodowiska naukowego, czgsto opisywanym w
literaturze fachowej. Jednakze publikacje opisujace wplyw ekstraktéw na bakteriofagi lityczne
jest watkiem podejmowanym stosunkowo rzadko, a dostgpne prace s3 w duzej mierze
nieaktualne, wigc wykorzystuja rowniez metody bardzo podstawowe i niedokladne. Jeszcze
rzadziej mozna napotka¢ badania przedstawiajagce wyniki pofaczenia ekstraktéw roslinnych i
fagéw w $rodowisku bakteryjnym, dlatego tez postanowiono przeprowadzi¢ analizy interakcji
tych wieloczynnikowych mieszanin, wykorzystujac wiele nowoczesnych metod badawczych [D-
3, nieopublikowana praca B-1]. W badaniach wykorzystano referencyjne bakteriofagi lityczne
(MS2, T4 i phi6) i metanolowe ekstrakty roslinne, pozyskane z ziela jezéwki purpurowej
(Echinacea purpurea) i ruty (Ruta graveolens). Ze wzgledu na zlozono$¢ oddziatywan,
przeprowadzono nastepujace eksperymenty: oceng wplywu ekstraktow roslinnych na komorki
gospodarzy bakteryjnych metoda mikrorozcieficzen, oceng wplywu ekstraktow roslinnych na
aktywno$¢ i zdolno$é tysinkowania fagow metods koinkubacji, synografie oddzialywan
statycznych ekstraktéw roslinnych i fagéw w srodowisku gospodarzy bakteryjnych, profile lizy
fagowej podczas oddziatywan dynamicznych badanych mieszanin w bioreaktorach oraz
wizualizacje wplywu ekstraktow rodlinnych i fagow na komoérki gospodarzy bakteryjnych za
pomocg skaningowego mikroskopu elektronowego (SEM). W badaniach wykazano obecnodé
interakcji antagonistycznych: ekstrakty z jezowki purpurowej i ruty wykazywaly dziatanie
antyfagowe i bakteriobojcze. Udowodniono, ze wplyw niskich stezen ekstraktu na
mikroorganizmy zalezat od gatunkow testowanych fagéw i gospodarzy bakteryjnych, podczas
gdy wysokie stezenia generalnie hamowaly lize bakteryjna. Co wigcej, interakcje obserwowane
w $rodowisku statycznym réznily si¢ od tych przeprowadzonych w Srodowisku dynamicznym,
co wskazato na kluczowe znaczenie wykonywania wielu analiz podczas badania tak zlozonych
mieszanin [D-3].
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