\

~
Wplyw zastosowania plazmidow antybakteryjnych
0 ukierunkowanym dzialaniu na mikrobiom srodowiska glebowego
Anna Marzec — Grzadziel, Jarostaw Ciepiel'
1 Instytut Uprawy Nawozenia i Gleboznawstwa — Panstwowy Instytut Badawczy, Putawy, Zaktad Mikrobiologii,
agrzadziel@iung.pulawy.pl
_/

[ Badania finansowane przez Narodowe Centrum Nauki [2021/03/Y/NZ7/00123] oraz JPIAMR-ACTION GA no 963864

Gobalne rozprzestrzenianie si¢ opornosci na srodki
przeciwdrobnoustrojowe (AMR) wsrod bakterii patogennych jest uznawane
za jeden z najwigkszych probleméw w dziedzinie zdrowia publicznego
i staje si¢ priorytetem badawczym w mikrobiologii. Opornos¢ na leki
wzrasta wyktadniczo dla niektorych organizméw bakteryjnych i staje
si¢ glownym zagrozeniem dla zdrowia ludzkiego na catym $wiecie. Infekcje
lekooporne sg obecnie odpowiedzialne za ~700 000 zgonow kazdego roku.
Jesli nie zostang podjete zadne dziatania, liczba ta moze wzrosna¢ do
10 milionow do 2050 roku. W zwigzku z tym faktem wiadze krajowe
I migdzynarodowe podkreslaja potrzebe wyprowadzenia szerokiego,
skoordynowanego podejscia do  opracowania  nowych  strategii
antybakteryjnych w celu walkiz bakteriami lekoopornymi w wielu
sektorach, takich jak zdrowie ludzi i zwierzat, rolnictwo i $rodowisko
(tj. gtéwne wyzwanie ,,0One health™)

Innowacyjna strategia STARS-TAP opiera si¢ na zastosowaniu plazmidéw
TAP (Targeted-Antibacterial-Plasmids), ktore wykorzystuja koniugacje
DNA w celu dostarczenia systemow CRISPR/Cas wywierajacych
aktywnos¢ antybakteryjng na specyficznie ukierunkowane szczepy AMR
(Ryc.1). In vitro wykazano, ze TAP moga selektywnie zabija¢ szczepy
AMR poprzez celowanie w chromosom lub przywraca¢ wrazliwosé
szczepéw na antybiotyki poprzez celowanie w plazmidy lekoopornosci,
bez wptywu na inne szczepy obecne w populacji bakterii.
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W projekcie, planujemy opracowanie bibliotek TAP skierowanych
przeciwko wielu klinicznie i $rodowiskowo istotnym szczepom AMR
lub przeciwko specyficznym genom AMR nadajagcym opornos¢ na beta-
laktamy (gtownie karbapenemy). Ocenimy zdolno$¢ TAPs do specyficznej
eliminacji szczepéw AMR ze $ciekow szpitalnych oraz mikrobioty jelitowej
zwierzat. Zajmiemy si¢ rowniez rozprzestrzenianiem sie TAPs
i ich zdolnoscia do eliminacji szczepow AMR w ryzosferze ro$lin
oraz glebie. Ta niezbadana i wszechstronna strategia antybakteryjna moze
by¢ obiecujacym  podejSciem  uzupehliajacym  antybiotykoterapie,
w profilaktyce ludzi i zwierzat zakazonych lub skolonizowanych szczepami
AMR, a nawet w celu uniknigcia rozprzestrzeniania si¢ AMR
w zantropogenizowanych zbiornikach srodowiskowych, takich jak gleby
rolnicze i $cieki.

Zespol IUNG-PIB odpowiada za:

Izolacja DNA z prébek glebowych (analiza metataksonomiczna)

I1zolacja RNA z probek glebowych (analiza metatranskyptomiczna)
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Analiza BIOLOG prébek glebowych
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nflaterialy i metody:

DNA wyizolowano z wykorzystaniem komercyjnego  zestawu.
Sekwencjonowanie regionu V3-V4 16S rRNA przeprowadzono na
platformie Illumina NovaSeq 6000 (2x250 bp PE, v2 chemistry; Novogene,
UK), po przygotowaniu bibliotek z primerami 341F i 785R. Obrobke
danych wykonano w R (v.3.4.3) przy uzyciu DADA2 (v.1.8). Taksonomi¢
przypisano na podstawie bazy RDP.

Sample_ID Days of incubation Inoculation
NC_0 0 non inoculate
(100uL of NaCl 0,8%)
NC 1 1
NC_3 3
NC_6 6
DO 0 inoculate with 100uL of
Donor LY3922
D_1 1 (E. coli MGT)
D 3 % (TAP-sRP4-Gm-Cas9-
= ptetRa-sfGFP-nsp)
D 6 6
R_O 0 inoculate with 100uL of
W 1 Recipient
= (LY2615 - E. coli
R_3 3 ST131)
R_6 6
M_0 0 inoculate with 100uL of
M 1 1 both
- (Donor + Recipient)
M_3 3
M_6 6
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Wyniki: \

Wskazniki Alpha Biodiversity nie wykazaty réznic statystycznie istotnych w
poréwnywanych grupach badawczych. Mozna wiec wyciagna¢ wniosek, ze
zastosowanie przedstawionej metody nie wptynegto na bioréznorodnosé
srodowiska glebowego. We wszystkich analizowanych grupach najwigkszy
odsetek stanowity bakterie z rodzaju Neobacillus, Nocardioides, oraz
Solirubrobacter (Ryc.2). Wykazano obecnos¢ 207 wspodlnych taksonow,
stanowigcych mikrobiom rdzeniowy. Najwiccej unikatowych taksonow
obecne byto w probkach gdzie zastosowano tylko donor (35).

Neobacillus -
Nocardioides -
Solirubrobacter 4
Sphingomonas 4
Microvirga 4
Mycobacterium 4
Gaiella
Limnobacter -
Lysobacter -
Streptomyces

Microlunatus 4 % Relative
Pseudomonas | (NN Abundance
Massilia 5 - 4.0
Blastococcus
Mesobacillus - 2.0
Pseudonocardia -
Acidovorax 4 1.0
Tumebacillus 5
celivibrio | R
Bacillus 5 -

Ramlibacter 5
Roseisolibacter 4
Rubrobacter 5
Nonomuraea
Adhaeribacter
Paenibacillus 4
Ammoniphilus 4
Skermanella -
Arenimonas
Devosia -

Recipient

Ryc.2 Heatmapa ukazujaca sktad procentowy bakterii w analizowanych probkach
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