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Sklad zespotu projektowego
i miejsce realizacji projektu
Projekt pt. ,Rola profagow w zjadli-
wosci  klinicznych szczepéw patogenu
ludzkiego Clostridioides difficile in vitro
i in vivo” jest realizowany w ramach kon-
sorcjum badawczego utworzonego przez
trzy osrodki tj. Gdanski Uniwersytet Me-
dyczny (GUMed), Warszawski Uniwersy-
tet Medyczny (WUM) i Slaski Uniwersy-
tet Medyczny (SUM). Liderem projektu
jest GUMed reprezentowany przez dr hab.
Krzysztofa Hinca — kierownika projektu.
Cze$¢ projektu jest realizowana w Kate-

drze i Zakladzie Mikrobiologii Lekarskiej
(KiZML) pod kierunkiem prof. dr hab.
Hanny M. Pituch. W sktad zespotu projek-
towego w ramach KiZML wchodza dr Do-
rota Wultanska oraz studentka SGGW,
stypendystka, inzynier Urszula Maciag.
W badaniach ze strony WUM uczestnicza
réwniez badacze UCK, Szpitala Uniwersy-
teckiego nr 1 im. dr A. Jurasza w Bydgosz-
czy i Uniwersyteckiego Szpitala Klinicz-
nego (USK) im. WAM w todzi. Projekt
jest finansowany ze Srodkow Narodowego
Centrum Nauki (NCN), konkurs OPUS22,
nr DEC-2021/43/B/NZ6/00461.

Wstep

Wyniki badan epidemiologicznych na
calym Swiecie wskazuja na ciagly wzrost
zakazen spowodowanych przez ludzki pa-
togen — beztlenowa laseczke Clostridio-
ides difficile (CDI). Duzy wptyw na wzrost
tych zakazen miato pojawienie sie i szybkie
rozprzestrzenianie szczep6w hiperwirulent-
nych (NAP1/BI/RT027). Liczne mutacje
w obrebie genomu tych szczep6w spowo-
dowaly wzrost wirulencji, co z pewnoscia
zwigzane jest z szybkim rozprzestrzenia-
niem sie bakterii w $rodowisku szpital-

nym, ciezszym przebiegiem zakazenia
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oraz zwiekszonym ryzykiem nawrotow
zakazenia. Zakazenie C. difficile moze sze-
rzy¢ sie rowniez w srodowisku pozaszpital-
nym. Z powodu braku podejrzenia zakaze-
nia C. difficile w krajach Unii Europejskiej
nie wykrywa sie ok. 16% przypadkéw CDI
pochodzenia szpitalnego i 55% przypad-
kéw  pozaszpitalnych. Brak odpowiedzi
na leczenie za pomocq standardowych te-
rapii powoduje, ze odsetek pacjentéw z na-
wrotami choroby moze dochodzi¢ do 25%,
7 czego 65% pacjentéw moze mie¢ kolejny
nawrot.

Wplyw na wirulencje bakterii moga
mie¢ bakteriofagi (wirusy infekujace bakte-
rie). Bakteriofagi obecne sq praktycznie we
wszystkich ekosystemach. Dlatego uwaza
sie, ze bakteriofagi sa waznym czynnikiem
napedzajacym ewolucje bakterii. W ciggu
ostatniej dekady opisano tylko kilka bak-
teriofagow infekujacych C. difficile. Geno-
my dotychczas opisanych fagéw C. diffici-
le zawieraja wiele genow regulatorowych,
co sugeruje, ze ich wplyw na gospodarza
moze by¢ odrebny i skomplikowany.

Cele projektu, jego nowatorstwo
i przetozenie na praktyke

Celem prowadzonych przez nas badan
jest opisanie interakcji fag-gospodarz in vi-
tro, aby zrozumieé¢, w jaki sposéb profagi,
czyli genomy wiruséw zintegrowanych
z materiatem genetycznym zainfekowanego
gospodarza, moga wptywac na zjadliwos¢
bakterii, a jednoczesnie wptywac na prze-
bieg infekcji in vivo w mysim modelu in-
fekcji C. difficile. Chcemy zbada¢ wplyw
obecnosci profagéw na fenotyp zywiciela
bakteryjnego na poziome fizjologicznym,
jak rowniez transkryptomicznym. Wyni-
ki naszych badan powinny przyczyni¢ sie
do lepszego zrozumienia interakcji fagow
z gospodarzami bakteryjnymi, co powinno
znalez¢ odzwierciedlenie w przysztych za-
stosowaniach terapii fagowe;j.

Zebranie danych demograficznych i kli-
nicznych pacjentéw oraz poréwnanie prze-
biegu zakazenia szczepem C. difficile po-
siadajacym profaga i bez profaga pozwoli
ustali¢ znaczenie zjawiska dla przebiegu
zakazenia u ludzi. Jak zakladamy bedzie
to innowacyjna wiedza dot. wptywu i zna-
czenia profagéw dla zjadliwosci szczepow
C. difficile i przebiegu zakazenia. Profagi
moga modyfikowa¢ styl zycia, kondycje,
zjadliwos¢ i ewolucje ich gospodarza bak-
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teryjnego na wiele sposobéw. Na podsta-
wie tych badan por6éwnamy in vitro wpltyw
profagéw na zjadliwo$¢ bakterii C. diffici-
le. Bedziemy poszukiwaé bakteriofagéw
w szczepach klinicznych C. difficile, cha-
rakteryzowac je oraz edytowa¢ genomy
przy uzyciu metody CRISPR-Cpfl w celu
wyciecia bakteriofagéw. Genomy fagéw
zostang zsekwencjonowane przy uzyciu
metod sekwencjonowania nowej genera-
cji (NGS). W wyniku sekwencjonowa-
nia, oprocz sekwencji otrzymamy zestaw
dotyczacych
genomoéw, ktére powinny pomoc w przy-

podstawowych  informacji
pisywaniu fagéw do odpowiednich rodzin.
Domniemane geny zidentyfikowane w ge-
nomach zostang wykorzystane do wyszu-
kiwania homologii wzgledem sekwencji
z repozytoriow GenBank. Przewidywanie
rodzajéw i funkcji bialek kodowanych
przez zidentyfikowane geny powinno nam
dostarczy¢ informacji dotyczacych wply-
wu analizowanego faga na fizjologie go-
spodarza. Lizogenne szczepy C. difficile
zawierajgce wybrane fagi bedq réwniez
zsekwencjonowane, poniewaz znajomos$¢
sekwencji bedzie potrzebna do plano-
wania eksperymentéw przy uzyciu CRI-
SPR-Cpfl. Genetycznie zmodyfikowany
szczep pozbawiony profaga bedzie mozna
nastepnie poréwna¢ z lizogennym szcze-
pem rodzicielskim. Poréwnamy zdolnos$c¢
do adhezji (przylegania) szczepéw C. dif-
ficile do komérek eukariotycznych linii
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komoérkowych wywodzacych sie z komé-
rek linii zdrowej jelita grubego i linii no-
wotworu jelita grubego, jak tez tworzenie
biofilmu przez szczepy bedace w lizoge-
nii i wolne od profagéw. Spodziewamy
sie znalez¢ korelacje miedzy wynikami
uzyskanymi w trakcie realizacji projektu
a danymi klinicznymi uzyskanymi od pa-
cjentow z zakazeniem C. diffiicile. Chce-
my sie dowiedzie¢, czy obecnos¢ profagow
moze zwieksza¢ zjadliwos¢ bakterii, i czy
przeklada sie to na nasilenie objawéw CDI
u pacjentéw zakazonych tymi lizogenami.

Przewidywane trudnosci w reali-
zacji projektu

W analizie in vitro wptywu profagéw
na gospodarzy bakteryjnych problem
moze stanowi¢ badanie przebiegu infek-
cji C. difficile w mysim modelu CDI. Aby
poréwnac zjadliwos¢ lizogenéw i wolnych
od profagéw szczepéw bakteryjnych, wy-
braliSmy mysi model badawczy, poniewaz
badania histologiczne jelita cienkiego
i grubego myszy leczonych antybiotykami
i myszy infekowanych C. difficile wyka-
zuja wiele podobiefistw do CDI u ludzi.
Zwierzeta zakazone C. difficile beda moni-
torowane pod katem objawo6w klinicznych
CDI. Przeprowadzimy réwniez badania
histologiczne okreznicy. Dzieki takiemu
podejéciu bedziemy mogli poréwnac in-
fekcje myszy szczepami z profagiem i bez
profaga. H





