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System SOS

= Stanowi pierwszg linie obrony przed czynnikami stresowymi
« Szeroko rozpowszechniony wsrod bakterii

= Stanowi zbior genow kodujacych biatka zaangazowane w naprawe DNA oraz
mutageneze

= Aktywowany pod wptywem niektorych antybiotykow (fluorochinolony)

Allium sativum L. Hodowla ptynna Pseudomonas aeruginosa —

widoczna biomasa bakteryjna

Curcumin-1
(CUR-1)

OCH,

l. Cele pracy i metody

1) Ocena profilu lekowrazliwosci szczepu Pseudomonas aeruginosa wyizolowanego
z zakazonego owrzodzenia stopy cukrzycowej na antybiotyki standardowo wykorzystywane
w terapii

— Zastosowanie systemu automatycznego i metody manualnej (oznaczenie MIC; ang.
Minimal inhibitory concentration)

- Poréwnanie uzyskanych wynikéw z profilem lekowrazliwosci szczepu referencyjnego
ATCC BAA-1744

2) Ocena potencjatu przeciwdrobnoustrojowego naturalnych zwigzkéw bioaktywnych —
allicyny i kurkuminy metodg mikroptytkowa

3) Analiza ekspresji genow zwigzanych z odpowiedzig SOS, naprawg rekombinacyjng oraz
mutagenezg indukowang stresem genotoksycznym

—0cena ekspresji genéw: lexA, dinB oraz recN w komorkach Pseudomonas aeruginosa
ATCC BAA-1744

- Ekspozycja na ciprofloksacyne (% MIC=0,0625mg/L) oraz kurkumine (62mg/L)

—>Zastosowanie iloSciowej reakcji PCR w czasie rzeczywistym i metody 2- 2A¢t
1. Wyniki
- Ocena wrazliwosci na ciprofloksacyne i substancje naturalne

- Ocena ekspresji genéw systemu SOS

l1l. Wnioski

e Szczep kliniczny Pseudomonas aeruginosa wyizolowany z infekcyjnego owrzodzenia stopy
cukrzycowej oraz szczep referencyjny ATCC BAA-1744 wykazaty zmniejszong wrazliwosc
na ciprofloksacyne (MIC=0,25mg/L) i wedtug standarddw klinicznych EUCAST
zaklasyfikowane zostaty do kategorii wrazliwy, zwiekszona ekspozycja

 Allicyna w stezeniu 250mg/L skutecznie zahamowata wzrost 90% populacji szczepu
klinicznego i referencyjnego Pseudomonas aeruginosa

e System SOS u Pseudomonas aeruginosa ulega aktywacji pod wptywem ciprofloksacyny

e Kurkumina w badanym stezeniu nie wywiera wptywu na aktywacje systemu SOS, ani nie
modyfikuje odpowiedzi SOS indukowanej przez ciprofloksacyne
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| i Farmakogenomiki

Autoproteoliza LexA |

RecA-sSDNA

Aktywacja transkrypcji gendw
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Uszkodzenie DNA
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Aktywacja RecA
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Badanie wrazliwosci na substancje
naturalne metoda mikroptytkowa

o

Sekwencje starteréw dla badanych genéw

Wykres amplifikacji w czasie rzeczywistym (qPCR)
—analiza fluorescencji w kolejnych cyklach z

aparatu ViiA™ 7

Amplification Plot

Karty do oceny lekowrazliwosci w
systemie VITEK® 2
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Badany gen Sekwencja starteréw

lexA Forward: TATCAATCCCGCCCTTCTTC
Reverse: AGCGTTTCACCGTGACCT

dinB Forward: GACTGTTTCTATGCCGCCCT
Reverse: CAGATCGGGACACAGCTTGA

recN Forward: AGGAGCAGAAGACCCTGAGC
Reverse: GTTGAGGCTGGCATTGAG

rpoD Forward: GGGGCGAAGAAGGAAATGGTC
Reverse: CAGGTGGCGTAGGTGGAGAA

Ciprofloksacyna w stezeniu 0,23mg/L
skutecznie zahamowats wzrost 200 populac)i
szczepu klinicznego Pssudomonas asruginoss

Kurkumina w badarych stazeniach nie wplyneda

istotnie ne wzrost szczepu klinicznego
Pzaudomonas seruginosa

Allicyna w stezamiu 250mg/L skutecznie

zahamowaia wzrost 30% populsc)i szczepu
klinicenego Pseudomonsas saruginass

Wptyw kurkuminy i ciprofloksacyny na ekspresje genow syste?nu SOS u Pseudomonas aeruginosa ATCC BAA-1744

Ciprofloksacyna w stezeniu 0, 25mg/L

skutacznie zshamowats wzrost 200 populacji

szczepu referencyjnego ATCC BAA-1744

Kurkumine w stezeniu 31mg/L zahamowata
wzrost 408 populac)i szoczepu referencyjnego

ATCC BAA-1744

Allicyna w stezeniu 250mg/fl skutacznie

zahamowaia wzrost 90% populac)i szczepu
referancyjnego ATCC BAA-1744
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