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Kontekst problemu. Kazdego roku oporno$¢ na antybiotyki wsérdd bakterii bedacych zrédtem zakazen
skutkuje zgonami okoto miliona ludzi. Mimo zatrwazajacych statystyk i duzego ryzyka pogtebiania si¢ tego
problemu mentalnie ludzko$¢ wciaz pozostaje w okresie zlotej ery antybiotykéw. Praktycznie od razu po
wprowadzeniu w latach 40. XX wieku antybiotyki znaczaco zwickszyly jakos¢ i dugos¢ zycia. Jednak obecnie
rozprzestrzenianie si¢ opornosci na kolejne grupy antybiotykéw wsrdd bakterii chorobotwdrczych staje sie
ogromnym wyzwaniem naszej cywilizacji. Za przyklad niech postuzy superbakteria New Delhi
Metallobetalactamase (NDM), wyizolowana w roku 2008 w Indiach. Pierwsze przypadki NDM w Polsce
stwierdzono w roku 2014, a obecnie, zaledwie cztery lata p6zniej, spodziewamy si¢ przeszto 3 tysiecy zakazen.
Niektorzy specjalisci ostrzegaja wrecz przed wybuchem epidemii.

Poziom bezpieczenstwa epidemiologicznego, ktéry zawdzigczamy czegSciowo zlotej erze antybiotykow,
sprawil, ze odpowiedz bakterii na antybiotyki charakteryzujemy w wielce uproszczony sposéb — jezeli nie ma
antybiotykéw lub ich stezenie jest zbyt niskie, bakterie si¢ namnazaj3, ale powyzej pewnego progu
koncentracji antybiotyku bakterie przestaja si¢ namnaza¢ i/lub umierajg. Do chwili obecnej podatno$¢
antybiotykéw na bakterie najczesciej okreslano jedng wartoscia — minimalnego stezenia hamujacego ich
wzrost (z ang. minimal inhibitory concentration, MIC). MIC uwazana jest za warto§¢ wskazujaca na
mozliwo$¢ wzrostu bakterii lub brak mozliwosci dalszego rozwoju bakterii. Tymczasem rzeczywisto$¢ jest
zdecydowanie bardziej ztozona. Nawet w pojedynczej kolonii nie wszystkie bakterie sg takie same. Komorki
bakteryjne wykazuja wariacje genetyczne, a nawet w populacji jednorodnej genetycznie komoérki moga
»zachowywac si¢” zupelnie odmiennie, czyli moga mie¢ odmienny fenotyp, szczeg6lnie w odpowiedzi na
stresogenny antybiotyk. Niektére komorki “toleruja” wyzsze stezenie antybiotykéw niz inne. Jezeli podana
dawka antybiotyku zmies$ci si¢ w zakresie tolerancji danej populacji, antybiotyki nie tylko nie pomoga, ale
wrecz zaostrza sytuacje, gdyz przyczynig si¢ do wzrostu komoérek bardziej opornych na antybiotykoterapig.
Drugi problem wigze si¢ z tym, ze w wypadku niektérych antybiotykéw bakterie wykazuja zwigkszona
oporno$¢, gdy zyja w gestych populacjach. Takie miejsca staja osrodkami oporu i szybkiego namnazania si¢
bakterii. Trzeci problem to pomiary MIC, ktére niestety sa podatne na btedy. W typowym Srodowisku
laboratoryjnym trudno jest przygotowaé poczatkowa gesto$¢ zawiesiny bakterii z odpowiednio wysoka
doktadno$cig. W wypadku niektérych antybiotykéw brak precyzyjnego ustalenia gestosci bakterii prowadzi
do btednych pomiaréw wartosci MIC. Taki btad, zwlaszcza w wypadku trudnych zakazen, moze pociagna¢ za
soba bardzo powazne konsekwencje — wykluczy¢ uzycie antybiotykdw, ktére mogtyby sie okazaé skuteczne,
i sktoni¢ do zastosowania takich, ktére nie odniosg skutku terapeutycznego.

Celem naszego projektu jest opracowanie nowych narzedzi analitycznych, ktoére pozwolg
scharakteryzowa¢ zlozono$¢ mozliwosci odpowiedzi bakterii na rézne antybiotyki wykorzystywane
klinicznie. Postuzymy si¢ w tym celu mikrofluidyka kropelkowa — grupa technik umozliwiajacych
wytwarzanie tysiecy czy wrecz miliondw malenkich identycznych kropli. Krople te moga by¢ tworzone z
zawiesiny bakterii, dzieki czemu mozna w nich zamykac¢ pojedyncze bakterie lub ich grupy. Poprzez dodanie
réznych koncentracji antybiotykOw utworzymy zestawy kropli (zwane ,,bibliotekami”’) — kazda ,,biblioteka”
bedzie zawiera¢ krople o $cisle okreslonym stezeniu antybiotyku i liczbie komérek bakteryjnych.

Proponowany zakres badan. Aby opracowa¢ zaproponowang platforme¢, musimy stworzy¢ systemy
mikroprzeptywowe, ktére pozwolag manipulowa¢ wieloma ,bibliotekami” sktadajacymi si¢ z tysigcy
nanolitrowych kropli, rozwinaé technike detekcji wzrostu bakterii w malenkich kroplach bez dodatku
jakichkolwiek barwnikéw oraz bez genetycznych modyfikacji bakterii, a takze zadba¢ o to, zeby antybiotyki
zamkniete w kroplach w nich pozostaty.

Uzasadnienie wyboru tematyki. Antybiotykooporne zakazenia stanowig jedno z najpowazniejszych
zagrozen dla ludzkiego zdrowia. O ile mozemy mie¢ nadziej¢ na powstanie nowych antybiotykdw, to nawet
jezeli zostana one dopuszczone do uzytku, trwale i skuteczne rozwigzanie problemu antybiotykoopornych
zakazen bedzie zalezato od lepszego zrozumienia odpowiedzi pojedynczych komoérek oraz populacji bakterii
na antybiotyki. Pozwoli to stosowaé skuteczne terapie i unika¢ powstawania lekoopornosci. W naukach
przyrodniczych zrozumienie moze by¢ zbudowane tylko w oparciu o wiarygodne metody pomiarowe.
Wierzymy, ze metody analityczne, ktére zamierzamy opracowac, sg niezwykle potrzebne, i to stanowi nasza
motywacje do podjecia proponowanych badan.



