Pavle Stojkovic¢

Selekcija bakterije
Escherichia coli za
rezistenciju na
ultrazvucnu sonifikaciju

Cilj ovog rada bio je da se ustanovi da li
bakterija Escherichia coli moZe da evoluira u
pravcu povecanja rezistencije na ultrazvucnu
sonifikaciju putem selekcije. Kako bi se obezbe-
dila dovoljno velika geneticka varijabilnost unu-
tar eksperimentalne populacije kreirana je sinte-
ticka populacija meSanjem dva laboratorijska
soja bakterije E. coli. Pilot eksperimentom je
utvrdivana stopa preZivljavanja bakterija u fun-
kciji duZine ekspozicije ultrazvucnoj sonifikaciji.
Na ovaj nacin je procenjeno da se stopa preZi-
vljavanja od 30% postiZe ekspozicijom od 29
minuta. U selekcionom eksperimentu su od sin-
teticke populacije napravljene dve replike, a za-
tim su izlagane ultrazvucnoj sonifikaciji 29 mi-
nuta. U tri naredna dana, vreme sonifikacije je
produZavano za po 6 minuta (35, 41 i 47 mi-
nuta), kako bi se obezbedilo povecanje selekcio-
nog pritiska kroz generacije. Izmedu selekcionih
tretmana, populacije su odrZavane u inkubatoru
u bogatom tecnom medijumu. Efekat selekcje je
procenjen na osnovu stope preZivljavanja u dve
selekcionisane i jednoj neselekcionisanoj popu-
laciji, izlaganih ultrazvucnoj sonifikaciji sa istim
vremenima ekspozicije koje su bile primenjivane
tokom selekcije. Na osnovu broja formiranih ko-
lonija populacija podvrgnutih sonifikaciji, utvr-
deno je da selekcionisane bakterijske populacije
imaju znacajno vecu stopu preZivljavanja od
populacije koja nije prosila kroz proces selekcije
za rezistenciju na ultrazvucnu sonikaciju. Dalja
istraZivanja bi trebalo da obuhvate utvrdivanje
fizioloskih genetickih i molekularnih mehani-
zama koji su doveli do povecanja rezistencije u
selekcionisanim linijama.
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Uvod

Prirodna selekcija je evolucioni mehanizam
koji se zasniva na diferencijalnom preZivljavanju
i reprodukciji jedinki (genotipova) u populaciji.
U populaciji, razlicite jedinke poseduju razlicita
fenotipska svojstva i pri odredenim uslovima
spoljasnje sredine, neke fenotipske osobine omo-
guéavaju svojim nosiocima da imaju vecu stopu
prezivljavanja i reprodukcije u odnosu na je-
dinke koje poseduju alternativna svojstva. Uko-
liko je bar jedan deo fenotipskih razlika medu
jedinkama uslovljen geneti¢kim razlikama,
ucestalost upravo tih svojstava koje favorizuje
prirodna selekcija ¢e se povecavati iz generacije
u generaciju (Freeman i Herron 2004).

Ultrazvuk je zvucni talas koji ima frekvenciju
veéu od maksimalne frekvencije koju ljudsko
uho moze da ¢uje (20 kHz). Pocetkom Sezdesetih
godina proslog veka, zapoceta su istraZivanja
mehanizama kojim ultrazvuc¢na sonifikacija do-
vodi do inhibicije rasta bakterija. Glavni meha-
nizam ultrazvucne inaktivacije bakterija je
ultrazvucna kavitacija. U te€nom okruZenju, pod
uticajem ultrazvuc¢nog talasa, dolazi do brzih
promena lokalne gustine molekula (rarefakcije —
razredenja, i kompresije — zguSnjavanja). Zaro-
bljeni mehuriéi gasa (veli¢ine nekoliko um) u
rastvoru se tokom rarefakcije povecavaju (eks-
plozija), dok se tokom kompresije smanjuju
(implozija). Ova variranja zapremine mehuriéa
gasa su vrlo brza (reda veli¢ine ps). U unutra-
$njosti mehura tokom implozije javljaju se uslovi
esktremno visoke temperature od 2000-4000 K
(Misik et al. 1995) i pritiska od 330 atm (Seghal
et al. 1979), koji mogu oStetiti mikroorganizme.
Takode, pod uticajem ultrazvuka, deSavaju se
sonohemijske reakcije, u kojima se stvaraju re-
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aktivni molekuli kao $to je H,O, (vodonik-pe-
roksid), koji takode mogu da dovedu do
oStecenja i smrti mikroorganiama (Gao et al.
2014).

Cilj ovog rada bio je da se ustanovi da li
bakterija Escherichia coli moze da evoluira u
pravcu povecanja rezistencije na ultrazvuénu
sonifikaciju putem selekcije.

Materijal 1 metode

Radi postizanja Sto veée geneticke varija-
bilnosti napravljena je sinteticka populacija
meSanjem dostupnih laboratorijskih sojeva
bakterije E. coli. U pilot eksperimentu je utvr-
deno je da je za postizanje visokog selekcionog
pritiska, na kome preZivljava 30% populacije
potrebna ekspozicija ultrazvuku od 29 minuta.
Selekcioni pritisak je tokom eksperimenta
povecavan produzavanjem ekspozicije za po 6
minuta. Na kraju, uporedeno je prezivljavanje
neselekcionisane i selekcionisanih linija pri
vremenima izlaganja ultrazvu¢noj sonifikaciji
koja su koris¢ena u eksperimentu.

Sinteticka populacija. Pre pocetka eksperi-
menta formirana je sinteticka populacija od
bakterijskih sojeva E. coli K12 1 E. coli 25922,
tako Sto je iz po tri prekonoéne kulture ovih
sojeva uzeto po 10 mL uzorka i inokulisano u jo§
90 mL LB medijuma (KneZevié-Vukcevic i
Simi¢ 1999).

Eksperimentalne populacije, oznacene kao
BEBA 1 i BEBA 2 su proizasle iz ove sinteticke
populacije.

Pilot eksperiment. Pre pocetka pilot eksperi-
menta, izdvojeno je 60 mL sinteticke populacije,
koja je dostigla opticku gustinu od 0.6 na 600 nm
ipodeljeno u 12 epruveta. Epruvete su zatim tre-
tirane ultrazvukom frekvencije 35 kHz u trajanju
od 3, 6, 10, 15 1 20 minuta, uz netretiranu kon-
trolu (po dve epruvete za svaku vremensku ta-
¢ku). Nakon tretmana ultrazvukom, napravljena
su serijska razblaZzenja i zasejana na neselektivnu
hranljivu podlogu (Plate Count Agar, PCA) u
duplikatu. Na osnovu broja izraslih kolonija,
izracunat je broj bakterija po mililitru medijuma.
Na osnovu rezultata pilot eksperimenta, utvr-
deno je da je za prezivljavanje 30% populacije,
§to se smatra visokim selektivnim pritiskom,
potreban tretman ultrazvukom u trajanju od 29
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minuta, pa je ta duZina ekspozicije kori§éena u
daljem radu.

Faza selekcije. Eksperimentalne populacije
su uzorkovane iz inicijalne sinteticke populacije
u trenutku kada je njena opticka gustina dostigla
0.6 na 600 nm. Obe populacije su bile tretirane
ultrazvukom u trajanju od 29 minuta i potom su
odgovarajuca serijska razblaZzenja zasejana na
PCA, radi utvrdivanja broja bakterija po mili-
litru. Napravljene su prekonoéne kulture obe
eksperimentalne populacije, koje su narednog
dana bile izloZene tretmanu ultrazvukom u tra-
janju od 35 minuta. Postupak je ponovljen, a
narednog dana tretman je trajao 41 minut. Pos-
lednji korak selekcije je podrazumevao ekspo-
ziciju ultrazvuénom tretmanu od 47 minuta.
Jedna od dve eksperimentalne populacije nije
prosla kroz poslednji korak selekcije, usled kon-
taminacije.

Finalni eksperiment. Iz nove sinteticke po-
pulacije, koja nije bila izlagana tretmanu ul-
trazvukom, izdvojeno je po 10 mL bakterijske
suspezije za svaku ekspoziciju (29, 35, 41147
minuta), kao i iz eksperimentalnih populacija
koje su prosle kroz fazu selekcije. Svi uzorci su
zatim tretirani ultrazvukom u odgovarajuc¢em
trajanju, nakon ¢ega su zasejani na PCA podlogu
u triplikatu, radi utvrdivanja broja bakterija po
mililitru.

Rezultati 1 diskusija

Pilot eksperiment. U pilot ekperimentu, ut-
vrdeno je pocetno vreme tretiranja bakterija ul-
trazvukom.

Na osnovu grafika zavisnosti broja bakterija
po mililitru od vremena ekspozicije ultrazvuku
(slika 1) odredena je linearna funkcija koja glasi:
y=-3.8¢+ 140, pri ¢emu je r — duZina tretmana u
minutima, a y — broj kolonija u milionima. Kori-
ste¢i ovu funkciju, odredeno je da vreme tret-
mana na kojem preZivljava 30% bakterija iznosi
29 minuta.

Finalni eksperiment. Uocena je razlika u
stopi prezivljavanja neselkcionisane linije i sele-
kcionisanih linija (slika 2).

Jedno od velikih pitanja u biologiji odnosi se
na brzinu evolucije, tj. na vreme koje je potrebno
da se geneticka struktura populacije promeni i da
ta promena bude uoc¢ljiva na nivou fenotipa.
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Slika 1. Grafik zavisnosti preZivljavanja od vremena
izlaganja ultrazvucnoj sonifikaciji.

Figure 1. Dependency of survivial on exposure
interval of ultrasound sonication
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Slika 2. Stopa prezivljavanja neselekcionisane i
selekcionisanih linija.

Figure 2. Survival rate of the unselected (black
triangle) and two selected lines.
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Eksperimentalna evolucija je istrazivacki pri-
stup, u kome se laboratorijske populacije posta-
vljaju u jasno definisane i kontrolisane sredinske
uslove i populacijama se dopusta da se tokom
generacija menjaju i adaptiraju na zadate uslove.
Kroz ovaj pristup, u laboratorijama se simuliraju
prirodni evolucioni mehanizmi: mutacije, gene-
ticki drift i prirodna selekcija. Drugim recima, u
eksperimentalnoj evoluciji ne postoji direktna
geneticka intervencija u populacijama niti odabi-
ranje genotipova za narednu populaciju, veé
prezivljavanje i reprodukcija zavise od adaptivne
vrednosti svakog genotipa u konkretnim uslo-
vima (Garland i Rose 2009).

Bakterije, kao model sistem u eksperimen-
talnoj evoluciji, imaju brojne prednosti i mane.
Kratko vreme generacije je o¢igledna prednost, s
obzirom na to da za relativno kratko apsolutno
vreme protekne veliki broj bakterijskih gene-
racija. Sa druge strane, izostanak seksualne re-
produkcije kao znacajnog izvora geneticke
varijabilnosti predstavlja ograni¢enje ovog eks-
perimentalnog model sistema.

U uradenom eksperimentu, testirana je hipo-
teza da kratkotrajno izlaganje bakterije E. coli
ultrazvucnoj sonifikaciji moZe dovesti do sele-
kcionog odgovora, u kome se ocekuje sticanje
nekih fenotipskih svojstava bakterija, koje im
omogucavaju prezivljavanje i reprodukciju u
uslovima izloZenosti ultrazvuku. Ultrazvuk se
Cesto koristi za sterilizaciju, zbog ¢ega se izlo-
Zenost bakterija ovom tretmanu moZe smatrati
znacajnim selektivnim pritiskom na njihovo
prezivljavanje. Rezultati eksperimenta pokazuju
da bakterije u selekcionisanim linijama, znacajno
bolje prezivljavaju sonifikaciju ultrazvukom
frekvencije 35 kHz u vremenima ekspozicije
duzim od 35 minuta. Za razliku od toga, na vre-
menu ekspozicije od 29 minuta ove razlike nisu
uocene, $to ukazuje na to da je efikasnost ultra-
zvucnog tretmana dozno-zavisna i da pri kracim
ekspozicijama nije dovoljno velik selekcioni
pritisak kako bi se pokazala znaCajna razlika u
stopi preZivljavanja selekcionisanih i neselekci-
onisanih sojeva. Jedan od interesantnih rezultata
sprovedene studije je povecanje broja bakte-
rijskih kolonija, pri najkra¢im ekspozicijama
ultrazvuku (3 minuta). U pilot eksperimentu je
pokazano da se pri ekspoziciji od 3 minuta javlja
2.5 puta veci broj bakterijskih kolonija nego u
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netretiranim uzorcima. Inace, pojava da male
doze, inace nepovoljnih faktora sredine, deluju
povoljno na preZivljavanje i reprodukciju orga-
nizama oznacava se terminom hormeza (Steb-
bing 1982).

Kakve su se evolucione promene odigrale u
selekcionisanim populacijama predstavlja pita-
nje za niz dodatnih istraZivanja. Poznato je da
ultrazvuk niske frekvencije dovodi do meha-
nickih oStecenja membrane i citoplazme Celije u
procesu ultrazvuéne kavitacije (Misik et al.
1995), pa se moZe pretpostaviti da su se feno-
tipske promene odigrale na nivou membranske
strukture bakterija. U osnovi ovih promena feno-
tipa, mogu se nalaziti geneticke promene (muta-
cije), ali i epigeneticke promene i membransko i
citoplazmatsko nasledivanje.

Zakljucak

Utvrdeno je da postoji razlika u prezivlja-
vanju bakterija koje su prethodno selekcionisane
u odnosu na neselkcionisanu liniju prilikom
izlaganja ultrazvuku frekvencije 35 kHz. Buduca
istraZivanja treba usmeriti na istraZzivanje meha-
nizama koji su u osnovi sticanja rezistencije na
ovaj vid fizickog stresa kod bakterije E. coli.
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Pavle Stojkovic

Selection for Resistance to
Ultrasound Sonication in
Escherichia coli

The aim of this study was to determine whe-
ther the bacteria Escherichia coli can evolve
towards increasing resistance to ultrasound soni-
cation.

Natural selection is an evolutionary mecha-
nism based on differential survival and reproduc-
tion of different genotypes within a population
under various environmental conditions. The fre-
quencies of genotypes with better phenotypic
performance increase in subsequent generations.

In order to increase the amount of genetic
variation for selection to act upon, the synthetic
population was created by mixing two laboratory
strains of E. coli. The survival rate of bacteria de-
pending on exposition duration was determined
in the pilot experiment and it was assessed that
30% of population survive when exposed to ul-
trasound of 35 kHz frequency during 29 minutes.
In the selection experiment, two replicate lines
were derived from the synthetic population and
were exposed to the treatment determined in the
pilot experiment. For three following days, the
duration of the treatment was increased by six
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minutes, to increase the selection pressure. Be-
tween every treatment, the cultures were main-
tained in an incubator in an enriched liquid
medium. The effect of selection was assessed by
calculating the survival rate in two selected lines
as well as in a sample from the untreated syn-
thetic population. By calculating the CFU/mL of
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the populations that underwent ultrasound so-
nication, it was determined that the selected lines
had a significantly higher survival rate compared
to the unselected bacteria.

Further research should discover the physio-
logical, genetic and molecular mechanisms on

which these adaptations were based. v
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