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2004. Stopien doktora nauk biologicznych w zakresie biologii, nadany uchwalg Rady
Naukowej Wydzialu Biologii Uniwersytetu Warszawskiego.

Tytul rozprawy doktorskiej: ,,Fizjologiczna rola biatka wigzgcego penicyling Listeria
monocytogenes EGD kodowanego przez gen Imo2754”.

Promotor: prof. dr hab. Zdzistaw Markiewicz (Zaktad Mikrobiologii Ogdlnej, Instytut
Mikrobiologii, Wydzial Biologii, Uniwersytet Warszawski),

Recenzenci: prof. dr hab. Elzbieta K. Jagusztyn-Krynicka (Zaktad Genetyki Bakterii,
Instytut Mikrobiologii, Wydziat Biologii, Uniwersytet Warszawski) oraz prof. dr hab.
Stanistaw Tyski (Zaktad Antybiotykéw i Mikrobiologii, Narodowy Instytut Lekow).

1995. Tytut magistra biologii w zakresie mikrobiologii, uzyskany na Wydziale Biologii
Uniwersytetu Warszawskiego.

Tytul pracy magisterskiej: ,,Charakterystyka oston Yersinia kristensenii”.
Opiekun pracy: prof. dr hab. Zdzistaw Markiewicz.

3. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych

01.04.2019 do chwili obecnej: adiunkt w Zaktadzie Mikrobiologii Stosowanej
Instytutu Mikrobiologii na Wydziale Biologii Uniwersytetu Warszawskiego

01.10.2016 — 31.03.2019: asystent w Zaktadzie Mikrobiologii Stosowanej Instytutu
Mikrobiologii na Wydziale Biologii Uniwersytetu Warszawskiego

01.10.2005 — 30.09.2016: adiunkt w Zaktadzie Mikrobiologii Stosowanej Instytutu
Mikrobiologii na Wydziale Biologii Uniwersytetu Warszawskiego

01.10.2005 do chwili obecnej: adiunkt w Zaktadzie Zywnosci i Suplementéw Diety
Instytutu Zywnoéci i Zywienia im. prof. dra n. med. Aleksandra Szczygla

01.03.2000 — 30.09.2005: starszy specjalista badawczo-techniczny w Pracowni
Mikrobiologii Narodowego Instytutu Zywnosci i Zywienia im. prof. dra n. med. A.
Szczygla

02.01.1995 - 29.02.2000: technolog w Pracowni Mikrobiologii Narodowego Instytutu
Zywnosci i Zywienia im. prof. dra n. med. A. Szczygta
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4. Wskazanie osiggniecia wynikajgcego 7 art. 16 ust. 2 7 dnia 14 marca 2003 r.
o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki
(dz. U. nr 65, poz. 595 ze zm.)

a) Tytut osiggnigcia naukowego

Opornos$¢ na antybiotyki, zwigzki dezynfekcyjne oraz metale ciezkie bakterii
z rodzajow Listeria i Campylobacter, wyizolowanych z zywnoS$ci i zakladéw
przetworstwa spozywczego

b) Publikacje wchodzgce w sktad osiggniecia Nnaukowego, ze szczegolnym omowieniem

indywidualnego wktadu wnioskodawcy

Mackiw E.,T D. Korsak, K. Rzewuska, K. Tomczuk, E. Rozynek. 2012. Antibiotic
resistance in Campylobacter jejuni and Campylobacter coli isolated from food in
Poland. Food Control, 23: 297-301

IF2012 — 2,738; IFs-etni — 3,006; punktacja MNiSW — 40 pkt; liczba cytowan (wg
bazy Web of Science, WoS) — 26

Wkitad habilitantki: 25%. Wspotautorstwo koncepcji badan; udziat w analizie
wynikoéw badan oraz w przygotowaniu manuskryptu.

Korsak D.," A. Borek*, S. Daniluk*, A. Grabowska*, K. Pappelbaum. 2012.
Antimicrobial susceptibilities of Listeria monocytogenes strains isolated from food
and food processing environment in Poland. International Journal of Food
Microbiology, 158: 203-208

IF2012 — 3,425; 1Fs-etni — 3,938; MNISW — 40 pkt; liczba cytowan (wg WoS) — 34

Wktad habilitantki: 80%. Autor korespondencyjny. Autorstwo koncepcji badan;
zaplanowanie doswiadczen; pozyskanie $rodkéw na finansowanie badan (grant
MNiSW 25553/B/P01/2008/35); utworzenie kolekcji szczepdw Listeria spp.; opieka
nad studentkami (Anna Borek, Sylwia Daniluk, Anna Grabowska) podczas
wykonywania przez nie badan, ktore weszty w sklad publikacji; opracowanie i
interpretacja wynikoéw; przygotowanie manuskryptu, w tym wszystkich tabel;
przygotowanie odpowiedzi na uwagi recenzentow.

Rozynek E., E. Mackiw, W. Kaminska, K. Tomczuk, M. Antos-Bielska, K.
Dzierzanowska-Fangrat, D. Korsak™ 2013. Emergency of macrolide-resistant
Campylobacter strains in chicken meat in Poland and the resistance mechanism
involved. Foodborne Pathogens and Disease, 10: 655-660

IF2013— 2,092; 1F5-etni — 2,399; MNiISW — 30 pkt; liczba cytowan (wg WoS) — 7

Wkiad habilitantki: 55%. Autor korespondencyjny. Wspdtautorstwo koncepcji
badan; zaplanowanie oraz przeprowadzenie cz¢$ci doswiadczen (badanie zmiennosci
w regionie cmeE-IRregion-cmeA); przeprowadzenie wszystkich analiz in silico
sekwencji nukleotydowych i aminokwasowych; opracowanie i interpretacja
wynikow; przygotowanie manuskryptu, w tym tabeli i ryciny; przygotowanie
odpowiedzi na uwagi recenzentow.
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Korsak D.,” E. Mac¢kiw, E. Rozynek, M. Zylowska. 2015. Prevalence of
Campylobacter spp. in retail chicken, turkey, pork, and beef meat in Poland between
2009 and 2013. Journal of Food Protection, 78: 1024-1028

IF2015 — 1,609; 1F5-letni — 1,963; MNiISW — 30; liczba cytowan (wg WoS) — 12

Wktad habilitantki: 65%. Autor korespondencyjny. Wspotautorstwo koncepcji badan
(udziat w opracowaniu algorytmu postepowania dla Glownego Inspektoratu
Sanitarnego, dotyczacego pobierania probek do badania zywno$ci, w ramach
monitoringu  zywnos$ci w  zakresie = zanieczyszczen  mikrobiologicznych
termotolerancyjnymi bakteriami z rodzaju Campylobacter); planowanie i kontrola
nad badaniami wykonywanych w pracowni mikrobiologii 1ZZ; opracowanie
1 interpretacja wynikow; przygotowanie manuskryptu, w tym tabeli; przygotowanie
odpowiedzi na uwagi recenzentow.

Korsak D.,™ A. Krawczyk-Balska. 2016. Rifampicin and rifabutin resistant Listeria
monocytogenes strains isolated from food products carry mutations in rpoB gene.
Foodborne Pathogens and Disease, 13: 363368

IF2016 — 2,129; I1F5-tetni — 2,234; MNiISW — 30 pkt; liczba cytowan (wg WoS) — 0

Wktad habilitantki: 90%. Autor korespondencyjny. Autorstwo koncepcji badan;
zaplanowanie doswiadczen; wykonanie wszystkich badan eksperymentalnych;
analiza in silico sekwencji genu rpoB oraz kodowanego przez niego biatka; analiza
statystyczna wynikéw; opracowanie i interpretacja wynikow; przygotowanie
manuskryptu, w tym wszystkich tabel, przygotowanie odpowiedzi na uwagi
recenzentow.

Korsak D.,” M. Szuplewska. 2016. Characterization of nonpathogenic Listeria
species isolated from food and food processing environment. International Journal of
Food Microbiology, 238: 274-280

IF2016 — 3,339; IFs-eti — 3,771; MNiISW — 40 pkt; liczba cytowan (wg WoS) — 3

Wkiad habilitantki: 75%. Autor korespondencyjny. Autorstwo koncepcji badan;
zaplanowanie doswiadczen; wykonanie czeSci badan eksperymentalnych
(zaklasyfikowanie badanych szczepow Listeria do poszczegdlnych gatunkow;
oznaczenie wrazliwosci na substancje przeciwbakteryjne, badanie rozpowszechnienia
plazmidoéw); opracowanie i interpretacja wynikow; przygotowanie manuskryptu, w
tym wszystkich tabel; przygotowanie odpowiedzi na uwagi recenzentow.

Korsak D.,” A. Krawczyk-Balska. 2017. Identification of the molecular mechanism
of trimethoprim resistance in Listeria monocytogenes. Foodborne Pathogens and
Disease, 14: 696—700

IF2017— 2,476; 1F5-1etni — 2,406; MNiISW — 30 pkt; liczba cytowan (wg WoS) —0

Wkiad habilitantki: 75%. Autor korespondencyjny. Autorstwo koncepcji i planu
badan; wykonanie czgsci eksperymentow (otrzymanie szczepdw spontanicznych
mutantéw opornych na trimetoprim, okreslenie czesto$ci mutacji, oznaczenie
wrazliwosci szczepow mutantoéw L. monocytogenes oraz szczepow E. coli na
trimetoprim); analiza in silico sekwencji nukleotydowej promotora genu dhfr oraz
sekwencji aminokwasowej produktu tego genu; opracowanie i interpretacja wynikow;
przygotowanie manuskryptu, w tym wszystkich tabel; przygotowanie odpowiedzi na
uwagi recenzentow.
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viii. Korsak D.,” C. Chmielowska**, M. Szuplewska, D. Bartosik. 2019. Prevalence of
plasmid-borne benzalkonium chloride resistance cassette bcrABC and cadmium
resistance cadA genes in nonpathogenic Listeria spp. isolated from food and food-
processing environments. International Journal of Food Microbiology, 290: 247253
IF2017 — 3,451; IFs-temi — 3,972; MNiISW — 40 pkt; liczba cytowan (wg WoS) — 0

Wkiad habilitantki: 60%. Autor korespondencyjny. Autorstwo koncepcji badan;
zaplanowanie doswiadczen; wykonanie czeSci badan eksperymentalnych (okreslenie
czestoSci wystgpowania genow  kodujacych kasete bcrABC oraz genow cad
determinujgcych oporno$¢ na kadm w szczepach Listeria spp.); opracowanie
1 interpretacja wynikow; przygotowanie manuskryptu, w tym wszystkich tabel;
przygotowanie odpowiedzi na uwagi recenzentow.

T — autor korespondencyjny

* Studenci wykonujacy pod moim kierunkiem prace dyplomowe w Zakladzie Mikrobiologii
Stosowanej (Instytut Mikrobiologii, Wydziat Biologii, Uniwersytet Warszawski)

** Doktoranci wykonujacy prace w Zaktadzie Genetyki Bakterii (Instytut Mikrobiologii, Wydziat
Biologii, Uniwersytet Warszawski)

Sumaryczny wspotczynnik oddziatywania czasopism, w ktorych ukazaly si¢ publikacje
wchodzace w sktad osiggniecia naukowego — 21,259

Sumaryczna liczba punktow MNiSW — 280

Liczba cytowan publikacji wchodzacych w sktad osiggnigcia naukowego, do dnia ztozenia
whniosku (wg WoS) — 82

C) Omédwienie celu naukowego ww. prac i osiggnigtych wynikéw wraz 7 omowieniem ich
ewentualnego wykorzystania

WPROWADZENIE

Bakterie charakteryzuje duza zmienno$¢, zarOwno na poziomie genetycznym, jak
1 metabolicznym, ktora pozwala im na zasiedlanie roznorodnych nisz ekologicznych. Duza
plastycznos¢ tych mikroorganizmoéw pozwala im rowniez na szybkie dostosowanie si¢ do
zmian zachodzacych w $rodowisku, w tym réwniez wynikajacych z pojawienia si¢
szkodliwych dla nich substanc;ji.

W drodze ewolucji bakterie wyksztalcity kilka gtownych mechanizméw
determinujacych oporno$¢ na $rodki przeciwbakteryjne. Oporno$¢ ta moze by¢
spowodowana np.: (i) zmiang (inaktywacja) leku w jego nieaktywna pochodng przez
specyficzne enzymy, (ii) modyfikacja lub zablokowaniem miejsca docelowego dziatania
leku, (iii)) zahamowaniem transportu leku do wnetrza komorki w wyniku zmian
przepuszczalnosci oston komorkowych, (iv) usuwaniem leku z komorki na drodze
aktywnego transportu przez systemy transportowe, tzw. pompy, (v) wytworzeniem
alternatywnej drogi umozliwiajgcej ominigcie etapu wrazliwego na lek (ang. by-pass), lub
(vi) zmiang funkcjonowania systemow regulacyjnych, niezwigzanych bezposrednio z
mechanizmem dziatania leku (Munita i Arias, 2016).

Bakterie nabywaja opornos¢ w dwojaki sposob: (i) w wyniku mutacji, np. w genach,
ktore (same lub ich produkty biatkowe) sg celem dziatania dla takich $rodkow,
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lub (ii) nabywania egzogennego DNA wraz z determinantami oporno$ci od innych, nawet
odlegtych filogenetycznie gatunkow bakterii, w wyniku horyzontalnego transferu genéw
(HGT, ang. horizontal gene transfer). Gléwna role w generowaniu opornosci na drodze
HGT odgrywaja ruchome elementy genetyczne (MGE, ang. mobile genetic elements),
wsrdd ktorych kluczows role odgrywaja plazmidy i elementy transpozycyjne (TE, ang.
transposable elements) (Alekshun i Levy, 2007).

Nalezy podkresli¢, ze oporno$¢ na jeden S$rodek przeciwbakteryjny moze wynikiem
kooperatywnego dziatania r6znych mechanizmow, a takze, ze oporno$¢ szczepu bakterii na
dany $rodek przeciwbakteryjny moze by¢ powodowana przez rézne, niezaleznie dziatajace
mechanizmy.

Oporno$¢ na leki przeciwbakteryjne jest jednym z najwazniejszych probleméw
wspotczesne] medycyny, rzutujacym na efektywnos¢ leczenia wielu chorob zakaznych.
Zjawisko to ma wymiar globalny i stanowi powazne zagrozenie dla zdrowia publicznego.
Oporno$¢ bakterii narasta bardzo dynamiczne, a tempo jej rozprzestrzeniania jest
niewspotmiernie wicksze niz wprowadzanie nowych substancji przeciwbakteryjnych do
terapii. Przyczyny tej sytuacji przewidziat i wskazat juz ponad 70 lat temu odkrywca
pierwszego antybiotyku — Aleksander Fleming, ostrzegajac, podczas wykltadu
"noblowskiego", przed nierozwaznym stosowaniem antybiotykow.

Pojawianie si¢ coraz wigkszej liczby szczepow opornych spowodowane jest przede
wszystkim nadmiernym lub niewlasciwym stosowaniem srodkow
przeciwdrobnoustrojowych w wielu réznych sektorach, m.in. medycyny, medycyny
weterynaryjnej, produkcji zwierzecej, rolnictwa, przemystu spozywczego, ochrony
srodowiska, handlu i in. Skutki nieprawidlowego stosowania takich $rodkow w jednym
z sektorow, dotykaja wszystkie pozostate. Poczgwszy od lat 50-tych XX wieku,
w weterynarii, w leczeniu zakazen bakteryjnych lub w celu zapobiegania wystapieniu
objawdéw chorobowych, w zabiegach zootechnicznych, w transporcie zwierzat oraz jako
stymulatory wzrostu w paszach, stosowano substancje, ktore nalezaty do tych samych grup
zwigzkow chemicznych co antybiotyki/chemioterapeutyki stosowane w terapii lub
profilaktyce zakazen bakteryjnych u ludzi (Founou i wsp., 2016).

Konsekwencja powszechnego stosowania tych zwigzkow, zwlaszcza w profilaktyce oraz
produkcji zwierzecej, byt wzrost czestosci wystgpowania szczepow antybiotykoopornych
izolowanych od zwierzat. Jednym =z przyktadow jest oporno$¢ na antybiotyki
glikopeptydowe, w tym wankomycyng, uznawang do niedawna za tzw. lek ostatniej szansy.
Jako jedng z przyczyn pojawienia si¢ szczepdéw Enterococcus spp. opornych na
wankomycyne wskazuje si¢ stosowanie awoparcyny jako dodatku do pasz
w hodowli (R6zanska i wsp., 2013). Biorac pod uwage zagrozenia dla zdrowia publicznego,
jakie zwigzane sg z narastaniem opornosci wsrod szczepoéw odzwierzecych, w roku 2006
Unia Europejska zakazata stosowania jakichkolwiek antybiotykow/chemioterapeutykow w
chowie 1 hodowli zwierzat, z wyjatkiem zastosowan terapeutycznych (Rozporzadzenie
Parlamentu Europejskiego i Rady (WE) 1831/2003 z dnia 22 wrze$nia 2003 r. w sprawie
dodatkéw stosowanych w zywieniu zwierzat).

Bakterie oporne mogg przenosi¢ si¢ wzdluz tancucha pokarmowego w sposob
bezposredni lub posredni. Do przeniesienia szczepoéw opornych moze zatem dojsé: (i)
w wyniku bezposredniego kontaktu cztowieka ze zwierzetami, ktore sg skolonizowane
przez oporne bakterie komensalne czy patogenne, lub (ii) kontaktu z substancjami
biologicznymi, takimi jak krew, mocz, kat, $lina, 1 nasienie pochodzenia odzwierzecego.



Dorota A. Korsak
Zalgcznik 2 [Autoreferat w jezyku polskim]

Szczegblnie narazeni sg lekarze weterynarii, pracownicy rzezni, rolnicy czy osoby
zajmujace si¢ przetworstwem zywnosci pochodzenia zwierzgcego. Poczatkowo ten sposob
transmisji szczepoOw opornych bagatelizowano. Dowiedziono jednak jednoznacznie, ze
osoby majace bezposredni kontakt z takimi zwierzetami mogg wprowadza¢ bakterie oporne
do srodowiska czlowieka, w tym S§rodowiska szpitalnego (Marshall i Levy, 2011). Do
przeniesienia szczepodw opornych moze rowniez doj§¢ w wyniku spozycia zywnosci
zanieczyszczonej takimi szczepami, a dotyczy to zaré6wno zywnosci pochodzenia
ZWierzegcego (np. migso, ryby, owoce morza, jaja, mleko
1 produkty mleczne itd.) jak i zywnos$ci pochodzenia roslinnego. W licznych publikacjach i
raportach pojawiajg si¢ informacje o izolacji, zar6wno od zwierzat, jak i z réznych rodzajow
zywnosci pochodzenia zwierzecego, szczepdéw opornych i wieloopornych (EFSA, 2018;
Founou i wsp.,, 2016). Ponadto dowiedziono, ze izolowano od ludzi
1z Zywno$ci szczepy oporne mogg naleze¢ do jednego typu klonalnego (lub bardzo blisko
spokrewnionych typow), co wskazuje, ze zrodlem tych szczepow byla zywnos$¢ (Acar i
Moulin, 2006; Marshall i Levy, 2011).

Ranga problemu narastania oporno$ci wsrod bakterii, powigzanie tego zjawiska ze
stosowaniem antybiotykow i chemioterapeutykoOw, oraz zagrozenie dla zdrowia
publicznego, doprowadzily do intensyfikacji badan nad klinicznymi aspektami opornosci
oraz monitorowania tego zjawiska u bakterii zoonotycznych — zaréwno patogennych
(bezposrednio zagrazajacych zdrowiu ludzi), jak i komensalnych (bedacych potencjalnym
rezerwuarem gendw opornos$ci i indykatorem stosowania substancji przeciwbakteryjnych).

Mimo rosngcej $wiadomosci zagrozen, monitorowanie antybiotykooporno$ci wsrod
drobnoustrojéw bytujacych w zywno$ci oraz wiedza na temat znaczenia tego zjawiska dla
medycyny 1 weterynarii sg niewystarczajace. Brakuje ujednoliconych wytycznych
mie¢dzynarodowych, ktore pozwolityby zbada¢ to zjawisko w skali globalne;j.
Niewatpliwie, wielosektorowe podejscie do walki z antybiotykoopornoscia wymaga
skoordynowania dzialtah w zakresie monitorowania opornosci wsrod bakterii
pochodzacych z zywnos$ci 1 przenikajacych do tancucha pokarmowego. Zintegrowany
system monitorowania antybiotykooporno$ci powinien umozliwia¢ poréwnanie danych na
temat rozpowszechnienia zjawiska antybiotykoopornosci w hodowlach zwierzecych,
wsrod drobnoustrojow wystepujacych w Zywnos$ci oraz w organizmach ludzi.

Na mocy obowigzujacych w Polsce uregulowan prawnych (dyrektywa 2003/99/WE
Parlamentu Europejskiego 1 Rady) kraje cztonkowskie Unii Europejskiej sg zobowigzane
do wykrywania okreSlonych choréb odzwierzgcych 1 odzwierzgcych czynnikow
chorobotworczych u zwierzat oraz w produktach pochodzenia zwierzecego, w celu
zapobiegania zakazeniom i zatruciom przenoszonym przez zywnosc¢. Do grupy czynnikow
zoonotycznych, ktore podlegaja monitoringowi zaliczono migdzy innymi bakterie
Campylobacter spp. i Listeria monocytogenes. Dodatkowo kraje cztonkowskie Unii
Europejskiej na mocy Decyzji Wykonawczej Komisji Europejskiej 2013/652/UE s3
zobowigzane do monitorownia lekoopornosci miedzy innymi Campylobacter jejuni
i Campylobacter coli pochodzacych od zwierzat i zywnosci pochodzenia zwierzgcego
wytworzonej z tych gatunkow.

Bakterie Campylobacter spp.

Termotolerancyjne gatunki bakterii z rodzaju Campylobacter, zwtaszcza C. jejuni
i C. coli, sag uznawane za gtdéwna przyczyne bakteryjnego zapalenia zotadka i jelit u ludzi.
Bakterie te sg jednym z czterech kluczowych czynnikoéw odpowiadajacych za przypadki
biegunek na $wiecie (WHO). Kliniczna manifestacja choroby bywa bardzo réznorodna,
obejmuje bowiem zaréwno przypadki bezobjawowe, jak i ostre stany zapalne jelit, ktorym
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towarzyszy dlugotrwata krwawa i §luzowa biegunka. Pateczki Campylobacter spp. sa takze
coraz czgsciej identyfikowane jako przyczyna ostrych stanow zapalnych obwodowego
uktadu nerwowego (tzw. =zesp6l Guillaina-Barré), reaktywnego artretyzmu oraz
charakteryzujacych si¢ wysoka $miertelnos$cig ogolnoustrojowych infekcji (Poropatich i
wsp., 2010). W krajach europejskich od 2005 r. kampylobakterioza jest najczesciej
rejestrowang chorobg odzwierzecag. W 2017 roku liczba potwierdzonych przypadkow
wynosita 246158 ze §rednig zapadalnoscig 64,8 na 100000 oséb. Jednak mimo duzej liczby
przypadkéw, $miertelnos$¢ jest na niskim poziomie — 0,04% (EFSA, 2018). Zakazeniom
pokarmowych na tle Campylobacter sprzyja niska dawka infekcyjna (juz 500 komorek
moze wywola¢ pelnoobjawowe zakazenia), przy czym zalezna jest ona od szczepu oraz
wieku 1 wrazliwosci osobniczej cztowieka. Zachorowaniom sprzyja réwniez szerokie
rozpowszechnienie pateczek z tego rodzaju w przyrodzie. Naturalnym rezerwuarem tych
drobnoustrojow jest przewdd pokarmowy zwierzat statocieplnych. Ich obecno$¢ stwierdza
si¢ zarowno u zwierzat hodowlanych (takich jak, dréb, bydlo, §winie, owce, psy i koty), jak
i u dzikiego ptactwa (Altekruse i Tollefson, 2003; Humphrey i wsp. 2007). Istotnym
rezerwuarem Campylobacter spp., szczegdlnie w miesigcach zimowych, sg osady denne
zbiornikow wodnych, w tym réwniez wod morskich (Pitkdnen, 2013). Konsekwencja
wystepowania tych mikroorganizméw w $rodowisku jest ich obecno$¢ w surowcach
pochodzenia zwierzgcego oraz produktach spozywczych. Czesto izolowane sg z r6znego
rodzaju mies, surowego mleka 1 produktéw mlecznych, rzadziej ryb
1 produktow rybnych, owocow morza oraz warzyw (EFSA, 2018). Do zakazenia ludzi
dochodzi przede wszystkim w wyniku spozycia surowego Ilub niedogotowanego
zanieczyszczonego migsa, gldéwnie drobiowego, ale takze wieprzowego i1 wotowego,
zanieczyszczonego mleka lub wody (Blaser i Engberg, 2008). Do zakazenia moze doj$¢
takze w wyniku bezposredniego kontaktu ze zwierzgtami domowymi lub hodowlanymi. W
warunkach domowych przyczyng zakazenia moga by¢ zanieczyszczenia krzyzowe, tj.
przeniesienie bakterii, m.in. pochodzacych z wysigku z surowego migsa, na rece osoby
przygotowujacej potrawy lub na sprzet kuchenny 1 inne potrawy (Hilton 1 Austin, 2000).

Bakterie Listeria spp.

Do rodzaju Listeria zalicza si¢ obecnie 20 gatunkow (Leclercq i wsp., 2019).
L. monocytogenes, Listeria ivanovii, Listeria welshimeri, Listeria innocua, Listeria
seeligeri, Listeria grayi to gatunki, ktore wystepuja powszechnie w srodowisku naturalnym
(w  glebie, wodzie, roslinach, $ciekach), a niektére z nich bytuja
w przewodach pokarmowych zwierzat, takich jak ssaki, ptaki, ryby, gady, ptazy, skorupiaki
i owady (Luque-Sastre i wsp., 2018; Orsi i Wiedman, 2016). W obrebie tego rodzaju
jedynie dwa gatunki, L. monocytogenes i L. ivanovii, sg potogenne.
L. monocytogenes moze wywotywaé sporadyczne, lecz cigzkie zakazenia, zar6wno
u ludzi, jak 1 zwierzat. Pojawiajg si¢ jednak nieliczne doniesienia, w ktorych opisywane sg
przypadki listeriozy u ludzi wywotanej przez L. ivanovii, L.innocua i L. seeligerii.
L. ivanovii jest natomiast patogenem zwierzat (owiec i bydta). Sporadyczne przypadki
listeriozy, glownie u owiec, powoduje rowniez L. innocua (Luque-Sastre i wsp., 2018).
Zakazenie u ludzi zwykle przybiega w postaci tagodnego niezytu zotgdkowo-jelitowego
(ang. listerial gastroenteritis), a niekiedy przybiera forme¢ ostrej infekcji (ang. invasive
listeriosis). U zdrowych dorostych najczeSciej rozwija si¢ tagodna forma infekcji
z typowymi dolegliwos$ciami ze strony przewodu pokarmowego. Czgstos¢ wystgpowania
infekcji o tagodnym przebiegu jest trudna do oszacowania, poniewaz cze$¢ zatruc
pokarmowych wywotanych przez L. monocytogenes moze przebiega¢ bezobjawowo.

Do grupy najwigkszego ryzyka zakazenia L. monocytogenes naleza kobiety ci¢zarne,
noworodki, osoby powyzej 65 roku zycia i chorzy z uposledzong odpornoscia uktadu
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immunologicznego. U 0sdb o obnizonej odpornosci (np. chorzy na nowotwory, AIDS czy
osoby przyjmujace leki immunosupresyjne) i u osob starszych gldwnie dochodzi do
zakazenia uktadu nerwowego (zapalenia opon moézgowo-rdzeniowych, zapalenia opon
moézgowo-rdzeniowych i mdzgu, ropnia mézgu) lub zakazenia ogdlnego z typowymi
objawami posocznicy. Innymi réwnie niebezpiecznymi powiktaniami s3: zapalenie
wsierdzia, zapalenie i ropnie watroby, zapalenie otrzewnej, ropnie gatki ocznej, infekcje
skorne, zapalenie stawow czy szpiku kostnego (Doganay, 2003; Ghandi i Chikindas, 2007).
Drugg grup¢ zachorowan stanowig zakazenia okotoporodowe. U kobiet w cigzy wystepuje
sepsa  z lekkimi objawami klinicznymi  przypominajacymi  grype. Jednak
w wyniku infekeji, w wiekszos$ci przypadkow dochodzi do zakazenia ptodu, co objawia si¢
poronieniem lub przedwczesnym porodem. U noworodkow zakazonych w zyciu
ptodowym rozwija si¢ wczesny zespdl objawoéw infekcji 1 ma on postaé posocznicy.
W przypadku pdznej listeriozy noworodek rodzi si¢ zdrowy, a choroba ujawnia si¢ zwykle
od 8 do 30 dni od porodu i jest to zazwyczaj zapalenie opon moézgowo-rdzeniowych
(Slutsker i Schuchat, 1999).

Konsekwencja powszechnego wystepowania L. monocytogenes w $rodowisku,
relatywnie wysokiej odpornos$ci na czynniki fizyczno-chemiczne, a takze wyjatkowej
w $wiecie bakterii zdolnosci nie tylko do przezycia, lecz rdwniez do namnazania si¢
w szerokim zakresie temperatur, jest jej obecnos¢ w surowcach zwierzecych i roslinnych
oraz produktach spozywczych. Bakteria ta izolowana jest z produktow mlecznych
(migkkich i pot-migkkich serdw), réznych rodzajow miegs i1 produktow zawierajacych
migso, ryb 1 produktow zawierajacych migso z ryb, owocOw morza oraz warzyw
1 owocow (EFSA, 2018). Szacuje si¢, ze 99% przypadkow zakazen u ludzi wywolanych
przez L. monocytogenes jest spowodowanych spozyciem zywno$ci zanieczyszczonej
pierwotnie lub wtornie tym drobnoustrojem (Scallan i wsp, 2011). Na $wiecie, w zaleznoS$ci
od regionu i kraju, kazdego roku odnotowuje si¢ srednio od 0,1 do 10 przypadkow infekcji
o ostrym przebiegu na milion mieszkancow (WHO). W Unii Europejskiej w 2017 r.
zarejestrowano 2480 przypadkow listeriozy ($rednia zapadalno$¢ wynosita 0,48 przypadki
na 100 tys.) (EFSA, 2018). Listerioza jest rzadka choroba, jednak przebiega z wysoka
Smiertelnoscia, siggajaca 30%, pomimo stosowania w leczeniu terapii antybiotykowe;.
Cecha ta, w polaczeniu z czgsta obecnoscia L. monocytogenes w zywnosci, zdecydowanie
wyrdznia listerioze sposrod innych zatruc pokarmowych,
i podkresla jak powazny stanowi ona problem dla zdrowia publicznego (Olaimat i wsp.,
2018).

Celem naukowym prac opisujacych osiagniecie naukowe, bedace podstawa
postepowania habilitacyjnego, bylo (i) okreslenie zakresu rozprzestrzenienia fenotypow
opornosci na rozne zwigzki przeciwbakteryjne wsrdd szczepow bakterii izolowanych
z zywnosci, oraz (ii) poznanie molekularnego podloza tego zjawiska. Badania
przeprowadzono na modelu termotolerancyjnych gatunkow bakterii z rodzaju
Campylobacter oraz bakterii z rodzaju Listeria, w tym L. monocytogenes. Osiagnigcie
naukowe stanowi cykl 8 powigzanych tematycznie prac oryginalnych, opublikowanych
w latach 2012-2019.
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A. Ocena wrazliwosci szczepow Campylobacter spp. na leki stosowane w leczeniu
kampylobakteriozy oraz okreslenie molekularnego podloza opornosci bakterii

Publikacje:

Mackiw E., D. Korsak, K. Rzewuska, K. Tomczuk, E. Rozynek. 2012. Antibiotic
resistance in Campylobacter jejuni and Campylobacter coli isolated from food in Poland.
Food Control, 23: 297-301

Rozynek E., E. Mackiw, W. Kaminska, K. Tomczuk, M. Antos-Bielska,
K. Dzierzanowska-Fangrat, D. Korsak. 2013. Emergency of macrolide-resistant
Campylobacter strains in chicken meat in Poland and the resistance mechanism involved.
Foodborne Pathogens and Disease, 10: 655-660

Bakterie Campylobacter sg z reguty wrazliwe na rozne srodki antybakteryjne, jednak w
ostatnich latach udokumentowano wzrastajacg opornos¢ wsrod szczepoéw izolowanych od
ludzi izwierzat na powszechnie stosowane leki przeciwbakteryjne, co moze stanowic
powazny problem w leczeniu zakazen wywolanych przez te mikroorganizmy.

Za lek z wyboru w leczeniu kampylobakteriozy uznawana jest erytromycyna lub
azytromycyna (makrolidy). O zastosowaniu tych lekow w terapii decyduje zazwyczaj
tatwos¢ ich uzycia, niewystgpowanie powaznych dzialan niepozadanych, a przede
wszystkim stosunkowo wysoki stopien skutecznosci klinicznej. W  przypadku
stwierdzonych stanow zapalnych jelit bez identyfikacji czynnika etiologicznego
powodujacego chorobe stosuje si¢ rowniez fluorochinolony. Alternatywnie, w leczeniu
ogoblnoustrojowych infekcji wywotanych przez Campylobacter mozna stosowaé
tetracykling (tetracykliny), gentamicyn¢ (aminoglikozydy) czy chloramfenikol (Achson i
Allos, 2001; Blaser i Engberg, 2008).

Glownym celem badan dotyczacych bakterii Campylobacter, ktore prowadzitam, byto
(i) dokonanie oceny wrazliwosci szczepoéw izolowanych z réznych rodzajow migsa kurczat,
dostepnego w sprzedazy, na leki przeciwdrobnoustrojowe, ktore stosowane sg w leczeniu
kampylobakteriozy u ludzi oraz w weterynarii, a takze (i1) zbadanie molekularnego podtoza
stwierdzonych fenotypow oporno$ci. Probki do badan, zaréwno schlodzone migso
kurczakow (161), jak 1 podroby (57) pobierano w okresie od stycznia 2008 do grudnia 2009
r.  Bakterie izolowano  zgodnie @ ze  standardowa  procedura  opisana
w normie PN-EN 1SO 10272-1:2007/Ap1:2008P. Przynalezno$¢ do okreslonego gatunku
potwierdzano metoda PCR stosujac specyficzne startery (On i1 Jordan, 2003). 143 probek
(65,6% badanych) zanieczyszczonych bylo bakteriami Campylobacter. Dominujgcym
gatunkiem byt C. coli, ktorego obecnos¢ stwierdzono w 75,5% probek. W pozostatych
wystepowat C. jejuni. Analiza fenotypoéw opornos$ci, przeprowadzona metodg dyfuzyjno-
krazkowa, pokazata, ze 127 (88,8%) izolatow byto opornych przynajmniej na jedng z
czterech badanych substancji, a 10 (7%) na co najmniej trzy. Najwigkszy odsetek szczepow
opornych dotyczyt ciprofloksacyny (97,9% C. coli i 100% C. jejuni), nastgpnie tetracykliny
(62% C. coli i 71,4% C. jejuni). Czternascie izolatow (9,8%), w tym 10 C. coli (9,3%) i 4
C. jejuni (11,4%) byto opornych na erytromycyng, natomiast 9 (6,3%), w tym 6% C. jejuni
14% C. coli.

W szczepach Campylobacter wysoki poziom opornosci na fluorochinolony jest
zwigzany z wystepowaniem punktowych mutacji w tzw. obszarze warunkujacym opornos¢
na chinolony (ang. QRDRS) w genie gyrA kodujacym podjednostke A topoizomerazy Il
(gyrazy) (Fabrega i wsp., 2009; Rzewuska i wsp., 2010). Przeprowadzone badania
pokazaty, ze oporno$¢ wszystkich izolatéw jest wynikiem tranzycji C—T w kodonie 86,
genu gyrA, ktora skutkuje zmiang treoniny na izoleucyny.
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Z kolei we wszystkich izolatach fenotypowo opornych na tetracykliny wykazano
obecno$¢ genu tet(O). Gen ten koduje biatko Tet(O), ktore peini funkcje ochronne,
uniemozliwiajac przylaczenie antybiotyku do rybosomu. Jednym z mechanizmow
warunkujgcych wysoki poziom opornosci na erytromycyne szczepow Campylobacter sa
punktowe mutacje w genie kodujagcym podjednostke V 23S rRNA (pozycje nukleotydowe
2074 1 2075). W przeprowadzonych badaniach jedynie w przypadku 2 izolatow C. coli
zidentyfikowano zmian¢ A2075G, w dwoch kolejnych A2074C.

Kolejne badania miaty na celu wyjasnienie genetycznego podloza opornosci na
erytromycyne szczepow Campylobacter. Po zbadaniu wrazliwosci na erytromycyne 211
izolatow, do dalszych badan wybrano 10 opornych szczepow C. coli oraz (jako kontrole)
5 szczepdw fenotypowo wrazliwych na erytromycyng. Oznaczenie wrazliwosci metoda
gradientowo-dyfuzyjng z zastosowaniem E-testu wykazato, ze izolaty, ktore zostaly
zaklasyfikowane na podstawie badania metoda dyfuzyjng jako oporne, charakteryzuja si¢
wysoka oporno$cig na erytromycyne (MIC > 256 pg/ml). W przypadku pozostatych
szczepow wartosci MIC wahatly si¢ od 0,5 do 4 pg/ml). Ponadto, 8 z 10 opornych na
erytromycyne izolatow bylo rowniez opornych na ciprofloksacyng i tetracykling, natomiast
2 byly oporne na ciprofloksacyng, lecz wrazliwe na tetracykline.

Oporno$¢ na makrolidy szczepow Campylobacter moze by¢ spowodowana mutacjami
w czasteczce 23S rRNA. Dlatego tez przeprowadzono analiz¢ sekwencji nukleotydowe;j
genu kodujacego 23S rRNA, ktora wykazata obecno§¢ dwoch punktowych mutacji w
szczepach opornych. W przypadku 8 izolatow zidentyfikowano tranzycj¢ A—G w pozycji
2075, a w 2 izolatach w pozycji 2074. W kazdym izolacie zmutowane byly wszystkie trzy
kopie genu 23S rRNA. Poza wyzej opisang mutacja, w szczepach opornych modyfikacji
moga ulega¢ rowniez biatka rybosomalne L4 i L22, wchodzace w sktad podjednostki 50S
rybosomu. Analiza sekwencji genu rplD analizowanych szczepow, kodujacego biatko L4,
nie wykazata jednak zadnych zmian w poréwnaniu z sekwencja rplD wzorcowego szczepu
wrazliwego C. coli JV20 (GeneBank NZ_ AEER01000024). W przypadku jednego szczepu
wrazliwego zidentyfikowano substytucje Vall21Ala. Natomiast zidentyfikowano
punktowe zmiany w genie rplV kodujacym biatko 122, skutkujace nastgpujacymi
substytucjami aminokwasoéw: Alal03Val (3 izolaty), Thrl109Ala (4 izolaty), Val129Ala (2
izolaty). Co ciekawe, substytucje AlalO3Val i Thrl09Ala zidentyfikowano réwniez w
jednym z badanych szczepow, ktory byt wrazliwy na erytromycyne

Jednym z mechanizméw opornosci Campylobacter spp. na rézne substancje
przeciwbakteryjne jest ich aktywne usuwanie z komorki przy pomocy systemu biatek
CmeABC (ang. Campylobacter multidrug efflux) (Lin i wsp., 2002). Wiadomo, ze mutacje
w genie cmeR, kodujacym represor transkrypcji operonu cmeABC, lub w regionie
miedzygenowym, zlokalizowanym od 50 do 35 nukleotydow powyzej genu cmeA
(konsensus sekwencji: TGTAATAAATATTACA), prowadza do nadekspresji genow
operonu cmeABC (Lin i wsp., 2005). Aby sprawdzi¢, czy system CmeABC
wspotuczestniczy w determinowaniu oporno$ci na erytromycyne, w badanych izolatach
przeanalizowano sekwencje genu cmeR i regionu miedzygenowego. Jedynie w przypadku
izolatu 149/06 stwierdzono delecj¢ jednego nukleotydu — adeninowego, pierwotnie
rozdzielajgcego odwrocone powtorzenia sekwencji (patrz podkres§lenia w przedstawionym
wyzej konsensusie sekwencji miedzygenowej). Przeprowadzona w ostatnim etapie badan
"makrorestrykcyjna" analiza DNA (metoda PFGE) wykazata, ze dwa szczepy oporne sa
pochodzenia klonalnego. Szczepy te zostaly wyizolowane w réznym czasie w 2009 r.,
z surowcow pochodzacych od jednego producenta. Dwa inne izolaty nalezace do drugiej
grupy klonalnej zostaty wyizolowane z surowcoOw pochodzacych od réznych producentow.
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Glowne osiggnigcie poznawcze

e Stwierdzenie wysokiej czestosci wystegpowania opornosci na fluorochinolony
(ciprofloksacyng) i tetracykliny (tetracykling) wsrod szczepow C. coli i C. jejuni
izolowanych z mig¢sa i podrobdéw kurczat znajdujacych si¢ w sprzedazy.

e Wykazanie, ze wysoki poziom opornosci na erytromycyng¢ szczepow C. coli
spowodowany jest tranzycja (A—G; pozycje 2075 1 2074) we wszystkich kopiach genu
23S rRNA bakterii opornych.

e Wykazanie, ze mutacje w rybosomowych biatkach L4 i L22 nie wptywajg na fenotyp
opornosci.

e Wskazanie na mozliwo$¢ rozprzestrzeniania si¢ szczepoOw opornych pochodzenia
klonalnego.

B. Dlugoterminowe monitorowanie stopnia zanieczyszczenia bakteriami
Campylobacter spp. surowcow spozywczych pochodzenia zwierzecego

Publikacja:

Korsak D., E. Ma¢kiw, E. Rozynek, M. Zytowska. 2015. Prevalence of Campylobacter
spp. in retail chicken, turkey, pork, and beef meat in Poland between 2009 and 2013.
Journal of Food Protection, 78: 1024-1028

Badania, ktorych celem jest oszacowanie czgstosci wystepowania bakterii patogennych
na kazdym etapie produkcji zywnosci, poczawszy od pozyskania surowca, przez produkcje,
magazynowanie idystrybucje az  do konsumpcji, sg istotne nie  tylko
Z poznawczego punktu widzenia. Dostarczajg one takze cennych informacji, ktore sg
wykorzystywane do przeprowadzenia mikrobiologicznej oceny ryzyka, ktora obejmuje (i)
identyfikacj¢ realnego zagrozenia wywotanego przez drobnoustroje oraz jego wplyw na
konsumenta, (ii) badanie wptywu zanieczyszczenia surowca oraz sposobu przetwarzania
na poziom zagrozenia, oraz (iii) informowanie konsumenta o poziomie zagrozenia.

Od 2009 r. uczestnicze w opracowywaniu, dla Gléwnego Inspektoratu Sanitarnego,
rocznych plandéw pobierania probek do badania zywno$ci w ramach urzedowej kontroli
1 monitoringu  zywno$ci, w  zakresie  zanieczyszczen mikrobiologicznych
termotolerancyjnymi bakteriami z rodzaju Campylobacter. Celem badan monitoringowych,
ktore prowadzone byly w latach 2009-2013 na terenie kraju we wspolpracy z
wojewoOdzkimi stacjami sanitarno-epidemiologicznymi, bylo oszacowanie Stopnia
zanieczyszczenia bakteriami Campylobacter spp. surowcow pochodzenia zwierzecego
(takich jak, migso drobiowe, migso wolowe i wieprzowe), znajdujacych si¢ obrocie
detalicznym, a wiec bezposrednio dostepnych dla konsumenta. Badaniami obj¢to tgcznie
1700  prébek  $Swiezego  migsa, ktore  pobrano ze  sklepow  matych
i wielkopowierzchniowych. Bakterie izolowano zgodnie ze standardowg procedurg
badawczg opisang w normie PN-EN 1SO 10272-1:2007/Ap1:2008P. Przynalezno$¢ do
okreslonego gatunku potwierdzano metodg PCR stosujac specyficzne startery (On i Jordan,
2003). Obecnos¢ Campylobacter spp. stwierdzono tacznie w 690 z 1400 (49,3%) probek
migsa drobiowego. Bakterie wyizolowano, odpowiednio, z 50,2% 1 41,1% probek migsa z
kurczakébw 1 z indyka, oraz z 50,1% 1 42,6% probek podrobéw z kurczaka
I z indyka.

Nie stwierdzono statystycznie istotnych rézni¢ w czgstosci wystgpowania bakterii w
roznych kategoriach badanego migsa z kurczakow 1 migsa z indyka. Na podstawie
uzyskanych wynikéw wykazano, ze zarowno §wieze migso, jak i podroby drobiowe, sg w
wysokim stopniu zanieczyszczone bakteriami Campylobacter spp. Przeprowadzone
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badania wykazaty ponadto, ze stopien zanieczyszczenia migsa wotowego 1 wieprzowego
jest stosunkowo wysoki, bowiem wynosi, odpowiednio, 10,1% i 10,6%. Analiza pozycji
taksonomicznej badanych szczepow pokazata, ze C. jejuni byt najczesciej izolowanym
gatunkiem z migsa z kurczakéw (46,6%), wieprzowiny (68,6%) i wotowiny (66,7%),
natomiast C. coli z migsa z indykow (71,2%).

Glowne osiggnigcie poznawcze

e Przeprowadzenie pierwszych tak kompleksowych badan dotyczacych czestosci
wystepowania Campylobacter spp. w réznych surowcach pochodzenia zwierzecego,
dostepnych w obrocie detalicznym.

e Wykazanie, Ze stopien skazenia mikrobiologicznego roznych kategorii migsa
drobiowego jest wysoki, co powoduje, ze surowce takie potencjalnie moga stanowié
zagrozenie dla zdrowia konsumenta.

e Wykazanie, ze mi¢so wolowe 1 wieprzowe jest roOwniez zanieczyszczone
Campylobacter spp. i surowce takie potencjalnie rowniez mogg stanowi¢ zagrozenie
dla zdrowia konsumenta.

C. Analiza fenotypow opornosci na antybiotyki i inne zwiazki antybakteryjne
szczepéw L. monocytogenes wyizolowanych z zywnosci oraz zakladéw przetwérstwa
SpoZywczego

Publikacja:
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Badanie lekoopornosci roznych gatunkéw nalezacych do rodzaju Listeria prowadzone
sa na swiecie od wielu lat. Pierwszy oporny szczep L. monocytogenes zostat wyizolowany
w 1988 1. Szczep ten byt oporny na tetracykling, w stezeniu > 10 ug/ml (Poyart-Salmeron
i wsp., 1990). W tym samym roku, we Francji, od 84-letniego pacjenta chorego na zapalenie
opon mozgowo-rdzeniowych i moézgu wyizolowano pierwszy szczep oporny na kilka
antybiotykow (chloramfenikol, erytromycyne, streptomycyne, tetracykline
1 monocykling) (Poyart-Salmeron 1 wsp., 1990). Od tego czasu pojawiaja si¢ informacje 0
szczepach L. monocytogenes i Listeria spp. opornych na jeden lub wigkszg liczbe
antybiotykow, pochodzacych z materiatu klinicznego, srodowiska naturalnego, Zywnosci
oraz Srodowiska zaktadow przemystowych (Olaimat 1 wsp., 2018).

W ramach badan, ktore prowadzitam, dokonano identyfikacji i charakterystyki puli
szczepoOw L. monocytogenes. Probki do badan na obecno$¢ bakterii z rodzaju Listeria
pobierano (i) na etapie obrotu detalicznego, zaréwno ze sklepow wielkopowierzchniowych,
jak 1 sklepow matych, oraz (i1) na etapie produkcji, z réznych zaktadow przetworstwa
OWOoCowo-warzywnego i rybnego, w okresie 2004-2010, na obszarze centralnej i pétnocno-
wschodniej Polski.

Bakterie izolowano zgodnie ze standardowa procedurg opisang w normie PN-EN ISO
11290-1:1999/Ap1:2005. Przynalezno$¢ do rodzaju Listeria i gatunku L. monocytogenes
potwierdzano metoda PCR, stosujac specyficzne startery (Huang i wsp., 2007).
Zgromadzono kolekcje liczaca 471 szczepoéw L. monocytogenes. Dwiescie szczepOw
wyizolowano ze §wiezych i wedzonych ryb, 144 ze $wiezych i mrozonych warzyw, 43
z zywnos$ci gotowej do spozycia (RTE, ang. ready-to eat) (produkty garmazeryjne, np.
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wedliny, kielbasy), 13 z produktow nabiatowych, 16 z surowego migsa, 15 z wyrobow
cukierniczych i 40 z linii produkcyjnej.

W pierwszym etapie badan wszystkie szczepy scharakteryzowano pod wzgledem
(1) przynaleznosci do okreslonej grupy serotypowej (testy molekularne), zgodnie z
procedura opisang przez Doumith i1 wsp. (2004), oraz (ii) wrazliwosci na 13
antybiotykow/chemioterapeutykéw stosowanych w medycynie (w leczeniu listeriozy),
weterynarii 1 hodowli (metoda podwodjnych rozcienczen w podtozu ptynnym lub metoda
gradientowo-dyfuzyjna z zastosowaniem E-testu). Okreslono rowniez zwigzek pomiedzy
przynaleznoscig szczepéw do danej grupy serotypowej, a jedng z trzech linii
filogenetycznych L. monocytogenes (Ward i wsp., 2004). Wykazano, ze zdecydowana
wiekszos¢ szczepow (256; 54,4 %) nalezy do serogrupy I, obejmujacej serotypy 1/2a i 3a.
Drugg licznie reprezentowang serogrupa byla serogrupa II, obejmujaca serotypy 1/2c i 3¢
— zaliczono do niej 120 szczepow (25,5%). Piecdziesigt dziewie¢ szczepow (12,5%)
nalezalo do serogrupy III (serotypy 1/2b, 3b i 7), a jedynie 36 (7,6%) do serogrupy IV
(serotypy 4b, 4d 1 4e). Analizujac zwigzek pomigdzy grupa serotypowa a linig
filogenetyczng wykazano, ze dominowaly szczepy nalezace linii filogenetycznej II
(serotypy 1/2a, 1/2¢, 3a 1 3c) (79,8%; 376/471), podczas gdy pozostate szczepy (20,2%;
95/471) nalezaty do linii I (4b, 1/2b, 4e, 4d). Zaden szczep nie zostal zaliczony do linii I11
(4a, 4c, 4b).

Fenotypowe badanie wrazliwosci pokazalo, ze wszystkie szczepy byty wrazliwe na 9 z
13 badanych zwigzkow. Jedynie dwa szczepy byly oporne: (i) szczep 371/05, wyizolowany
w 2005 z mrozonego zielonego groszku — oporny na antybiotyki z grupy tetracyklin:
tetracykline 1 minocykline, oraz (ii) szczep 44/04, wyizolowany w 2004 z linii produkcyjnej
zakladu przetworstwa owocowo-warzywnego, oporny na chemioterapeutyki z grupy
fluorochinolonéw (ciprofloksacyn¢ i norfloksacyne). Wykazano, wiec ze czestosé
wystepowania oporno$ci wsrod szczepdéw L. monocytogenes jest bardzo niska.

W kolejnym etapie pracy podj¢to badania, ktorych celem bylo okreslenie genetycznego
podtoza opornosci obu ww. szczepéw. Do tej pory w szczepach z rodzaju Listeria
zidentyfikowano pie¢ determinantow opornosci na tetracykliny: tet(K), tet(L), tet(M),
tet(S) i tet(T). Ostatnie trzy z wymienionych koduja specyficzne biatka cytoplazmatyczne
chronigce rybosom przed dziataniem antybiotyku, natomiast geny tet(L) i tet(K) koduja
biatka btony zewnetrznej, ktore na drodze aktywnego transportu usuwajg antybiotyk z
komorki (Bertrand i wsp., 2005). Oporno$¢ zwigzana z genem tet(M) jest najczesciej
spotykang opornoscig na tetracykling i minocykling wsrdd bakterii gramdodatnich z rodzaju
Enterococcus, Staphylococcus i Streptococcus, lecz wystepuje tez w niektorych
patogennych bakteriach gramujemnych (Roberts i wsp., 1986). Wykazano, ze gen tet(M)
moze by¢ zwigzany z duzymi koniugacyjnymi elementami integrujacymi z DNA (ICE, ang.
integrative and conjugative elements) o szerokim zakresie gospodarzy, np. Tn916 czy
Tn1545 (Bertrand i wsp., 2005; Granier i wsp., 2011; Li i wsp., 2007; Morvan i wsp., 2010;
Poyart-Salmeron i wsp., 1992; Yan i wsp., 2010). Przeprowadzone badania pokazaty, ze
opornos$¢ na tetracykliny szczepu 371/05 zwigzana jest z obecnos$cig genu tet(M), ktory nie
jest usytuowany w obrebie ICE.

U bakterii gramdodatnich znane sa3 dwa mechanizmy chromosomowej opornosci na
fluorochinolony. Pierwszy z nich zwigzany jest z wystepowaniem punktowych mutacji
w tzw. obszarze warunkujacym opornos¢ na chinolony (ang. QRDRs) — w genach gyrA i
gyrB kodujacych podjednostki topoizomerazy Il (gyrazy) i/lub w genach parC i parE,
kodujacych podjednostki topoizomerazy IV (za glowny cel dziatania tych
chemioterapeutykow uwaza si¢ topoizomeraze V). Drugi mechanizm opornosci polega na
aktywnym usuwaniu fluorochinolonéw z wnetrza komorki do srodowiska zewngtrznego w
wyniku dziatania bialek o aktywnos$ci pomp (Fabrega i wsp., 2009; van Hoekle i wsp.,
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2011). W wyniku przeprowadzonych badan wykazano, ze oporno$¢ na fluorochinolony
szczepu 44/04 nie jest spowodowana punktowymi mutacjami w genach kodujacych
poszczegdlne podjednostki obu enzymdéw, a jej przyczyng jest nadekspresja
chromosomowego genu lde, kodujacego biatko pompy.

Glowne osiggniecie poznawcze

e Utworzenie reprezentatywnej kolekcji szczepéw L. monocytogenes izolowanych
z roznych rodzajow $rodkéw spozywczych i1 §rodowiska zaktadéw przetworstwa
Zywnosci.

e Wykazanie, ze oporno$¢ na antybiotyki i chemioterapeutyki stosowane w leczeniu
listeriozy oraz w weterynarii 1 hodowli, wsrdéd szczepéw L. monocytogenes
izolowanych z takich srodowisk w Polsce, wystepuje z bardzo niska czgstosciag —0,42%.

e Wykazanie, Zze ponad potowa szczepdw nalezy do I grupy serotypowej, ktora obejmuje
serotyp 1/2a — bakterie o tym serotypie sg najczgsciej izolowane z Zywnosci.

e Wykazanie, Ze opornos$¢ na tetracykliny zwigzana jest z obecno$cig genu tet(M), ktory
nie jest sprzezony z elementem ICE.

e Wykazanie, Ze oporno$¢ na hydrofilowe fluorochinolony wynika z nadekspresji genu
Ide kodujacego biatko pompy.

D. Okreslenie molekularnych podstaw opornosci szczepow L. monocytogenes na
wybrane antybiotyki i chemioterapeutyki

Publikacje:

Korsak D., A. Krawczyk-Balska. 2016. Rifampicin and rifabutin resistant Listeria
monocytogenes strains isolated from food products carry mutations in rpoB gene.
Foodborne Pathogens and Disease, 13: 363368

Korsak D., A. Krawczyk-Balska. 2017. Identification of the molecular mechanism of
trimethoprim resistance in Listeria monocytogenes. Foodborne Pathogens and Disease,
14: 696-700

W trakcie badan, ktérych wyniki zostaly przedstawione w publikacji pt “Antimicrobial
susceptibilities of Listeria monocytogenes strains isolated from food and food processing
environment in Poland” (Korsak 1 wsp., 2012), okreslano m.in. wrazliwos¢ szczepow L.
monocytogenes na rézne antybiotyki i chemioterapeutyki, w tym ryfampicyng, antybiotyk
z grupy ryfamycyn. Uzyskane wartosci minimalnego stezenia hamujacego (ang. minimal
inhibitory concentation, MIC) ryfampicyny, wyznaczone metoda E-test, miescity si¢ w
zakresie 0,04-0,25 ug/ml, co pozwolito zaklasyfikowaé wszystkie badane szczepy do
kategorii wrazliwych na ten antybiotyk. Jednak w przypadku 15 szczepdéw, w obrebie strefy
zahamowania wzrostu wokot paska testowego obserwowano pojedyncze kolonie, co
wskazywalo na fenotyp opornosci. Wszystkie kolonie zostaly poddane dalszym analizom,
ktorych wyniki zostaty zaprezentowane w pracy Korsak i Krawczyk-Balska (2016).

Ryfampicyna, podobnie jak wszystkie ryfamycyny, jest inhibitorem syntezy RNA. Na
poziomie molekularnym, lek wigze si¢ swoim pierScieniem makrocyklicznym
z podjednostka B DNA-zaleznej polimerazy RNA (RNAP, ang. DNA-dependent RNA
polymerase), hamujac jej aktywnos¢ transkrypeyjng. Wraz z blokadg transkrypcji dochodzi
do zahamowania syntezy bialek (Campbell i wsp., 2001). Oporno$¢ na ryfamycyny jest
gléwnie spowodowana zmianami w obrgbie genu rpoB, kodujacego podjednostke P
polimerazy RNA. Spontaniczne mutacje w genie rpoB to gtéwnie pojedyncze punktowe

14



Dorota A. Korsak
Zalgcznik 2 [Autoreferat w jezyku polskim]

substytucje, rzadziej delecje 1 insercje. 95% mutacji lokuje si¢ w czterech regionach w
poblizu N-konca podjednostki B polimerazy, zaangazowanej bezpos$rednio w wigzanie
ryfampicyny (Floss i Yu, 2005; Goldstein, 2014). U Escherichia coli mutacje najczesciej
pojawiaja si¢ w regionie I (aminokwasy 505-537), Il (aminokwasy 562-575) i llI
(aminokwasy 684-690) oraz rejonie N-terminalnym biatka (Campbell i wsp. 2001).
Opisano rowniez inne mechanizmy oporno$ci, lecz wystgpuja one bardzo rzadko
(Goldstein, 2014).

Ryfampicyna charakteryzuje si¢ szerokim spektrum dziatania antybakteryjnego
przeciwko bakteriom gramdodatnim oraz, w mniejszym stopniu, gramujemnym (Floss i
Yu, 2005). Mimo, iz antybiotyk ten wykazuje wysoka aktywnos¢ in vitro wobec
L. monocytogenes, jego zastosowanie w leczeniu zakazen spowodowanych przez ten
patogen budzi kontrowersje. Sugeruje si¢ jednak, ze przynajmniej w przypadku pacjentow
o obnizonej odporno$ci uktadu immunologicznego, zastosowanie jej w terapii skojarzone;j
z ampicyling mogloby zminimalizowac ryzyko niepowodzenia terapeutycznego (Barocci i
wsp., 2015).

Badania rozpocze¢tam od wstepnej charakterystyki wyselekcjonowanych izolatéw,
ktéra obejmowata zbadanie ich wrazliwos$ci na ryfampicyne 1 ryfabutyne, drugi antybiotyk
z grupy ansamycyn. Wyznaczone metoda podwdjnych rozcienczen antybiotyku w podtozu
ptynnym wartosci MIC miescity si¢ w granicach 1 to >256 pg/ml dla ryfampicyny i 0,5-
128 pg/ml dla ryfabutyny. Na podstawie uzyskanych wynikow stwierdzono, ze dziewig¢
izolatow charakteryzuje si¢ jednoczesnym wysokim poziomem oporno$ci na oba testowane
antybiotyki, a pozostate 6 niskim. Przeprowadzona,
w nastgpnym etapie badan, analiza sekwencji genéw rpoB (zamplifikowanych w reakcji
PCR) opornych izolatow pozwolita zidentyfikowa¢ 10 punktowych mutacji, ktore
skutkowaty substytucjami aminokwasow. Dziewie¢ z tych substytucji (Serd466Pro,
GIn470Lys Asp473Asn, Gly479Asp, His483Tyr/Arg/Asp, Arg486His i Leud90Pro)
zlokalizowanych bylo w regionie odpowiadajacym regionowi I polimerazy RNA E. coli,
natomiast jedna zmiana (Pro521Leu) w regionie II. Wykazano, ze tylko substytucje
w pozycjach 470, 479, 483 i 486 biatka skutkujg wysokim poziomem opornosci.
W przypadku innych gatunkoéw bakterii, zmiany w pozycjach odpowiadajacych zmianom
u L. monocytogenes réwniez skutkujg wysokim poziomem oporno$ci. Natomiast zmiany w
pozycjach 473, 490 1 521, ktérych efektem jest niska oporno$¢ mutantéw
L. monocytogenes, w przypadku innych gatunkéw bakterii powodujg opornos¢ na wysokim
poziomie.

Z danych opublikowanych w literaturze wiadomo, ze mutacje w genie rpoB moga
zmienia¢ wrazliwo$¢ bakterii na antybiotyki z innych niz ansamycyny grup
terapeutycznych. I tak np. zmiany w niektorych pozycjach rpoB skutkuja: (i) zmniejszong
wrazliwoscig szczepow Staphylococcus aureus na wankomycyne (Watanabe 1 wsp., 2010),
(i) zmniejszong wrazliwoscig Brucella abortus na trimetoprim/sulfametoksazol
(Sandalakis 1 wsp., 2012), (iii) zmniejszong wrazliwoscig Mycobacterium tuberculosis na
ofloksacyne (Louwe i wsp., 2011) czy (iv) zwiekszong opornos$cia enterokokow na niektore
cefalosporyny (Kristich i Little, 2012). Jednak przeprowadzone przeze mnie badania nie
wykazaly wplywu mutacji w genie rpoB na zmian¢ wrazliwosci szczepodw
L. monocytogenes.

Mutacje w genach metabolizmu podstawowego, ktore prowadza do pojawienia si¢ fenotypu
opornos$ci, moga jednoczesnie negatywnie wpltywaé na przebieg niektorych proceséw
metabolicznych, co objawia si¢ np. obnizeniem tempa wzrostu szczepdéw opornych,
zmniejszeniem efektywnosci wirulencji itp. W celu okreslenia jaki wptyw na kondycje
szczepow opornych na ryfampicyn¢ maja poszczegbdlne mutacje w genie IpoB,
przeprowadzono tzw. pairwise competition assay, zgodnie z procedurg opisang przez

15



Dorota A. Korsak
Zalgcznik 2 [Autoreferat w jezyku polskim]

Cohan i wsp. (1994). Wykazano, ze jedynie mutacje prowadzace do zmiany GIn470Lys
i1 Gly479Asp nie mialy wplywu na kondycj¢ mutantdw. Pozostate substytucje w réznym
stopniu wplywaty na obnizenie "kondycji" szczepdw opornych, co nie bylo zwigzane z
poziomem opornosci na ryfampicyne, do ktorej prowadzita okreslona zmiana. Podobne
wyniki otrzymano badajac wptyw mutacji w genach rpoB na "kondycje" takich bakterii jak
Bacillus subtilis (Cohan i wsp., 1994), E. coli (Reynolds, 2000) czy S. aureus (Wichelhaus
i wsp., 2002). Jednak w przypadku takich bakterii jak Enterococcus faecium pokazano, ze
wigkszy wplyw na obnizenie kondycji szczepéw opornych miaty zmiany, ktore
warunkowaty wyzszy poziom opornosci (Enne i wsp., 2004).

Zakazenia wywolane przez L. monocytogenes zazwyczaj wymagaja leczenia srodkami
przeciwbakteryjnymi. Alternatywa dla standardowej terapii, ktérg jest polaczenie
antybiotykow z grupy [(-laktamow (gldwnie penicyliny lub ampicyliny) =z
aminoglikozydami (np. gentamicyng), jest zastosowanie tzw. kotrimoksazolu, w sktad
ktorego wchodzg dwa chemioterapeutyki — trimetoprim i sulfametoksazol (Hof, 2004).
Kotrimoksazol, w monoterapii lub lacznie z innymi antybiotykami, stosowany jest gtownie
w przypadku pacjentow, u ktorych stwierdzono nietolerancje na [-laktamy lub w
przypadku niepowodzenia terapeutycznego po zastosowaniu standardowej procedury
leczenia (Fernandez-Sabe i wsp., 2009; Grant i wsp., 2010; Giinther i Philipson, 1982;
Merle-Melet i wsp., 1996; Spitzer i wsp., 1986; Winslow i Pankey, 1982).

Kolejny cel badawczy, ktory postawitam przed soba, polegat na zbadaniu czestosci
pojawiania si¢ opornosci L. monocytogenes na trimetoprim, a nast¢pnie wyjasnieniu
molekularnego podtoza opornosci.

Mechanizm dziatania trimetoprimu polega na blokowaniu jednego z etapow syntezy
kwasu foliowego. Jednym z kluczowych enzymoéw w szlaku tetrahydrofoliowym jest
reduktaza dihydrofolianowa (ang. dihydrofolate reductase, DHFR). DHFR Kkatalizuje
redukcje 7,8-dihydrofolianu do 5,6,7,8-tetrahydrofolianu zalezng od NADPH. Ze wzgledu
na analogie¢ strukturalng z dihydrofolianem, trimetoprim u bakterii jest konkurencyjnym
inhibitorem tego enzymu (Huovinen i wsp., 1995) Zapobiega on konwersji kwasu
dihydrofoliowego do tetrahydrofoliowego, powodujac wyczerpanie tego ostatniego.
Niedobor foliandw prowadzi do $§mierci bakterii.

W pierwszym etapie prowadzonych przeze mnie badan, stosujgc procedure polegajaca
na posiewie szczepu referencyjnego L. monocytogenes ATCC 13932 na podloze
uzupelnione trimetoprimem w stezeniu 10 razy wartos¢ MIC dla tego szczepu, otrzymatam
64 kolonie oporne na ten chemioterapeutyk. Mutanty oporne pojawily si¢ z czgstotliwoscia
6,85 + 0,92 x 108 na komérke. Wyznaczone wartoéci MIC trimetoprimu dla wszystkich
analizowanych izolatow pokazatly, ze sa od 32 do 64-razy mniej wrazliwe na trimetoprim
w poroéwnaniu ze szczepem referencyjnym (warto$ci MIC miescily si¢ w granicach od 2 do
8 ug/ml). Na podstawie otrzymanych wynikow badania fenotypowego wszystkie izolaty
zakwalifikowano do kategorii niskoopornych na trimetoprim. Z danych literaturowych
wiadomo, Ze jednym z mechanizmow oporno$ci na trimetoprim sg zmiany w sekwencji
aminokwasowej reduktazy dihydrofolianowej, ktore skutkujg obnizeniem powinowactwa
enzymu do trimetoprimu. Dlatego tez w kolejnym etapie badan postanowitam sprawdzi¢
czy oporno$¢ jest wynikiem zmian w genie dhfr i/lub w obrgbie promotora tego genu.

Przeprowadzona in silico analiza genomu modelowego szczepu L. monocytogenes
EGD-e (GeneBank AL591824) pozwolita zidentyfikowa¢ gen Imol873, ktéry koduje
potencjalng reduktaze dihydrofolianowa, a takze promotor operonu 333, w sklad ktorego
wchodzi ten gen. Gen Imo1873 i promotor tego genu, wszystkich mutantow i szczepu
wzorcowego, zostal zamplifikowany (PCR), a nastgpnie zsekwencjonowany. Analiza
pordwnawcza sekwencji izolatow opornych z sekwencja szczepu referencyjnego
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wrazliwego na timetoprim wykazata, ze wszystkie zmiany zaszly w obrebie genu Imo1873
I mialy one charakter transwersji lub tranzycji. Zmiany te skutkowaty substytucjami
aminokwasow w biatku Lmo1873. Zidentyfikowano zarowno pojedyncze (61 szczepow),
jak 1 podwodjne (3 szczepy) podstawienia aminokwasowe. Najczesciej wystepujaca
pojedyncza zmiana miata miejsce w pozycji 46 sekwencji aminokwasowej sekwencji biatka
Lmo1873. Transwersja cytozyny na adening (ACC—AAC) w sekwencji nukleotydowe;j
skutkowata podstawieniem treoniny na asparaging (33 z 61 izolatéw). Kolejna zmiana,
ktorag zidentyfikowano w przypadku 21 izolatow, polegata na substytucji metioniny na
waling w pozycji 20. Cztery izolaty mialy substytucje w pozycji 21 (prolina na leucyng),
natomiast trzy w pozycji 95, gdzie leucyna zastgpita waling. W przypadku trzech szczepdéw
stwierdzono substytucje dwoch aminokwasow. Co ciekawe, jedng z tych zmian byta
zamiana Thr46Asn, a wigc zmiana, ktora byla najczesciej identyfikowana w przypadku
izolatbw majacych pojedyncze zmiany w sekwencji aminokwasowej. Dwa z trzech
izolatow dodatkowo miaty zmiang Met20lle, a jeden Leu85Phe. Wykazano rowniez, ze
dodatkowe zmiany nie zwigkszaly wrazliwo$ci mutantow w porOwnaniu ze szczepami
niosgcymi tylko substytucje Thr46Asn.

W celu potwierdzenia, ze gen Im01873 koduje reduktaze dihydrofolianowsa, a opornosé¢
na trimetoprim izolatdow L. monocytogenes jest wynikiem punktowych zmian w genie
Im01873, skonstruowatam wektory ekspresyjne, ktore umozliwily uzyskanie ekspresji
wszystkich zmienionych wariantéw genéw Imo1873 w heterologicznym gospodarzu — E.
coli. Przeprowadzone przeze mnie badania pokazaty, ze szczepy E. coli niosgce zmienione
warianty genu Imol1873 charakteryzuja si¢ obnizong wrazliwo$cig na trimetoprim, w
poréwnaniu ze szczepem E. coli niosgcym "dzika" kopi¢ genu Imo1873.

Glowne osiggniecie poznawcze

e Wykazanie, ze punktowe mutacje w genie rpoB determinujg opornos¢ na ansamycyny
w spontanicznych mutantach L. monocytogenes.

e Identyfikacja nicopisanych wcze$niej u L. monocytogenes punktowych mutacji
w genie rpoB, w wyniku ktorych dochodzi do substytucji: Ser466Pro, GIn470Lys,
Arg486His, Leu490Pro i Pro521Leu.

e Wykazanie, ze w przypadku innych gatunkéw bakterii, zmiany w pozycjach
odpowiadajacych substytucjom w pozycji 473, 490 i 521 L. monocytogenes daja
odmienny efekt fenotypowy.

o Wykazanie, Ze zmiany w genie rpoB nie wplywaja na fenotyp wrazliwosci szczepow
mutantow na antybiotyki 1 chemioterapeutyki z innych niz ansamycyny grup
terapeutycznych.

e Wykazanie, ze gen Imo1873 L. monocytogenes koduje reduktaze dihydrofolianows.

o Woykazanie, ze punktowe mutacje w genie gen Imol873 determinuja niski poziom
opornosci L. monocytogenes na trimetoprim.

e Wykazanie, ze spontaniczne mutanty L. monocytogenes oporne na trimetoprim
pojawiaja sie z czestoscia 1078,

e Wykazanie, ze zmiana kodonu ACC w sekwencji genu Imo1873, kodujacego treoning
w pozycji 46 biatka, dominuje wérod szczepéw opornych i1 determinuje oporno$¢ na
wysokie stezenia trimetoprimu.

e Identyfikacja nieopisanej wczesniej u innych gatunkéw bakterii punktowej mutacji w
genie kodujagcym reduktaze¢ dihydrofolianowa, w wyniku ktorych dochodzi do
substytucji Thr46Asn.
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E. Detekcja i charakterystyka determinantéw opornosci sprzezonych z mobilnym
DNA niepatogennych szczepéw Listeria spp., izolowanych z zakladow przetworstwa
Spozywczego

Publikacje:

Korsak D., M. Szuplewska. 2016. Characterization of nonpathogenic Listeria species
isolated from food and food processing environment. International Journal of Food
Microbiology, 238: 274-280

Korsak D., C. Chmielowska, M. Szuplewska, D. Bartosik. 2019. Prevalence of plasmid-
borne benzalkonium chloride resistance cassette bcrABC and cadmium resistance cadA
genes in nonpathogenic Listeria spp. isolated from food and food-processing
environments. International Journal of Food Microbiology, 290: 247-253

Kolejne badania miaty na celu analize wystgpowania fenotypow opornosci wsrod
niepatogennych gatunkow Listeria spp. Badania te rozpoczetam od zgromadzenia puli
szczepdw, W tym 75 L. innocua, 49 L. welshimeri, 2 L. seeligeri i 1 L. grayi. Wszystkie te
szczepy zostaly nastgpnie scharakteryzowane pod wzgledem wrazliwosci na (i) osiem
antybiotykow 1 chemiterapeutykéw, (ii) chlorek benzalkoniowy (BC) — S$rodek
dezynfekcyjny nalezacy do czwartorzgdowych soli  amoniowych  stosowany
w przetworstwie spozywczym, (iii) jony metali takich jak kadm (Cd) i arsen (As).
Przeprowadzona zostata rowniez analiza czesto$ci wystepowania pozachromosomowych
elementow genetycznych — plazmidéw, mogacych przenosi¢ determinanty opornosci w
wyniku HGT.

Wykazano, ze dwa analizowane szczepy L. innocua byly oporne na tetracykling i
minocykling. Dowiedziono, ze oporno$¢ na te zwigzki spowodowana byta obecnosciag w
chromosomie obu szczepow pojedynczych kopii genu tet(M), ktory nie byt sprz¢zony z
ICE z rodziny Tn916-Tn1545. Znacznie wyzszg czgstos¢ wystgpowania opornosci wsrod
badanych szczepow stwierdzono w przypadku chlorku benzalkoniowego oraz kadm,
odpowiednio, 18,11% 1 55,91%. Natomiast wszystkie izolaty byly wrazliwe na arsen.
Zaobserwowano pewng korelacj¢ — wszystkie szczepy oporne na BC byly jednocze$nie
oporne na Cd. Jednak z drugiej strony, az 67,61% izolatéw opornych na Cd byta wrazliwa
na BC. Analiza profili replikonéw pozachromosomowych wykazata obecnos$¢ plazmidow,
w zakresie wielkosci 50-90 kpz, w 61 izolatach. Na podstawie wynikow analizy
restrykcyjnej (RFLP) plazmidy te pogrupowano, wyrdzniajac 12 profili. Co ciekawe,
plazmidy o tym samym profilu wystepowaty w izolatach danego gatunku. Wyjatek
stanowity plazmidy zakwalifikowane do typu [, wystepujace w 6 szczepach L. innocua oraz
w 1 szczepie L. welshimeri, co moze wskazywa¢ na mozliwo$¢ koniugacyjnego transferu
tego replikonu. Wykazano, ze istnieje korelacja miedzy opornoscia na BC a obecnoscia
plazmidow — wszystkie oporne izolaty niosty plazmidy. Zaobserwowano rowniez zwigzek
miedzy oporno$cig na Cd i obecnoscia plazmidow w szczepach L. innocua i L. seeligeri.
Natomiast w przypadku L. welshimeri, 23,08% szczepow opornych nie zawierato plazmidu,
co sugerowato, ze determinanty opornosci zlokalizowane sa w chromosomach tych
szczepow (Korsak 1 Szuplewska, 2016).

Gléwnym naturalnym zrodtem metali cigzkich w $rodowisku jest erozja skat
1 aktywno$¢ wulkaniczna, jednak najwiecej ich dociera w wyniku dziatalnosci cztowieka,
tj. z przemystu wydobywczego, hutnictwa, rolnictwa, odpadéw komunalnych. Metale
cigzkie uruchomione z mineratow droga naturalng lub antropogeniczng trafiajg do tfancucha
troficznego i oddziatujg na organizmy, w tym bakterie. Wzrost i rozw6j mikroorganizmow
w $srodowisku zanieczyszczonym metalami cig¢zkimi jest mozliwy dzigki wyksztalceniu
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roznych mechanizmdéw opornosci. Z kolei czwartorzedowe sole amoniowe, dzigki swym
wiasciwosciom bakteriobdjczym i grzybobdjczy, juz od lat 30 XX wieku sg stosowane na
szerokg skalg, jako $rodki dezynfekcyjne. Zwigzki te odgrywaja kluczowag rolg w
kontrolowaniu rozprzestrzeniania si¢ patogenow w srodowisku szpitalnym, w srodowisku
przetworstwa zywnosci, a takze w gospodarstwach domowych. Jednak ich dtugotrwate
stosowanie spowodowato powstanie opornosci wsrdd szczepow bakteryjnych, jak rowniez
grzybow (Gerba, 2015).

Chociaz do$¢ duzo wiadomo na temat podtoza genetycznego opornosci na chlorek
benzalkoniowy i kadm w szczepach L. monocytogenes, brak jest takich danych dla
szczepOéw niepatogennych z tego rodzaju taksonomicznego. Rozpoczetam zatem badania
opornosci na BC i Cd w puli niepatogennych Listeria spp. Postawitam sobie kilka celow:
(1) zidentyfikowanie determinantow opornosci na BC i Cd, (ii) okreslenie ich lokalizacji w
genomach szczepdw opornych oraz (iii)) zbadanie mozliwos¢ ich transferu do
L. monocytogenes. Badaniami objeto 67 izolatdw fenotypowo opornych na Cd, w tym 22
opornych takze na BC.

Gltowna strategia opornosci L. monocytogenes na czwartorzedowe sole amoniowe, w
tym BC polega na usuwaniu tych zwiazkow z komorek na drodze aktywnego transportu
przy udziale specyficznych biatek btonowych tzw. pomp. Do tej pory, w opornych
szczepach L. monocytogenes zidentyfikowano, zarowno w chromosomie jak i ruchomych
elementach genetycznych, kilka genow kodujacych tego typu biatka: (i) gacH w
transpozonie Tn6188, usytuowanym w chromosomie (Miiller i wsp., 2013; Miiller i wsp.,
2014), (i) gacA i qacEA1-sul (Xu i wsp., 2014), (iii) emrE zlokalizowany w obrebie wyspy
genomowej LGI1 szczepu L. monocytogenes odpowiedzialnego za epidemig¢ listeriozy w
Kanadzie w 2008 r. (Kovacevic i wsp., 2016), (iv) mdrL zlokalizowany w chromosomie
(Mereghetti i wsp., 2000; Romanova i wsp., 2002; Romanova i wsp., 2006), (v) emrC
zlokalizowany w plazmidzie pLMST6 (Kremer i wsp., 2017), (vi) kaseta bcrABC, w sktad
ktorej wchodza trzy geny, a ktora pierwotnie zostata zidentyfikowana w transpozonie
znajdujacym si¢ w plazmidzie pLM80 (Dutta 1 wsp., 2013; Elhanafi i wsp., 2010). Kasete
bcrABC identyfikowano rowniez w chromosomach szczepdéw L. monocytogenes (Dutta i
wsp., 2013).

Rowniez oporno$¢ na Cd zwigzana jest z aktywnym transportem. W szczepach
L. monocytogenes zidentyfikowano cztery rézne determinanty: (i) cadAl zwigzany z
transpozonem Tn5422 znajdowanym w plazmidach (Lebrun i wsp., 1994a; Lebrun i wsp.,
1994b), (ii) cadA2 zlokalizowany w duzych plazmidach, np. pLM80 niosacym réwniez
kasete bcrABC (Kuenne i wsp., 2010; Mullapudi i wsp., 2008; Nelson i wsp., 2004), (iii)
cadA3, zwigzany z elementami ICE L. monocytogenes EGDe (Glaser i wsp., 2001) oraz
(iv) cadA4 zidentyfikowany w chromosomie szczepu L. monocytogenes Scott A (Briers i
wsp., 2011).

W celu okreslenia genetycznego podtoza opornosci na BC 1 Cd wszystkie szczepy
zostaty przebadane pod katem obecnosci kasety bcrABC i genéw cadA (cadAl- cadA4).
Przeprowadzona analiza pokazata, ze 95,5% (21 z 22) szczepdéw fenotypowo opornych na
BC posiadato kasete bcrABC. Szczepy te mialy rowniez gen cadAl (7 izolatow)
lub cadA2 (14 izolatéw). Obecnosé gendw opornosci byta skorelowana z plazmidami I lub
I11 profilu restrykcyjnego. W jednym szczepie fenotypowo opornym na BC i Cd, L. innocua
27/06, nie stwierdzono obecnosci kasety bcrABC, jednak szczep ten zawieral gen cadAl. Z
kolei izolaty fenotypowo oporne na Cd i wrazliwe na BC, mialy tylko jeden wariant genu
cadA — cadAl. Wyjatek stanowito 15 izolatoéw L. innocua, w tym 12 bezplazmidowych i 3
majace plazmidy o tym samym profilu restrykcyjnym. W szczepach tych nie
zidentyfikowano zadnego wariantu cadA, co moze sugerowaé, ze opornos¢ na Cd ma inne
niz poznane do tej pory dla L. monocytogenes podloze genetyczne. Przeprowadzona
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hybrydyzacja DNA-DNA pokazata, ze wszystkie zidentyfikowane geny, bcrABC, cadAl i
cadA2, zlokalizowane sa w plazmidach reprezentujacych wszystkie wyznaczone profile
restrykcyjne.

W kolejnych eksperymentach sprawdzono, czy plazmidy reprezentujace poszczegdlne
profile restrykcyjne sg zdolne do transferu koniugacyjnego do komoérek L. monocytogenes.
Okazalo sig, ze tylko jeden plazmid, ktéry nazwano pLIS1 (niosacy geny bcrABC i cadA2,
profil 111), pochodzacy ze szczepu 40/70 L. welshimeri, jest przenoszony z wysoka
czestoscig do L. monocytogenes 10403S. Do transferu nie byt zdolny zaden plazmid niosacy
gen cadAl. Moze to $wiadczy¢ o tym, ze plazmidy niosgce ten gen nie sg koniugacyjne.
Nie mozna jednak mozna wykluczy¢, ze te replikony mogg wymagaé jak dotad nie
zidentyfikowanych czynnikéw lub warunkow, ktére umozliwiag skuteczny transfer.

Analiza pelnej sekwencji nukleotydowej plazmidu pLIS1 wykazala, ze ma on wielko$¢
81588 pz. Plazmid ten oprocz gendw zaangazowanych replikacje, stabilizacje i transfer,
zawiera rowniez geny nadajacych fenotypy opornosci na BC i Cd. Analiza poréwnawcza
sekwencji pLIS1 z sekwencjami innych plazmidéw Listeria spp. zdeponowanymi w bazach
danych wykazala, ze jest on blisko spokrewniony z plazmidami typu pLMSO0,
pochodzacymi ze szczepow L. monocytogenes. Wysoki poziom identyczno$ci sekwencji
tych replikonow, wystepujacych w szczepach izolowanych z réznych srodowisk sugeruje,
ze ich rozprzestrzenienie jest wynikiem silnej presji selekcyjnej. Co ciekawe, wspolng
cecha pLIS1 i plazmidow pokrewnych, oprocz obecnosci gendw opornosci, jest obecnosé
licznych elementow transpozycyjnych (TE). Wydaje si¢ wigc, ze TE odgrywaja wazna rolg
w zarOwno promowaniu rearanzacji plazmidéw bakterii z rodzaju Listeria spp., jak i
nabywaniu determinantéw opornosci.

Glowne osiggniecie poznawcze

e Wykazanie, ze oporno$¢ na antybiotyki 1 chemioterapeutyki wsrdd niepatogennych
szczepOw Listeria wystepuje z bardzo niskg czgstoscig — 1,57%.

e Wykazanie, ze gen tet(M), wystepujacy w pojedynczej kopii w chromosomie szczepow
opornych na tetracykliny, nie jest zwigzany z ICE, co ogranicza jego transfer do innych
gatunkow Listeria spp.

e Wykazanie, po raz pierwszy, istnienia korelacji pomi¢dzy opornoscia na BC, Cd i
obecnoscia plazmidow w niepatogennych szczepach Listeria spp.

e Wykazanie, po raz pierwszy, ze opornos$¢ na Cd niepatogennych szczepoéw Listeria spp.
zwigzana jest z obecno$cig genow cadAl i cadA2.

e Wykazanie, po raz pierwszy, ze oporno$¢ na chlorek benzalkoniowy niepatogennych
szczepOw Listeria spp. zwigzana jest z obecno$cig kasety bcrABC.

e Identyfikacja i kompleksowa analiza genomiczna nieopisanego wczesniej plazmidu
L. welshimeri.

e Wykazanie, ze pLIS1 jest plazmidem koniugacyjnym.

PODSUMOWANIE

Przedstawione w niniejszym wniosku prace, w ktorych opisano rozpowszechnienie
opornosci na rozne $rodki przeciwbakteryjne wsrdd bakterii z rodzajow Campylobacter i
Listera, izolowanych z zywnoS$ci i $rodowiska zwigzanego z produkcja zywnosci, oraz
molekularne podtoze tego zjawiska, obejmowaly badania z zakresu mikrobiologii,
mikrobiologii zywno$ci 1 genetyki bakterii. Badania te umozliwity poznanie mechanizméw
umozliwiajacych przystosowanie si¢ tych bakterii do przezycia w srodowisku, w ktorym
istnieje silna presja selekcyjna.
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Przeprowadzone badania pokazaly, ze mig¢so 1 podroby drobiowe znajdujace si¢ w
sprzedazy, a wigc bezposrednio dostepne dla konsumenta, sg zrédtem termotolerancyjnych
szczepoéw Campylobacter spp., opornych na antybiotyki i chemioterapeutyki stosowane w
leczeniu zakazen u ludzi. Niepokojace jest takze to, ze wiele analizowanych szczepoéw byto
opornych na wiecej niz jeden lek przeciwbakteryjny. Natomiast w przypadku bakterii z
rodzaju Listeria, zarowno L. monocytogenes, jak i gatunkow niepatogennych, opornos¢ na
leki przeciwbakteryjne byta na bardzo niskim poziomie. Po raz pierwszy wykazano jednak,
ze obecnos¢ w srodowisku antybiotykéw z grupy rifamycyn czy trimetoprimu, tj. lekéw
przeciwbakteryjnych, ktore mogg by¢ stosowane w terapii listeriozy, prowadzi do selekcji
szczepdw L. monocytogenes opornych na te zwiazki, a mechanizm oporno$ci zwigzany jest
punktowymi mutacjami w genach, ktorych produkty sg celem dziatania tych substancji.

Dzigki nabywaniu opornosci, bakterie sg w stanie przezy¢ w §rodowisku naturalnym,
w obecnosci np. toksycznych jonéw metali, czy tez w Srodowisku przetworstwa zywnosci,
w ktorym stosowane sg rozne $rodki dezynfekcyjne. Badania nad rozpowszechnieniem
opornos$ci na jony metali 1 Srodki dezynfekcyjne koncentrowaly sie do tej pory gtownie na
jednym gatunku — L. monocytogenes. W prowadzonych badaniach wykazano po raz
pierwszy, ze opornos¢ na metale toksyczne np. kadm czy $rodki dezynfekcyjne np. chlorek
benzalkoniowy wystepuje wsrdd niepatogennych szczepow Listeria z wysoka czestoscia,
oraz to, ze oporno$ci te mogg by¢ skorelowane, co oznacza, ze pojedynczy czynnik
selekcyjny moze prowadzi¢ do selekcji szczepow 0 fenotypach wieloopornych. Pokazano
réwniez, ze usytuowanie determinantow opornosci w ruchomych elementach genetycznych
— plazmidach — umozliwia ich przeniesienie drogg horyzontalnego transferu do L.
monocytogenes. Tak wiec niepatogenne gatunki z rodzaju Listeria moga stanowic
rezerwuar gendw o charakterze adaptacyjnym, w tym gendéw opornosci na $rodki
przeciwbakteryjne. Nalezy rowniez podkreslic, ze pLIS1, pierwszy plazmid
scharakteryzowany w szczepie z gatunku L. welshimeri, wykazuje wysokie podobienstwo
do grupy plazmidow typu pLM80 pochodzacych ze szczepow L. monocytogenes. Wysoki
poziom konserwatywnosci sekwencji tych replikonow, wystepujacych w roznych
gospodarzach izolowanych z réznych §rodowisk sugeruje, Zze moga one by¢ utrzymywane
w komorkach dzigki dziataniu silnej presji selekcyjne;.

Realizacja niniejszego osiggnigcia byla mozliwa dzigki wykorzystaniu zar6wno
klasycznych, jak i nowoczesnych metod badawczych z zakresu fizjologii bakterii, biologii
molekularnej i bioinformatyki. Realizacja cze$ci badan byla mozliwa dzigki realizacji

wlasnego projektu badawczego, finansowanego przez MNiSW (projekt zakonczony w
NCN).

PLANY NAUKOWE

W najblizszych latach planuj¢ kontynuowac¢ badania, ktére dotycza identyfikacji
ruchomych elementéw genetycznych Listeria spp. Badania te dostarcza informacji na temat
struktury plazmidow, a takze pozwolg okresli¢ role tych replikonow w determinowaniu
specyficznych wlasciwosci poszczegdlnych szczepéw oraz oszacowaniu wplywu
przenoszonego przez nie egzogennego DNA na uksztattowanie struktury genoméw Listeria
spp.

Chciatabym rowniez rozpocza¢ nowe projekty naukowe.

Przeprowadzone przeze mnie analizy in silico sekwencji genomu L. monocytogenes
EGD-e pozwolity zidentyfikowa¢ kilkanascie gendw potencjalnie kodujacych biatka
btonowe, ktére na drodze aktywnego transportu moga uczestniczy¢é w transporcie na
zewnatrz komorki roznych zwigzkow, w tym zwigzkoéw o dziataniu przeciwbakteryjnym.
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Celem planowanych badan bedzie wigc wyjasnienie roli biatek transportowych w
powstawaniu tolerancji lub opornosci L. monocytogenes na roézne zwiagzki o dziataniu
przeciwbakteryjnym, a takze okreslenie ich funkcji w procesie tworzenia biofilmow oraz
utrzymywaniu homeostazy komorkowe;.

W trakcie prowadzonych przeze mnie badan zgromadzitam takze kolekcje szczepow

Cronobacter spp., oportunistycznych bakterii patogennych, izolowanych z zywnos$ci oraz
ze Srodowiska naturalnego. Planuj¢ przeprowadzenie charakterystyki fenotypowej i
genetycznej tych szczepdéw, majacej na celu m.in. oszacowanie roli mobilomu w
determinowaniu cech fenotypowych i patogennych wiasciwosci tych bakterii.
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5. Omdéwienie pozostalych osiggnieé¢ naukowo-badawczych.

OSIAGNIECIA NAUKOWO-BADAWCZE PRZED UZYSKANIEM STOPNIA
DOKTORA

Publikacje:

Korsak D., J. Popowski. 1996. Detection of the coccoid form of Campylobacter jejuni
with the use polymerase chain reaction. Acta Microbiologica Polonica, 45: 305-308

Korsak D., J. Popowski. 1997. Campylobacter jejuni in coccoid form does not reverse
into spiral form in chicken guts. Acta Microbiologica Polonica, 46: 409-412

Popowski J., A. Lekowska-Kochaniak, D. Korsak. 1997. The incidence of heat tolerant
Campylobacter in rivers and lakes of the Warsaw region. Roczniki PZH, 48: 253-262

25


https://www.who.int/en/news-room/fact-sheets/detail/campylobacter
https://www.who.int/mediacentre/factsheets/listeriosis/en/

Dorota A. Korsak
Zalgcznik 2 [Autoreferat w jezyku polskim]

Popowski J., D. Korsak. 2004. Campylobacter jejuni coccoid forms and food safety PCR
and electron microscope study. Zywienie Cztowieka i Metabolizm, 31: 295-303

Bakterie nalezgce do rodzaju Campylobacter to mikroaerofilne spiralne, ruchliwe
pateczki, ktére w niesprzyjajacych warunkach $rodowiska moga ulec transformacji
z formy spiralnej do formy kokoidalnej. Niektorzy badacze uwazaja, ze formy kokoidalne
bakterii Campylobacter to komorki zywe, lecz nie hodowalne, tzw. VBNC (ang. viable but
non-culturable), ktore w sprzyjajacych warunkach mogg powrdci¢ do swojej pierwotnej
postaci morfologicznej. Inni uwazajg, ze to formy degeneracyjne, ktore sa przejawem
$mierci komorki bakteryjne;.

Prace naukowa w Pracowni Mikrobiologii Narodowego Instytutu Zywnosci
i Zywienia rozpoczelam od badan, ktore miaty na celu wyjasnienie, czy formy kokoidalne
bakterii z rodzaju Campylobacter maja charakter degeneracyjny, czy tez stanowig rodzaj
formy spoczynkowe;j.

Przeprowadzone badania wykazaty, ze komorki C. jejuni inkubowane w roztworze soli
fizjologicznej warunkach tlenowych ulegaja transformacji do form kokoidalnych, a im
wyzsza temperatura inkubacji, tym proces ten przebiega szybciej (95% komorek uleglo
przeksztatceniu juz po 1 dniu inkubacji w temp. 37 °C , natomiast po 19 dniach inkubacji
w temp. 4 °C). Wraz ze wzrostem procentowego udzialu komorek kokoidalnych w
populacji 1 wydtuzeniem czasu inkubacji, obserwowano stopniowy spadek oznaczalno$ci
bakterii metoda PCR, co bylo prawdopodobnie wynikiem degradacji DNA. Uzyskane
wyniki pokazaly, ze formy kokoidalne zachowuja swojg integralno$¢ przez krotki czas.
Wraz z jego uptywem ulegaja stopniowej degradacji (Korsak i Popowski, 1996; Popowski
i Korsak, 2004). Badania na zwierzetach (dwudniowe kurczaki) pokazaty rowniez, ze
formy kokoidalne nie sg w stanie ulec rewersji do zywej formy spiralnej (Korsak 1
Popowski, 1997). Wyniki tych badan pozwolity wnioskowaé, Ze kokoidalne formy
Campylobacter stanowig faz¢ przejsciowa w trakcie zamierania populacji i nie spetniajg tez
kryteriow pozwalajacych zaliczy¢ je tzw. form VBNC.

Roéwnolegle uczestniczytam w badaniach, ktorych celem byto poszerzenie informacji
dotyczacych wystgpowania termotolerancyjnych bakterii z rodzaju Campylobacter
w roznego rodzaju wodach powierzchniowych (rzeki 1 wody stojace) oraz na powierzchni
r6znych obiektow znajdujacych si¢ na dnie tych zbiornikow. Wyniki pokazaty, ze okoto
70% probek wody byto zanieczyszczonych Campylobacter, podczas gdy zanieczyszczenie
podwodnych  obiektow utrzymywalo si¢ na znacznie nizszym  poziomie
i wynosito 33%. Dominujagcym gatunkiem byt C. jejuni. W wodzie stwierdzono réwniez
obecnos¢ takich gatunkow jak C. coli i C. lari podczas gdy na powierzchni obiektow tylko
C. coli. Analiza otrzymanych wynikéw wykazata, ze glownym zroédlem zanieczyszczenia
wad sg $cieki gospodarcze 1 komunalne, a w mniejszym stopniu odchody dzikich ptakow.
Badanie obecnosci Campylobacter w probkach wody w lepszym stopniu oddawato
rzeczywisty stopien zanieczyszczenia danego zbiornika tg bakterig niz badanie obiektow
statych w wodzie (Popowski i wsp., 1997).

Przedstawione badania finansowane byty z grantu KBN nr 4 S40401707.
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Krynicka. 2000. Genetic diversity of the Campylobacter genes coding immunodominant
proteins. FEMS Microbiology Letters, 185: 43-49
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Kolejne badania, w ktorych bratam udziat dotyczyly zbadania zroéznicowania
wybranych genoéw bakterii Campylobacter. Punktem wyjs$cia byto zidentyfikowanie w
szczepie C. jejuni 72Dz/92 Lior 71 trzech genow [cjaA (ompH1), cjaC (hisd) i cjaD
(omp18)], ktore, jak wynikato z danych literaturowych, koduja biatka o silnych
wlasciwosciach immunogennych. Biatka te to potencjalni kandydaci na szczepionkg¢ anty-
Campylobacter. Stosujac metode hybrydyzacji i western-blot potwierdzono obecno$¢
biatek CjaA, CjaC i1 CjaD we wszystkich 30 badanych klinicznych szczepach
Campylobacter. Jednak stosujac metod¢ PCR, w ktorej wykorzystywano rézne pary
starterow geny zidentyfikowano je jedynie w 10 sposréd analizowanych szczepach.
Przeprowadzone in silico analizy wykazaly roznice w sekwencji nukleotydowej
w poszczegdlnych genach miedzy réznymi szczepami.

W przypadku cjaC zmiany obejmowaly gléwnie region 5’ genu, natomiast
w przypadku dwoch pozostatych gendw polimorfizm dotyczyt catych genow. Wiekszos¢
obserwowanych podstawien nukleotydow wystapita w pozycji trzeciej kodonu, a wigc byly
to mutacje ciche.

Przeprowadzone badania pokazaly, ze pomimo tego, ze geny cjaA, cjaC i cjaD
wykazujg polimorfizm sekwencji nukleotydowej, koduja one biatka o wlasciwosciach
immunogennych.

Publikacja:

Korsak D., K. Dzierzanowska-Fangrat, J. Popowski, E. Rozynek. 2004. Wystgpowanie
markerow zjadliwosci iam w szczepach Campylobacter jejuni i Campylobacter coli
izolowanych z tusz drobiowych. Roczniki PZH, 55: 307—312

Punktem wyjscia badan opisanych w ww. pracy byty doniesienia dotyczace korelacji
pomiedzy sekwencja DNA zwang iam (ang. invasion associated marker), zidentyfikowana
w genomach niektorych szczepow C. jejuni i C. coli, a inwazyjnoscia szczepdw niosacych
ten marker. Zaobserwowano wcze$niej korelacje miedzy obecnos$cig tej sekwencji w
Campylobacter spp. a stanami biegunkowymi wywolywanymi przez te bakterie. Gtownym
celem badan byto okreslenie czesto$ci wystepowania markera iam w szczepach
Campylobacter izolowanych z tuszek drobiowych. Z kloaki kurczat wyizolowano 70
szczepOw termotolerancyjnych bakterii Campylobacter, w tym 48 szczepow C. jejuni i 22
C. coli. Wykazano, ze marker iam obecny jest w genomach wszystkich szczepow C. coli i
69% szczepoéw C. jejuni. Uzyskane wyniki potwierdzity podejrzenia, ze drob stanowi
bardzo istotny potencjalny rezerwuar inwazyjnych 1 patogennych dla cztowieka szczepow
Campylobacter.

Publikacja:

Korsak D., M. Siwinska, J. Zawadzka, Z. Markiewicz. 2002. The penicillin- binding
proteins of Listeria monocytogenes - a re-evaluation. Acta Microbiologica Polonica,
51:5-12

Réwnolegle do badan realizowanych w Samodzielnej Pracowni Mikrobiologii Instytutu
Zywno$ci i Zywienia rozpoczetam badania w grupie pod kierunkiem prof. dr hab.
Zbigniewa Markiewicza w Zakladzie Mikrobiologii Ogolnej Instytutu Mikrobiologii
Wydziatu Biologii UW. Badania te dotyczyly charakterystyki grupy biatek zdolnych do
wigzania penicyliny i innych antybiotykow f-laktamowych, ktére nazwano biatkami
wigzgcymi penicyling (PBP, ang. penicillin binding proteins). Enzymy te, zlokalizowane w
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btonie cytoplazmatycznej wszystkich bakterii syntetyzujacych peptydoglikan, katalizuja
ostatnie etapy biosyntezy tego polimeru. Badania rozpocze¢lam od wstepnej charakterystyki
biatek PBP L. monocytogenes EGD. W pierwszym etapie badan przeprowadzitam
identyfikacj¢ tych biatek, ktora polegata na badaniu kompleksow utworzonych z biatek
(izolowanych z blony cytoplazmatycznej) oraz wyznakowanej radioaktywnie penicyliny
benzylowe;. Analizujac WzOr biatek izolowanych z komorek
L. monocytogenes EGD, otrzymany po rozdziale w zelu SDS-PAGE i przeprowadzonej
fluorografii, zidentyfikowano pig¢ prazkéw, ktére odpowiadaty poszczegodlnym biatkom
PBP zwigzanym z radioaktywnym antybiotykiem. Okreslona zostala, w pojedynczej
rosnacej komorce szczepu EGD L. monocytogenes, zaréwno taczna liczba czasteczek PBP,
jak 1 liczba poszczegolnych PBP. Wyznaczono rowniez przyblizone masy poszczegolnych
PBP L. monocytogenes EGD, ktore wahaty si¢ od 95 kDa dla PBP1 do 48 kDa dla PBPS.
Badania te daly poczatek badaniom, ktorych celem bylo okreslenie funkcji,jakie w komorce
L. monocytogenes petni/pelniag drobnoczasteczkowe biatka PBP. Badania te weszly w sktad
mojej rozprawy doktorskiej.

OSIAGNIECIA NAUKOWO-BADAWCZE PO UZYSKANIU STOPNIA
DOKTORA

Publikacje:
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Biatka nalezace do klasy wysokoczasteczkowych PBP s3 glownymi enzymami
odpowiedzialnymi za syntez¢ peptydoglikanu. Dzigki aktywnosci transglikozylazy i/lub
transpeptydazy, katalizujg zar6wno reakcj¢ wilaczania prekursora do istniejgcej mureiny
(powodujac tym samym wydtuzanie tancucha cukrowego), jak 1 wytwarzanie wigzan
peptydowych. Enzymy te odgrywaja wiec kluczowa role we wzroscie komorki bakteryjne;j,
determinowaniu jej prawidtowego ksztattu, a takze w formowaniu septy i1 przebiegu
procesu podziatu komorkowego. Biatka zaliczane do klasy niskoczasteczkowych PBP nie
uczestniczag w syntezie peptydoglikanu, ale modyfikuja go. Usuwaja one ostatnig
czasteczke D-alaniny z pentapeptydu prekursora (DD-karboksypeptydazy) lub hydrolizuja
istniejgce w peptydoglikanie wigzania poprzeczne, taczace boczne peptydy sasiednich
tancuchéw cukrowych (DD-endopeptydazy). Decyduja tym samym o stopniu usieciowania
mureiny. Uwaza si¢, ze biatka te pelnig istotng role w determinowaniu ksztattu komoérki
bakteryjnej.

Analiza in silico sekwencji genomu L. monocytogenes EGD-e (GeneBank: AL591824)
pozwolita zidentyfikowa¢ gen Imo2574, ktory wykazywat wysokie podobienstwo do
genow kodujacych niskoczasteczkowe PBP innych gatunkéw bakterii.

W przeprowadzonych badaniach wykazano, ze gen Imo2574 koduje niskoczasteczkowe
biatko PBP5. Biatko to specyficznie rozpoznaje wigzanie peptydowe pomiedzy dwiema
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czgsteczkami D-alaniny w reszcie D-alanylo-D-alaninowej jednego z syntetyzowanych
w cytoplazmie prekursoréw mureiny, UDP-MurNAc-L-Ala-D-Glu-L-Lys-D-Ala-D-Ala.
PBPS jest wigc enzymem o aktywno$ci DD-karboksypeptydazy. Wykazano rowniez, ze
enzym nie posiada aktywno$ci DD-endopeptydazy poniewaz nie rozpoznaje wigzania D-
alanina-D-A;pm w poprzecznych mostkach peptydowych, taczacych sgsiednie tancuchy
cukrowe peptydoglikanu. Biatko to charakteryzowato si¢ wysoka aktywnos$cig wobec
muropeptydow a stosunkowg niskg wobec, nie trawionej muramidazg, mureiny E. coli. Tak
wigc substratami in vivo dla tego biatka sg niskoczgsteczkowe fragmenty mureiny, a wigc
muropeptydy o strukturze monomeroéw, ktore powstajg w trakcie obrotu metabolicznego
peptydoglikanu (tzn. w trakcie zachodzacych rownolegle procesow jego syntezy i
degradacji). Badania pokazaty, ze biatko wykazuje aktywno$¢ katalityczng w szerokim
zakresie pH, osiggajac maksymalng aktywnos$¢ przy pH 4,5 a w obecnosci penicyliny
(bedacej strukturalnym analogiem D-alanylo-D-alaniny) pentapeptyd prekursora mureiny nie
ulega hydrolizie do tetrapeptydu, co jest spowodowane zahamowaniem aktywnos$ci enzymu
wskutek utworzenia stosunkowo trwatego (w $rodowisku wodnym) kompleksu migdzy
penicyling, a biatkiem PBP5. W obecnosci penicyliny bialko traci zatem aktywno$¢ DD-
karboksypeptydazy (Korsak i wsp., 2005a).

W celu wyjasnienia roli, jaka pelni w komorce L. monocytogenes PBP5
skonstruowano mutanta insercyjnego w genie Imo2754. Analiza funkcjonalna wykazata, ze
DD-karboksypeptydaza kodowana przez gen Imo2754 nie jest niezbedna do wzrostu
1 przezycia L. monocytogenes w warunkach laboratoryjnych. Jednak brak tego biatka
wydluza czas generacji szczepu mutanta i zwicksza liczbe warstw peptydoglikanu (Korsak
1 wsp., 2005a). Zmiany w profilu muropeptydowym polegajace na drastycznym obnizeniu,
W mureinie mutanta, ilosci muropeptydow, zawierajacych tancuchy peptydowe, sktadajace
si¢ z trzech aminokwasOw oraz pojawienie si¢ muropeptydow, zardwno w postaci
monomerdw, jak 1 oligomerdéw, ktore podstawione sg tancuchami pentapeptydowymi
Swiadczy o tym, ze PBP5 odgrywa podstawowa role w modyfikowaniu peptydoglikanu
$ciany komorkowej (Korsak i wsp., 2005b).

Badania dotyczace aktywnoS$ci enzymatycznej biatka PBPS realizowane byly podczas
pobytu na stazu naukowym w laboratorium prof. Joachima-Volkera Holtje w Max-Planck-
Institut fiir Entwicklungsbiologie w Tybindze. Natomiast badania dotyczace roli biatka
PBP5 w modyfikowaniu peptydoglikanu (analiza profili muropetydowych) finansowane
byty z grantu uniwersyteckiego 2003/2004 r., ktorego bytam kierownikiem. Przedstawione
wyniki badan weszty w sktad rozprawy doktorskiej i zostaty opublikowane po uzyskaniu
przeze mnie stopnia doktora.

Po uzyskaniu stopnia doktora kontynuowalam moje zainteresowania biatkami PBP
L. monocytogenes EGD. W kolejnych przeprowadzonych badaniach stosujac roézne
znakowane fluorescencyjne pochodne antybiotykéw p-laktamowych (Bocillin-FL,
Bocillin-650 oraz Ampicillin-Alexa430) wykazano, ze 9 sposrod 10 zidentyfikowanych w
genomie L. monocytogenes EGD-e genow potencjalnie kodujacych biata PBP rzeczywiscie
koduje biatka nalezace do tej rodziny. Osiem z tych bialek zidentyfikowano traktujac
ekstrakt bialek izolowanych z komoérek L. monocytogenes znakowanymi antybiotykami (-
laktamowymi, natomiast dziewiate biatko, Lmo2812 (PBPD2), po uzyskaniu jego
nadekspresji w komorkach E. coli, a nastepnie oczyszczeniu metodg chromatografii.
Niemozno$¢ wizualizacji tego biatka w ekstrakcie biatkowym mogta by¢ spowodowana
niskim poziomem ekspresji genu kodujacego to biatko. W toku badan wykazano, ze gen
Im02812 koduje niskoczasteczkowe biatko Lmo2812 o aktywnosci DD-
karboksypeptydazy. Biatko to specyficznie rozpoznawato wigzanie peptydowe pomiedzy
dwiema czgsteczkami D-alaniny w reszcie D-alanylo-D-alaninowej syntetycznego
substratu — tripeptydu: NoaNe-Diacetyl-Lys-D-Ala-D-Ala  oraz  w  naturalnym
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monomerycznym pentapeptydzie - NAcGlc-NAcMur-L-Ala-D-Glu-L-Lys-D-Ala-D-Ala).
Bialko wykazywato aktywnos$¢ katalityczna w szerokim zakresie pH, osiagajac
maksymalng aktywnos¢ przy pH 7.0. Lmo2812 nie wykazywato natomiast aktywnos$ci
wobec nietrawionego peptydoglikanu E. coli ani wobec naturalnego dimerycznego
muropeptydu (NAcGIlc-NAcMur-tetrapeptyd-NAcGlc-NAcMur-pentapeptyd). Badania te
jednoznacznie pokazaty, ze substratami dla Lmo2812, podobnie jak dla PBPS5, sa
niskoczgsteczkowe fragmenty peptydoglikanu, wigc biatko to rowniez bierze udziat w jego
metabolizmie. W celu wyjasnienia roli, jaka w naturalnych procesach fizjologicznych oraz
w warunkach presji antybiotykowej pelni Lmo2812 skonstruowano zmutowane szczepy, z
delecja w genie Imo2812 oraz w genach Imo2812 i Imo2754. Przeprowadzona
charakterystyka fizjologiczna pokazata, ze mutanty te charakteryzujg si¢ wolniejszym
tempem wzrostu w pordwnaniu ze szczep dzikim oraz zmieniong morfologia komorek
(najwigksze zmiany morfologii obserwowano w przypadku mutanta AImo2812AImo2754
rosngcego w temperaturze 42 °C). Co ciekawe, nie obserwowano zadnych zmian morfologii
komoérek w mutancie pozbawionym tylko biatka PBP5 (Korsak i wsp., 2005a). Analiza
profilu muropeptydowego mutanta AImo2812 pokazata, ze brak Lmo2812 nie ma wplywu
na strukture peptydoglikanu. Natomiast w przypadku szczepu mutanta pozbawionego obu
funkcjonalnych niskoczasteczkowych biatek PBP zaobserwowano obnizenie ilosci
muropeptydow zawierajagcych tancuchy peptydowe, skladajacych sie z trzech
aminokwasow, a takze zwigkszenie iloSci muropeptydéw podstawionych tancuchami
pentapeptydowymi (Korsak i wsp., 2010). Identyczne zmiany obserwowano w przypadku
mutanta w genie Imo2754 (Korsak i wsp., 2005b).

Badania te realizowane byty we wspotpracy z prof. Gabrielem O Gutkind z Uniwersytetu
w Buenos Aires w Argentynie i Juanem A Ayala z Centro De Biologia Molecular Severoz
Madrytu w Hiszpanii.
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Podczas kolejnego pobytu na stazu naukowym w laboratorium prof. Joachima-Volkera
Holtje w Max-Planck-Institut fiir Entwicklungsbiologie w Tybindze zajelam sig¢
zagadnieniami dotyczacymi wyjasnienia roli, jaka w komorkach E. coli pelnig enzymy
zaliczane do grupy autolizyn. Autolizyny to enzymy, ktore biorg udziat w modyfikacji i
hydrolizie peptydoglikanu $ciany komorkowej bakterii. Wykazano miedzy innymi, ze
odgrywaja one role we wzroscie peptydoglikanu, rozdzielaniu si¢ komorek potomnych po
zakonczeniu procesu podziatu, w obrocie metabolicznym peptydoglikanu, indukcji syntezy
B-laktamaz, formowaniu funkcjonalnej struktury rzgski czy sporulacji 1 kietkowaniu.

E. coli posiada az 12 r6znych autolizyn, ktore mozna podzieli¢ na trzy klasy: trzy
amidazy (AmiA, AmiB i AmiC), ktore odcinaja peptyd od rdzenia cukrowego w
peptydoglikanie (rozcinajg wigzanie amidowe pomigdzy MurNAc i L-Ala), trzy DD-
endopeptydazy PBP 4, PBP 7 oraz MepA), ktore hydrolizuja wigzania poprzeczne mi¢dzy
sgsiednimi peptydami w peptydoglikanie i sze$¢ litycznych transglikozylaz (SIt70, MItA,
MItB, MItC, MItD, and EmtA), specyficznych muramidaz, ktére degradujac wigzanie
glikozydowe pomigdzy N-acetyloglukozaming i kwasem N-acetylomuraminowym w
tancuchu cukrowym jednoczes$nie katalizuja wewnatrzczasteczkowa transglikozylacje,
z wytworzeniem wigzania 1,6-anhydro w czgsteczce kwasu N-acetylomuraminowego.
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W trakcie prowadzonych badan przeprowadzona zostala charakterystyka fizjologiczna
mutantow wielokrotnych E. coli w genach kodujacych hydrolazy peptydoglikanu.
Okreslono m.in. ich wrazliwo$¢ na antybiotyki nalezace do roznych klas i o réznym
mechanizmie dziatania i jednocze$nie niskiej aktywno$ci wobec bakterii gramujemnych
oraz zbadano ich zdolno$¢ do syntezy B-laktamaz. Wykazano, ze mutanty pozbawione
wszystkich amidaz i jednej litycznej transglikozylazy - SIt70 oraz wszystkich litycznych
transglikozylaz charakteryzuja si¢ zwigkszong wrazliwos$cig na bacytracyng, erytomycyne,
galiderming 1 wankomycyne¢ w poréwnaniu ze szczep dzikim. Z kolei mutant pozbawiony
amidaz, w przeciwienstwie do szczepu dzikiego, tracit zdolno$¢ do przezycia w obecnosci
galiderminy i wankomycyny. Mutant pozbawiony wszystkich litycznych transglikozylaz
nie byl zdolny do syntezy indukowalnej obecnoscia cefoksytyny p-laktamazy, natomiast
mutant pozbawiony wszystkich amidaz oraz DD-endopeptydaz B-laktamaze wytwarzat.
Dodatkowo mutant pozbawiony litycznych transglikozylaz ulegal lizie w obecno$ci
penicyliny. Uzyskane wyniki jednoznacznie pokazaly, ze lityczne transglikozylazy sa
niezbedne E. coli do syntezy -laktamaz.

Wydaje si¢ wiec, ze zwigzki hamujace aktywno$¢ hydrolaz peptydoglikanu mogtyby
by¢ stosowane wraz z antybiotykami w terapii skojarzonej zakazenh wywotanych przez
bakterie gramujemne. Po pierwsze inhibitory amidaz moglyby by¢ wykorzystane w celu
zwigkszenia wrazliwo$ci bakterii gramujemnych na antybiotyki, ktére nie s3 wobec nich
aktywne. Jednym z istotnych mechanizméw opornosci bakterii na antybiotyki -laktamowe
jest zdolno$¢ do syntezy B-laktamaz, enzymow inaktywujacych czasteczke antybiotyku.
Zahamowanie aktywnoS$ci litycznych transglikozylaz moglo by by¢ sposobem na
blokowanie indukcji syntezy p-laktamaz przez bakterie gramujemne czego skutkiem
bytaby wrazliwo$¢ na antybiotyki - laktamowe.
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Po uzyskaniu stopnia doktora kontynuowatam badania nad termotolerancyjnymi
gatunkami z rodzaju Campylobacter. Celem tych badan byta, z jednej strony,
charakterystyka potencjatu inwazyjnego szczepéw Campylobacter tj., ocena czestosci
wystepowania wybranych markerow zjadliwosci odpowiedzialnych za patogennos$¢, a z
drugiej strony ocena ich wrazliwo$ci na wybrane antybiotyki i chemioterapeutyki oraz
identyfikacja mechanizméw opornosci. Badaniami objeto szczepy Campylobacter
izolowane z r6znych zrodet tzn. z materiatu klinicznego (wymazy z okolic odbytu od dzieci
z biegunka) oraz z surowcoOw zwierzg¢cych - tuszek drobiowych pochodzacych z rzeznii z
handlu detalicznego.

W wyniku przeprowadzonych badan wykazano, ze gen cadF, ktory koduje biatko blony
zewnetrznej bedace adhezyng obecny jest w DNA chromosomowym prawie wszystkich
szczepéw Campylobacter. Z kolei obecnos¢ regionu DNA zwanego iam stwierdzono w
83,3% szczepach C. coli izolowanych od dzieci i w 100% szczepach izolowanych z tuszek.
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Istotne roéznice zaobserwowano natomiast w przypadku szczepow C. jejuni — jedynie w
1,6% szczepow izolowanych od dzieci wykazano obecnos$¢ tego regionu i az 54,7%
szczepOw izolowanych z drobiu. Réznice pomigdzy szczepami izolowanymi z réznych
zrodet wykazano rowniez w przypadku genow, cdtA, cdtB i cdtC, kodujacych poszczegolne
podjednostki cytotoksyny. Wszystkie 3 geny zidentyfikowano prawie we wszystkich
szczepach C. jejuni niezaleznie od zrédta izolacji, natomiast w przypadku szczepow C. coli
w 5,6% pochodzacych z materiatu klinicznego 1 az 87,2% z drobiu. Zaobserwowane
réznice w czgstosci wystgpowania gendow CAtABC 1 regionu iam migdzy szczepami z
roznych zrodet mogt wskazywaé na to, ze w przypadku tych pacjentow drob nie byt
jedynym zrdédlem zakazenia (Rozynek i wsp., 2005).

W kolejnych badaniach przeprowadzono ocene wrazliwosci szczepéw Campylobacter
na wybrane antybiotyki i chemioterapeutyki. Wszystkie szczepy z drobiu i 97,1% szczepdw
wyizolowanych od dzieci bylo wrazliwych na makrolidy: erytromycyne i azytomycyng.
Natomiast najwigcej szczepow opornych byto na fluorochinolony (odpowiednio 63,3%) i
50%) ampicyling (odpowiednio 21% 1 13%) 1 tetracykling (odpowiednio 29% 1 8%).
Mechanizm opornosci na tetracykliny wynikat z obecnosci genu tet(O), na fluorochinolony
z mutacji w genie gyrA, co prowadzito do zamiany treoniny w pozycji 86 biatka na
izoleucyn¢. Natomiast w jedynym szczepie opornym fenotypowo na erytromycyne¢ nie
zidentyfikowano mutacji punktowej w pozycji 2074 i/ lub 2075 w genie kodujgcym 23S
rRNA (Rozynek 1 wsp. 2008).

Na podstawie uzyskanych wynikéw stwierdzono, ze chociaz mi¢so drobiowe nie jest
jedynym zrédtem zakazen u ludzi, to jednak moze by¢ ono istotnym zrédlem opornych
szczepow Campylobacter.

Przedstawione badania finansowane byty z grantéw KBN: PB 0371/P05/2002/23 oraz PB
0848/P05/2005/29.
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W pracy przegladowej przedstawiono zostaly gtdowne mechanizmy opornosci bakterii
Campylobacter na leki przeciwdrobnoustrojowe stosowane w terapii.
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Uczestniczylam réwniez w badaniach, ktoérych gléwnym celem byto oszacowanie
czestoSci  wystepowania bakterii  przenoszonych droga pokarmowa, takich jak
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termotolerancyjne gatunki rodzaju Campylobacter oraz L. monocytogenes w réznych
surowcach pochodzenia zwierzgcego oraz w zywnosci gotowej do spozycia znajdujacych
si¢ w sprzedazy detaliczne;.

Badania monitoringowe, ktore prowadzone byly w latach 2007-2008 we wspolpracy z
wojewodzkimi stacjami sanitarno-epidemiologicznymi pokazaty, bardzo wysoka czesto$¢
wystepowania bakterii Campylobacter w §wiezym, surowym migsie z kurczakow jak i w
podrobach z kurczakow wynoszaca, odpowiednio, 51,7% i 47,3%. Pomimo wysokiej
czestosci wystepowania w surowcach, w zywnosci RTE, takiej jak np. wedzone kurczaki,
kurczaki z rozna, wedliny czy pasztety z migsa kurczakow, obecno$¢ bakterii stwierdzono
w bardzo niewielkim procencie badanych probek — 1.2. Analizujac uzyskane wyniki
stwierdzono, ze spozywanie produktow drobiowych gotowych do spozycia nie niesie za
sobg niebezpieczenstwa zwigzanego z zatruciami pokarmowymi spowodowanymi przez
bakterie Campylobacter (Mackiw i wsp., 2011).

Rowniez wyniki badan z lat 2013-2015 pokazaty, ze 64% probek surowego migsa
drobiowego byto zanieczyszczonych bakteriami Campylobacter. Obecno$¢ bakterii
stwierdzono w 80% probek migsa kaczek, 70% migsa kurczakdow, 64% migsa gesi 1 38%
migsa indykow. Badania ilo§ciowe pokazaty natomiast, ze stopien zanieczyszczenia migsa
jest niski — w 68% probek liczba komorek bakterii nie przekroczyta 10 w 1 gramie. We
wszystkich rodzajach migsa drobiowego dominujagcym gatunkiem byt C. jejuni (Szosland-
Fattyn i wsp., 2018). Na podstawie uzyskanych wynikow mozna stwierdzi¢, ze $wieze
migso drobiowe oraz podroby drobiowe potencjalnie moga by¢ zZroédtem zakazenia
bakteriami Campylobacter.

Z kolei badania, ktore realizowane byty w ramach urzedowej kontroli Zzywnosci w
latach 2007-2011 w pokazaly, ze w $rodkach spozywczych RTE takich jak produkty
garmazeryjne (w tym produkty migsne np. wedliny, kietbasy) 1 ciastka L. monocytogenes
wystepuje z niewielkg czgstoscig. Na 27175 przebadanych probek ciastek 1 20304 probek
produktow garmazeryjnych obecnos$¢ bakterii stwierdzono odpowiednio w 0,4% i 0,7%
probek. Przeprowadzona charakterystyka fenotypowa 105 szczepow L. monocytogenes
pokazata, ze najwigksza liczba szczepoéw — 33 (31,4%), nalezy do grupy molekularnej IVb
obejmujacej serotypy 4ab-4b, 4d-4e, natomiast jedynie 3 (2,9%) do lic (serotypy 1/2c-3c).
Stwierdzono rowniez, ze 10 szczepow jest opornych na ampicyling, antybiotyk stosowany
w terapii listeriozy u ludzi. Szczepy te nalezaly do grup molekularnych IVb i Ila (serotypy
1/2a-3a) obejmujacych serotypy, ktore czesto sg przyczyng listeriozy. Szczepy obecne w
zywnosci RTE, ktore oporne sg na antybiotyki i naleza do serotypow czesto izolowanych
od ludzi potencjalnie moga by¢ przyczynag zatru¢ pokarmowych i/lub listeriozy 1 by¢
przyczyna niepowodzen terapeutycznych. (Mackiw i wsp., 2016).

Publikacja:

Grabinska-Loniewska A., G. Wardzynska, E. Pajor, D. Korsak, K. Borun. 2007.
Transmission of specific groups through water distribution system. Polish Journal
of Microbiology, 56: 129-138

Kolejne badania, w ktorych bratam udzial realizowane byly we wspotpracy z zespotem
pod kierunkiem prof. dr hab. Anny Grabinskiej-Loniewskiej z Politechniki Warszawskiej,
a ktorych celem byla ocena jakosci wody doptywajacej do oczyszczalni $ciekow oraz na
roznych etapach jej uzdatniania. Badania te obejmowaly okre§lenie czestosci
wystepowania wybranych grup mikroorganizméw, w tym mikroorganizmow
chorobotworczych i1 oportunistycznie chorobotwdrczych obecnych zarowno w wodzie jak
I w biomasie tworzonej przez zagregowane komorki bakterii, grzybow, glondw,
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pierwotniakow i wrotkow (ZABFAPR, ang. zoogloeal aggregates of bacteria, fungi, algae,
protozoa and rotifers), ktora zawieszona jest w wodzie, a takze biofilmach pokrywajacych
$ciany rur. W wyniku tych badan wykazano, ze gtdbwnym rezerwuarem bakterii (istotnych
z punktu widzenia jako$ci mikrobiologicznej wody wodociggowej) jest biomasa
ZABFAPR, a nie woda. Wydaje si¢ wiec, ze zakres kontrolnych badan mikrobiologicznych
wody realizowanych w ramach obowigzujacych przepisOw prawnych jest niewystarczajacy
1 nie pozwala w pelni oceni¢ stopnia zanieczyszczenia mikrobiologicznego systemow
dystrybucji wody.
Przedstawione badania finansowane byty z grantu KBN 4T09D017/25.

Publikacja:

Krawczyk-Balska A., D. Korsak, M. Popowska. 2014. The surface protein Lmo1941 with
LysM domain influences cell wall structure and susceptibility of Listeria monocytogens
to cephalosporins. FEMS Microbiology Letters, 357: 175-183

Kolejne badania, w ktorych bratam udziat dotyczyly okreslenia roli, jakg w komodrkach
L. monocytogenes petni biatko Lmo1941. Przeprowadzona in silico analiza sekwencji
aminokwasowej tego bialka pokazala, ze w rejonie jego C-konca obecna jest domena
LysM, ktora jest odpowiedzialna za wigzanie biatek z peptydoglikanem. Wstepne badania
pokazaty, ze inaktywacja genu Imol1941 zwigksza dwukrotnie wrazliwo$¢ mutanta na
cefuroksym, antybiotyk p-laktamowy z grupy cefalosporyn. Poniewaz taki efekt
fenotypowy mogt by¢ spowodowany wpltywem Lmol941 na peptydoglikan
przeprowadzono analiz¢ profilu muropeptydowego szczepu mutanta. Pomimo tego, ze nie
stwierdzono zZadnych réznic w skladzie muropeptydowym w poréwnaniu z
peptydoglikanem szczepu dzikiego, analiza iloSciowa pokazata, ze w szczepie mutanta
ilo§¢ dwoch muropeptydow jest o potowe mniejsza. Dalsze badania, z wykorzystaniem
transmisyjnego mikroskopu elektronowego, pokazaly, ze w przypadku mutanta ggstos¢
strefy, ktora uznawana jest za funkcjonalny rejon $ciany o wysokim stopniu usieciowania
peptydoglikanu, ktéry zawieraj liczne bialka jest o potowe mniejsza niz w szczepie dzikim.
Na podstawie uzyskanych wynikow stwierdzono, ze biatko Lmo1941 wplywa na strukture
Sciany komorkowe;.

Publikacje:

Witkowska E., D. Korsak, A. Kowalska, M. Ksiezopolska-Gocalska, J. Niedziotka-
Jonsson, E. Rozniecka, W. Michatowicz, P. Albrycht, M. Podrazka, R. Hotyst, J. Waluk,
A. Kaminska. 2017. Surface-enhanced Raman spectroscopy introduced into the
International Standard Organization (ISO) regulations as an alternative method for
detection and identification of pathogens in food industry. Analytical and Bioanalytical
Chemistry, 409: 1555-1567

Witkowska E., D. Korsak, A. Janeczek, A. Kowalska, A. Kaminska. 2018. Strain - level
typing and identification of bacteria - novel approach for SERS active plasmonic
nanostructures. Analytical and Bioanalytical Chemistry, 410:5019-5031

Osobny temat badawczy prowadzitam we wspotpracy z zespotem dr hab. Agnieszki
Kaminskiej z Instytutu Chemii Fizycznej. Tematyka badawcza dotyczyta zastosowania
wzmocnionej powierzchniowo spektroskopii Ramana (e.g. surface-enhanced Raman
spectroscopy, SERS) do identyfikacji i rdéznicowania bakterii. Efekt Ramana jest
zjawiskiem polegajacym na nieelastycznym rozproszeniu fotondéw, ktorych zrodtem jest
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Swiatlo laserowe, przez czasteczki badanej substancji chemicznej. Spektroskopia Ramana
daje mozliwo$¢ otrzymania charakterystycznego dla danego zwiazku chemicznego uktadu
pasm oscylacyjnych na obrazie spektralnym — widmie. To z kolei przektada si¢ na
uzyskanie informacji o strukturze badanego zwigzku.

Przeprowadzone badania pozwolily opracowaé metode szybkiej identyfikacji
wybranych patogennych bakterii, ktéore moga zanieczyszcza¢ zywnos$¢, takich jak
Salmonella spp., Cronobacter spp. i Listeria monocytogenes. Opracowana procedura oparta
zostala na wstepnym namnazaniu bakterii zgodnie z metodyka opisang w odpowiednich
normach miedzynarodowych ISO (PN-EN ISO 6579:2003 - Mikrobiologia zywnos$ci i
pasz; Horyzontalna metoda wykrywania Salmonella spp, 2) PN-EN ISO 11290-
1:1999/A1:2005 — Mikrobiologia zywnosci i pasz; Horyzontalna metoda wykrywania
obecno$ci 1 oznaczania liczby Listeria monocytogenes - czgs¢ I Metoda wykrywania
obecnosci oraz 3) PKN-ISO/TS 22964: 2008 - Mleko i przetwory mleczne - Wykrywanie
Enterobacter sakazakii), a nastgpnie ich identyfikacji i r6znicowaniu do rodzaju lub
gatunku metodg wzmocnionej powierzchniowo spektroskopii Ramana. Dzigki potaczeniu
metody hodowlanych z technika SERS, mozliwe bylo skrocenie catkowitego czasu
wykrywania 1 identyfikacji bakterii w zywnosci do zaledwie okoto 48 godz. z okoto 7 dni
potrzebnych dla obecnie stosowanych metod. Ponadto okazalo si¢, ze opracowana
procedura gwarantuje powtarzalno$¢ uzyskiwanych wynikow 1 pewnos$¢ rezultatu.
Opracowana procedura tzw. wynalazek pt ,,Sposob wykrywania bakterii Salmonella spp.,
Cronobacter spp. oraz Listeria monocytogenes w zywnos$ci” zostata zgloszona do Urzedu
Patentowego (zgloszenie patentowe nr. P.416927).

W kolejnych badaniach zastosowano technik¢ SERS do réznicowania szczepow w
obrebie okreslonego gatunku bakterii, w tym przypadku L. monocytogenes. Wykazano, ze
zastosowanie tej metody umozliwia rozréznienie szczepéw nalezacych do réznych tzw.
genoserogrup tzn. lla (serotypy 1/2a-3a), llc (serotypy 1/2c-3c) oraz 1\VVb (serotypy 4ab-4b,
4d-4e). Dodatkowo mozliwe bylo rozréznienie szczepdéw nalezacych do okreSlonej
genoserogrupy, ktore charakteryzowaty si¢ obecnoscig lub brakiem w btonie
cytoplazmatycznej biatek, ktore na drodze aktywnego transportu (tzw. efflux pumps)
usuwajg z komorki zwigzki toksyczne takie jak chlorek benzalkoniowy (kaseta bcrABC)
czy kadm (geny cadA).

Badania te pokazaly, Zze technika SERS moze znalez¢ zastosowanie aplikacyjne
w roznych obszarach badan mikrobiologicznych.
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Badania prowadzone byly we wspolpracy z zespotem dr hab. Agnieszki Kaminskiej z

Instytutu Chemii Fizycznej. Celem tych badan bylo opracowanie platformy do badan ftj.
detekcji i/lub identyfikacji mikroorganizmow, réznicowania komoérek nowotworowych
oraz do pomiarow  spektroelektrochemicznych z  wykorzystaniem techniki
powierzchniowo wzmocnionego efektu Ramana (SERS).
Opracowana platforma bazuje na ogniwie fotowoltaicznym pokrytym warstwa
metaliczng. Ogniwa fotowoltaiczne wykonane sa krzemu pokrytego cienka warstwa
azotku krzemu (warstwa antyrefleksyjna). Na powierzchni azotku krzemu znajdujg sie
kontakty elektryczne (elektroda goérna) wykonane z wysoko przewodzacego metalu (np.
srebro), ktore moga stuzy¢ jako miejsca przykladania potencjatu elektrycznego w czasie
pomiarow spektroelektrochemicznych.

Opracowana platforma charakteryzuje si¢ wysokim wspotczynnikiem wzmocnienia
SERS (10%), wysoka powtarzalnoécig (RSD<5%) i stabilnoscia rejestrowanych sygnatow
zaréwno dla badanych zwigzkow chemicznych jak i mikroorganizméw.

Badania byly realizowane w ramach grantu FNP Team-Tech/2017-4/23.

Opracowana platforma zostata zgtoszona jako wynalazek do Urzgdu Patentowego
(zgtoszenie patentowe nr. P.426643) pt ,.Platforma do powierzchniowo wzmocnionego
efektu Ramana, sposéb przygotowania takiej platformy, sposob oznaczania substancji
i/lub mikroorganizmoéw z wykorzystaniem takiej platformy, zastosowanie takiej platformy
do bezposredniej detekeji i/lub identyfikacji substancji i/lub mikroorganizméw, zwlaszcza
bakterii, z uzyciem techniki powierzchniowo wzmocnionego efektu Ramana lub w jej
polaczeniu z pomiarami elektrochemicznymi”.
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