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4. Wskazanie osiagniecia* wynikajacego z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14 marca 2003 r. 0
stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz.
U. nr 65, poz. 595 ze zm.):
a) Tytul osiagni¢cia naukowego:
Mechanizmy patogenicznos$ci Staphylococcus spp. oraz wplyw lekow
przeciwbakteryjnych na biofilm tworzony przez gronkowce

b) Publikacje wchodzace w sklad osiagni¢cia naukowego

1. Szczuka E., Urbanska K., Pietryka M., Kaznowski A. 2013. Biofilm density and detection

of biofilm-producing genes in methicillin-resistant Staphylococcus aureus strains. Folia
Microbiologica, 58, 47-52.

IF2013 — 1.145; IFseni — 1.060; punktacja MNiISW — 15; liczba cytowan (wg Web of
Science) — 11; wktad habilitanta - 75%, autor korespondencyjny.

2. Szczuka E., Kaznowski A. 2014 Antimicrobial activity of tigecycline alone or in

combination with rifampicin against Staphylococcus epidermidis in biofilm. Folia
Microbiologica, 59, 283-288.

IF2014 — 1; IF 5.emi — 1.009; punktacja MNiSW — 15; liczba cytowan (wg Web of Science) —
8; wktad habilitanta - 95%, autor korespondencyjny.

3. Szczuka E., Telega K., Kaznowski A. 2015. Biofilm formation by Staphylococcus hominis
strains isolated from human clinical specimens. Folia Microbiologica 60, 1- 5.
IF2015 — 1.335; IFsjenj — 1.168; punktacja MNiISW — 15; liczba cytowan (wg Web of

Science) — 4; wktad habilitanta - 85%, autor korespondencyjny.
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4. Szczuka E., Grabska K., Kaznowski A. 2015. In Vitro Activity of rifampicin combined

with daptomycin or tigecycline on Staphylococcus haemolyticus biofilms. Current
Microbiology 71, 184-189.

IF2015 — 1.519; IFs e — 1.563; punktacja MNISW — 15; liczba cytowan (wg Web of
Science) — 2; wktad habilitanta - 85%, autor korespondencyjny.

5. Szczuka E., Krzyminska S., Kaznowski A. 2016. Clonality, virulence and the occurrence

of genes encoding antibiotic resistance among Staphylococcus warneri isolates from
bloodstream infections. Journal of Medical Microbiology 65, 828-36.
IFo015 — 2.269; IFsiemi — 2.458; punktacja MNISW -20; liczba cytowan (wg Web of

Science) — 0; wktad habilitanta - 80%, autor korespondencyjny.

6. Szczuka E., Jabtonska L., Kaznowski A. 2016. Coagulase-negative staphylococci:
pathogenesis, occurrence of antibiotic resistance genes and in vitro effects of
antimicrobial agents on biofilm growing bacteria. Journal of Medical Microbiology 65,
1405-1413.

IF2015 — 2.269; IFs.emi — 2.458; punktacja MNISW - 20; liczba cytowan (wg Web of
Science) — 0; wktad habilitanta: 80%, autor korespondencyjny.

7. Szczuka E, Jabtonska L, Kaznowski A. 2017. Effect of subinhibitory concentrations of
tigecycline and ciprofloxacin on the expression of biofilm-associated genes and biofilm
structure of Staphylococcus epidermidis. Microbiology DOI 10.1099/mic.0.000453
IF2015 — 2.268; IFsemi — 2.879; punktacja MNiISW - 25; liczba cytowan (wg Web of

Science) — 0; wktad habilitanta - 85%, autor korespondencyjny.

Sumaryczny wspotczynnik oddziatywania (Impact Factor) czasopism, w ktorych ukazaty si¢
publikacje wchodzace w sktad osiggnigecia naukowego, zgodnie z rokiem opublikowania (w
przypadku prac z 2016 r. i 2017 wykorzystano ostatnig dostepng warto$¢ — 1F15) — 11.805
Suma liczby punktow MNiSW za publikacje wchodzace w sklad osiggni¢cia naukowego, wg
punktacji z 2015 r. — 125

Liczba cytowan publikacji wchodzacych w sktad osiggnigcia naukowego (wg bazy Web of
Science) — 25
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¢) Omowienie celu naukowego ww. prac i osiagni¢tych wynikow wraz z omowieniem ich

ewentualnego wykorzystania

Wprowadzenie

Rodzaj Staphylococcus obejmuje 48 gatunkdw, ktore z uwagi na zdolnosé
wytwarzania koagulazy zostaty podzielone na gronkowce koagulazo-dotatnie i koagulazo-
ujemne. S. aureus, gronkowiec koagulazo-dodatni, jest najlepiej poznanym i najistotniejszym
z tego rodzaju gatunkiem chorobotworczym dla cztowieka. Dysponuje on szeregiem
czynnikow wirulencji, ktére umozliwiajg kolonizacj¢ i rozprzestrzenianie si¢ w organizmie
gospodarza, niszczenie komorek i tkanek oraz unikanie mechanizmdw obronnych gospodarza
(Gould i wsp. 2012). Gronkowce koagulazo-ujemne charakteryzuja si¢ mniejszym
potencjatem wirulencji niz S. aureus, a wiele z nich wchodzi w sktad mikrobioty skory i bton
Sluzowych czlowieka. S. epidermidis jest najczgstszym czynnikiem etiologicznym zakazen u
hospitalizowanych pacjentow wywotywanych przez koagulazo-ujemne gronkowce, nastepne
pozycje zajmuja S. haemolyticus i S. hominis. W ostatnich latach notuje si¢ wzrost zakazen u
ludzi powodowanych przez S. warneri, S. capitis, S. auricularis, S. lugdunensis, S. cohnii, S.
simulans i S. caprae. Bakterie te mogg by¢ czynnikiem etiologicznym zakazen
oportunistycznych cztowieka, zwigzanych ze stosowaniem biomateriatow. Powodujg one
zapalenie kosci i stawdéw po wszczepieniu implantdw ortopedycznych, odcewnikowe
zakazenie krwi, infekcje sercowo-naczyniowe zwigzane ze stosowaniem implantow
naczyniowych, zapalenie wsierdzia po wszczepieniu sztucznych zastawek serca oraz
zakazenia ran pooperacyjnych (Becker i wsp. 2014). Co warto zaznaczy¢, w ciggu ostatnich
kilkunastu lat rola gronkowcow koagulazo-ujemnych jako drobnoustrojow wywotujacych
zakazenia u ludzi znacznie wzrosta. Wigze si¢ to z rosnaca liczbg os6b z obnizong

odporno$cig immunologiczng, poddawanych inwazyjnym zabiegom medycznym.

Szeroko udokumentowany jest udzial biofilméw w zakazeniach zwigzanych ze
stosowaniem biomateriatow medycznych (Rohde i wsp. 2006). Bakterie zyjace w biofilmie,
czyli wysoce zorganizowanej populacji mikroorganizmow, przylegajacej do powierzchni i
otoczonej macierza zewngtrzkomorkowa, sa znacznie mniej wrazliwe na dziatanie lekow
przeciwbakteryjnych oraz mechanizmow obronnych ustroju gospodarza. Wytworzenie

biofilmu uwarunkowane jest zdolnosciami adhezyjnymi bakterii, ktore dzigki obecnosci
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zewnatrzkomérkowych adhezyn z grupy MSCRAMM (ang. microbial surface components
recognizing adhesive matrix molecules) majg zdolno$¢ swoistego rozpoznawania i wigzania
si¢ z biatkami ustroju. W kolejnym etapie tworzenia biofilmu dochodzi do proliferac;ji
komorek bakteryjnych i kolonizacji powierzchni abiotycznej lub uszkodzonej tkanki oraz
wytwarzania macierzy zewnatrzkomorkowej (EPS, ang. extracellular polymeric substance),
ktéra otacza rozwijajacy si¢ biofilm. Podczas fazy dojrzewania zachodza zmiany w
metabolizmie bakterii ze wzgledu na zroéznicowang dostgpnos¢ do tlenu i substancji
odzywczych oraz zmiany ekspresji gendow, réwniez tych warunkujacych wirulencje bakterii.
Biofilm moze przejs¢ w faze dyspersji, polegajacej na odrywaniu si¢ pojedynczych komorek
bakteryjnych lub ich agregatéw od biofilmu, co moze prowadzi¢ do kolonizacji nowych
powierzchni, rozprzestrzenienia si¢ infekcji W organizmie, a w przypadku przedostania si¢
bakterii do krwiobiegu prowadzi¢ tez moze do infekcji ogolnoustrojowej. Proces formowania
biofilmu jest kontrolowany przez ,,quorum sensing”, czyli system umozliwiajacego
komunikacje miedzykomorkowa za pomoca czastek sygnatowych, ktore uczestnicza w

regulacji ekspresji gendéw (Otto 2008).

Komoérki bakteryjne zyjace w biofilmie wykazujg 100-1000 krotnie wyzszg opornos¢
na antybiotyki w poréwnaniu z siostrzanymi formami planktonowymi tych bakterii. Wynika
to migdzy innymi z funkcji ochronnej jaka pelni macierz zewnatrzkomorkowa, ktora
ogranicza penetracj¢ lekow przeciwbakteryjnych do glebszych warstw biofilmu. Ponadto,
sktadniki §luzu mogg wigza¢ niektore antybiotyki, co prowadzi do inaktywacji leku. W
biofilmie wystepuja bakterie o zwolnionym metabolizmie, o spowolnionym tempie wzrostu,
nie dzielace si¢, tym samym mniej podatne na dziatanie pewnych antybiotykéw. Ponadto, w
biofilmie niektére subpopulacje bakterii moga réznicowaé si¢ do form zblizonych do
bakteryjnych spor, zwanych komdrkami typu ,,persisters”, ktore tolerujg dziatanie leku i sa
zdolne do odbudowania biofilmu po zakonczeniu terapii antybiotykowej. Obnizona
wrazliwos$¢ na dzialanie antybiotykow moze wynika¢ z faktu nadekspresji blonowych pomp
usuwajacych terapeutyk z komoérki w biofilmie. Blisko$¢ komdrek bakteryjnych w biofilmie
sprzyja horyzontalnemu transferowi DNA, co moze skutkowa¢ nabywaniem genow
kodujacych oporno$¢ na antybiotyki. W zwigzku z zaggszczeniem komoérek w biofilmie
wystepuje duze nagromadzenie enzymoéw inaktywujacych. To sprawia, ze mikroorganizmy,
nawet jesli sg narazone na dziatanie antybiotykow, maja duza szanse przezycia w biofilmie, a
zakazenia przebiegajace z udzialem biofilmu sg trudne do eradykacji i czesto przechodzg w

stan przewlekty oraz nawracajacy (Jefferson i wsp. 2004).
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Komorki bakteryjne znajdujace si¢ w glebszych warstwach struktury biofilmu ze
wzgledu na zwolniong lub ograniczong penetracj¢ antybiotyku w biomase biofilmu sg
szczegblnie narazone na dziatanie antybiotykOw w stezeniach subinhibicyjnych (sub-MIC).
Nalezy jednak zaznaczyé, ze rowniez bakterie w formie planktonowej moga by¢ pod
wplywem dziatania antybiotyku w st¢zeniach sub-MIC, szczegllnie w przypadku gdy
stosowane s3 zbyt niskie dawki leku aby zostal osiagniety efekt bakteriobojczy lub
bakteriostatyczny (Davies i wsp. 2006). Dane literaturowe wskazuja, ze antybiotyki w
stezeniach sub-MIC mogg modulowaé ekspresje wielu genow, w tym gendw kodujacych
toksyny, enzymy lityczne, biatka regulatorowe, adhezyny oraz inne biatka powierzchniowe.
Ponadto, antybiotyki w stezeniach sub-MIC moga wptywa¢ na powierzchni¢ komorki
bakteryjnej, na jej hydrofobowos$é, oraz jak wspomniano powyzej, moga indukowaé
wytwarzanie bialek powierzchniowych - adhezyn. To decyduje o stopniu adhezji do
powierzchni abiotycznej, czy tez tkanki gospodarza oraz wplywa na zdolnos$¢ bakterii do
agregacji miedzy soba, co z kolei wptywa na proces tworzenia biofilmu (Kaplan i wsp. 2011).
Na przyktad wykazano, ze tigecyklina w st¢zeniach subinhibicyjnych wywotuje spadek
ekspresji genu tst kodujego toksyne zespotu wstrzasu toksycznego, co skutkuje obnizeniem
produkcji tej toksyny (Smith i wsp. 2010). Réwniez poziom ekspresji genu kodujacego pvl
(leukocydyne¢ Panton-Valentine) ulega obnizeniu pod wptywem tigecykliny w stezeniach sub-
MIC, co prowadzi do zmian w wirulencji bakterii i niewatpliwie wptywa na przebieg procesu
zakazenia (Otto i wsp. 2013).

Gronkowce przez dilugi okres uznawane byly za patogeny zewnatrzkomoérkowe,
jednakze liczne badania wykazaty, ze S. aureus i S. epidermidis maja zdolno$¢ inwazji
komorek nabtonkowych i §rodblonka oraz osteoblastow co, chroni je przed mechanizmami
obronnymi organizmu gospodarza. Bakterie te mogg bytowa¢ we wnetrzu tych komoérek w
mniej aktywnej metabolicznie formie zwanej SCV (ang. small colony variants) (Garzoni i
wsp. 2009). Interesujace jest jednak to, ze inwazja bakterii S. epidermidis do osteoblastow
byta na niskim poziomie, co wskazuje, ze nie jest to gtowny patomechanizm zakazenia kosci i
szpiku (Valour i wsp. 2013). Do czynnikéw wirulencji, ktorymi dysponujg gronkowce nalezy
zaliczy¢ toksyny. S. aureus wytwarza toksyng¢ zespotu wstrzasu toksycznego, eksfoliatyny,
enterotoksyny, hemolizyny: a, B, & i y oraz leukocydyne Panton-Valentine. U wielu gatunkéw
gronkowcow stwierdzono obecno$¢ genow determinujgcych wytwarzanie enterotoksyn
(Gould i wsp. 2012). Hemolizyny wytwarzane sg przez bakterie z gatunkOw S. haemolyticus,

S. capitis, S. cohnii, S. simulans i S. intermedius. Natomiast S. epidermidis produkuje toksyny
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nalezace do rodziny toksyn typu modulin rozpuszczalnych w fenolu (ang. phenol-soluble
modulins, PSMs). Wbudowujg si¢ one w strukture bton komérkowych, gdzie tworzong pory,
co prowadzi do lizy erytrocytow i leukocytow. Ponadto, PSMs uczestniczg w procesie
formowania dojrzatego biofilmu poprzez ich zaangazowanie w tworzenie "kanalow wodnych"

w strukturze biofilmiu oraz jego dyspersje (Otto 2012).

Podjete badania miaty na celu okreslenie mechanizmow patogenicznosci bakterii z
gatunkow S. aureus, S. epidermidis, S. haemolyticus, S. hominis, S. warneri, S. capitis, S.
auricularis, S. lugdunensis, S. cohnii, S. simulans i S. caprae. Udzial tych bakterii w
zakazeniach jest szeroko udokumentowany, natomiast mechanizmy patogenicznosci wielu
gatunkow gronkowcOw nie zostaly w peini poznane. Gronkowce sa mikroorganizmami
najczeSciej izolowanymi z biomateriatbw medycznych. Stanowig one potencjalng
powierzchni¢ do adhezji, kolonizacji i namnazania bakterii, co w konsekwencji moze
prowadzi¢ do rozwoju biofilmu. W zwigzku z powyzszym badania skoncentrowaly si¢ na
ocenie zdolno$ci tworzenia biofilmu in vitro przez poszczeg6lne gatunki gronkowcow,
poznaniu ich przestrzennej, trojwymiarowej struktury oraz ustaleniu genetycznego
uwarunkowania tego procesu. W ramach prowadzonych badan oceniono zdolnosci adhezyjne
I inwazyjne bakterii S. warneri, S. capitis, S. auricularis, S. lugdunensis, S. cohnii, S.
simulans i S. caprae w stosunku do komoérek HelLa. Oceniono rowniez ich wilasciwos$ci
cytotoksyczne w stosunku do komdrek eukariotycznych. Kolejnym celem pracy byta ocena
skutecznos$ci dziatania wybranych antybiotykow i chemioterapeutykdw na biofilm bakteryjny.
Generowanie stgzen subinhibicyjnych lekow w biofilmie sktonito nas do oceny ich wptywu

na ekspresje gendw zwigzanych z tworzeniem biofilmu oraz jego strukture.

Mechanizmy patogenicznosci bakterii z gatunku S. aureus, S. epidermidis,
S. haemolyticus, S. hominis, S. warneri, S. capitis, S. auricularis, S. lugdunensis, S. cohnii,

S. simulans i S. caprae.

Sposrod 80 analizowanych szczepow S. aureus, 74 wykazywaty zdolno$¢ adhezji do
powierzchni polistyrenowej i tworzenia biofilmu in vitro. Co wazne, wszystkie szczepy byty
oporne na antybiotyki B-laktamowe, co potwierdzono obecnoscig genu mecA. U wigkszoSci
klinicznych szczepdbw MRSA (ang. methicillin-resistant S. aureus) stwierdzono
wystepowanie genow cIfA (99%), clfB (98%), fib (70%) kodujacych biatka wigzace
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fibrynogen. Gen fnbB kodujacy biatka wiazace si¢ z fibronektyng B wykryto u 50%
szczepOw, natomiast u zadnego izolatu nie stwierdzono obecnosci genu fnbA kodujacego
fibronektyng A. Gen eno kodujacy biatko wigzace lamining wystepowat u 71%, gen cna
kodujacy biatko wiazace kolagen u 45%, a gen ebp kodujacy biatko wigzace elastyne jedynie
u 15% MRSA. Natomiast u zadnego z izolatow nie stwierdzono obecnosci genow bbp
kodujacych biatko wiagzace sialoproteing kosci. Uzyskane wyniki wskazuja, ze S. aureus
dysponuje szeregiem adhezyn wigzacych fibrynogen, fibronektyne, lamining, kolagen oraz
elastyng, ktore umozliwiajg wigzanie si¢ do tkanek gospodarza, inicjowanie kolonizacji, CO
zapoczatkowuje proces tworzenia biofilmu (Szczuka i wsp. 2013).

Wigkszo$¢ szczepoéw S. aureus (76%) tworzylo strukture biofilmu w oparciu o
mechanizmy zalezne od operonu iCAADBC, kodujacego adhezyne PIA, ktora jest zbudowana
z reszt N-acetyloglukozaminy polgczonych wigzaniem glikozydowym B-1,6 i jest
odpowiedzialna za kumulacj¢ komoérek bakteryjnych w biofilmie. Natomiast u zadnego z
badanych szczepow nie wykryto genéw kodujacych biatko BAP (ang. biofilm associated
protein). Co istotne, 23% szczepdéw byto zdolnych do tworzenia biofilmu, pomimo ze nie
stwierdzono w ich genomach obecnosci genow icaA. U dziewigciu ica-negatywnych
szczepoOw, stwierdzono obecnos¢ genéw kodujacych fibronektyne B, ktora jest zaangazowana
w agregacje komorek bakteryjnych w biofilmie. Jednakze, dziewie¢ szczepoéw tworzyto
biofilm pomimo braku genow icaA, bap, fnbB, co $wiadczy o udziale w tym procesie jeszcze
innych mechanizméw. Uzyskane wyniki wskazuja, ze w proces tworzenia biofilmu u S.
aureus moga by¢ zaangazowane biatka powierzchniowe petniace role¢ mediatoréw interakcji
miedzykomorkowych, struktury wchodzace w sktad $ciany komorkowej - kwasy tejchojowe i
lipotejchojowe oraz zewnatrzkomorkowe DNA, zapewniajgce integralno$¢ 1 stabilno$¢
struktury biofilmu.

Wiekszos¢ szczepdw klinicznych S. aureus tworzy biofilm kodowany przez operon
icaADBC, ale jego wystgpowanie nie jest niezbgdne w procesie tworzenia tych struktur.
Analiza obrazow w mikroskopii konfokalnej wykazata, ze biofilm tworzony przez szczepy
ica-negatywne odznaczat si¢ nizszg biomasg, wysokoscig, mniejszg spoistoscig struktury i nie
kolonizowat catej powierzchni komory, w poréwnaniu z biofilmem tworzonym przez szczepy
ica-pozytywne (Szczuka i wsp. 2013).

Dystrybucja genow zaangazowanych w tworzenie biofilmu nie byla zwigzana z
poszczegdlnymi klonami MRSA. Stwierdzono wysoka réznorodno$¢ genetyczng szczepow

MRSA, brak genotypu dominujacego charakteryzujacego si¢ podwyzszonym potencjatem
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chorobotwoérczym. Analiza klonalna zostata przeprowadzona w oparciu o metod¢ VNTR,
czyli metode analizujagcg obecnos¢ zmiennej liczby krotkich tandemowych sekwencji
powtdrzonych w genach clfA, clfB kodujacych odpowiednio clumping factor A i B, genie spa
kodujacym biatko powierzchniowe A, genie SSpSA kodujacym proteinaze serynowa V8, oraz
locus sdr zawierajacych geny biatek powierzchniowych sdrC, sdrD, i sdrE (Szczuka i wsp.
2013).

W kolejnym etapie badan analizie poddano 80 metycylinoopornych szczepow S.
epidermidis (Szczuka i wsp. 2014). Wickszo$¢ z nich (94%) wykazywata adhezje do
abiotycznej powierzchni mikroptytek hodowlanych oraz zdolnosé tworzenia biofilmu in vitro.
Geny icaA wykryto u wszystkich izolatow tworzacych biofilm, w przeciwienstwie do genow
kodujacych biatko Aap (ang. acumulation-associated protein), ktorych obecno$é stwierdzano
u 85% szczepow klinicznych, gen kodujacy biatko Bhp (ang. cell wall-asociated protein)
wystepowat u 29%. Co wazne, bialka Aap i Bhp umozliwiaja powstanie i dojrzewanie
biofilmu przy braku adhezyny PIA. Poniewaz geny aap i bph wykryto jedynie u szczepow
ica-pozytywnych, tym samym nie wykryto szczepow tworzgcych biofilm zalezny jedynie od
adhezyn biatkowych. U wszystkich izolatow S. epidermidis zidentyfikowano geny kodujace
adhezyne bakteryjng majace zdolno$¢ wiazania fibrynogenu, a u 89% adhezyn¢ wigzaca
fibronektyng. Obecnos¢ genu kodujacego autolizyne AtIE stwierdzono u 90% izolatow.
Autolizyna ta odgrywa kluczowg role w adhezji, poniewaz inicjuje pierwszy etap wigzania
komorek bakteryjnych do powierzchni polistyrenowej oraz ma zdolno$¢ wigzania
witronektyny (Otto 2012). Powszechne wystepowanie genow kodujacych adhezyny
bakteryjne u szczepdw klinicznych S. epidermidis, wskazuje na ogromne zdolnosci adhezyjne
tych bakterii. U 38% ica-pozytywnych szczepOw stwierdzono obecnos¢ sekwencji insercyjnej
IS256, ktora poprzez odwracalng transpozycje w obszar gendéw ica, moze wplywaé na
zdolno$¢ bakterii do tworzenia biofilmu. Analiza struktury biofilmoéw przy zastosowaniu
laserowego skaningowego mikroskopu konfokalnego (CLSM) wykazata, ze szczep S.
epidermidis posiadajacy geny ica, aap, i bph tworzyl najbardziej spdjng i zwartg strukture
biofilmu, pokrywajaca cata komore hodowlang. Wysokos¢ biofilmu wynosita okoto 25um.
Natomiast znacznie nizszg biomasa, wysokoscia (okolo 13um) 1 luzng strukturg
charakteryzowaty si¢ biofilny tworzone przez szczepy posiadajagce w swoim genomie jedynie
jeden gen zaangazowany bezposrednio w adhezje miedzykomédrkowa w biofilnie, to jest gen

icaA.
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Biofilm tworzyto 78% metycylinoopornych szczepow S. haemolyticus, jednak zaden z
nich nie mial genow icaADBC, co $wiadczy 0 niezaleznych od ica mechanizmach
powstawania bakteryjnego biofilmu u tego gatunku. Mimo braku obecno$ci genow icaADBC,
24-godzinny biofilm tworzony przez wigkszos¢ szczepOw S. haemolyticus odznaczat si¢
zwartg struktura, kolonizowat catg powierzchnie komory, grubo$¢ biofimu wynosita od 11pm
do 16um. Ponadto, obserwacje mikroskopowe dojrzatych biofilméw barwionych barwnikami
fluorescencyjnymi z wykorzystaniem Live/Dead BackLight Bacterial Viability Kits,
wykazaty, ze w strukturach biofilmowych dominowaty komorki zywe. O roli biatek w
utrzymywaniu stabilnosci struktury biofilmu $wiadczyta jego dezintegracja przez enzym
proteolityczny. Wykazano, ze proteinaza K w bardzo istotny sposéb wptywa na spadek
biomasy biofilmu u wszystkich badanych szczepow 1 jest najbardziej istotnym pod wzgledem
objetosciowym sktadnikiem macierzy. W macierzy pozakomoérkowej stwierdzono rowniez
obecno$¢ polisacharydow, poniewaz biofilm ulegal dezintegracji po zastosowaniu nadjodanu
sodu (NalO4), w mniejszym stopniu odnotowano obecnos¢ zewnatrzkomorkowego DNA

(Szczuka i wsp. 2015).

W przeciwienstwie do S. aureus, S. epidermidis i S. haemolyticus, zaobserwowano
mniejszy odsetek szczep6w S. hominis (54%) majacych zdolno$¢ tworzenia biofilmu.
Analizowane szczepy tworzyly biofilm w oparciu o mechanizmy zalezne od operonu
icaADBC. Dwadzie$cia dwa izolaty pomimo, ze miaty geny ica, zostaty zaklasyfikowane jako
szczepy nie posiadajagce zdolnosci tworzenia biofilmu. Badania nad strukturg
zewnatrzkomoérkowa macierzy wykazaty, ze najbardziej istotnymi jej komponentami sg
polisacharydy i biatka. Polimery te wystepuja w roznych proporcjach u poszczegdlnych
szczepow S. hominis. | tak, nadjodan sodu (NalO,), w istotny sposob wplywal na spadek
biomasy biofilmu u wszystkich szczepow. Zaobserwowano, ze rowniez proteinaza K redukuje
biomas¢ biofilmu powyzej 40% u wigkszosci szczepow S. hominis. Najwicksza (75%)
redukcje biomasy po dziataniu proteinazy K zaobserwowano U jednego Szczepu.
Zewnatrzkomorkowe DNA (eDNA) jest wiaczone w strukture macierzy zewnatrzkomoérkowej
biofilmu S. hominis, ale odgrywa znacznie mniejsza role W utrzymaniu stabilnosci struktury
dojrzatego biofilmu tego gatunku. Udowodniono, ze dodanie DNA-azy do $rodowiska
hodowli bakterii w ktorym tworzy si¢ biofilm powoduje nieznaczne ograniczenie masy
biofilmu u 15 izolatdw. Nie zaobserwowano zmian u 11 izolatow. Tak wiec mozna
wnioskowa¢, ze eDNA nie odgrywa istotnej roli w procesie formowania biofilmu, jest

natomiast komponentem zwigkszajacym integralno$¢ jego struktury. Pelniejszy obraz
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struktury biofilmu uzyskano w mikroskopie CLSM. Struktura przestrzenna biofilméw byta
zroznicowana, unikatowa dla poszczegolnych szczepdw S. hominis, wystepowaty zaroéwno
biofilmy zwarte, jak i biofilmy charakteryzujace si¢ luzng strukturg. Wysokos¢ biofilmu
wynosita od 16pum do 20pum (Szczuka i wsp. 2015).

Zakazenia z udzialem S. warneri nalezag do rzadkich, stad liczba analizowanych
szczepbw byta stosunkowo niewielka. Znaczenie kliniczne tych bakterii nie budzi
kontrowersji, ale wcigz malo wiadomo o mechanizmach patogenicznos$ci, opornosci na
antybiotyki i strukturze populacji S. warneri.

Szczepy kliniczne wykazaty duze zréznicowanie genetyczne, co stwierdzono przy
zastosowaniu metody BOX-PCR. Biofilm tworzylo 12 (52%) sposrod 23 analizowanych
szczepow S. warneri. Jedynie dwa izolaty mialy geny icaADBC, co $wiadczylo 0
niezaleznych od ica mechanizmach powstawania bakteryjnego biofilmu u tego gatunku.
Najbardziej istotnym sktadnikiem macierzy byly biatka, z wyjatkiem dwoch biofilmow
tworzonych przez izolaty ica-pozytywne. Zaobserwowano redukcj¢ biomasy biofilmu od 45
do 80% po podaniu proteinazy K. Nie uzyskano redukcji masy biofilmu wigkszej niz 15% po
zastosowaniu DNA-zy. Ponadto w macierzy stwierdzono obecnos$¢ polisacharydow. Analiza
obrazéw biofilméw w mikroskopie konfokalno-skaningowym wykazata, ze sg one
zréznicowane pod wzgledem spoistosci struktury, grubos$ci, catkowitej objetosci tworzonej
biomasy i zajmowanej przestrzeni w komorze hodowlanej. Wszystkie szczepy S. warneri
miaty zdolno$¢ adhezji do komorek nabtonkowych, indeks adhezji wynosit od 0,1x10? do
3,7x10* CFU. Ponadto 43% szczepdéw wykazato zdolnoé¢ inwazji komorek HeLa. Szczepy
bakteryjne wytwarzaty toksyny cytolityczne, ktore niszczyly komorki nabtonkowe. Wyniki
uzyskane z przeprowadzonych badah w sposdb jednoznaczny wskazujg ze mechanizm
patogeniczno$ci S. warneri jest wieloczynnikowy 1 obejmuje adhezje, inwazje,
cytotoksycznos¢ oraz zdolnos¢ tworzenia biofilmu (Szczuka i wsp. 2016).

U trzech izolatobw S. warneri stwierdzono obecnos¢ gendw mecA, kodujacych
oporno$¢ na antybiotyki [B-laktamowe. Gen kodujacy biatko AAC(6’)/APH(2’’)
odpowiadajgce za inaktywacje gentamycyny, neomycyny, kanamycyny, tobramycyny i
amikacyny zostal wykryty u czterech szczepow. Natomiast obecno$¢ genu aph(3’)-llla,
kodujacego enzymy modyfikujace kanamycyng i amikacyne stwierdzono u trzech izolatéw,
robwniez u trzech izolatdéw stwierdzono obecno$¢ genu ant(4)-la kodujacego enzymy
modyfikujace tobramycyng, kanamycyne, neomycyne, 1 amikacyne. Jeden izolat zawierat

zarowno geny aac(6')/aph(2") jak i aph(3”)-llla. Geny warunkujace opornos¢ na makrolidy,
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linkozamidy i streptograny grupy B: erm(A), erm(C), msr(A), Inu(A)) wystgpowaly
odpowiednio u 2 (10% ), 2 (10%), 7 (35%) i 3 (15%) szczepow S. warneri. Co wazne,
wickszo$¢ ww. gendw wystepowata U szczepdw zdolnych do wytwarzania biofilmu, byta to
roznica istotna statystycznie. Lokalizacja gendw kodujacych oporno$¢ na antybiotyki w
obrgbie ruchomych elementow genetycznych takich jak: kasety SCCmec (mecA), plazmidy
(ermC, InuA, ant(4')-1a, aph(3')- 111a), transpozony Tn554 (ermA), Tn917 (ermB), Tn4001
(aac(6)/aph(2")) oraz kumulacja bakterii w strukturze biofilmu, stwarza mozliwos¢ tatwego

nabywania tych genéw w wyniku horyzontalnego transferu gendw (Szczuka i wsp. 2016).

Celem kolejnych badan byto poznanie mechanizméw wirulencji gronkowcow
koagulazo-ujemnych sporadycznie izolowanych od chorych: S. capitis, S. auricularis, S.
lugdunensis, S. simulans, S. cohnii, S. caprae. Stwierdzono ogromne zrdéznicowanie
genetyczne badanych szczepdw, niektore z nich mialy geny warunkujgce oporno$¢ na
antybiotyki. Gen (mecA) wystepowat u 15% szczepow, aac(6')/aph(2") u 11%, aph (3')-11la u
15%, ant(4)-la u 19%, erm(A) u 4%, erm(B) u 13%, erm(C) u 41%, msr(A) u 11%.
Wigkszos¢ gronkowcow (64%) miata zdolnos¢ adhezji do powierzchni abiotycznej i
tworzenia biofilmu in vitro. Szczepy zaliczane do gatunkdw S. capitis, S. auricularis, S.
lugdunensis, S. cohnii, S. caprae tworzyty biofilm w mechanizmie zaleznym od operonu ica.
Jedynie szczepy S. simulans nie tworzyty biofilmu, jednakze liczba analizowanych izolatow
byta niska, do badan wigczyliSmy siedem izolatow. Analiza obrazow struktury bifilmu w
mikroskopie CLSM oraz przy uzyciu programu COMSTAT wykazala, ze bakterie te formuja
biofilm charakteryzujacy si¢ podobna struktura tj. tworza zwartg struktur¢ i kolonizuja
powierzchnie komory hodowlanej (od 92% do 100%). Wszystkie szczepy bakteryjne
wykazywaty zdolno§¢ adhezji do komorek Hela. Ponad polowa szczepoéw (51%) miata
zdolnos¢ do wnikania do komoérek HeLa, jednakze aktywnos$¢ inwazyjna bakterii byta niska. |
tak mediana dla poszczegélnych gatunkow przedstawiata si¢ nastepujaco: 3% (bakterii
wnikajacych do komoérek eukariotycznych) - S. lugdunensis, 3%, - S. cohnii, 5% - S. caprae,
8% - S. capitis, 13% - S. auricularis. Gronkowce wykazywaly rowniez aktywno$é
cytotoksyczng, powodowaly lize 23 - 87% komdrek Hela. Przeprowadzone badania
wykazaly, ze istotng role¢ w patogenicznosci S. capitis, S. auricularis, S. lugdunensis, S. cohnii

i S. caprae odgrywa adhezja oraz tworzenie biofilmu (Szczuka i wsp. 2016).
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Ocena skutecznosci dzialania lekow przeciwbakteryjnych na biofilm gronkowcowy

Infekcje zwigzane z obecno$cig biofilmu czgsto konczg si¢ niepowodzeniami
terapeutycznymi, wynika to z faktu wysokiej opornosci bakterii rosnacych w populacji
biofilmu na leki przeciwbakteryjne. Dlatego tez istotnym wydaje si¢ podejmowanie badan
majacych na celu wyznaczenie najbardziej skutecznych antybiotykéw w leczeniu zakazen
biofilmowych. Z biezacej literatury wynika ze, rifampicyna wykazuje zdolno$¢ penetracji w
biomase biofilmu i powoduje dezintegracje macierzy otaczajgcej biofilm bakteryjny. Ponadto
antybiotyk ten dziata bakteriobdjczo na komdrki o zwolnionym metabolizmie. Dziatanie
rifampicyny polega na zahamowaniu syntezy mRNA poprzez zablokowanie aktywnosci
polimerazy RNA. Jednakze, ze wzgledu na szybko powstajgca oporno$¢ bakterii na
rifampicyng, nie moze by¢ ona stosowana w formie monoterapii (Fey 2010).

W  pierwszym etapie badan, analizowano skuteczno$¢ dziatania rifampicyny
skojarzonej z tigecykling wobec 16 szczepdw klinicznych S. epidermidis (Szczuka i wsp.
2014). Tigecyklina hamuje syntez¢ biatka poprzez wigzanie si¢ z podjednostka 30S rybosomu
I CO jest istotne opornos¢ na ten lek powstaje niezwykle rzadko (Aybar i wsp. 2012). Wartos¢
minimalnego stezenia hamujacego wzrost bakterii w biofilmie dla tigecykliny/rifampicyny
zawierala si¢ w przedziale od 0,062pg/ml do 0,5ug/ml. W trakcie badan, pojawito si¢ pytanie,
czy tigecyklina z pomini¢ciem rifampicyny bedzie tak samo skuteczna wobec biofilmu
gronkowcowego jak stosowana z rifampicyng. Tigecyklina wykazata nizszg aktywno$¢
dziatania wobec bakterii zyjacych w biofilmie niz tigecyklina skojarzona z rifampicyna,
warto$¢ minimalnego st¢zenia hamujacego dla tigecykliny zawierata si¢ w przedziale od
0,125ug/ml do 2ug/ml. Na podkreslenie zastuguje fakt, ze tigecyklina z rifampicyna
wykazata rowniez wysoka aktywno$¢ dziatania wobec biofilmu tworzonego przez bakterie S.
warneri, ktore w wigkszosci tworza biofilm w mechanizmie niezaleznym od adhezyny PIA
(Szczuka i wsp. 2016).

Kolejnym celem badan bylo porownanie skutecznosci dziatania rifampicyny
skojarzonej z daptomycyng oraz rifampicyny skojarzonej z tigecykling na biofilm tworzony
przez szczepy S. haemolyticus (Szczuka i wsp. 2015). Daptomycyna nalezy do grupy
antybiotykow lipopeptydowych. Mechanizm jej dziatania polega na wigzaniu si¢ z blong
komorkowg bakterii, co wywoluje depolaryzacje btony i prowadzi do zahamowania syntezy
biatek, DNA i RNA, co prowadzi do $mierci komorki (Sader i Jones 2012). Tigecyklina wraz

z rifampicyng wykazata wyzsza aktywnos¢ dziatania wobec bakterii zyjacych w biofilmie niz
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daptomycyna wraz z rifampicyng. Warto$¢ BIC (ang. biofilm inhibitory concentration) dla
tigecykliny/rifampicyny zawierala si¢ w przedziale od 0,062ug/ml do Iug/ml, a dla
daptomycyny/rifampicyny od 0,125ug/ml do 2pg/ml. Gronkowce z wyjatkiem dwoch
izolatow (8%) wykazaly wrazliwos¢ na tigecykling/rifampicyne (przyjmujac za punkt
odciecia warto$¢ MIC wyznaczong dla form planktonowych). Osiem szczepow (33%)
wykazalo opornos¢ na daptomycyne/rifampicyng¢ (przyjmujac za punkt odcigcia wartos¢ MIC
daptomycyny dla szczepow wrazliwych, zyjacych w formie planktonowej MIC < 1 pg/ml).
Oceniono réwniez skutecznosci dziatania rifampicyny skojarzonej z tigecykling oraz
rifampicyny skojarzonej z ciprofloksacyng na biofilm tworzony przez szczepy gronkowcow
koagulazo-ujemnych sporadycznie izolowanych od chorych: S. capitis, S. auricularis, S.
lugdunensis, S. cohnii, S.caprae (Szczuka i wsp. 2016). Nalezy zaznaczy¢, ze ciproflokscyna
jest uznawana za lek skuteczny w leczeniu zakazen gronkowcowych (Coiffier i wsp. 2013).
Chemoterapeutyk ten hamuje syntezg¢ DNA, poprzez inaktywacj¢ topoizomerazy IV i gyrazy.
Ciprofloksanyna wraz z rifampicyng wykazata nizsza aktywno$¢ dziatania wobec bakterii
zyjacych w biofilmie niz tigecyklina wraz =z rifampicyng. Wartos¢ BIC dla
ciprofloksacyny/rifampicyny ~ wynosita od  0,250pug/ml do  2ug/ml, a dla
tigecykliny/rifampicyny zawierata si¢ w przedziale od 0,062ug/ml do 0,5ug/ml. Wszystkie
szczepy wykazaly wrazliwo$¢ na tigecykling wraz z rifampicyng. Trzy szczepy (15%)
wykazaty oporno$¢ na ciprofloksacyng wraz z rifampicyne (warto$¢ graniczna

ciprofloksacyny wyznaczona dla form planktonowych MIC=1).

Ocena wplywu lekow przeciwbakteryjnych w stezeniach subinhibicyjnych na ekspresje

genow zwigzanych z tworzeniem biofilmu oraz na strukture biofilmu

Badano wptyw tigecykliny i ciprofloksacyny w stezeniach subinhibicyjnych (Sub-
MIC) na ekspresje genow icaA (kodujgcego adhezyne PIA), altE (kodujacego biatko petnigce
funkcje adhezyny) i sigB (kodujacego biatko regulatorowe, wptywajace na integralno$é
struktury biofilmu) szczepow klinicznych S. epidermidis (Szczuka i wsp.2017).

Tigecyklina w st¢zeniach odpowiadajgcych wartosci 0,5 MIC 1 0,25 MIC wptywata na
podwyzszenie ekspresji genow: altE i sigB u wszystkich szczepow S. epidermidis. Nalezy
podkresli¢, ze wzrost ekspresji genu altE moze skutkowac bardziej efektywng adhezja do
powierzchni abiotycznej i biotycznej. Natomiast wzrost ekspresji genu sigB, ktéry odgrywa

rol¢ w stabilizacji biofilmu, moze wplywaé na wigkszg integralno$¢ i oporno$¢ struktury
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biofilmu na dziatanie sit mechanicznych funkcjonujacych w organizmie, na przyktad
wywieranych przez przeptywajacy strumien krwi. Przeprowadzone badania, wykazaty wzrost
ekspresji genu icaA, u wszystkich szczepow w obecnosci tigecykliny odpowiadajacej wartosci
0,5 MIC. Jedynie niewielki spadek ekspresji genu icaA zaobserwowano u dwdéch izolatow
(MPU 76 i MPU 51) w obecnosci tigecykliny odpowiadajacej stezeniu 0,25 MIC. Wzrost
ekspresji genu icaA moze stymulowac produkcje adhezyny PIA, co z kolei moze prowadzié
do wzrostu adhezji miedzykomdrkowej w biofilmie.

Natomiast ciprofloksacyna w stezeniu odpowiadajacym wartosci 0,5 MIC
powodowata wzrost ekspresji genu icaA u trzech izolatow (MPU 52, MPU 57 i MPU 85).
Niewielki spadek zaobserwowano dla pozostatych dwoch izolatow (MPU 76 i MPU 51).
Natomiast inkubacja w obecnosci ciprofloksacyny odpowiadajgcej wartosci 0,25 MIC
powodowata spadek ekspresji genu u wszystkich izolatow. Ciprofloksacyna w stezeniu
subinhibicyjnym (0,5 MIC i 0,25 MIC) powodowata wzrost ekspresji genu altE, z wyjatkiem
szczepu MPU 76 1 MPU 51 w przypadku inkubacji w stezeniu odpowiadajacym 0,25 MIC.
Ciprofloksacyna w stezeniu subinhibicyjnym 0,5 MIC powodowata spadek ekspresji sigB
dwaoch szczepow MPU 76 i§ MPU 51, a wzrost ekspresji u trzech szczepow (MPU 52, 57, 85).
Badania wykazaty, ze Cciprofloksacyna moduluje ekspresj¢ gendw zaangazowanych w
tworzenie biofilmu, jednak jej efekt jest zalezny od szczepu.

Analiza obrazow w mikroskopie konfokalnym przy zastosowaniu programu
COMSTAT, uwidocznita zmiany w architekturze biofilmu tworzonego w obecnosSci
tigecykliny i ciprofloksacyny w stezeniach subinhibicyjnych (0,5 MIC i 0,25 MIC) w
poréwnaniu z biofilmem tworzonym bez antybiotyku. Biofilm tworzony w obecnosci
tigecykliny w stezeniu sub-MIC charakteryzowal si¢ zwigkszeniem biomasy, zwigkszeniem
wysoko$ci, wzrostem zajmowanej przestrzeni w poréwnaniu z kontrolg. Wskazuje to na
wplyw tigecykliny w stezeniach sub-MIC na wirulencj¢ bakterii, co moze mie¢ znaczenie w
przebiegu infekcji bakteryjnej. Natomiast ciprofloksacyna odznaczajaca si¢ innym
mechanizmem dziatania na komorke bakteryjng w poréwnaniu z tigecykling, rowniez w
odmienny sposéb modyfikuje strukture przestrzenng biofilmu. W stezeniach subinhibicyjnych
powoduje zmniejszenie grubosci biofilmu, zmniejszeniem jego biomasy, redukcje
zajmowanej powierzchni przez biofilm i wplywa na wigksze zréznicowanie jego struktury.
Wskazuje to na dzialanie hamujgce tego chemioterapeutyku na wzrost biofilmu, co moze
ogranicza¢ rozwodj zakazenia w organizmie chorego i jest niewatpliwiec korzystne dla

prowadzonej terapii.
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W $wietle prezentowanych wynikow wydaje si¢ niezwykle istotne podj¢cie dalszych
badan nad wptywem lekow przeciwbakteryjnych w stezeniach sub-MIC na ekspresje genow
zaangazowanych w wirulencja gronkowcow. Zgodnie z wiedza autora nie ma badan
dotyczacych wptywu glikopeptydéw nowej generacji (dalbawancyny, orytawancyny), lekow
niezwykle skutecznych w leczeniu infekcji skornych, czy tez nowych fluorochinolonow
(moksyfloksacyny, lewofloksacyny) na ekspresje genéow kodujacych gronkowcowe toksyny
bakteryjne (hemolizyny, toksyny z rodziny PSM) i adhezyny bakteryjne. Zagadnienie to jest
niezwykle istotne z punktu widzenia przeprowadzanej terapii antybiotykowej, gdyz lek, ktory
nie wywiera bezposredniego efektu bojczego na komodrke bakteryjng, moze modulowac
ekspresje genow zaangazowanych w patogeneze bakterii i modyfikowaé czynniki wirulencji,

co z kolei w istotny sposdb moze wptywac na przebieg infekcji bakteryjnej.

Podsumowanie

e Szczepy kliniczne nalezace do gatunkow S. aureus, S. epidermidis, S. haemolyticus, S.
hominis, S. warneri, S. capitis, S. auricularis, S. lugdunensis, S. cohnii, S.caprae maja
zdolnosci tworzenia ztozonych struktur biofilmowych in vitro.

e Szczepy S. aureus, S. epidermidis, S. hominis, S. warneri S. capitis, S. auricularis, S.
cohnii, S. lugdunensis, S. caprae tworzg biofilm w mechanizmie zaleznym od genow
icaADBC. Izolaty nalezace do gatunku S. aureus i S. warneri maja zdolno$¢ tworzenia
Ztozonych struktur biofilmowych pomimo braku obecnosci ww. gendéw. S.
haemolyticus tworzy biofilm w mechanizmie niezaleznym od operonu icaADBC.

e Istotng role w patogenicznos$ci S. capitis, S. auricularis, S. lugdunensis, S. cohnii i S.
caprae odgrywa adhezja oraz tworzenie biofilmu.

e S. aureus i gronkowce koagulazo-ujemne wywolujace zakazenia u ludzi wykazuja
duze zr6znicowanie genetyczne.

e Tigecyklina w kombinacji z rifampicyna wykazuje wyzsza aktywno$¢ dziatania wobec
bakterii zyjacych w biofilmie niz daptomycyna z rifampicyng oraz ciprofloksacyna z
rifampicyng.

e Tigecyklina i ciprofloksacyna w stezeniach subinhibicyjnych moduluja ekspresje
gendw icaA, altE i sigB, zaangazowanych w tworzenie biofilmu oraz wptywaja na

strukturg biofilmu.

16



Ewa Szczuka
Zalacznik 2a [Autoreferat w jezyku polskim]

Literatura uzupelniajaca

10.
11.

12.

13.

14,

15.

Aybar Y., Ozaras R., Besirli K., Engin E., Karabulut E., Salihoglu T., Mete B., Tabak F., Mert A.,
Tahan G., Yilmaz M.H., Ozturk R. 2012. Efficacy of tigecycline and vancomycin in experimental
catheter-related Staphylococcus epidermidis infection: microbiological and electron microscopic
analysis of biofilm. Int. J. Antimicrob. Agents 39, 338-342.

Becker K., Heilmann C., Peters G. 2014. Coagulase-negative Staphylococci. Clin. Microbiol. Rev. 27,
870-926.

Coiffier G., Albert J.D., Arvieux C. Guggenbuhl P. 2013. Optimizing combination rifampin therapy for
staphylococcal osteoarticular infections. Joint Bone Spine 80, 11-17.

Davies J., Spiegelman G.B., Yim G. 2006. The world of subinhibitory antibiotic concentrations. Curr.
Opin. Microbiol. 9, 445-53.

Fey P.D. 2010. Modality of bacterial growth presents unique targets: how do we treat biofilm-mediated
infections? Curr. Opin. Microbiol. 13, 610- 615.

Garzoni C., Kelley W.L. 2009. Staphylococcus aureus: new evidence for intracellular persistence.
Trends. Microbiol. 17, 59-65.

Gould I.M., David M.Z., Esposito S., Garau J., Lina G., Mazzei T., Peters G. 2012. New insights into
meticillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA) pathogenesis, treatment and resistance. Int. J
Antimicrob. Agents. 39, 96-104.

Jefferson K.K. 2004. What drives bacteria to produce a biofilm? FEMS Microbiol. Lett. 236, 163-173.
Kaplan J.B. 2011. Antibiotic-induced biofilm formation. Int. J. Artif. Organs 34, 737-751.

Otto M. 2008. Staphylococcal Biofilms. Curr. Top Microbiol. Immunol. 322: 207-228.

Otto, M. 2012. Molecular basis of Staphylococcus epidermidis infections. Semin. Immunopathol. 34,
201-214.

Otto M.P., Martin E., Badiou C., Lebrun S., Bes M. Vandenesch F., Etienne J., Lina G., Dumitrescu O.
2013. Effects of subinhibitory concentrations of antibiotics on virulence factor expression by
community-acquired methicillin-resistant Staphylococcus aureus. J. Antimicrob. Chemother. 68, 1524-
32.

Rohde H., Mack D., Christner M., Burdelski C., Franke, G., Knobloch J.K-M. 2006. Pathogenesis of
staphylococcal device-related infections: from basic science to new diagnostic, therapeutic and
prophylactic approaches. Rev. Med. Microbiol. 17, 45-54.

Sader H.S., Jones R.N. 2012. Antimicrobial activity of daptomycin in comparison to glycopeptides and
other antimicrobials when tested against numerous species of coagulase-negative Staphylococcus.
Diagn. Microbiol. Infect. Dis. 73, 212-214.

Smith K., Gould K.A., Ramage G., Gemmell C.G., Hinds J. Lang S. 2010. Influence of tigecycline on
expression of virulence factors in biofilm-associated cells of methicillin-resistant Staphylococcus
aureus. Antimicrob. Agents. Chemother.54, 380-387.

17


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Becker%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25278577
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Heilmann%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25278577
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Heilmann%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25278577
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Peters%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25278577
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Peters%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25278577
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4187637/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Davies%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16942902
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Spiegelman%20GB%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16942902
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Yim%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16942902
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16942902
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16942902
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Garzoni%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19208480
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kelley%20WL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19208480
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19208480
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gould%20IM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22196394
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=David%20MZ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22196394
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Esposito%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22196394
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Garau%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22196394
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lina%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22196394
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Mazzei%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22196394
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Peters%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22196394
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22196394
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22196394
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Jefferson%20KK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15251193
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15251193
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kaplan%20JB%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22094552
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22094552
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Otto%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22095240
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Otto%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22095240
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22095240
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Otto%20MP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23508621
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Martin%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23508621
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Badiou%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23508621
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lebrun%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23508621
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bes%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23508621
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Vandenesch%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23508621
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Etienne%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23508621
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lina%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23508621
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Dumitrescu%20O%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23508621
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23508621
http://journals.lww.com/revmedmicrobiol/toc/2006/04000
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sader%20HS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22608137
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Jones%20RN%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22608137
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22608137
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Smith%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19858261
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gould%20KA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19858261
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ramage%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19858261
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gemmell%20CG%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19858261
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hinds%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19858261
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lang%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19858261
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19858261

Ewa Szczuka
Zalacznik 2a [Autoreferat w jezyku polskim]

16. Valour F., Trouillet-Assant S., Rasigade J.P., Lustig S., Chanard E., Meugnier H., Tigaud S.,
Vandenesch F., Etienne J., Ferry T. Laurent F. 2013. Staphylococcus epidermidis in orthopedic device
infections: the role of bacterial internalization in human osteoblasts and biofilm formation. PLoS One 8,
e67240.

5. Omowienie pozostalych osiggnie¢ naukowo—badawczych

Rownolegle z glownym nurtem moich badan, prowadzilam badania dotyczace
zréznicowania kaset SCCmec (ang. staphylococcal cassette chromosome mec)
wystepujacych w genomach bakterii z gatunku S. aureus, S. epidermidis i S.
haemolyticus. Kasety SCCmec sa mobilnymi elementami genetycznymi (ang. mobile genetic
elements, MGE), ktére na drodze transferu horyzontalnego mogg by¢ przekazywane migdzy
szczepami tego samego gatunku, a takze miedzy szczepami roznych gatunkow. Kaseta
SCCmec zawiera zwykle gen mecA, ktéry warunkuje opornos¢ gronkowcdéw na metycyling,
co oznacza oporno$¢ na antybiotyki B-laktamowe, z wyjatkiem cefalosporyny V generacji —
ceftobiprolu. Gen mecA odpowiedzialny jest za wytwarzanie zmienionego biatka wigzacego
penicyling — PBP2a (penicillin binding protein 2a), ktore dzigki obnizonemu powinowactwu
do antybiotykéw p-laktamowych, zachowuje swoja funkcj¢ enzymatyczng i uczestniczy w
syntezie §ciany komodrkowej. W strukture SCCmec czgsto wbudowane sag mobilne elementy
genetyczne tj: plazmidy, transpozony, sekwencje inercyjne, w ktorych mogg by¢
zlokalizowane geny warunkujace opornos¢ na aminoglikozydy, makrolidy, linkozamidy,
streptograminy i tetracykliny oraz geny warunkujace wirulencje bakterii. Elementy SCCmec
sa klasyfikowane na roézne typy na podstawie wystepujacego kompleksu genéw mec oraz
rekombinazy ccr, ktéra umozliwia wycinanie i specyficzng integracje kasety z chromosomem

bakteryjnym.

Badania wykazaly olbrzymia réznorodnos$¢ kaset u S. haemolyticus (Szczuka i wsp.
2016). U 18% szczepow tego gatunku zidentyfikowano kasete typu V, zawierajacg klasg C
kompleksu mec i rekombinaze¢ typu ccrC. U trzech izolatow zidentyfikowano geny ccrC, ale
nie zidentyfikowano kompleksu mec. U jednego szczepu stwierdzono wystepowanie kasety
SCCmec majacej zidentyfikowany kompleks mec- klas¢ C i nieznany typ rekombinazy ccr.
Badania wskazuja, ze kompleks mec- klasa C moze wystepowaé w sposob niezwigzany z
genami ccrC. U czterech izolatow stwierdzono wystgpowanie klasy B kompleksu mec,

podczas gdy zaden izolat nie miat kompleksu mec klasy A. Ponadto, opisano wyst¢powanie
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kasety SCCmec o unikatowej kompozycji kompleksu mec i ccr. Zawiera ona klas¢ B
kompleksu mec i gen rekombinazy typu ccrABsup. Ten typ rekombinazy zostal rowniez
wykryty u dwoch szczepdw S. haemolyticus, u ktérych nie zostat zidentyfikowany kompleks
mec. U 70% badanych szczepdw nie mozna byto zidentyfikowa¢ kompleksu mec i
rekombinazy, gdyz najprawdopodobniej zawieraja do tej pory nieopisane kompleksy mec oraz
allotypy genu rekombinazy chromosomowej. Sekwencjonowane geny ccr, zostaly
zarejestrowane w GenBanku, association number KU523873 i KU523874. W wyniku
przeprowadzonej analizy, okazato si¢, ze sekwencja ccrA (KU523874) wykazata wysokie
podobienstwo (>96 %) do sekwencji ccrA2 wystepujacej u S. aureus M06/0075 i JCSC6668
N315. Podobnie sekwencja ccrB (KU523873) byta identyczna w 97% do sekwencji ccrB2
stwierdzonych u S. aureus JCSC1968 i S. epidermidis CS8.

Ogromne zréznicowanie kaset wsrod szczepow S. haemolyticus kontrastuje z
ograniczong liczbg kaset nietypowych obserwowanych u S. epidermidis (Szczuka i wsp.
2016). U tego gatunku zidentyfikowano kasete SCCmec typu IV (69%), 111 (23%) i 1l (3%).
Jedynie u trzech izolatow wykazano obecnos¢ kaset nietypowych, majacych zidentyfikowany
kompleks mec—klas¢ B, a nicokreslony typ rekombinazy. Rezultaty tych badan swiadcza, ze
kasety SCCmec u szczepow tego gatunku sg elementami wysoce konserwatywnymi, u
ktorych rzadko dochodzi do rearanzacji kompleksu genu mec i ccr i powstania nowych
wariantow kaset. Na podkreslenie zastuguje fakt, ze u S. epidermidis dominuje kaseta typu
IV, ktéra zwykle warunkuje opornosci jedynie na antybiotyki B-laktamowe. Kaseta ta
charakteryzuje si¢ mata wielko$cia co wskazuje na wyzsza mobilno§¢ w pordwnaniu do
wigkszych typow kaset. Obecnie panuje poglad, ze szczepy S. epidermidis stanowia

rezerwuar kaset SCCmec dla metycylinowrazliwych szczepdéw gronkowca ztocistego.

Jednakze, u wigkszosci szczepow szpitalnych S. aureus (HA-MRSA - hospital-
acquired MRSA) stwierdzono wystgpowanie kaset typu 111 (62%) i Il (24%) (Szczuka i wsp.
2013). W kasetach tego typu, oprdcz genu mecA, ulokowane sg geny warunkujace opornosé¢
na inne klasy antybiotykow, co skutkuje wieloopornoscia. Jedynie u 10 szczepow HA-MRSA
oraz u czterech szczepéw MRSA wystepujacych poza srodowiskiem szpitalnym (CA-MRSA
— community acquired MRSA) zidentyfikowano kasete typu IV. U szczepéw S. aureus
okreslono wystepowanie gendéw kodujgcych toksyny bakteryjne, ktore pelnig istotng role w
patogenezie zakazen powodowanych przez te bakterie. Najbardziej rozpowszechnione okazaty si¢

geny kodujace leukocydyng Panton-Valentine (PVL), ktore wystgpowaty u dziewigciu szczepow
HA-MRSA i czterech szczepow zaklasyfikowanych jako CA-MRSA. Toksyna PVL wykazuje
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aktywnos¢ cytotoksyczng w stosunku do neutrofiléw oraz monocytow i makrofagow, przetamujac
pierwsza lini¢ obrony uktadu odpornosciowego organizmu. Ponadto, dane literaturowe wskazuja
na zaangazowanie toksyny PVL w patomechanizm martwiczego zapalenia pluc poprzez indukcje
apoptozy neutrofili. U trzech szczepéw MRSA wykryto geny tst, ktore nie rozprzestrzenity si¢ w
populacji gronkowcow, pomimo ze zlokalizowane sa na ruchomym elemencie chromosomu,
wyspie patogennosci SaPI. Toksyna TSST-1 zaliczana jest do superantygenow, ktore powoduja
nadmierng mobilizacje uktadu immunologicznego z pomini¢ciem drogi klasycznej, wywotujac
niespecyficzng poliklonalng proliferacje limfocytow T, ktore z kolei uwalniaja w nadmiarze
cytokiny prozapalne, prowadzac do charakterystycznych objawow wstrzasu toksycznego. Nasze
badania wskazujg rowniez na niskg czgstos¢ wystepowania u klinicznych szczepow S. aureus
genow eta (1%) i etb (9%) zlokalizowanych odpowiednio w chromosomie bakteryjnym i w
plazmidzie. Geny te koduja eksfoliatyny, proteinazy serynowe, ktore hydrolizujag desmogleing

warstwy ziarnistej naskorka, prowadzac do ztuszczajacego zapalenia skory.

Do podjecia badan nad molekularnymi mechanizmami opornosci na antybiotyki
z grupy MLSg sklonil nas stabo poznany mechanizm tej opornosci u bakterii S. hominis
(Szczuka i wsp. 2016). Metylacja miejsca wigzania antybiotyku na podjednostce 50S
rybosomu, przeprowadzana przez enzymy adenylo-N-metylotransferazy Erm (erythromycin
ribosome methylase) jest najistotniejszym mechanizmem opornosci na makrolidy i
linkozamidy u bakterii tego gatunku. Dominuja geny erm (C). Obecnos¢ genu erm(B)
stwierdzono u 25% szczepow, a gen erm(A) identyfikowano znacznie rzadziej, jedynie u 15%
szczepOw. Mechanizm aktywnego usuwania antybiotyku z komorki bakteryjnej,
uwarunkowany obecnoscig biatek btonowych kodowanych przez geny msr(A) wystepowatl u
18% szczepOw. Znaczny odsetek szczepow S. hominis (31%) posiadat gen InuA, kodujacy

nukleotydotransferaze, ktéra odpowiedzialna jest za enzymatyczng inaktywacje linkomycyny.

Podje¢tam réwniez badania, ktorych celem byto ustalenie jednoczesnego wystepowania
genu mecA i genéw warunkujgcych oporno$¢ na aminoglikozydy u klinicznych szczepow S.
haemolyticus (Krzyminska i wsp. 2015). Nalezy podkresli¢, ze bakterie z tego gatunku maja
ogromng zdolno$¢ kumulowania genéw opornosci na antybiotyki w genomie bakteryjnym. U
63% szczepOw opornych na metycyline stwierdzono obecnos¢ przynajmniej jednego z genOw
kodujacych  enzymy modyfikujace  aminoglikozydy, okreslane skrotem AME
(aminoglycoside-modyfying-enzyme). U 33% stwierdzono wystgpowanie dwoch gendéw
kodujacych AME, aac(6’)/aph(2’’) i aph(3”’)-Illa. Najbardziej rozpowszechnionym byl gen
aph(3”)-1lla (43%) kodujacy enzymy wykazujace aktywno$¢ fosfotransferazy, ktore
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modyfikuja kanamycyng¢ i amikacyng. Gen aac(6’)/aph(2’’) kodujacy dwudomenowe biatko
AAC(6’)/APH(2’") wykazujace aktywno$¢ acetylotransferazy AAC(6’) i fosfotransferazy
APH(2’") wystepowat u 33% szczepoéw. Co wazne, biatko AAC(6”)/APH(2’’) odpowiada za
inaktywacje gentamycyny, neomycyny, kanamycyny, tobramycyny i amikacyny. Natomiast
gen ant(4’)-la, ktéry warunkuje oporno$¢ na tobramycyne, kanamycyne, neomycyng, i

amikacyng, obecny byl u 20% szczepow.

Badatam takze wystepowanie genow ileS-2 kodujacych oporno$¢ na mupirocyne
(Szczuka i wsp. 2009). Lek ten jest niezwykle skuteczny w likwidacji nosicielstwa
metycylinoopornego gronkowca zlocistego. Nalezy zaznaczy¢, ze eliminacja nosicielstwa u
hospitalizowanych pacjentow, jest bardzo waznym $rodkiem profilaktycznym zmniejszajace
ryzyko, wystgpienia pooperacyjnych zakazen gronkowcowych. Oporno$¢ na mupirocyne
zwigzana jest z obecnos$cig plazmidowego genu ileS-2, kodujacego syntetaze¢ izoleucyno-
tRNA nie ulegajaca inhibicji przez ten antybiotyk. Badaniami obj¢to 78 izolatow, nalezacych
do gatunku S. aureus, S. epidermidis, S. haemolyticus i S. simulans. Gen ileS-2 wystepowat u
dwdch szczepow z gatunku S. epidermidis, co wskazuje ze gronkowce koagulazo-ujemne mogg

by¢ rezerwuarem tego genu.

Ponadto moje dotychczasowe prace naukowe koncentrowaly si¢ na analizowaniu
podobienstwa genetycznego szczepow klinicznych. Do réznicowania 135 izolatow MSSA
(ang. methicillin-susceptible Staphylococcus aureus) wykorzystano metod¢ RFLP (ang.
Restriction Fragment Lenght Polymorphism) polegajaca na analizie restrykcyjnej fragmentow
zmiennych regionu HVR (ang. hypervariable region), genu spa kodujacego powierzchniowe
biatko A i1 genu coa odpowiedzialnego za produkcje koagulazy (Szczuka i wsp. 2010).
Natomiast wewnatrzgatunkowe roznicowanie szczepow S. haemolyticus badano przy pomocy
techniki REP-PCR, bazujacej na wystepowaniu repetytywnych sekwencji, REP (ang.
repetitive extragenic palindromic) w genomie bakterii (Krzyminska i wsp. 2013). Podj¢tam
rowniez prob¢ wykorzystania techniki MLVA (ang. multiple-locus variable-number tandem
repeat analysis) do typowania szczepdw S. hominis (Szczuka i wsp. 2014). Metoda ta opiera
si¢ na jednoczesnej amplifikacji wielu loci 0 zmiennej liczbie tandemowych powtorzen. Przy
uzyciu oprogramowania Tandem Repeats Finder zidentyfikowano 142 tandemowych
powtorzen znajdujacych sie w genomie S. hominis SK 119. Do dalszej analizy wybrano 11,
biorgc pod uwage dlugos¢ sekwencji, liczbe kopii oraz lokalizacje w genomie bakteryjnym.

Typowanie w oparciu 0 dwie z tandemowych powtérzen dalo najlepsze rezultaty,
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wyodrebniono profile genetyczne charakteryzujace si¢ heterogenicznym uktadem prazkow.
Metoda ta umozliwiala typowanie wszystkich izolatow. Nastepnie poréwnano site
dyskryminacyjng analizowanej metody MLV A w odniesieniu do typowania szczepéw metoda
BOX-PCR. Analiza uzyskanych wynikéw jednoznacznie wskazala, ze metoda BOX-PCR

odznaczala si¢ wyzszym potencjatem réznicujacym.

Typowanie bakterii nalezacych do rodzaju Aeromonas bylo przedmiotem mojej
pracy doktorskiej (Szczuka i Kaznowski 2004; Szczuka i Kaznowski 2005; Szczuka i
Kaznowski 2007). Pateczki Gram-ujemne z rodzaju Aeromonas sa szeroko
rozpowszechnione w $rodowisku wodnym. Sg istotnym czynnikiem etiologicznym zakazen
ryb. Szczepy Aeromonas sp. moga powodowac =zakazenia przewodu pokarmowego
objawiajace si¢ biegunka, o ostrym lub tagodnym przebiegu, zakazenie ran, posocznice,
zapalenie tkanki lgcznej, zapalenie otrzewnej oraz zapalenie opon mozgowych. Analiza
szczepow pochodzacych z roznych nisz ekologicznych i obszarow geograficznych wykazata
zrd6znicowanie genetyczne poszczegdlnych gatunkow Aeromonas. Stwierdzono, ze klony
pochodzace z terenu Europy nie wykazuja podobienstwa z klonami izolowanymi na terenie
Tajlandii i Hongkongu. Metody RAPD i ERIC-PCR umozliwiajg wewnatrzgatunkowe
réznicowanie badanych szczepoéw i odznaczaja si¢ podobnym potencjalem réznicujacym.
Natomiast metoda rep-PCR nie umozliwia réznicowania wszystkich szczepow zaliczanych do
poszczegblnych gatunkéw Aeromonas oraz wykazuje niski potencjat réznicujgcy. Ponadto
wykazano, ze bakteriec wyizolowane z tego samego zrodta niekiedy majg podobne profile
biatkowe. Roznicowanie wewnatrzgatunkowe Aeromonas przy zastosowaniu eletroforezy
protein wyizolowanych z komorek bakteryjnych jak i biatek wyekstrahowanych z przestrzeni
peryplazmatycznej wykazalo mniejszg Sit¢ rdznicujgca w porownaniu z metodami RAPD i
ERIC-PCR. Ponadto stwierdzono, ze metody fenotypowe oparte na analizie
elektroforetycznej biatlek komoérkowych i genotypowe, RAPD, ERIC i REP-PCR, nie
umozliwiaja identyfikacji bakterii. Badania wykonatam dzigki $rodkom finansowych
pozyskanym z Komitetu Badan Naukowych jako Grant promotorski KBN nr 6 P0O4C 064 19
pt. ,,Taksonomiczne typowanie szczepdw Aeromonas sp.”. Praca doktorska zatytulowana:
»lypowanie bakterii nalezacych do rodzaju Aeromonas” zostala wyrdzniona przez Radg
Wydzialu Biologii UAM w Poznaniu. Drugi nurt badan, w ktory uczestniczytlam w okresie

przed uzyskaniem stopnia doktora dotyczyt wirulencji bakterii z rodzaju Aeromonas sp.
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W okresie trwania mojej pracy, bytam réwniez wykonawcg grantu Grant Ministerstwa
Nauki i Informatyzacji nr 2PO4G 003 30 pt. ,,Wplyw zlewni rzek Welny i Nielby na zmiany
struktury zbiorowisk glondw”. Welna i Nielba sg to niewielkie rzeki na terenic Wielkopolski,
ktérych wody krzyzuja si¢, co jest rzadkim przypadkiem w skali Europy. Glownym celem
badan byto okres$lenie zmian w liczebnos$ci bakterii heterotroficznych w wodach dwaoch rzek
przed i za skrzyzowaniem (Messyasz i wsp 2010; Messyasz i wsp 2010). Badania
prowadzono od pazdziernika 2006 do wrzesnia 2007 roku. Woda pobierana byta w cyklu
miesigcznym na 4 stanowiskach, ktore umiejscowione byly 500 metrow przed i za
skrzyzowaniem rzek. We wszystkich miesigcach prowadzonych badan liczebno$¢ bakterii
heterotroficznych zdolnych do wzrostu w temperaturze 22°C i 37°C byla wyzsza w wodzie
rzeki Welny niz Nielby. Zaobserwowano spadek liczby bakterii w wodzie rzeki Welny za
skrzyzowaniem =z Nielbg. Natomiast stwierdzono wyzsza liczebno$¢ bakterii w
analizowanych probach wody rzeki Nielby za skrzyzowaniem z Welng. Jednakze, zmiany
liczebnosci bakterii psychrofilnych i mezofilnych notowane w toni wodnej Nielby byty
mniejsze niz te obserwowane w rzece Welnie. Rowniez zmiany liczebno$ci bakterii z grupy
coli byty mniejsze w wodach rzeki Nielby niz Weiny. Na podstawie przeprowadzonych badan
wnioskowa¢ mozna, ze skrzyzowanie rzek wptywa na stan bakteriologiczny wod Nielby 1
Wely. Nie mozna jednak wykluczy¢ wptywu takze innych czynnikoéw na stan liczebno$ci
bakterii obu tych rzek. Nalezy bra¢ pod uwage, ze Welna na odcinku przed skrzyzowaniem z
Nielbg narazona jest na ciaggly doplyw $ciekdéw ze stawow rybnych, podczas gdy do Wetny za
skrzyzowaniem nie docieraja tak intensywnie $Scieki. O intensywnie prowadzonych procesach
przeksztalcen biopolimeréw organicznych zachodzacych w rzece Wektna i1 Nielba $§wiadczyta

wysoka liczebno$¢ bakterii amylolitycznych, proteolitycznych oraz lipolitycznych.

Moja praca naukowa obejmowata ponadto redagowanie prac przegladowych. Celem
pierwszej pracy bylo przedstawienie molekularnych metod identyfikacji bakterii z rodzaju
Staphylococcus (Szczuka 1 wsp. 2013). Metody te oparte sg na bezpoSrednim
sekwencjonowaniu konserwatywnych genow: 16SrRNA, gap (kodujgcego dehydrogenaze
aldehydu 3-fosfoglicerynowego), hsp60 (kodujacego biatko szoku cieplnego HSP60), dnal
(kodujacego biatko szoku cieplnego Dnal), tuf (kodujacego czynnik Tu uczestniczacy w
procesie elongacji tancucha peptydowego), sodA (kodujacego dysmutaze ponadtlenkowa),
rpoB (kodujagcego podjednostke beta polimerazy RNA), analizie restrykcyjnej wyzej
wymienionych genow, analizie real-time PCR oraz spektroskopii mas. W kolejnej pracy

zatytutowanej ,,Zroznicowanie kaset SCCmec u metycylinoopornych gronkowcéw koagulazo-
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ujemnych” przedstawiona zostata organizacyjna struktura kaset SCCmec, ich klasyfikacja i
identyfikacja oraz rola kaset SCCmec w rozprzestrzenianiu opornosci na antybiotyki (Szczuka
i wsp. 2014).

Podsumowujac, efektem mojej dziatalnosci naukowo-badawezej jest 26 publikacji
naukowych (wliczajac publikacje stanowigce osiggniecie habilitacyjne), z czego 24 powstaly
po doktoracie. Dwadziescia cztery pozycje stanowig prace oryginalne, za$ dwie —
przegladowe. Znakomita wigkszos¢ (23) artykutéw opublikowana zostata w czasopismach z
listy Journal Citation Report posiadajacych Impact Factor (czg$é A wykazu MNiSW), a trzy
opublikowane w czasopismach nie posiadajacych wspdtczynnika Impact Factor (czg$¢ B wykazu
MNiSW). Sumaryczny Impact Factor wedtug listy Journal Citation Reports (JCR), zgodnie z
rokiem opublikowania wynosi 29,625, a ogdlna liczba punktéw MNiSW wynosi 430. Indeks
Hirscha H = 5 (baza Web of Science). Lacznie moje prace byly cytowane 102 razy wedtlug bazy
Web of Science, 195 razy wedlug bazy Google Scolar.
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