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1. IMIE I NAZWISKO:

Anna Zaczek

2. POSIADANE DYPLOMY, STOPNIE NAUKOWE - z podaniem nazwy, miejsca i roku
ich uzyskania oraz tytulu rozprawy doktorskie;j.

Doktor nauk biologicznych, dyscyplina mikrobiologia, specjalnos¢ genetyka bakterii

Stopien nadany uchwaty Rady Wydziatu Biologii i Ochrony Srodowiska
Uniwersytetu £odzkiego w 2009 r.

Tytut rozprawy doktorskiej:

»Molekularna charakterystyka szczepéw Mycobacterium tuberculosis opornych na
podstawowe tuberkulostatyki”.

Promotorem przewodu doktorskiego byt prof. dr hab. Jarostaw Dziadek z Instytutu
Biologii Medycznej PAN w Lodzi, recenzentami byli: prof. dr hab. Adam Jaworski
oraz prof. dr hab. Jozef Kur.

Magister biologii, specjalnos¢ biologia molekularna

Tytul uzyskany na Wydziale Biologii i Nauk o Ziemi Uniwersytetu Jagiellonskiego
w Krakowie w 1997 r.

Tytul pracy magisterskiej:

,Badanie wplywu bezposredniego oddzialywania komorka-komorka na aktywno$¢
ruchowg komorek melanoma B16”.

Praca powstata pod kierunkiem prof. dr hab. Zbigniewa Madeji, recenzentami byli:
prof. dr hab. Wiadystaw Korohoda oraz prof. dr hab. Andrzej Klein.

Inzynier rolnictwa

Tytut uzyskany na Wydziale Rolniczym Akademii Rolniczej (obecnie Uniwersytet
Rolniczy) w Krakowie w 1996 r.

- Podyplomowe studia dla pracownikdéw jednostek naukowych ,,Public Relation w
badaniach naukowych”, Wyzsza Szkota Ekonomii i Innowacji w Lublinie, 2010 r.

- Studium Pedagogiczne ukonczone uzyskaniem kwalifikacji pedagogicznych do
pracy nauczyciela, Uniwersytet Jagiellonski, Krakoéw 1997 r.
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Zdrowiu, Wydziat Medyczny Uniwersytetu Rzeszowskiego.

2012 — 2018 Adiunkt w Katedrze Biochemii i Biologii Komorki na Wydziale
Biologiczno-Rolniczym Uniwersytetu Rzeszowskiego.

2009 — 2012 Adiunkt w Zakladzie Mikrobiologii i Genetyki Drobnoustrojéw na
Zamiejscowym Wyadziale Biotechnologii Uniwersytetu Rzeszowskiego.

2005 — 2009 Asystent w Katedrze Genetyki na Zamiejscowym Wydziale Biotechnologii
Uniwersytetu Rzeszowskiego.

2001 — 2005 Asystent w Katedrze Genetyki i Mikrobiologii na Wydziale Matematyczno-
Przyrodniczym Uniwersytetu Rzeszowskiego.

1998 — 2001 Asystent w Katedrze Biologii Wyzszej Szkoty Pedagogicznej w Rzeszowie.
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4. WSKAZANIE OSIAGNIECIA* wynikajacego z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14 marca
2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki
(Dz. U. 2016 r. poz. 882 ze zm. w Dz. U. z 2016 r. poz. 1311.):

4.1. TYTUL OSIAGNIECIA NAUKOWEGO

Zastosowanie metod molekularnych w typowaniu bakteryjnych
patogenow ludzi, zwierzat oraz roslin.

4.2. PUBLIKACJE WCHODZACE W SKEAD OSIAGNIECIA NAUKOWEGO

Przedstawione do oceny osiggnigcie naukowe stanowi monotematyczny cykl o$miu
oryginalnych publikacji naukowych, ktorych sumaryczny IF (wg roku opublikowania) jest
réwny 13,796, natomiast liczba punktéw MNiSW wynosi 190. Oswiadczenia
wspoélautoréw o udziale wlasnym w przygotowaniu wymienionych prac stanowiacych
osiggniecie naukowe zostaly przedstawione w Zataczniku nr 4.

1. Zaczek A, Brzostek A, Wojtasik A, Dziadek J, Sajduda A. 2013 Genotyping of
clinical Mycobacterium tuberculosis isolates based on 1S6110 and MIRU-VNTR
polymorphisms. Biomed Res Int. 2013;2013:865197. doi: 10.1155/2013/865197. Epub
2013 Dec 17.

IF2013 — brak 5-letni 1F2013 — brak MNiSWao13 — brak

Czasopismo Biomed Res Int. jest wydawane od 2013 r. Do 2013 r. byto wydawane
jako Journal of Biomedicine and Biotechnology (J BiomedBiotechnol). Ze wzgledu na
zmian¢ tytulu czasopismo Biomed Res Int w 2013 r. nie posiada IF i punktacji
MNIiSW. Punktacja dla J Biomed Biotechnol w 2013 r. przedstawia si¢ nastepujaco:
IF2013 — 2,706 5-letni 1F2013 — 2,750 MNiSW2013 — 30

Indywidualny wktad — 75%: udzial w wypracowaniu koncepcji badan, wykonanie
wiekszosci eksperymentalnej czesci pracy, przygotowanie tabeli, analiza wynikow,
udziat w przygotowaniu manuskryptu.

2. Zaczek A, Ziodtkiewicz M, Wojtasik A, Dziadek J, Sajduda A. 2013 1S6110-based
differentiation of Mycobacterium tuberculosis strains. Pol J Microbiol.
2013;62(2):201-4.

IF2013 — 0,871 5-letni 1F2013 — 1,059 MNiSW3013 — 15

Indywidualny wkiad — 75%: wypracowanie koncepcji badan, wykonanie wiekszosci
eksperymentalnej czesci pracy dotyczqcej genotypowania szczepow, skonstruowanie
wektora zawierajqcego sklonowane fragmenty wzoru FLAP do sekwencjonowania,
analiza wynikow, udzial w przygotowaniu manuskryptu.

3. Zaczek A, Brzostek A, Gorna A, Sajduda A, Woijtasik A, Dziadek J. 2013 Application
of FLIiP method for differentiation of Mycobacterium tuberculosis strains in
4
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comparison to commonly used methods, spoligotyping and MIRU-VNTR typing.Pol J
Microbiol. 2013;62(1):73-6.

IF2013 — 0,871 5-letni 1F2013 — 1,059 MNiSW2013 — 15

Indywidualny wkitad — 75%: wypracowanie koncepcji badan, wykonanie wigkszosci
eksperymentalnej czesci pracy, opracowanie ryciny, udziat w analizie wynikow, udziat
W przygotowaniu manuskryptu.

4. Zaczek A, Brzostek A, Kuron A, Wojtasik A, Sajduda A, Dziadek J. 2014
Development of a new ligation-mediated PCR method for the differentiation of
Mycobacterium tuberculosis strains. Int J Tuberc Lung Dis. 2014 Mar;18(3):302-9.
doi:10.5588/ijtld.13.0538.

IF2014 — 2,315 5-letni 1F2014 — 2,245 MNiSW2014 — 25

Indywidualny wktad — 70%: udzial w wypracowaniu koncepcji badan, opracowanie i
optymalizacja warunkow metody FLAP, wykonanie wigkszosci eksperymentalnej
czesci pracy, przygotowanie tabeli 1 rycin 1 i 4, analiza wynikow, udzial w
przygotowaniu manuskryptu.

5. Zaczek A, Brzostek A, Wojtasik A, Sajduda A, Dziadek J. 2014 Comparison of
ligation-mediated PCR methods in differentiation of Mycobacterium tuberculosis
strains. Biomed Res Int. 2014;2014:782071. doi: 10.1155/2014/782071. Epub 2014
Febl6.

IF2014— 1,579 5-letni 1F2014 — 1,593 MNiSWa2014 — brak

Czasopismo Biomed Res Int. jest wydawane od 2013 r. Do 2013 r. bylo wydawane
jako Journal of Biomedicine and Biotechnology (J BiomedBiotechnol). Ze wzgledu na
zmian¢ tytulu czasopismo Biomed Res Int w 2014 r, po roku istnienia, posiada IF,
natomiast nie ma punktacji MNiSW. Punktacja dla J Biomed Biotechnol w 2014 r.
przedstawia si¢ nastgpujaco:

IF2014 — 3,169 5-letni IF2014 — 3,132 MNiSW2014 — 30

Indywidualny wktad — 75%: udzial w wypracowaniu koncepcji badan, wykonanie
wszystkich eksperymentow dotyczgcych zastosowania metody FLiP i FLAP dla
badanej kolekcji, opracowanie tabeli, analiza wynikow, udzial w przygotowaniu
manuskryptu.

6. Zaczek A, Szwaja |, Skiba M, Brzostek A, Puchalski C, Lewandowska K, Dziadek J.
2015 Epidemiological Analysis of Mycobacterium tuberculosis Strains Isolated from
Patients of Small Communities Living in the South-East of Poland. Pol J Microbiol.
2015;64(3):289-93.

IF2015 — 0,750 5-letni 1F2015 — 0,993 MNiSW2015 — 15

Indywidualny wktad — 70%: udzial w wypracowaniu koncepcji badan, wykonanie
eksperymentalnej czesci pracy dotyczqcej zastosowania metody FLIiP i FLAP dla
badanych szczepow, analiza wynikow, udzial w przygotowaniu manuskryptu.
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7. Zaczek A, Wojtasik A, 1zdebski R, Gorecka E, Wojcik EA, Nowak T, Kwiecinski P,
Dziadek J. 2015 PCR melting profile as a tool for outbreak studies of Salmonella
enterica in chickens. BMC Vet Res. 2015 Jun 23;11:137. doi: 10.1186/s12917-015-
0451-4.

IF2015 — 1,643 5-letni 1F2015 — 1,975 MNiSW2015 — 35

Indywidualny wktad — 60%: udzial w wypracowaniu koncepcji badan, optymalizacja
warunkow metod stosowanych w pracy (MP-PCR i PFGE), wykonanie catosci czesci
eksperymentalnej pracy dotyczgcej zastosowania obu metod dla badanej kolekcji,
udziat w analizie wynikow, udzial w przygotowaniu manuskryptu.

8. Zaczek A, Stru§ K, Sokotowska A, Parniewski P, Wojtasik A, Dziadek J. 2019
Differentiation of Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus using PCR melting
profile and variable number of tandem repeat methods. Lett Appl Microbiol. 2019, Jan
68(1):24-30, doi: 10.1111/lam.13081. Epub 2018 Nov 13.

IF2017 — 1,471 5-letni 1F2017 — 1,848 MNiSW2017 — 25

Indywidualny wktad — 75%: udzial w wypracowaniu koncepcji badan, opracowanie i
optymalizacja warunkéow metod stosowanych w pracy (PCR, MP-PCR i VNTR),
wykonanie wigkszosci eksperymentalnej czesci pracy, przygotowanie wszystkich tabel,
analiza wynikow, udzial w przygotowaniu manuskryptu.
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43. OMOWIENIE CELU NAUKOWEGO WW. PRAC I OSIAGNIETYCH
WYNIKOW WRAZ Z OMOWIENIEM ICH EWENTUALNEGO WYKORZYSTANIA

Wprowadzenie.

Badania epidemiologiczne na poziomie molekularnym pozwalaja na zdefiniowanie
zroédta zakazenia oraz monitorowanie rozprzestrzeniania si¢ patogennych szczepow w
srodowisku. Z tego wzgledu poszukiwane sg metody umozliwiajace identyfikacj¢ czynnika
zakaznego na poziomie gatunku, a takze szczepu.

Metody molekularne, oparte o analiz¢ materialu genetycznego, ktory dla kazdego
organizmu jest charakterystyczny 1 wzglednie staty, pozwalaja na wykrywanie
wewnatrzgatunkowego polimorfizmu organizacji i struktury genomowego DNA, ktorego
zrédtem sa rekombinacje genetyczne i1 spontaniczne mutacje. Typowanie genetyczne
pozwala na ustalenie indywidualnych wzoré6w molekularnych dla poszczegdlnych
szczepow, co umozliwia okreslanie pokrewienstwa miedzy nimi. Potencjat roznicujacy
poszczeg6lnych metod zalezy od rodzaju polimorfizmu, ktory wykrywaja.

W przypadku mykobakterii, przez szereg lat z powodu braku odpowiednich technik
badawczych, wiedza o epidemiologii gruzlicy byla ograniczona, a S$ledzenie drog
transmisji w Srodowisku cztowieka prawie niemozliwe. Roznicowanie mykobakterii oparte
o wlasciwosci fenotypowe, takie jak wrazliwo$¢ na leki 1 wrazliwos¢ na mykobakteriofagi,
miato sporo ograniczen ze wzglgdu na wysoka zmienno$¢ fenotypowa pratkow (Jagielski
2016). Stosowanie rutynowych testow mikrobiologicznych i metod serologicznych takze
jest ograniczone ze wzgledu na biochemiczng homogennos$¢ pratkéw wchodzacych w
sktad kompleksu M. tuberculosis. Co wiecej, nawet molekularne metody, wprowadzone do
epidemiologii gruzlicy w latach 80-tych XX wieku, okazaly si¢ mocno ograniczone ze
wzgledu na niski poziom zmiennoSci genetycznej pratkdw (Frothingham 1994),
wynikajacy z ich specyfiki wzrostu (powolny wzrost, izolowana nisza zyciowa, zdolno$¢
do przechodzenia w stan latencji (Mathema 2006). Takze, oparte o analize sekwencji
operonu rRNA, rybotypowanie, cho¢ powszechnie stosowane u wielu bakterii, u
mykobakterii nie znalazlo zastosowania ze wzgledu na pojedyncza kopie tego operonu u
pratkow gruzlicy (van Embden 2000). Dopiero zidentyfikowanie w genomie pratkow
sekwencji powtarzajacych przyczynito si¢ do rozwoju metod réznicowania pratkow w

obrebie gatunku (Cowan 2005) i prawdziwego postepu w epidemiologii choroby przez nie
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wywotywanej. Sekwencje te to powtdrzenia tandemowe - TR (Tandem Repeats) oraz
powtorzenia rozproszone — IR (Interspersed Repeats), w tym sekwencje insercyjne - IS
(Insertion Sequence), ktore zdolne sg do przemieszczania si¢ w obrgbie genomu.

Elementy powtérzone réznig si¢ pod wzgledem zlozonosci struktury, wielkosci i
lokalizacji w genomie. Mechanizm warunkujacy zréznicowanie filogenetyczne genomow
mykobakterii zwigzany jest przede wszystkim z rearanzacjami w obrebie chromosomu
zachodzacymi na drodze rekombinacji, w ktorej biorg udziat sekwencje powtorzone w
genomie pratkéw. Sekwencje te stanowig wigc istotne zrédto zmiennos$ci genetycznej tych
bakterii. Stopien wykrytej zmienno$ci powinien by¢ na tyle wysoki aby wzory szczepow
nie powigzanych epidemiologicznie byty unikalne, a jednoczesnie na tyle stabilny, aby
szczepy izolowane od 0séb z jednego zrodta byty jednakowe.

Najlepiej poznang sekwencja insercyjng wystepujaca w obrgbie kompleksu M.
tuberculosis jest sekwencja insercyjna IS6110. Opisana zostala w dwodch niezaleznych
osrodkach, w Stanach Zjednoczonych i Francji w 1990 i zaproponowana jako specyficzny
marker molekularny w epidemiologii gruzlicy (Thierry 1990). Sekwencja IS6110
wystepuje w genomie wszystkich gatunkéw wchodzacych w skiad kompleksu M.
tuberculosis w roznej liczbie kopii (0-25, u wigkszosci szczepow izolowanych w Europie
w liczbie kilkunastu) i zlokalizowana jest w roznych miejscach genomu. IS6110 ma
wielko$¢ 1355 pz, na obu jej koncach znajdujg si¢ krotkie liczace 28 pz terminalne
odwrécone powtorzenia. Region lezacy miedzy nimi zawiera nakladajace si¢ ramki
odczytu kodujace enzym transpozaze, odpowiedzialny za transpozycje sekwencji
insercyjnej. Sekwencja IS6110 nalezy zatem do ruchomych elementow genetycznych z
rodziny 1S3. Transpozycji 1S6110 zwykle towarzyszy duplikacja 3-4 nukleotydowej
sekwencji docelowej. Rdéznice pomigdzy elementami insercyjnymi réznych szczepow
ograniczaja si¢ jedynie do kilku nukleotydow przy jednoczesnej zmiennej liczbie
powtdrzen w zaleznosci od gatunku i/ lub szczepu pratkow gruzlicy. Analiza liczby kopii
tej sekwencji oraz ich lokalizacji w genomach badanych szczepow M. tuberculosis jest
bardzo uzyteczna w badaniach epidemiologicznych gruZlicy.

Zasada typowania genetycznego szczepéw M. tuberculosis z wykorzystaniem
sekwencji IS6110 jako specyficznego markera molekularnego polega na uzyciu tej
sekwencji jako sondy w analizie RFLP (Restriction Fragments Length Polymorphism).
Metoda 1S6110-RFLP, oparta na analizie polimorfizmu dlugosci fragmentow

restrykcyjnych chromosomalnego DNA, zawierajacych sekwencje insercyjng [S6110,

8
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polega na trawieniu restrykcyjnym chromosomalnego DNA i rozdziale powstatych
fragmentéw w zelu agarozowym, a nastepnie przeniesieniu ich na membran¢ nylonowg 1
poddaniu hybrydyzacji z uzyciem znakowanej sondy bedacej wewnetrznym fragmentem
sekwencji IS6110. Uzyskane wzory hybrydyzacyjne sa szczepowo-specyficzne pod
warunkiem obecno$ci w genomie pratkow 5 lub wickszej liczby kopii IS6110.
Zastosowanie enzymu restrykcyjnego Pvull, ktory jednokrotnie przecina sekwencje
IS6110, a takze przecina DNA otaczajacy IS6110 w réznej odleglosci od niej, generuje
dostateczng liczbe fragmentow DNA dajacych charakterystyczny wzor prazkowy. Metoda
ta zostata uznana za mig¢dzynarodowy standard, a ujednolicona w 1993 roku procedura
wykonania analizy ulatwia porownywanie profili pomi¢dzy réznymi laboratoriami (van
Embden 1993).

W genomie pratkéw zidentyfikowano takze krotkie sekwencje repetytywne — DR
(Direct Repeats), ktore sa wykorzystywane do badania polimorfizmu pratkow z matg
liczba kopii sekwencji IS6110. Jedna z najbardziej popularnych metod genotypowania
pratkow opierajaca si¢ o DR, jest technika ,,spoligotyping” (spacer oligonucleotide typing).
Metoda ta opiera si¢ na amplifikacji chromosomalnego DNA pratkéw zawierajacych
zmienng liczbe prostych DR o dlugosci 36 pz kazda, miedzy ktorymi wystepuja krotkie
unikalne sekwencje rozdzielajace o dlugosci 35-41 pz (spacer). Na skutek homologicznej
rekombinacji pomigdzy sasiadujagcymi lub oddalonymi sekwencjami DR oraz transpozycji
IS6110, ktora jest obecna w tym regionie u prawie wszystkich szczepéw M. tuberculosis,
niektore sekwencje rozdzielajace mogg ulec delecji. Kryterium réznicowania pratkow w tej
metodzie jest obecno$¢ albo brak w regionie DR sekwencji rozdzielajagcej. W metodzie
»spoligotyping” powielaniu ulega caly region DR, przy uzyciu starteréw
komplementarnych do krotkich sekwencji DR. Uzyskane i wyznakowane produkty
amplifikacji hybrydyzuje si¢ do membrany, na ktorej znajdujg si¢ zwigzane kowalencyjnie
43 syntetyczne oligonukleotydy rozdzielajace. Sygnaly wykrywa si¢ na drodze
chemiluminescencji. Wyniki przedstawia si¢ w formacie binarnym (obecno$¢ lub brak
sekwencji rozdzielajacej), co utatwia katalogowanie i porownywanie wynikow (baza
SpolDB4) (Demay 2012).

Coraz czesciej w dochodzeniach epidemiologicznych pratkéw stosuje si¢ metode
polegajaca na analizie zmiennej liczby powtorzen tandemowych mykobakteryjnych
rozproszonych sekwencji powtarzajacych si¢ - MIRU-VNTR (Mycobacterial Interspersed
Repetitive Units — Variable Number of Tandem Repeats). Metodg opracowano dzigki

9
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poznaniu sekwencji genomow kilku gatunkow bakterii z kompleksu M. tuberculosis.
Sekwencje majg dlugos¢ 40-100 pz i1 zlokalizowane sg w roznych regionach genomu, a w
pojedynczym locus powtorzone sg 2 do kilkunastu razy. Sposrdd 41 zidentyfikowanych
loci zawierajacych powtdrzenia MIRU w typowaniu genetycznym stosuje si¢ obecnie 24
najbardziej polimorficzne (hypervariable). Metoda MIRU-VNTR polega na amplifikacji
specyficznego locus z odpowiednimi starterami komplementarnymi do sekwencji
flankujacych dany region MIRU, a nastepnie na rozdziale produktéw amplifikacji w zelu 1
analizie ich wielkosci. Wielko§¢ produktu zalezy od liczby powtérzen motywu
podstawowego. Liczba powtdorzen sekwencji MIRU w kazdym locus daje ostateczny kod
numeryczny (Supply 2006).

Powyzsze  metody, cho¢  powszechnie  stosowane w  dochodzeniach
epidemiologicznych gruzlicy, maja swoje ograniczenia wynikajace z pracochtonnosci,
kosztéw, koniecznej wstepnej hodowli pratkéw lub niewystarczajacej sity réznicujace;.
Dlatego tez, koniecznym jest poszukiwanie metod alternatywnych, ktore pozwolityby na

szybkie, tanie, i glgbokie roznicowanie pratkow.

Oméwienie celu naukowego ww. prac i osiagnietych wynikéw wraz z omoéwieniem ich

ewentualnego wykorzystania.

Glownym celem naukowym przedloionych do oceny prac byta weryfikacja
uiytecznosci, charakterystyka i ocena zastosowania metod molekularnych w badaniach

epidemiologicznych bakterii.

W przedtozonej jako osiagnigcie pracy (publikacja nr 1) wykorzystano metod¢ oparta
o amplifikacj¢ kwaséw nukleinowych in vitro - FLiP (Fast Ligation mediated PCR) dla
zbadania duzej kolekcji 155 szczepow M. tuberculosis pozyskanych od pacjentow ze
zdiagnozowang gruzlica w Centrum Leczenia Chorob Phuc 1 Rehabilitacji w Lodzi w latach
2005 — 2008. Metoda ta, zaproponowana przez Reisig i wsp., nalezy do metod LM-PCR
(Ligated-Mediated PCR) opartych o ligacje adaptoréw oligonukleotydowych i
wykorzystuje wystepowanie w genomie pratkow kompleksu M. tuberculosis sekwencji
1S6110 (Reisig, 2005).

10



Anna Zaczek Zatgcznik nr 2a - Autoreferat

W metodch LM-PCR, zaproponowanych po raz pierwszy przez Masny i Plucienniczak
(Masny, Phucienniczak, 2003), do fragmentow DNA uzyskiwanych poprzez trawienie
genomowego DNA enzymami restrykcyjnymi, ligowane s3 odpowiednie adaptory,
sktadajace si¢ z oligonukleotydow pomocniczego i ligowanego. Dzigki temu, ze ich
sekwencja jest znana i sg dopasowane do powstalych po trawieniu restrykcyjnym koncoOw
DNA, nie potrzebna jest znajomos¢ sekwencji genomowego DNA badanego
mikroorganizmu. Oligonukleotyd pomocniczy umozliwia ligacj¢ adaptora do fragmentéw
restrykcyjnych, ligacji wtasciwej ulega tylko oligonukleotyd ligowany, ktory p6zniej jest
czescig matrycy W reakcji PCR. Pierwszym etapem PCR jest oddysocjowanie adaptorow
pomocniczych, a nastepnie wypeklienie wolnych koncow 3° przy udziale polimerazy
DNA. W wyniku reakcji amplifikacji in vitro otrzymywane sg fragmenty DNA o roznej
dlugosci, ktore po elektroforezie tworza wzoér prazkow, co pozwala zroznicowad
genetycznie mikroorganizmy (Krawczyk, 2006).

Metoda FLiP oparta jest na trawieniu restrykcyjnym genomowego DNA restryktazg
Hhal, a nastgpnie na ligacji otrzymanych fragmentéw z adaptorem sktadajacym si¢ z
dwdch oligonukleotydow, z ktérych jeden jest komplementarny do konca pozostawionego
przez enzym restrykcyjny, a drugi zawiera nukleotyd uracylowy zamiast tyminowego.
Specyfike kolejnego etapu, amplifikacje DNA in vitro, zapewnia selektywne usunigcie
oligonukleotydu zawierajacego uracyl przez glikozylazg¢ uracylu — UDG. W reakcji
amplifikacji uzywana jest para starterow, z ktorej jeden jest specyficzny dla sekwencji
IS6110, a drugi jest komplementarny do oligonukleotydu zligowanego z fragmentami
restrykcyjnymi genomowego DNA. Amplifikacji ulegaja tylko regiony chromosomalnego
DNA zawierajace koniec 3’sekwencji insercyjnej. Produkty PCR analizowane sg
elektroforetycznie w Zelu poliakrylamidowym, a otrzymane wzory prazkowe sa
charakterystyczne dla danego szczepu.

Metoda FLiP, pomimo wykazanego potencjatu réznicujacego (Kremer 2005), w
przedtozonej do oceny pracy byta wykorzystana w badaniach epidemiologicznych gruzlicy
po raz pierwszy. Uzyteczno$¢ i mozliwos¢ wykorzystania tej metody do analiz
epidemiologicznych postanowiono sprawdzi¢ w odniesieniu do powszechnie stosowanych
metod - metody MIRU-VNTR opartej o 15 loci oraz metody referencyjnej — 1S6110-
RFLP. Otrzymano wysoce zréznicowane wzory prazkowe, o sredniej liczbie 6 prazkow dla
wiekszosci szczepodw (130, 84%) 1 wielkosci od 100 do 1000 pz. Powtarzalno$¢ metody

wykazano w niezaleznych 3-krotnie powtdrzonych analizach dla 16 wybranych losowo
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izolatow. Kontrole pozytywna wszystkich eksperymentow stanowit szczep Hs7Rv.
Podobienstwo wzoréw okreslono metodg $rednich potagczen — UPGMA (Unweighted Pair-
Group Method using arithmetic Averages) z wykorzystaniem wspotczynnika podobienstwa
Dice i oprogramowania BioNumeric 5.0 (Applied Maths, Sint-Martens-Latem, Belgium).
Klaster stanowita grupa co najmniej dwoch izolatow wykazujacych identyczne wzory
prazkowe. Dla okreslenia sity r6znicujgcej metody wykorzystano powszechnie stosowany
w takich badaniach wskaznik HGDI (Hunter—Gaston Discriminatory Index) (Hunter,
Gaston 1998).

Zastosowana w badaniach metoda FLiP ujawnita wysoki poziom polimorfizmu
badanej kolekcji. Metoda pozwolita na zidentyfikowanie 119 wzorow prazkowych dla 155
analizowanych szczepow, z czego 101 szczepdw (65%) wykazato wzory unikatowe,
pozostate 54 (35%) szczepy polaczono w 18 klastrow zawierajacych od 2 do 12. Sita
r6znicujgca metody FLiP dla analizowanej kolekcji wyrazona wspotczynnikiem HGDI
wyniosta 0,991 i okazala si¢ nieco wyzsza w porownaniu do sity roéznicujacej metody
MIRU-VNTR zastosowanej wczesniej dla tej samej kolekcji szczepow (HGDI 0,990; 108
r6znych profili) (Krawczyk 2011).

Jednoczesne zastosowanie obu metod, FLiP (bazujacej na obecnosci IS6110 w
genomie pratkow) i MIRU-VNTR (opartej o polimorfizm w réznych regionach genomu),
zréznicowalo kolekcj¢ na poziomie porownywalnym do metody referencyjnej — 1S6110-
RFLP. Tylko 7% (3/42) szczepow zgrupowanych obiema metodami bylo dodatkowo
zroznicowane metodg referencyjng. Metoda 1S6110-RFLP jest jednak pracochtonna,
kosztowna 1 wymaga duzej ilosci chromosomalnego DNA (ok. 2 pg), co wigze si¢ z
konieczno$cig kilkutygodniowej hodowli pratkow. W przedstawionych badaniach
wykazano, ze metoda FLiP wydaje si¢ warto$ciowa metoda dla weryfikacji analiz MIRU-
VNTR 1 uzyteczng we wstepnych badaniach epidemiologicznych gruzlicy.

Nastepnie przeprowadzono weryfikacje skuteczno$ci metody FLiP w rdéznicowaniu
pratkoéw gruzlicy na kolekcji 62 szczepow poréwnujac uzyskane wyniki do badan tej same;j
kolekcji szczepow przeprowadzonych w oparciu o metode IS6110-RFLP (publikacja nr
2). Metoda FLiP pozwolita na zidentyfikowanie 35 roznych wzorow FLIiP dla 62
szczepow, z ktorych 21 bylo unikatowych, natomiast pozostale 41 szczepoéw (66%)
zgrupowano w 14 klastry zawierajace od 2 do 9 szczepdéw. Metoda 1S6110-RFLP
natomiast wyrdznita 36 wzoréw wsrdod badanej kolekcji. Sila réznicujaca obu metod

wyrazona wspolczynnikiem HGDI okazata si¢ porownywalna, nieznacznie wyzsza dla
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metody referencyjnej (0,966 vs 0,971). W przedlozonych badaniach wykazano
specyficznos¢ metody FLIP i jej potencjalne zastosowanie w mapowaniu 1S6110. W tym
celu produkty amplifikacji reakcji FLiP dla jednego szczepu reprezentujgcego najwiekszy
klaster sklonowano w wektorze pJET, a nast¢pnie zsekwencjonowano. Poréwnanie
otrzymanych sekwencji z sekwencjami dostgpnymi w bazie GenBank wykazalo, zZe
zawierajg one 3’ koniec sekwencji IS6110, kodujacy gen transpozazy, oraz specyficzng dla
M. tuberculosis sekwencje nukleotydowg. W badaniach potwierdzono powtarzalno$¢ i
specyficznos¢ metody, wykazano jej potencjal roznicujacy poréwnywalny z metoda
referencyjng dowodzac uzytecznosci metody FLiP w réznicowaniu szczepéw M.
tuberculosis.

Przydatno$¢ metody FLiP do réznicowania pratkdw analizowano rdwniez w
potaczeniu z réwnie szybka i powszechnie stosowana metods, lecz charakteryzujaca sig
ograniczonym potencjatem réznicujacym - ,,spoligotyping” (publikacja nr 3). Obie te
metody zastosowano dla kolekcji 25 szczepdéw i1 poréwnano z metoda MIRU-VNTR.
Metoda ,,spoligotyping” zréznicowala badang kolekcje jedynie na 3 grupy szczepdéw o
identycznych wzorach, zawierajace odpowiednio po 8, 12 i 5 izolatéw. Metoda MIRU-
VNTR oparta 0 15 loci podzielita kolekcj¢ na 8 klastrow. Natomiast zastosowanie metody
FLiP pozwolito na zidentyfikowanie 12 ré6znych wzoréw FLiP, dla 5 szczepéw byly one
unikatowe, pozostate zgrupowano w 7 klastrach zawierajacych od 2 do 6 izolatow.
Potencjal rdéznicujacy wyrazony wspodtczynnikiem HGDI wyniost 0,653; 0,837 1 0,917
odpowiednio dla ,,spoligotyping”, MIRU-VNTR i FLiP. Metoda FLiP wykazata najwyzszy
potencjat roznicujacy dla badanej kolekcji. Natomiast zastosowanie jednoczesnie metod
,,Spoligotyping” i MIRU-VNTR dla badanej kolekcji zwickszyto potencjat roznicujacy do
HGDI 0,930. Na podstawie przeprowadzonych badan zaproponowano wprowadzenie
metody FLiP jako uzupeltniajacej w molekularnej epidemiologii pratkow gruzlicy.

Podjeto takze prace zmierzajace do zaproponowania nowej metody pozwalajgce] na
szybkie rdznicowanie szczepéw M. tuberculosis (publikacja nr 4). W tym celu
opracowano metod¢ oparta o ligacje adaptoréw oligonukleotydowych i zaproponowano jej
nazwe - FLAP (Fast Ligation Amplification Polymorphism). Metoda oparta jest o
polimorfizm IS6110 1 polega na trawieniu restrykcyjnym genomowego DNA pratkow
dwoma enzymami restrykcyjnymi Pvull oraz Sall. Restryktaza Pvull rozpoznaje
odpowiednia sekwencje nukleotydowa w obrgbie IS6110 i przecinajac pozostawia tepe

konce. W nastepnym etapie, oligonukleotydowe adaptory o dtugosci 36 i 40 pz sg
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ligowane do koncéw pozostawionych przez Sall. Otrzymuje si¢ pule 3 rodzajow
fragmentow restrykcyjnych: 1) fragmenty o dwoch tepych koncach pozostawionych przez
Pvull, 2) fragmenty o jednym tepym koncu powstalym po trawieniu Pvull i drugim po
przecigciu przez Sall, do ktérego przylaczony jest adaptor oraz 3) fragmenty o dwodch
koncach powstatych po przecigeciu Sall z dotgczonymi adaptorami. Wszystkie fragmenty
restrykcyjne sg uzyte jako matryca w reakcji amplifikacji in vitro, w ktorej jeden starter
jest komplementarny do sekwencji adaptora, a drugi do wewngtrznego fragmentu
sekwencji IS6110. Amplifikacja fragmentéw niosgcych adaptory na obu koncach (Sall-
Sall) jest hamowana przez supresjc DNA (SSH — suppression subtractive hybridisation).
Amplifikacja fragmentow z adaptorem zligowanym do jednego konca (Sall-Pvull)
wymaga obecnosci 5° konca sekwencji IS6110 jako matrycy dla drugiego startera.
Fragmenty o obu koncach pozostawionych przez Pvull amplifikowane sg tylko gdy dwie
blisko zlokalizowane sekwencje IS6110 s3 w orientacji head-to-head. Produkty
amplifikacji PCR sg rozdzielane elektroforetycznie w zelu poliakrylamidowym generujac
wzory prazkowe FLAP. Czuto$¢ metody FLAP okreslono wyznaczajac najnizsze st¢zenie
genomowego DNA, ktorego uzycie do trawienia restrykcyjnego pozwala na otrzymanie
widocznych (fatwych do wizualizacji) wzoréw FLAP (0,25 ng/ul). Specyficznos¢ metody
weryfikowano dla wybranych szczepéw wykazujac hybrydyzacje fragmentow FLAP z
odpowiednig sondg zawierajaca fragment IS6110.

Nowo opracowana metoda musi by¢ poréwnana ze standardowymi metodami
stosowanymi dla roznicowania szczepéw M. tuberculosis. W tym celu zastosowano
metode FLAP dla zr6znicowania kolekcji 62 szczepow, a otrzymane wyniki pordwnano z
wynikami otrzymanymi wcze$niej innymi metodami dla tej samej kolekcji szczepow.
Metody ,,spoligotyping”, MIRU-VNTR oparta o 15 loci oraz 1S6110-RFLP pozwolity na
wyrdznienie odpowiednio 21, 28 i 36 grup. Natomiast metoda FLAP zidentyfikowata 32
wzory dla badanej kolekcji, z czego 14 (22,6%) byty unikatowe, pozostate 18 wzorow
objety 48 szczepow (77,4%). Otrzymane wzory prazkowe FLAP zawieraty od 4 do 12
prazkow, z czego wigkszos¢ (82%) 7 — 9 prazkéw. Sita roznicujaca nowej metody FLAP
wyrazona wspotczynnikiem HGDI wyniosta 0,973, podczas gdy dla metody MIRU-VNTR
i 1S6110-RFLP odpowiednio 0,966 i 0,971. Zarowno FLAP jak i IS6110-RFLP
zroznicowaly glebiej 4 klastry otrzymane metoda MIRU-VNTR (M16, M18, M23, M27), a
FLAP jeszcze dwa dodatkowe (M19 i M28). Z kolei 4 klastry utworzone przez MIRU-
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VNTR (M1, M6, M21 i M22) zostaty glebiej zroznicowane metoda 1S6110-RFLP, podczas
gdy metoda FLAP ich juz nie roznicowata.

Metody oparte o ligacje adaptorow oligonukleotydowych, cho¢ stosowane sg w
badaniach epidemiologicznych wielu bakterii, w badaniach mykobakterii uzyteczne sg jesli
oparte sg 0 zmienno$¢ regionéw otaczajacych sekwencje IS6110. Nowo opracowana
metoda FLAP, nalezagca do metod LM-PCR, wykazala sil¢ rdznicowania szczepoéw
zblizong do metody referencyjnej IS6110-RFLP potwierdzajac jej uzyteczno$¢ w
badaniach epidemiologicznych M. tuberculosis. Metoda FLAP, podobnie jak inne metody
LM-PCR, jest wysoce réznicujaca, niedroga i szybka w wykonaniu, moze wigc by¢
wartosciowym narzedziem do wstepnych analiz epidemiologicznych, szczeg6lnie
nieduzych kolekcji szczepow.

Uwzgledniajac  opracowang metodologie postanowiono sprawdzi¢ glebokosé
roznicowania kolekcji pratkow gruzlicy z wykorzystaniem metod FLAP oraz FLiP, a
uzyskane wyniki weryfikowano metoda referencyjng oparta o hybrydyzacj¢ typu Southern
IS6110-RFLP oraz powszechnie stosowana dla pratkow gruzlicy MIRU-VNTR
(publikacja nr 5). Obie metody nalezace do metod LM-PCR - FLAP i FLiP, wykazaty
podobny stopien roéznicowania. Jednak tylko 52% szczepow zostalo jednakowo
zgrupowana ww. metodami, przy czym podobienstwo FLAP do 1S6110-RFLP wyniosto
37,7%, a FLIiP do 1S6110-RFLP 78,7%. Wsrdd kolekcji 61 szczepow metoda FLAP
wyroznita 31 wzordw, z czego 13 byto unikatowych, a pozostate zgrupowane zostalty w 18
klastrach obejmujacych od 2 do 5 szczepoéw. Metoda FLiP natomiast pozwolita wyr6znié
35 roznych wzorow, z czego 21 bylo unikatowych, a pozostale utworzyly 14 klastréw
sktadajacych si¢ z 2 do 8 szczepoéw. Sila rdéznicujaca wyrazona jako HGDI wyniosta
0,9757 i 0,9713 odpowiednio dla FLAP i FLiP. Wczes$niej wykonane analizy metodami
IS6110-RFLP i MIRU-VNTR wyréznity 36 1 27 wzoréw z HGDI 0,9743 1 0,9697. Wzory
otrzymane uzytymi metodami roznity si¢ liczba prazkoéw, przy czym zazwyczaj wigksza
liczba kopii IS6110 byta identyfikowana metoda hybrydyzacyjna. Nieco mniejsza liczba
prazkoéw we wzorach FLIiP moze mie¢ zwigzek z nieznacznie mniejszg sitg roznicowania w
poréwnaniu do metody referencyjnej. Rozna liczba prazkow we wzorach FLAP i FLIiP
niekoniecznie odzwierciedla liczbe kopii IS6110 w badanych szczepach. Obserwowane
réznice wynika¢ moga z trudnos$ci technicznych takich jak btedna interpretacja prazkow,
niewystarczajace rozdzielenie produktéw PCR na zelu poliakrylamidowym albo z

trudnosci w amplifikowaniu si¢ duzych produktow w reakcji PCR lub z niespecyficznej
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amplifikacji. Badania dowiodly, ze metody LM-PCR, w tym FLAP i FLIP, sa uzyteczne w
badaniach epidemiologicznych mykobakterii wykazujac wysokg sile rdznicujacy
poréwnywalng do metody referencyjnej, a przy tym niedrogie i szybkie w wykonaniu.
Glownym ograniczeniem metod opartych na reakcji PCR, w tym metod LM-PCR, jest
niemozno$¢ skonstruowania referencyjnej bazy danych zawierajacej wzory szczepow
pochodzacych z réznych laboratoridéw. Dlatego metody te moga by¢ uzywane raczej jako
badanie drugiej linii dla weryfikacji powigzan epidemiologicznych 1 moga by¢
warto$ciowym molekularnym narzedziem epidemiologicznym dla analiz kolekcji z
ograniczong iloscig szczepow. Na podstawie przeprowadzonych analiz oczywistym wydaje
si¢ konieczno$¢ stosowania w dochodzeniach epidemiologicznych rownocze$nie wigcej
niz jednej metody opartej o PCR.

Metody epidemiologiczne stuza nie tylko do analizowania duzych kolekcji szczepow.
Pozwalaja takze na monitorowanie i identyfikacje ognisk epidemiologicznych w matych
spotecznosciach. W tym kontekscie w publikacji nr 6 wykorzystane zostaty metody FLiP
i FLAP oraz referencyjna metoda 1S6110-RFLP dla analiz epidemiologicznych szczepow
w zaleznosci od miejsca ich pochodzenia (od 13 niespokrewnionych pacjentow
mieszkajacych w  trzech miejscowosciach wojewodztwa podkarpackiego) oraz
pokrewienstwa (od 8 cztonkéw czterech rodzin, kazda reprezentowana przez dwoch
pacjentow). Miejscowosci roznity sie liczbg mieszkancow, liczyty 60 000 (miejscowosé
A), 1 200 (miejscowos$¢ B) oraz 35 000 mieszkancow (miejscowos¢ C). Z miejscowosci A
pochodzity 4 szczepy do analiz, z miejscowosci B — 2, z miejscowosci C — 7 szczepow,
ktore reprezentowaly odpowiednio 20%, 100% 1 46% wszystkich szczepow M.
tuberculosis izolowanych w tych miastach w 2012 roku. Szczepy z lokalizacji A
reprezentowaty identyczne wzory prazkowe otrzymane metodami FLAP i FLiP, natomiast
metoda 1S6110-RFLP wykazata identycznos¢ wzordéw trzech szczepdéw, czwarty natomiast
posiadat dodatkowy prazek sugerujac transpozycje ruchomego elementu. Co wigcej,
szczep ten wykazal takze réznicg w lekoopornosci, okazat si¢ wrazliwy na izoniazyd
(INH), w przeciwienstwie do wszystkich trzech pozostatych, ktore wykazaty oporno$¢ na
INH. Identyczne profile trzech szczepow otrzymane trzema metodami oraz jednakowy
fenotyp lekoopornosci moze sugerowaé zwigzek albo przypadkowy kontakt pacjentow,
ktory stworzyt wysokie prawdopodobienstwo transmisji szczepow miedzy nimi albo
wspolne zrddlo infekcji. Szczepy pochodzace z miejscowosci B okazaly sie wrazliwe na

wszystkie testowane antybiotyki (izoniazyd - INH, ryfampicyng - RMP, streptomycyne -
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SM i etambutol - ETB) i wykazaty jednakowe wzory otrzymane metodg FLAP, natomiast
profile pragzkowe otrzymane metodami FLIiP i IS6110-RFLP roznity si¢ nieznacznie
obecnoscig jednego prazka co wyklucza bezposrednig transmisj¢ tych szczepow ale nie
wyklucza wspolnego zrodta infekcji. Sposrod analizowanych 7 szczepow z miejscowosci
C tylko dwa wykazaly te same wzory prazkowe otrzymane trzema zastosowanymi
metodami, co wskazuje na ich molekularne powinowactwo. Pewne réznice obserwowane
byly w lekoopornosci szczepdéw 16 1 17, natomiast pacjenci, od ktoérych byly one
izolowane mieszkali w bliskim sgsiedztwie (odleglos¢ 500 m) wiec transmisja szczepow
mie¢dzy nimi byta prawdopodobna. Jeden pacjent mégt by¢ zarazony od drugiego Iub oboje
mogli zosta¢ zainfekowani ze wspdlnego nieznanego zrodita. Pozostale szczepy z
miejscowosci C wykazaly rozne profile DNA wszystkimi trzema metodami potwierdzajac
osobne zrodta infekcji i brak transmisji szczepow miedzy pacjentami.

Przeprowadzone analizy rozdzielity osiem szczepow izolowanych od spokrewnionych
pacjentdw na cztery epidemiologiczne grupy odpowiadajace czterem rodzinom, z ktoérych
pochodzity badane szczepy. Zidentyfikowane jednakowe profile DNA oraz wzory
oporno$ci na antybiotyki w obrebie kazdej rodziny wskazuja na transmisje szczepdw w
rodzinie. Podobng sytuacje obserwowano w malej miejscowosci gdzie kontakt osob jest
bardziej prawdopodobny. Poprawnie sprawowany nadzor epidemiologiczny obejmuje
wykrywanie pacjentow gruzlico-pozytywnych w plwocinie, wlaczenie leczenia
przeciwgruzliczego oraz badanie osob z otoczenia chorego w celu wykluczenia lub
wykrycia zakazenia. Cho¢ molekularne metody pozwalajg na realizacje celow
wspolczesnej epidemiologii to jednak metody te powinny by¢ wsparte przez dostepne dane
socjo-demograficzne istotne dla identyfikacji grup, w ktorych transmisja szczepow
gruzliczych jest bardziej prawdopodobna takie jak: stopien pokrewienstwa o0sOb
diagnozowanych, status socjalny, choroby wspoélistniejace, miejsce zamieszkania itp.
Prawdopodobienstwo transmisji szczepow jest wieksze w przypadku bezposredniego
kontaktu os6b np. w rodzinach, matych spolecznos$ciach, centrach zdrowia, wigzieniach
itp. Jednak nawet identyczne wzory molekularne szczepoéw nie moga stanowié
wystarczajagcego dowodu, ze zroédtem zakazenia jest osoba z najblizszego otoczenia. W
przedstawionych badaniach molekularna czg$¢ dochodzen epidemiologicznych oparta byta
na trzech réznych metodach. Warto podkresli¢, ze wylacznie dane potwierdzone kilkoma
metodami réznicowania szczepdw wraz ze szczegélowym wywiadem epidemiologicznym

moga wykaza¢ rzeczywistg transmisje poszczegolnych szczepéw w srodowisku. Natomiast
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réznice we wzorach molekularnych otrzymanych réznymi metodami wprowadzaja
dwuznaczno$¢ w interpretacji  wynikéw 1 wykluczaja transmisj¢ szczepow pomiedzy
pacjentami, od ktorych zostaty wyizolowane. W przedstawionych badaniach wykazano
wysokie prawdopodobienstwo transmisji szczepdw wsrdd cztonkéw rodzin, a takze w
obrebie nieduzej spotecznosci. Bardziej ogdlne wnioski 0 poziomie transmisji wymagaja
molekularnych analiz z wielu lat.

Metody oparte o ligacje adaptorow oligonukleotydowych sa metodami uniwersalnymi.
Pozwalaja na przeprowadzenie badan epidemiologicznych réznych bakterii nawet bez
znajomosci sekwencji ich genomow. Dlatego, w kolejnej przedstawionej do oceny pracy,
postanowiono wykorzysta¢ metode nalezaca do metod LM do analizy bakterii
gramoujemnych nalezacych do Salmonella enterica izolowanych z hodowli kur w r6znych
fermach na terenie Polski (publikacja nr 7).

Gatunek S. enterica jest waznym czynnikiem infekcyjnym zwierzat domowych
bedacym przyczyng réznych symptoméw od gastrycznych po $mier¢. Niektore serowary,
np. S. Typhimurium i S. Enteritidis, moga tez infekowa¢ ludzi a ich rezerwuarem czg¢sto sa
fermy kurze. Bakteria S. enterica jest powazng przyczyng choréb i $miertelnosci u drobiu,
dlatego monitorowanie tych bakterii, mogacych by¢ rowniez przyczyng choréb ludzi, jest
jednym z wyzwan przemyshu drobiarskiego, szczegolnie, ze salmonellozy prowadza do
powaznych ekonomicznych strat. W tym celu uzasadnionym jest opracowywanie szybkich
1 niedrogich molekularnych metod dla wykrywania i charakteryzowania tych patogenow
oraz pozwalajacych na wykrywanie prawdopodobnego zrodia infekcji 1 na dochodzenie
czy izolaty wykrywane w roznych fermach 1 powodujacych salmonellozy sg ze soba
powigzane. Standardowa metoda stosowang w epidemiologii salmonelloz od lat 90-tych
XX wieku jest metoda REA-PFGE (Restriction Enzyme Analysis — Pulsed Field Gel
Electrophoresis). Metoda polega na trawieniu restrykcyjnym genomowego DNA (Xbal) i
rozdzieleniu otrzymanych fragmentow na zelu agarozowym w zmiennym polu
elektrycznym. Cho¢ jest to metoda znormalizowana dla celow pordwnawczych pomiedzy
laboratoriami to jednak potrzebuje kosztownego wyposazenia 1 odpowiedniego
oprogramowania dla poréwnywania wynikow, jest czaso- i pracochtonna, dlatego jej
stosowanie ograniczone jest do laboratoriow referencyjnych badz naukowych.

W przedstawionej do oceny pracy zastosowano metode MP-PCR (Melting-Profile
PCR), nalezaca do metod LM-PCR i bazujaca na ligacji adaptorow oligonukleotydowych.
Technika ta, opracowana przez Masny i Plucienniczak (2003), a zmodyfikowana przez
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Krawczyk 1 wsp. (2006) zastosowana byta uprzednio dla réznicowania wielu bakterii oraz
dermatofitow i drozdzy. W przedstawionej pracy metoda MP-PCR uzyta zostata dla
réznicowania bakterii Salmonella po raz pierwszy, a otrzymane wyniki porownane zostaty
z wynikami otrzymanymi metoda referencyjng REA-PFGE zastosowang dla tej samej
kolekcji szczepow.

Badana kolekcja obejmowata 99 szczepdéw S. enterica, z czego 85 szczepdw, w tym 7
roéznych serowarow, pochodzito z weterynaryjnego laboratorium diagnostycznego Vet-Lab
Brudzew w centralnej Polsce, natomiast pozostate dotagczone do badan byly szczepami
kontrolnymi pozyskanymi z Instytutu Weterynaryjnego w Putawach oraz stacji sanitarno-
epidemiologiczne] w Lodzi. Kolekcja reprezentowana byta przez 14 rdéznych serowardow
sklasyfikowanych uprzednio zgodnie z obowiazujagcymi standardami opartymi o
wymagania wzrostowe, morfologi¢ kolonii, charakterystyke biochemiczng i serotypowanie
(I1SO 6579:2002).

Metoda MP-PCR oparta jest na trawieniu restrykcyjnym genomowego DNA, ligacji
otrzymanych fragmentow z adaptorem oligonukleotydowym, a nastgpnie na reakcji PCR z
nizsza od standardowej temperatura denaturacji, co skutkuje tym, ze tylko mniej stabilne
fragmenty s3a amplifikowane. Optymalizacja metody polegata na wybraniu restryktazy
Hindlll do trawienia genomowego DNA oraz wyborze temperatury denaturacji w reakcji
PCR. Temperature denaturacji wybrano eksperymentalnie, dla wszystkich izolatow
Salmonella 85,7°C. Otrzymane produkty amplifikacji w metodzie MP-PCR rozdzielane sg
w zelu poliakrylamidowym otrzymujac wzory prazkowe. Podobiefstwo wzoréw okreslono
metoda $rednich polaczen — UPGMA z wykorzystaniem wspotczynnika podobienstwa
Dice i oprogramowania BioNumeric 5.0 (Applied Maths, Sint-Martens-Latem, Belgium).
Klaster stanowita grupa co najmniej dwoch izolatdéw wykazujacych identyczne wzory
prazkowe. Dla okreslenia sity réznicujacej metody wykorzystano powszechnie stosowany
w takich badaniach wskaznik HGDI. Powtarzalnos¢ metody potwierdzono w o$smiu
niezaleznych eksperymentach przeprowadzonych dla dwoch réznych serowarow.

Metoda MP-PCR zréznicowata badang kolekcje na 38 wzoréw unikatowych oraz 22
klastry réznicujac szczepy w obregbie serowarow. 59 serowaréw S. Enteritidis zostato
zroznicowanych na 19 wzordéw pojedynczych 1 14 klastréw obejmujacych 2 do 6
szczepéw. W obregbie serowaru S. Typhimurium metoda wyr6znita 3 klastry i 4 wzory
unikatowe, wsrod S. Virchow — jeden klaster obejmujacy 4 szczepy oraz 3 wzory

unikatowe. W przeciwienstwie do wynikow otrzymanych metoda REA-PFGE, nie
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wykazano zadnego podobienstwa pomi¢dzy szczepami S. Virchow 394, S. Virchow PKO i
S. Enteritidis WK-6. Trzy szczepy S. Mbandaka natomiast zostaly zgrupowane tak samo
jak metodg PFGE, natomiast 2 kolejne wykazaty wzory unikatowe. Dwa z trzech izolatow
S. Hadar zostaty sklasyfikowane tak samo metodg MP-PCR jak i PFGE, a jeden wykazat
wz6Or odmienny. Wsrod szczepdéw nalezacych do S. Infantis metoda MP-PCR wyro6znita 2
klastry i 1 wzor pojedynczy, podczas gdy PFGE — 1 klaster taki jak MP i 3 wzory
unikatowe. Ponadto, wszystkie pojedyncze szczepy réznych serowarow wykazaty
odmienne wzory MP. Metoda MP-PCR wykazata wyzszg sil¢ rdznicujacg niz metoda
referencyjna (HGDI 0,939 vs 0,608) zastosowana dla tej samej kolekcji szczepow.
Mozliwe, ze mniejsza liczba prazkow we wzorach PFGE ma zwigzek z nizsza
rozdzielczo$cig metody w poréwnaniu do MP-PCR. Biorac pod uwage dwa najwigksze
klastry PFGE wida¢ wyraznie, ze zostaly zroznicowane glebiej metodg MP-PCR. Klaster
PFGE-E2 z 32 izolatami zostat rozdzielony na 11 klastréw metoda MP-PCR. Warto jednak
zauwazy¢, ze 3 z 5-ciu pojedynczych wzoréw otrzymanych metoda PFGE zostaly
polaczone w klastry z innymi szczepami i nie zostaty zréznicowane metoda MP-PCR na
pojedyncze wzory. Niektory klastry MP (MP-E1, MP-E4, cz¢s¢ MP-ES, 9, 12, 13, MP-V,
MP-12 i MP-M) obejmowaly szczepy izolowane od kur pochodzacych z tych samych ferm,
inne natomiast (MP-E2, 4, 9, 11, MP-T3 i MP-I1) pochodzity z tej samej wylegarni, co
wskazuje, ze byta ona zrodtem zakazenia. W przypadku S. Mbandaka 913/S/09 i MP-M
zrodlem zakazenia byt hodowca, a nie wylggarnia poniewaz szczepy izolowane bylty z
klatek nalezacych do tego samego hodowcy. Niektore szczepy natomiast, cho¢ izolowane
od drobiu pochodzacego z jednej wylegarni i hodowane przez tego samego hodowce, nie
byly zgrupowane w te same klastry (MP-E1 i S. Enteritidis 1014/S/09 K1, MP-E4 i S.
Enteritidis 1044/S/09 K2). W tych przypadkach szczepy Salmonella izolowane byty od kur
pochodzacych z réznych partii albo hodowanych w réznych okresach czasu.

Wykazano, ze metoda MP-PCR jest wysoce rdznicujgca, niedroga 1 szybka w
wykonaniu, dlatego jest uzyteczna w analizach powigzan epidemiologicznych pomig¢dzy
szczepami Salmonella, szczegdlnie Enteritidis. Szczepy S. Enteritidis stanowity 62%
badanej kolekcji. S. Enteritidis jest wysoce monomorficzng grupa, a metoda PFGE z
zastosowaniem enzymu Xbal stabo rdéznicuje ten serowar. Rutynowe kontrole
rozprzestrzeniania si¢ salmonelli w przemysle drobiarskim, poprzez monitorowanie
zanieczyszczenia wylegarni, wymagaja szybkich i1 niedrogich metod. Takg alternatywa jest
MP-PCR stosowana dla analiz epidemiologicznych licznych bakterii. Wykazano, ze dla
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szczepéw S. enterica MP-PCR tez moze by¢ metoda uzyteczng, zwlaszcza dla
ograniczonych kolekcji. Zastosowanie metody MP-PCR dla licznych kolekcji nalezy
potwierdzi¢ na wigkszej liczbie szczepow z roznych regionéw geograficznych. Cho¢
wkrotce moze pojawié sig, jako standardowa wysoce roznicujgca metoda w epidemiologii
salmonelloz - sekwencjonowanie calego genomu patogena, to jednak dla celow
epidemiologicznych sita r6znicujgca metody MP-PCR wydaje si¢ by¢ wystarczajaca.

Ponadto, dla niektorych gatunkow bakterii, nawet istotnych z ekonomicznego punktu
widzenia, nie opracowano do tej pory skutecznych metod, ktore pozwalajg na Sledzenie
rozprzestrzeniania si¢ tych drobnoustrojéw. W tym celu postanowiono podja¢ probe
zastosowania metod opartych o amplifikacje DNA in vitro do typowania patogenu
ziemniaka — Clavibacter michiganensi sssp. sepedonicus (Cms) (publikacja nr 8). Do
badan wybrano metody MP-PCR oraz VNTR, ktore sa uniwersalne i powszechnie
stosowane w typowaniu réznych bakterii pozwalajac na wychwycenie nawet niewielkich
réznic w ich genomach. Obie metody zastosowano dla genotypowania Cms po raz
pierwszy.

C. michiganensis ssp. sepedonicus jest fitopatogenem wywolujacym bakterioze
pierscieniowg ziemniaka, ktora stanowi powazne zagrozenie dla plonéw. W krajach Unii
Europejskiej bakterioza jest choroba kwarantannowa, a Cms podlega obowigzkowi
zwalczania. Glownym zrodtem Cms sg zakazone sadzeniaki, w ktorych po wysadzeniu
bakterie namnazaja si¢ 1 rozprzestrzeniaja w rosngcej ro$linie. Symptomy choroby
pojawiajg si¢ po kwitnieniu lub jeszcze pdzniej. Z tych powoddéw choroba jest trudna do
wykrycia albo mylona z innymi chorobami ziemniakéw. Z powodu duzych strat
ekonomicznych uzasadnione jest rozwijanie metod pozwalajacych na kontrolg tej bakterii by
Sledzi¢ transmisj¢ szczepow w Srodowisku i1 zapobiegac ich rozprzestrzenianiu.

W przedstawionej do oceny pracy badaniami objeto kolekcje 93 szczepéw Cms
pozyskana z Wojewodzkiego Inspektoratu Ochrony Srodowiska w Rzeszowie. Izolaty byly
uprzednio zidentyfikowane do gatunku standardowymi metodami immunofluorescencyjnymi
IF oraz FISH (Fluorescence In Situ Hybridization). Przed badaniem uzytecznosci wybranych
metod w epidemiologii Cms potwierdzono przynalezno$¢ gatunkowg szczepow z kolekcji
rowniez W reakcji amplifikacji DNA z zastosowaniem odpowiednich starterow otrzymujac
produkt 502 pz. Optymalizacja metody MP-PCR polegata na eksperymentalnym wyborze
optymalnej temperatury denaturacji w reakcji PCR. Ze wzgledu na wysoka zawarto$¢ par GC
w genomie Cms, temperature denaturacji ustalono na 92,5°C. Wybrano takze restryktaze do
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trawienia genomowego DNA pozwalajacego na otrzymywanie dobrej jakosci profili
prazkowych (BamHI) dla poszczeg6Inych izolatow. Metoda MP-PCR zréznicowata kolekcje
93 szczepdéw na 10 klastrow oraz 2 unikatowe wzory. Sita réznicowania metody wyrazona
wspotczynnikiem HGDI wyniosta 0,865. Nastepnie, sposrod otrzymanych réznych grup MP
wybrano kolekcje 47 szczepdéw, dla ktérej zastosowano metode VNTR bazujaca na
polimorfizmie zmiennej liczbie tandemowych powtérzen w genomie. W tym celu, w
analizach in silico, zidentyfikowano 518 loci VNTR w genomie, z ktorych wybrano 6 loci,
ktore byly nastgpnie amplifikowane w reakcji PCR z zaprojektowanymi starterami
komplementarnymi do sekwencji flankujacych. Tylko 4 loci pozwalaty roznicowaé badane
szczepy dajac 4-cyfrowe wzory. Metoda VNTR zroznicowata badang kolekcje 47 szczepow
na 5 grup i 2 wzory pojedyncze, podczas gdy metoda MP-PCR zréznicowata tg sama kolekcje
47 szczepow na 10 klastrow 1 1 wzor unikatowy. Sita roznicowania metod wyrazona HGDI
wyniosta 0,522 dla metody VNTR i 0,900 dla MP-PCR. Jak wykazano wczes$niej, szCzepy
Cms charakteryzuja si¢ wysoka homogennos$cia, ponadto badane szczepy pochodzity z tego
samego regionu geograficznego. Nizsza sita roznicujaca metody VNTR wynika¢ moze tez z
faktu, ze tylko 1 z czterech loci VNTR wykazat wystarczajaca site roznicujaca. Jednoczesne
uzycie obu metod zwigkszylo sile rdéznicowania, ktora wyniosta HGDI 0,983. Otrzymane
wyniki wykazaty, ze obie zastosowane metody s3 uzyteczne w roznicowaniu SzZczepOw
badanej kolekcji 1 moga by¢ stosowane w analizach epidemiologicznych Cms ale wymagaja,
szczegolnie metoda VNTR, dalszego udoskonalenia. Wskazane jest przede wszystkim

zidentyfikowanie wigkszej liczby wysoce zmiennych loci dla uzytecznosci metody VNTR.

Za najwazniejsze osiagni¢cia w przedstawionym cyklu publikacji uwazam:

v’ opracowanie nowej metody FLAP dla rdznicowania szczepéw M. tuberculosis i
wykazanie jej uzytecznos$ci w molekularnej epidemiologii gruzlicy,

v optymalizacje metody FLiP i jej zastosowanie w analizach epidemiologicznych
gruzlicy w Polsce w odniesieniu do metod referencyjnych,

v’ optymalizacje metody MP-PCR dla genotypowania szczepow Salmonella enterica i
wykazanie wyzszego potencjatu roéznicujacego tej metody w pordOwnaniu do
metody referencyjnej REA-PFGE,

v/ zastosowanie po raz pierwszy metod MP-PCR i VNTR w typowaniu genetycznym

C. michiganensis ssp. sepedonicus.
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Genotypowanie bakterii dostarcza wiedzy o epidemiologii chordb przez nie
wywotlywanych oraz umozliwia ich kontrole oraz zapobieganie. Wysoce rdznicujace
metody oparte o sekwencjonowanie catych genomoéw sa ciaggle zbyt drogie dla rutynowych
dociekan epidemiologicznych oraz wymagaja specjalistycznych analiz
bioinformatycznych. Rutynowe kontrole rozprzestrzeniania si¢ bakterii i ich
monitorowanie wymagajg szybkich i tanich metod nawet o nizszej sile dyskryminacyjnej,
szczegblnie na wstegpnych etapach analiz epidemiologicznych. Dlatego uzasadnionym jest

poszukiwanie nowych metod i udoskonalanie dotychczas stosowanych.
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5. OMOWIENIE POZOSTALYCH OSIAGNIEC NAUKOWO - BADAWCZYCH

Badania epidemiologiczne lekoopornych szczepow Mycobacterium oraz mechanizmy

nabywania opornosci.

Brak leczenia, niewlasciwa terapia, brak wspolpracy pacjenta i lekarza to najczestsze
przyczyny prowadzace do pojawiania si¢ gruzlicy opornej na leki. WHO raportuje
corocznie wzrost liczby zakazen szczepami lekoopornymi, wielolekoopornymi (MDR —
multi drug resistant, opornymi na izoniazyd, INH oraz rifampicyng¢, RMP), szczepami o
rozszerzonej opornosci (XDR — extensively drug resistant, opornymi na INH, RMP oraz
fluorochinolony i co najmniej jeden z lekéw iniekcyjnych) oraz szczepami catkowicie
opornymi na leki (TDR- totaly drug resistant). Monitorowanie rozprzestrzeniania si¢
lekoopornos$ci pratkow jest jednym w najwazniejszych elementéw dobrze prowadzonych
programoéw walki z gruzlica.

Oporno$¢ pratkow gruzlicy na podstawowe tuberkulostatyki wynika z akumulacji
mutacji w genach kodujacych miejsca docelowe dla lekow badZ enzymy niezbedne dla
wewnatrzkomorkowe] aktywacji leku. Identyfikacja zalezno$ci pomig¢dzy obecnoscig
okreslonej mutacji a poziomem opornosci pozwala na opracowanie nowych, szybkich
testow molekularnych wykrywajacych opornos¢ bez konieczno$ci dtugotrwate; hodowli
pratkéw M. tuberculosis. W pracy opublikowanej, wspolnie z zespotem prof. Dziadka z
Instytutu Biologii Medycznej PAN, w BMC Microbiology, w ktorej zrealizowatam
wigkszo$¢ zaplanowanych eksperymentow, a takze uczestniczylam w wypracowaniu
koncepcji projektu oraz w przygotowaniu manuskryptu, skonstruowano model
genetyczny, ktory pozwolit na badanie bezposredniej zalezno$ci pomigdzy obecnoscia
mutacji w genie rpoB, a poziomem opornosci szczepow M. tuberculosis na rifampicyng
(Zaczek, 2009). Ogromna wiekszo$¢ szczepoéw opornych na jeden z najwazniejszych

lekow przeciwgruzliczych pierwszej linii, rifampicyne (RMP), nosi mutacje w genie rpoB
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kodujagcym podjednostke [B-polimerazy RNA stanowigcg jego miejsce docelowe.
Znakomita wigkszo$¢ mutacji zwigzanych z oporno$cia na RMP zostala opisana
wylacznie na podstawie ich obecnosci w genie rpoB szczepdéw opornych na RMP. W
naszych badaniach dzieki zastosowaniu modelu genetycznego byliSmy w stanie
precyzyjnie zweryfikowa¢ zalezno$¢ pomigdzy obecnosciag danej mutacji a poziomem
opornosci na RMP. Badaniu poddano 8 réznych mutacji zidentyfikowanych w 81-
nukleotydowym fragmencie genu rpoB klinicznych szczepow M. tuberculosis opornych
na rifampicyng. Sposrod badanych mutacji tylko mutacje 526(His—Asp), 516(Asp—Val),
531(Ser—Leu) odpowiadaty za nabycie opornosci na wysokie stezenia rifampicyny,
niezaleznie od wtasciwosci gospodarza. Inne badane mutacje identyfikowane w genie
rpoB lekoopornych szczepdéw klinicznych, powodowaty nabycie opornosci wytacznie w
wybranych szczepach M. tuberculosis. Wykazano, Zze poziom oporno$ci na rifampicyne
zalezy od rodzaju i miejsca mutacji oraz wilasciwosci szczepu gospodarza. Ponadto
stwierdzono, ze obserwowany efekt nabycia opornosci nie jest zwigzany z nadprodukcja

biatka RpoB noszacego badane mutacje.

W kolejnych badaniach opublikowanych w Antimicrobial Agents Chemotherapy,
prowadzonych we wspotpracy z dr Jagielskim z Uniwersytetu Warszawskiego oraz
zespotem prof. Dziadka z IBM PAN, okreslono wystepowanie mutacji w catym genie
rpoB wsréd 115 klinicznych izolatow M. tuberculosis, zaréwno opornych, jak i
wrazliwych na RMP (Jagielski 2018). Wsrod 58 szczepow (89,2%) opornych na RMP
zidentyfikowano 22 rézne typy mutacji w genie rpoB. Sposréd nowo odkrytych mutacji w
rpoB, przetestowano empirycznie role trzech substytucji w nabywaniu opornosci na RMP
wykazujac, ze sg to mutacje kompensacyjne. Wyniki doswiadczen mutagenezy in vitro
potaczono z oceng czgstoSci wystepowania mutacji rpoB i ich wzajemnego
wspotwystepowania w populacjach globalnych M. tuberculosis oraz z dokowaniem
molekularnym zmutowanych biatek RpoB z czasteczka leku. Moim zadaniem w wyzej
opisanych badaniach bylo przygotowanie ukladu kontrolnego pozwalajacego na

zweryfikowanie funkcjonalnosci zastosowanego modelu genetycznego.

Ze wzgledu na wysoki poziom naturalnej opornosci narastajgcym problemem
zdrowotnym sg zakazenia pratkami niegruzliczymi (NTM — Non-tuberculosis
mycobacterium). Najliczniejsza grupe bakterii sposrod wszystkich pratkow atypowych
izolowanych od pacjentow stanowi Mycobacterium kansasii, oportunistyczny patogen
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wywolujacy m. in. choroby ptuc. Objawy kliniczne wywotane przez M. kansasii moga
by¢ bardzo zblizone do objawow gruzlicy wywotywanej przez M. tuberculosis. Btedne
rozpoznanie choroby stanowi powazny problem w dobraniu odpowiedniego leczenia.
Koniecznym wydaje si¢ podjecie dziatan majacych na celu usprawnienie diagnostyki M.
kansasii, jak i molekularnego typowania izolatow klinicznych. Badania realizowane w
ramach wspotpracy z zespotami dr Jagielskiego (UW) oraz prof. Dziadka (IBM PAN) i
opublikowane w Scientific Reports, zmierzaly do opracowania nowej metody o wysokiej
rozdzielczo$ci dla roznicowania szczepow M. kansasii (Bakula, 2018). Genom
referencyjny szczepu M. kansasii ATCC 12478 przeszukano pod katem wystepowania
zmiennej liczby tandemowych powtdérzen (VNTR) przy uzyciu programu Tandem Repeat
Finder. Zidentyfikowano 24 VNTR z czego 17 uzyto do zréznicowania kolekcji 67
szczepOw uprzednio podzielonych na 6 podtypow. Wyniki poréwnano z wynikami
otrzymanymi metoda PFGE dla tej samej kolekcji szczepdéw. Tylko jeden VNTR(19)
zroznicowal wszystkie badane podtypy M. kansasii. Rozne loci wykazalty rozny poziom
zmienno$ci. Zastosowanie 17 VNTR wyrdznito wsrdéd badanej kolekcji 19 profili
prazkowych (w tym 6 klastréw 1 13 wzordw unikatowych). PFGE z zastosowaniem
enzymu Asel dla tej samej kolekcji szczepdw, pozwolita na otrzymanie 33 réznych
wzordéw (zebranych w 12 klastrach 1 21 szczepéw o wzorach unikatowych). Sita
réznicujgca metody VNTR wyrazona wspotczynnikiem HGDI wyniosta 0,95 a PFGE
0,66. Sita réznicujaca obu metod zastosowanych tacznie wyniosta 0,97 co pozwolito na
zaproponowanie nowego 2-etapowego schematu typowania genetycznego M. kansasii, w
ktorym pierwszy etap stanowi metoda VNTR, a kolejny PFGE. Moim zadaniem w wyzej
opisanych badaniach byla weryfikacja mozliwosci zastosowania zidentyfikowanych in
silico loci VNTR do réznicowania szczepow M. kansasii poprzez opracowanie warunkow

amplifikacji 1 rozdziatu elektroforetycznego powstatych produktow.

Efektem powyzszych prac oraz moich zainteresowan zwigzanych z metodami
typowania bakterii w oparciu o metody LC-PCR bylto zaproszenie mnie do uczestnictwa w
przygotowaniu pracy przegladowej dla prestizowego czasopisma Clinical Microbiology
Review (Jagielski, 2016). Moja rolg w tej publikacji bylo odniesienie si¢ do badan
zwigzanych z metodami molekularnego typowania mykobakterii. Opisalam metody oparte
o analize genomu (PFGE - Pulsed-Field Gel Electrophoresis, RAPD — Randomly
Amplified Polymorphic DNA, AFLP - Amplified Fragment Length Polymorphism) oraz

metody bazujace na sekwencjach powtorzonych (REA — Restriction Enzyme Analysis), a
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takze metody oparte o ligacje adaptoréw oligonukleotydowych, w tym metody bazujace na
sekwencjach minisatelitarnych (ERIC — Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus,
TRS -Trinucleotyde Repeat Sequences i rep-PCR). W publikacji tej przedstawiono
réwniez, za zgoda czasopisma, moja rycing umieszczong uprzednio w artykule w Int J

Tuberc Lung Dis. (Zaczek, 2014).

Dwukomponentowe systemy transdukcji sygnalu u Mykobakterii.

Ostatnio, we wspolpracy z zespotem prof. Dziadka, podjeto badania nad
dwukomponentowymi systemami transdukcji sygnatu (TCS Two-Component regulatory
System) u Mycobacterium. TCS wystepuja powszechnie u bakterii i odgrywaja bardzo
wazng role w regulacji wielu procesow zyciowych, uczestniczg w regulacji szlakow
metabolicznych i transporcie substancji odzywczych, a takze umozliwiaja adaptacje
bakterii do zmieniajacych si¢ warunkow $rodowiska. Opisano kilkaset takich systemow u
bakterii ale funkcje wielu z nich sg ciagle nieznane. Mykobakterie posiadaja niewiele TCS
(np. u M. tuberculosis znanych jest 12 TCS), ale majg one kluczowe znaczenie dla

przezycia bakterii i odgrywaja wazng rolg¢ w procesie wirulencji.

Typowy dwusktadnikowy system regulacyjny sktada si¢ z blonowego bialtka
sensorowego, ktorym jest kinaza histydynowa (HK), odbierajaca sygnat ze srodowiska
oraz cytoplazmatycznego biatka regulatorowego — regulatora odpowiedzi (RR). RR po
odebraniu sygnatu zmienia konformacje, przez co reguluje ekspresje docelowego genu.
Dwusktadnikowe systemy pozwalaja doskonale potaczy¢ bodziec oraz reakcje na ten
bodziec. Wsrdd czynnikdéw, ktore moga by¢ odbierane przez TCS wyrdzniono wiele

sygnatow chemicznych i fizycznych.

Moim zadaniem w przeprowadzonych badaniach byla globalna analiza fenotypowa
przeprowadzona w oparciu 0 mikromacierze fenotypowe szczepow-mutantow
skonstruowanych ~w  celu  wstgpnej identyfikacji  funkcji  badanych  bialek
dwusktadnikowych systemow regulacyjnych M. smegmatis. Mikromacierze fenotypowe
systemu Biolog (PM - Phenotype Microarray), w ktorych sie¢ wyspecjalizowatam,
pozwalaja na ilosciowa analize blisko 2000 fenotypéw danego mikroorganizmu w trakcie
jednego badania w formacie ptytek titracyjnych i obserwacje kinetyki aktywnosci

metabolicznej szczepdéw badanego i kontrolnego.
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W pracy opublikowanej we Frontiers Microbiology, w procesie homologicznej
rekombinacji skonstruowano mutanta M. smegmatis pozbawionego zdolno$ci do syntezy
kinazy histydynowej PdtaS (Dadura, 2017). Badanie przy uzyciu PM pozwolito na
zaobserwowanie  zwickszonej  wrazliwosci  szczepu ~mutanta na  antybiotyki
aminoglikozydowe, opornosci na antybiotyki tetracyklinowe, uposledzony transport
miedzybtonowy i proces oddychania. Funkcje biatka PdtaS byly nastepnie badane innymi
metodami. Aby pozna¢ mechanizmy molekularne odpowiedzialne za obserwowany
fenotyp porownano rybosomalne profile RNA i profile biatkowe mutanta i szczepu
dzikiego. Wykazano, ze niedobor PdtaS wptywa na efektywno$¢ oddychania i sktad biatek
rybosomalnych powodujac istotne zmiany w opornosci na wybrane antybiotyki, w tym

takze na tuberkulostatyki powszechnie stosowane w leczeniu zakazen pratkami gruzlicy.

W kolejnej pracy, opublikowanej w Scientific Reports, badano geny zaangazowane w
metabolizm azotu u Mycobacterium (Antczak, 2018). Kluczowym regulatorem
odpowiedzi przyczyniajacym si¢ do przezycia pratkow podczas glodzenia azotowego jest
biako GInR. Zidentyfikowano wiele genéw znajdujgcych si¢ bezposrednio lub posrednio
pod kontrola tego regulatora jednak tylko nieliczne z nich zostaly dotychczas
scharakteryzowane. Wéréd wielu gendw regulowanych bezposrednio przez aktywnos¢
GInR sa czynniki transkrypcyjne. Jednym z nich jest NnaR (kodowany przez gen 0432,
regulator transportu azotu u Streptomyces coelicolor). W pracy skonstruowano szczepy-
mutanty pozbawione funkcjonalnych genow gInR oraz nnaR, ktére hodowano w
warunkach ograniczonego dostgpu azotu. Zdolno$¢ mutantdow do wzrostu na réznych
zrodiach azotu oceniono przy uzyciu mikromacierzy fenotypowych. Zwerytikowano role
tych gendw w metabolizmie azotu oraz zbadano ich wzajemne powigzania. Wykazano, ze
regulator NnaR jest niezbedny dla wykorzystania azotanéw 1 azotynow jako Zrdédla azotu u
mykobakterii - szczep AnnaR byl catkowicie niezdolny do wzrostu na azotanie lub
azotynie jako jedynym zrodle azotu, cho¢ gen ten nie jest niezbednym dla M. smegmatis w
warunkach bogatych w azot. Ponadto wykazano, ze NnaR wymaga funkcjonalnego biatka

GInR dla regulacji ekspresji gendow zwigzanych z asymilacja azotanéw/azotynow.

Obecnie badania dotyczace mykobakteryjnych TCS s3 kontynuowane w ramach
przyznanego mi grantu Miniatura 2, ktorego celem jest poznanie funkcji produktow

gendow msmeg_6236/6238 u M. smegmatis.
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Wykorzystanie mikromacierzy fenotypowych w badaniach Srodowiskowych.

System Biolog (Biolog EcoPlates) wykorzystalam takze w badaniach srodowiskowych
prowadzonych we wspolpracy z zespotem prof. Mankiewicz-Boczek z Centrum
Ekohydrologii PAN oraz zespotem prof. Dziadka. Badania opublikowane w Ecological
Engineering dotyczyly opracowania optymalnego sposobu usuwania zwigzkow azotowych
ze Sciekow (Mankiewicz-Boczek, 2017). W tym celu przygotowano bioreaktory polowe i
wypetniono je réznymi substratami weglowymi z aktywatorami mikrobiologicznymi i
uzupehiono $ciekami. Badano 5 réznych wariantow zrodetl wegla pod katem aktywno$ci
drobnoustrojow. Wykazano najszybsze i najbardziej skuteczne usuwanie azotandw po
dodaniu do badanych bioreaktorow mieszanki wegiel-stoma oraz mikroflory pochodzacej z
czynnych/pracujacych ~ barier  denitryfikacyjnych. ~ Mikromacierze  fenotypowe
wykorzystano do analizy aktywno$ci metabolicznej mikroorganizméw w bioreaktorach. W
tym celu uzywano ptytek EcoPlates zawierajacych 31 réznych zrodet wegla w trzech
powtdrzeniach, na ktére nanoszono badane konsorcja bakteryjne. Wykazano, ze dodanie
mieszanki wegiel-stoma jako substratu do bioreaktoréw utrzymuje mikrobiologiczng
aktywno$¢ wybranych konsorcjéw bakteryjnych na wysokim poziomie i1 przez czas
dluzszy niz inne substraty weglowe. Zaszczepienie zloza bioreaktora dodatkowa pula
mikroorganizméw pochodzacej z innej aktywnej bariery azotowej moze zwigkszac
wydajnos$¢ ztoza i1 stymulowa¢ procesy zaréwno nitryfikacji jak i denitryfikacji. System
Biolog (Gen III MicroPlate test panel) wykorzystalam réwniez do okreslenia

przynaleznos$ci gatunkowej 12 badanych bakterii o zdolno$ciach denitryfikacyjnych.
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6. DANE BIBLIOMETRYCZNE

Laczna punktacja, wyliczona w oparciu o IF i punktacje MNiSW z roku wydania, za

publikacje w czasopismach z wylaczeniem publikacji wybranych do osiagnigcia

naukowego:
Suma punktow MNiSW: 279
Impact Factor: 44,049

Na mdj dorobek naukowy sklada si¢ 15 prac oryginalnych o tgcznej wartosci 416 pkt
MNiSW, w tym 210 jako pierwszy autor.

Sumaryczny Impact Factor prac oryginalnych wynosi 37,887, w tym 16,686 jako pierwszy
autor.

Ponadto jestem wspolautorem publikacji przegladowej o wartosci 50 pkt MNiSW oraz
Impact Factor 19,958.

Osiggnigcie naukowe stanowi 8 publikacji o lgcznej wartosci 190 pkt MNiSW oraz

sumarycznym Impact Factor 13,796.

¥.3czna punktacja: IF = 57,845 [F5.emi = 63,588 MNiSW = 469

Liczba cytowan wszystkich prac:

‘Web of Science v. 5.30 All Databases 112
w tym bez autocytowan g3
h-index 6

Web of Science v. 5.30.2 Core Collection 109
w tym bez autocytowan 92

h-index 6

L4
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