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Celem badan, ktore prowadzitam bylo okreslenie wystepowania integrondw, ich
struktury, rodzaju przenoszonych kaset oporno$ci oraz zwiazku z wielooporno$cia wybranych
rodzajow bakterii z rodziny Enterobacteriaceae, izolowanych z materiatow od chorych ludzi i
z probek pobranych w oczyszczalni sciekoéw na roznych etapach procesu oczyszczania.
Zadania obejmowaty: identyfikacj¢ integrondéw w genomie izolatow, oznaczenie odsetka
szczepOdw poszczegolnych grup bakterii zawierajacych integrony wraz z profilami opornosci,
okreslenie przekazywalnosci integrondw i opornosci na drodze koniugacji, identyfikacje kaset
genowych na podstawie sekwencji nukleotydowych i okreslenie struktury czgsci zmiennej

integronu.

Najwazniejsze wnioski wynikajace z przeprowadzonych badan:

e Integrony opornosci wystepuja w genomach pateczek rodziny Enterobacteriaceae z
wysoka czestoscia (Ok. 50%) u szczepoéw klinicznych (Enterobacter sp., Proteus sp.,
Escherichia sp.) i mniejsza (0k. 12%) u szczepow izolowanych ze $ciekéw miejskich
(Escherichia sp., Enterobacter sp., Klebsiella sp., Serratia sp., Citrobacter sp., Pantoea
sp., i Kluyvera sp.).

e Obecnos¢ integronow klasy 1 w genomie bakterii zwiazana jest ze zjawiskiem
wielooporno$ci — wszystkie szczepy z integronami, niezaleznie od ich zawartosci genowe;j,
byly oporne na co najmniej trzy chemioterapeutyki nalezace do réznych klas.

e W przypadku klinicznych szczepow Enterobacteriaceae wystepuje zwiazek pomigdzy
obecnosciag integronow, a zwigkszona czgstoscia opornosci na antybiotyki |
chemioterapeutyki zwtlaszcza aminoglikozydy, chinolony, tetracykliny, sulfonamidy i
trimetoprim.

e Integrony klinicznych szczepéw Enterobacter sp., oraz srodowiskowych Escherichia sp.,
Enterobacter sp., Klebsiella sp., Serratia sp., i Citrobacter sp. przenoszone sa w procesie
koniugacji z czgstoscia 10*-10, co wskazuje na mozliwos¢ ich rozprzestrzeniania si¢ na

drodze horyzontalnego transferu w populacjach bakterii.



Oprécz opornosci warunkowanej genami zawartymi w integronach, koniugacyjnie
przenoszone moga by¢ pozaintegronowe geny determinujace oporno$¢ na P-laktamy,
fenikole i tetracykliny.

Wystepuja roznice w liczbie i rodzaju genéw integrondw szczepdw izolowanych z réznych
szpitali oraz jednorodno$¢ typow kaset genowych u izolatow pochodzacych z tego samego
szpitala.

Duza stabilno$¢ kaset genowych wystepujaca w przypadku szczepow klinicznych
zwiazana jest prawdopodobnie z wysoka presja selekcyjna wywotana stosowaniem
antybiotykow. Przewaza tendencja do wlaczania kolejnych integronow do genomu, nad
wiaczaniem kolejnych kaset do juz istniejacych struktur.

Integrony klasy drugiej wystepuja z niewielka czgstoscia u klinicznych szczepow z rodzaju
Escherichia brak ich u Enterobacter sp., natomiast sa obecne u okoto potowy szczepow
Proteus sp. We wszystkich genach intl2 stwierdzono obecnos$¢ kodonu stop w pozycji 179,
czego efektem moze by¢ mniejsza réznorodno$¢ kaset w obrgbie integronu.

Integrony szczepdéw pochodzacych z oczyszczalni $ciekdw charakteryzuje wigksza
réznorodno$¢ kaset genowych, zarowno warunkujacych opornos¢ na antybiotyki, jak i
obecnos$¢ takich, ktore koduja biatka majace prawdopodobnie znaczenie fizjologiczne oraz
o nieznanej dotad funkcji.

Najczgsciej identyfikowanymi kasetami, zaré6wno u szczepdéw klinicznych jak i
wyizolowanych ze $ciekéw, byly: aadA, warunkujaca opornos$¢ na streptomycyneg i
spektynomycyng, oraz dfrA warunkujaca opornos¢ na trimetoprim.

Obecnos¢ gendéw transpozaz, tnp, sekwencji insercyjnych, kaset kodujacych biatka
hipotetyczne i o0 znaczeniu fizjologicznym, w obrgbie integrondow szczepow
srodowiskowych $wiadczy 0 wzmozonym procesie horyzontalnego transferu genow, ktory
moze by¢ stymulowany subinhibicyjnymi steZeniami antybiotykéw 1 duza liczba
mikroorganizmdéw w oczyszczalni §ciekow

Przynaleznos¢ do grup filogenetycznych wyizolowanych ze sciekow pateczek E. coli
zawierajacych integrony, byla odmienna niz dotychczas obserwowana u izolatow
pochodzacych ze srodowiska, od ludzi czy zwierzat; najwigcej szczepow (36,6%) nalezato

do grupy D, z ktora wiazane sa izolaty wywotujace zakazenie jelitowe i pozajelitowe.

Jednoczesna obecnos$¢ integronéw i gendéw wirulencji w obrebie mobilnych elementow
genetycznych stwarza zagrozenie zwiazane z rozprzestrzenianiem si¢ wieloopornych i

chorobotworczych szczepoéw E. coli w srodowisku.



Krotkie streszczenie prac przedstawiam ponizej.

Wystapienie 1 rozprzestrzenianie opornosci na antybiotyki ws$rdd bakterii jest
najbardziej uderzajacym przyktadem mikroewolucji, ktory jest obserwowany w S$wiecie
mikroorganizmow w ciagu ostatnich 60 lat. Rozprzestrzenianie si¢ genOw opornosci na
antybiotyki wérod szczepow klinicznych jest zwigzane z obecno$cia ruchomych elementéw
genomu bakteryjnego: plazmidoéw i transpozonow. Jednakze dopiero badania ostatnich lat
wykazaly, ze jednym z istotnych mechanizméw pojawienia si¢ wieloopornosci i jej
szerokiego rozprzestrzeniania odpowiedzialne sa integrony, bedace naturalnymi systemami
nabywania fragmentéw obcego DNA na drodze horyzontalnego transferu gendw. Integron
jest ,,platforma montazowa”, ktora wilacza egzogenne otwarte ramki odczytu w procesie
miejscowo-specyficznej rekombinacji i konwertuje je w funkcjonalne geny przez zapewnienie
ich prawidlowej ekspresji. Wszystkie integrony opisane do tej pory skladaja si¢ z trzech
kluczowych elementow koniecznych do wlaczania egzogennych genow: genu intl,
kodujacego integrazg nalezaca do rodziny rekombinaz tyrozynowych, pierwszorzgdowego
miejsce rekombinacji attl i promotora Pc, ktory kieruje transkrypcja wilaczanych genow.
Integraza moze rekombinowaé jednostki kolistego DNA, znane jako kasety genowe, na
drodze niezaleznej od RecA. Integracja nastgpuje ponizej stalego promotora Pc w miejscu

attl, umozliwiajac ekspresj¢ genu w kasecie.

Obecnie wyrdznia si¢ pig¢ klas integronow, ktore odgrywaja rolg w przenoszeniu
gendw opornosci na antybiotyki. Klasy te wyrdznione byty na podstawie podobienstwa
sekwencji genow integrazy, ktore wykazuja 40-58% identycznosci. Wszystkie klasy
integronow zZwiazane sa z mobilnymi fragmentami DNA takimi jak transpozony i plazmidy
koniugacyjne, ktore stuza jako nosnik w wewnatrz- 1 migdzygatunkowym transferze materialu
genetycznego. Klasa 1 zwiazana jest z funkcjonalnymi lub niefunkcjonalnymi transpozonami
wywodzacymi si¢ od Tn402, ktory moze by¢ zlokalizowany w obrgbie wigkszego
transpozonu, takiego jak Tn21. Integrony klasy 2 zwiazane sa z Tn7, a integrony klasy 3
wydaja si¢ by¢ czgscia transpozonu na dotychczas nieokreslonym plazmidzie. Pozostate dwie

klasy integrondw, 4 i 5, zwiazane sa z opornoscia na trimetoprim u szczepoéw Vibrio spp.

Badaniami objetam bakterie z rodziny Enterobacteriaceae z rodzajow Enterobacter,
Proteus i Escherichia, pochodzace z materialtow od chorych ludzi leczonych szpitalnie. W
przypadku rodzaju Enterobacter, szczepy izolowano z materiatéw od chorych ludzi ze szpitali
z dwoch odleglych od siebie miast; Poznania (szpital 1) i Kotobrzegu (szpital 2) [1]. Na

podstawie analizy sekwencji genu hsp60, 87% szczepow =zaliczono do gatunku E.



hormaechei, pozostate do E. cloacae i E. kobei. Analiza ERIC-PCR wykazata, ze szczepy
nalezace do tego samego gatunku byly genetycznie niespokrewnione. Analiza oporno$ci
izolatéw na 15 antybiotykow nalezacych do 8 klas, wykazata, ze 87,95% szczepdéw bylo
opornych na wigcej niz dwa antybiotyki, 75,4% na wigcej niz trzy antybiotyki nalezace do
réznych klas. U 55,1% szczepow wystepowaty integrony klasy 1, 17,4% izolatow miato dwa
integrony tej klasy w genomie, nie stwierdzitam natomiast obecnosci genow integraz klasy 2 i
3. W moich badaniach podgatunkiem dominujacym w zakazeniach wywolanych przez
bakterie zaliczane do E. cloacae complex byt E. hormaechei subsp. steigerwaltii. W
genomach bakterii tego podgatunku stwierdzitam najwigksza czgsto§¢ wystgpowania
integronéw (63,3%), ponadto jedynie w genomach tego gatunku zaobserwowatam wigksza
liczbe integronéw i integrony z najwicksza czeécia zmienna (1,9 kpz), a wige i najwigksza
liczba wbudowanych kaset genowych. Wykazatam, ze wieloopornos¢ pateczek E. cloacae
complex zwiazana byta z obecnoscig integronow. Obecnos$¢ genu integrazy byta zwiazana ze
zwigkszona czestoscia opornosci na wszystkie, oprocz imipenemu, antybiotyki (P < 0,01).
Analiza wielko$ci czegéci zmiennej integronéw wykazata obecno$¢ od jednej do trzech kaset
genowych, zidentyfikowanych jako: aadA (aadAl, 2) kodujacych adenylotransferazy
aminoglikozydéw warunkujace oporno$¢ na streptomycyng i spektynomycyng, aadB,
kodujaca transferaz¢ (2”) aminoglikozydow warunkujaca oporno$¢ na amikacyne,
gentamicyng, kanamycyng, tobramycyne, netilmycyne, sisomycyng 1 dibekacyng, aacA4,
kodujaca acetylotransferaz¢ aminoglikozydéw warunkujaca oporno$¢ na amikacyng 1
tobramycyne, dfr (dfrAl, 12), kodujacych reduktazy kwasu dihydrofoliowego warunkujace
oporno$¢ na trimetoprim i orfF kodujaca biatko hipotetyczne o dotychczas nieznanej funkcji.
Liczba kaset genowych i typow szeregdw kaset w obregbie integronu byta ograniczona.
Ponadto zaobserwowano rdznice ww. cech w zalezno$ci od szpitala, z ktorego pochodzit
szczep: szeregi aadAl, dfrAl-aadAl, dfrAl2-orfF-aadA2 zidentyfikowalam w szpitalu 1,
natomiast aadB-aadA2 i dfrAl2-orfF-aadA2 w szpitalu 2. Wykazatam, ze wszystkie
integrony badanych szczepoéw E. cloacae complex wystgpowaly w obrebie mobilnych
elementow genetycznych. Czgsto$¢ transferu wynosita 10* — 10, a przenoszone geny
warunkowaty oporno$¢ na aminoglikozydy, tikarcyling, piperacyling, sulfametoksazol,
trimetoprim i tetracykling. Integrony klasy 1 bakterii Enterobacter cloacae complex wykazuja
stabilno$¢ struktury, przewaza tendencja do ich kumulacji w genomie nad wlaczaniem
kolejnych kaset. Zrdznicowanie kaset genowych w obrebie kazdego ze szpitali byto
ograniczone do pigciu (cztery kasety kodujace opornosé na antybiotyki, jedna kodujaca biatko

hipotetyczne). Wystgpuja natomiast roznice w zawarto$ci genowej integronéw pomigdzy



szczepami izolowanymi z réznych szpitali, co wskazuje na zachodzace na ich terenie
niezalezne procesy horyzontalnego transferu determinant opornosci stymulowane wysoka

presja selekcyjna wywolana stosowaniem antybiotykow [1].

W kolejnych badaniach analizowatam czesto$¢ wystepowania i strukture integronow
69 szczepow E. coli wyizolowanych z zakazen pozajelitowych na przestrzeni 12 lat: 38
szczepow izolowano w latach 1999-2001 (grupa 1), 31 izolatow w latach 2008-2010 (grupa 2)
[5]. W analizie metoda ERIC-PCR trzy pary izolatow miaty identyczne profile; szczepy te
jednak roznity si¢ zawarto$cia integrondw i profilami opornosci. Szczepy izolowane w latach
2008-2010 wykazywaty znaczaco wigksze spektrum opornosci definiowane zaréwno jako
liczba chemioterapeutykoéw, jak i liczba klas chemioterapeutykéw, na ktore szczep byt
oporny. Szczepy grupy 2 byly oporne na 4 do 28 (mediana 22) chemioterapeutykoéw
nalezacych do 4-10 klas (mediana 9), izolaty | grupy byly oporne na 1 do 22
chemioterapeutykow (mediana 7) nalezacych do 1-9 klas (mediana 4). Obecnos¢ genow
integrazy stwierdzitam u 53,6% szczepow: 52,2% miato intll, 1,4%- intl2, jeden izolat
(1,4%) miat zaréwno intll i intl2. Odnotowalam znaczacy wzrost liczby szczepow z
integronami z 31,6% (grupa 1) do 80,7% (grupa 2). Obecno$¢ genu integrazy byta zwiazana
ze zwigkszong czgsto$cia opornosci na wszystkie stosowane antybiotyki oprocz imipenemu,
piperacyliny z tazobaktamem i ceftazydymu (P < 0,05). Produkty amplifikacji regionu
zmiennego integronu klasy 1 miaty wielko$¢ od 0,55 do 3,0 kpz: 0,55 kpz (1 izolat), 0,7 kpz
(4) 1,0 kpz (5), 1,6 kpz (7), 1,7 kpz (6), 1,9 kpz (11), i 3,0 kpz (1). Dwa szczepy miaty po dwa
integrony: 1,0 i 1,7 kpz, oraz 1,6 i 3,0 kpz. Integrony klasy 2 miaty czg$¢ zmienna wielkos$ci
2,2 kpz. W integronach klasy 1 szczepow grupy 1 stwierdzitam tylko trzy szeregi kaset aadAl
(1,0 kpz), dfrAl-aadAl (1,6 kpz) i dfrAl7-aadA5 (1,7 kpz). W grupie 2 szczepow
odnotowatam wystgpowanie wigcej niz jednego integronu w genomie, obecnos$¢ integrondw
klasy 2, wigksza r6znorodnos¢ kaset genowych, oraz wigcej kaset w obregbie czgsci zmiennej.
W integronach klasy 1 szczepow nalezacych do grupy 2 wyrdznitam szes¢ réznych szeregow
kaset mianowicie: dfr2d (0,55 kpz), aadAl (1,0 kpz), dfrAl-aadAl (1,6 kpz), dfrAl7-aadA5
(1,7 kpz), i aacAd-aacAl-orfX-orfY-aadAl (3,0 kpz) i kasety kodujace biatka hipotetyczne
(0,7 kpz), ponadto integrony klasy 2 z szeregiem dfrAl-sat2-aadAl (2,2 kpz). Obecnosé
integronow zwiazana byla z wieloopornoscia, fenotypem ESBL i wystgpowaniem gendow
kodujacych B-laktamazy o rozszerzonym spektrum (P < 0,001). Zaobserwowatam znaczacy
wzrost czestosci fenotypu ESBL (od 21,1% do 93,5%) i czesto$ci genu blactx-m Z jego

wariantem blacrx-m-15 0raz obecnos¢ gendéw kodujacych cefalosporynazy typu AmpC takie



jak CMY-15 i DHA. Dodatkowo okreslitam otoczenie genetyczne gendéw blactxm |
stwierdzitam wystgpowanie ISEcpl, ktory poprzedzat blacrtx-m-1, blacTx-m-3 1 blactx-m-15, €O
moze wzmagaé ekspresje genow blactx.m 0raz utatwiac ich transpozycje i rozprzestrzenianie
si¢ w obrebie populacji. Zaobserwowatam wystapienie szczepoéw opornych na kilkanascie
klas chemioterapeutykéw, zawierajacych w genomach integrony oraz geny kodujace f-
laktamazy o rozszerzonym spektrum i cefalosporynazy.

Wystepowanie integronow okreslitam réwniez dla 35 izolatow Proteus sp.: P.
mirabilis (33) i P. vulgaris (2) [4]. Szczepy wyizolowano z materiatdw pochodzacych od
pacjentow szpitala w latach 2010-2011. Do badan wybrano izolaty oporne na co najmniej dwa
antybiotyki nalezace do r6znych klas. W analizie ERIC-PCR dwa szczepy P. mirabilis miaty
identyczne wzory amplikonéw, jednak roznilty si¢ profilami opornosci na antybiotyki oraz
liczba i klasa integronéw Szczepy P. mirabilis byly oporne na 5 do 26 antybiotykow
nalezacych do 9 grup. Wszystkie byty wielooporne, trzy wytwarzaty B-laktamazy typu ESBL,
57,1% bylo opornych na wigcej niz 20 chemioterapeutykdéw nalezacych do 8 i wigcej klas.
Najczesciej wystgpowala opornos¢ na trimetoprim (97,1%), streptomycyne (94,3%) i
tetracykling (91,4%); najnizsza czgsto$¢ odnotowano dla meropenemu (11,4%). W genomach
69,7% izolatow P. mirabilis stwierdzitam obecno$¢ gendow integrazy: 18,2% intll, 33,3%
intl2 i 18,2% zaréwno intll i intl2. W genomie jednego szczepu P. vulgaris stwierdzitam
intl1 i intl2. Obecno$¢ genu integrazy byta zwiazana ze zwigkszona czgsto$cia opornosci na
gentamicyng, ciprofloksacyng, sulfametoksazol i kotrimoksazol (P < 0,05) i zwigkszonym
zakresem opornosci szczepu, wyrazanym jako liczba chemioterapeutykow 1 liczba klas
chemioterapeutykéw (odpowiednio, P = 0,009 i P = 0,003). Szczepy majace geny integrazy
byty oporne $rednio na 17 antybiotykow nalezacych do 8 klas, a niemajace genu intl na 11
antybiotykow nalezacych do 7 klas. Produkty amplifikacji regionu zmiennego integronu klasy
1 miaty wielko$¢ od 1,0 do 3,0 kpz: 1,0 kpz (5 szczepow), 1,5 kpz (1), 1,6 kpz (2), 2,1 kpz (1)
i 3,0 kpz (3), a klasy 2 miaty wielkos¢ 2,2 kpz (18 izolatow). Zidentyfikowatam nastgpujace
szeregi kaset w integronach klasy 1: aadAl (1,0 kpz), aadB-aadA2 (1,5 kpz), dfrAl-aadAl
(1,6 kpz), blapse1-aadA2 (2,1 kpz) and aacA4-orfA-orfB-aadAl (3,0 kpz) i klasy 2 dfrAl-
sat2-aadAl (2,2 kpz). Wigkszos¢ kaset genowych zawartych w integronach koduje opornosé
na aminoglikozydy i trimetoprim. Wystgpowanie integronow u szczepow P. mirabilis jest

raczej markerem wieloopornosci niz jej uwarunkowaniem [4].

W zwiazku z wysoka czestoscia opornosci na B-laktamy i fluorochinolony oznaczytam

wystepowanie genow kodujacych cefalosporynazy AmpC i zwiazanych z plazmidami genow



opornosci na chinolony (PMQR - plasmid-mediated quinolone resistance). Opornos¢ na
fluorochinolony jest determinowana przede wszystkim mutacjami w genach kodujacych
gyrazg 1 topoizomeraz¢ IV lub w genach regulujacych ekspresj¢ pomp btonowych
usuwajacych leki z komorek (ang. efflux pumps). Rosnaca opornos¢ na t¢ grupe
antybiotykow jest coraz czeSciej jednak wiazana z genami gnr, qepA, i aac(6')-1b-cr,
obecnymi w plazmidach. Biatka Qnr uniemozliwiaja wigzanie chinolonow do gyrazy, gepA
koduje bialko systemu transportu chinolonéw, a aac(6')-1b-cr acetyltransferaze
aminoglikozydow, zmniejszajaca aktywnos$¢ ciprofloksacyny. Geny PMQR jak i geny
kodujace cefalosporynazy AmpC moga by¢ czescia tzw. ztozonych integronow (ang. complex
integron), ktore oprocz czesci zmiennej zawartej pomigdzy regionem 5’ i 3” maja dodatkowe
geny opornosci, region ISCR1 i zduplikowany fragment 3°. W genomach badanych izolatow
stwierdzono, potwierdzona sekwencjonowaniem, obecnos¢ gendéw: blacmy-1s, blapya-1, gnrS1
(1 izolat P. mirabilis) i gnrD (9 izolatow P. mirabilis i 1 P. vulgaris). Czegsciowe sekwencje
gnrD szczepow P. mirabilis i P. vulgaris zostaly zdeponowane w bazie GenBank (numery
odpowiednio JQO070958.1 i JQ177060.1), gdyz jest to pierwsze doniesienie stwierdzajace
wystepowanie gnrD u P. vulgaris w Europie i jedno z pierwszych dotyczacych ww. genu u P.
mirabilis. Wystgpowanie genow PMQR i kodujacych cefalosporynazy nie bylo jednak

zwigzane z obecnoscia integronow [4].

Dla poréwnania, jak rowniez w celu okreslenia drog rozprzestrzeniania si¢ gendéw
oporno$ci w §rodowisku, zebratam szczepy (1832) wyizolowane ze $ciekow na trzech etapach
procesu oczyszczania [3]. 1zolaty poddane zostaly wstepnej analizie, ktora wykazata, ze u
12,1% wystepuja integrony opornosci: u 11,3% nalezace do klasy 1, u 1,0% do klasy 2 (w
tym 0,3% miato integrony obu klas). Nie stwierdzitam obecnos$ci genu integrazy klasy
trzeciej. Wsrod szczepdéw zawierajacych integrony 7,2% miato wigcej niz jeden w genomie.
Szczepy identyfikowane byly za pomoca testow API 20E i nalezaly przede wszystkim do
rodziny Enterobacteriaceae (Escherichia sp., Klebsiella sp., Citrobacter sp. Serratia sp.,
Kluyvera sp. Pantoea sp. i Morganella morganii). Szczepy z integronami wystepowaly na
wszystkich etapach procesu oczyszczania $ciekow: 22,5% w $cieku surowym, 4,9% w
komorze napowietrzania i 9,1% w $cieku oczyszczonym. Nie stwierdzitam obecnosci
szczepOw tego samego gatunku bedacych klonami. Wszystkie szczepy zawierajace integrony
byly wielooporne, a wigc oporne na co najmniej trzy antybiotyki nalezace do r6znych klas.
Najwickszy odsetek szczepow opornych zanotowatam dla streptomycyny (97,7%),

sulfametoksazolu (96,4%) i ampicyliny (91,9%), najmniejszy — dla imipenemu (1,8%),



ceftazydymu (8,6%) i netylmycyny (13,6%). Zakres opornosci szczepdéw na antybiotyki nie
wykazywal statystycznie istotnych réznic migdzy drobnoustrojami izolowanymi z
poszczegolnych etapow oczyszczania. Niemniej jednak, stwierdzitam statystycznie istotne
roéznice w czesto$ci wystepowania szczepOw opornych na 12 z 27 lekéw (P < 0,05). Czesto$é
ta wzrastata w kolejnych etapach oczyszczania dla 9 preparatow (netylmycyny, piperacyliny z
tazobaktamem, amoksycyliny z klawulanianem, ceftazydymu, cefalotyny, cefoperazonu,
cefazoliny, cefuroksymu i chloramfenikolu). Dla trzech antybiotykow (trimetoprimu,

norfloksacyny i tetracykliny) stwierdzono zjawisko odwrotne [3].

W analizie czgsci zmiennej integronéw Klasy 1 metoda PCR uzyskatam amplikony o
wielkosci od 0,18 do 3,0 kpz. Nie stwierdzitam zaleznosci wielko$ci czgéci zmiennej
integronu od etapu oczyszczania, z ktorego izolowany byl szczep. Integrony klasy 1 zawieraty
ponad 30 réznych kaset genowych, przy czym wigkszos¢ z nich kodowata enzymy
warunkujace opornos¢ na antybiotyki i chemioterapeutyki:

¢ adenylotransferazy aminoglikozydow, geny aadA (aadAl, 2, 5, 15), warunkujace
oporno$¢ na streptomycyng i spektynomycyne,

e transferaze (2) aminoglikozydow, gen aadB, warunkujaca oporno$¢ na amikacyne,
gentamicyng, kanamycyng, tobramycyng, netilmycyng, sisomycyne 1 dibekacyng,

e acetylotransferazy aminoglikozydow, gen aacA (aacA4 i 7), warunkujace opornos¢ na
amikacyng 1 tobramycyng,

¢ reduktazy kwasu dihydrofoliowego, geny dfr (dfrAl, 7, 12, 17, dfrB3), warunkujace
oporno$¢ na trimetoprim,

e B-laktamazy, geny bla (blagess, blaoxai, blaoxaz, blaoxaio, blaoxaso), warunkujace
opornos¢ na antybiotyki B-laktamowe,

e acetylotransferazy chloramfenikolu, geny catB8, warunkujace opornos¢ na
chloramfenikol,

e acetylotransferaze streptotrycyny, sat2, warunkujaca opornos¢ na streptotrycyne,

e esterazg, gen estX, niewyjasniona rola w opornosci,

Pozostate kasety zidentyfikowatam jako: orfF i orfD kodujace biatka hipotetyczne o
dotychczas nieznanej funkcji, smt r- gen kodujacy maturaze, co moze $wiadczy¢ o udziale
intronu grupy ll-1lattC w procesie tworzenia si¢ kaset genowych, geny kodujace biatko
periplazmatyczne, permeazy z rodziny MFS (major facilitator superfamily), gen psp kodujacy
fosfataze fosfoserynowa, geny kodujace integralne biatka btonowe, kinazy i biatka transdukcji

sygnatu [3].
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Najczesciej identyfikowanymi kasetami byty aadAl (57,1%), dfrAl (25,8%) i dfrAl7
(13,1%), najczesciej wystepujacymi szeregami kaset w obrgbie integronow; dfrAl-aadAl
(20,4%), aadAl (14%), dfrAl7-aadAl (12,7%) i dfrAl2-orfF-aadA2 (5,4%). Najwicksza
roéznorodno$¢ kaset wystepowata u E. coli, najmniejsza u Pantoea sp. Zaobserwowano
znaczacy wzrost czestosci wystgpowania kasety aacA4 w oczyszczonym Scieku W
poréwnaniu ze $ciekiem surowym, a takze zmniejszenie czgstosci aadAS5 i dfrA17 w komorze

napowietrzania w pordwnaniu ze $ciekiem surowym.

Integrony klasy 2 stwierdzitam u 19 szczepoéw. Analiza sekwencji fragmentu genu
intl2, we wszystkich przypadkach ujawnita obecno$¢ kodonu stop w pozycji 179 genu, czego
efektem jest synteza niefunkcjonalnego biatka i mniejsza réznorodnos¢ kaset w obrgbie
integronu. Mimo tego, wiadomo jest, ze integracj¢ kaset do integronu klasy 2 moze prowadzi¢
integraza klasy 1 lub jakakolwiek inna obechna w komorce. Prawdopodobnie ze wzgledu na
obecnos¢ mutacji nonsensownej zidentyfikowatam jedynie trzy rodzaje kaset (sat2, aadAl,

dfrAl) i dwa rodzaje szeregow genow: sat2-aadAl, dfrAl-sat2-aadAl.

Dla szczepow E. coli zawierajacych integrony oznaczytam przynalezno$¢ do grup
filogenetycznych oraz obecno$¢ najistotniejszych gendéw kodujacych czynniki wirulencji
typowe dla patotypow wywotujacych zakazenia jelitowe i pozajelitowe [2]. Badania
dotyczace klinicznych szczepéw E. coli wykazaty zwiazek pomigdzy opornoscia na
chemioterapeutyki i zmniejszona czg¢stoscia czynnikow wirulencji, sugerujac jednoczesnie, ze
oporno$¢, zwlaszcza na chinolony, moze by¢ zwiazana z utrata zjadliwosci w dotychczas
niewyjasnionym mechanizmie. Interesujacym bylo wigc zagadnienie zwiazane z czgstos$cia
wystepowania genow wirulencji u wieloopornych szczepow z integronami. Przynalezno$¢ do
grup filogenetycznych pateczek E. coli zawierajacych integrony byla odmienne niz
dotychczas zaobserwowana u izolatdow pochodzacych ze $rodowiska czy tez od ludzi.
Najwigce] szczepow (36,6%) nalezalo do grupy D, z ktéra wiazane sg izolaty wywotujace
zakazenie jelitowe 1 pozajelitowe. Najmniejszy udzial miaty szczepy z grupy B2 (13,8%), z
ktorej wywodza sig patogeny pozajelitowe, jednakze odsetek ten byt wigkszy niz u szczepow
zawierajacych integrony i pochodzacych od zdrowych ludzi. Stwierdzono wystgpowanie
genéw nastgpujacych czynnikéw wirulencji: toksyny cieptostatej ST (34% badanych
szczepow), toksyny Shiga (16%), intyminy (6%), jersiniobaktynowego systemu pozyskiwania
zelaza (28%), aerobaktynowego systemu pozyskiwania zelaza (45%), fimbrii P (17%), fimbrii
S (16%), fimbrii F1C (9%) oraz cytotoksycznego czynnika nekrotycznego (5%). Najwigkszy

odsetek gendéw wirulencji stwierdzono u szczepéw z grup B2 i D. Stwierdzitam, ze
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wystepowanie integronéw u E. coli moze by¢ zwigzane z przynaleznoScia do grupy
filogenetycznej. Oporno$¢ na chinolony i fluorochinolony odnotowatam odpowiednio, dla
56,0% i 50,4% szczepow, nie byla ona jednak zwiazana z liczba genéw wirulencji. Odsetek
genow wirulencji okres$lajacych patotypy jelitowe jak i pozajelitowe byl mniejszy niz u
szczepow izolowanych z zakazen. Stwierdzitam jednak, ze 17,4% szczepdéw z integronami
miato trzy i wigcej gendw wirulencji, a obecnos¢ potencjalnie mobilnych integronow tacznie
z przekazywalnymi, w wigkszo$ci przypadkow, genami wirulencji stwarza zagrozenie

zwigzane z rozprzestrzenianiem si¢ wieloopornych i chorobotworczych szczepdéw E. coli [2].

Bakterie zawierajace integrony wystepuja w Sciekach na wszystkich etapach
oczyszczania tym réwniez w $cieku oczyszczonym. Obecnos$¢ integronu w genomie bakterii
jest markerem wielooporno$ci — wszystkie szczepy z integronami byly oporne na co najmnie;j
trzy antybiotyki nalezace do roznych klas. Oczyszczanie $ciekoOw nie eliminuje szczepow
opornych. Jakkolwiek nie stwierdzono istotnych statystycznie roznic w spektrum opornosci
bakterii wyizolowanych ze $Scieku surowego, komory napowietrzania i kanalu wyptywowego,
dla siedmiu antybiotykéw odsetek izolatow opornych w $cieku oczyszczonym wzrdst (P <
0,05), co oznacza kumulacj¢ w $cieku oczyszczonym szczepoéw opornych przynajmniej na
niektore antybiotyki. W integronach szczepdw pochodzacych z oczyszczalni wystepuja rézne
kasety genowe, rowniez takie, ktore koduja biatka majace prawdopodobnie znaczenie
fizjologiczne jak i o nieznanej dotad funkcji. Obecno$¢ integronéw w obrgbie mobilnych
fragmentow genomu bakteryjnego stwarza zagrozenie zwigzane z rozprzestrzenianiem sig i
gromadzeniem genow opornosci na skutek ich horyzontalnego transferu zarowno w obrgbie
oczyszczalni jak 1 w wodzie rzeki, do ktorej doptywaja oczyszczone Scieki. W konsekwencji
moze stanowi¢ to zagrozenie dla zdrowia publicznego. Obecno$¢ genow kodujacych
transpozazy, sekwencji insercyjnych, kaset kodujacych biatka hipotetyczne i o znaczeniu
fizjologicznym w obrebie integronow szczepow Srodowiskowych $wiadczy¢ moze o
zachodzacych procesach horyzontalnego transferu gendw, co w oczyszczalni $ciekoéw jest
prawdopodobne ze wzgledu na subinhibicyjne stgzenie antybiotykéw oraz duza liczbe

bakterii [3].

5. Oméwienie pozostalych osiagni¢é naukowo—badawczych

Studia ukonczytam w 1988 r. uzyskujac magisterium z biologii ze specjalnoscia
biologia molekularna. Prace magisterska wykonalam w Zaktadzie Metabolizmu Wegla i

Azotu pod kierownictwem prof. dr. hab. Ryszarda Schramma.
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W Zaktadzie Mikrobiologii UAM =zatrudniona zostalam 1 sierpnia 1990 r. na
stanowisku biologa. Od 1 kwietnia 1991 r. rozpoczgtam prace na etacie asystenta. Moja praca
badawcza koncentrowata si¢ na badaniach zwiazanych z wirulencja bakterii z rodziny
Vibrionaceae i Aeromonadaceae. Badania dotyczyly przede wszystkim systemow
pozyskiwania zelaza przez te drobnoustroje, w szczego6lno$ci poprzez wytwarzanie
niskoczasteczkowych chelatorow zelaza — sideroforéow [zat.4, Il K, postery 2,3]. Dnia 6
grudnia 1997 r. obronitam pracg doktorska pt. ,,Wirulencja bakterii Aeromonas spp. wyrazona
produkcja sideroforow przez szczepy S$rodowiskowe i1 wyizolowane z materiatow od
chorych”. Praca ta zostata wyr6zniona, ja natomiast od 1 stycznia 1998 r. rozpoczetam prace
na stanowisku adiunkta w Zaktadzie Mikrobiologii. Czg$¢ wynikow pracy doktorskiej zostata

opublikowana w dwoch artykutach [6, 7].

W pierwszym okresie pracy na tym stanowisku (1998-2003) kontynuowatam badania
dotyczace zdolnosci bakterii do wytwarzania sideroforéw. Metody hodowli szczepdw,
odzelaziania podtozy mikrobiologicznych, chemicznego oznaczania chelatorow zelaza i
biologicznego oznaczania innych systeméw pozyskiwania tego pierwiastka dostosowatam do
badan szerszej grupy bakterii chorobotwoérczych, zarowno Gram-ujemnych (Escherichia coli,
Klebsiella pneumoniae, Citrobacter sp., Enterobacter sp.) jak i Gram-dodatnich
(Staphylococcus sp.) [zat. 4, 11 K, postery 6,7]. Niektore siderofory moga by¢ kodowane przez
geny znajdujace si¢ w obregbie ruchomych elementow genetycznych tzw. wysp patogennosci.
Efektem zainteresowan wyspami patogenno$ci byta praca przegladowa opublikowana w
Postgpach Mikrobiologii i rozdzial w monografii [8, 22]. Badanie organizacji wysp
patogennosci, zwlaszcza tych zwiazanych z sideroforowymi systemami pozyskiwania Zelaza,
stanowito kolejny etap mojej pracy. Wyspy patogennosci sa fragmentami DNA, ktore ze
wzgledu na obecno$¢ genu integrazy, zachowuja potencjalng mozliwos$¢ przenoszenia si¢ na
drodze horyzontalnego transferu genow w obrgbie gatunku, rodzaju, czy nawet rodziny.
Szczegoblnie interesowalo mnie wystgpowanie i charakterystyka wyspy wysokiej patogennosci
— HPI, pierwotnie wykrytej u chorobotwoérczych szczepdéw Yersinia spp., u szczepow innych
rodzajow, wyosobnionych z materiatéw od chorych. W obrgbie HPI wystepuja geny kodujace
system biosyntezy i transportu jersiniobaktyny — sideroforu bedacego czynnikiem wirulencji
bakterii Yersinia spp. Badaniami objelam 107 szczepéw nalezacych do rodzajow
Enterobacter i Citrobacter. Po okresleniu chemicznej klasy chelatorow Zelaza, oznaczeniu
rodzaju sideroforéw w testach biologicznych typu cross-feeding, oznaczytam obecnos¢

gendow bedacych integralng czescia HPI. Stwierdzitam ich wystgpowanie u szczepow bakterii
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Enterobacter cloacae, E. sakazakii, i Citrobacter koseri. Jako pierwsi odkrylismy
wystegpowanie HPI u bakterii E. aerogenes (Klebsiella mobilis), jak réwniez jako pierwsi
okreslilismy struktur¢ HPI u C. koseri. Stwierdzitam rowniez, ze wyspa HPI u badanych
szczepOw jest funkcjonalna, czyli szczepy produkuja siderofor - jersiniobaktyng, mimo iz
badania struktury genetycznej HPI nie potwierdzity obecnosci wszystkich regiondéw wyspy.
Wyniki opublikowano w dwodch pracach [9, 10]. Interesujacym zagadnieniem bylo réwniez
wytwarzanie sideroforéw i mozliwo$¢ ich wymienialno$ci migdzy szczepami bioracymi
udzial w zakazeniach mieszanych. Zbadatam 137 szczepow Enterobacteriaceae i pateczek
niefermentujacych wyizolowanych z 67 przypadkow zakazen mieszanych. W 53,7% zakazef,
szczepy wyizolowane z danego przypadku, wytwarzaty takie same siderofory, co wplywa na
wzrost stezenia sideroforu w miejscu infekcji 1 tym samym moze zwigkszaé potencjat
chorobotworczy bakterii, jako, ze stezenie chelatora zelaza wydaje si¢ by¢ bezposrednio
zwiazane ze zjadliwo$cia szczepu [zal. 4, Il K, poster 10]. W przypadku, Kiedy szczepy
wytwarzaly inne siderofory mozliwos¢ ich wymienialnos$ci stwierdzitam tylko przypadku 3
par: mianowicie szczepy Pseudomonas aeruginosa korzystaly z enterobaktyny produkowane;j
przez szczepy E. coli, wyizolowane z tego samego przypadku zakazenia [16]. W przypadku
20% szczepow stwierdzitam wytwarzanie jersiniobaktyny, co stanowito wstep do dalszego
etapu badan dotyczacych wystepowania i struktury HPI u szczepow E. coli i K. pneumoniae
izolowanych z zakazen mieszanych, w celu stwierdzenia czy mozliwy jest horyzontalny
transfer potencjalnie mobilnej HPI pomigdzy szczepami bioracymi udzial w tym samym
zakazeniu. W przypadku jednej pary stwierdzono wystepowanie HPI u obu izolatow bakterii,
jednakze wyspa miata odmienng strukture: u szczepu K. pneumoniae nie uzyskano produktu
amplifikacji regionu ybtS-ybtX-ybtQ [20].

Od 2003 prowadzitam prace zwiazane z identyfikacja genu kodujacego wytwarzanie
amonabaktyny — sideroforu bedacego czynnikiem zjadliwosci pateczek Aeromonas sp.
Zaprojektowatam nowa metode wykrywania genu amoA w chromosomie bakterii z uzyciem
amplifikacji DNA technika PCR. Kolejny etap mojej pracy to mutageneza genu amoA,
prowadzaca do konstrukcji szczepu indykatorowego do wykrywania amonabaktyny w testach
biologicznych typu cross-feeding. Zbadanie kilkudziesigciu szczepow referencyjnych |
wyizolowanych z materialow od chorych bakterii z rodzaju Aeromonas wykazato w
wigkszosci przypadkdéw zalezno$¢ pomiedzy przynaleznoscia do gatunku, a typem

wydzielanego sideroforu [zat. 4, Il K, postery 9,11].
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Rownolegle z badaniami dotyczacymi sideroforowych systemow pozyskiwania zelaza
i wysp patogennosci zajmowatam si¢ inng tematyka. W latach 2003-05 bratam udziat w
badaniach finansowanych z migdzyuczelnianego grantu UAM i Akademii Rolniczej w
Poznaniu, dotyczacych wplywu probiotykow na flore bakteryjna jelita srodkowego pszczoty
miodnej. Badania te wykazaly, ze bakterie zawarte w probiotykach kolonizuja jelito sSrodkowe
pszczot, wptywajac na zwigkszenie suchej masy i poziomu thuszczow w ciele owadow, a
takze przyczyniaja si¢ do lepszej przezywalnosci pszczot [12]. W latach 2005-2006 w ramach
wspotpracy z Zaktadem Fizjologii 1 Biologii Rozwoju Zwierzat uczestniczylam w badaniach
dotyczacych peptydow antybiotycznych ze skory zaby Rana ridibunda. Ich efektem byly
prace prezentowane podczas VIII Ogodlnopolskiej Konferencji Herpetologicznej [zatl 4, 11 K,
postery 12,13]. W latach 2002-2004 bratam udzial w pracach Centrum Badan nad
Terroryzmem UAM, czego wynikiem byla praca przegladowa opublikowana w Postgpach

Mikrobiologii [11] oraz doniesienie na konferencji migdzynarodowej [zat. 4, 11 K, poster 8].

Od roku 2006 wprowadzitam i zaczglam rozwijaé tematyke naukowa dotyczaca
opornos$ci bakterii zwiazanej z wystgpowaniem integronéw. Prace prowadzitam i prowadze¢ na
szczepach izolowanych od chorych ludzi, nalezacych do rodzajow: Enterobacter, Klebsiella,
Serratia, Proteus, Escherichia i innych pateczek z rodziny Enterobacteriaceae, jak rowniez
P. aeruginosa. Opracowatam wyniki dotyczace wystepowania, Struktury i zawartosci genowej
integrondw u wszystkich ww. izolatoéw, ich zwiazku z profilem opornosci badanych szczepoéw
1 obecnoscia innych genow warunkujacych oporno$é, zwlaszcza tych, ktére sa czgscia
potencjalnie mobilnych fragmentow genomu a moga by¢ rowniez czgécia integrondéw typu sul
(geny PMQR, geny bla), lub moga by¢ mobilizowane przez sekwencje insercyjne np. ISEcpl,
ISCR1. Przeprowadzilam rowniez oznaczenia dotyczace mozliwosci i czestosci transferu
integron6w, oraz analiz¢ plazmidowa Ww. szczepow. Czg$¢ wynikow przedstawiono na
XXVI Zjezdzie Polskiego Towarzystwa Mikrobiologow (Szczecin 2008), a prezentowana
praca zdobyta I miejsce w sesji ,,Antybiotyki i opornos¢” [zal. 4, 1l K, poster 15]. Czesc
wynikow dotyczacych ww. rodzajow bakteryjnych jest prezentowana w ramach osiagnigcia
naukowego. Prace dotyczace rodzaju Klebsiella, Serratia i Pseudomonas sa badz

opublikowane [15], badz przygotowywane sa do druku.

Dodatkowym elementem badan nad integronami sa analizy dotyczace zwiazku migdzy
obecnoscia integrondw 1 istotnych genow determinujacych opornos$é¢, a przynaleznoscia do
grupy filogenetycznej i potencjatem chorobotworczym E. coli (obecnos¢ genéw wirulencji).

Ustalitam, ze w przypadku szczepow izolowanych od chorych wystgpowanie integronow
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zwiazane jest z przynaleznoscia do grupy filogenetycznej i z wystegpowaniem niektorych
genow wirulencji: usp, traT, papA, cnfl, i PAIl. Szczepy E. coli nalezalty do grup
filogenetycznych: B2 (60%), D (20%), A (15,4%) i B1 (4,6%) - geny integrazy najczesciej
wystepowaly wsrdd szczepoéw grupy filogenetycznej A, najrzadziej w B2 (P < 0,05).
Najczescie] identyfikowanymi genami wirulencji byly geny kodujace: jersiniobaktynowy
system pozyskiwania zelaza (78%), biatko OmpT (74%) 1 KpsMT (75%). Obecnosc¢
integronow u szczepoéw E. coli zwiazana byla z wystgpowaniem niektorych gendw wirulencji:
usp, traT, papA, cnfl i PAI (P < 0,05). Najwickszy odsetek genéw wirulencji stwierdzono w
genomach szczepow grupy B2 (P < 0,05) [zat. 4, Il K, poster 31].

W roku 2008 uzyskatam grant MNiSW (nr N N304 080635, okres realizacji 2008-
2010) pt. ,,Wystepowanie i struktura integrondw zawierajacych geny opornosci u pateczek
Enterobacteriaceae pochodzacych ze Sciekow miejskich”. W ramach projektu zbadalismy ok.
2000 szczepow nalezacych do rodziny Enterobacteriaceae. Efektem analizy duzej liczby
izolatéw srodowiskowych i izolowanych od chorych jest propozycja, aby integrony uznaé za
markery  wieloopornosci  (,,Integrons as  potential multiresistance  markers in
Enterobacteriaceae” X Jubilee Conference on Molecular Biology in Diagnostics of Infectious
Diseases and Biotechnology, Warszawa, 2009; praca wyrdzniona za najlepsza prezentacjg)
[zat. 4, 1l K, poster 21]. Publikacje dotyczace szczepow Enterobacteriaceae sa czeScia

osiagnigcia naukowego.

Kontynuuje badania dotyczace szczepdéw =z integronami, wyizolowanych z
oczyszczalni $ciekow nalezacych do rodziny Aeromonadacae. Czgsto$¢ wystgpowania
integronow u bakterii z rodziny Aeromonadaceae wynosita 30%, czyli znaczaco wigcej niz u
Enterobacteriaceae. Szczepy z integronami (173) izolowano ze wszystkich punktow poboru.
Wielko$¢ czgsci zmiennych integronow wynosita od 0,18 do 7,0 kpz, co moze wskazywa¢ na
obecnos¢ od 0 do az 7 kaset genowych. Trzydziesci cztery szczepy (19,6%) miato tzw.
»Zerowy” integron, bez wbudowanych kaset genowych Sposrod 173 izolatow, 98% byto
wieloopornych, czyli opornych na co najmniej trzy antybiotyki nalezace do réznych klas.
Najwigkszy odsetek szczepéw opornych obserwowano w przypadku sulfametoksazolu
(96,9%), a najnizszy w przypadku amikacyny (3,9%). W przypadku 172 szczepow
zidentyfikowano gen integrazy klasy 1, jeden szczep miat geny intll i intl2, nie stwierdzono
obecnosci integrazy klasy 3 [zal. 4, 1l K, postery 18,27].

Réwnoczesnie uczestniczytam w badaniach szczepoéw srodowiskowych pochodzacych

z Warty, prowadzonych w ramach grantu MNiISW nr N N305 035337 (2009-2012)
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,Wystepowanie integrondéw - markerow wieloopornosci - u bakterii z grupy coli
pochodzacych z wody rzeki Warty”. Okreslilismy wptyw zrzutu $ciekdw oczyszczonych z
miejskiej oczyszczalni na antybiotykoopornos¢ izolatow E. coli izolowanych z rzeki Warty. U
szczepOw izolowanych z rzeki ponizej punktu doplywu oczyszczonych $ciekoOw wzrastala
czesto$¢ wystepowania opornosci na niektore terapeutyki Zwigkszal si¢ takze zakres
opornos$ci bakterii, wyrazony zaré6wno liczba antybiotykow, jak tez liczba klas antybiotykow,
na ktore bakterie byly oporne [19]. Ponadto wykazaliSmy zwiazek pomigdzy wystgpowaniem
integronow klasy 1, a zwigkszonym potencjalem chorobotworczym pateczek E. coli
wystepujacych w wodzie rzecznej. Obecno$¢ integronéw zwiazana byla ze zwigkszona
czestoscia gendéw  warunkujacych wytwarzanie takich czynnikéw wirulencji  jak:
enterotoksyna cieplostata, jersiniobaktynowy system pozyskiwania zelaza, aerobaktynowy
system pozyskiwania zelaza 1 fimbrie typu S, a takze ze zwigkszona S$rednia liczba genow

wirulencji u poszczegdlnych szczepoéw [21].

Kontynuuje badania dotyczace obecno$ci integronéw i genéw determinujacych
oporno$¢ na antybiotyki w metagenomie wodnym w ramach grantu NCN nr DEC-
2011/03/B/NZ9/00070, 2012-2015 ,,Geny opornosci na antybiotyki w wodach

powierzchniowych”, ktorego jestem glownym wykonawca.

Prowadzitam réwniez badania dotyczace wystgpowania integronOw opornosci w
srodowisku gdzie prawdopodobnie brak jest presji selekcyjnej wywolanej stosowaniem
antybiotykow. StwierdziliSmy mianowicie zwigkszona czgsto$¢ wystgpowania integrondw
klasy 2 u bakterii flory jelitowej dzika zyjacego w strefie buforowej Drawienskiego Parku
Narodowego, co $wiadczy o mozliwo$ci pojawienia si¢ wieloopornych szczepow
chorobotworczych u dziko zyjacych zwierzat [17]. Prowadze rowniez dalsze badania
dotyczace identyfikacji integrondw 1 gendéw opornosci u bakterii Gram-ujemnych

izolowanych od psow.

W latach 2007-2010 bratam udziat w pracach zespolu dotyczacych Il systemu
sekrecyjnego u E. cloacae i Aeromonas sp. System ten pozwala chorobotworczym bakteriom
wprowadza¢ wydzielane biatka efektorowe wprost do cytoplazmy, a jego obecno$¢ jest
markerem wirulencji. Zespol, w ktorego pracach bralam udzial, jako pierwszy stwierdzit
wystepowanie trzeciego systemu sekrecji U Enterobacter cloacae [13], przeprowadzit
genetyczna analiz¢ taksonomiczna i klonalna ww. izolatow [14], potwierdzit obecno$¢ I

systemu sekrecyjnego i wptyw na cytotoksycznos¢ szczepoéw Aeromonas spp. [18].
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