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Dyplom doktora nauk biologicznych w zakresie biologii — mikrobiologii, uzyskany na
Wydziale Biologii Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza w Poznaniu w 2001 r. Tytul
rozprawy doktorskiej: ,,Pozyskiwanie zelaza przez pateczki Escherichia coli i Klebsiella
pneumoniae wyhodowane z materiatow pobranych od chorych ludzi”.
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przez srodowiskowe szczepy Vibrio spp. wyhodowane z wody Battyku”

Promotor: Prof. dr hab. Krystyna Wtodarczak

3. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych/artystycznych

01.10.2001 do chwili obecnej: adiunkt w Zaktadzie Mikrobiologii na Wydziale Biologii

Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza w Poznaniu.

01.10.1996 — 21.09.2001: studia doktoranckie na Wydziale Biologii Uniwersytetu im.

Adama Mickiewicza w Poznaniu.



Ryszard Koczura
Zalgcznik 2a [Autoreferat w jezyku polskim]

4. Wskazanie osiaggnigcia* wynikajacego z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14 marca 2003 r. 0
stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz.
U. nr 65, poz. 595 ze zm.):

a) Tytul osiagnigcia naukowego:

Integrony bakterii Gram-ujemnych wystepujacych

w wodach powierzchniowych

b) Publikacje wchodzace w sklad osiagnig¢cia naukowego

1. Koczura R., Mokracka J., Jabtonska L., Gozdecka E., Kubek M, Kaznowski A. 2012.
Antimicrobial resistance of integron-harboring Escherichia coli isolates from clinical
samples, wastewater treatment plant and river water. Science of the Total Environment.
414, 680-685.

IFo012 — 3,258; IFs.emi — 3,789; punktacja MNiSW — 40; liczba cytowan (wg Web of
Science) — 41

Wktad habilitanta: 55%, autor korespondencyjny. Autorstwo koncepcji badan;

zaplanowanie doswiadczen; pozyskanie finansowania na czg$¢ badan dotyczacych
antybiotykoopornosci i wystgpowania integrondw u bakterii wyhodowanych z wody
rzecznej (grant MNiSW nr N N304 080635); wykonanie czesci doswiadczen — pobor
probek sciekow 1 wody rzecznej, izolacja i identyfikacja bakterii, okre$lenie wystgpowania
integronow klasy 1 i 2 u wybranych szczepow E. coli, okreslenie lekowrazliwo$ci
wybranych szczepow, analiza klonalna metoda ERIC-PCR, analiza statystyczna;
interpretacja wynikow badan; przygotowanie manuskryptu; przygotowanie odpowiedzi na

uwagi recenzentow.

2. Koczura R., Mokracka J., Barczak A., Krysiak N., Kaznowski A. 2013. Association
between the presence of class 1 integrons, virulence genes and phylogenetic groups of

Escherichia coli isolates from river water. Microbial Ecology. 65, 84-90.

IFo013 — 3,118; IFs.eni — 3,662; punktacja MNiISW — 35; liczba cytowan (wg Web of
Science) — 10
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Wkiad habilitanta: 65%, autor korespondencyjny. Autorstwo koncepcji badan;
zaplanowanie do$wiadczen; pozyskanie finansowania badan (grant MNiSW nr N N304
080635); wykonanie czegsci doswiadczen — pobor probek wody, izolacja i identyfikacja
bakterii, okreSlenie wystgpowania i zawartoSci genowej integronéw u wybranych
szczepoéw E. coli, analiza klonalna metoda ERIC-PCR, okreslenie przynaleznos$ci czeSci
szczepoéw do grup filogenetycznych Ag, A1, Bl, B2;, B23, Dy, i Dy, okreslenie u czgsci
szczepdw wystgpowania 15 gendéw zwigzanych z chorobotworczoscia, analiza
statystyczna; interpretacja wynikoOw badan; przygotowanie manuskryptu; przygotowanie

odpowiedzi na uwagi recenzentow.

. Koczura R., Semkowska A., Mokracka J. 2014. Integron-bearing Gram-negative bacteria

in lake waters. Letters in Applied Microbiology. 59, 514-519.

IF2014 — 1,659; IFsemi — 1,891; punktacja MNiSW — 25; liczba cytowan (wg Web of
Science) — 4

Wktad habilitanta: 80%, autor korespondencyjny. Autorstwo koncepcji badan;

zaplanowanie doswiadczen; wykonanie czg$ci doswiadczen — pobor probek wody, izolacja
i identyfikacja bakterii; okreSlenie zawartosci genowej czg$ci zmiennej integronow,
okreslenie wytwarzania B-laktamaz typu ESBL, analiza klonalna; interpretacja wynikow

badan; przygotowanie manuskryptu; przygotowanie odpowiedzi na uwagi recenzentow.

. Koczura R., Krysiak N., Taraszewska A., Mokracka J. 2015. Coliform bacteria isolated
from recreational lakes carry class 1 and class 2 integrons, and virulence-associated genes.
Journal of Applied Microbiology. 119, 594-603.

IF2015 — 2,156; IFs.emi — 2,637; punktacja MNiSW — 30; liczba cytowan (wg Web of

Science) -0

Wktad habilitanta: 80%, autor korespondencyjny. Autorstwo koncepcji badan;
zaplanowanie doswiadczen; wykonanie czesci doswiadczen — pobor probek wody, izolacja
bakterii; okre$lenie zawarto$ci genowej czgsci zmiennej integronow, analiza klonalna,
analiza statystyczna; interpretacja wynikow badan; przygotowanie manuskryptu;

przygotowanie odpowiedzi na uwagi recenzentow.
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5. Koczura R., Mokracka J., Makowska N. 2016. Environmental isolate of Rahnella

aquatilis harbors class 1 integron. Current Microbiology. 72, 64—67.

IFo015 — 1,519; IFs.emi — 1,563; punktacja MNiSW — 15; liczba cytowan (wg Web of

Science) -0

Wkiad habilitanta: 80%, autor korespondencyjny. Autorstwo koncepcji badan;

zaplanowanie do$wiadczen; pozyskanie finansowania badan (grant MNiSW nr N N304
080635); wykonanie czgsci doswiadczen — pobor probek wody, identyfikacja szczepu R.
aquatilis metoda MLSA; okreslenie zawarto$ci genowej cze¢$ci zmiennej integronow,
okreslenie lekowrazliwosci szczepu; interpretacja wynikow badan; przygotowanie

manuskryptu; przygotowanie odpowiedzi na uwagi recenzentow.

6. Koczura R., Mokracka J., Taraszewska A., Lopacinska N. 2016. Abundance of class 1
integrase and sulfonamide resistance genes in a river water and sediments is affected by
anthropogenic pressure and seasonality. Microbial Ecology. DOI: 10.1007/s00248-016-
0843-4.

IFo015 — 3,232; IFsemi — 3,560; punktacja MNiSW — 35; liczba cytowan (wg Web of
Science) -0

Wkiad habilitanta: 65%, autor korespondencyjny. Autorstwo koncepcji badan;

zaplanowanie do$wiadczen; pozyskanie finansowania badan (grant NCN nr DEC-
2011/03/B/NZ9/00070); wykonanie czgsci doswiadczen — pobor probek wody i osadu,
oznaczenia fizykochemiczne wody, okreslenie liczby kopii genow intll i sul w
metagenomie wybranych probek wody i osadu, analiza klonalna, analiza statystyczna;
interpretacja wynikow badan; przygotowanie manuskryptu; przygotowanie odpowiedzi na

uwagi recenzentow.

Sumaryczny wspotczynnik oddziatywania (Impact Factor) czasopism, w ktorych ukazaty sie
publikacje wchodzace w sktad osiagniecia naukowego, zgodnie z rokiem opublikowania (w

przypadku pracy z 2016 r. wykorzystano ostatnia dostgpna warto$¢ — 1Fzp15) — 14,942.

Suma liczby punktow MNiSW za publikacje wchodzace w sktad osiagnigcia naukowego, wg
punktacji z 2015 r. — 180.

Liczba cytowan publikacji wchodzacych w sklad osiagnigcia naukowego (wg bazy Web of
Science) — 55.
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c) Omowienie celu naukowego ww. prac i osiagnigetych wynikéw wraz z omoéwieniem ich

ewentualnego wykorzystania

Wprowadzenie

Integrony sa strukturami genetycznymi zdolnymi do wlaczania kaset genowych na
drodze rekombinacji zlokalizowanej oraz ich ekspresji. Opisano je po raz pierwszy w 1989 r.
(Stokes i Hall 1989). Platforma integronu sktada si¢ zwykle z trzech elementoéw: a) genu intl,
kodujacego integraz¢ nalezaca do rekombinaz tyrozynowych, b) sekwencji attl — miejsca, w
ktorym dochodzi do rekombinacji na skutek dzialania integrazy, oraz ¢) dwdch promotoréw, z
ktorych jeden (Pint) odpowiada za ekspresje genu intl, a drugi (Pc) zapewnia ekspresj¢ kaset

genowych, ktore zwykle nie maja wlasnego promotora (Cambray i wsp. 2010).

Wyroéznia si¢ dwa glowne typy integronow: mobilne, zwane tez integronami
opornosci, oraz chromosomalne. Integrony mobilne zwiazane sa z plazmidami lub
transpozonami (Ssam integron nie jest mobilny). Zawarte w nich kasety genowe zwykle
determinuja oporno$¢ bakterii na antybiotyki. Zidentyfikowano ponad 130 réznych kaset
genowych; pojedynczy integron moze zawiera¢ od zera do o$miu kaset (Cambray i wsp.
2010).

Na podstawie sekwencji aminokwasowej integraz integrony mobilne podzielono na
pie¢ klas. Najbardziej rozpowszechnione 1 najlepiej poznane sa integrony klasy 1,
wystepujace u wielu gatunkoéw bakterii Gram-ujemnych i nielicznych Gram-dodatnich. W
budowie integronow klasy 1 wyrdzni¢ mozna dwa konserwowane regiony, okreslane jako 5°-
CS (ang, conserved segment) oraz 3’-CS. W regionie 5’-CS wystgpuje gen integrazy intll
oraz promotory P 1 Pc. Region 3’-CS, ktoéry moze ulegac¢ delecji i nie jest niezbgdny do
funkcjonowania integronu, zawiera geny gacAEIl 1 sull, warunkujace oporno$¢ na
czwartorzegdowe sole amoniowe i sulfonamidy. Pomiedzy regionami 5°-CS i 3°-CS obecny
jest region zmienny, w ktory wlaczane sa kasety genowe. Jego wielko$¢ zalezy od liczby i

rodzaju zintegrowanych genow.

Integrony klasy 2 wystepuja sporadycznie w genomach bakterii. Obecny w nich gen
integrazy intl2 zawiera w swej sekwencji przedwczesnie wystgpujacy kodon stop, co
prowadzi do powstawania niefunkcjonalnego biatka. Efektem tego jest stosunkowo stabilny

sktad regionu zmiennego integronow klasy 2, zawierajacego zwykle kasety genowe dfrAl
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(warunkuje oporno$¢ na trimetoprim), sat2 (warunkuje oporno$¢ na streptotrycyne), aadAl
(odpowiedzialny za oporno$¢ na streptomycyng i spektynomycyng) oraz orfX, o nieznanej
funkcji. Integrony klasy 3 opisano tylko u kilku gatunkéw bakterii. Pozostale dwie klasy

integronow, 4 i 5, zwiazane sa z oporno$cia na trimetoprim u szczepow Vibrio spp.

Integrony chromosomalne, niezwiazane 2z ruchomymi elementami genomu
bakteryjnego, stwierdzono u wielu gatunkéw bakterii. Analiza bioinformatyczna 1189
kompletnych sekwencji genoméw bakteryjnych (gtéwnie Proteobacteria) wykazata obecnos¢
gendw integraz integronowych intl u 17% z nich. Do integronow chromosomalnych zalicza
si¢ superintegrony, zawierajace ponad 20 kaset genowych. Najwigksze superintegrony
wykryto u Vibrio vulnificus (217 kaset genowych) i V. cholerae (179 kaset) (Cambray i wsp.
2010).

Poczatkowo integrony badano gtéwnie u szczepdw bakterii izolowanych z materialow
klinicznych. W po6zniejszym okresie wzrosto zainteresowanie ich wystgpowaniem i rola u
bakterii wystepujacych w $rodowisku. Integrony i geny opornosci na antybiotyki, okreslane
mianem zanieczyszczenia ksenogenetycznego (ang. xenogenetic pollutants), sa indykatorem
presji selekcyjnej wywotanej stosowaniem antybiotykéw w danej populacji 1 jednocze$nie
zagrozenia opornoscia szczepow chorobotworczych, ktérej mozna spodziewaé si¢ w tej
populacji (Gillings 2013). Gen integrazy klasy 1 proponuje si¢ uzna¢ za wyznacznik

antropogenicznego zanieczyszczenia srodowiska naturalnego (Gillings 1 wsp. 2015).

Celem prowadzonych przeze mnie badan bylo okreslenie wystgpowania integronow,
ich struktury, rodzaju przenoszonych kaset opornosci oraz zwiazku wystgpowania integrono6w
z wieloopornoscia 1 wirulencja u bakterii Gram-ujemnych izolowanych z wdd
powierzchniowych: z wody rzecznej, jezior rekreacyjnych oraz jezior na obszarach objetych
ochrona, lezacych na terenie Wielkopolskiego Parku Narodowego, a takze w metagenomie

wody i osadu rzecznego.

Wplyw oddzialywan antropogenicznych i Srodowiskowych na wystepowanie integronow

klasy 1 i antybiotykooporno$é bakterii w wodzie rzecznej

Oddzialywanie antropogeniczne na wystgpowania integronéw u bakterii w wodzie
rzecznej okreslitem na przyktadzie wptywu zrzutu $cieku oczyszczonego do wod odbiornika.
Oczyszczalnia S$ciekow stanowi $rodowisko, ktore sprzyja wysokiemu poziomowi

horyzontalnego transferu genow ze wzgledu na obecnos¢ duzej liczby szczepow bakteryjnych
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pochodzacych z roznych zrédel, skladnikow odzywczych istotnych dla przezycia i
subinhibicyjnych st¢zen antybiotykow (Rizzo i wsp. 2013, Berglund i wsp. 2014).

W ramach badan dotyczacych wplywu antropopresji na obecno$c integrondw w
wodzie rzecznej okreslitem wystepowanie integronéow klasy 1, 2 i 3 u bakterii
heterotroficznych wyhodowanych z wody (3456 szczepéw) i osadu rzeki Warty (3456
szczepdw), z probek pobranych w trzech miejscach: Rogalinku (lokalizacji o stosunkowo
niskim poziomie antropopresji), Poznaniu (miescie zamieszkiwanym przez ok. 550 tys.
mieszkancow) oraz Czerwonaku (miejscu potozonym 5 km ponizej ujécia Sciekow
oczyszczonych z Centralnej Oczyszczalni Sciekéw w Kozieglowach obstugujacej Poznan o
okoliczne gminy). Stwierdzitem, ze szczepy pochodzace z wody pobranej ponizej ujécia
sciekdbw oczyszczonych znaczaco czgsciej (7,7%), w poréwnaniu ze szczepami
wyhodowanymi z wody pobranej powyzej zrzutu $ciekéw oczyszczonych — w Rogalinku
(3,8%) i Poznaniu (3,6%), zawieraja W genomie gen integrazy klasy 1. W przypadku bakterii
heterotroficznych wyhodowanych z osadu rzecznego pobranego w tych samych miejscach,
gen intll rowniez byt obecny znaczaco czgsciej u izolatow pochodzacych z lokalizacji ponizej
doptywu $ciekéw oczyszczonych (3,9%) niz u szczepéw wyosobnionych z osadu pobranego
w Rogalinku (1,6%) i Poznaniu (1,3%). Gen integrazy klasy 2 wystgpowal u bakterii
hodowalnych sporadycznie, a genu intl3 nie wykrytem (Koczura i wsp. 2016b).

W badaniach dotyczacych Escherichia coli wykorzystano 1877 izolatow
pochodzacych z probek materiatow pobranych od chorych ludzi (59 izolatow), ze $ciekow
pobranych w Centralnej Oczyszczalni Sciekow w Koziegtowach (1195) oraz z wody rzeki
Warty z miejsc poboru zlokalizowanych przed (301) i1 po (322) punkcie zrzutu $ciekow
oczyszczonych. Lacznie wyizolowano 227 szczepdéw E. coli z integronami; 200 z nich miato
wylacznie integrony klasy 1, 23 — wylacznie integrony klasy drugiej, cztery szczepy
zawieraly integrony obu tych klas. Nie stwierdzono natomiast obecnos$ci integronow klasy 3

(Koczura i wsp. 2012).

Obecno$¢ integronow wykryto u 56% szczepow klinicznych, 11% szczepow
pochodzacych z oczyszczalni $ciekéw (w tym 11,5% izolatdw wyhodowanych z kanatu
wyptywowego), 6% szczepow z rz. Warty przed punktem zrzutu $ciekdw oczyszczonych i
14% szczepéw z rz. Warty za punktem zrzutu oczyszczonych S$ciekéw. Czgstos§¢
wystepowania integronoOw u szczepoOw klinicznych byta znaczaco wyzsza niz u szczepow

srodowiskowych. Stwierdzono réwniez znaczaco wyzsza czesto$¢ wystgpowania integronow
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u szczepéw E. coli wyosobnionych z wody rzeki Warty za punktem doptywu $ciekow

oczyszczonych w pordwnaniu z miejscem przed zrzutem Sciekow (Koczura i wsp. 2012).

Lekowrazliwos¢ zawierajacych integrony izolatow E. coli okreslono w stosunku do 27
antybiotykow 1 chemioterapeutykow nalezacych do 11 klas. Niemal wszystkie (99,1%)
szczepy zawierajace integrony byty wielolekooporne, tj. oporne na antybiotyki nalezace do co
najmniej trzech klas. Zaobserwowano istotne statystycznie roznice w czgstosci wystgpowania
oporno$ci na 18 z 27 antybiotykow. Dotyczyly one przewaznie wyzszej czgstosci opornosci u
klinicznych szczepow E. coli, stwierdzono jednak tez znaczaco wyzsza cz¢stos¢ oporno$ci na
kanamycyng, cefalotyng, trimetoprim, kotrimoksazol, ciprofloksacyng, norfloksacyng i
chloramfenikol u szczepoéw izolowanych z wody za miejscem zrzutu $ciekOw oczyszczonych,
w poréwnaniu do izolatow pochodzacych z rzeki przed miejscem zrzutu (Koczura i wsp.

2012).

Oczyszczanie $ciekéw, cho¢ zmniejsza liczbg bakterii, nie eliminuje zawierajacych
integrony, wieloopornych szczepow bakterii (Mokracka i wsp. 2012b). Poréwnanie zakresow
opornos$ci szczepow, wyrazonych liczba klas antybiotykdéw, na ktore byty oporne, wykazato,
ze doptyw $ciekOw oczyszczonych znaczaco zwigksza zakres opornosci szczepoéw E. coli w
wodzie odbiornika. Izolaty wyhodowane z wody pobranej powyzej punktu zrzutu $ciekow
byly oporne na antybiotyki nalezace do 2-7 klas (mediana 5), natomiast izolaty wyosobnione
z wody ponizej doptywu Sciekdw oporne byty na antybiotyki nalezace do 2-10 klas (mediana
7). Szczepy ze $cieku oczyszczonego oporne byly na antybiotyki nalezace do 5-9 klas

(mediana 7,5) (Koczura i wsp. 2012).

Analiza wystegpowania genu intll w catkowitym DNA wyizolowanym z probek wody
rzecznej wykazala istotnie wyzsza liczbe kopii tego genu w wodzie pobranej ponizej miejsca
zrzutu $ciekow, jednak czestos$¢ jego wystgpowania przed i za miejscem doptywu $ciekdw,
wyliczona na podstawie stosunku liczby kopii intll do liczby kopii genu 16S rRNA, nie
roznita si¢ istotnie. Nie stwierdzilem istotnych statystycznie roznic migdzy liczba kopii 1
czestoscia genu intll w catkowitym DNA wyizolowanym z probek osadu pobranych w
Rogalinku, Poznaniu i Czerwonaku. Ponadto, stwierdzitem brak korelacji pomigedzy liczba
kopii w ml wody i czgstoscia intll w metagenomie, a czgstoScia wystgpowania tego genu u
izolatow wyhodowanych z wody czy osadu. Nie zaobserwowalem istotnych statystycznie
roéznic W czestosci wystgpowania zwiazanego z konserwowanym regionem 3’-CS integronow
klasy 1 genu sull w catkowitym DNA wyizolowanym z probek wody i osadu. Powyzsze

wyniki moga $wiadczy¢ o tym, ze doplyw $ciekow oczyszczonych do wod odbiornika
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zwigksza czgstos¢ wystepowania integronow klasy 1 gldwnie u heterotroficznych bakterii

hodowalnych (Koczura i wsp. 2016Db).

Czgsto$¢ wystepowania genu integrazy klasy 1 u heterotroficznych bakterii
hodowalnych oraz w metagenomic wody byla istotnie wyzsza w miesigcach zimowych.
Moglo by¢ to spowodowane, sugerowana przez innych badaczy, zwigkszona pod wptywem
niskiej temperatury czg¢stoscia horyzontalnego transferu genow (Miller i wsp. 2014). Czgstsze
wystepowanie integrondw klasy 1 w chtodniejszych miesiagcach miato odzwierciedlenie w
ujemnej korelacji miedzy czesto$cia intll u izolatow bakterii, a temperatura wody (Koczura i

wsp. 2016b).

Wykazatem ponadto zwiazek pomigdzy niektorymi parametrami fizykochemicznymi
wody, jak wspomniana wyzej temperatura, przewodno$¢ wiasciwa (konduktywnos$c),
zasolenie, stezenie tlenu rozpuszczonego, a czgsto$cia wystgpowania integronéw u bakterii

hodowalnych oraz w metagenomie wodnym (Koczura i wsp. 2016b).

Nie zaobserwowalem korelacji migdzy wynikami dotyczacymi czgstosci i liczby kopii
gendw intll i sull w probkach wody i osadu. Swiadczy¢ to moze o tym, ze mikrobiomy wody
i osadu rzecznego charakteryzuja si¢ rozna dynamika odpowiedzi na presj¢ antropogeniczng

oraz wplyw czynnikéw $rodowiskowych (Koczura i wsp. 2016b).

Badania dotyczace obecnosci integronow u bakterii wystgpujacych w wodzie rzecznej
doprowadzity rowniez do odkrycia integronu klasy 1 u Rahnella aquatilis — bakterii z rodziny
Enterobacteriaceae, wystepujacej w wodach stodkich. R. aquatilis moze wywotywac
zakazenia u ludzi z obnizona odporno$cia, udokumentowano tez przypadek posocznicy.
Stosunkowo niewielka liczba opisanych przypadkow infekcji powodowanych przez R.
aquatilis sprawia, ze mechanizmy oporno$ci na antybiotyki szczepow tego gatunku nie sa

dobrze poznane (Koczura i wsp. 2016a).

Szczep R. aquatilis wyizolowano z probki wody rzeki Warty pobranej w Sieradzu.
Region zmienny integronu miat wielko$¢ 1,6 kpz i zawierat szereg kaset genowych dfrAl-
aadAl, warunkujacych wytwarzanie reduktazy dihydrofolianowej i adenylotransferazy
aminoglikozydow. Szczep byl oporny na amikacyng, streptomycyng, ampicyling,
piperacyling, amoksycyling z kwasem klawulanowym, trimetoprim i sulfametoksazol z
trimetoprimem. Nie stwierdzitem wytwarzania B-laktamaz o rozszerzonym spektrum
substratowym. Oporno$¢ na penicyliny byta uwarunkowana obecno$cia genu blargym (Koczura

i wsp. 2016a).
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Integron szczepu R. aquatilis byt zlokalizowany w obrebie plazmidu o wielkos$¢ ok.
54 kpz. Plazmid ten byl przekazywany do szczepu biorcy E. coli J-53, a transkoniugant byt
oporny na streptomycyng, ampicyling, piperacyling, trimetoprim, sulfametoksazol i

trimetoprim (Koczura i wsp. 2016a).

Podsumowujac, uzyskane wyniki wykazaty, ze:

e doplyw oczyszczonych $ciekdéw z oczyszczalni powoduje W wodzie i osadzie
odbiornika wzrost czgstosci wystgpowania heterotroficznych bakterii hodowalnych,
zawierajacych w genomie integrony klasy 1, ,

e doptyw sciekow oczyszczonych powoduje wzrost czgstosci wystgpowania W wodzie
odbiornika szczepow E. coli zawierajacych integrony,

e doptyw sciekdw oczyszczonych powoduje wzrost czgstosci wystgpowania opornosci
na niektore antybiotyki, w tym cefalosporyny i fluorochinolony, u szczepéw E. coli
z integronami wystepujacych w wodzie odbiornika,

e doptyw $ciekéw oczyszczonych powoduje poszerzenie zakresOw opornosci szczepow
E. coli zawierajacych integrony w wodzie odbiornika,

e doptyw $ciekow oczyszczonych powoduje zwigkszenie liczby kopii genu integrazy
klasy 1 w metagenomie wody odbiornika,

e czgsto$¢ wystgpowania integrondw klasy 1 w wodzie rzecznej wykazuje roznice
sezonowe 1 jest wyzsza w chtodniejszych miesigcach,

e czgstos¢ wystgpowania integronow klasy 1 w wodzie rzecznej jest skorelowana z
parametrami fizykochemicznymi wody: temperatura, przewodnoscia wlasciwa,
zasoleniem oraz st¢zeniem tlenu rozpuszczonego,

e mikrobiomy wody i osadu cechuja si¢ r6zna dynamika zmian w odpowiedzi na presjg
antropogeniczna i wptyw czynnikow srodowiskowych,

e w wodach powierzchniowych dochodzi do rozprzestrzeniania si¢ mobilnych
integronéw klasy 1, co prowadzi do ich wystgpowania u gatunkéw, u ktérych

wczesniej nie stwierdzano ich obecnosci.

Wystepowanie integronéw u bakterii wystepujacych w wodach jeziornych na obszarach

objetych ochrona

Gen integrazy klasy 1 jest uznawany za marker antropogenicznego zanieczyszczenia

srodowiska naturalnego (Gillins i wsp. 2015). Jednak bakterie zawierajace integrony sa
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izolowane rowniez z materiatow pobranych od dzikich zwierzat w miejscach o stosunkowo
niskim poziomie antropopresji, takim jak odlegle rejony gorskie Norwegii (Sunde 2005), czy
otulina Drawienskiego Parku Narodowego (Mokracka 1 wsp. 2012a). Badania
przeprowadzone przeze mnie dotyczyly obecnosci integronow w genomach bakterii Gram-
ujemnych wystepujacych w wodach czterech jezior Wielkopolskiego Parku Narodowego o
réznym stopniu presji antropogenicznej:

1) Jeziora Goreckiego — eutroficznego jeziora rynnowego o powierzchni 1,02 km?, czesciowo
objetego ochrona $cista, zlokalizowanego w centralnej czg$ci Parku przy popularnych
szlakach turystyczych,

2) J. Loédzko-Dymaczewskiego — eutroficznego, przeplywowego jeziora rynnowego o
powierzchni powierzchni 1,20 km?, znajdujacego si¢ przy potudniowej granicy Parku w
bezposrednim sasiedztwie wsi L6dz, Stare Dymaczewo 1 Nowe Dymaczewo,

3) Jeziora Kociotek — eutroficznego kociotka eworsyjnego o powierzchni 0,04 km?,
catkowicie objetego ochrona $cista, potozonego w centralnej czgsci Parku

4) J. Skrzynka — dystroficznego jeziora moreny czotowej o powierzchni 0,02 km?, catkowicie

objetego ochrong $cista, potozonegow centralnej czgsci Parku.

Z wod ww. jezior wyhodowatem lacznie 17 szczepoéw bakterii Gram-ujemnych
zawierajacych integrony: 13 z nich miato integrony klasy 1, a cztery — integrony klasy 2.
Wyizolowane szczepy nalezaly do gatunkow: Aeromonas hydrophila (4 szczepy),
Escherichia coli (10), Klebsiella pneumoniae (1) i Pasteurella multocida (2). Region zmienny
integronéw klasy 1 zawieral kaset¢ genowa aadAl lub szereg kaset dfrAl-aadAl. Region
zmienny integronow klasy 2 zawieral szereg kaset dfrAl-sat-2-aadAl. Wszystkie szczepy z
integronami byly wielooporne. Jeden z izolatow E. coli wytwarzat pB-lakatamazy o
rozszerzonym  spektrum  substratowym, warunkowane obecno$cia genu  blasny,

zlokalizowanego poza struktura integronu (Koczura i wsp. 2014).

Czternascie szczepéw z integronami wyhodowalem z wody Jeziora bLodzko-
Dymaczewskiego, dwa z J. Kociotek, a jeden z J. Goreckiego. Potwierdza to hipoteze o
wplywie dziatalnosci cztowieka na czgsto$¢ wystgpowania bakterii z integronami. W okolicy
linii brzegowej J. Lodzko-Dymaczewskiego znajduja si¢ domy mieszkalne i budynki
gospodarcze. W czasie pobierania materialu gospodarstwa te nie byly podiaczone do
kanalizacji, tak wigc $cieki bytowo-gospodarcze mogty przesiaka¢ do wod gruntowych 1 dalej
do jeziora. Ponadto, J. Lodzko-Dymaczewskie jest jeziorem przeplywowym, zasilanym przez

wody rzeki Samicy, przeplywajacej wczesniej przez miasto Stgszew i1 obszary rolnicze. Duzo
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mniejszej presji antropogenicznej poddane sa J. Kociotek 1 J. Goreckie. Nalezy nadmienié, iz
z wody J. Skrzynka nie wyhodowano zadnego szczepu zawierajacego gen integrazy. Jezioro
to lezy w obrgbie rezerwatu $cistego i znajduje si¢ w poblizu niezbyt popularnego szlaku
turystycznego. Dodatkowo, jest to jezioro zarastajace — otaczajace je torfowisko przejsciowe
utrudnia dostep nie tylko ludzi, ale i dzikich zwierzat, ktérych odchody moga zawierac

bakterie z integronami (Koczura i wsp. 2014).
Podsumowujac, uzyskane wyniki wykazaty, ze:

e w wodach powierzchniowych na obszarach objetych ochrona, w tym w rezerwatach

scistych, wystepuja wielooporne bakterie zawierajace integrony klasy 11 2,

e wystgpowanie bakterii z integronami w wodach powierzchniowych w parku

narodowym jest zwigzane ze stopniem presji antropogenicznej.

Integrony u bakterii z grupy coli wystepujacych w wodach jezior rekreacyjnych

Podczas badan nad wystgpowaniem bakterii z integronami w wodach akwenow
rekreacyjnych pigciokrotnie, sezonowo pobieralem probki z czterech jezior poznanskich:
Jeziora Maltanskiego, J. Kierskiego, J. Rusalka i J. Strzeszynskiego. Sa to popularne zbiorniki
wodne z kapieliskami 1 miejscami do wedkowania. Na J. Maltanskim 1 J. Kierskim sa rowniez
uprawiane sporty wodne: wioslarstwo, kajakarstwo, zeglarstwo (réwniez lodowe) oraz
ptywanie. Z wod ww. jezior wyizolowalem facznie 155 szczepdéw bakterii z grupy coli
zawierajacych w genomie integrony klasy 1 lub 2: 137 z nich mialo integrony klasy 1, 12
integrony klasy 2, a sze$¢ mialo integrony obu klas. Nie stwierdzilem wystgpowania
integronow klasy 3. Wigkszo$¢ szczepOéw z integronami zidentyfikowatem jako E. coli (143
izolaty). Srednia czesto$é wystepowania bakterii z grupy coli z integronami wynosita od 0,9%

w J. Strzeszynskim do 2.2% w J. Maltanskim (Koczura i wsp. 2015).

Region zmienny integronéw klasy 1 wykazywat niewielkie zréznicowanie i zawierat
najczesciej szereg kaset genowych dfrAl-aadAl (30,1%). Pozostate typy szeregow kaset to:
aadAl, dfrA7, dfrAl7-aadA5 i dfrAl2-orfF-aadA2. Region zmienny wszystkich integronow
klasy 2 zawierat szereg kaset dfrAl-sat2-aadAl (Koczura i wsp. 2015).

Szczepy bakterii z grupy coli z integronami byly oporne na 1-22 antybiotykow, przy
czym najczesciej wystgpowata opornos¢ na sulfametoksazol (96,8%) 1 tetracykling (87,1%).

Przewazajaca wigkszos$¢ izolatow (96,5%) byta wielooporna. Bakterie wyhodowane z wody J.
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Maltanskiego miaty najszerszy zakres opornosci, co mogto by¢ spowodowane wigksza presja
antropogeniczna, wywotanga zardwno polozeniem jeziora, jak i czestos$cia odbywajacych sig¢

na nim zawodow sportowych (Koczura i wsp. 2015).

Zaobserwowalem tez rdznice sezonowe w czgstosci wystgpowania integrondw u
bakterii z grupy coli — w okresie jesienno-zimowym bylo ich wigcej (4,2%-4,4%) niz w
miesiacach letnich (0,8%-1,5%) (Koczura i wsp. 2015). Potwierdza to opisana przeze mnie
wyzej zalezno$¢ migdzy wystgpowaniem integrondw u bakterii a pora roku (Koczura i wsp.
2016b).

Podsumowujac, uzyskane wyniki wykazaty, ze:

e w wodach jezior rekreacyjnych wystepuja szczepy bakterii z grupy coli zawierajace

integrony,

e zroznicowanie struktury genetycznej integronow szczepow E. coli wystgpujacych w

wodzie jeziornej jest niewielkie,

e szczepy zawierajace integrony wystepuja czegsciej w miesiacach jesienno-zimowych,

Obecnos¢ integronéw, a potencjal chorobotworczy Escherichia coli

Najwazniejszymi czynnikami zjadliwosci E. coli sa adhezyny, endo- i egzotoksyny,
otoczka polisacharydowa, biatka sekrecyjne i siderofory. Wsrod wirulentnych szczepow E.
coli wyréznia sie kilka patotypoéw, rozniacych si¢ potencjalem chorobotworczym i
patomechanizmem wywolywanych zakazen. Zakazenia jelitowe sa powodowane przez
enteropatogenne E. coli (EPEC), enterokrwotoczne E. coli (EHEC), enterotoksyczne E. coli
(ETEC), enteroagregacyjne E. coli (EAEC), enteroinwazyjne E. coli (EIEC) i dyfuzyjno-
enteroadherentne E. coli (DAEC). Najwazniejsze patotypy wywolujace zakazenia
pozajelitowe to uropatogenne (UPEC) i neuropatogenne E. coli (MNEC) (Kaper i wsp. 2004).

Pod wzgledem filogenetycznym wyroznia sig cztery gtéwne grupy szczepoéw E. coli:
A, B1, B2 i D. Komensalne szczepy naleza glownie do grupy A. Patotypy EHEC, ETEC i
EIEC naleza do grup A i B1. Szczepy wywotujace zakazenia pozajelitowe zaliczane sa do
grupy B2 oraz, rzadziej, do grupy D (Clermont i wsp. 2000).

Badania dotyczace zwiazku obecnosci integronow z potencjalem chorobotworczym E.
coli przeprowadzitem na grupie 192 szczepow wyhodowanych z wody rzeki Warty, z ktorych

96 miato w genomie integron klasy 1, a 96 nie zawieralo integronu. Region zmienny
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integronow zawieral szeregi kaset genowych dfrAl-aadAl, dfrAl7-aadA5, aadAl, dfrAl,
aacAd-aadAl, dfrAl2-orfF-aadA i aadB-aadAl-cmlAl. Geny dfrA koduja reduktazy
dihydrofolianu warunkujace oporno$¢ na trimetoprim, geny aadA — adenylotransferazy
aminoglikozydow odpowiedzialne za opornos¢ na streptomycyne i spektynomycyne, aadB —
adenylotransferazy aminoglikozydow determinujace oporno$¢ na gentamicyng, kanamycyne i
tobramycyng, aacA — acetylotransferazy aminoglikozydow warunkujace oporno$¢ na
amikacyng i tobramycyng, a cmIA — pompe typu efflux odpowiedzialna za oporno$¢ na
chloramfenikol. Ponadto dwa szczepy miaty integrony zerowe, bez kaset genowych (Koczura
i wsp. 2013).

Nie zaobserwowalem zwigzku miedzy obecnoscia integrondw a przynaleznoscia do
grupy filogenetycznej. Najwigcej szczepdw, zarowno z integronami klasy 1 (43,8%) jak i bez
integronow (52,1%) nalezata do grupy filogenetycznej A. Najmniej licznie reprezentowana
byta grupa B2 (12,5% szczepdéw z integronami i 9,4% szczepdéw bez integronéw) (Koczura i
wsp. 2013).

Analiza wystgpowania 15 gendéw zwiazanych z chorobotworczoscia E. coli wykazata
obecno$¢ co najmniej jednego z nich u 87,5% szczepoéw z integronami klasy 1 i 55,2%
szczepdw bez integronow. Warto nadmieni¢, iz 35% szczepdw z integronami 1 22% szczepodw
bez integronéw zawieralo geny charakterystyczne dla patotypow E. coli wywotujacych
zakazenia jelitowe, m.in. geny cieplostatej i cieptochwiejnej toksyny enterotoksycznych E.
coli, geny toksyny Shiga enterokrwotocznych E. coli, oraz genu inwazyny ipaH,
wystepujacego u EIEC. Cztery geny (ST — warunkujacy wytwarzanie toksyny cieplostatej
szczepéw ETEC, sfaS — kodujacy podjednostke fimbrii S oraz zwigzane z systemami
pozyskiwania zelaza fyuA — kodujacy receptor jersiniobaktyny i iutA — kodujacy receptor
aerobaktyny) wystgpowaly czgséciej (P < 0,05) u izolatow E. coli zawierajacych integrony

klasy 1 w genomie (Koczura i wsp. 2013).

Obecnos¢ integronow klasy 1 w genomie szczepu bylta tez zwiazana ze zwigkszong
liczba gendéw wirulencji (ang. virulence factor score) (P < 0,001). Szczepy z integronami
mialy do pigciu (Srednio 1,65) genow wirulencji, podczas gdy szczepy bez integronéw — do
czterech (srednio 0,62). Nie zaobserwowalem natomiast zwiazku migdzy sktadem genoéw
integronow, a liczba i rodzajem gendéw wirulencji. Liczba gendéw wirulencji byta zwiazana z
przynaleznoscia do grupy filogenetycznej, najwyzsza zanotowano u szczepow z grupy B2

(Koczura i wsp. 2013).
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Analiza wystepowania 24 genéw wirulencji u zawierajacych integrony szczepow E.
coli wyhodowanych z wody jezior rekreacyjnych wykazata obecnos¢ co najmniej jednego z
nich u blisko 99% izolatow. Najczgsciej wystgpowaly charakterystyczne dla uropatogennych
E. coli geny: kpsMT, warunkujacy wytwarzanie otoczki polisacharydowej, i traT,
odpowiedzialny za odporno$¢ na dziatanie surowicy. Wystgpowanie poszczegdlnych gendow

nie byto zwiazane z pora roku i miejscem izolacji szczepu (Koczura i wsp. 2015).
Podsumowujac, uzyskane wyniki wykazaty, ze:

e obecno$¢ integronow klasy 1 w genomie szczepoéw E. coli wyhodowanych z wody

rzecznej jest zwiazana ze zwigkszonym potencjalem chorobotworczym,

e obecno$¢ integrondw klasy 1 u E. coli nie jest zwiazana z przynalezno$cia szczepu do

grupy filogenetycznej,

e potencjat chorobotworczy szczepow E. coli jest zwiazany z przynalezno$cia szczepu

do grupy filogenetycznej i jest najwyzszy w grupie B2,

e wielooporne szczepy E. coli z integronami, obecne w wodach jezior rekreacyjnych,
zawieraja rOwniez geny wirulencji, co stwarza potencjalne zagrozenie dla zdrowia

0sob korzystajacych z tych akwenow.
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5. Omoéwienie pozostalych osiagnig¢é naukowo—badawczych

Glowne nurty moich zainteresowan badawczych to, poza mechanizmami
antybiotykooporno$ci bakterii — czynniki wirulencji pateczek Gram-ujemnych, w tym

systemy pozyskiwania zelaza oraz bioterroryzm i bron biologiczna.

5.1. Integrony i antybiotykoopornos¢ bakterii pochodzacych z materialow klinicznych,

sciekow i zwierzat
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W ramach badan nad integronami uczestniczylem réwniez w pracach dotyczacych
wystgpowania 1 charakterystyki tych struktur genetycznych u bakterii wyhodowanych z
materiatéw klinicznych 1 ze $ciekow miejskich. StwierdzilisSmy zwiazek migdzy obecnos$cia
integronu klasy 1, a wielooporno$cia oraz zwigkszona czestoscia i zakresem opornosci na
antybiotyki u szczepow kompleksow Enterobacter cloacae i Acinetobacter calcoaceticus-
baumannii wyhodowanych z materiatbw pobranych od pacjentow hospitalizowanych.
Integrony wystgpowaty u ww. bakterii z czgsto$cia, odpowiednio, 55% 1 63,5%. Region
zmienny integronow klasy 1 szczepow kompleksu E. cloacae zawieral szeregi kaset
genowych aadAl, aadB-aadA2, dfrAl-aadAl, aacA4-aadAl i dfrAl12-orfF-aadAz2. Integrony
te byly przekazywane do szczepu biorcy E. coli J-53 w procesie koniugacji (Mokracka i wsp.

2011a). Szczepy kompleksu A. calcoaceticus-baumannii zawieraly integrony klasy 1 w
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obrebie plazmidu o wielko$ci ok. 60 kpz. Ich regiony zmienny mialy szeregi kaset dfrAl2-
orfF-aadA2 i aacCl-orfA-orfB-aadAl (Koczura i wsp. 2014).

Badania probek $ciekow Centralnej Oczyszczalni Sciekow w Koziegtowach k.
Poznania i Oczyszczalni Sciekow ,.Eacza” w Lezycy k. Zielonej Gory wykazaty, ze proces
oczyszczania nie eliminuje wieloopornych bakterii z rodziny Enterobacteriaceae
zawierajacych w genomie integrony klasy 1 i 2. Zawarto$¢ genowa regionu zmiennego
integronéw klasy 1 szczepdéw wyhodowanych =ze S$ciekow wykazywata wigksze
zroznicowanie niz u szczepoOw klinicznych. U szczepow z integronami izolowanych ze $cieku
oczyszczonego obserwowano zwigkszona czgsto$¢ wystgpowania opornosci na niektdre
antybiotyki: cefalotyng, cefazolin, cefuroksym, cefoperazon i ceftazydym (Mokracka i wsp.
2012b). W Scieku oczyszczonym stwierdzono réwniez zwigkszona czgsto$¢ wystepowania
szczepOw z integronami, a takze bakterii opornych na tetracykling i1 sulfametoksazol.
Zaobserwowano takze wyzsza czesto$¢ wystgpowania genu integrazy klasy 1 intll oraz
genow sul2 i tet(A), warunkujacych opornos¢ na sulfonamidy i tetracykling, w metagenomie

scieku oczyszczonego (Makowska i wsp. 2016).

Wystepujace w Sciekach miejskich izolaty E. coli zawierajace integrony nalezaty w
wigkszosci do grupy filogenetycznej D, do ktérej naleza réwniez szczepy wywolujace
zakazenia pozajelitowe. Nalezy nadmieni¢, ze wyosobnione ze $ciekdw miejskich szczepy E.
coli z integronami miaty do pigciu genéw warunkujacych chorobotworczo$¢. Szczepy te
moga z oczyszczalni przedostawac si¢ do $rodowiska i stanowi¢ zagrozenie dla zdrowia

publicznego (Mokracka i wsp. 2011b).

Obecno$¢ bakterii z integronami stwierdzili$my takze w jelicie dzika zastrzelonego w
otulinie Drawienskiego Parku Narodowego. Pi¢¢ szczepow, nalezacych do E. coli, Hafnia
alvei, Serratia odorifera i Pseudomonas sp. zawieralo w genomie integrony klasy pierwszej,

przekazywalne do szczepu biorcy w procesie koniugacji (Mokracka i wsp. 2012a).

5.2. Systemy pozyskiwania Zelaza u paleczek Enterobacteriaceae

PUBLIKACJE W TEMACIE:

e Koczura R., Kaznowski A. 2003a. The Yersinia high-pathogenicity island and iron-uptake
systems in clinical isolates of Escherichia coli. Journal of Medical Microbiology. 52, 637-642.

¢ Koczura R., Kaznowski A. 2003b. Occurrence of the Yersinia high-pathogenicity island and iron
uptake systems in clinical isolates of Klebsiella pneumoniae. Microbial Pathogenesis. 35, 196—
201.

18



Ryszard Koczura
Zalgcznik 2a [Autoreferat w jezyku polskim]

e Mokracka J., Koczura R., Kaznowski A. 2004. Yersiniabactin and other siderophores produced
by clinical isolates of Enterobacter spp. and Citrobacter spp. FEMS Immunology and Medical
Microbiology. 40, 51-55.

e Koczura R., Mokracka J., Kaznowski A. 2012. The Yersinia high-pathogenicity island in
Escherichia coli and Klebsiella pneumoniae isolated from polymicrobial infections. Polish
Journal of Microbiology. 61, 71-73.

W  poczatkowym okresie mojej pracy zawodowej zajmowalem si¢ glownie
bakteryjnymi  systemami pozyskiwania zelaza 2z wykorzystanie sideroforéw —
niskoczasteczkowych chelatorow jonow Fe**. Badanie prowadzilem na szczepach paleczek
Enterobacteriaceae wyhodowanych z materialdéw pobranych od chorych ludzi. Szczegoélna
uwage poswigcitem wystegpowaniu  u badanych szczepdéw tzw. wyspy wysokiej
patogenicznosci — HPI  (ang. high-pathogenicity island), zawierajacej geny

jersiniobaktynowego systemu pozyskiwania zelaza.

Badania dotyczace szczepow E. coli (Koczura i Kaznowski 2003a) i K. pneumoniae
(Koczura i Kaznowski 2003b) wykonatem m.in. dzigki §rodkom finansowym pozyskanym z
Komitetu Badan Naukowych, jako grant nr 6 P04C 100 20, ktérym kierowatem.
Stwierdzilem, ze szczepy ww. gatunkéw produkuja co najmniej jeden rodzaj sideroforu, a
czg¢$¢ z nich zdolna jest do wytwarzania dwoch lub trzech sideroforow (jersiniobaktyny,
aerobaktyny i enterobaktyny). Umozliwia to bakteriom pozyskiwanie zelaza z jego ludzkich
ustrojowych zrodet, takich jak hemoglobina, kompleks hemoglobina-haptoglobina,
transferryna czy laktoferryna. Poza okre§leniem zdolnosci do produkcji jersiniobaktyny, u
wybranych szczepow zbadatem struktur¢ wyspy HPI, stwierdzajac jej zrdznicowanie

(Koczura i Kaznowski 2003a; Koczura i Kaznowski 2003b).

Badania przeprowadzone na 107 izolatach z rodzajow Enterobacter i Citrobacter
wykazaly zdolno$¢ tych bakterii do wytwarzania enterobaktyny, aerobaktyny, sideroforow
hydroksamowych innych niz aerobaktyna i, w mniejszym stopniu, jersiniobaktyny. Obecno$¢
wyspy pategenicznosci HPI stwierdzono u pojedynczych izolatow C. koseri, E. cloacae i, po
raz pierwszy, u E. aerogenes (Mokracka i wsp. 2004).

Okreslitem ponadto wystgpowanie wyspy patogenicznosci HPI u 24 szczepow E. coli i
K. pneumoniae bioracych udziat w 12 przypadkach zakazen mieszanych. W 11 przypadkach,
jeden szczep z pary zawieral w genomie wyspe HPI. W jednym przypadku obydwa szczepy
miaty wyspe patogeniczno$ci. Analiza genetyczna HPI tych dwoch szczepow wykazata
pewne roznice w jej strukturze, co sugeruje, ze nie doszto do jej przekazania na drodze

horyzontalnego transferu genéw migdzy szczepami bioracymi udziat w zakazeniu. Z drugiej
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strony zdolno$¢ do produkcji i wykorzystywania jersiniobaktyny, jako chelatora jonéw Fe(III)
przez szczepy biorace udziat w zakazeniu mieszanym utatwia ich namnazanie w organizmie

gospodarza (Koczura i wsp. 2012).

5.3. Czynniki wirulencji bakterii Gram-ujemnych

PUBLIKACJE W TEMACIE:

e Mokracka J., Koczura R., Kaznowski A. 2002. Wyspy patogennos$ci. Postepy Mikrobiologii. 41,
51-70.

e Krzyminska S., Mokracka J., Koczura R., Kaznowski A. 2009. Cytotoxic activity of
Enterobacter cloacae human isolates. FEMS Immunology and Medical Microbiology. 56, 248—
252.

e Krzyminska S., Koczura R., Mokracka J., Kaznowski A. 2010. Isolates of the Enterobacter
cloacae complex induce apoptosis of human epithelial cells. Microbial Pathogenesis. 49, 83-89.

e Koczura R., Mokracka J., Krzyminska S., Kaznowski A. 2011. Virulence properties and
integron-associated antibiotic resistance of Klebsiella mobilis strains isolated from clinical
specimens. Journal of Medical Microbiology. 60, 281-288.

e Krzyminska S., Mokracka J., Koczura R., Cwiertnia A., Kaznowski A. 2012. Aeromonas spp.-
mediated cell-contact cytotoxicity is associated with the presence of type Il secretion system.
Antonie van Leeuwenhoek. 101, 243-251.

Pierwszym efektem moich zainteresowan bakteryjnymi czynnikami wirulencji byta
praca przegladowa dotyczaca wysp patogenicznosci — duzych, wzglednie niestabilnych
fragmentow genomu, rozniacych si¢ % G+C od reszty chromosomu i zawierajacych geny
warunkujace chorobotworczos¢ (Mokracka 1 wsp. 2002). W pozniejszym okresie
uczestniczytem w badaniach nad wystgpowaniem III systemu sekrecji (T3SS) u szczepow
bakterii z rodzajow Enterobacter i Aeromonas, pochodzacych z materiatbw pobranych od
chorych ludzi. Nasz zespot stwierdzit obecno$¢ gendw warunkujacych wystgpowanie T3SS u
pateczek kompleksu Enterobacter cloaceae oraz zdolno$¢ szczepéw do wytwarzania
cytotoksycznych enterotoksyn (Krzyminska i wsp. 2009). lzolaty zawierajace geny T3SS
wytwarzaly na powierzchni charakterystyczne struktury o ksztalcie iglty, typowym dla

injektosomow — molekularnych strzykawek, ktorymi bakterie transportuja biatka efektorowe

wprost do cytoplazmy komorek gospodarza (Krzyminska 1 wsp. 2009).

Do kompleksu E. cloacae zalicza si¢ siedem gatunkow. Podobienstwo ich cech
fenotypowych nastrecza trudnosci w identyfikacji z wykorzystaniem cech biochemicznych
Analiza sekwencji genu hsp60 pozwolita zidentyfikowaé wigkszo$¢ (81%) szczepow
kompleksu E. cloacae jako E. hormaechei. Wszystkie szczepy kompleksu E. cloacae

wykazywaly zdolno$¢ adhezji do komoérek HEp-2, a wigkszo$¢ (71%) dodatkowo byta zdolna
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do inwazji. Czes¢ izolatow indukowala apoptoze komorek, przejawiajaca si¢ kondensacja
chromatyny jadrowej, powstawaniem cial apoptotycznych i fragmentacja DNA (Krzyminska i
wsp. 2010).

Badania przeprowadzone na szczepach Klebsiella mobilis (syn. Enterobacter
aerogenes) wykazaty zdolno$¢ tych bakterii do produkcji sideroforow: enterobaktyny,
aerobaktyny i jersiniobaktyny. Wytwarzanie jersniobaktyny bylo uwarunkowane obecnoscia
w genomie wyspy patogenicznosci HPI. Wszystkie szczepy wykazywaty adhezje | inwazje do
komorek HEp-2, a takze dziatanie cytopatyczne. 1zolaty K. mobilis bylte tez cytotoksyczne w
stosunku do komorek J774. Ponadto, stwierdziliSmy indukcjg apoptozy w komorkach HEp-2 i
J774. Dwa szczepy K. mobilis byty wielolekoporne. Izolaty te zawieraly w genomie integrony
klasy 1 z kaseta genowa aadAl, ktore droga koniugacji byty przekazywane do szczepu biorcy
E. coli J-53 (Koczura i wsp. 2011).

5.4. Bioterroryzm i bron biologiczna

PUBLIKACJE W TEMACIE:

e Kaznowski A., Mokracka J., Koczura R. 2003. Zadania laboratoriow mikrobiologicznych w
przypadku ataku bioterrorystycznego. Postepy Mikrobiologii. 42, 319-342.

o Koczura R., Kaznowski A. 2004. The potential impact of using biological weapons against
livestock and crops. The ASA Newsletter. 6, 26-28.

Uzycie przetrwalnikow Bacillus anthracis w atakach terrorystycznych w Stanach
Zjednoczonych w latach 90-tych i w 2001 r., a takze eksperymenty japonskiej sekty
Najwyzsza Prawda (Aum Shinrikyd) z B. anthracis wykazaty, ze problem mozliwosci
zastosowania czynnikow broni biologicznej w atakach bioterrorystycznych pozostaje nadal
aktualny oraz uswiadomily skale¢ zagrozen i koniecznych dziatan, ktore wystepuja wskutek
uzyciu broni biologicznej. Kluczowa role¢ w identyfikacji biologicznych czynnikow
zastosowanych w atakach powinny odegra¢ laboratoria mikrobiologiczne. Wymaga to
przygotowania odpowiednich §rodkoéw, wyszkolenia personelu osrodkow diagnostycznych i
innych placowek sluzby zdrowia, rowniez do wykrywania nietypowych 1 rzadko
wystepujacych czynnikow etiologicznych, ktore moga by¢ uzyte jako bron biologiczna oraz
ich zwalczania (Kaznowski i wsp. 2003).

Obiektem ataku bronia biologiczng moze by¢ nie tylko czlowiek, ale rowniez zwierzgta

hodowlane czy ros$liny uprawne. Skutki agroterroryzmu maja wymiar przede wszystkim
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wymiar ekonomiczny, gdyz spowodowanie wystapienia nawet niewielkiej liczby przypadkow
choroby zakaznej wsrdd zwierzat hodowlanych czy roslin moze sktoni¢ importeréw do
zastosowania dlugotrwatego embarga. Utrata rynkéow zbytu z kolei powoduje straty w

sektorach gospodarki zwigzanych z rolnictwem oraz wzrost bezrobocia (Koczura i Kaznowski
2004).

5.5. Pozostale prace oryginalne

PUBLIKACJE W TEMACIE:

e Dudek K., Koczura R., Gawatek M., Sajkowska Z., Ekner-Grzyb A. 2016. Detection of
Salmonella enterica in a sand lizard (Lacerta agilis, Linnaeus, 1758) city population. The
Herpetological Journal. 26, 57-60.

e Makowska N, Zawierucha K, Mokracka J., Koczura R. 2016. First report of microorganisms of
Caucasus glaciers (Georgia). Biologia. 71, 620-625.

W ramach wspétpracy z Krzysztofem Dudkiem z Uniwersytetu Przyrodniczego w
Poznaniu zajmuje si¢ charakterystyka bakterii wystepujacych materiatach pobranych od
osobnikow jaszczurki zwinki (Lacerta agilis L.). W prébkach katu i wymazach z kloaki
stwierdziliSmy obecno$¢ bakterii Salmonella enterica. Szczepy tego gatunku czgsto
kolonizuja przewo6d pokarmowy gadow, zaréwno dziko zyjacych, jak i trzymanych w
terrariach, jednak nie wykryto ich wczesniej u L. agilis. StwierdziliSmy takze, ze klony S.

enterica moga rozprzestrzenia¢ si¢ w populacji jaszczurek (Dudek i wsp. 2016).

Najnowszym nurtem moich zainteresowan sg drobnoustroje wystgpujace w
kriokonitach — niewielkich, wypetnionych woda zaglebieniach na powierzchni lodowcow.
Wstepne wyniki przeprowadzonych przez nas badan wykazaty obecno$é bakterii z rodzajow
Aeromonas i Pseudomonas w kriokonitach na lodowcach Kaukazu (Makowska 1 wsp. 2016).

Kolejnym etapem badan bedzie charakterystyka rezystomu kriokonitow.
6. Dane bibliometryczne
Sumaryczny Impact Factor wszystkich publikacji, zgodnie z rokiem opublikowania — 47,573.

Suma punktéw MNiSW 580 (wg punktacji z 2015 r.).
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