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2.

2003

2003

2008

2009

2016

Imie i nazwisko

Wioletta Adamus-Bialek

Posiadane dyplomy i stopnie naukowe

Tytul magistra biologii, Instytut Biologii, Wydzial Matematyczno-Przyrodniczy,
Akademia Swigtokrzyska w Kielcach,
temat pracy magisterskiej: ,,Analiza mutantow transpozonowych Proteus mirabilis

S1959 w reakcjach z surowicami anty-O3 i anty-R110”.

Swiadectwo ukoficzenia studiow podyplomowych ,,Przyroda w Zreformowanej Szkole”

Wydziat Matematyczno — Przyrodniczy, Akademia Swietokrzyska w Kielcach

Stopien doktora nauk biologicznych w zakresie mikrobiologia, Wydziat Biologii i
Ochrony Srodowiska, Uniwersytet E6dzki, £.6dz

Temat rozprawy doktorskie;j:

»Opracowanie nowej metody genetycznego réznicowania uropatogennych szczepow

Eschericha coli — TRS-PCR na podstawie genomowych tréjnukleotydowych sekwencji

powtdrzonych TRS”
promotor: dr hab. Pawet Parniewski
recenzenci: prof. dr hab. Antoni Rozalski

prof. dr hab. Jarostaw Dziadek

Swiadectwo ukonczenia studiow podyplomowych ,Menedzer komercjalizacji i
transferu wiedzy”, Wydziat Zarzadzania i Administracji, Uniwersytet Humanistyczno-

Przyrodniczy Jana Kochanowskiego w Kielcach

Swiadectwo ukonczenia studiow podyplomowych ,,Zarzadzanie Organizacjami
Ochrony Zdrowia” Szkota Gtowna Handlowa w Warszawie
tytut pracy koncowej: ,,Wprowadzenie nowego produktu medycznego na rynek w

kontekscie komercjalizacji badan naukowych”
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3. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych

01.10.2008 —30.09.2009

01.10.2009 —30.09.2016

01.10.2016 — 31.09.2017

01.10.2017 — obecnie

Asystent, Samodzielny Zaktad Ochrony i Ksztattowania Srodowiska,
Wydziat Matematyczno-Przyrodniczy, Uniwersytet Jana

Kochanowskiego w Kielcach

Adiunkt, Katedra Ochrony i Ksztaltowania Srodowiska, Wydziat
Matematyczno-Przyrodniczy, Uniwersytet Jana Kochanowskiego w

Kielcach

Adiunkt, Zaktad Mikrobiologii, Instytut Nauk Medycznych, Wydziat
Lekarski i Nauk o Zdrowiu, Uniwersytet Jana Kochanowskiego w

Kielcach

Adiunkt, Kierownik Pracownii Genetyki w Zaktadzie Chirurgii i
Pielegniarstwa Chirurgicznego, kierownik zaktadu: prof. dr hab. n.
med. Stanistaw Gluszek, Instytut Nauk Medycznych, Wydziat
Lekarski 1 Nauk o Zdrowiu, Uniwersytet Jana Kochanowskiego w

Kielcach
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4. Wskazanie osiggniecia wynikajgcego w 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. z 2018 r. poz. 1789):

Osiagniecie naukowe stanowi cykl powigzanych tematycznie publikacji oryginalnych, opublikowanych
w recenzowanych czasopismach znajdujacych si¢ w bazie Journal Citation Reports (JCR) dotyczacych
molekularnej analizy epidemiologicznej uropatogennych szczepow Escherichia coli oraz analizy ich
patogennosci. W publikacjach tych jestem pierwszym i korespondencyjnym autorem¥.

Laczna warto$¢ bibliometryczna cyklu 6 publikacji sktadajacych si¢ na osiagnigcie naukowe wynosi

Impact Factor — 13,202; MNiSW - 120.

4.1. Tytut osiggniecia naukowego:

Molekularne badania epidemiologiczne uropatogennych szczepow Escherichia

coli oraz analiza ich patogennosci

4.2. Wykaz publikacji stanowigcych podstawe osiggniecia naukowego

1. Adamus-Bialek W*, Zajac E, Parniewski P, Kaca W, Comparison of antibiotic resistance patterns

in collections of Escherichia coli and Proteus mirabilis uropathogenic strains, Mol Biol Rep, 2013,
40(4):3429-35

IF: 1,958; MNiSzW 20

Moj wktad w powstanie tej pracy polegat na sformutowaniu hipotezy badawczej i opracowaniu koncepcji

pracy, zaplanowaniu badan, optymalizacji i wykonaniu doswiadczen (analiza lekoopornosci badanej

kolekcji szczepow bakteryjnych), opisie procedur w rozdziale materialy i metody, analizie i interpretacji

wynikow badan, przygotowaniu czesci graficznej prezentowanych wynikow badan (Tabela 1, Tabela 2,

Tabela 3), przygotowaniu manuskryptu do publikacji, poprawie catego artykutu w odpowiedzi na recenzje

i korespondencji z redakcjq. Ogotem moj udzial okreslam na 70%.

2. Adamus-Bialek W*, Lechowicz L., Kubiak-Szeligowska AB, Wawszczak M, Kaminska E,

Chrapek M, A new look at the drug-resistance investigation of uropathogenic E. coli strains, Mol
Biol Rep, 2017, 44(1):191-202
IF: 1,889, MNiSzW 15
Moj wktad w powstanie tej pracy polegat na sformutowaniu hipotezy badawczej i opracowaniu koncepcji
pracy, zaplanowaniu badan, optymalizacji i wykonaniu doswiadczen: analiza lekoopornosci badanej

kolekcji szczepow bakteryjnych, opisie procedur w rozdziale materialy i metody, analizie i interpretacji
5
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wynikow badan, przygotowaniu manuskryptu do publikacji, poprawie catego artykutu w odpowiedzi na

recenzje i korespondencji z redakcjq. Ogotem moj udziat okreslam na 75%.

3. Adamus-Biatlek W*, Baraniak A, Wawszczak M, Gluszek S, Gad B, Wrobel K, Bator P,

Majchrzak M, Parniewski P, The genetic background of antibiotic resistance among clinical
uropathogenic Escherichia coli strains, Mol Biol Rep, 2018, pp 1-11

IF: 1,889, MNiSzW 15

Moj wktad w powstanie tej pracy polegat na sformutowaniu hipotezy badawczej i opracowaniu koncepcji

pracy, zaplanowaniu czesci eksperymentalnej, wspotuczestnictwie w przeprowadzeniu doswiadczen

(analiza lekoopornosci szczepow metodq dyfuzji krgzkowej, identyfikacja szczepow ESBL metodg DDST

oraz na phytkach chromID® ESBL plates (bioMérieux), analiza genetyczna lekoopornosci metodg PCR,

analiza sekwencji nukleotydowych z wykorzystaniem BLAST (NCBI)), opisie procedur w rozdziale

materialy i metody, analizie i opracowaniu czesci graficznej prezentowanych wynikow badan, analizie i

interpretacji uzyskanych wynikow badan, przygotowaniu manuskryptu do publikacji, poprawie catego

artykutu w odpowiedzi na recenzje i korespondencji z redakcjq. Ogolem moj udziat okreslam na 75%.

4. Adamus-Biatek W*, Kubiak A, Czerwonka G, Analysis of uropathogenic Escherichia coli biofilm
formation under different growth conditions, Acta Biochim Pol, 2015, 62(4): 765-71

IF: 1,187, MNiSzW 15

Moj wktad w powstanie tej pracy polegat na sformutowaniu hipotezy badawczej i opracowaniu koncepcji
pracy, zaplanowaniu badan, optymalizacji i wspotuczestnictwie w wykonaniu doswiadczen (metoda
barwienia biofilmu fioletem krystalicznym, wykrywanie genow metodg PCR, hodowla szczepow
bakteryjnych w roznych warunkach wzrostu), opisie procedur w rozdziale materialy i metody, wykonaniu
analizy statystycznej i opracowaniu czesci graficznej prezentowanych wynikow badan, analizie i
interpretacji wynikow badan, przygotowaniu manuskryptu do publikacji, poprawie catego artykutu w

odpowiedzi na recenzje i korespondencji z redakcjq. Ogotem moj udziat okreslam na 80%.

5. Adamus-Biatek W*, Vollmerhausen TL, Janik K, Hydrogen peroxide stimulates uropathogenic

Escherichia coli strains to cellulose production, Microb Pathog, 2019, 126:287-291

IF: 2,332, MNiSzW 20
Moj wkiad w powstanie tej pracy polegat na sformutowaniu hipotezy badawczej, wykonaniu doswiadczen
(barwienia biofilmu fioletem krystalicznym, analiza ekspresji genu kodujgcego celuloze metodg
,,calcofluor binding assay” oraz RT-PCR, hodowla szczepow bakteryjnych w roznych stezeniach wody
utlenionej) opisie procedur w rozdziale materialy i metody, analizie i interpretacji wynikow badan,
wykonaniu analizy statystycznej i opracowaniu czesci graficznej prezentowanych wynikow badan,
przygotowaniu manuskryptu do publikacji, poprawy calego artykutu w odpowiedzi na recenzje i

korespondencji z redakcjq. Ogotem maoj udziat okreslam na 60%.
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6. Adamus-Bialek W*, Wawszczak M, Arabski M, Majchrzak M, Gulba M, Jarych D, Parniewski P,
Gluszek S, Ciprofloxacin, amoxicillin, and aminoglycosides stimulate genetic and phenotypic
changes in uropathogenic Escherichia coli strains, Virulence, 2019, 10(1): 260-276

IF 3,947, MNiSzW 35
Moj wktad w powstanie tej pracy polegat na sformutowaniu hipotezy badawczej i opracowaniu koncepcji
pracy, zaplanowaniu czesci eksperymentalnej, wspotuczestnictwie w przeprowadzeniu doswiadczen
(opracowanie metody indukcji lekoopornosci i analiza mutantow),analizie statystycznej, opisie procedur
w rozdziale materiaty i metody, analizie i opracowaniu czesci graficznej prezentowanych wynikow badan,
analizie i interpretacji uzyskanych wynikow badan, przygotowaniu manuskryptu do publikacji, poprawie
catego artykutu w odpowiedzi na recenzje i korespondencji z redakcjq. Ogotem moj udziat okreslam na

65%.

4.3. Omowienie celu naukowego ww. prac i osiggnietych wynikow wraz z
omowieniem ich ewentualnego wykorzystania

4.3.1. WSTEP i CEL NAUKOWY

Moje zainteresowania genetyka i mechanizmami patogenno$ci bakterii rozpoczely si¢ juz w
trakcie studiow magisteriskich. Staratam si¢ wyja$ni¢ wplyw mutagenizacji transpozonowej na wzrost
rozpetzty i zmiany w strukturze lipopolisacharydu Proteus mirabilis. Na studiach doktoranckich
rozpoczgtam badania nad szczepami Escherichia coli wyizolowanymi z moczu pacjentow ze
zdiagnozowanym zakazeniem uktadu moczowego (ZUM). Escherichia coli jest dominujacym (80%)
czynnikiem etiologicznym zakazen uktadu moczowego, wowczas zwyczajowo kazdy taki szczep
traktowano jako uropatogenny. Badania jednak dowodza, ze wyodrebnione klinicznie uropatogenne
szczepy Escherichia coli (UPEC) to wyspecjalizowana na drodze ewolucji grupa bakterii (Dobrindt,
2005; Elena i wsp. 2005). Opisywano wowczas w literaturze takze inne patotypy tego gatunku o
specyficznych wilasciwosciach predysponujacych do réznych chorob. Oprocz typowych komensali
jelitowych, zaobserwowano, ze istnieje wiele swoistych serotypoéw E. coli wywotujacych grozne dla
zdrowia 1 zycia biegunki (np. serotyp O157:H7 Iub O104:H4). Wykazano rowniez, ze pewne szczepy E.
coli mogg powodowac zapalenia opon mozgowo-rdzeniowych szczegoélnie u noworodkéw. Mimo, ze
gatunek ten byl juz od dawna gléwnym bakteryjnym modelem badawczym nadal nie opracowano
jednoznacznych kryteriow réznicowania tego gatunku na poszczegdlne typy chorobotwoércze. Wynika to
prawdopodobnie z niezwyklej ,.elastycznosci” genomu bakterii E. coli, kore pozwalaja na jego
modelowanie w zaleznosci od warunkow $rodowiska w jakich znajduje si¢ populacja bakterii.
Horyzontalny transfer genéw, mechanizm CRIPSR/cas, wyspy patogennos$ci, plazmidy opornosci, czy
regulacja ekspresji genow to typowe przyklady czynnikow wplywajacych na ich zdolnosci
przystodowawcze (Subashchandrabose 1 Mobley, 2015; Sokurenko, 2016; Garcia-Martinez i wsp., 2018).

Zaobserwowano, ze poszczego6lne patotypy E. coli posiadajg charakterystyczne dla swojej grupy tancuchy
7
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O-swoiste LPS oraz czynniki chorobotworczosci, jednak ich brak nie wyklucza zdolnosci do infekcji
(Miyazaki i wsp., 2002; Kurazono i wsp., 2003). Zakazenie uktadu moczowego potencjalnie moze by¢
spowodowane przez kazdy szczep E. coli, w zalezno$ci od sprzyjajacych warunkéw srodowiska,
predyspozycji gospodarza jak i mozliwos$ci adaptacyjnych bakterii.

Dostepne w literaturze analizy filogenetyczne dowodza, ze UPEC wykazuja najwigksze
zroéznicowanie genetyczne wzgledem innych szczepow E. coli. Badania dowodza, ze patotyp ten
wyewoluowat duzo wczesniej, niz patotypy jelitowe (Elena i wsp., 2005; Brzuszkiewicz i wsp., 2006).
Analizy porownawcze genomow szczepow E. coli CFT073, E. coli O157:H7 i E. coli K-12 wykazaly
specyficzne regiony DNA dla szczepu UPEC. Odrgbnos$¢ filogenetyczna oraz obecnos¢ sekwencji
unikatowych w uropatogennych szczepach E. coli $wiadczy¢ moze zatem o niezaleznej przynaleznosci
taksonomicznej tych patogendéw (Dobrindt, 2005). Jednak rozréznianie typowo uropatogennego szczepu
E. coli od pozostatych szczepow nie byto praktykowane przez klinicystow, cho¢ bardzo istotne w dalszym
procesie terapeutycznym. Wiele znanych technik genotypowania bakterii jak np. ERIC-PCR, REP-PCR,
BOX-PCR nie roéznicowalo szczepow pod wzgledem ich chorobotwoérczosci. Opracowanie nowej
techniki genotypowania TRS-PCR uropatogennych szczepdw Escherichia coli w przebiegu mojej pracy
doktorskiej dato punkt wyjscia do dalszych badan nad chorobotwoérczoscia UPEC. Zaobserwowano, ze
badana kolekcja szczepow bakterii Escherichia coli izolowanych z moczu wykazuje charakterystyczny
podzial na dwie odmienne grupy. Przy dokladniejszej analizie zaobserwowano korelacje pomiedzy
specyficznym wzorem profilu produktow reakcji PCR powstatych na bazie trojnukleotydowych
sekwencji powtorzonych CGG, a wystgpowaniem genow wirulencji 1 opornoscig na antybiotyki z grupy
chinolonéw (Adamus-Biatek i wsp., 2009). Szczepy oporne na fluorochinolony rzadko posiadaly geny
kodujace wybrane czynniki patogenno$ci, a szczepy wrazliwe na fluorochinolony — odwrotnie, byty
bardziej wirulentne. Inni autorzy zaobserwowali, ze podczas indukcji opornosci na ciprofloksacyne
szczepy E. coli utracity pewne czynniki patogennosci (Soto i wsp., 2006). Postulowano, ze mechanizm
ten zwigzany jest z systemem naprawy DNA, odpowiedzig typu SOS, mozna zatem przypuszczac, ze
réwniez z niestabilno$cig sekwencji TRS. Uzyskane wyniki badan w trakcie studiow doktoranckich byty
impulsem do dalszych badan nad uropatogennymi szczepami E. coli. Badania nad lekoopornoscig i
patogennoscia byly waznym elementem prowadzonych przeze mnie molekularnych badan

epidemiologicznych uropatogennych szczepow E. coli.

Biorac pod uwage powyisze, celem badan, ktore wlaczone zostaly do osiagniecia naukowego byla
molekularna analiza epidemiologiczna uropatogennych szczepéw E. coli w aspekcie wystepowania
cech wirulencji i nabywania lekoopornosci . Cel ten zostal zrealizowany poprzez:

e Szczegodlowy analizg lekoopornosci

e Roéznicowanie szczepdw E. coli w pordéwnaniu do szczepow P. mirabilis na podstawie

wrazliwo$ci na wybrane antybiotyki
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e Poszukiwanie zalezno$ci pomigdzy antybiotykami na podstawie poziomu wrazliwo$ci badanych
szczepOw

e  Wykorzystanie metod chemicznych i statystycznych w analizie lekowrazliwosci 1 prognozowaniu
narastania lekoopornosci

e Analize uwarunkowan genetycznych lekoopornosci

e Badanie zaleznosci pomigdzy wystgpowaniem wybranych czynnikéw patogennosci, a zdolnoscia
do tworzenia biofilmu

e Okres$lenie zdolno$ci bakterii E. coli do przezycia i tworzenia biofilmu w niekorzystnych
warunkach $rodowiska (mocz, wolne rodniki tlenowe, subinhibicyjne st¢zenie antybiotykow)

e Badanie wplywu wolnych rodnikéw na produkcje¢ celulozy u badanych szczepoéw

e Badanie wplywu antybiotykéw na zmienno$¢ fenotypowa i genetyczng badanych szczepow.

4.3.2. OPIS OSIAGNIECIA NAUKOWEGO

Glownym przedmiotem prowadzonych badan byla kolekcja szczepow Escherichia coli
wyizolowanych z moczu pacjentow z zakazeniem uktadu moczowego. Escherichia coli jest
najwazniejszym czynnikiem etiologicznym ZUM. Wynika to migdzy innymi z bliskiego sasiedztwa jelita
grubego, w ktorym reprezentuje mikroflore jelitowa. Istotne znaczenie ma réwniez obecno$¢ na
powierzchni komorek E. coli fimbrii Typu 1, ktére petnig najwazniejsza role w adhezji (Terlizzi i wsp.,
2017). Obecnos¢ E. coli w drogach moczowych moze by¢ incydentalna wynikajaca np. z ostabienia
organizmu i niewlasciwej odpowiedzi immunologicznej. Do ZUM moga przyczynia¢ si¢ rowniez wady
anatomiczne ukladu moczowego lub choroby sprzyjajace tego typu zakazeniom jak np. cukrzyca
(Williams 1 Schaeffer, 2004). Escherichia coli to szeroko rozpowszechniony gatunek w srodowisku i
zyciu cztowieka. W procesie ewolucji genom Escherichia coli ulegal zmianom, presja srodowiska
wymusita liczne mutacje. Na drodze horyzontalnego transferu genow E. coli pozyskiwaty od innych
gatunkéw sekwencje nukleotydowe nadajgce im cechy patogennosci. Dzigki tym zmianom
wyspecjalizowatly si¢ w chorobotworcze szczepy (Dobrindt i wsp., 2005; Elena i wsp., 2005). Dzisiaj ich
wystepowanie w §rodowisku nie jest tylko wskaznikiem zagrozenia wystgpowania takich patogenow jak
Salmonella spp., czy Shigella spp.. Wystgpowanie w srodowisku patogennych szczepoéw Escherichia coli
stanowi rownie powazne zagrozenie dla zdrowia publicznego, jak np. wspomniane wyzej uropatogenne
szczepy Escherichia coli (Terlizzi i wsp., 2017). Mozna wnioskowa¢, ze zdolno$¢ do przezycia w
niekorzystnych warunkach srodowiska to priorytet tej grupy patogenéw. Srodowisko ubogie w substancje
odzywcze, sily mechaniczne strumienia moczu, obecno$¢ antybiotykoéw 1 komodrek uktadu
immunologicznego stymuluja do rozwoju wielu mechanizméw adaptacyjnych. Fenomenem ich
przystosowania jest zdolno$¢ do tworzenia wewnatrzkomorkowych spotecznosci bakteryjnych IBC
wewnatrz komorek baldaszkowatych pecherza moczowego, co zapewnia im ochrong przed odpowiedzig

immunologiczng gospodarza (Anderson i wsp., 2004; Hunstad i Justice, 2010). Zaobserwowano réwniez
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zdolno$¢ do utraty czynnikow patogennosci w procesie nabywania lekoopornosci, co dodatkowo
zmnigjsza ich wlasciwosci immunogenne (Zhanel i wsp., 1992; Soto 1 wsp., 2006; Wiles i wsp., 2008;
Hunstad i Justice i wsp., 2010; Goneau i wsp., 2015). Problem rozprzestrzeniajacej si¢ i wzrastajacej
antybiotykoopornosci stanowi jeden z priorytetow WHO. Badania nad mechanizmami patogenno$ci
uropatogennych szczepoéw Escherichia coli wpisuja si¢ w pelni w ten problem. Lekoopornosé wydaje
sie¢ by¢ kluczowym elementem patogennosci UPEC i stanowila podstawowe zagadnienie
prowadzonych badan wlaczonych do osiggniecia naukowego. Uzyskane wyniki badan
mikrobiologicznych, molekularnych oraz chemicznych zostaly poddane szczegélowym analizom
przy zastosowaniu zaawansowanych narzedzi matematycznych. Pozwolilo to uzyskaé¢ wiele
waznych wnioskéw dotyczacych patogennoSci Escherichia coli oraz wskaza¢ na mozliwosci

aplikacyjne narzedzi matematycznych w badaniach epidemiologicznych.

Wyniki badan przedstawione w pierwszej publikacji wyszczegolnionej w osiggnigciu naukowym
(Adamus-Bialek W, Zajac E, Parniewski P, Kaca W, Comparison of antibiotic resistance patterns
in collections of Escherichia coli and Proteus mirabilis uropathogenic strains, 2013, Mol Biol Rep,
40(4):3429-35) pozwolily na zaobserwowanie istotnych réznic i zaleznosci w antybiotykoopornosci
badanej kolekcji szczepow Escherichia coli, w porownaniu do kolekcji szczepow Proteus mirabilis. 129
szczepow E. coli oraz 3 rézne kolekcje szczepow P. mirabilis poddano analizie lekowrazliwosci na
antybiotyki z grupy penicylin, cefalosporyn, karbapeneméw, monobaktaméw, aminoglikozydow,
fluorochinolonow, polipeptydéw oraz na tetracykline, nitrofurantoine, kotrimoksazol i fosfomycyneg.
Gatunki te sg blisko spokrewnione filogenetycznie, wystepuja w tych samych srodowiskach oraz moga
powodowac podobne zakazenia, w tym uktadu moczowego. Antybiotyki stosowane w leczeniu tego typu
zakazen determinujg ekspresje podobnych mechanizméw lekoopornosci. Mimo to, szczepy E. coli
wykazaty okoto 3 razy wigcej zdznicowanych profili lekoopornosci i 4 razy wigcej unikalnych profili
lekooporno$ci w poréwnaniu do szczepow P. mirabilis. Dodatkowo, szczepy P. mirabilis wykazywaly
réwniez bardziej jednorodng reakcje na dziatanie poszczegolnych antybiotykow — wiekszos$¢ szczepow
($rednio 80%) wykazywata wrazliwos¢ lub oporno$¢ na dany antybiotyk, podczas gdy szczepy E. coli
wykazywaty zrdznicowang lekowrazliwo$¢ na antybiotyki. Zréznicowanie szczepow E. coli na poziomie
lekowrazliwosci potwierdza ich heterogenng natur¢ w odrdznieniu od szczepdéw P. mirabilis. Mozna
przypuszcza¢, ze kierunki narastania lekoopornosci beda mniej przewidywalne, wynikajace z
wykorzystania przez szczepy E. coli roznych mechanizméw opornosci na antybiotyki. Tego typu
modelowanie lekoopornosci mozna uzyska¢ przy zastosowaniu analizy asocjacji pozwalajacej na
stworzenia tzw. map Kohonen’a, gdzie tatwo wskaza¢ zaleznosci pomiedzy rdéznymi antybiotykami.
Mozna wywnioskowac, ze populacja szczepow E. coli moze powodowac bardziej zroéznicowane kierunki
narastania lekoopornosci w poréwnaniu do P. mirabilis. To zréznicowanie szczepow Escherichia coli
moze wynika¢ z tego, iz w badanej populacji szczepdw wyizolowanych z moczu pacjentow ze
zdiagnozowanym ZUM znajdujg zard6wno szczepy uropatogenne jak i nieuropatogenne. Nalezy rowniez
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podkresli¢, ze zastosowanie modelowania za pomoca map Kohonen’a wydaje si¢ obiecujacg technikg w
przewidywaniu narastania bakteryjnej lekoopornosci i moglaby by¢ wykorzystana rutynowo do analiz
epidemiologicznych lekoopornosci nie tylko w obrgbie gatunku FE. coli ale wielu innych

chorobotworczych szczepow, gdzie obserwuje si¢ szybko narastajaca lekoopornosc.

Uzyskane wyniki badan zainspirowaly do poszukiwania dalszych zalezno$ci w obrebie
mechanizméw lekoopornosci. W kolejnej publikacji wskazanej w osiagnigciu naukowym (Adamus-
Bialek W, Lechowicz L., Kubiak-Szeligowska AB, Wawszczak M, Kaminska E, Chrapek M, A new
look at the drug-resistance investigation of uropathogenic E. coli strains; 2017, Mol Biol Rep,
44(1):191-202) te samg kolekcje szczepow Escherichia coli analizowano pod wzgledem wrazliwo$ci na
37 antybiotykow ze wszystkich klas. Zastosowano nowatorska technikg atenuowanej spektroskopii w
podczerwieni z transformacja Fouriera ATR FT-IR analizujaca widma poszczego6lnych szczepdw bakterii.
Interpretacje widm bakteryjnych w korelacji z wrazliwoscia na dany antybiotyk uzyskano za pomoca
opracowania tzw. sztucznych sieci neuronowych. Dzigki temu, w czasie 24 godzin mozliwe bylo
wyselekcjonowanie szczepow wielolekoopornych MDR sposrod badanej kolekcji E. coli. Obowigzujace
standardy analizy lekoopornosci bakteryjnej wymagaja wstepnej hodowli, izolacji szczepu,
przygotowania antybiogramu i jego interpretacji co wymaga duzo wigkszego naktadu pracy, czasu i
kosztow. To nowatorskie zastosowanie kombinacji techniki ATR FT-IR z analizg statystyczng moze by¢
alternatywnym narzedziem w szybkim monitorowaniu szczepow wielolekoopornych. Wymaga jedynie
przeprowadzenia prostej analizy spektrofotometrycznej catonocnej hodowli szczepoéw na podtozu statym.
Stabym punktem wydaje si¢ skomplikowana interpretacja wynikow analizy, co utrudnia zastosowanie jej
w rutynowej diagnostyce. Moze stanowi¢ jednak dobry przyczynek do rozpoczecia efektywnej
wspoOltpracy jednostek naukowych ze stacjami epidemiologicznymi, czy diagnostycznymi. Zaawansowane
techniki analizy statystycznej pozwolity na wyroznienie dodatkowych zaleznoséci migdzy antybiotykami,
a wrazliwoscig szczepow. Analiza stref zahamowanego wzrostu bakterii wokot krgzka antybiotykowego
metodg aglomeracji Warda okazata si¢ skuteczng technikg réznicowania epidemiologicznego E. coli.
Wyodrgbniono 4 klastry szczepdw wykazujgcych odmienne profile lekoopornosci, np. w klastrze 2
wszystkie szczepy byly oporne na tigecykling, a wrazliwe na meciling, ampiciling z sulbaktamem,
meropenem, cefaleksin oraz cefadroksil. Dodatkowo klaster ten wykazywat znacznie czestsze
wystepowanie czynnikéw patogennosci w poréwnaniu do klastra 1 i 3. Przedstawiony sposob analizy
lekoopornosci moze stanowi¢ dodatkowe narzgdzie w dochodzeniach epidemiologicznych szczepow
bakteryjnych. Obecnie w réznicowaniu szczepowym stosuje si¢ zaawansowane techniki genotypowania
jak np. MLST, PFGE (Camelena i wsp., 2019). Jednak przyktad prezentowanych badan wilasnych z
zastosowaniem narze¢dzi matematycznych w rdznicowaniu szczepow na podstawie profili lekoopornosci
nie wymaga przeprowadzenia dodatkowych czasochlonnych i kosztownych technik laboratoryjnych, co
moze by¢ kolejng alternatywg w réznicowaniu klonalnym szczepdéw. Kolejne analizy badan wlasnych

przeprowadzono takze na podstawie rozktadu s$rednic strefy zahamowanego wzrostu wszystkich
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szczepow w odniesieniu do poszczegolnych antybiotykoéw. Wartosci strefy zahamowanego wzrostu
badanej kolekcji E. coli porownano do takich samych wartosci szczepoéw referencyjnych E. coli
publikowanymi przez EUCAST. Szczepy referencyjne pochodzg z réznych kolekcji europejskich, a ich
lekowrazliwos$¢ stanowi punkt odniesienia w standaryzowaniu granicznych wartosci MBC i MIC
antybiotyku oraz definiowaniu bakteryjnej opornosci/wrazliwosci na dany antybiotyk. To pozwala
prowadzi¢ ogdlnoswiatowy monitoring nad §rodkami przeciwdrobnoustrojowymi (van der Bij i wsp.,
2012; Matuschek i wsp., 2014) oraz poréownywac uzyskane wyniki badan do ogolnie przyjetych
standardow publikowanych przez EUCAST lub CLSI. W prezentowanych wynikach badan wtasnych
zaobserwowano, ze szczepy roznie reaguja na poszczegélne antybiotyki. Zaproponowano tzw. grupy
behawiorystyczne: ,wrazliwa”, ,nadchodzaca S$rednio-wrazliwa”, ,Srednio-wrazliwa”, ,oporna” i
»Zroznicowana”. Badana kolekcja szczepoéw byla klasyfikowana do grupy behawiorystycznej na
podstawie najwigkszej liczby szczepéw o jednorodnej reakcji na antybiotyk. Nie zidentyfikowano
antybiotyku, ktory klasyfikowaltby badana grupe szczepdéw do analogicznej ,,nadchodzacej opornej”.
Grupy behawiorystyczne zostaly zaproponowane w celu pokazania dystansu badanej kolekcji szczepow
do granicy opornosci na dany antybiotyk i zwrdcenia uwagi na niebezpieczefstwo pojawienia si¢
opornos$ci na dany antybiotyk w populacji. Wskazéwka w stosowaniu poszczegdlnych antybiotykow jest
zatem klasyfikacja reprezentatywnej populacji bakterii w danej grupie behawiorystycznej. Tak na
przyktad, w przypadku badanej kolekcji szczepow E. coli izolowanych z moczu dalsze rutynowe
stosowanie cefoksytyny, gentamycyny, netilmycyny, tikarcyliny z kwasem klawulanowym
prawdopodobnie doprowadzi do pojawienia si¢ opornosci na te antybiotyki, poniewaz zaklasyfikowatly
one badana kolekcje szczepow do grupy S$rednio-wrazliwej. Mozna rowniez wnioskowac, ze
przynalezno$¢ do grupy ,,zréznicowanej” bedzie skutkowato nieprzewidywalna tendencja narastania
opornos$ci na antybiotyki z tej grupy, w tym przypadku bedg to amoksycylina, ampicylina, piperacylina,
ticarcylina, chloramfenicol i fluorochinolony. Warto wzig¢ pod uwagg zaprzestanie stosowania
antybiotykow z tych grup, az do powrotu pelnej wrazliwosci tej populacji bakterii. Porownanie badanej
polskiej kolekcji szczepdw do grupy europejskich szczepow referencyjnych (EUCAST) pozwolito
rowniez zaobserwowaé duzo wigkszg oporno$¢ na antybiotyki takie jak: amikacyna, ceftazydym,
imipenem, cefoksytyna, netilmycyna, tobramycyna, tigecyklina, amoksycylina, chloramfenikol,
moksifloksacyna i norfloksacyna. Roznice pomiedzy tymi grupami szczepow moga wynikaé z roznej
polityki i lokalnych schematow stosowania antybiotykow w danym regionie. Podobne analizy
porownawcze przedstawiane byly przez innych autoréw, np. Konca i wsp. (2016) przedstawili
zroznicowane profile lekoopornosci w zalezno$ci od regionu, czasu i innych cech, ktore moga wskazywaé
na specyficzne trendy antybiotykoopornosci bakterii klinicznych. Przedstawione wyniki sg przykladem
jak kolejne narzgdzie matematyczne moze by¢ wykorzystane w mikrobiologii klinicznej, w tym
przypadku pomocne Ww racjonalnej antybiotykoterapii 1 przeciwdziataniu rozprzestrzeniania
lekoopornosci bakteryjnej. Narastajgca lekooporno$¢ bakterii to powazny problem wspotczesnej
medycyny, a jej zrodto to nie tylko kraje azjatyckie ale rowniez duza cze¢$¢ Europy, gdzie stosowanie
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antybiotykow jest rutynowe i empiryczne, czgsto nieadekwatne do infekcji. Powaznym problemem jest
takze stosowanie antybiotykoéw o szerokim spektrum, w nieodpowiedniej dawce przy jednoczesnym zbyt
dlugim leczeniu. Kontynuujgc analizy statystyczne wykorzystano wspotczynnik Kappa Cohena do
wskazania konkretnych powigzan antybiotykow w zaleznos$ci od ich dziatania na badane szczepy E. coli.
Analiza Cohena pozwolita wskaza¢ jak caly zestaw szczepdéw reaguje na konkretny antybiotyk.
Wykazano zwiazki migdzy antybiotykami: synergistyczne — majgce taki sam wptyw na badang kolekcje
bakterii 1 antagonistyczne — wykazujgce przeciwne dziatanie. Przedstawione zalezno$ci dotycza tylko
jednej grupy 127 szczepoéw bakterii, izolowanych z moczu na terenie wojewodztwa todzkiego.
Interesujace byloby zastosowanie takiej analizy na wigkszej populacji szczepow izolowanych z moczu
pacjentdw z réznych osrodkow w celu stworzenia reprezentatywnej bazy danych, ktora mogtaby by¢
szybka i rzetelna wskazoéwka dla lekarzy w racjonalnej antybiotykoterapii. Na przyktad analizujac badana
kolekcje szczepdw E. coli nie ma znaczenia, ktoéry antybiotyk z grupy synergistycznych zostanie
zastosowany podczas leczenia, poniewaz wykaze on doktadnie takie samo dziatanie na bakterie. Z drugiej
strony w przypadku pojawienia si¢ opornosci na dany antybiotyk, z powodzeniem mozna podjac
empiryczna decyzje o zastosowaniu antybiotyku z grupy antagonistycznych. Podobne analizy byty
przedstawione przez Obolskiego i wsp. (2016) uzywajac innego matematycznego modelu.
Zaobserwowali oni kilka réoznych wspotwystepujacych wzorcow lekoopornosci i podobne zaleznosci w
stosunku do penicylin w obrgbie szczepow E. coli. Stosowanie analiz matematycznych w mikrobiologii
klinicznej nie jest typowe, natomiast prezentowane wyniki wskazuja na olbrzymi potencjat tych narzedzi

przydatnych w réznicowaniu, epidemiologii i antybiotykoterapii.

Zglebiajac wiedze na temat lekoopornosci E. coli, kolejnym krokiem w moich badaniach byta
analiza mechanizméw opornos$ci na antybiotyki. Stosowanie antybiotykéw uruchamia réznorodne
mechanizmy lekoopornosci u bakterii. Moga to by¢ indukcja produkcji biatek rozktadajacych lub
inaktywujacych antybiotyki (betalaktamazy), modyfikacja biatek PBP, aktywne usuwanie leku z
komorki, horyzontalny transfer gendéw (plazmidy oporno$ci na sulfonamidy), czy mutacje w genach
(gyrA, parC) (Sanchez-Cespedes i wsp., 2015; Peterson i Kaur, 2018). W przebiegu prezentowanych
badan wlasnych interesujace byto, jak w przypadku badanych szczepow Escherichia coli — znane z
literatury markery genetyczne bgda korelowaty z fenotypowa opornoscig na antybiotyki. Przeprowadzono
analize genetyczng metodg PCR pod wzgledem wystgpowania gendw blarev, blacuy, blasuv, blaoxa-i,
blacrx.m.1 korelujacych z opornosciag na antybiotyki betalaktamowe. Dodatkowo analizowano obecno$¢
genu aac(3)-1I korelujgcego z opornoscig na aminoglikozydy oraz genow sull, sul2 i sul3 korelujacych z
opornoscig na sulfonamidy. Zbadano roéwniez wystgpowanie mutacji w genach gyr4 i parC oraz gnrA,
gnrB, gnrS w korelacji z lekoopornoscig na fluorochinolony. Wyniki badan przedstawiono w publikacji
Adamus-Bialek W, Baraniak A, Wawszczak M, Gluszek S, Gad B, Wrébel K, Bator P, Majchrzak
M, Parniewski P, The genetic background of antibiotic resistance among clinical uropathogenic

Escherichia coli strains, 2018, Mol Biol Rep, pp 1-11. Na wystepowanie badanych gendéw wplywa wiele
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czynnikow, jak np. polityka antybiotykoterapii w danym kraju, zrodto i rok izolacji poszczegdlnych
szczepow bakterii, zdolno$ci do transferu genéw oraz mechanizmy nabywania lekoopornosci. Otrzymane
wyniki badan wtasnych przedstawiaja charakterystyke populacji bakterii sprzed 10 lat, co pozwolito nam
zauwazy¢ zmiany obserwowane obecnie w podobnej populacji bakterii. Obecnie powaznym zagrozeniem
epidemiologicznym sg szczepy wytwarzajace ESBL (ang. extended-spectrum beta-lactamases). Wsrod
badanej kolekcji bakterii zidentyfikowalismy ok. 1,5% szczepéw wytwarzajacych PB-laktamazy o
rozszerzonym spektrum dziatania i 1,5% szczepow wytwarzajgcych AmpC, co byto w latach 2005 — 2007
standardowym poziomem. Sytuacja w Polsce wydaje si¢ by¢ wzglednie stabilna od 10 lat. Obecnie ok.
2% szczepow UPEC wytwarza ESBL, ale w wielu innych krajach sytuacja jest znacznie gorsza (Stefaniuk
i wsp., 2016; Parajuli i wsp., 2017). Mechanizmy opornosci na antybiotyki beta-laktamowe wydaja sig¢
najbardziej skomplikowane i zréznicowane. Jest to rowniez wyraznie widoczne w przypadku analizy
genetycznej badan wlasnych. Gen blargy byl najczesciej wykrywanym genem w badanej grupie bakterii
E. coli (91% szczepow; dane niepublikowane), a szczepy nieposiadajace blarzy byly wrazliwe na
wiekszo$¢ antybiotykow beta-laktamowych, gtdéwnie amoksycyling. Biorac pod uwage, ze zdecydowana
wiekszo$¢ izolatow byla ESBL-ujemna pomimo obecno$ci blarey, mozna zatozy¢, ze zidentyfikowany
gen koduje enzymy o szerokim spektrum, najprawdopodobniej TEM-1. TEM-1 to gléwny determinant
opornosci E. coli na amino-penicyliny i najpowszechniejsza [-laktamaza kodowana przez geny
plazmidowe. Szacuje si¢, ze ten enzym wystepuje w okoto 50% wszystkich izolatéw klinicznych E. coli
(Bailey i1 wsp., 2011; Ojdana i wsp., 2014). Kolejnym najczgsciej wystepujacym genem byt blacyy.»
(19,5% badanych szczepow), ale tylko jeden z nich byt producentem beta-laktamazy AmpC, mimo, ze
wystepuje on na matych plazmidach kodujacych enzymy AmpC (Bauernfeind i wsp., 1996). Pozostale
szczepy posiadajace blacuy.> bylty w wigkszosci oporne na co najmniej jeden antybiotyk beta-laktamowy,
ale nie zostaly wykryte jako szczepy wytwarzajace ESBL. Czesto$§¢ wystgpowania tego genu nie
korelowala z oporno$cig na antybiotyki betalaktamowe i wytwarzaniem ESBL. Podobnie bylo w
przypadku analizy innych genow. Gen blaoxs.; wykryty zostat tylko w jednym szczepie, ktdry pomimo
opornosci na wszystkie analizowane antybiotyki beta-laktamowe (z wyjatkiem amoksycyliny z kwasem
klawulanowym i imipenemu), nie zostal zaklasyfikowany jako ESBL-pozytywny. Réwniez w przypadku
genu blasyy — zidentyfikowano go tylko w jednym szczepie opornym tylko na jeden antybiotyk beta-
laktamowy (ceftazydym), co moze sugerowac obecno$¢ betalaktamazy SHV-1 lub SHV-11 o szerokim
spektrum dziatania (Shahi i wsp. 2013). Poréwnujac prezentowane wyniki badan wtasnych do prac innych
autorow - blacyy.2 robwniez czesto identyfikowano w szczepach E. coli, Klebsiella sp. i Salmonella spp.
izolowanych z r6znych zrodet w Stanach Zjednoczonych, Grecji i Algierii (Bauernfeind i wsp., 1996;
Koeck i wsp., 1997; Fey i wsp., 2000, Winokur i wsp., 2000). W przypadku blaox4.; podobna czestosé
wystepowania obserwowali takze inni autorzy (Alizade i wsp., 2015; Liao i wsp., 2017). Kolejny
analizowany gen blacry.y.; nie zostal wykryty w zadnym badanym szczepie E. coli, co jest zgodne z
danymi publikowanymi przez innych autorow (Canton i Coque, 2006), mimo Ze pierwszy szczep

wytwarzajacy P-laktamaze CTX-M-3 zostal zidentyfikowany w Polsce w 1996 r. i byl dominujacym
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typem ESBL w kraju (Gniadkowski i wsp., 1998; Ojdana i wsp., 2014). Literatura pokazuje, ze enzymy
CTX-M identyfikowano w réznych miejscach w drugiej polowie XX wieku, miedzy innymi w
Argentynie, Izraelu i Paragwaju (Canton i Coque, 2006). W Europie za ekspresje tych beta-laktamaz
odpowiadal gen blacry.a; po raz pierwszy zidentyfikowany w 1989 r. w Niemczech (Canton i Coque,
2006). Wyniki lekoopornosci z 2014 r. przedstawione przez Ojdana i wsp. (2014) wykazaly, ze gen blacrx-
m-15 zostal zidentyfikowany we wszystkich 12 analizowanych szczepach E. coli wyizolowanych od
pacjentéw w Biatymstoku i tylko dwa szczepy byty pozytywne dla gendw blazeu.; i blasuy. Korzeniewska
i wsp. (2013) opublikowali wyniki antybiotykooporno$ci wsrod szczepow E. coli izolowanych z roznych
srodowisk (Scieki szpitalne i komunalne, rzeka, powietrze). Zidentyfikowali okoto 30% szczepow ESBL-
dodatnich, w tych szczepach geny blacrxm.i, blacrxass, blacrxas, blacrxaris byly najbardziej
powszechne. W literaturze jest wiele publikacji prezentujacych wystepowanie specyficznych genéw w
korelacji z fenotypowa lekoopornoscia. Nalezy takze zauwazy¢, ze wystgpowanie gendw opornosci na
antybiotyki zazwyczaj rozni si¢ w szczepach réznego pochodzenia (Winokur i wsp., 2001). Biorac pod
uwage opornos¢ na inne antybiotyki, aminoglikozydy i sulfonamidy réwniez odgrywaja istotna role w
leczeniu ZUM. Gen aac(3)-11 jest opisywany jako najsilniej korelujacy z opornoscia na aminoglikozydy,
co jednak rowniez nie zostalo potwierdzone w naszych wynikach. Obie grupy badanych szczepow, oporne
lub wrazliwe, posiadaty lub nie aac(3)-I1, dlatego nalezy stwierdzi¢, ze w przypadku badanej kolekcji
szczepow E. coli izolowanych z moczu ten gen nie moze petni¢ roli markera opornosci na zaden
antybiotyk aminoglikozydowy. Podobne wyniki opublikowane zostaty przez innych autoréow (Soleimani
i wsp., 2014; Haldorsen i wsp., 2014). PrzeanalizowaliSmy takze wystepowanie genow sul w korelacji z
opornoscig na sulfonamidy. Produkty tych gendéw zmieniaja aktywno$¢ DHPS (syntazy
dihydropteranianowej). Enzym ten wykazuje powinowactwo do PABA 1 kiedy jest kodowany przez sul,
szczep pozostaje niewrazliwy na sulfonamidy. Trimetoprim, ktdry stosowali§my w naszych badaniach,
wigze si¢ z reduktaza dihydrofolianowsa i hamuje redukcje kwasu dihydrofoliowego (DHF) w kolejnym
etapie tego samego szlaku metabolicznego (Caron i wsp., 2017). Interesujace byto, czy istnieje korelacja
miedzy fenotypowg opornoscig na trimetoprim i wystepowaniem genow su/ — wyniki naszych badan nie
potwierdzity takiej zalezno$ci. W literaturze udowodniono takze zwiazek genow sul z oporno$cig na
kotrimoksazol. W naszych badaniach wykazano powszechne wystepowanie gendw sull i sul2 nawet w
przypadku szczepow wrazliwych na trimetoprim lub kotrimoksazol. Wyniki przedstawione przez innych
autoréw pokazuja podobny rozktad tych genow (Huovinen i wsp., 1995; Skold, 2001). Ponadto, w
przypadku wynikow badan wtasnych rzadkie wystepowanie su/3 w badanej kolekcji szczepow E. coli
moze wskazywaé, ze synteza zmodyfikowanego DHPS z powodu ekspresji genu sul3 pojawila si¢
niedawno w opornych szczepach bakterii (Grape i wsp., 2003). Potwierdza to wysoka czestosé
wystepowania w tej grupie watpliwych i negatywnych wynikoéw uzyskanych metodg PCR. Sulfonamidy
stosuje si¢ w ZUM jako potaczenie sulfametoksazolu z trimetoprimem. Byla to dominujaca terapia UTI
w latach 1995 — 1996. Obecnie, ze wzglgdu na coraz czgstsze wystegpowanie opornosci na trimetoprim-

sulfametoksazol wérdd szczepow E. coli, nie powinna to by¢ pierwsza metoda z wyboru w leczeniu
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zakazenia E. coli (Kallen i wsp., 2006). Na uwagg zastuguje rowniez wysoka czgstos¢ wystepowania
genow sul co moze skutkowac szybkim pojawieniem si¢ opornosci na te¢ substancje. Najbardziej
oczywiste wyniki analizy genetycznej uzyskano podczas identyfikacji mutacji punktowych w genie parC
(kodujacym topoizomeraze IV) i gyr4 (kodujaca gryaze DNA). Wiadomo jest, ze mutacja Ser/80/Ile w
parC, a takze mutacje Ser/83/Leu i Asp/87/Asn w gyrA silnie korelujg z fenotypowa opornoscig na
chinolony (McDonald i wsp., 2001). Wyniki badan wilasnych potwierdzaja te doniesienia. Ponado
wykazaliSmy po raz pierwszy, ze nagromadzenie mutacji w tych genach zmniejsza wrazliwos¢ na
fluorochinolony w przypadku badanych szczepow E. coli. Co wigcej, liczne ciche mutacje w tzw. ,,hot
spot” loci (swoiste miejsce mutacji) byly charakterystyczne dla parC, a mutacje zmiany sensu
identyfikowano w innych kodonach gyr4. Mozna wnioskowaé, ze badanie sekwencji genéw gyr4 i
parC u bakterii moze odgrywaé predykcyjna role w zakresie opornosci fenotypowej na
fluorochinolony i czyni ja uzyteczng w badaniach epidemiologicznych. Znaczenie cichych mutacji w
procesie adaptacji i zmian fenotypowych u ré6znych organizméw jest opisywane w litaraturze (Supek,
2016). Inne ciche mutacje zostaly rowniez zidentyfikowane przez innych autorow (Thong i wsp., 2016;
Yang i wsp., 2017). Analiza pojawiania si¢ mutacji w populacji bakterii podczas procesu nabywania
opornos$ci na fluorochinolony wydaje si¢ interesujaca. Ta kumulacja mutacji moze wynika¢ z niskiej
specyficznos$ci dziatania fluorochinolondéw. Z drugiej strony, fluorochinolony moga indukowaé
odpowiedz SOS, ktora moze indukowa¢ mutacje DNA w genomie bakterii, mi¢gdzy innymi w regionach
genow gyrA i parC (Baharoglu i wsp., 2011). Ciche mutacje moga rowniez wywolywac efekt fenotypowy
poprzez regulacje transkrypcji (Agashe i wsp., 2016; Hauber i wsp., 2016); ewentualnie moga rowniez
zmienia¢ powinowactwo fluorochinolonéw do miejsca wigzania. Ciekawa obserwacja uzyskang w pracy
badawczej jest to, ze miejsce ,,hot spot” parC byto bardziej swoiste ale mniej wrazliwe na fluorochinolony
(wiele cichych mutacji w hot spot) w porownaniu do ,,hot spot” gyrd — wiele mutacji zmiany sensu w
r6znych loci. Nie zidentyfikowali$my innych specyficznych mutacji w badanych genach gyr4 i parC
korelujacych z opornoscig fenotypowa ale w literaturze znane sg inne mutacje, na przyktad w gyrd —
Ser/83/stop, Asp/82/Asn, Gly/81/Asp, Asp/82/Gly, Ser/431/Pro (Cesaro i wsp., 2008). Dodatkowo,
opornos¢ na fluorochinolony moze by¢ rowniez spowodowana obecnoscig plazmidow wytwarzajacych
biatko Qnr (QnrA, QnrB, QnrS), ktore chroni miejsce wigzania DNA przed chinolonem. Plazmidy Qnr
indukuja opornos¢ na niskim poziomie, ale zaobserwowano rowniez, ze ich obecnos¢ silnie wzmacnia
oporno$¢ na fluorochinolony (Tran i wsp., 2005) W zwigzku z powyzszym badana kolekcja szczepow E.
coli zostata poddana analizie rowniez na obecnoéé genéw gnr. Zaden ze szczepdw nie posiadat jednak
genow gnr. Rzadkie wystepowanie tych genéw potwierdzono w innych publikacjach (Jlili i wsp., 2014;
De Silva i wsp., 2017). Mammeri i wsp. (2005) zbadali 297 szczepéw E. coli opornych na kwas
nalidyksowy i zidentyfikowali tylko 1 szczep z genem gnr. Niektorzy autorzy przedstawiajag odmienne
wyniki, prawdopodobnie zalezy to od lokalnej dystrybucji plazmidu Qnr. Podsumowujac, analiza
genetyczna nie jest wystarczajaca do identyfikacji bakteryjnej opornosci na antybiotyki, jedynie z

wyjatkiem opornosci na fluorochinolony. Analizy genetyczne moga odgrywaé¢ role w
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przewidywaniu opornosci i moga wskazywac¢ na wysokie lub niskie ryzyko pojawienia si¢ opornosci.
Wyniki pracy udowaniaja po raz pierwszy, Ze nagromadzenie niespecyficznych mutacji w genach
topoizomerazy i gyrazy zmniejsza wrazliwos¢ na fluorochinolony. Rozklad analizowanych genéow
jest bardzo zroznicowany i wykazuje wysoki potencjal adaptacyjny bakterii E. coli do toksycznego

srodowiska (antybiotyku).

Zaintereowanie mechanizmami patogennosci badanych szczepdéw E. coli poprowadzito moje
badania w kierunku zdolno$ci bakterii do przezycia i tworzenia biofilmu w roéznych, niekorzystnych
warunkach srodowiska. Naturalne $rodowisko bakterii UPEC to mocz oraz komorki baldaszkowate
pecherza moczowego, do ktorego bakterie przytwierdzaja si¢ w pierwszych etapach adhezji (Hunstad i
Justice, 2010). Okreslenie zdolno$ci do przezycia badanej kolekcji szczepdw E. coli 1 rozwoju biofilmu
w $rodowisku sztucznego moczu bylo kolejnym etapem badan wilasnych. Wyniki analiz zostaty
przedstawione w pracy Adamus-Bialek W, Kubiak A, Czerwonka G, Analysis of uropathogenic
Escherichia coli biofilm formation under different growth conditions, 2015, Acta Biochim Pol,
62(4): 765-71. Heterogennos$¢ badanych szczepdw Eschericha coli ujawnila si¢ réwniez na poziomie
tworzenia biofilmu. Hodowlg szczepow bakteryjnych prowadzono w srodowisku sztucznego moczu i w
warunkach optymalnych (podloze wzrostowe bulion LB) przez 96 godzin w 37°C. Wzrost badano
spektrofotometrycznie na podstawie gestosci optycznej (Aesoo). W przypadku hodowli w warunkach
optymalnych zaobserwowano, ze szczepy osiggnely swoj maksymalny i stabilny poziom zmetnienia po
24 godzinach, co oznacza, zatrzymanie fazy logarytmicznego wzrostu. Zdolnos$¢ do tworzenia biofilmu
badana byla technikg barwienia fioletem krystalicznych komorek bakteryjnych przytwierdzonych do
powierzchni ptytki titracyjnej (poliuretanowej) réwniez spektrofotometrycznie (Assi). Technika ta bada
biofilm bakteryjny na pierwszym etapie adhezji komoérek do powierzchni statych. W badaniach
wykazano, Ze poziom biofilmu réowniez osiagnal maksimum po 24 godzinach i statystycznie
znaczaco nastepowala jego redukcja w kolejnych godzinach eksperymentu, co moglo by¢ zwigzane
z ,,cyklem zycia” biofilmu, tendencja do rozprzestrzeniania si¢ komérek bakteryjnych i zubozeniem
podloza w skladniki odzywcze. Ta obserwacja nie jest zgodna z przekonaniami, ze bakterie zwykle
potrzebuja wigcej czasu na utworzenie biofilmu. Nalezy podkresli¢, Ze biofilm uropatogennych szczepow
E. coli nie jest typowy w porownaniu z wigkszoscig gatunkéw bakterii tworzacych powszechnie
opisywane struktury biofilmu jak np. S. aureus lub P. aeruginosa (Spiers 1 wsp., 2003; Zhang i wsp.,
2015). Sredni poziom biofilmu byt duzo nizszy w poréwnaniu do typowo opisywanych biofilméw ale
szczepy UPEC nie musza tworzy¢ rozlegtej i zlozonej aglomeracji komorek na powierzchni.
Charakterystyczne s dla nich tzw. wewnatrzkomdrkowe wspolnoty bakteryjne IBC (ang. intracellular
bacterial comunities), ktore chronig je przed komorkami immunologicznymi gospodarza. W pierwszym
etapie bakterie przytwierdzaja si¢ do odpowiednich receptorow komorek baldaszkowatych pgcherza
moczowego i szybko przenikajg do ich wnetrza, aby zdazy¢ przed naplywem neutrofili (Hannan i wsp.,

2012). Obserwowane wyniki wtasne mogg odzwierciedlac to zachowanie bakterii. Istotng role pelnig tutaj
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czynniki adhezyjne (Bergsten et al., 2005), co zostato potwierdzone rowniez w naszych badaniach —
szczepy z obecno$cia genow kodujgcych fimbrie P i/lub S byly zdolne do tworzenia istotnie
statystycznie wigkszego biofilmu, niz szczepy nie posiadajace tych genow. Podczas badan staralismy
si¢ znalez¢ bezposredni zwigzek miedzy obecnoscig innych gendw (sdid, rscA i rpoS), a zdolnoscia
bakterii do tworzenia biofilmu (Ito 1 wsp., 2007; Ranjit i Young, 2013; Wei i wsp., 2001). Geny te sa
opisywane w literaturze jako kluczowe w tworzeniu biofilmu, jednak wykazano ich obecno$¢ we
wszystkich badanych szczepach E. coli. Mozna wigc wnioskowac, ze nie obecno$¢ genu ale jego poziom
ekspresji uruchamia proces tworzenia biofilmu, co przede wszystkim uzaleznione jest od czynnikow
srodowiska (Schembri et al., 2003). Analizujac kolejne wyniki prezentowanych badan wtasnych, podczas
hodowli bakterii w syntetycznym moczu zaobserwowano znaczacy spadek wzrostu i tworzenia si¢
biofilmu w poroéwnaniu do warunkéow optymalnych. Niemniej jednak roéznica gestosci optycznej dla
wzrostu pomiedzy warunkami optymalnymi, a syntetycznym moczem byla wyzsza, niz rdznica
obserwowana pomiedzy tworzeniem si¢ biofilmu. Na tej podstawie okre§lony zostal poziom wzglednego
biofilmu niezaleznie od gestosci optycznej bakterii w hodowli. Wykazano, ze bakterie wytworzyly
wzglednie wigkszy poziom biofilmu w syntetycznym moczu, niz w warunkach optymalnych. Mozna
wnioskowaé, Zze w Srodowisku abiotycznym komérki bakteryjne byly bardziej zaangazowane w
tworzenie biofilmu, niz w podzialy. Przeprowadzono takze obserwacje mikroskopowa biofilmu
uformowanego na szkle i wybarwionego barwnikami fluorescencyjnymi. Badane szczepy E. coli na
podtozu szklanym tworzyty typowe struktury skupisk bakterii z charakterystycznymi, opisywanymi w
literaturze nitkowatymi komorkami, ktore tworzg si¢ na etapie uwalniania bakterii z komorek pecherza w
celu zasiedlenia nastepnych (Justice i wsp., 2004). Wydluzone komoérki powstaja ze wzgledu na
zahamowanie podziatlu §ciany komorkowej, przy jednoczesnych podziatach nukleoidu co powoduje, ze
staja si¢ one ,,niewidoczne” dla komorek uktadu immunologicznego gospodarza. Mozna zalozy¢, ze tego
typu zdolno$¢ bakterii E. coli okreSla ich przynalezno$¢ do patotypu uropatogennego, nalezaloby
jednak oceni¢ przede wszystkim ich zdolno$¢ do wnikania do wnetrza komorek eukariotycznych.
Poréwnujac wyniki tworzonego biofilmu badanej kolekcji szczepow na ptytce poliuretanowej i szkle —
nie zaobserwowano zadnych korelacji, szczepy tworzgce silny biofilm na szkle nie odzwierciedlaly
podobnych wlasciwosci na poliuretanie i odwrotnie. Rozbiezno$¢ ta moze by¢ zwigzana z rdéznymi
etapami biofilmu obserwowanymi stosujac rézne techniki. Badanie biofilmu za pomoca fioletu
krystalicznego pozwala gtownie sprawdzi¢ zdolnosci adhezyjne bakterii. W prezentowanych badaniach
zwykle szczepy bakterii, ktore tworzyty mikrokolonie na powierzchni szkta charakteryzowaty si¢ réznym
poziomem adhezji do poliuretanu. Mechanizm powstawania biofilmu mozna takze powigza¢ z innymi
wlasciwos$ciami szczepow bakteryjnych. Zalezno$¢ pomigdzy tworzeniem si¢ biofilmu, a powierzchnig
(poliuretan, szkto) moze by¢ zwigzana z hydrofobowo$cig powierzchni i blony zewngtrznej okreslonego
szczepu (Krasowska i Sigler, 2014; Liu i wsp., 2004). Prawdopodobnie bakterie hydrofobowe przyczepia
si¢ lepiej do hydrofobowego poliuretanu i na odwroét. Nasze wstepne badania wykazaty, ze analizowane

szczepy E. coli charakteryzowaly si¢ zroznicowang hydrofobowoscig powierzchni komorek, ale trudno
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bylo to skorelowa¢ ze zdolnoscia tworzenia biofilmu (wyniki niepublikowane). Podsumowujac,
przedstawione w osiagnieciu naukowym wyniki zawarte w tej publikacji dostarczaja wielu cennych
informacji na temat patogennos$ci badanej kolekcji szczepow E. coli. Wnioski sa réwniez zgodne z
obserwacjami uzyskanymi podczas analizy lekoopornosci — badana kolekcja szczepow E. coli
wydaje si¢ by¢ wysoce heterogenna grupa bakterii. Jeden gatunek bakterii (Escherichia coli)
wyizolowany z tego samego Srodowiska (moczu) moze roznie przylega¢ do réznych powierzchni i

wykazywa¢ zrdznicowang zdolno$¢ do wzrostu i tworzenia biofilmu.

Kontynuujgc badania nad mechanizmami patogennosci uropatogennych E. coli, intrygujace byto
nie tylko jak badana grupa bakterii ,,radzi sobie” z antybiotykami, czy abiotycznym moczem ale rowniez
z innymi czynnikami wystepujacymi podczas stanu zapalnego. We wczesnych etapach infekcji szczepy
UPEC stymuluja receptor TLR4, ktory wyzwala naptyw leukocytow PMN (Agace, 1996). Dodatkowo,
podczas infekcji komorki nabtonkowe i immunologiczne wytwarzaja panel cytokin, chemokin i
czasteczek zapalnych, takich jak tlenek azotu i reaktywne formy tlenu (Hunstad i Justice, 2010; Blomgran
i wsp., 2004; Bian i wsp., 2000), ktérych zrodlem moze by¢ nadtlenek wodoru. Halliwel i wsp. (2000)
wykryli stezenia H,O» powyzej 0,1 mM w $wiezo wydalanym ludzkim moczu zdrowych os6b. Przewiduje
sie, ze ze wzgledu na mechanizmy obronne gospodarza stezenia antybakteryjnego nadtlenku wodoru sa
jeszcze wyzsze w moczu pacjentow z ZUM (Long i wsp., 1999; Halliwell i wsp., 2000). Postawilismy
hipoteze, ze obecnos¢ reaktywnych form tlenu to kolejny czynnik, ktory moze stymulowac bakterie E.
coli do uruchomienia mechanizmoéw obronnych. Celem badan byla analiza odpowiedzi E. coli na
obecnos¢ H,O, jako zrodto reaktywnych form tlenu, a wyniki uzyskanych analiz opublikowano w pracy
Adamus-Bialek W, Vollmerhausen TL, Janik K, Hydrogen peroxide stimulates uropathogenic
Escherichia coli strains to cellulose production, 2018, Microb Pathog, 126:287-291. Zbadano kolekcje
25 klinicznych uropatogennych szczepow Escherichia coli, w tym szczep E. coli nr 71.8, jako szczep
referencyjny. Podczas optymalizacji eksperymentu okreslono 0,625 mM H,O, jako minimalne sub-
inhibicyjne stezenie nadtlenku wodoru wzglgdem wzrostu szczepu referencyjnego. W takim stezeniu
H,0, w bulionie LB w 37°C przez 24 godziny prowadzono hodowle wszystkich szczepdéw w odniesieniu
do warunkéw kontrolnych. Mimo, ze poziom wzrostu zostal znaczaco zredukowany, a tolerancja
nadtlenku wodoru réznita si¢ pomigdzy szczepami, to wigkszos¢ szczepdw E. coli (85%) byta w stanie
przetrwac catonocna ekspozycje na nadtlenek wodoru. Przeprowadzono réwniez eksperyment krotkiej,
15 minutowej ekspozycji badanych szczepow na wyzsze stezenia nadtlenku wodoru (0,625 — 275 mM) i
okazato si¢, ze niektore szczepy przezyly nawet najwyzsze badane st¢zenie nadtlenku wodoru (275 mM),
a ponad potowa szczepoéw byla w stanie przetrwa¢ w 137 mM H»O, podczas tego doswiadczenia.
Zaobserwowana niewrazliwo$¢ E. coli na wysokie stezenia nadtlenku wodoru byla zgodna z
wynikami badan Schembri i wsp. (2003). Poza tym wykazaliSmy, ze E. coli jest znacznie bardziej
tolerancyjna wobec badanego st¢zenia H,O», niz linia T24 ludzkich komorek nabtonkowych pecherza

moczowego, ktore nie byly w stanie przetrwaé catonocnej hodowli w podtozu z dodatkiem 0,625 mM
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H,0,, podczas gdy nizsze stezenie 0,125 mM H»O, nie bylo cytotoksyczne (test XTT, dane nie
publikowane). Mozna wnioskowac¢, ze wedlug danych literaturowych stgzenia H>O» obecne w drogach
moczowych nie sg bakteriobdjcze wobec UPEC ale nalezy wzigé pod uwagg, ze to nie jedyny sktadnik
zaangazowany w stan zapalny podczas infekcji. W dalszych badaniach przedstawionej publikacji te same
kliniczne szczepy UPEC analizowano rowniez pod wzgledem tworzenia biofilmu po catonocnej hodowli
w bulionie LB z 0,625 mM nadtlenkiem wodoru. Poziom tworzenia biofilmu byt znaczaco zredukowany
(ok 50% redukcja biofilmu) ale duzo mniej zréznicowany w poréwnaniu do hodowli w warunkach
optymalnych. Analizujac analogicznie jak w poprzednich badaniach — wzgledny przyrost biofilmu,
niezalezny od poziomu wzrostu bakterii w bulionie — nie zaobserwowano hamujacego wplywu H,O,
na tworzenie si¢ biofilmu. Jest to zgodne z wynikami opisanymi wcze$niej (Adamus-Bialek i wsp.,
2015), prawdopodobnie nadtlenek wodoru (tak jak abiotyczny mocz) ograniczyl podzialy
komérkowe, co skutkowalo zmniejszona liczba przytwierdzonych komérek bakteryjnych do
powierzchni poliuretanu. Mozna wnioskowaé, ze sub-inhibicyjne stezenie nadtlenku wodoru moze
spowalnia¢ ale nie hamowac tworzenia si¢ biofilmu E. coli. Zaobserwowali§my dodatkowo, Ze podczas
hodowli z sub-inhibicyjnym stezeniem nadtlenku wodoru istotnie statystycznie wzroslo
wytwarzanie celulozy w przypadku szczepow klinicznych oraz szczepu referencyjnego E. coli nr
71.8 1 jego izogenicznego mutanta csgBA::Cm z zahamowang ekspresja fimbrii ,,curli”, a z aktywna
produkcja celulozy. Literatura podaje, Ze istnieja wspolne etapy w szlakach biosyntezy celulozy i fimbrii
»eurli” — esgD jako regulator transkrypcji curli aktywuje réwniez biosynteze celulozy (Gerven i wsp.,
2018). ZaobserwowaliSmy jednak redukcje ekspresji csgBA i csgD w szczepie dzikim E. coli pod
wplywem badanego stezenia nadtlenku wodoru (dane niepublikowane), co wskazuje na inny, niezalezny
szlak biosyntezy celulozy indukowany przez nadtlenek wodoru, obserwacje te wymagaja jednak dalszych
badan. Mimo, ze literatura podaje pozytywny wplyw celulozy na tworzenie biofilmu, nasze wyniki
tego nie potwierdzily — zwiekszona produkcja celulozy nie korelowala ze wzrostem poziomu
biofilmu. Uzyskane wyniki badan wlasnych sugeruja, ze produkcja celulozy moze chroni¢ bakterie przed
toksycznym wplywem wolnych rodnikoéw tlenowych i takze innych sktadnikéw procesu zapalnego, o
czym wspominajg inni autorzy (Zhou i wsp., 2001; Kai-Larsen i wsp., 2010). Nalezy réwniez wziaé¢ pod
uwage, Ze wytwarzanie celulozy moze modyfikowaé wlasciwo$ci adhezyjne powierzchni bakterii
(Krasowska i Sigler, 2014; Gongalves i wsp., 2016). Jezeli obecno$¢ wolnych rodnikéw indukuje do
wzmozonej produkcji celulozy, wéwczas bakterie mogg sta¢ si¢ bardziej hydrofilowe i zwigkszaé
powinowactwo do powierzchni hydrofilowych (Ma i Wood, 2009; Adamus-Biatek i wsp. 2015).
Ostatnie badania wykazaty, Zze stosowanie hydrofilowych materialow w cewnikach moze zapobiegac
ZUM (Cardenas i Hoffman, 2009; Rognoni i Tarricone, 2017). Z drugiej strony powinowactwo szczepow
wytwarzajacych celuloz¢ do hydrofilowych powierzchni moze zwigkszaé¢ ryzyko zakazen u pacjentow
cewnikowanych. Z pewno$cig produkcja celulozy i tworzenie biofilmu zwigkszajg zdolnos¢ bakterii do
infekcji drog moczowych, czesto nawracajacych (Norinder i wsp., 2011). Nalezy réwniez wzig¢ pod
uwagge, ze indukowana ekspresja celulozy przez wolne rodniki zmniejsza adhezj¢ do blony sluzowej, co
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prowadzi do tatwiejszej eliminacji z drog moczowych. Ponadto, odpowiedz bakteryjna na ROI wiaze si¢
z ekspresja wielu genow, w tym genoéw kodujacych inne czynniki wirulencji. Kontakt uropatogennych E.
coli zkomorkami eukariotycznymi wyzwala kaskade skomplikowanych zdarzen (Blomgran i wsp., 2004).
Ekspozycja E. coli na ROI aktywuje zréznicowany zestaw genoéw antyoksydacyjnych, ktore sa
kontrolowane przez regulator SoxRS, endonukleaze 1V i dehydrogenazg glukozo-6-fosforanowa. H,O»
indukuje  takze aktywator transkrypcji OxyR, ktory kontroluje ekspresje genow dla
katalazy/hydroperoksydazy (katG), reduktazy glutationowej (gorA) i podjednostki C reduktazy alkilowej
(ahpC) w E. coli (Long i wsp., 1999). ZaobserwowaliSmy w trakcie badan, ze faza wzrostu
logarytmicznego byla opdzniona w hodowli z sub-inhibicyjnych stezeniem nadtlenku wodoru w
porownaniu do wzrostu w warunkach optymalnych, co moze reprezentowa¢ okres adaptacji, w ktorym
patogeny naprawiaja wewnatrzkomoérkowe uszkodzenia i uruchamiaja ekspresje katalazy w celu
zneutralizowania toksycznego H,O,. Uropatogenne E. coli sa doskonale wyposazone w caly szereg
mechanizméw, ktére zwigkszaja odporno$¢ na oksydacyjne i nitroaktywne czasteczki efektorowe
gospodarza (Fux i wsp., 2005). Podsumowujac, wyniki prezentowanych badan wlasnych to kolejny
dowod na nieprzerwany ,,wyscig zbrojen” migdzy patogennymi bakteriami a ludzmi. W naszym badaniu
wykazaliS§my, Ze sub-inhibicyjne stezenia nadtlenku wodoru sg cytotoksyczne w stosunku do
komérek nablonka moczowego i s3 w stanie spowolni¢ wzrost bakterii, a nastepnie tworzenie si¢
biofilmu, ale nie niszcza wszystkich komoérek bakteryjnych w populacji. Z drugiej strony
stwierdzono, ze wytwarzanie celulozy jest stymulowane przez nadtlenek wodoru, czynnik, ktory
moze utrudniaé pozostanie bakterii w pecherzu i zmniejszy¢ hydrofobowos¢ powierzchni bakterii.
Jednak dalsze badania nad ekspresja poszczegdlnych genéw zaangazowanych w ten szlak biochemiczny,
a przede wszystkim csgD moze da¢ wazng obserwacj¢ dla wyjasnienia mechanizmu ekspresji tych
czynnikéw indukowanych dziataniem nadtlenku wodoru. Interesujace jest takze, jak inne urospecyficzne
adhezyny i toksyny (np. cnfl, hemolizyna) beda ulega¢ ekspresji w srodowisku wolnych rodnikéw
tlenowych, uwalnianych podczas wybuchu tlenowego neutrofili wielojadrzastych. Silnym wsparciem i
potwierdzeniem uzyskanych obserwacji byloby przeprowadzenie analogicznych badan w hodowlach

tkankowych (np. T24).

Wyniki wcze$niejszych analiz byly inspiracja do glebszych badan nad uropatogennoscia
badanych szczepoéw E. coli. Badania obejmowaty wykorzystanie uropatogennych szczepoéw E. coli
wyposazonych w geny wirulencji i wrazliwych na wszystkie analizowane antybiotyki. Technike indukcji
lekooporno$ci opracowano poprzez zastosowanie subinhibicyjnego stgzenia (sub-MIC) roznych
antybiotykéw (amoksycyliny, ciprofloksacyny, gentamycyny i tobramycyny). Po okresie §rednio 20 dni
pasazowania pigciu roznych szczepow E. coli w sub-MIC poszczegdlnych antybiotykow
wyselekcjonowano ponad 120 mutantow (pochodnych) z wyindukowang opornoscig na dany antybiotyk.
Mutanty E. coli pordwnano z ich szczepami dzikimi na podstawie profili wrazliwosci, gendw wirulencji,

tworzenia biofilmu i wzorcow produktow reakcji CGG-PCR opartej na zastosowaniu starteréw
21



Wioletta Adamus-Biatek Zatgcznik nr 2a do wniosku o przeprowadzenie postepowania habilitacyjnego

zawierajacych powtorzone sekwencje trojnukleotydowe CGG. Dalsze analizy mutantéw ujawnity szereg
interesujgcych obserwacji i wnioskow, ktore opublikowano w pracy Ciprofloxacin, amoxicillin, and
aminoglycosides stimulate genetic and phenotypic changes in uropathogenic Escherichia coli
strains, Adamus-Bialek W*, Wawszczak M, Arabski M, Majchrzak M, Gulba M, Jarych D,
Parniewski P, Gluszek S, 2019, Virulence. Obecnie problem bakteryjnej antybiotykoterapii jest szeroko
analizowany, nie tylko pod wzgledem typowych mechanizmoéw opornosci ale rowniez rozwazany w
kontekscie ztozonej patogennosci bakteryjnej (Schroeder i wsp., 2017). Mechanizmy adaptacji bakterii
do srodowiska naleza do jednych z najstarszych ewolucyjnie, mozna wiec zatozy¢, ze bakterie moga
regulowac¢ je r6znymi szlakami metabolicznymi. W zwigzku z tym postawiliémy hipotezg, ze antybiotyki
moga rowniez wywolywac globalne zmiany w patogennych szczepach Escherichia coli. Przede
wszystkim chcieliSmy zbada¢ konsekwencje dlugotrwatej ekspozycji szczepéw UPEC na subletalne
stezenia roznych antybiotykéw. Podobne badania na innych gatunkach bakterii byty juz publikowane
(Zhanel i wsp., 1992; Goneau i wsp., 2015; Schroeder i wsp., 2017; Ranieri i wsp., 2018), nie mniej jednak
mechanizm dzialania antybiotykow na rozne szlaki metaboliczne u bakterii wymaga dalszych badan.
Ekspozycja bakterii na podprogowe stezenia antybiotykdéw jest waznym czynnikiem pojawienia si¢
opornos$ci, zwtaszcza, ze moze si¢ to zdarzy¢ podczas empirycznego stosowania antybiotykow lub
profilaktycznego uzycia ich w hodowli zwierzat.

Pierwsze obserwacje dotyczyly tempa generacji mutantow, zmian w profilach lekoopornosci i
stabilnosci nabytej opornosci wsrod wyselekcjonowanych mutantow E. coli. Prawie wszystkie badane
szczepy E. coli uzyskaly lekoopornos¢ podczas inkubacji z sub-MIC wszystkich stosowanych
antybiotykow. Tylko jeden szczep E. coli nie wygenerowat opornosci na ciprofloksacyne i okazat si¢
najbardziej stabilnym szczepem bakteryjnym. Ciprofloksacyna indukowata opornos$¢ najszybciej, zaraz
po pierwszym pasazu, a opornos¢ na wszystkie fluorochinolony obserwowano we wszystkich mutantach.
Podobne obserwacje opisali Soto 1 wsp. (2006). Opornos¢ ta jest szybko generowana przez specyficzne
mutacje w genach gyr4 i parC (Cirz et al., 2005), ktore sg nieodwracalne i silnie skorelowane z opornoscia
na wszystkie fluorochinolony. Odpowiada to wcze$niej przedstawionemu synergicznemu dziataniu
antybiotykow (korelacja kappa Cohena), gdzie opornos¢ na jeden fluorochinolon byla zgodna z
oporno$cia na wszystkie fluorochinolony (Adamus-Biatek i wsp., 2017). Ponadto zaobserwowana
korelacja miedzy jednoczesna indukowang opornoscia na ciprofloksacyne oraz na pozostale
fluorochinolony, a takze na amoksycyling z kwasem klawulanowym i trimetoprim wskazuje na
niebezpieczny mechanizm opornosci krzyzowej wsrod szczepow UPEC. Ta opornos¢ krzyzowa moze
by¢ skorelowana z indukcja ekspresji pompy systemu efflux, ktora usuwa antybiotyk z komorki (Saito et
al., 2006). Chang i wsp. (2007) sugerowali, ze mutacje gyr4 lub parC sa silnie skorelowane z biosynteza
AcrAB i opornoscig na betalaktamy, w tym na kwas klawulanowy. Podobne korelacje zwigkszonej
biosyntezy AcrAB/TolC i zmniejszonej biosyntezy OmpC mutanta S. typhimurium opornego na
ciprofloksacyne zostaty przedstawione przez Fabrega i wsp. (2009). Rola ArcAB-TolC w indukcji

oporno$ci na wiele antybiotykoOw zostata opisana rowniez przez innych autorow (Liu i wsp., 2004;
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Marquet i wsp., 2018). Zgadzamy si¢, Ze nalezy rozwazy¢ wykluczenie fluorochinolonéw z
rutynowego leczenia w terapii ambulatoryjnej i poszukiwanie alternatyw w antybiotykoterapii.
Stosowanie fluorochinolonéw staje si¢ coraz bardziej watpliwe, a wielu naukowcow podkresla
ograniczenie ich stosowania (Trautner, 2018; Durkin i wsp., 2018). Nie mniej jednak, nasze badania
udowodnily, ze ciprofloksacyna indukowala opornos¢ krzyzowa na najmniejsza liczbe
antybiotyk6w w poréownaniu z innymi antybiotykami. Amoksycylina réwniez bardzo szybko
indukowala oporno$¢ (tuz po drugim pasazu) i wygenerowala najwiecej mutantow. Amoksycylina
indukowala réwniez opornos¢ na inne betalaktamy tylko w okoto 25% mutantow, ale opornos¢ na
amoksycyling z kwasem klawulanowym pojawila si¢ u 85% mutantow tej grupy. Biorac pod uwage
stabilno$¢ indukowanej opornosci, mutanty tracity oporno$¢ na amoksycyline lub cefoksytyne podczas
pasazowania hodowli w warunkach optymalnych, podczas gdy oporno$¢ na amoksycyling z kwasem
klawulanowym byta nieodwracalna, co zaobserwowano rowniez w przypadku opornosci na
ciprofloksacyne. Indukcja wzmozonej biosyntezy chromosomalnej betalaktamazy AmpC w przypadku E.
coli nie jest mozliwa z powodu braku genu ampR, ktory bierze udzial w aktywacji transkrypcji ampC.
Dlatego biosynteza AmpC w przypadku szczepdw E. coli jest nieindukowalna, ale jest regulowana przez
promotora i atenuatora (Jacoby, 2009). Obserwacje te moga by¢ prawdopodobnie wynikiem nadekspresji
genow kodujacych ArcAB, jak wspomniano powyzej. Innym potencjalnie indukowanym mechanizmem
moze by¢ powrdt do pierwotnej struktury blony z biosynteza poryn OmpC. Wydaje si¢, ze mocnym
argumentem sg rowniez zaklocenia techniczne podczas analizowania $rednic strefy zahamowanego
wzrostu bakterii. Wartosci te byty zblizone wokot kragzka amoksycyliny i krazka amoksycyliny z kwasem
klawulanowym, a wrazliwo$¢ na te antybiotyki byla silnie obnizona w poréwnaniu ze szczepami typu
dzikiego. Zatem roznice te moga wynika¢ z technicznych interpretacji tabel EUCAST, w ktorych normy
klasyfikacji bakterii pod wzgledem opornosci w przypadku amoksycyliny i amoksycyliny z kwasem
klawulanowym sg rozne. Analizujac pozostate betalaktamy — wszystkie mutanty pozostaty wrazliwe na
imipenem. Nasze poprzednie i obecne badania dowiodly, Ze imipenem wydaje si¢ by¢
najskuteczniejszym antybiotykiem przeciwko szczepom UPEC. Podobne obserwacje przedstawili inni
autorzy (Yayan i1 wsp., 2015). Zasadniczo antybiotyki betalaktamowe traktowane sa jako leki
bezpieczniejsze niz inne, a obecnie stanowig ztoty standard w terapii antybiotykowej. Jednak obserwuje
si¢ wzrastajgca oporno$¢ bakterii na karbapenemy, wytwarzajacych nowe warianty betalaktamaz NDM
(Grover 1 wsp., 2017; Rahman i wsp., 2018). W naszym badaniu oprocz szybko rozwijajacej si¢ tolerancji
na antybiotyki, amoksycylina indukowata oporno$¢ krzyzowa na najwigkszg liczbe antybiotykow.
Rutynowe i empiryczne stosowanie betalaktamow nie jest dobrym rozwiazaniem, biorac pod uwage te
odkrycia i stale pojawiajace si¢ nowe beta-laktamazy o coraz szerszym spektrum aktywnosci. Podczas
prowadzonych badan wlasnych najmniej ,,wplywowe” antybiotyki okazaty si¢ aminoglikozydy, ktore
najrzadziej wywolywaly opornos$¢ krzyzowa w wyselekcjonowanych mutantach E. coli. Obserwacje
te wynikaja z innych mechanizmoéw opornosci na leki, ktére sg zwigzane z translacjg i strukturg

rybosoméw (Serpersu i wsp., 2008). Ponadto zaobserwowaliSmy réwniez statystycznie istotng
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zwiekszona wrazliwos¢ na ciprofloksacyne w korelacji z opornoscia na gentamycyne. Moze to
wynika¢ z ich antagonistycznych mechanizméw opornosci na leki. Suzuki i wsp. (2014) udowodnili, ze
oporno$¢ na aminoglikozydy zmniejsza site napedowa protonu, ktéra zmniejsza biosynteze AcrB,
prowadzac do podatnosci na leki, ktorych bakterie nie mogg wykluczy¢ z komoérki. Co ciekawe,
zaobserwowaliSmy réwniez przeciwne zjawisko, w ktorym indukcja opornos$ci na ciprofloksacyne
powodowala zwi¢ckszona wrazliwo$¢ na gentamycyne i netilmycyne. Ta odwrotna zalezno$¢ moze
by¢ zwigzana ze zwiekszona ekspresja systemu wyplywu acrAB — TolC. Atac i wsp. (2018)
udowodnili, ze wsrod szczepow E. coli ST131 nadekspresja mard byta skorelowana z opornoscia na
chinolony. Co wigcej, opornos¢ na gentamycyng byla statystycznie nizsza w ST131 niz w non-ST131. W
naszych badaniach amoksycylina réwniez wykazata podobna zalezno$¢, ale tylko w przypadku
netilmicyny. Ogolnie przyjmuje si¢, ze fluorochinolony, betalaktamy i aminoglikozydy moga dziata¢
synergistycznie, wiec ta intrygujaca obserwacja moze by¢ punktem wyjscia do dalszych badan. Po raz
pierwszy zaobserwowano zjawisko antagonistycznego zwiazku miedzy cyprofloksacyna i
gentamycyna. Podsumowujac nasze badania, jeden antybiotyk moze prowadzi¢ do licznych krzyzowych
opornosci pojawiajacych sie wsrdd szczepow E. coli. Wszystkie cztery antybiotyki indukowaty opornos¢
na inne antybiotyki ze wszystkich 6 analizowanych klas, z wyjatkiem ciprofloksacyny, ktéra nie
indukowatla opornosci na aminoglikozydy i imipenem. Jak wspomniano powyzej — moze to wynikaé z
r6znych mechanizméw opornosci na leki, ktore moga by¢ indukowane przez odpowiedz na stres komorki
E. coli. Stres indukowany antybiotykiem wewnatrz komorki bakteryjnej moze zmienia¢ profil ekspres;ji
gendw i regulowac rézne szlaki metaboliczne, moze mie¢ réwniez wptyw na wlascwosci wirulencji
bakterii (Horinouchi i wsp., 2017; Atac i wsp., 2018).

Kolejnym waznym etapem naszego badania bylo sprawdzenie, w jakim stopniu antybiotyki sg w
stanie wplywaé na geny wirulencji szczepéw UPEC. Juz dawno udowodniono, ze opornos¢ na antybiotyki
koreluje z pewnymi cechami bakteryjnymi, korelacje t¢ obserwuje si¢ zwlaszcza miedzy
fluorochinolonami, a zjadliwoscig bakteryjng (Martinez-Martinez i wsp., 1999; Soto i wsp. 2006; Da Silva
i Mendonga, 2012). W naszych badaniach analizowano wyst¢gpowanie i ekspresje 6 genow kodujacych
czynniki wirulencji (papC, sfaE/D, cnfl, usp, fimG/H, hlyA). Geny te (z wyjatkiem fimG/H) sg opisywane
w literaturze jako specyficzne dla szczepow UPEC (Yuri i wsp., 1998). Interesujace jest to, ze obecnosé¢
specyficznych genow zwiagzanych z wirulencja i gleboka kompleksowa analiza filogenetyczna wskazuje
na wyodrebnienie szczepéw UPEC od komensalnych i jelitowych patogennych szczepow E. coli
(Dobrindt i wsp., 2003; Elena i wsp., 2005; Brzuszkiewicz i wsp., 2006). Wickszos¢ tych genow
urowirulencji jest przenoszona na Wyspach Patogennos$ci (PAI) (Kao i wsp., 1997; Dobrindt i wsp., 2002;
Kurazono i wsp., 2003). Jeden z analizowanych genéw - fimG/H, koduje podjednostke fimbrii typu L.
Rola tej fimbrii w procesie adhezji bakteryjnej we wczesnym stadium ZUM jest bardzo istotna ale jest
réwniez obecna w wigkszosci szczepoéw E. coli i jest kodowana chromosomalnie (Bahrani-Mougeot i
wsp., 2002). Jej stabilna pozycja w genomie E. coli wydaje si¢ by¢ wazna dla zapewnienia zasadniczych

wlasciwosci adhezyjnych. Prawdopodobnie to byto powodem zatrzymania genu fimG/H we wszystkich
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mutantach E. coli w naszym badaniu. Fimbri¢ typu I mozna raczej traktowac jako czynnik, ktoéry nadaje
bakterii ,,sprawno$¢ fizyczna”, a nie chorobotworczos¢ (Dobrindt i wsp., 2003). W przypadku
pozostalych genow wirulencji — tylko ciprofloksacyna indukowata ich utrate. Wspomniany wczesniej
tylko jeden szczep E. coli nie uzyskat opornosci na ciprofloksacyne, co byto rownowazne z zachowaniem
wszystkich genow wirulencji. Moze to oznacza¢ utrate wlasciwosci mobilnych wysp patogennosci i
stabilizacje tych genow w chromosomie. Pozostate szczepy E. coli tracity geny wirulencji juz po
pierwszym pasazu, ale og6lnie tempo i profil utraty genéw bylo zréznicowane. Moze to by¢ zwigzane z
obecnoscig badanych gendw na roznych wyspach patogennosci, roznorodnym wyposazeniem w ruchome
elementy genetyczne lub wydajnos$cia systeméw naprawy DNA w genomie bakteryjnym. Mimo, Ze czgsto
opisywano korelacje migdzy obecnoscig gendw wirulencji i opornosci/wrazliwosci na antybiotyki, wplyw
dlugotrwatej presji subletalnych stgzen antybiotykéw na szczepy UPEC nie zostal wyjasniony. Niektore
zrodta wskazuja, ze mechanizmy naprawy DNA sa zwigzane z tym zjawiskiem. Podobne badania
przedstawili Soto i wsp. (2006), zaobserwowali oni réwniez jednoczesna utratg ily i cnfl we wszystkich
badanych szczepach UPEC tuz po pierwszym pasazu. W przeciwienstwie do naszych wynikdéw nie
zaobserwowali utraty genow pap i sfa. Sanchez-Cespedes i wsp. (2015) zaobserwowali, ze mutacja gyr4
zmniejszyta ekspresje gendow wirulencji t. j. fimA, papA, papB i ompA. Mechanizm ten jest
prawdopodobnie zwigzany ze zmiana topologii DNA, ktéra zakldca normalny proces ekspresji genow.
Wazna role odgrywa tu ekspresja gyrazy, ktéra moze rozluzni¢ helis¢ DNA i prowadzi¢ do mutacji w
genomie bakteryjnym za pomocg systemoéw naprawy DNA (Hsu i wsp., 2006). Niektorzy autorzy
wskazuja, ze do utraty gendw wirulencji indukowanej przez ciprofloksacyne nie jest konieczna aktywacja
systemu naprawy DNA SOS (Goneau i wsp., 2015; Sanchez-Cespedes i wsp., 2015). By¢ moze wynika
to z uruchomienia innych mechanizméw naprawy DNA, takich jak mechanizm naprawy peknigc
podwojnej nici DNA, mechanizm naprawy zle sparowanych zasad lub mechanizm odpowiedzi na stres
(Zgur-Bertok i wsp., 2013; Schroeder i wsp., 2017). By¢ moze warto wzig¢ pod uwage, ze rozne
sekwencje DNA ruchomych elementow na réznych wyspach patogennosci mogg mie¢ znaczenie dla tego
zjawiska.

Dalsze badania obejmowaty wptyw antybiotyku na tworzenie biofilmu. Podobne badania byly
juz opisywane ale dotyczyty analizy w czasie rzeczywistym inkubacji bakterii z antybiotykiem (Ranieri i
wsp., 2018). Po raz pierwszy prezentujemy, jak antybiotyk moze trwale zmieni¢ zdolno$¢ do
tworzenia biofilmu wsréd szczepéw UPEC. Wykazano, ze jedynie mutanty E. coli indukowane
amoksycyling wykazatly statystycznie istotny wyzszy poziom tworzenia biofilmu i co wazne, nie zalezat
on od gestosci komorek planktonicznych w bulionie. Co nalezy podkresli¢c — szczepy dzikie E. coli
wykazywaly bardzo niski poziom tworzenia biofilmu, natomiast po dzialaniu amoksycylina - ich
mutanty wykazaly do 4 razy silniejszy biofilm. Moze to wskazywaé, ze tworzenie si¢ biofilmu moze
by¢ indukowane przez amoksycylinge nawet w szczepach niezdolnych do tworzenia biofilmu.
Sytuacja ta moze by¢ bardzo niekorzystna podczas leczenia ZUM, gdzie subletalne dawki amoksycyliny

w drogach moczowych mogg prowadzi¢ nie tylko do selekcji komorek opornych, ale utatwiaé adhezje
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bakterii do tkanki nablonka pegcherza moczowego gospodarza i pomaga¢ w rozwoju biofilmu
bakteryjnego. Amoksycylina nalezy do antybiotykow, ktore wptywaja na strukture §ciany komorkowe;
bakterii i wywotuja stres bakteryjny, ktéry moze stymulowac tworzenie biofilmu (Kaplan, 2011). Zmiany
powierzchni komorek bakteryjnych moga mie¢ wptyw na ich hydrofobowos¢, aw konsekwencji na
tworzenie biofilmu. Podobne badania in vivo przeprowadzone przez Goneau i wsp. (2015) udowodnity,
ze subinhibicyjne stezenia antybiotykow (ciprofloksacyna, ampicylina i gentamycyna) modulowaty
wirulencje migdzy innymi Escherichia coli. Indukcja ekspresji genow kodujacych adhezyny
spowodowala wzrost tworzenia biofilmu, kolonizacj¢ mysiego pecherza moczowego i nerek oraz
promowata rozwoj wewnatrzkomoérkowego biofilmu. Podobne obserwacje w badaniach in vitro u innych
gatunkow bakterii zostaty réwniez opisana w literaturze (Erdeljan i wsp., 2012; Mlynek i wsp., 2016).
Biorac pod uwagg nasze wyniki — krzywe wzrostu mutantéw nie zostaly zaktocone, wiec wzrost tworzenia
biofilmu nie wynikat z ggstosci czy rozpadu komorek bakteryjnych. Mlynek i wsp. (2016) sugeruja, ze
amoksycylina stymuluje pozakomoérkowe tworzenie biofilmu zaleznego od DNA u bakterii, co moze
odzwierciedla¢ adaptacje Sciany komoérkowej do stresu srodowiskowego. Podsumowujac, inni autorzy
wykazali stymulacje¢ tworzenia biofilmu podczas inkubacji z antybiotykiem betalaktamowym,
podczas gdy nasze wyniki przedstawiaja wyindukowany staly wzrost tworzenia biofilmu po
dzialaniu amoksycylina. Nalezy podkresli¢, Ze mutanty kontynuowaly wzrost tworzenia biofilmu w
kolejnych dniach pasazowania hodowli pozbawionej antybiotyku, co moze sugerowaé indukcje
ekspresji pewnych specyficznych genow i w dalszej konsekwencji nadekspresje.

Na finalnym etapie badan przedstawionych w ostatniej publikacji mutanty i ich szczepy dzikie E.
coli poddano genotypowaniu za pomocg wczesniej opracowanej techniki CGG-PCR (Adamus-Biatek i
wsp., 2009). Ta technika odwzorowuje genetyczne ,odciski palcow” badanych szczepow.
Udowodnilismy wczesniej, ze zaprojektowana technika CGG-PCR pozwala na réznicowanie klinicznych
szczepow E. coli wyizolowanych z moczu na dwie grupy o roéznej patogennosci. Z drugiej strony CGG-
PCR wskazuje subtelne rdéznice specyficzne dla poszczegdlnych szczepdw. Podazajac za tymi
osiagni¢ciami, chcieliSmy przyjrze¢ si¢ profilowi genetycznemu mutantéw E. coli przy uzyciu tej same;j
metody. Wzorce produktéow CGG-PCR zostaly zachowane w mutantach E. coli w poréwnaniu z ich
szczepami typu dzikiego, ale réznice obserwowano przez ujawnienie lub zanik pojedynczych
prazkow w obrazie elektroforetycznym. Roznice te byly najbardziej widoczne w przypadku mutantow
indukowanych ciprofloksacyna, zwlaszcza gdy obserwowano rdwniez utratg¢ genow wirulencji.
Niewielkie réznice obserwowano rowniez po dziataniu amoksycyling. Odkrycia te sa uzasadnione ze
wzgledu na silny wptyw ciprofloksacyny na strukture i metabolizm DNA (Hsu i wsp., 2006; Soto i wsp.,
2006; Goneau i wsp., 2015). Zdolno$¢ amoksycyliny do indukowania wolnych rodnikow moze réwniez
wplywaé na DNA ale juz w mniejszym stopniu (Miller i wsp., 2004). Stabilne wzorce prazkéow DNA w
przypadku mutantow indukowanych aminoglikozydami wynikaja z braku wplywu
aminoglikozydéw na strukture DNA. Warto dodaé, Zze obserwowane zmiany we wzorcach

produktéw CGG-PCR byly indukowane przez antybiotyki, poniewaz nie zaobserwowano zadnych
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zmian po pasazach hodowli bakterii w optymalnych warunkach. Metoda genotypowania za pomocg
MLEE lub rybotypowania rDNA za pomoca RFLP to standardy stosowane w roznicowaniu bakterii,
jednak wymagaja one duzego do§wiadczenia laboratoryjnego i nie sa w stanie roznicowac patogennosci
bakteryjnej (Silveira i wsp., 2001). Wyniki naszych badan potwierdzaja poprzedni wniosek, ze CGG-
PCR moze by¢ uzyteczna technika do badania epidemiologicznego pokrewienstwa miedzy
szczepami E. coli.

Podsumowujac, prezentowanie wyniki badan dostarczajg szerokiego opisu korelacji migdzy
subinhibicyjnym stgzeniem antybiotykow, zmianami w profilach lekooporno$ci, nabywaniem opornosci
krzyzowej i antagonistycznym dzialaniem antybiotykéw. Dodatkowo wykazano wplyw antybiotykow na
utrate genow wirulencji i wzrost tworzenia biofilmu wéréd szczepéw UPEC. Najwieksze i najbardziej
stabilne zmiany zaobserwowano w przypadku ciprofloksacyny, co potwierdza, ze ciprofloksacyna ma
silny wptyw na metabolizm DNA i/lub aktywuje inne szlaki metaboliczne, ktére bakterie wykorzystuja
do adaptacji w niekorzystnych arunkach §rodowiska. Dziatanie bakteriobojcze bylo najbardziej stabilne
w przypadku aminoglikozydéw. Niestety, aminoglikozydy powoduja najliczniejsze i najsilniejsze
dzialania niepozadane u ludzi w poréwnaniu z fluorochinolonami i betalaktamami. Nasze badania
pokazuja jak ztozony wpltyw maja antybiotyki na uropatogenne szczepy E. coli. Ta grupa patogenow
wykazuje wysoka zdolno$¢ do opornosci na nowoczesne terapie. Czesto sa odpowiedzialne za
nawracajace infekcje, jak rowniez szybkie narastanie lekoopornosci (Durkin i wsp., 2018). Zdolnos¢
UPEC do tworzenia wewnatrzkomoérkowego biofilmu jest sposobem na dtugotrwata obecnosci w drogach
moczowych zakazonych pacjentdow, co moze prowadzi¢ do powaznego uszkodzenia tego uktadu.
Zrozumienie mechanizméw opornosci na antybiotyki szczepow UPEC jest szansg na opracowanie
lepszych terapii. Moze to prowadzi¢ zarowno do korzys$ci zdrowotnych, jak i ekonomicznych, a

przedstawione wyniki sg waznym sygnatem do refleksji nad restrykcyjnym stosowaniem antybiotykow.

4.3.3. PODSUMOWANIE | PRZYSZtE CELE NAUKOWE

Zakres badan wiaczonych do przedstawionego osiggni¢cia naukowego dotyczyt szczegdlowej
analizy szczepOw Escherichia coli wyizolowanych z moczu pacjentow ze zdiagnozowanym zakazeniem
uktadu moczowego. Definiowanie badanej kolekcji szczepow E. coli jako szczepy uropatogenne wedtug
mnie jest nieadekwatne. Uropatogennos$¢ to zdolnos¢ bakterii do infekcji uktadu moczowego, jednak
znanych jest wiele czynnikoéw predysponujacych do zakazenia niezaleznych od bakterii. Uzyskane wyniki
badan sugeruja, ze badana grupa szczepow E. coli jest heterogenna grupa bakterii, wykazujaca
zréznicowane wlasciwosci pod wzgledem opornosci na antybiotyki, zdolnosci do tworzenia biofilmu i

wystepowania specyficznych genow.

W badaniach nad szczepami E. coli wyizolowanymi z moczu pacjentéw ze zdiagnozowanym ZUM:
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Zastosowano nowatorskie podejscie w szczegdtowej analizie lekoopornosci i badaniu ztozonych
korelacji wykorzystujac zaawansowane narze¢dzia matematyczne.

Analizowano zdolnos¢ do przezycia E. coli w trudnych warunkach srodowiska: mocz, wolne
rodniki, subinhibicyjne stezenia antybiotykow.

Okreslono role biofilmu i produkcji celulozy w procesie adaptacji do trudnych warunkow
srodowiska (mocz, wolne rodniki).

Okreslono wptyw ciprofloksacyny, amoksycyliny i aminoglikozydow na zmienno$¢ genetyczna

1 fenotypowa szczepoéw uropatogennych E. coli.

Za najwazniejsze osiagniecia w przedstawionym cyklu publikacji uwazam nastepujace wnioski:

badana kolekcja szczepéw E. coli izolowanych z moczu to heterogenna grupa bakterii
wykazujaca bardzo duze zréznicowanie w profilach lekoopornosci, wirulencji i zdolnosci do
tworzenia biofilmu,

zastosowanie zaawansowanych narzedzi matematycznych w badaniu glebokich zaleznosci
pomigdzy antybiotykami i szczepami bakteryjnymi w analizie lekoopornosci posiada duzy
potencjat aplikacyjny,

zastosowanie analiz matematycznych moze by¢ wykorzystane w racjonalnej antybiotykoterapii i
badaniach epidemiologicznych,

wystepowanie badanych gendéw lekoopornosci nie petni roli markera fenotypowej opornosci na
antybiotyki betalaktamowe, aminoglikozydy i sulfonamidy,

analiza mutacji w genach gyr4 i parC moze stanowi¢ czynnik predykcyjny w monitorowaniu
lekoopornosci na antybiotyki fluorochinolonowe,

nagromadzenie niespecyficznych mutacji w genach gyrd i parC zmiejsza wrazliwo$¢ na
fluorochinolony,

w hodowli E. coli w sztucznym moczu lub obecno$ci wolnych rodnikéw wzrost i tworzenie
biofilmu sg stabsze w poréwnaniu do warunkéw optymalnych,

E. coli jest niewrazliwa na wysokie stezenia wody utlenionej, co moze oznacza¢, ze wybuch
tlenowy neutrofili nie dziata bakteriobdjczo,

w niekorzystnych warunkach §rodowiska (mocz, wolne rodniki) szczepy E. coli sa bardziej
zaangazowane w tworzenie biofilmu, niz w podzialy komorkowe (wzrost),

wolne rodniki (uwalniane np. podczas wybuchu tlenowego neutrofili) stymulujg komérki E. coli
do produkcji celulozy, co moze utrudnia¢ leczenie pacjentow cewnikowanych ze wzgledu na
zwickszone sily adhezji bakterii do powierzchni cewnika,

ciprofloksacyna nie jest bezpiecznym antybiotykiem w terapii ZUM, ze wzgledu na bardzo
szybkie dziatanie mutagenne, idnukujgce oporno$¢ krzyzowsg i zmiany w profilu wirulencji

szczepow UPEC,
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e amoksycylina nie jest bezpiecznym antybiotykiem w terapii ZUM, ze wzgledu na indukowanie
opornos$ci krzyzowej na wiele antybiotykow i stymulowanie do wzmozonego tworzenia biofilmu

w przypadku UPEC,

e ciprofloksacyna, aminoglikozydy i amoksycylina wykazujg dziatanie antagonistyczne.

W przyszto$ci zamierzam kontynuowac badania nad uropatogennoscia szczepdw E. coli. Tematem
badawczym, ktory planuj¢ rozwijac jest wptyw antybiotykow, gtownie fluorochinolondéw na niestabilno$¢
sekwencji CRISPR/cas. Sekwencje CRISPR/cas pehlia funkcje swoistego mechanizmu obronnego
bakterii przeciwko obcemu DNA, gtownie wirusowemu. Doniesienia wskazujg, ze istnieje silny zwiazek
obecnosci sekwencji CRISPR ze zmniejszona opornoscia na antybiotyki, co daje podstawy do
postawienia hipotezy, ze obecno$¢ sekwencji CRISPR zmniejsza mozliwosci adaptacyjne bakterii. W
wynikach badan wstgpnych okazato si¢, ze w przypadku mutantow E. coli z wyindukowang opornoscia
na ciprofloksacyne doszto do zmiany w profilu sekwencji CRISPR, wyniki tych badan pt. ,,Factors that
influence the genetic stability of CRISPR/cas systems in Escherichia coli” byly prezentowane na
konferencji “Microbiology in Health Care and Environmental Protection” - MIKROBIOT w 2017 roku
w Lodzi. Zatozytam, ze antybiotyki moga indukowac¢ zmiany w tych regionach, co ma konsekwencje w
zmianie potencjatu wirulencyjnego i adaptacyjnego bakterii E. coli. Hipoteze t¢ zamierzam wyjasni¢ w
dalszych badaniach, z zamiarem ztozenia wniosku grantowego Sonata Bis do NCN.

Moim dodatkowym zainteresowaniem naukowym statly si¢ badania nad genetycznymi
uwarunkowaniami choroéb metabolicznych, gtéwnie trzustki u ludzi. Pracujagc w Zaktadzie Chirurgii i
Pielggniarstwa Chirurgicznego WLiNoZ UJK zostalam wlaczona do badan prowadzonych przez wiele lat
przez Profesora dr hab. Stanistawa Gluszka oraz Jego Zespot. Dostgp do obszernego materiatu
klinicznego (ponad 1256 probek materiatu klinicznego pobranego od osob zdrowych i z chorobami
trzuski) jest doskonatym zrodtem do poszerzania horyzontéw naukowych oraz mozliwosci badawczych.
W zwigzku z rozpoczg¢ciem nowych kierunkow badan zostaltam promotorem pomocniczym pracy
doktorskiej, gdzie poszukujemy nowych markerow genetycznych zapalenia trzustki, ze szczegdlnym
uwzglednieniem roli genu karboksypeptydazy. Bralam rowniez udzial w badaniach nad
uwarunkowaniami genetycznymi Zespotu Metabolicznego, a pierwsze efekty wspotpracy zostaty

przedstawione w pracy Suliga E., Koziet D., Cieéla E., Rebak D., Wawszczak M., Adamus-Biatek W.,

Naszydtowska E., Piechowska A., Gluszek S., Omentin rs2274907 gene polymorphism and the risk of
metabolic syndrome: a preliminary report, Medical Studies, 2018; 34(4): 267-275. Wyniki pozyskanych
prac badawczych byty takze prezentowane na konferencjach naukowych w 2018 roku. Doswiadczenie w
zakresie mikrobiologii dato mi réwniez mozliwo$¢ objecia funkcji promotora pomocniczego kolejnego
Doktoranta, prowadzacego badania nad czynnikami determinujacymi wyst¢powanie Listeria sp. w
szpitalach i domach pomocy spotecznej. Mam nadzieje¢, ze bgdzie to kolejna galaz nowej, ciekawej

wspoOlpracy naukowej.

29



Wioletta Adamus-Biatek Zatgcznik nr 2a do wniosku o przeprowadzenie postepowania habilitacyjnego

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

4.3.4. LITERATURA

Adamus-Bialek W, Wojtasik A, Majchrzak M, et al. (2009) (CGG)4-based PCR as a novel tool for
discrimination of uropathogenic Escherichia coli strains: comparison with enterobacterial repetitive intergenic
consensus-PCR. J Clin Microbiol, 47(12):3937-44.

Adamus-Biatek W, Kubiak A, Czerwonka G (2015) Analysis of uropathogenic Escherichia coli biofilm
formation under different growth conditions. Acta Biochim Pol, 62 (4):765-771.

Adamus-Bialek W, Lechowicz L, Kubiak-Szeligowska A, et al. (2017) A new look at the drug-resistance
investigation of uropathogenic E. coli strains; Mol Biol Rep, 44(1):191-202,

Agace WW (1996) The role of the epithelial cell in Escherichia coli induced neutrophil migration into the
urinary tract. Eur Respir J, 9:1713—1728.

Agashe D, Sane M, Phalnikar K, et al. (2016) Large-effect beneficial synonymous mutations mediate rapid and
parallel adaptation in a bacterium. Mol Biol Evol, 33(6):1542—1553.

Alizade H, Fallah F, Ghanbarpour R, et al. (2015) Phylogenetic groups, extended-spectrum B-lactamases and
metallo-f-lactamase in Escherichia coli isolated from fecal samples of patients with diarrhea in Iran.
Gastroenterol Hepatol Bed Bench, 8(3):207-214

Anderson GG, Dodson KW, Hooton TM, et al. (2004) Intracellular bacterial communities of uropathogenic
Escherichia coli in urinary tract pathogenesis. Trends Microbiol, 12:424-430.

Atac N, Kurt-Azap O, Dolapci I, et al. (2018) The Role of AcrAB—TolC Efflux Pumps on Quinolone Resistance
of E. coli ST131. Curr Microb, 75(12)1661-1666.

Baharoglu Z, Mazel D (2011) Vibrio cholerae triggers SOS and mutagenesis in response to a wide range of
antibiotics: a route towards multiresistance. Antimicrob Agents Chemother, 55(5):2438-2441.
Bahrani-Mougeot FK, Buckles EL, Lockatell CV, et al. (2002) Type 1 fimbriae and extracellular
polysaccharides are preeminent uropathogenic Escherichia coli virulence determinants in the murine urinary
tract. Mol Microbiol, 45(4):1079-93.

Bailey JK, Pinyon JL, Anantham S, et al. (2011) Distribution of the blaTEM gene and blaTEM-containing
transposons in commensal Escherichia coli. J Antimicrob Chemother, 66:745-751

Bergsten G, Wullta B, Svanborg C (2005) Escherichia coli, fimbriae, bacterial persistence and host response
induction in the human urinary tract. Int ] Med Microbiol, 295:487-502.

Bian Z, Brauner A, Li Y, Normark S (2000) Expression of and cytokine activation by Escherichia coli curli
fibers in human sepsis. J Infect Dis, 181:602—612.

Blomgran R, Zheng L, Stendahl O (2004) Uropathogenic Escherichia coli triggers oxygendependent apoptosis
in human neutrophils through the cooperative effect of type 1 fimbriae and lipopolysaccharide. Infect Immun,
72:4570-4578.

Brzuszkiewicz E, Bruggemann H, Liesegang H, et al. (2006) How to become a uropathogen: comparative
genomic analysis of extraintestinal pathogenic Escherichia coli strains. Proc Natl Acad Sci U S A, 103:12879-
12884.

Camelena F, Birgy A, Smail Y, et al. (2019) Rapid and simple universal Escherichia coli genotyping method
based on Multiple-Locus Variable-Number of Tandem Repeats Analysis using single-tube multiplex PCR and
standard gel electrophoresis. Appl Environ Microbiol, pii: AEM.02812-18

Canton R, Coque TM (2006) The CTX-M-B-lactamase pandemic. Curr Opt Microbiol, 9:466—475.

Cardenas DD, Hoffman JM (2009) Hydrophilic catheters versus noncoated catheters for reducing the incidence
of urinary tract infections: a randomized controlled trial. Arch Phys Med Rehabil 90(10):1668—1671.

Caron F, Wehrle V, Etienne M (2017) The comeback of trimethoprim in France. Med Mal Infect, 47(4):253—
260.

Cesaro A, Bettoni R, Lascols C, et al. (2008) Low selection of topoisomerase mutants from strains of
Escherichia coli harbouring plasmid-borne qnr genes. J Antimicrob Chemother, 61(5):1007-1015.

Chang TM, Lu PL, Li HH, et al. (2007) Characterization of fluoroquinolone resistance mechanisms and their
correlation with the degree of resistance to clinically used fluoroquinolones among Escherichia coli isolates. J
Chemother, 19(5):488-94.

Cirz RT, Chin JK, Andes DR, et al. (2005) Inhibition of mutation and combating the evolution of antibiotic
resistance. PLoS Biol, 3(6):e176.

Da Silva GJ, Mendonga N. (2012) Association between antimicrobial resistance and virulence in Escherichia
coli. Virulence, 3:18-28.

De Silva BCJ, Hossain S, Wimalasena SHMP, et al. (2017) Quinolone susceptibility and genetic
characterization of Salmonella enterica subsp. enterica isolated from pet turtles. Lab Anim Res, 33(2):49-56.
Dobrindt U, Blum-Oehler G, Nagy G, et al. (2002) Genetic structure and distribution of four pathogenicity
islands (PAI 1(536) to PAI IV(536)) of uropathogenic Escherichia coli strain 536. Infect Immun, 70(11):6365-
72.

30



Wioletta Adamus-Biatek Zatgcznik nr 2a do wniosku o przeprowadzenie postepowania habilitacyjnego

26.

27.
28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44,

45.

46.

47.

48.

49.

50.
51.

52.

53.

54.

55.

56.

Dobrindt U, Agerer F, Michaelis K, et al. (2003) Analysis of genome plasticity in pathogenic and commensal
Escherichia coli isolates by use of DNA arrays. J Bacteriol, 185(6):1831-40.

Dobrindt U (2005) (Patho-)Genomics of Escherichia coli. Int J Med Microbiol 295:357-371.

Durkin MJ, Keller M, Butler AM, et al. (2018) An Assessment of Inappropriate Antibiotic Use and Guideline
Adherence for Uncomplicated Urinary Tract Infections. Open Forum Infect Dis, 10;5(9):0fy198.

Elena SF, Whittam TS, Winkworth CL, Riley MA, Lenski RE (2005) Genomic divergence of Escherichia coli
strains: evidence for horizontal transfer and variation in mutation rates. Int Microbiol, 8:271-278.

Erdeljan P, MacDonald KW, Goneau LW, et al. (2012) Effects of subinhibitory concentrations of ciprofloxacin
on Staphylococcus saprophyticus adherence and virulence in urinary tract infections. J Endourol, 26(1):32-7.
Fabrega A, du Merle L, Le Bouguenec C, et al. (2009) Repression of invasion genes and decreased invasion in
a high-level fluoroquinolone-resistant Salmonella typhimurium mutant. PLoS One, 4(11):e8029.

Fey PD, Safranek TJ, Rupp ME, et al. (2000) Ceftriaxone-resistant salmonella infection acquired by a child
from cattle. N Engl J Med., 342(17):1242—-1249

Fux CA, Costerton JW, Stewart PS, et al. (2005) Survival strategies of infectious biofilms. Trends Microbiol,
13:34-40.

Garcia-Martinez J, Maldonado RD, Guzman NM, et al. (2018) The CRISPR conundrum: evolve and maybe
die, or survive and risk stagnation. Microb Cell, 16;5(6):262-268

Gerven VN, Van der Verren SE, Reiter DM, et al. (2018) The role of functional amyloids in bacterial virulence.
J Mol Biol, 430(20):3657-3684.

Gniadkowski M, Schneider I, Patucha A, et al. (1998) Cefotaxime-resistant Enterobacteriaceae isolates from a
hospital in Warsaw, Poland: identification of a new CTX-M-3 cefotaxime-hydrolyzing p-lactamase that is
closely related to the CTX-M-1/MEN-1 enzyme. Antimicrob Agents Chemother, 42(4):827-832

Gongalves S, Rodrigues IP, Padrdo J, et al. (2016) Acetylated bacterial cellulose coated with urinary bladder
matrix as a substrate for retinalpigment epithelium. Colloids Surfaces B Biointerfaces, 139:1-9.

Goneau LW, Hannan TJ, MacPhee RA, et al. (2015) Subinhibitory antibiotic therapy alters recurrent urinary
tract infection pathogenesis through modulation of bacterial virulence and host immunity. MBio, 31;6(2).
Grape M, Sundstrdm L, Kronvall G (2003) Sulphonamide resistance gene sul3 found in Escherichia coli
isolates from human sources. J Antimicrob Chemother, 52:1022—-1024.

Grover SS, Doda A, Gupta N, et al. (2017) New Delhi metallo-B-lactamase - type carbapenemases producing
Escherichia coli isolates from hospitalized patients: A pilot study. Indian J Med Res, 146(1):105-110.
Haldorsen BC, Simonsen GS, Sundsfjord A, et al. (2014) Increased prevalence of aminoglycoside resistance
in clinical isolates of Escherichia coli and Klebsiella spp. in Norway is associated with the acquisition of
AAC(3)-I1 and AAC(6")-Ib. Diagn Microbiol Infect Dis, 78(1):66—69.

Halliwell B, Clement MV, Long LH (2000) Hydrogen peroxide in the human body. FEBS Lett, 486:10-13.
Hannan TJ, Totsika M, Mansfield KJ, et al. (2012) Host-pathogen checkpoints and population bottlenecks in
persistent and intracellular uropathogenic E. coli bladder infection. FEMS Microbiol Rev, 36:616—648.
Hauber DJ, Grogan DW, DeBry RW (2016) Mutations to lesspreferred synonymous codons in a highly
expressed gene of Escherichia coli: fitness and epistatic interactions. PLoS ONE, 11(1):e0146375.
Horinouchi T, Suzuki S, Kotani H, et al. (2017) Prediction of Cross-resistance and Collateral Sensitivity by
Gene Expression profiles and Genomic Mutations. Sci Rep, 7(1):140009.

Hsu YH, Chung MW, Li TK. (2006) Distribution of gyrase and topoisomerase IV on bacterial nucleoid:
implications for nucleoid organization. Nucleic Acids Res, 34(10):3128-38.

Hunstad DA, Justice SS. (2010) Intracellular lifestyles and immune evasion strategies of uropathogenic
Escherichia coli. Annu Rev Microbiol, 64:203-221.

Huovinen P, Sundstrom L, Swedberg G, et al. (1995) Trimethoprim and sulfonamide resistance. Antimicrob
Agent Chemother, 39(2):279-289

Ito A, May T, Kawata K, et al. (2007) Significance of rpoS during maturation of Escherichia coli biofilms.
Biotechnol Bioeng, 99:1462—-1471.

Jacoby GA. (2009) AmpC B-Lactamases. Clin Microbiol Rev, 22(1):161-82.

Jlili NEH, R’ejiba S, SmaouiH et al (2014) Trend of plasmid mediated quinolone resistance gene sat the
Children’s Hospital in Tunisia. ] Med Microbiol 63(2):195-202.

Justice SS, Hung C, Theriot JA, et al. (2004) Differentiation and developmental pathways of uropathogenic
Escherichia coli in urinary tract pathogenesis. Proc Natl Acad Sci, 101:1333-1338.

Kai-Larsen Y, Luthje P, Chromek M, et al. (2010) Uropathogenic Escherichia coli modulates immune
responses and its curli fimbriae interact with the antimicrobial peptide LL-37. PLoS Pathog, 6:1-16.

Kallen A, Welch HG, Sirovich BE (2006) Current antibiotic therapy for isolated urinary tract infections in
women. Arch Intern Med, 166(6):635-639

Kao JS, Stucker DM, Warren JW, et al. (1997) Pathogenicity island sequences of pyelonephritogenic
Escherichia coli CFT073 are associated with virulent uropathogenic strains. Infect. Immun, 65:2812-2820.
Kaplan JB. (2011) Antibiotic-induced biofilm formation. Int. J. Artif. Organs, 34:737-751.

31



Wioletta Adamus-Biatek Zatgcznik nr 2a do wniosku o przeprowadzenie postepowania habilitacyjnego

57.

58.

59.

60.

61.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

68.

69.

70.

71.

72.

73.

74.

75.

76.

71.

78.

79.

80.

81.

Koeck JL, Arlet G, Philippon A, et al. (1997) A plasmid-mediated CMY-2 betalactamase from an Algerian
clinical isolate of Salmonella senftenberg. FEMS Microbiol Lett, 152(2):255-260

Konca C, Tekin M, Uckardes F, et al. (2016) An overview of antibacterial resistance patterns of pediatric
community-acquired urinary infections. Pediatr Int. doi:10.1111/ped.1313

Korzeniewska E, Korzeniewska A, Harnisz M (2013) Antibiotic resistant Escherichia coli in hospital and
municipal sewage and their emission to the environment. Ecotoxicol Environ Saf, 91:96—-102.

Krasowska A, Sigler K (2014) How microorganisms use hydrophobicity and what does this mean for human
needs? Front Cell Infect Microbiol, 4:112.

Kurazono H, Nakano M, Yamamoto S, et al. (2003) Distribution of the usp gene in uropathogenic Escherichia
coli isolated from companion animals and correlation with serotypes and size-variations of the pathogenicity
island. Microbiol Immunol, 47:797-802.

Liao K, Chen Y, Wang M, et al. (2017) Molecular characteristics of extended-spectrum B-lactamase-producing
Escherichia coli and Klebsiella pneumoniae causing intra-abdominal infections from 9 tertiary hospitals in
China. Diagn Microbiol Infect Dis, 87(1):45-48.

Liu Y, Yang S, Xu H (2004) The influence of cell and substratum surface hydrophobicities on microbial
attachment. J Biotechnol, 110:251-256.

Long LH, Evans PJ, Halliwell B (1999) Hydrogen Peroxide in human urine: implications for antioxidant
defense and redox regulation. Biochem Biophys Res Commun, 262:605-609.

Ma Q, Wood TK (2009) OmpA influences Escherichia coli biofilm formation by repressing cellulose
production through the CpxRA two-component system. Environ Microbiol, 11(10):2735-2746.

Mammeri H, Loo M, Poirel L, et al. (2005) Emergence of plasmid-mediated quinolone resistance in
Escherichia coli in Europe. Antimicrob Agent Chemother, 49(1):71-6.

Marquet A, Vibet MA, Caillon J, etal. (2018) Is There an Association Between Use of Amoxicillin-Clavulanate
and Resistance to Third-Generation Cephalosporins in Klebsiella pneumoniae and Escherichia coli at the
Hospital Level? Microb Drug Resist, 24(7):987-994.

Martinez-Martinez L, Fernandez F, Perea EJ. (1999) Relationship between haemolysis production and
resistance to fluoroquinolones among clinical isolates of Escherichia coli. J. Antimicrob. Chemother, 43:277—
279.

Matuschek E, Brown DFJ, Kahlmeter G (2014) Development of the EUCAST disk diffusion antimicrobial
susceptibility testing method and its implementation in routine microbiology laboratories. Clin Microbiol
Infect, 20(4):0255-0266

McDonald LC, Chen FJ, Lo HJ, et al. (2001) Emergence of reduced susceptibility and resistance to
fluoroquinolones in Escherichia coli in Taiwan and contributions of distinct selective pressures. Antimicrob
Agents Chemother, 45:3084-3091

Miller C, Thomsen LE, Gaggero C, et al. (2004) SOS response induction by beta-lactams and bacterial defense
against antibiotic lethality. Science, 305(5690):1629—-163.

Miyazaki J, Ba-Thein W, Kumao T, et al. (2002) Type 1, P and S fimbriae, and afimbrial adhesin I are not
essential for uropathogenic Escherichia coli to adhere to and invade bladder epithelial cells. FEMS Immunol
Med Microbiol, 33:23-26.

Mlynek KD, Callahan MT, Shimkevitch AV, et al. (2016) Effects of Low-Dose Amoxicillin on Staphylococcus
aureus USA300 Biofilms. Antimicrob Agents Chemother, 22;60(5):2639-51.

Norinder BS, Luthje P, Yadav M, et al. (2011) Cellulose and PapG are important for Escherichia coli causing
recurrent urinary tract infection in women. Infection, 39:571-574.

Obolski U, Dellus-Gur E, Stein GY, et al. (2016) Antibiotic cross-resistance in the lab and resistance co-
occurrence in the clinic: discrepancies and implications in E.coli. Infect Genet Evol 40:155—161.

Ojdana D, Sacha P, Wieczorek P, et al. (2014) The occurrence of blaCTX-M, blaSHV, and blatem genes in
extendedspectrum B-lactamase-positive strains of Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli, and Proteus
mirabilis in Poland. Int J Antibiot, https ://doi.org/10.1155/2014/93584 2

Parajuli NP, Maharjan P, Parajuli H, et al. (2017) High rates of multidrug resistance among uropathogenic
Escherichia coli in children and analyses of ESBL producers from Nepal. Antimicrob Resist Infect Control,
11:6-9.

Peterson E, Kaur P. (2018) Antibiotic Resistance Mechanisms in Bacteria: Relationships Between Resistance
Determinants of Antibiotic Producers, Environmental Bacteria, and Clinical Pathogens. Front Microbiol,
30;9:2928

Rahman M, Mukhopadhyay C, Rai RP, et al. (2018) Novel variant NDM-11 and other NDM-1 variants in
multidrug-resistant Escherichia coli from South India. J Glob Antimicrob Resist, 14:154-157.

Ranieri MR, Whitchurch CB, Burrows LL. (2018) Mechanisms of biofilm stimulation by subinhibitory
concentrations of antimicrobials. Curr Opin Microbiol, 24;45:164-169.

Ranjit DK, Young KD (2013) The Rcs Stress response and accessory envelope proteins are required for de
novo generation of cell shape in Escherichia coli. J Bacteriol, 195:2452-2462.

32



Wioletta Adamus-Biatek Zatgcznik nr 2a do wniosku o przeprowadzenie postepowania habilitacyjnego

82.

83.

84.

85.

86.

87.

88.

&9.

90.

91.

92.
93.

94.

95.

96.

97.

98.

99.

100.

101.

102.

103.

104.

105.

106.

107.

108.

Rognoni C, Tarricone R (2017) Intermittent catheterisation with hydrophilic and nonhydrophilic urinary
catheters: systematic literature review and meta-analyses. BMC Urol, 17(1):4.

Saito R, Sato K, Kumita W, et al. (2006) Role of type II topoisomerase mutations and AcrAB efflux pump in
fluoroquinolone-resistant clinical isolates of Proteus mirabilis. J Antimicrob Chemother, 58(3):673-7.
Sanchez-Cespedes J, Saez-Lopez E, Frimodt-Mrller N, et al. (2015) Effects of a mutation in the gyrA gene on
the virulence of uropathogenic Escherichia coli. Antimicrob Agents Chemother, 59(8):4662—-4668

Schembri MA, Hjerrild L, Gjermansen M, et al. (2003) Differential expression of the Escherichia coli
autoaggregation factor antigen 43. J Bacteriol, 185(7):2236-2242.

Schembri MA, Kjaergaard K, Klemm P (2003) Global gene expression in Escherichia coli biofilms. Mol
Microbiol, 48:253-267.

Schroeder M, Brooks BD, Brooks AE. (2017) The Complex Relationship between Virulence and Antibiotic
Resistance. Genes (Basel), 18;8(1).

Serpersu EH, Ozen C, Wright E. (2008) Studies of enzymes that cause resistance to aminoglycosides
antibiotics. Methods Mol Med, 142:261-71.

Shahi SK, Singh VK, Kumar A (2013) Detection of Escherichia coli and associated p-lactamases genes from
diabetic foot ulcers by multiplex PCR and molecular modeling and docking of SHV-1, TEM-1, and OXA-1 f-
lactamases with clindamycin and piperacillin-tazobactam. PLoS ONE, 8(7):¢68234

Silveira WD, Benetti F, Lancellotti M, et al. (2001) Biological and genetic characteristics of uropathogenic
Escherichia coli strains. Rev Inst Med Trop, 43:303-310.

Skéld O (2001) Resistance to trimethoprim and sulfonamides. Vet Res, 32:261-273.

Sokurenko E (2016) Pathoadaptive Mutations in Uropathogenic Escherichia coli. Microbiol Spectr, 4(2)
Soleimani N, Aganj M, Ali L, Shokoohizadeh L, et al. (2014) Frequency distribution of genes encoding
aminoglycoside modifying enzymes in uropathogenic E. coli isolated from Iranian hospital. BMC Res Notes,
7:842.

Soto SM, Jimenez de Anta MT, Vila J (2006) Quinolones induce partial or total loss of pathogenicity islands
in uropathogenic Escherichia coli by SOS-dependent or -independent pathways, respectively. Antimicrob
Agents Chemother, 50(2):649-53.

Spiers AJ, Bohannon J, Gehrig SM, et al. (2003) Biofilm formation at the air-liquid interface by the
Pseudomonas fluorescens SBW25 wrinkly spreader requires an acetylated form of cellulose. Mol Microbiol
50:15-27.

Stefaniuk E, Suchocka U, Bosacka K, et al. (2016) Etiology and antibiotic susceptibility of bacterial pathogens
responsible for community-acquired urinary tract infections in Poland. Eur J Clin Microbiol Infect Dis,
35:1363-13609.

Subashchandrabose S, Mobley HLT (2015) Virulence and Fitness Determinants of Uropathogenic Escherichia
coli. Microbiol Spectr, 3(4)

Supek F (2016) The code of silence: widespread associations between synonymous codon biases and gene
function. J Mol Evol, 82(1):65-73.

Suzuki S, Horinouchi T, Furusawa C. (2014) Prediction of antibiotic resistance by gene expression profiles.
Nat Commun, 5:5792.

Terlizzi ME, Gribaudo G, Maffei ME (2017) UroPathogenic Escherichia coli (UPEC) Infections: Virulence
Factors, Bladder Responses, Antibiotic, and Non-antibiotic Antimicrobial Strategies. Front Microbiol, 8:1566
Thong KL, Ngoi ST, Chai LC, et al. (2016) Quinolone resistance mechanisms among Salmonella enterica in
Malaysia. Microb Drug Resist, 22(4):259-272.

Tran JH, Jacoby GA, Hooper DC (2005) Interaction of the plasmid-encoded quinolone resistance protein QnrA
with Escherichia coli topoisomerase IV. Antimicrob Agents Chemother, 49(7):3050-3052.

Trautner BW. (2018) Fluoroquinolones for urinary tract infection and within-household spread of resistant
Enterobacteriaceae: the smoking gun. Clin Microbiol Infect, 24(9):929-930.

Wei J, Lee JM, Smulski DR, et al. (2001) Global impact of sdiA amplification revealed by comprehensive gene
expression profiling of Escherichia coli. J Bacteriol, 183:2265-2272.

Wiles TJ, Kulesus RR, Mulvey MA (2008) Origins and virulence mechanisms of uropathogenic Escherichia
coli. Exp Mol Pathol, 85(1):11-9.

Williams DH, Schaeffer AJ (2004) Current concepts in urinary tract infections. Minerva Urol Nefrol, 56:15-
31.

Winokur PL, Brueggemann A, DeSalvo DL, et al. (2000) Animal and human multidrug-resistant,
cephalosporin-resistant salmonella isolates expressing a plasmid-mediated CMY-2 AmpC beta- lactamase.
Antimicrob Agents Chemother, 44(10):2777-2783

Winokur PL, Vonstein DL, Hoffman LJ, et al. (2001) Evidence for transfer of CMY-2 AmpC B-lactamase
plasmids between Escherichia coli and Salmonella isolates from food animals and humans. Antimicrob Agent
Chemother, 45(10):2716-2722

33



Wioletta Adamus-Biatek Zatgcznik nr 2a do wniosku o przeprowadzenie postepowania habilitacyjnego

109.

110.

111.

112.

113.

114.
115.

116.

van der Bij K, van Dijk K, Muilwijk J, et al. (2012) Clinical breakpoint changes and their impact on surveillance
of antimicrobial resistance in Escherichia coli causing bacteraemia. Clin Microbiol Infect, 18:E466—E472.
Zhanel GG, Hoban DJ, Harding GK (1992) Subinhibitory antimicrobial concentrations: A review of in vitro
and in vivo data. Can J Infect Dis, 3(4):193-201.

Yang W, Zhang M, Zhou J, et al. (2017) The molecular mechanisms of ciprofloxacin resistance in clinical
Campylobacter jejuni and their genotyping characteristics in Beijing. China Foodborne Pathog Dis, 4(7):386—
392.

Yayan J, Ghebremedhin B, Rasche K. (2015) No Development of Imipenem Resistance in Pneumonia Caused
by Escherichia coli. Medicine (Baltimore), 94(25):¢1020.

Yuri K, Nakata K, Katae H, et al. (1998) Distribution of uropathogenic virulence factors among Escherichia
coli strains isolated from dogs and cats. Vet Med Sci, 60(3):287-90.

Zgur-Bertok D. (2013) DNA Damage Repair and Bacterial Pathogens. PLoS Pathog, 9(11): e1003711.

Zhang W, Sun J, Ding W, et al. (2015) Extracellular matrix-associated proteins form an integral and dynamic
system during Pseudomonas aeruginosa biofilm development. Front Cell Infect Microbiol, 5:40.

Zhou G, Mo W], Sebbel P, et al., (2001) Uroplakin Ia is the urothelial receptor for uropathogenic Escherichia
coli: evidence from in vitro FimH binding. J Cell Sci, 114(22):4095—4103.

34



Wioletta Adamus-Biatek Zatgcznik nr 2a do wniosku o przeprowadzenie postepowania habilitacyjnego

5.  Omowienie pozostatych osiggnie¢ naukowo — badawczych

5.1. Realizowane tematy badawcze

Poza przedstawionym cyklem publikacji, wyszczegdélnionym w osiggnieciu naukowym jestem
wspotautorem 12 publikacji oryginalnych, opublikowanych w recenzowanych czasopismach o tacznej
liczbie punktéw Impact Factor 10,213 (MNiSzW 136). W przypadku 6 prac jestem pierwszym i
korespondencyjnym* autorem. Jestem réwniez wspotautorem 28 doniesien konferencyjnych o zasiggu
krajowym, migdzynarodowym lub zagranicznym. Uzyskane wyniki prowadzonych badan zostaly
podzielone na pi¢¢ obszaréw tematycznych, do ktorych przyporzadkowane zostaly odpowiednie

publikacje:

I. Wykorzystanie sekwencji TRS w genotypowaniu i analizie epidemiologicznej bakterii
1. Adamus-Bialek W*., Wojtasik A., Majchrzak M., Sosnowski M., Parniewski P., (CGG)4-based PCR
as a Novel Tool for Uropathogenic Escherichia coli Discrimination: Comparison with ERIC-PCR,
Journal of Clinical Microbiology, 2009, 47(12):3937-44
IF: 4,162; MNiSzW 24
Moj wktad w powstanie tej pracy polegat na udziale w tworzeniu koncepcji pracy, przeprowadzeniu czesci
eksperymentalnej, analizie i interpretacji wynikow badan, przygotowaniu manuskryptu i jego korekcie po

uzyskaniu recenzji. Moj udziat procentowy szacuje na 50%.

2. Wojtasik A., Majchrzak M., Adamus-Bialek W., Augustynowicz-Kopec E., Zwolska Z., Dziadek J.,
Parniewski P., Trinucleotide repeat sequence-based PCR as a potential approach for genotyping
Mycobacterium gordonae strains., Journal of Microbiological Methods, 2011, 85(1):28-32

IF: 2,086, MNiSzW 25

Moj wkiad w powstanie tej pracy polegat na udziale w tworzeniu koncepcji pracy, optymalizacji metody

TRS-PCR i interpretacji wynikow badan. Moj udziat procentowy szacuje na 10%.

I1. Zastosowanie spektroskopii FTIR i sztucznych sieci neuronowych w analizie genetycznej
i fenotypowej bakterii

3. Lechowicz L., Adamus-Bialek W., Kaca W.; Attenuated Total Reflectance Fourier Transform

Infrared Spectroscopy and Artificial Neural Networks Applied to Differentiate Escherichia coli
papG+/papG- strains., Journal of Spectroscopy, 2013, (2013), Article ID 538686, 3 pages,
http://dx.doi.org/10.1155/2013/538686

IF: 0, MNiSzW 0
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Moj wkitad w powstanie tej pracy polegat na udziale w tworzeniu koncepcji pracy, przeprowadzeniu czesci
eksperymentalnej (przygotowanie materiatu badawczego, reakcja PCR specyficzna wobec genu papC) i

interpretacji wynikow badan. Moj udziat procentowy szacuje na 25%.

4. LechowiczL., Urbaniak M., Adamus-Bialek W., Kaca W., The use of infrared spectroscopy and

artificial neural networks for detection of uropathogenic Escherichia coli strains' susceptibility to
cephalothin., Acta Biochimica Polonica, 2013, 60(4): 713-718

IF 1,389, MNiSzW 15

Moj wktad w powstanie tej pracy polegat na udziale w tworzeniu koncepcji pracy, przeprowadzeniu czesci

eksperymentalnej (przygotowaniu materiatu badawczego) i interpretacji wynikow badan. Moj udziat

procentowy szacuje na 25%.

II1. Analizy sanitarne wybranych $rodowisk
5. Adamus-Bialek W.*, Karwacka K., Bak L., Microflora of the selected water reservoirs in
Swietokrzyskie Voivodship, Acta Biochimica Polonica, 2013, 60(4): 689-693
IF 1,389, MNiSzW 15

Moj wkiad w powstanie tej pracy polegat na udziale w tworzeniu koncepcji pracy, przeprowadzeniu czesci
eksperymentalnej (zaplanowanie prac eksperymentalnych i udziat w ich realizacji), interpretacji wynikow
badan, przygotowanie manuskryptu i korespondencji w trakcie rcenzji artykutu. Moj udzial procentowy

szacuje na 65%.

6. Adamus-Biatek W.*, Wawszczak M., Filipiak A., Wozniak A., Jasek P., Gluszek S., Sanitary state
of surface waters in Swietokrzyskie voivodeship, Medical Studies, 2019, 35(1):10-15
IF 0, MNiSzW 10

Moj wktad w powstanie tej pracy polegal na stworzeniu koncepcji pracy, przeprowadzeniu czesci
eksperymentalnej (zaplanowanie prac eksperymentalnych i udziat w ich realizacji), interpretacji wynikow
badan, przygotowanie manuskryptu i korespondencji w trakcie rcenzji artykutu. Moj udziat procentowy

szacuje na 70%.

7. Adamus-Biatek W.*, Wawszczak M., Zastosowanie sekwencji 16S rRNA w identyfikacji

bakteryjnego DNA izolowanego z réznych materiatéw, Rocznik Swictokrzyski seria B — nauki
przyrodnicze; 2014; 35:3-14

IF 0, MNiSzW 1

Moj wkitad w powstanie tej pracy polegat na opracowaniu koncepcji pracy, przeprowadzeniu czesci

eksperymentalnej (zaplanowanie prac eksperymentalnych i udziat w ich realizacji), interpretacji wynikow

badan, udziat w przygotowaniu manuskryptu i korespondencji w trakcie rcenzji artykutu. Moj udziat

procentowy szacuje na 70%.
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8. Adamus-Biatek W.*, J6zwiak M., Wawszczak M., Mikrobiologiczne zanieczyszczenie powietrza w

centralnej czesci Gor Swietokrzyskich, Rocznik Swictokrzyski Seria B — nauki przyrodnicze; 2014;
35:13-25;

IF 0, MNiSzW 1

Moj wktad w powstanie tej pracy polegat na opracowaniu koncepcji pracy, przeprowadzeniu czesci

eksperymentalnej (zaplanowanie prac eksperymentalnych i udziat w ich realizacji), interpretacji wynikow

badan, udziat w przygotowaniu manuskryptu i korespondencji w trakcie rcenzji artykutu. Moj udziat

procentowy szacuje na 70%.

9. Adamus-Bialek W.*, Wawszczak M., Swiercz A., Impact of sewage treatment plant on local

environment; Proceeding of Ecopole, 2015, 9(2):4-7
IF 0, MNiSzW 9
Moj wktad w powstanie tej pracy polegal na opracowaniu koncepcji pracy, przeprowadzeniu czesci
eksperymentalnej (zaplanowanie prac eksperymentalnych i udziat w ich realizacji), interpretacji wynikow
badan, udziat w przygotowaniu manuskryptu i korespondencji w trakcie rcenzji artykutu. Moj udzial

procentowy szacuje na 70%.

10. Adamus-Bialek W.*, Wawszczak M., Microbiological contamination of food, Ecol Chem Eng A,
2015, 22(4):509-516

IF 0, MNiSzW 11

Moj wktad w powstanie tej pracy polegat na opracowaniu koncepcji pracy, przeprowadzeniu czesci

eksperymentalnej (zaplanowanie prac eksperymentalnych i udzial w ich realizacji), interpretacji wynikow

badan, udzial w przygotowaniu manuskryptu i korespondencji w trakcie rcenzji artykutu. Moj udziat

procentowy szacuje na 70%.

Iv. Badanie wplywu komplekéw metali ciezkich na produkcje¢ piowerdyny i piocjaniny P.
aeruginosa

11. Galczynska K., Kurdziel K., Adamus-Bialek W., Wasik S., Szary K., Drabik M., Wegierek-Ciuk A.,

Lankoff A., Arabski M., The effects of nickel(II) complexes with imidazole derivatives on pyocyanin

and pyoverdine production by Pseudomonas aeruginosa strains isolated from cystic fibrosis; Acta
Biochimica Polonica, 2015, 62(4):739-745

IF: 1,187, MNiSzW 15

Moj wkitad w powstanie tej pracy polegat na przeprowadzeniu czesci eksperymentalnej (analiza wptywu

badanych zwiqzkow na szczepy P. aerugiosa) analizie i interpretacji wynikow przeprowadzonych badan,

udziale w przygotowaniu manuskryptu. Moj udziat procentowy szacuje na 20%.

V. Analiza genetyczna choréb metabolicznych czlowieka
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12. Suliga E., Koziet D., Ciesla E., Rebak D., Wawszczak M., Adamus-Biatek W., Naszydtowska E.,

Piechowska A., Gluszek S., Omentin rs2274907 gene polymorphism and the risk of metabolic
syndrome: a preliminary report, Medical Studies, 2018; 34(4):267-275

IF 0, MNiSzW 10

Moj wkiad w powstanie tej pracy polegal na udziale w zaplanowaniu i w przeprowadzeniu badan

laboratoryjnych, interpretacji wynikow badan. Moj udziat procentowy szacuje na 10%.

Genetyka bakterii zaczelam interesowal si¢ juz w czasie studidow magisterskich na kierunku
biologia Akademii Swigtokrzyskiej w Kielcach. Realizujac wowczas prace magisterska pt. “Analiza
mutantéw transpozonowych Proteus mirabilis S1959 w reakcjach z surowicami anty-O3 i anty-R110” w
Zakladzie Mikrobiologii miatam okazje pozna¢ wiele technik zar6wno biologii molekularnej, jak i
mikrobiologii. Uzyskane w trakcie badan mutanty transpozonowe P. mirabilis poddawatam migdzy
innymi analizom na wzrost rozpetzty i w reakcji z surowicami anty-O3 i anty-R110 stosujac test ELISA.
Wiedza i umiejgtnosci zdobyte w tym okresie zainspirowaly mnie do dalszego rozwoju naukowego.
Szczegodlnie interesujace byly dla mnie mechanizmy adaptacyjne bakterii, ktore pozwalajg im przezy¢ i
funkcjonowa¢ w niekorzystnych warunkach $rodowiska. Rozpoczetam studia doktoranckie na
Uniwersytecie £.6dzkim, a badania eksperymentalne prowadzitam w Pracowni Genetyki Molekularne;j
IBM PAN w Lodzi pod opieka dr hab. Pawta Parniewskiego. Przebywajac w $rodowisku wybitnych
naukowcow mialam szanse korzysta¢ z ich wiedzy i znajomosci technik biologii molekularnej. Wtedy
zaczetam interesowaé si¢ patogenno$cia Escherichia coli zakazajacych uklad moczowy, co bylo
pierwotnym celem mojej pracy doktorskiej. Zebratam kolekcje 127 klinicznych szczepow E. coli
wyizolowanych z moczu pacjentow ze zdiagnozowanym zakazeniem ukladu moczowego. Nastepnie
opracowatam i przeprowadzilam analiz¢ multiplex-PCR na obecnos¢ 6 wybranych genoéw kodujacych
specyficzne czynniki patogennosci. Na podstawie danych literaturowych zostalty wyselekcjonwane takie
czynniki patogennosci, ktore najlepiej korelowaty z uropatogennoscia E. coli: fimbria Typu 1, Fimbria P,
Fimbria S, cytotoksyczny czynnik nekrozy typu 1, hemolizyna a, bakteriocyna usp. Obecnos¢ badanych
gendw patogennosci zostata skorelowana z lekoopornoscia. Wykazano istotng statystycznie zalezno$¢
miedzy wystgpowaniem badanych genoéw, a wrazliwos$cig na fluorochinolony i odwrotnie. Juz wczesniej
podobna korelacja czynnikéw patogennosci z lekoopornoscia byta obserwowana u E. coli (Martinez-
Martinez i wsp., 1999; Vila i wsp., 2002; Horcajada i wsp., 2005). Gtéwnym osiggnigciem mojej pracy
doktorskiej bylo opracowanie techniki genotypowania szczepow E. coli wykorzystujacej
trojnukleotydowe sekwencje powtorzone (CGG)n. Byta to nowatorska metoda dajaca jak do tej pory
najwyzszy stopien powtarzalnosci uzyskiwanych wynikéw analiz oraz pozwalajgca na bardzo szerokie
réznicowanie bakterii — uwzglednia glebokie klonalne roznice genetyczne migdzy poszczegdlnymi
izolatami bateryjnymi. Jednak co najwazniejsze, nowo opracowang technikg mozliwe byto zroznicowanie
szczepow na dwie odrgbne biologicznie grupy — I grupa szczepow o wysokiej patogennosci (obecnosé

badanych gendéw kodujacych czynniki patogennosci) 1 wrazliwosci na fluorochinolony, II grupa szczepow
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o niskim potencjale patogennos$ci (brak genow kodujacych czynniki patogennos$ci) i wysokiej opornosci
na fluorochinolony. Wyniki tych badan opublikowane zostaty w pracy (CGG)4-based PCR as a Novel
Tool for Uropathogenic Escherichia coli Discrimination: Comparison with ERIC-PCR, Adamus-
Bialek W*., Wojtasik A., Majchrzak M., Sosnowski M., Parniewski P., Journal of Clinical
Microbiology, 2009, 47(12):3937-44. Badania te wprowadzity do biologii molekularnej nowa technike
genotypowania bakterii oraz pozwolily udowodnic, ze z chorobotworczoscia szczepow E. coli zwigzane
sa trojnukleotydowe sekwencje powtorzone. Mozna wnioskowac, ze niestabilno$¢ sekwencji TRS jest
powigzana z mechanizmami naprawy DNA jak np. mechanizm SOS, ktory jest indukowany przez
fluorochinolony (Soto i wsp., 2006). Uniwersalno$¢ tej metody w genotypowaniu bakterii
chorobotworczych udowodniona zostala w kolejnej pracy Trinucleotide repeat sequence-based PCR
as a potential approach for genotyping Mycobacterium gordonae strains, Wojtasik A., Majchrzak
M., Adamus-Bialek W., Augustynowicz-Kopec E., Zwolska Z., Dziadek J., Parniewski P., Journal
of Microbiological Methods, 2011, 85(1):28-32. W tym przypadku, inna sekwencja TRS — (CAC)4

okazala si¢ by¢ uzyteczna w szybkiej i glebokiej analizie klonalnej trudnych w diagnostyce niegruzliczych
pratkow M. gordonae, ktére roOwniez maja istotne znaczenie kliniczne i epidemiologiczne. Nowo
opracowania technika genotypowania TRS-PCR wykorzystujaca rézne trojnukleotydowe sekwencje
powtdrzone jest obiecujacym narzedziem w badaniach epiemiologicznych. Waza cecha tej techniki jest
wysoki indeks réoznicowania szczepdw i ponad 90% powtarzalno$¢ uzyskiwanych profili genetycznych,
co ja odr6znia od innych metod genotypowania oprartych rowniez na sekwencjach powtarzalnych jak np.
ERIC-PCR.

Poszukiwanie nowych i alternatywnych technik réznicowania drobnoustrojow opiera si¢ przede
wszystkim na ograniczeniu kosztow i skroceniu czasu przeprowadzenia analizy. Ma takze na celu szybkie
i proste zidentyfikowanie waznych klinicznie drobnoustrojow lub ich wlasciwos$ci. Po opracowaniu nowej
techniki genotypowania bakterii opartej o sekwencje TRS zostalam zaproszona do wspoélpracy z
Zespotem Naukowym prof. dr hab. Wiestawa Kacy (Kierownikiem Zaktadu Mikrobiologii UJK).
Zaadoptowalismy zaawansowang technike atenuowanej spektroskopii w podczerwieni z transformacija
Fouriera ATR FT-IR w analizie genetycznej i fenotypowej bakterii. Do odczytania skomplikowanych
widm IR bakterii w korelacji z ich wlasciwosciami zostaty opracowane tzw. sztuczne sieci neuronowe.
W pracy The use of infrared spectroscopy and artificial neural networks for detection of
uropathogenic Escherichia coli strains' susceptibility to cephalothin, LechowiczL., Urbaniak M.,

Adamus-Bialek W., Kaca W., Acta Biochimica Polonica, 60(4):713-718 2013 opisano po raz pierwszy

zastosowanie tej techniki w analizach mikrobiologicznych. Materiatem badawczym byla kolekcja
uropatogennych szczepow Escherichia coli, ktoérag wykorzystatam w poprzednich badaniach. Uzyskane
widma IR specyficzne dla kazdego szczepu zostaly skorelowane z wrazliwosciag na cefalotyne.
Zaskakujace okazato si¢, ze otrzymane bakteryjne widma IR mozna dalej interpretowac poszukujac
korelacji z innymi wasciwosciami bakterii. Nowatorska technika okazata si¢ uzyteczna roéwniez w

genetycznym roznicowaniu badanych szczepoéw E. coli. Z dokladnoscia powyzej 80% wykazano
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powiazanie poszczegolnych widm IR z obecnoscig lub brakiem genu papG w grupie badanych szczepow
bakteryjnych. Wyniki badan zostaly opublikowane w pracy Attenuated Total Reflectance Fourier
Transform Infrared Spectroscopy and Artificial Neural Networks Applied to Differentiate

Escherichia coli papG+/papG- strains, Lechowicz L. Adamus-Bialek W., Kaca W., Journal of
Spectroscopy, 2013, (2013), Article ID 538686, 3 pages, http://dx.doi.org/10.1155/2013/538686. Nic
jest wyjasnione na jakiej podstawie odbywa si¢ interpretacja widm bakteryjnych. Prawdopodobnie jest to
ogoblny profil molekularny ale niezbgdne sg dalsze analizy do wyjasnienia specyfiki komponentow
chemicznych korelujacych z poszczegdlnymi wtasciwosciami bakterii. Szybka i prosta technika ATR FT-
IR stwarza nowe mozliwosci diagnostyczne ale dalsze badania sa niezbgdne do stworzenia referencyjnego
banku danych i narzedzi do rutynowe;j interpretacji uzyskiwanych widm bakteryjnych.

W obrebie prowadzonych przeze mnie badan mikrobiologicznych, interakcje bakterii ze
srodowiskiem oraz czynniki, ktore moga wplywac na ich wystepowanie byty dla mnie kolejng inspiracja
do rozwoju naukowego. Wieloletnia praca w Katedrze Ochrony i Ksztattowania Srodowiska Wydziatu
Matematyczno — Przyrodniczego UJK przyczynita si¢ do poszerzenia swoich zainteresowan naukowych
o aspekt epidemiologiczny w badaniach srodowiskowych. Prowadzitam szereg analiz o zasiegu lokalnym,
ktére uwzgledniaty wystepowanie bakterii w roznych srodowiskach t. j. zbiorniki wodne, osady denne,
powietrze, produkty spozywcze, oczyszczalnie Sciekow. Jednym z waznych problemdéw srodowiskowych
jest nieodpowiednia jako$¢ wod powierzchniowych na §wiecie, na ktorg najwiekszy wptyw maja czynniki
ekonomicznie i §rodowiskowe danego terytorium (Mazari-Hiriart i wsp., 2008; Hlavsa i wsp. 2011).
Wiele organizacji, zard6wno na calym §wiecie oraz w Polsce angazuja si¢ w ochrone i kontrole zasobow
wodnych. Mimo to, przy obecnych tendencjach, wigcej niz pdt miliarda ludzi nie ma dostgpu do
odpowiedniej jakosci wody. Kazdego roku zaniczyszczona woda w polaczeniu z brakiem dostepu do
podstawowych warunkow sanitarnych przyczynia si¢ do $mierci co najmniej 1,6 miliona dzieci w wieku
ponizej pigciu lat (Joint Monitoring Programme for Water Supply and Sanitation, 2006). Polska jest wsrod
krajow o niewystarczajacych zasobach wodnych, ktore charakteryzuja si¢ znacznym zanieczyszczeniem,
zmienno$cig sezonowg 1 nierownym rozktadem terytorialnym (Gtéwny Urzad Statystyczny, 2013).
Podstawowym i czgsto jedynym badaniem wykonywanym w stacjach sanitarno — epidemiologicznych
jest ocena wystgpowania drobnoustrojow katowych, glownie Escherichia coli i Enterococcus sp.
(Toranzos i McFeters, 1998; Bartram & Rees, 2000; Jones i wsp., 2002; Pickup i wsp., 2003). Niestety,
wystepuje wysokie ryzyko wystepowania wielu innych niebezpiecznych patogennych gatunkéw bakterii
jak na przyktad patogenne szczepy E. coli (VTEC, EHEC), Salmonella spp., Shigella sp., Clostridium
perfringens, Listeria monocytogenes, Vibrio cholerae (Mazari-Hiriart i wsp., 2001, Le Dantec et al., 2002;
Smylla i wsp., 2003; Hlavsa i wsp., 2011; ECDC, 2012, Jones i wsp., 2002; ECDC, 2012). Majac na
wzgledzie powyzsze, we wspolpracy z dr Lukaszem Bakiem z Politechniki Swietokrzyskiej podjelismy
si¢ szczegdtowej analizy wybranych zbiornikoéw wodnych wojewddztwa swigtokrzyskiego. Moje badania
obejmowaty analiz¢ obecnosci wskaznikéw mikrobiologicznych (ogoélna liczba bakerii mezofilnych i

psychrofilnych, bakterie grupy coli, Escherichia coli, Salmonella spp., Shigella sp., Enterococcus
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faecalis, Clostridium perfringens) w wodzie i osadzie dennym danego zbiornika, a wyniki opublikowano
w Microflora of the selected water reservoirs in Swietokrzyskie Voivodship, Adamus-Bialek W.*,

Karwacka K., Bak L., Acta Biochimica Polonica, 2013, 60(4):689-693. Zaobserwowano duze

zroznicowanie w ogolnej liczbie bakterii i brak korelacji z innymi parametrami badanych zbiornikow, czy
warunkow $rodowiska. W kazdym zbiorniku w wodzie i osadzie dennym wykazano obecnos¢ wszystkich
badanych bakterii (zimg i/lub wiosng), w niektorych przypadkach warosci przekraczaty 50 cfu/ml w
wodzie lub 50 cfu/g w osadzie dennym. Obecno$¢ bakterii Shigella sp. 1 Salmonella spp. zostata
potwierdzona prawie we wszystkich badanych zbiornikach wodnych. Nalezy podkresli¢, ze wartosci te
uzyskiwane byly dla prob wody pobieranych réwniez w okresie zimy, mozna wigc spodziewac si¢, ze
przy wzroscie temperatury, szczeg6lnie latem, liczebno$¢ bakterii bedzie wzrasta¢. Co wiecej, wyniki
wskazuja, ze osad denny moze stanowi¢ pewnego rodzaju rezerwuar groznych patogendéw. Szczegolnie
niepokojacy jest fakt, ze w okresie lata zbiorniki te peilnia funkcje rekreacyjne, ale gminy nie sa
zobowiazane do ich analizy sanitarnej, poniewaz nie spetniajg wymogow infrastrukturalnych, ktore by je
klasyfikowaty jako zbiorniki rekreacyjne wedtug standardéw UE. Podobne wyniki badan uzyskalismy w
kolejnych analizach opublikowanych w pracy Sanitary state of surface waters in Swietokrzyskie
voivodeship,Adamus-Bialek W.*, Wawszczak M., Filipiak A., Wozniak A., Jasek P., Gluszek S.,
Medical Studies, 2019, 35(1): 10-15. Miejsca badawcze obejmowaly kolejne trzy rzeki i dwa zbiorniki
wodne w wojewddztwie swigtokrzyskim. Probki wody byty badane pod wzgledem wystepowania bakterii
grupy coli, E. coli, bakterii mezofilnych i psychrofilnych. Obecnos$¢ E. coli zostata potwierdzona we
wszystkich analizowanych wodach powierzchniowych, jednak przekroczenie dopuszczalnych norm
sanitarnych dotyczylo rzeki Wisty and jeziora Szmaragdowego. Obecne w wodzie patogeny moga
infekowac ludzi, ktérzy nastgpnie mogg stac si¢ nosicielami np. salmonellozy, stanowiac grozne ogniwo
epidemiologiczne. Nadal dane epidemiologiczne podaja czgste wystgpowanie salmonelloz i shigelloz w
wielu krajach Europy. Przeprowadzone badania wlasne stanowig kolejny dowdd na to, ze srodowisko jest
doskonatym rezerwuarem patogennych bakterii, a spoteczno$¢ powinna by¢ bardziej swiadoma zagrozen
i mozliwosci ochrony przed groznymi patogenami pochodzenia srodowiskowego.

Innym materiatem, ktory zostat poddany analizie byty teflonowe wktadki filtracyjne asymilujgce
powietrze z wysokosci 30 m n.p.g. w Stacji Bazowej ZMSP Swiety Krzyz w Swietokrzyskim Parku
Narodowym oraz probki osadu czynnego (suchego i mokrego). Wyniki badan opublikowano w pracy
Zastosowanie sekwencji 16S rRNA w identyfikacji bakteryjnego DNA izolowanego z réznych

materialéw, Adamus-Bialek W.*, Wawszczak M., Rocznik Swi(;tokrzyski seria B — nauki

przyrodnicze, 2014, 35:3-14. Przeprowadzono izolacj¢ catkowitego DNA, ktore poddano analizie
metodg PCR wykrywajaca sekwencje 16S rRNA specyficzne dla bakterii nalezacych do Archaea lub
Eubacteria (Macrae, 2000). Uszyskano potwierdzenie obecnosci bakterii nalezacych tylko do Eubacteria.
Brak DNA specyficznego dla Archaea mogt wynikaé z niedostosowania techniki izolacji DNA, ze
wzgledu na zlozonos$¢ $ciany komorkowej bakterii nalezacych do tej domeny taksonomicznej. Mozna

wnioskowaé, ze zarowno filtry stosowane do analizy pytu powietrza jak i osad czynny to dobre materiaty
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do dalszych analiz metagenomowych i poszukiwania drobnoustrojow o unikalnych wtasciwosciach.
Dalsze badania skupialy si¢ na analizie fenotypowej wyizolowanych z filtrow bakterii metodami
fenotypowymi. Drobnoustroje inkubowano w réznych warunkach wzrostu i na réznych podlozach, a
nastgpne przeprowadzano podstawowe techniki identyfikacji drobnoustrojow na podstawie obserwacji
makroskopowej, mikroskopowej i wymagan zywieniowych. Zréznicowane warunki hodowli pozwolily
wyizolowa¢ szczepy odmienne pod wzgledem makroskopowym. Wybrane kolonie bakteryjne postuzy do
przygotowania barwionych preparatow mikroskopowych metoda Grama. Ponadto dokonano analizy
wiasciwosci biochemicznych wyizolowanych drobnoustrojow. Wyniki analiz opublikowano w pracy
Mikrobiologiczne zanieczyszczenie powietrza w centralnej czeSci Gor Swietokrzyskich, Adamus-
Bialek W.*, Jozwiak M., Wawszczak M., Rocznik Swietokrzyski Seria B — nauki przyrodnicze,
2014, 35:13-25. Na podstawie makrospkopowej oceny pojedynczych kolonii zaobserwowano duzy
poziom zroéznicowania szczepow, mimo powtarzajacych si¢ form komérkowych, widocznych w obrazie
mikroskopowym. W wigkszo$ci przewazaly bakterie heterotroficzne mezofilne. Prezentowane wyniki
przedstawiaja potencjal wykorzystania filtrow powietrza do poszukiwania drobnoustrojéw o
charakterystycznych whasciwo$ciach adaptacyjnych. Zrédtem analizowanego pyhlu przenoszonego przez
ruchy powietrza moga by¢ elektrownie, zaktady przemystowe, cieptownie, komunikacja i gospodarstwa
domowe. Istotny wplyw na stan powietrza atmosferycznego w regionie §wigtokrzyskim maja takze
odlegte osrodki miejsko — przemystowe (Gornoslaski Okreg Przemystowy GOP, region Morawskiej
Ostrawy w Czechach). Migjsca te stwarzajag specyficzne warunki, czesto o skrajnych parametrach, co
determinuje wystgpowanie drobnoustrojow o unikalnych wlasciwosciach metabolicznych. Prezentowana
praca ma charakter nowatorski, poniewaz nigdy z badanego terenu nie byly pobierane probki filtra do
badan mikrobiologicznych. Czynnikiem specyficznym jest rowniez wysokos¢ — 30 m od gruntu
ponad konarami drzew (595 m n.p.m.) z jakiej absorbowano pyt powietrza na filtr badawczy. Nalezy
jednak podkresli¢, ze praca przedstawia bardzo ogoélne i podstawowe wyniki analiz, ktére moga by¢
ciekawym wstepem do dalszych badan w przysztosci.

Kontynuujgc badania epidemiologiczne podjetam wspdlprace ze stacjami sanitarno-
epidemiologicznymi na terenie wojewodztwa §wietokrzyskiego. Pozyskane dane na temat dystrybucji i
zanieczyszczenia osadow $ciekowych i wzbogacone przez nasze analizy powietrza w okolicy
oczyszczalni Sciekow daty wiele ciekawych obserwacji i wnioskéw. Wyniki badan opublikowano w pracy

Impact of sewage treatment plant on local environment, Adamus-Bialek W.*, Wawszczak M.,

Swiercz A., Proceeding of Ecopole, 2015, 9(2):4-7. Celem badan byla analiza trzech oczyszczalni
$ciekow (w Busku-Zdroju, Kazimierzy Wielkiej i Pinczowie, w wojewddztwie §wigtokrzyskim) pod
wzgledem stanu sanitarnego osadow sciekowych (wystgpowanie Salmonella spp. oraz jaj pasozytow
jelitowych) i ich zagospodarowania. Jako$¢ mikrobiologiczna osadow $ciekowych, sktadu mineralnego i
materii organicznej gleby (humus) byta wystarczajgca aby wykorzysta¢ je jako nawozy naturalne, ale nie
do uprawy roslin przeznaczonych do spozycia przez ludzi ze wzgledu na obecnos$¢ Salmonella spp. i/lub

jaj pasozytéow chorobotworczych. Z danych udostepnionych przez SANEPID zloza te byly szeroko
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wykorzystywane jako material do rekultywacji terenu w Pinczowie. Wykorzystanie osadow jako
nawozow organiczno-mineralnych powinno by¢ ostrozne, ze wzgledu na potencjalne zrédlo
drobnoustrojow choroboworczych (Andres, 1999; Sahlstrom i wsp., 2004). Swiadcza o tym
zarejestrowane ogniska epidemii spowodowanych skazeniem gleb w Polsce i Europie po stosowaniu
osadow Sciekowych (Ktape¢ i Cholewa, 2012). Niemniej jednak, wykorzystanie osadow $ciekowych
moze by¢ przydatne w rekultywacji terenow “jatowych” oraz jako naturalny nawéz do gleby, ale po
doktadnym zbadaniu (Dumontet i wsp., 2011; Ktape¢ i Cholewa, 2012; Niazi i wsp., 2015). Dalszym
celem badan bylo okreslenie czystosci mikrobiologicznej powietrza w poblizu dwdch oczyszczalni
sciekow (w Strykowie 1 Szczecnie, w wojewoddztwie $wictokrzyskim) na podstawie ogolnej liczby
bakterii mezofilnych i psychrofilnych oraz Staphylococcus sp.. Wykazano, ze catkowita liczba bakterii
izolowanych z powietrza z kazdego miejsca byla akceptowalna. Nie bylo zwigzku miedzy liczba
mikroorganizméw w powietrzu, a odlegto$cia od poszczegdlnych oczyszczalni Sciekdw, co wigcej wyniki
wskazaty nawet na wigksza liczbe bakterii w dalszej odlegtosci od oczyszczalni Sciekow. Wiadomo, ze
liczba bakterii w powietrzu moze zaleze¢ od kierunku wiatru, temperatury i intensywnos$ci dzialania w
oczyszczalniach $Sciekow (Filipkowska i wsp., 2000; Niazi i wsp., 2015). Liczba wykrytych bakterii
wydaje si¢ by¢ mniejsza w poréwnaniu z badaniami przeprowadzonymi w innych oczyszczalniach
sciekdéw (Cyprowski 1 Krajewski, 2003; Okoch i wsp., 2007; Breza-Boruta, 2010; Budzinska i wsp., 2011;
Niazi 1 wsp., 2015). Roznice te moga wynika¢ z innej wielko$ci obiektu i ilosci Sciekéw wptywajacych
do oczyszczalni. Budzinska i wsp. (2011) podczas badania oczyszczalni Sciekow zidentyfikowali rowniez
duzg liczbe Pseudomonas fluorescens, ktore nalezg do bakterii naturalnie zyjacych w silnie
zanieczyszczonych wodach powierzchniowych i Sciekach (Salyers i Whitt, 2005). W naszym badaniu
analizowali$my obecno$¢ catkowitej liczby bakterii i mannitolo-dodatnich Staphylococcus spp.. Te
wskazniki wydajg si¢ bardziej istotne epidemiologicznie, ze wzgledu na potencjalne ryzyko
wystepowania rowniez bakterii chorobotworczych dla czlowieka. Warto zauwazy¢, ze oczyszczalnie
sciekdw mogg rowniez wptywac na stan sanitarny lokalnych rzek. Ponadto, literatura wskazuje, ze wraz
z rozprzestrzenianiem si¢ bakterii z oczyszczalni $ciekow, wzrasta ryzyko wystgpowania w §rodowisku
gendéw oporno$ci na antybiotyki, co moze wptywac¢ na wzrost lekoopornosci wsréd drobnoustrojow
srodowiskowych i naturalnych komensali jelitowych (Huang i wsp., 2012; Li i wsp., 2015).
Podsumowujac, badania wlasne jak i innych autoé6w wskazuja, ze wykorzystanie osadow $ciekowych do
rekultywacji terenow jest pomocne w zachowaniu i przywroceniu rownowagi ekologicznej sktadnikow
mineralnych, ktora jest waznym aspektem ochrony gospodarczej i sSrodowiska. Nalezy jednak pamigtac,
ze oczyszczalnie sciekow jak i ich osady §ciekowe moga mie¢ wpltyw na zanieczyszczenie powietrza i
gleby stwarzajac niebezpieczenstwo dla zdrowia publicznego. Wydaje si¢, ze mikrobiologiczny
monitoring srodowiska powinien by¢ cze¢$ciej przeprowadzany i w szerszym zakresie.

Dalsza wspotpraca ze stacjami SANEPID dostarczyta rowniez waznych obserwacji na temat
zanieczyszczen mikrobiologicznych produktow spozywczych. Wyniki pozyskanych badan

mikrobiologicznych produktéw spozywczych w latach 2008 — 2011 zostaly umieszczone w pracy
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Microbiological contamination of food, Adamus-Bialek W.*, Wawszczak M., Ecol Chem Eng A,

2015, 22(4):509-516. Analizowano roézne rodzaje produktow spozywczych (migso, produkty mleczne,
zboza produkty, ryby, warzywa, owoce, woda, napoje bezalkoholowe, tluszcze roslinne, ziota, kawa,
herbata, kakao, artykuly spozywcze przeznaczone do szczegdlnych zastosowan zywieniowych i
suplementow diety) pochodzenia krajowego 1 zywnos$ci importowanej. Okreslano obecno$¢ Listeria
monocytogenes, Escherichia coli, Salmonella spp., Yersinia enterocolitica. Bakterie Escherichia coli i
Yersinia enterocolitica wykrywano najrzadziej, a najczesciej wykrywano Salmonella spp., ktora jest
rowniez odpowiedzialna za najwicksza liczbg zatru¢ pokarmowych w Polsce. Salmonella spp.
wykrywano gléwnie w produktach krajowych takich jak drob, jaja i produkty jajeczne, zboze i produkty
zbozowe, kawa, kakao, herbata, produktow garmazeryjne i suplementy diety. Ponadto, wszystkie wyroby
cukiernicze daty pozytywny wynik na obecnos$¢ Salmonella spp. W kolejnych latach obserwowano wzrost
czestosci wystepowania tych bakterii. Obecno$¢ Listeria monocytogenes najczesciej oberwowano w
wyrobach cukierniczych, daniach gotowych, mleku i produktach mlecznych, najrzadziej w owocach i
warzywach. Nalezy podkresli¢, ze wszystkie analizowane probki zawieraty co najmniej jeden z badanych
gatunkow. Znane sa typowe zrédla wystepowania poszczegoélnych gatunkow bakterii (Muskalska i
Szymczak, 2015; Padungtod, 2006; Williams i wsp., 2015) ale tak powszechna obecno$¢ E. coli, Y.
enterocolitica, L. monocytogenes 1 przede wszystkim Salmonella spp. wykryta w produktach
spozywczych jest dos¢ zaskakujaca. E. coli byta nawet wykrywana w butelkowanej wodzie mineralnej i
innych napojach. Przyktadowo, wykryte bakterie w wodzie wodociagowej dyskwalifikuja ja jako zdatna
do spozycia i korzystania w gospodarstwach domowych. Nalezy pamigtac, ze zanieczyszczenie zywnoS$ci
moze takze spowodowaé wzrost przypadkow zatru¢ pokarmowych, a takze innych chorob
wywolywanych przez te chorobotworcze bakterie. Wazne jest, aby przestrzega¢ zasad higieny podczas
produkcji, przygotowania i konsumpcji produktow spozywczych. Warto jednak podkresli¢, ze obecnosé¢
patogennych bakterii w Zywnosci nie zawsze musi si¢ wigza¢ z powstaniem choroby po ich spozyciu.
Istotna jest rowniez dawka zakazna drobnoustroju. Ponadto, kazdy organizm ma mechanizmy obronne,
ktére zapobiegaja infekcjom bakteryjnym. Zdolnos¢ do obrony jest indywidualng cechg osobniczg i
determinuje wystepowanie choroby (Ferlazzo i wsp., 2002; Wardemann i wsp., 2002; Dempsey i wsp.,
2003; Kopp i Medzhitov, 2003; Sochocka i Blach-Olszewska, 2005). Wazne jest jednak aby
spoteczenstwo byto §wiadome zagrozen i sposobow prewencji rozprzestrzeniania chorob zakaznych.
Zgadanienia te powinny by¢ czesciej publikowane do wiadomosci publicznej. Podsumowujac wyniki
analiz sanitarnych réznych srodowisk nalezy podkresli¢, ze w pelni wpisuja si¢ one w priorytetowe
dziatania z zakresu promocji zdrowia Narodowego Programu Zdrowia majace na celu zmniejszenie
narazenia na czynniki szkodliwe w $rodowisku Zycia i pracy oraz poprawe stanu sanitarnego kraju.
Zakres prowadzonych przeze mnie badan dotyczyl réwniez analizy czynnikow wplywajacych na
bakteryjng patogenno$¢. Oprocz analizy patogennosci Escherichia coli, ktora stanowita moje osiagnigcie
naukowe, bratam roéwniez udzial w badaniach nad patogenno$cia Pseudomonas aeruginosa, dzigki

wspotpracy z dr hab. Michatem Arabskim, bedagcym wowczas w Zespole profesora Wiestawa Kacy.
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Celem prowadzonych eksperymentéw byto okres$lenie wptywu wybranych kompleksow metali cigzkich
na produkcje¢ piocyjaniny i piowerdyny oraz tworzenie biofilmu klinicznych szczepoéw Pseudomonas
aeruginosa. Wyniki tych badan zostaty opublikowane w pracy The effects of nickel(II) complexes with
imidazole derivatives on pyocyanin and pyoverdine production by Pseudomonas aeruginosa strains
isolated from cystic fibrosis, Galczynska K., Kurdziel K., Adamus-Bialek W., Wasik S., Szary K.,
Drabik M., Wegierek-Ciuk A., Lankoff A., Arabski M., Acta Biochimica Polonica, 2015, 62(4):739-

745. Zakazenia wywolane przez Pseudomonas aeruginosa sg uporczywe i trudne w leczeniu, szczegdlnie
w przypadku pacjentow chorujacych na mukowiscydoze. Mukowiscydoza jest dziedziczng choroba,
charakteryzujaca si¢ przewleklym zapaleniem drég oddechowych, prowadzaca do niewydolnosci
oddechowej. Powoduje akumulacje sluzu w phucach, ktory zwicksza poddatno$¢ pacjenta na infekcje
bakteryjne, ktore doprowadzaja do postepujacego uszkodzenia pluc i rozedmy. Gromadzony §luz w
plucach stanowi doskonate $rodowisko do tworzenia biofilmu bakteryjnego, ktory uposledzia
bakteriobojcze dziatanie antybiotyku i stwwarza powazne problemy terapeutyczne (Stewart i Costerton,
2003; Manago i wsp., 2015). P. aeruginosa jest typowym czynnikiem etiologicznym infekcji uktadu
oddechowego u pacjentow z mukowiscydoza. Do jego charakterystycznych wtasciwo$ci nalezy zdolno$¢
do wytwarzania piocyjaniny i piowerdyny (Kolpen i wsp., 2014; Nguyen i wsp., 2014; Muller i Merrett,
2015). Piocyjanina jest barwnym zwigzkiem posiadajagcym umiejetnos¢ przyjmowania i oddawania
elektronow. Jest w stanie uszkodzi¢ rzgski nabtonka oddechowego, zwigksza wydzielanie IL-8 przez
komorki nabtonkowe, indukuje apoptozg i hamuje proliferacje limfocytow T (Gloyne i wsp., 2011).
Piowerdyna dziata jako siderofor, wigze i przenosi jony zelaza do komorki bakteryjnej. Udowodniono
takze, ze odgrywa kluczowa role w tworzeniu si¢ biofilmu, niezaleznie od obecnosci zelaza (Meyer i
wsp., 1996; Jimenez i wsp., 2010). Celem przeprowadzonych badan byta analiza wptywu NiCl,, nowo-
zsyntetyzowanych dwoch kompleksoéw niklu (IT) ([Ni(1-allim)s](NO3)2, [Ni(iaa)2(H20)2]xH,0) oraz ich
samych ligandow w stezeniach 7 — 500 uM na produkcje¢ piocyjaniny i piowerdyny przez 23 kliniczne
szczepy P. aeruginosa wyizolowane od pacjentow z mukowiscydoza. Zastosowane st¢zenia zwigzkow
byly nietoksyczne dla komorek eukariotycznych lini A549. Nie zaobserwowano zmniejszenia produkcji
piocyjaniny ani piowerdyny w przypadku zZadnego badanego szczepu pod wplywem
[Ni(iaa)>(H20):]xH»0. [Ni(1-allim)s](NO3)2, NiCl, oraz zastosowane ligandy (imidazole-4-acetate anion
i l-allylimidazole) zmniejszyly produkcje piroverdyny w 40% testowanych szczepow P. aeruginosa.
Podobne badania innych autoréw przedstawiaja bakteriobdjcze dzialanie zwigzkéw z podobnymi
pochodnymi imidazolu zastosowanych w duzo wyzszych stezeniach (De-sai i wsp., 2013; Vijesh i wsp.,
2011). Wilasciwosci przeciwbakteryjne pochodnych imidazolu byly okre$lone, na przyklad, dla 1-
alkiloimidazolu (Khabnadideh i wsp., 2003), 2-(fenylo)-1H-imidazolu i innych (Sharma i wsp., 2009;
Khalafi-Nezhad i wsp., 2005; Khan i wsp., 2008). Anion 4-octanu imidazolu i 1-alliloimidazol wykazaly
dobre wlasciwosci dyfuzyjne przez dojrzaty biofilm szczepu P. aeruginosa PAO1, mierzony za pomoca
interferometrii laserowej i konfokalnej mikroskopii. Warto$¢ wspoétczynnika dyfuzji imidazolu-4-octanu

w biofilmie byta dwukrotnie wyzsza niz w przypadku 1-alliloimidazolu. Warto$ci te sa zblizone do
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wspolczynnika dysuzji ciprofloksacyny (Arabski i wsp., 2013) stosowanej w leczeniu zakazen u
pacjentéw z mukowiscydoza. W zwigzku z tym mogg by¢ rozwazane w syntezie chemicznej z innymi
metalami, na przyktad z takimi, ktore dziataja jak antagonisci zelaza np. kobalt lub gal. Uzyskane wyniki
analiz sg przykladem badan nad alternatywnymi rozwigzaniami dla antybiotykéw lub jako czynniki
wzmacniajace antybiotykoterapig¢ infekcji lekoopornych.

Biorac pod uwage swoje dotychczasowe osiagnigcia i1 zainteresowania naukowe, podjelam
decyzj¢ o przeniesieniu swojego zatrudnienia na Wydzial Lekarski i Nauk o Zdrowiu tej samej uczelni.
Zakres moich dotychczasowych badan obejmowat obszar mikrobiologii klinicznej i sanitarnej, uznatam
wigc, ze praca w na Wydziale Lekarskim i Nauk o Zdrowiu bedzie bardziej kompatybilna z moimi
zainteresowaniami naukowymi oraz wzbogaci moj dalszy rozwdj naukowy w kierunku ochrony zdrowia
i analizy problemoéw zdrowotnych u ludzi. Po rocznej pracy w Zaktadzie Mikroiologii Instytutu Nauk
Medycznych zostalam kierownikiem Pracowni Genetyki w Zakladzie Chirurgii i Pielegniarstwa
Chirurgicznego pod opieka prof. dr hab. n. med. Stanistawa Gluszka. Jednoczesnie objetam opieke nad
materiatem klinicznym (krew, tkanka) pobranym od ponad 1000 pacjentéw i zostalam wtaczona do badan
nad uwarunkowaniami genetycznymi chordb trzustki i zespotu metabolicznego. Praca w nowym zespole
otworzyta kolejne mozliwos$ci wspotpracy naukowej, co zaowocowalo udzialem w publikacji: Suliga E.,

Koziel D., Ciesla E., Rebak D., Wawszczak M., Adamus-Bialek W., Naszydlowska E., Piechowska

A., Gluszek S., Omentin rs2274907 gene polymorphism and the risk of metabolic syndrome: a
preliminary report, Medical Studies, 2018, 34(4):267-275. W pracy, 108 0s6b z rozpoznaniem zespotu
metabolicznego oraz od 111 0sob reprezentujacych grupe kontrolng zostalo wiaczonych do badan —
przeprowadzono badania kliniczne oraz analize polimorfizmu rs2274907 genu omentyny-1 metodg PCR-
RFLP. Praca przedstawia po raz pierwszy badanie potencjalnej zaleznosci migdzy polimorfizmem
rs2274907 genu omentyny, a ryzykiem wystapienia zespotu metabolicznego. Zespdl metaboliczny to
kumulacja czynnikow ryzyka, takich jak: otytos¢ brzuszna, dyslipidemia, nieprawidtowy poziom glukozy
we krwi i podwyzszone cisnienie krwi (Alberti 1 wsp., 2009; Rebak 1 wsp., 2015). W literaturze
wielokrotnie przedstawiano korelacje¢ pomiedzy stezeniem omentyny, a wystepowaniem pewnych
parametréw biochemicznych lub czynnikow ryzyka zespotu metabolicznego (Auguet i wsp., 2011; Herder
i wsp., 2017), wyniki badan sg jednak niejednoznaczne. Prawdopodobnie dlatego, Zze na wysapienie
zespotu metabolicznego wpltywa wiele czynnikow genetycznych i $rodowiskowych i ich interakcji
miedzy sobg. Wyniki naszych analiz nie wykazaly Zadnej istotnej zaleznosci pomigdzy polimorfizmem
Vall09Asp genu omentyny-1, a ryzykiem zespolu metabolicznego, ani jego komponentami.
Zaobserwowali$my jedynie tendencje do czgstszego wystgpowania genotypu Val/Asp u 0sob z zespotem
metabolicznym w poréwnaniu do grupy kontrolnej i czgstszym wystgpowaniem genotypu Asp/Asp w
grupie kontrolnej w poréwnaniu z osobami z zespolem metabolicznym. Badania nad ekspresjg i
polimorfizmem genéw omentynowych w odniesieniu do metabolicznych czynnikow ryzyka sg jednymi z
nielicznych. Na podstawie naszych analiz mozna wnioskowa¢ tylko potencjalny posredni wptyw

czynnikdéw genetycznych i ich znaczenie réwniez dla innych chorob takich jak otytos¢, cukrzyca typu 2,
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nicalkoholowa stluszczeniowa choroba watroby (NAFLD) i tetnica wiencowa, dla ktorych zespot
metaboliczny jest czynnikiem ryzyka. Nizebg¢dne jest prowadzenie dalszych analiz ale na wigkszej grupie
badanych. Niewatpliwie poszukiwanie genetycznych powigzan z chorobami metabolicznymi jest bardzo

obiecujacym kierunkiem w prewencji chordb cywilizacyjnych.

5.2.  Analiza bibliometryczna

I. Oryginalne pelnotekstowe prace naukowe (bez streszczen zjazdowych i konferencyjnych, prac w
suplementach czasopism, listow do redakcji oraz udziatu autora wymienionego w dodatku

(appendix) jako uczestnika badan wieloosrodkowych, recenz;ji):

A. W czasopismach z Impact Factor:

Rok Tytul czasopisma Liczba prac | IF Punkty MNiSW
2009 | Journal of Clinical Microbiology 1 4.162 24
2011 | Journal of Microbiological Methods | 1 2.086 25
2013 | Acta Biochimica Polonica 2 2.778 30
2013 | Molecular Biology Reports 1 1.958 20
2015 | Acta Biochimica Polonica 2 2.374 30
2017 | Molecular Biology Reports 1 1.889 15
2018 | Molecular Biology Reports 1 1.889 15
2019 | Microbial Pathogenesis 1 2.332 20
2019 | Virulence 1 3.947 35
Lacznie: 11 23.415 214

B. W czasopismach bez Impact Factor:

Rok | Tytul czasopisma Liczba prac | Punkty MNiSW
2013 | Journal of Spectroscopy 1 0

2014 | Rocznik Swigtokrzyski seria B — nauki przyrodnicze 2 2

2015 | Ecological Chemistry and Engineering. A 1 11

2015 | Proceeding of Ecopole 1 9

2018 | Studia Medyczne/Medical Studies 1 10

2019 | Studia Medyczne/Medical Studies 1 10

Lacznie: 7 42

47



Wioletta Adamus-Biatek Zatgcznik nr 2a do wniosku o przeprowadzenie postepowania habilitacyjnego

Opisy przypadkow:
A. W czasopismach z Impact Factor: 0
B. W czasopismach bez Impact Factor: 0
Prace przegladowe:
A. W czasopismach z Impact Factor: 0

B. W czasopismach bez Impact Factor: 0

I1. Publikacje ksiazkowe (autorstwo lub wspoélautorstwo):

A. W jezyku obcym: liczba: 0
B. W jezyku polskim: liczba: 0
II1. Rozdzialy w wydawnictwach zwartych:
A. W jezyku obcym: liczba: 0
B. W jezyku polskim: liczba: 0

IV. Rozdzial w wydawnictwie pokonferencyjnym: liczba: 1, MNiSW: 5

V. Redaktor naczelny czasopisma o zasiegu:
A. Miedzynarodowym: liczba: 0
B. Krajowym: liczba: 0

VI. Redaktor naczelny wieloautorskiej publikacji ksiazkowej:

A. W jezyku obcym: liczba: 0
B. W jezyku polskim: liczba: 0

Informacje dodatkowe:

VILI. Liczba streszczen zjazdowych/konferencyjnych: 28

VIII. Prace popularno-naukowe i inne: 0

IX. Liczba publikacji w suplementach czasopism: 0

X. Liczba publikacji z udziatem autora w badaniach wieloosrodkowych: 0

Laczna liczba publikacji: 40

Laczna punktacja Impact Factor:  23.415
Laczna punktacja MNiSW: 261

Sumaryczna liczba cytowan: 69
Liczba cytowan bez autocytowan: 55
indeks Hirscha: 4

Liczba cytowan (Web of Science Core Collection):
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5.3.  Kierowanie miedzynarodowymi i krajowymi projektami badawczymi oraz udziat
w takich projektach

W przebiegu swojej pracy naukowej bralam udziat w pigciu projektach naukowych. Jeden z nich
realizowatam jako grant promotorski w trakcie pracy doktorskiej. Po dokoracie bratam czynny udziat w
pozostatych projektach, bgdac kierownikiem projektu lub wykonawca. Najwazniejsze dla mojego
dorobku naukowego byly — grant promeotorski nr N404 097 032/3354 (panel nauk o zdrowiu)
finansowany przez Ministerstwo Nauki i Szkolnictwa Wyzszego oraz projekt Sonata nr

2011/01/D/NZ7/00107 (panel nauk o zdrowiu) finansowany przez Narodowe Centrum Nauki.

W projekcie N404 097 032/3354 pt. “Opracowanie molekularnej metody diagnostyki i réznicowania
uropatogennych szczepdw Escherichia coli w oparciu o technik¢ multiplex-PCR i TRS-PCR” bytam
gléwnym wykonawca, a uzyskane wyniki badan byly podstawa do przygotowania rozprawy doktorskie;j.
Projekt byt finansowany w wysokosci 54 600 zt. Wyniki badan zostaty opublikowane w pracy Adamus-
Bialek W.*, Wojtasik A., Majchrzak M., Sosnowski M., Parniewski P., (CGG)4-based PCR as a Novel
Tool for Uropathogenic Escherichia coli Discrimination: Comparison with ERIC-PCR, Journal of Clinical
Microbiology, 2009, 47(12):3937-44 (IF: 4,162; MNiSzW 35) i prezentowane na 4 konferencjach

krajowych i zagranicznych.

W projekcie 2011/01/D/NZ7/00107 pt. “Analiza epidemiologiczna uropatogennych szczepoéw
Escherichia coli” bytam kierownikiem i jednoczesnie gldwnym wykonawca. Projekt byt finansowany w
wysokosci 196 115,00 zi. Uzyskane wyniki badan byly prezentowane na licznych konferencjach
krajowych i miedzynarodowych oraz opublikowane w 8 oryginalnych pracach w czasopismach z listy
JCR o facznej liczbie Impact Factor 15,602. Wigkszo$¢ z wymienionych prac powstalych w trakcie

realizacji projektu, byla podstawa mojego osiagnigcia naukowego w postgpowaniu habilitacyjnym:

o  Adamus-Bialek W*, Zajac E, Parniewski P, Kaca W, Comparison of antibiotic resistance patterns in
collections of Escherichia coli and Proteus mirabilis uropathogenic strains. Mol Biol Rep, 2013,
40(4):3429-35 (IF: 1,958)

e Lechowicz L., Adamus-Bialek W., Kaca W.; Attenuated Total Reflectance Fourier Transform
Infrared Spectroscopy and Artificial Neural Networks Applied to Differentiate Escherichia coli
papG+/papG- strains. Journal of Spectroscopy, 2013, (2013), Article ID 538686, 3 pages,
http://dx.doi.org/10.1155/2013/538686

e Adamus-Biatek W*, Kubiak A, Czerwonka G, Analysis of uropathogenic Escherichia coli biofilm
formation under different growth conditions. Acta Biochim Pol, 2015, 62(4): 765-71 (IF: 1,187)

e Czerwonka G, Guzy A, Katuza K, Grosicka M, Danczuk M, Lechowicz t., Gmiter D, Kowalczyk P,
Kaca W, The role of Proteus mirabilis cell wall features in biofilm formation, Arch Microbiol. 2016,
198(9):877-84. (IF 1,607)

e Adamus-Bialek W*, Lechowicz L., Kubiak-Szeligowska AB, Wawszczak M, Kaminska E, Chrapek
M, A new look at the drug-resistance investigation of uropathogenic E. coli strains. Mol Biol Rep,
2017, 44(1):191-202 (IF: 1,889)

e  Adamus-Biatek W*, Baraniak A, Wawszczak M, Gluszek S, Gad B, Wrébel K, Bator P, Majchrzak
M, Parniewski P, The genetic background of antibiotic resistance among clinical uropathogenic
Escherichia coli strains. Mol Biol Rep, 2018, pp 1-11 (IF: 1,889)
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o  Adamus-Biatek W*, Vollmerhausen TL, Janik K, Hydrogen peroxide stimulates uropathogenic
Escherichia coli strains to cellulose production. Microb Pathog, 2019, 126:287-291 (IF 2,332)
e Adamus-Biatek W*, Wawszczak M, Arabski M, Majchrzak M, Gulba M, Jarych D, Parniewski P,
Ghuszek S, Ciprofloxacin, amoxicillin, and aminoglycosides stimulate genetic and phenotypic
changes in uropathogenic Escherichia coli strains, Virulence, 2019, 10(1): 260-276 (IF: 3,947)

Wykaz projektow w ktorych bratam udziat wymieniono w tabeli ponize;j:

Tytut projektu

Nr projektu, okres
realizacji, nazwa organu
przyznajacego fundusze na

realizacje projektu

Charakter udzialu
habilitanta w

projekcie

Opracowanie molekularnej metody
diagnostyki i r6znicowania uropatogennych
szczepow Escherichia coli w oparciu o

technike multiplex-PCR 1 TRS-PCR

N404 097 032/3354,
2007 — 2008,
Ministerstwo Nauki i

Szkolnictwa Wyzszego

glowny wykonawca

— grant promotorski

Modyfikacja aktywnosci ureolitycznej i NN 304044639, Wykonawca
formowania biofilmow w srodowisku, przez 2011 — 2013,
szczepy Proteus mirabilis w obecnosci Ministerstwo Nauki i
substancji sygnatowych Szkolnictwa Wyzszego
Analiza epidemiologiczna uropatogennych 2011/01/D/NZ7/00107, Kierownik projektu
szczepow Escherichia coli 2011 — 2015,

Narodowe Centrum Nauki
Znaczenie biofilmu bakteryjnego w 496/W/10, Kierownik projektu
srodowisku. Proba okreslenia zdolnosci 2009 - 2010,
bakterii do tworzenia biofilmu metoda Projekt badan statutowych
kolorymetryczna UJK — Mtoda Kadra
Analiza zdolno$ci szczepoéw Escherichia coli, 046/R/11, Kierownik projektu
izolowanych z r6znych srodowisk, do 2011 - 2013,

tworzenia biofilmow bakteryjnych, metodami

genetycznymi i fenotypowymi

Projekt badan statutowych
UJK — Mtoda Kadra
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6. Dorobek dydaktyczny i popularyzatorski oraz informacja o wspotpracy
miedzynarodowej habilitanta

6.1. Uczestnictwo w programach europejskich oraz innych programach
miedzynarodowych i krajowych

Bratam udziat w nastepujacych programach dydaktyczno — naukowych:

1. ,,PROGRES — Program rozwoju: Gospodarka-Edukacja-Sukces” (POKL.04.01.01-00-077/10)

Program realizowany byl przez Uniwersytet Jana Kochanowskiego w Kielcach w ramach Programu
Operacyjnego Kapitat Ludzki, Priorytet IV Szkolnictwo wyzsze i nauka, Poddziatanie 4.1.1
Wzmocnienie potencjatu dydaktycznego uczelni. W okresie sierpien — grudzien w 2012 roku odbytam
staz naukowo — dydaktyczny w Karolinska Institute: Department of Microbiology, Tumor and Cell

Biology (MTC) Sztokholm w Szwecji.
2. Grant PROGRES II

Program realizowany byl przez Uniwersytet Jana Kochanowskiego w Kielcach. Jako opiekun studentow
23 — 28 wrzesnia 2013 roku bratam udziat w wyjezdzie naukowym studentéw II roku biotechnologii
objetych programem. Podczas wyjazdu zapoznaliSmy si¢ z infrastruktura i dzialalnos$cig naukowo —
dydaktyczng Department of Chemistry, Department of Applied Genetics and Cell Biology and
Department of Biotechnology Uniwersity of Natural Resources and Life Sciences w Wiedniu (Austria)

oraz 2nd Faculty of Medicine, Charles University and University Hospital Motol w Pradze (Czechy).
3. ,,PROGRES — Program rozwoju: Gospodarka-Edukacja-Sukces” (POKL.04.01.01-00-077/10)

Program realizowany byt przez Uniwersytet Jana Kochanowskiego w Kielcach w ramach Programu
Operacyjnego Kapitat Ludzki, Priorytet IV Szkolnictwo wyzsze i1 nauka, Poddziatanie 4.1.1
Wzmocnienie potencjatu dydaktycznego uczelni. W okresie maj — lipiec w 2014 roku odbylam staz

naukowo — dydaktyczny w School of Biological Sciences, University of East Anglia, Norwich w Anglii.
4. ERASMUS+

Obecnie, od 2017 roku pelni¢ rowniez funkcj¢ koordynatora programu Erasmus+ Instytutu Nauk

Medycznych Wydziatu Lekarskiego i Nauk o Zdrowiu UJK w Kielcach.
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6.2. Aktywny udziat w miedzynarodowych i krajowych konferencjach naukowych

Jestem wspotautorem 28 doniesien pokonferencyjnych, na ktorych prezentowane byly wyniki

prowadzonych badan. Bralam czynny udziat w 20 konferencjach krajowych, migdzynarodowych lub

zagranicznych. Na ostatniej konferencji wyglositam wyklad na temat Badan genetycznych w raku

trzustki.

Wykaz konferencji i prezentowanych badan:

L.

Adamus-Biatek W., Parniewski P., Kaca W., 2005, Diagnostyka molekularna uropatogennych
szczepow Escherichia coli, praca opublikowana w catosci w materialach zjazdowych VIII
Konferencji: ,,Biologia molekularna w diagnostyce chorob zakaznych i biotechnologii”
SGGW, Warszawa

Adamus-Biatek W., Sosnowski M., Parniewski P., 2007, TRS-PCR-based methodology for
diagnostics, differentiation and epidemiology of UPEC strains, 13th European Congress on
Biotechnology, Barcelona, Spain

Parniewski P., Wojtasik A., Majchrzak M., Adamus-Biatek W., Augustynowicz-Kopec E.,
Zwolska Z., Dziadek J., 2008, New method of genetic identification and differentiation of
Mycobacterium strains, XXVI Conference of Polish Society of Microbiologists, Szczecin,
Poland

Adamus-Bialek W., Wojtasik A., Majchrzak M., Parniewski P., 2009, TRS-PCR as a novel tool
for uropathogenic Escherichia coli strains discrimination, III National Conference
BioMillenium “Molecular Biotechnology”, Gdansk University of Technology, Gdansk, Poland,
poster

Majchrzak M., Wojtasik A., Adamus-Biatek W., Parniewski P., 2010, Trinucleotide repeat
sequences in epidemiological investigations, The First International Conference of Biological
Sciences, Cairo, Egypt

Wojtasik A., Majchrzak M., Adamus-Bialek W., Augustynowicz-Kopec E., Zwolska Z., Dziadek
J., Parniewski P., 2010, Tricnucleotide Repat Sequences-based PCR as a Potential Approach for
Genotyping Mycobacterium gordonae Strains, Nucleic Acids Conference, Cancun/Puerto
Morelos, Mexico

Adamus-Biatek W., Zawadzki K., Kwinkowski M., Parniewski P, Kaca W., 2010, Resistance
patterns of clinical isolates of uropathogenic Proteus mirabilis and E. coli and their B-lactamases
deiversity, II workshop MIKROBIOT ,,Health and Environment Microbiology”, University
of Lodz, Poland

Glenska J., Adamus-Bialek W., Kwinkowski M., Kolesinska B., Kaminski Z., Kaca W., 2011, The
syntetic peptide library as tools for human antibody differentiation, IV Congerss of Polish
Biotechnology and IV Eurobiotech 2011 “Four colours of biotechnology” Central European

Congress of Life Sciences, Krakow, Poland;
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

Lechowicz L., Adamus-Bialek W., Kaca W., 2012, Attenuated Total Reflectance Fourier
Transform Infrared (ATR-FTIR) spectroscopy as a method for differentation of clinical
Escherichia coli strains, VII Conference ,,Young scientists towards the challenges of modern
technology", Warsaw, Poland,

Adamus-Biatek W., Zajac E., Parniewski P., Kaca W., 2012, Analysis of drug resistance of
uropathogenic Escherichia coli and Proteus mirabilis strains, XXVII CONGRESS Polish Society
of Microbiologists: ,, Microbes without borders”, Lublin, Poland,

Karwacka K., Palacz T., Bak L., Adamus-Bialek W., 2013, The microflora of selected water
reservoirs in Swictokrzyskie Voivodship. 3rd Workshop on Microbiology in Health and
Environmental Protection MIKROBIOT, 1.6dzZ, Poland,

Lechowicz L., Urbaniak M., Adamus-Bialek W., Kaca W., 2013, The use of IR spectrometry and
Aartifical Neural Networks to detect the susceptibility of E. coli to cephalothin, 3rd Workshop on
Microbiology in Health and Environmental Protection MIKROBIOT, L6dz, Poland,

Wawszczak M., Kaminska E., Adamus-Biatek W., 2014, Ocena lekowrazliwos$ci uropatogennych
szczepow Escherichia coli, III Studencka Konferencja Biologii Molekularnej; £.6dz; Polska
Lechowicz L., Urbaniak M., Adamus-Bialek W., Kaca W., 2014, Differentiation of ampicillin-
resistant and ampicillin-sensitive Escherichia coli strains by using infrared spectroscopy and
multilayer perceptron, 1st Congress of the Polish Biochemistry, Cell Biology, Biophysics and
Bioinformatics BI0O2014; Warszawa; Polska,

Adamus-Biatek W, Majchrzak M., Gad B., Mazur J., Kaminska E., Wawszczak M., Gniadkowski
M., 2015, Genetic and phenotypic analysis of drug-resistance of uropathogenic Escherichia coli
strains. 6th International Weigl Conference on Microbiology, Gdansk, Poland,
Adamus-Biatek W., Derlatka D., Swiercz M., Czerwonka G., 2015, Analysis of uropathogenic
Escherichia coli forming biofilm upon different environment conditions. 6th International Weigl
Conference on Microbiology, Gdansk, Poland,

Galczynska K., Kurdziel K., Adamus-Biatek W., Arabski M., 2015, The effect of nickel(Il)
chloride on biofilm formation by uropathogenic Escherichia coli strains. 6th International Weigl
Conference on Microbiology, Gdansk, Poland,

Galczynska K., Kurdziel K., Adamus-Biatek W., Szary K., ArabskiM., 2015, The effects of
nickel(Il) complexes with imidazole derivatives on pyocyanin and pyoverdine production by
Pseudomonas aeruginosa strains. 6th International Weigl Conference on Microbiology, Gdansk,
Poland,

Lechowicz L., Chrapek M., Urbaniak M., Adamus-Biatek W., Malinowska-Gniewosz A., Kaca
W., 2015, Analysis of variability of uropathogenic Escherichia coli strains based on their infrared
spectra, 6th International Weigl Conference on Microbiology, Gdansk, Poland,

Wawszczak M., Adamus-Biatek W., 2015, Microbiological contamination of food, Central

European Conference ECOpole’15, Jarnottéwek, Poland,
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21

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

. Adamus-Biatek M., Wawszczak M., Swiercz A., 2015, Impact of sewage treatment plant on local
environment, Central European Conference ECOpole’15, Jarnottéwek, Poland,

Adamus-Biatek W., Filipiak A., Gwizda E., Kaleta J., Makosa M., Kaca W., Gniadkowski M.,
2016, Analiza genetyczna i fenotypowa czynnikow chorobotworczos$ci uropatogennych szczepow
Proteus mirabilis, XXVIII Zjazd Polskiego Towarzystwa Mikrobiologow, Bydgoszcz, Poland,
Adamus-Biatek W., Wawszczak M., Gluszek S., Bucki R., Parniewski P., Bowater R., 2017,
Factors that influence the genetic stability of CRISPR/cas systems in Escherichia coli,
“Microbiology in Health Care and Environmental Protection” - MIKROBIOT, £6dzZ, Polska
Adamus-Biatek W., Wawszczak M., Mazur J., Parniewski P., 2017, Subinhibitory concentration
of antibiotics changes the bacteria, Microbiology in Health Care and Environmental Protection” -
MIKROBIOT, L6dz, Polska

Gluszek S, Wawszczak M, Majchrzak M, Adamus-Bialek W, Klusek J, Nawacki L, Koziet D,
2018, The mutations of carboxypeptidase 1 predisposes to distinguishing patients with acute
pancreatitis and pancreatic cancer, 50th EPC The jubilee meeting of the European Pancreatic
Club, 10th International Symposium on Inherited Diseases of the Pancreas, Berlin, Germany
Koziet D, Matykiewicz J, Wawszczak M, Majchrzak M, Adamus-Bialek W, Gluszek S, 2018,
Follow-up as analysis tool of the potential long-term effects of SPINK, CTRC mutations in Acute
Pancreatitis Patients, 50th EPC The jubilee meeting of the European Pancreatic Club, 10th
International Symposium on Inherited Diseases of the Pancreas, Berlin, Germany

Kujko AA, Oracz G, Fjeld K, Wejnarska K, Wertheim-Tysarowska K, Kotodziejczyk E, Bal J,
Adamus-Biatek W, Koziet D, Kowalik A, Gtuszek S, Molven A, Rygiel AM, 2018, Association
between CEL-HYBI allele and idiopathic/familial chronic pancreatitis in Polish pediatric patients,
50th EPC The jubilee meeting of the European Pancreatic Club, 10th International Symposium on
Inherited Diseases of the Pancreas, Berlin, Germany

Gluszek S, Wawszczak M, Adamus-Bialek W, Majchrzak M, Klusek J, Koziet D, 2018,
Coexistence of CPA1, SPINK1, CFTR, CTRC, PRSS1 Gene Mutations in Acute Pancreatitis and
Pancreatic Cancer, PANCREAS, 2018, 49th Annual Meeting of the American Pancreatic
Association, Miami Beach, Florida, USA

Adamus-Biatek W., wyktad pt. “Badania gennetyczne w raku trzuski”, VI Sympozjum Postepy
Chirurgii, 2019, Kielce, Polska
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6.3. Udziat w komitetach redakcyjnych i radach naukowych czasopism

W latach 2015 — 2017 bytam cztonkiem rady redakcyjnej (Editorial Board) trzech czasopism:

1. Journal of Agricultural Science and Engineering. American Institute of Science — Public Science
Framework, cztonek rady naukowej — recenzent, cztonek rady redakcyjnej (Editorial Board)

2. Public Health and Preventive Medicine, American Institute of Science — Public Science
Framework, cztonek rady naukowej — recenzent, cztonek rady redakcyjnej (Editorial Board)

3. Clinical Medicine Journal, American Institute of Science — Public Science Framework, cztonek

rady naukowej — recenzent, cztonek rady redakcyjnej (Editorial Board)

6.4. Cztonkostwo w miedzynarodowych i krajowych organizacjach oraz
towarzystwach naukowych

Jestem wspotzatozycielem i cztonkiem zarzadu oddziatu terenowego w Kielcach Polskiego Towarzystwa

Mikrobiologow:

e 2009 — 2012 — sekretarz Polskiego Towarzystwa Mikrobiologow Oddziatu Kielce,
e 2012 -2016 — wiceprzewodniczaca Polskiego Towarzystwa Mikrobiologow Oddziatu Kielce,
e 2016 — obecnie — przewodniczaca Polskiego Towarzystwa Mikrobiologéw Oddziatu Kielce.

6.5. Opieka naukowa nad studentami

W latach 2009 — 2017 bytam promotorem 48 prac licencjackich na kierunku ochrona $rodowiska lub
biotechnologia Wydzialu Matematyczno — Przyrodniczego Uniwersytetu Jana Kochanowskiego w
Kielcach. Wszystkie prace, z wyjatkiem jednej, miaty charakter prac badawczych. Pelitam réwniez
funkcje promotora 7 prac magisterskich na kierunku ochona $rodowiska lub biotechnologia Wydzialu
Matematyczno — Przyrodniczego Uniwersytetu Jana Kochanowskiego w Kielcach. Wszystkie prace,
miaty charakter prac badawczych. Wyniki badan otrzymane dzigki wspdtpracy naukowej ze studentami

stanowily czesciowy wktad do 7 publikacji naukowych mojego dorobku naukowego.

Szczegdtowy wykaz prac dyplomowych (Imie i Nazwisko studenta, tytul pracy, kierunek studiow, rok):

Prace licencjackie:

1. Przemystaw Wielinski, Analiza makroskopowa hodowli bakteryjnych wyizolowanych z
zanieczyszczen powietrza przygotowanych w Stacji Bazowej ZMSP Swigty Krzyz, ochrona
srodowiska, 2009

2. Monika Bebenek, Analiza mikroskopowa bakterii wyizolowanych z pylu powietrza Stacji
Bazowej ZMSP Swiety Krzyz, ochrona $rodowiska, 2009
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.
17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

Marta Okon, Charakterystyka mikrobiologiczna powietrza jako srodowiska wtornego bytowania
bakterii na podstawie analizy mikrobiologicznej zanieczyszczen pytowych wyizolowanych w
Stacji Bazowej ZMSP Swiety Krzyz, ochrona srodowiska, 2009

Ewelina Tartowska, Analiza makroskopowa grzybdéw wyizolowanych z powietrza szczytu Gor
Swigtokrzyskich — Swiety Krzyz, ochrona $rodowiska, 2009

Katarzyna Zigtal, Analiza mikrobiologiczna powietrza jako srodowiska wystepowania bakterii na
podstawie analizy mikrobiologicznej zanieczyszczen pyltowych, wyizolowanych w Stacji
Bazowej ZMSP na Swietym Krzyzu, ochrona $rodowiska, 2009

Anna Kabata, Badanie zroznicowania mikrobiologicznego powietrza szczytu Sw. Krzyza gor
Swie;tokrzyskich, ochrona srodowiska, 2010

Marcin Zawada, Badanie ilosci drobnoustrojéw wystepujacych w powietrzu wyizolowanych z
pyhu badawczego Stacji Bazowej ZMSP Swiety Krzyz, ochrona srodowiska, 2010

Albert Adamczyk, Park miejski jako azyl dla zanieczyszczonego $rodowiska miejskiego, na
przyktadzie podstawowych badan mikrobiologicznych powietrza. Ochrona srodowiska, 2010
Beata Pacek, Badanie czystosci mikrobiologicznej powietrza w poblizu oczyszczalni $ciekow,
ochrona srodowiska, 2010

Szczepan Duralski, Analiza mikrobiologiczna powietrza w pomieszczeniach o szczegolnych
wymaganiach higienicznych na przyktadzie apteki, ochrona §rodowiska, 2010

Mia Galus, Badanie wptywu makro-§rodowiska na zréznicowanie mikrobiologiczne powietrza
na przyktadzie pola i sadu, ochrona $rodowiska, 2010

Justyna Kasperek, Badanie wpltywu makro-$rodowiska na zréznicowanie mikrobiologiczne
powietrza na przyktadzie lasu li§ciastego i boru, ochrona srodowiska, 2010

Iwona Wojtasik, Analiza mikrobiologiczna powietrza wewnetrznego na przyktadzie kina,
ochrona srodowiska, 2010

Dorota Ziglinska, Analiza mikrobiologiczna osadu czynnego z wykorzystaniem wybranych
technik molekularnych, ochrona srodowiska, 2010

Monika Zurawska, Okre$lenie zroznicowania mikrobiologicznego rzeki Wisty w  strefie
przybrzeznej, w miejscowosci Zawichost, ochrona srodowiska, 2010

Maciej Kusztal, Analiza mikrobiologiczna zbiornika w Konskich, ochrona srodowiska, 2011
Michat Michatek, Charakterystyka mikrobiologiczna powietrza w Kielcach, ochrona $rodowiska,
2011

Joanna Niedziela-W3asacz, Analiza mikrobiologiczna strefy przybrzeznej wod powierzchniowych
w Pinczowie, na przyktadzie wybranych stanowisk badawczych, ochrona §rodowiska, 2011
Ewelina Sokolowska, Epidemiologia zakazen produktéw zywno$ciowych w wojewodztwie
swietokrzyskim, ochrona $rodowiska, 2011

Bozena Taborska, Analiza czysto$ci mikrobiologicznej potoku, stanowigcego doptyw rzeki
Czarnej Staszowskiej w wojewodztwie swigtokrzyskim, ochrona srodowiska, 2011

Klaudia Tamborska, Bakterie srodowiskowe jako zrodto tatwo dostepnej broni biologicznej na
podstawie analizy dost¢pne;j literatury, ochrona $§rodowiska, 2011

Katarzyna Wasowska, Analiza mikrobiologiczna strefy przybrzeznej rzeki Bernatka, w
miejscowosci Skarzysko-Kamienna, ochrona §rodowiska, 2011

Edyta Wtodarczyk, Wptyw dzdzownicy Eisenia fetida na mikroflor¢ osadu dennego na osiedlu
Biatogon w Kielcach, ochrona srodowiska, 2011

Remigiusz Ziewiecki, Charakterystyka mikroflory bakteryjnej strefy przybrzeznej zbiornika
wodnego, w rezerwacie przyrodny “Wietrznia” w Kielcach, ochrona srodowiska, 2011

Marzena Zydek, Analiza mikrobiologiczna osadu dennego na osiedlu Bialogon w Kielcach,
ochrona srodowiska, 2011

Karolina Gtuszek, Badanie wplywu oczyszczalni $ciekow na czystos¢ mikrobiologiczng
powietrza w okolicy Szczecno, wojewodztwa swigtokrzyskiego, ochrona srodowiska, 2012
Artur Stefanski, Wykorzystanie preparatow bakteryjnych w uprawie roslin na terenie woj.
Swietokrzyskiego, ochrona $rodowiska, 2012
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28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44,

45.

46.

47.

48.

Ewelina Kaminska, Analiza mikrobiologiczna kapielisk w powiecie piotrkowskim w latach 2008
— 2010, ochrona $rodowiska, 2012

Klaudia Kulig, Wystepowanie i diagnostyka Enferococcus faecalis w powierzchniowych
ujeciach wod pitnych na rzece Nidzie, w latach 2006 — 2011, ochrona $rodowiska, 2012

Paulina Kowalska, Wystgepowanie bakterii Escherichia coli w powierzchniowych ujeciach wod
pitnych, na rzece Nidzie, wojewodztwa S$wigtokrzyskiego, w latach 2005-2011, ochrona
srodowiska, 2012

Ewelina Bech, Gospodarowanie osadem $Sciekowym na oczyszczalni Sciekow w Pinczowie,
ochrona srodowiska, 2012

Martyna Drabik, Analiza sanitarna osadow $ciekowych na przykladzie wybranych oczyszczalni
Sciekdw w wojewodztwie §wietokrzyskim, ochrona $rodowiska, 2012

Wioleta Nowaczek, Analiza wystepowania drobnoustrojow wskaznikowych w produktach
zywno$ciowych na przykladzie szczepow Listeria monocytogenes w miejscowosci Sandomierz,
w latach 2008 — 2010, ochrona $rodowiska, 2012

Diana  Berlinska, = Wystgpowanie  drobnoustrojow  Srodowiskowych, powodujacych
zanieczyszczenia produktow spozywczych, na przyktadzie analizy probek w miejscowosci Busko
Zdro6j w latach 2009 1 2011, ochrona $rodowiska, 2013

Karolina Karwacka, Analiza sanitarna osadéw dennych wybranych zbiornikéw wodnych
wojewodztwa §wietokrzyskiego, biotechnologia, 2013

Tomasz Palacz, Mikrobiologiczna analiza sanitarna wybranych zbiornikow wodnych
wojewodztwa §wietokrzyskiego, biotechnologia, 2013

Ewelina Kaminska, Ocena lekoopornosci uropatogennych szczepdw Escherichia coli na wybrane
antybiotyki, biotechnologia, 2014

Krystsina Huleyeva, Identyfikacja gendw sdid i rcsA warunkujacych zdolno$¢é do tworzenia
biofilmu w uropatogennych szczepach Escherichia coli, biotechnologia, 2014

Monika Wawszczak, Identyfikacja szczepow wytwarzajacych beta-laktamazy o rozszerzonym
spektrum dziatania w kolekcji uropatogennych szczepow Escherichia coli, biotechnologia, 2014
Sylwia Chrzanowska, Charakterystyka izolatow bakteryjnych Escherichia coli na podstawie
wrazliwo$ci na wybrane antybiotyki, ochrona srodowiska, 2015

Justyna Magdalena Mazur, Identyfikacja metodg PCR genow warunkujacych lekoopornos$¢ na
antybiotyki beta-laktamowe w kolekcji uropatogennych szczepdw E. coli, biotechnologia, 2015
Beata Gad, Identyfikacja genow warunkujacych lekoopornos$¢ na wybrane antybiotyki w kolekcji
uropatogennych szczepow Escherichia coli, biotechnologia, 2015

Joanna Kaleta, Badanie zdolnosci do tworzenia biofilmu w kolekcji szczepéw Proteus mirabilis,
ochrona srodowiska, 2016

Ewa Gwizda, Proba korelacji wzrostu rozpelztego z biofilmem szczepdw Proteus mirabilis,
biotechnologia, 2016

Aneta Filipiak, Proba korelacji wzrostu rozpetztego z wlasciwosciami ureolitycznymi szczepow
Proteus mirabilis, biotechnologia, 2016

Martyna Gulba, Wptyw wybranych antybiotykow na intensywnos$¢ tworzenia biofilmu szczepow
Escherichia coli, biotechnologia, 2016

Paulina Bator, Analiza sekwencji genow topoizomerazy uropatogennych szczepow bakterii
Escherichia coli metodami bioinformatycznymi, biotechnologia, 2017

Klaudia Wrébel, Porownanie sekwencji genéw gyrazy w uropatogenach szczepow E. coli
metodami bioinformatycznymi, biotechnologia, 2017

Prace magisterskie:

1.

Joanna Niedziela-Wgsacz, Analiza molekularna w korelacji z metodami fenotypowymi w
réznicowaniu drobnoustrojow srodowiskowych, ochrona §rodowiska, 2013
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2. Katarzyna Wasowska, Roéznicowanie drobnoustrojow izolowanych z gleb metodami
fenotypowymi i genotypowymi, ochrona §rodowiska, 2013

3. Anna Szafraniec, Wptyw niklu na wzrost i rozwdj biofilmu w kolekcji szczepdw Proteus
mirabilis, ochrona Srodowiska, 2015

4. Anna Szafraniec, Wptyw chlorku niklu na wzrost i rozwdj biofilmu bakteryjnego w kolekcji
szczepow Escherichia coli, biotechnologia, 2016

5. Monika Wawszczak, Wplyw subinhibicyjnych stezen antybiotykow na zmiany lekoopornosci
uropatogennych szczepow Escherichia coli, biotechnologia, 2016

6. Marzena Makosa, Badanie wybranych czynnikow patogennosci w kolekcji uropatogennych
szczepow klinicznych Proteus mirabilis, biotechnologia, 2017

7. Justyna Magdalena Mazur, Analiza porownawcza mutantéw i szczepdw dzikich Escherichia coli
z wykorzystaniem metody PCR, biotechnologia, 2017

Rozpoczynajac prace w Samodzielnym Zaktadzie Ochrony i Ksztattowania Srodowiska na UJK w roku
2008 opracowatam karty przedmiotu i dostosowatam laboratorium do zaje¢ dydaktycznych na kierunku
ochrona $rodowiska z przedmiotow “Genetyka 1 inzynieria genetyczna”, ‘“Mikrobiologia”,
“Mikrobiologia wo6d”, “Analiza biochemiczno-biofizyczna w badaniach skazen ustrojow”.
Przygotowatam réwniez program nauczania z przedmiotu “Organizmy modyfikowane genetycznie” na

kierunku biotechnologia. Zajecia miaty charakter laboratoriow, ¢wiczen oraz wyktadow.

Podczas pracy w Instytucie Nauk Medycznych bratam udziat w przystosowaniu laboratoriow oraz
opracowaniu zaje¢ dydaktycznych z przedmiotu “Mikrobiologia”, ‘“Parazytologia”, “Genetyka”,
“Zywno$¢ modyfikowana genetycznie” na kierunku lekarskim. Przygotowatam i prowdze réwnorzedne

zajecia dydaktyczne (z wyjatkiem mikrobiologii) na kierunku lekarskim anglojezycznym.

Jestem koordynatorem programu Erasmus+ w Instytucie Nauk Medycznych WLiNoZ UJK.

6.6. Opieka naukowa nad doktorantami w charakterze opiekuna naukowego lub
promotora pomocniczego

Jestem promotorem pomocniczym dwoch prac doktorskich:

e mgr Andrzej Szczepanek, rozprawa doktorska pt. “Czynniki warunkujgce wystepowanie bakterii
Legionella w szpitalach i domach pomocy spotecznej na terenie wojewodztwa
swietokrzyskiego”, otwarty przewod doktorski w dziedzinie nauk o zdrowiu, na Wydziale
Lekarskim i Nauk o Zdrowiu, UJK, promotor dr hab. Grazyna Nowak- Starz, prof. UJK

e mgr Monika Wawszczak, rozprawa doktorska pt. “Rola karboksypeptydazy w mechanizmie
powstawania ostrego zapalenia trzustki”, otwarty przewod doktorski w dziedzinie nauk o
zdrowiu, na Wydziale Lekarskim i Nauk o Zdrowiu, UJK, promotor prof. dr hab. n. med.

Stanistaw Gluszek
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6.7. Staze w zagranicznych i krajowych osrodkach naukowych lub akademickich

Data i Miejsce

Charakter pobytu i efekty

VII - XII. 2012
Karolinska Institute:
Department of
Microbiology, Tumor and
Cell Biology (MTC),

Sztokholm, Szwecja

Poznanie nowych technik mikrobiologii i biologii molekularnej, udziat
w badaniach: analiza fenotypowa i genetyczna uropatogennych
szczepow Escherichia coli, wptyw wolnych rodnikow tlenowych na
wzrost 1 biofilm E. coli. Efektem jest nawigzanie wspotpracy naukowej
i publikacja Adamus-Bialek W*, Vollmerhausen TL, Janik K,
Hydrogen peroxide stimulates uropathogenic Escherichia coli strains

to cellulose production, 2018, Microb Pathog, 126:287-291 (IF 2,332)

V - VIL 2014

School of Biological
Sciences, University of
East Anglia, Norwich,
Anglia

Poszerzenie umiejetnosci w zakresie technik biologii molekularne;j.
Badanie stabilnosci sekwencji CRISPR w genomie szczepow
Salmonella spp., przygotowanie plazmidowego konstruktu genowego
zawierajacego sekwencje powtorzone TRS.

Efektem jest nawigzanie wspotpracy naukowej i uzyskanie wynikow
badan wstepnych dotyczacych niestabilnosci sewkencji CRISPR w
genomach uropatogennych szczepdw Escherichia coli. Otrzymane
obiecujace wyniki oraz nawigzana wspotpraca naukowa sg podstawa
do rozpoczecia nowego kierunku badan i pozwola na przygotowania

projektu Sonata Bis do NCN.

1.2017

Katedra Biologii Ogolne;j i
Parazytologii, Warszawski
Uniwersytet Medyczny,

Warszawa, Polska

Staz szkoleniowy — diagnostyka parazytologiczna. Staz postluzyt do
poszerzenia kompetencji zawodowych w zakresie parazytologii i
przygotowania dydaktycznego do zaje¢ prowadzonych na nowo
otwartym kierunku lekarskim na Wydziale Lekarskim i Nauk o
Zdrowiu UJK
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6.8.

Recenzowanie publikacji w czasopismach miedzynarodowych i krajowych

Od 2015 roku jestem zapraszana do recenzji manuskryptow oryginalnych prac badawczych i

przegladowych w czasopismach o zasi¢ggu miedzynarodowym i zagranicznym. W sumie zrecenzowatam

58 manuskryptéw w 31 czasopismach, z ktoérych 11 posiada Impact Factor w zakresie od 0,5 — 13.7.

Lp. Nazwa czasopisma Okres Liczba Punkty IF
zrecenzowanych (MNiSzW)
manuskryptow
publikacji

1. Microbiology Research International 2015 1 0

2. African Journal of Microbiology 2015 -2016 3 0
Research

3. Clinical Medicine Journal 2015 -2016 4 0

4. Agricultural and Biological Sciences 2015 —2017 5 0
Journal

5.  Public Health Journal 2015 2 0

6. Journal of Agricultural Science and 2015 -2017 9 0
Engineering

7. International Journal of Preventive 2015 1 0
Medicine Research

8. American Journal of Clinical 2015 1 0
Neurology and Neurosurgery

9. Public Health and Preventive 2015 -2016 2 0
Medicine

10. Acta Biochimica Polonica 2015 3 1,239 (15)

11. Journal of Antimicrobial 2015 1 5,217 (40)
Chemotherapy

12. American Journal of Microbiology 2016 2 0,91
and Immunology

13. AASCIT Frontiers in Biomedical 2016 — 2017 2 0
Sciences

14. Studia Medyczne 2016 —2018 3 (10)

15. African Journal of Traditional, 2017 1 0,553 (20)
Complementary and Alternative
Medicines

16. International Journal of 2017 1 2,145 (30)
Environmental Research and Public
Health

17. ACS Nano 2017 1 13.709 (45)

18. ACTA PHARMACEUTICA 2017 1 1,623 (20)

19. European Journal of Biological 2018 1 0

Research
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20. Genes 2018 1 3,191 (25)

21. Microbial Cell Factories 2018 1 4,295 (40)

22. Microbial Drug Resistance 2018 1 2,344 (25)

23. Clinical Microbiology and Infectious 2018 2 0
Diseases

24. Biomolecules 2018 1 0

25. JSM Biomedical Imaging Data 2018 1 0
Papers

26. Annals of Clinical and Medical 2018 1 0
Microbiology

27. Journal of Case Reports and Studies 2019 1 0

28. African Health Sciences 2019 2 0,666 (20)

29. Journal of Surgery and Surgical 2019 1 0
Research

30. Science Asia 2019 1 0

31. Infection and Drug Resistance 2019 1 0

6.9. Wspotpraca naukowo-badawcza z innymi osrodkami naukowymi

W latch 2009 — 2018 nawigzatam wspoélprace naukowg z licznymi osrodkami naukowymi, co
zaowocowato nabyciem nowych doswiadczen naukowych i laboratoryjnych oraz wspolnymi
publikacjami, udzialem w konferencjach czy wsparciem merytorycznym.
Wspodpraca naukowa:
1. Pracownia Genetyki Molekularnej, Instytut Biologii Medycznej Polskiej Akademii Nauk w
Lodzi, dr hab. Pawet Parniewski, prof. PAN
2. School of Biological Sciences, University of East Anglia, Norwich, prof Richard Bowater,
3. Department of Microbiology, Tumor and Cell Biology (MTC), Karolinska Institute,
Sztokholm, Szwecja, prof. Annelie Brauner
4. Katedra Geotechniki i Inzynierii Wodnej, Politechnika Swigtokrzyska, Kielce, dr Lukasz
Bak
5. Narodowy Instytut Lekow, Warszawa, Polska, prof. dr hab. Marek Gniadkowski, dr Anna
Baraniak
6. Zaktad Mikrobiologii, Instytut Biologii, Wydzial Matematyczn-Przyrodniczy Uniwersytetu
Jana Kochanowskiego w Kielcach, prof. dr hab. Wiestaw Kaca
7. Zaktad Biochemii i Genetyki, Instytut Biologii, Wydzial Matematyczn-Przyrodniczy
Uniwersytetu Jana Kochanowskiego w Kielcach, dr hab. Michat Arabski, prof. UJK,
8. Instytut  Matematyki, Wydzial Matematyczn-Przyrodniczy =~ Uniwersytetu  Jana
Kochanowskiego w Kielcach, dr Magdalena Chrapek, dr Elzbicta Zajgc
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