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4. Omowienie osignieé, o ktorych mowa w art. 219 ust. 1 pkt. 2 Ustawy.

4.1 Tytut osigniecia naukowego

Badania molekularnych podstaw inwazyjoioL. monocytogenes i jej zmian indukowanych
stresensrodowiskowym.

4.2 Lista publikacji stanowigcych osagniecie naukowe

Rozpraw habilitacyjrs stanowi monotematyczny cykl 4 prac oryginalnychcana wartec
wspotczynnikd mpact factor w roku opublikowania prac wynosi 8,705.

P1) Waltecka-Zacharska E Kosek-Paszkowska K, Bania J, KarpiSkova R, Siakah. Salt
stress-induced invasiveness of mdjosteria monocytogenes serotypes. Lett Appl Microbiol
2013, 56, 216-221 (MNiSVR0, IF 1,622.

Udziat witasny. opracowanie koncepcji batlaoraz metodyki, przeprowadzenie bada
inwazyjnaici L. monocytogenes, wytworzenie biatka rekombinowanego, oznaczenie
pokrewieistwa genetycznego szczepow, oznaczenie poziomekliaétod Western blotting,
analiza i interpretacja wynikow oraz przygotowamanuskryptu.

P2) Walecka-Zacharska E Kosek-Paszkowska K, Bania J, Staroniewicz Z, Beski M,
Wieliczko A. Invasiveness df. monocytogenes strains isolated from animals in Polafdl
J Vet Sci 2015,18, 697-702 (MNiSW20, IF 0,719)

Udziat witasny. opracowanie koncepcji batlaoraz metodyki, przeprowadzenie bada
inwazyjnaici L. monocytogenes, oznaczenie pokrewistwa genetycznego szczepdw,
sekwencjonowanie gendwnlAB, analiza i interpretacja wynikbw oraz przygotovean
manuskryptu.

P3) Watecka-Zacharska E Gmyrek R, Skowron K, Kosek-Paszkowska K, Baniauration
of heat stress effect on invasivenessLofmonocytogenes strains BioMed Res Int 2018,
1457480(MNiSW 25, IF 2,197.

Udziat wiasny. opracowanie koncepcji baglaraz metodyki, przeprowadzeniecéa bada
inwazyjnaci L. monocytogenes oraz bada ekspresji gendw wirulencji i odpowiedzi na stres,
analiza i interpretacja uzyskanych wynikdéw orazygotowanie manuskryptu.

P4) Walecka-Zacharska E Korkus J, Skowron K, Wietlicka-Piszcz M, KoseksRlowska
K, Bania J. Effect of temperatures used in foodagfe on duration of heat stress induced
invasiveness df. monocytogenes. Microorganisms 2019, 7, 467 (MNiSV20, IF 4,167).

Udziat wiasny: opracowanie koncepcji bagi@raz metodyki, przeprowadzeniecéa bada
inwazyjngici L. monocytogenes, analiza i interpretacja uzyskanych wynikéw oraz
przygotowanie manuskryptu.

4.3 Omoéwienie celu naukowego agjniecia



4.3.1. Wprowadzenie

Zywnos¢ stanowi nie tylko zrédto sktadnikéw odywczych niezbdnych do
prawidtowego rozwoju cztowieka, ale tak doskonat&rodowisko rozwoju drobnoustrojow,
w tym mikroorganizmow patogennych. Zanieczyszczopatogenami zywnosé¢ jest
potencjalnym zrédtem ich transmisji do przewodu pokarmowego lud8paycie
zanieczyszczonej patogenamwnaosci przez ludzi mee prowadz do rozwoju zachorowa
ktore w skrajnych przypadkach mpgiet réwniez skuteksmiertelny. Mimo zwgkszonego
nadzoru nad produkgjzywnosci drobnoustroje chorobotworcze w dalszymgci stanowd
zagraenie zdrowia publicznego. Domimgymi  mikroorganizmami  patogennymi
przenoszonymi przezzywnos¢ 3 Salmonella, Campylobacter oraz enterokrwotoczne
serotypyEscherichia coli. Swiatowa Organizacja Zdrowia rocznie notuje ok. 80ilionéw
infekcji pokarmowych, w tym 420 000 zgonéw (WHO,12). Nas¢pstwem rozwoju choréb
przenoszonych przezywnos¢ 3 takze wysokie straty ekonomiczne zmane gtdwnie z
kosztami hospitalizacji i rehabilitacji ludzi. W @tach Zjednoczonych straty te szacuge si
rocznie na 36 miliardéw dolaréw (Minor i wsp., 2015

Z punktu widzenia zdrowia publicznegbisteria monocytogenes jest jednym z
najwazniejszych patogenow przenoszonych przganosé¢. Ta Gram-dodatnia pateczka, nie
wytwarza przetrwalnikdw i jest szeroko rozpowszecha w srodowisku. Wysipuje ona
m.in. w glebie, wodziesciekach oraz gnicej rclinnosci. Bakteria ta wykazuje znacgn
odporng¢ na dziatanie czynnikowérodowiska i potrafi przetrwlaw szerokim zakresie
temperatur (0,1-45°C) oraz pH (5,5-9,5). Znosizéakvysokie sfzenia soli wsrodowisku
(Radoshevich i Cossart, 2018). U ludzi zdrowych azekia wywotane przezL.
monocytogenes moga przebiega bezobjawowo lub przybierajagodm forme, wyrazajac sk
najczsciej w postaci zapalenizotadka i jelit. U os6b z obnong odporndcig, w tym oséb
starszych, kobiet ezarnych, noworodkoéw oraz nosicieli wirusa HIV konaekcp zakaenia
L. monocytogenes moze by sepsa, a tale zapalenie opon moézgowych. W przypadku kobiet
ciezarnych skutkiem zaka&nial. monocytogenes maze by obumarcie ptodu lub poronienie.
Przebieg zakeen L. monocytogenes o ciezkim przebiegu zwjzany jest ze zdolroia
patogenu do wnikania do komérek naturalnie niefgtyggcych oraz z przystosowaniami do
przemieszczaniasiw cytoplazmie komorek eukariotycznych i rozprzaestiania si wsrod
komorek gsiadupcych. Posiadaf takie wigciwosci L. monocytogenes moze pokonywa
naturalne bariery obronne organizmu jak barigglitows, krew-mozg oraz toyskows.
Czestotliwos¢ wyskpowania listeriozy wahagiod 0,1 do 11,3 przypadkéw na milion ludzi,
jednak wspoétczynnilksmiertelngci w przypadku rozwoju listeriozy inwazyjnej wynosd
10% do 30%. W krajach rozwiggych s¢ jak Republika Potudniowej Afryki wspoétczynnik
sSmiertelngci listeriozy osiga nawet 50% (Swaminathan i Gerner-Smidt, 2007)d\ée
danych Europejskiego Usdu ds. Bezpieczstwa Zywnaosci (ang. European Food Safety
Authority, EFSA) odseteksmiertelngci zwigzany z rozwojem listeriozy u ludzi jest
najwyzszy spérod wszystkich chorob przenoszonych drogokarmow (EFSA, 2018).
Pierwszy przypadek masowej listeriozy opisano w dknie w roku 1981. Ol on 7 0s6b
dorostych oraz 34 dzieci nienarodzonych, a jegeskkwencj byto 9 przypadkéw poroniei
9 zgondw. Jakairrédio patogendw wytypowano surOgvk kapusty spoyta przez ludzi,
ktorych dotkrta listerioza. Od tego czasu maviecie zanotowano wiele zbiorowych



przypadkow listeriozy zwzanych z konsumpegjzywnosci zanieczyszczonej pateczkaini
monocytogenes. Jak dadd najwieksze ognisko listeriozy opisano w pétnocnych Wiasze
Stwierdzono je w roku 1997, a zwane byto ze spyciem satatki z kukurydzy i ficzyka
zanieczyszczone).. monocytogenes. Dotkreto ono 1566 os6b, jednak nie odnotowano
przypadkow smiertelnych. Najwkszy liczbe s$miertelnych ofiar zbiorowej listeriozy
zanotowano w Republice Potudniowej Afryki. W okeesid stycznia 2017 do lipca 2018
stwierdzono tam 1060 przypadkéw listeriozy, w tym62ze skutkiemsmiertelnym.
Zidentyfikowanymzrodiem patogenow byty przetworzone produktysnie.

Wedtug danych EFSA liczba przypadkéw listeriozy wajich Unii Europejskiej
znacaco wzrosta w latach 2008-2015. W roku 2017 odnotaw&480 przypadkow
listeriozy, w tym 227 przypadkow ze skutkiegmiertelnym (EFSA, 2018). W Polsce,
zgodnie z danymi Ratwowego Zaktadu Higieny, w latach 2004-2018 zawatw
systematyczny wzrost liczby przypadkow listerioky. latach 2004-2008 stwierdzono 28
przypadkow zachorowia w 2013 roku 54, a w roku 2016 99 przypadkow tistey. W 2018
roku na listerioz zachorowaty 124 osoby, co stanowi wzrost o 8 padw w stosunku do
roku 2017.

Ponad 90% przypadkow listeriozy ludzi azwéanych jest z konsumpgj
zanieczyszczonej pateczkanmll. monocytogenes zywnosci nie wymagajcej obrobki
termicznej. Czstymzrédtem zakaenia ludzi g ryby i produkty rybne, produkty rgne, sery
i produkty mleczne (Allen i wsp., 2016).

W procesie produkcjizywnosci L. monocytogenes nara&ona jest na wiele
niekorzystnych czynnikowrodowiska, takich jak wysokie zasolenie, niskie piikkie lub
wysokie temperatury. Bakterie poddane stresoémbdowiskowemu zmieniaj swoj
metabolizm, co utatwia im przetrwanie w niekorzystm warunkach. Zmiana metabolizmu
mozliwa jest dzéki uruchomieniu przez bakterie mechanizmow odpowiigth stres, co
Zwigzane jest min. z aktywagjalternatywnych czynnikdw sigma. Alternatywne czijnn
sigma to czynniki transkrypcyjne, kontrajug ekspregj okreslonego zestawu genow.
Czynniki alternatywne niegsaktywne w warunkach optymalnych dla rozwoju bakteas w
warunkach stresu ulegapktywacji i odpowiadaj za inicjacg transkrypcji specyficznego
zestawu gendw. W efekcie bakteria z@owytworzy biatka o rozmaitych aktywrciach
tagodzce skutki dziatania stresu, ktore nig gbecne w komorkach bakterii w warunkach
normalnych. Jednym 2z najlepiej poznanych alternagph czynnikdw sigma uL.
monocytogenes jest o°. Czynnik ten w optymalnych warunkach wzrostu bgkte
utrzymywany jest w formie nieaktywnej zagpednictwem biatka RsbW, a do jego aktywacji
dochodzi w warunkach stresirodowiskowego oraz niedoboru sktadnikéwzpaczych
(Kazmierczak i wsp., 2005). Czynnik ten kontroluje. monocytogenes ekspresj ponad 140
gendw zwjzanych z odpowiedzi na stres osmotyczny, oksydacyjny, wysokiénignia
hydrostatyczne, a tak stres zwjzany z niskim pH oraz niskimi temperaturaiidielo i wsp.,
2015). Stwierdzonoze o® wplywa réwnie na wirulencj L. monocytogenes. Czynnik ten
reguluje transkrypej genu hydrolazy zotciowej (bsh), umailiwiajacej przeycie w
srodowisku solizétciowych i kolonizagj jelita. Co warte podkéenia ¢® reguluje take
transkrypcg genow inlAB kodugcych internaliny, kluczowe biatka w procesie inwazj
réznego rodzaju komérek niefagocydaych (Kazmierczak i wsp., 2003). Pod kondref
znajduje sj takze genprfA. Biatko PrfA jest kluczowym regulatorem gendw viémncji. Jest
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ono aktywowane w temperaturze 37°C§ wanizszych temperaturach pozostaje nieaktywne.
Uwaza sk, ze aktywacja PrfA w temperaturze ziadnej do temperatury ciata zwiata ludzi
umazliwia patogenowi kolonizagj komorek eukariotycznychPfrA kontroluje ekspregj
gendéw niezbdnych do rozprzestrzenianiaesiL. monocytogenes wewmgtrz komorek
eukariotycznych, w tym genow odpowiedzialnych zaecwle z fagosomu do cytozolu
komorki (ly, plcA, plcB) oraz genu kodggego biatko ActA zapewnigge ruch patogenu w
cytozolu i przenikanie dogsiednich komoérek. Stwierdzonee regulacja transkrypcji locus
inlAB moze odbywa sie bezparednio przy udziales® lub za pérednictwem prfA
(Kazmierczak i wsp. 2005).

Stwierdzenie mdiwosci zmian wirulencji w reakcji na niekorzystne czikin
srodowiska, ktorymL. monocytogenes musi s¢ przeciwstawdé np. w trakcie przechodzenia
przez przewdd pokarmowy ludzi stworzytlo nowy obszsmdawczy. Od wielu lat
poszukiwane gscechy odraniajagce szczepy.. monocytogenes o wysokiej i niskiej wirulencji.
Posiadanie przystosowavyrazajagcych s¢ wzrostem wirulencji w odpowiedzi na stres a0
by¢ jedmy z poszukiwanych cech odpowiedzialnych za wysdadliwosé niektorych
SzczepOowk. monocytogenes.

W ciaggu ostatnich lat opracowano wiele metod pozwailajh na badania wirulencji
naturalnych szczepdwL. monocytogenes, w tym testy in vivo z uwzyciem zwierat
laboratoryjnych (mysz, kawia domowa, matpa), begéwcow Caenorhabditis elegans,
Drosophila melanogaster, Danio rerio, Galleria mellonella) oraz testyin vitro (linia
ludzkiego gruczolakoraka okmicy Caco-2, linia ludzkiego raka alnicy HT-29, linia
ludzkiej hepatomy Hep-G2, linia mysich makrofagow4) (Rakic i wsp. 2017). Modele
zZwierzce uznawaneasza rozwjzanie optymalne w ocenie wirulencji patogenow, gdan
ich wykorzystaniem wiza sie znaczne koszty i aspekty etyczne. Beghkrvce stanovi fatwy
do manipulowania i niedrogi model, ale nie wszystikiozwijap sic optymalnie w
temperaturze ludzkiego organizmu, w ktérej z kakdiezy prowadzé badania nad wirulengj
L. monocytogenes i mogg generowa trudngci w precyzyjnym podawaniu inokulum.

Gtébwnymi zaletami testévin vitro jest fatwadé wykonania, niskie koszty, wzglna
szybka¢ wykonania pomiaréw. Wiele z tego typu modeli ndzwierciedla jednak w peni
warunkéw jakie zapewniajmodele zwiergce. W testachin vitro oddziatywanie bakterii
ogranicza si do jednego typu komorek. Ograniczona jegtrezliwosé oceny odpowiedzi
organizmu gospodarza. Testy vitro nie daj takze mazldiwosci oceny wplywu przégia
bakterii przez przewdd pokarmowy na metabolizm haga mikroorganizmu. Wiadomo
bowiem, ze warunki panuce w przewodzie pokarmowym mpgyv znacznym stopniu
wptywa¢ na wzrost i metabolizm bakterii (Law i wsp. 201Badania przeprowadzone przez
Roche i wsp. (2001) wykazaly jednate tzw. test tworzenia tysinek (ang. Plaque Forming
Assay, PFA), w ktorym ocenia¢sinwazyjng¢ oraz zdoln& rozprzestrzeniania ¢iL.
monocytogenes w monowarstwie komorek niektérych ludzkich linbzwala na rozrinienie
szczepow wirulentnych, stabo wirulentnych i szczepdznikomej wirulencji. Stwierdzono
takze, iz wyniki oceny wirulencjiL. monocytogenes testem PFA w wysokim stopniu zgadgaj
sie z wynikami testéw na zwiegrach. Test PFA uznajeeszatem za dolralternatyve dla
testowin vivo do oceny wirulencjiL. monocytogenes (Roche i wsp. 2001).



4.3.2. Cel naukowy osigniecia

L. monocytogenes jest jedr z niewielu bakterii doskonale przystosowanychzyda i
rozmnaania s¢ w cytoplazmie komorek eukariotycznych i stanowidelow badaniach
efektu stresu na przgwalncsé, a przede wszystkim wirulercj patogendw
wewngtrzkomorkowych. Wiadomo, zi wirulencja L. monocytogenes jest zr&nicowana,
jednak mato jest danych na temat molekularnych ta@d$ego zjawiska. Wiadomage stres
srodowiskowy mae modyfikow#& wirulencg bakterii. Dotychczas ukazatoeskilkadziesat
prac demonstrggych wpltyw raznych czynnikéwsrodowiskowych, w tym niskiego pH,
stresu oksydacyjnego, stresu osmotycznego, wysokiggienia hydrostatycznego, niskiej
oraz wysokiej temperatury na zdofdalo inwazji szczepOw. monocytogenes. Jednak zakres
zmian inwazyjnéci w odpowiedzi na stres w populatji monocytogenes byt nieznany. Mato
wiadomo bylo rownie na temat powdzania ekspresji czynnikbw wirulencjiL.
monocytogenes i zmian wirulencji w odpowiedzi na stres. Praktyezniedosipne byty dane
na temat czasu utrzymywanig stywotanych stresem zmian wirulengji monocytogenes. Z
tego wzgédu ocena realnego znaczenia zmian inwazginpod wptywem stresu nie byta
dotad mazliwa.

Wymienione przestanki sktonity mnie do pedj bada magcych na celu:

o okredlenie zakresu zmian inwazyjfm w odpowiedzi na stres w grupie szczepow
reprezentuyjcych zasadnicze grupy genetyczne oraz najwegsze serotypyL.
monocytogenes,

» zbadanie ekspresji najwaejszych internalin w odpowiedzi na wybrane rodzaj
stresu w szczepadh monocytogenes,

* analiz polimorfizmu sekwencjbiatek InlA i InIB w szczepach.. monocytogenes
réznigcych sé zdolndcia do wnikania do ludzkich komorek raka ekmicy

* okreilenie czasu utrzymywania esizmian inwazyjnéci wywotanych stresem w
warunkach optymalnych dla wzrodtumonocytogenes i w warunkach spotykanych w
trakcie przechowywanizaywnosci.

4.3.3 Omowienie wynikdw osjgniecia naukowego

P1) Waltecka-Zacharska E Kosek-Paszkowska K, Bania J, KarpiSkova R, Siaekah. Salt
stress-induced invasiveness of mdjosteria monocytogenes serotypes. Lett Appl Microbiol
2013, 56, 216-221.

P2) Walecka-Zacharska E Kosek-Paszkowska K, Bania J, Staroniewicz Z, Beski M,
Wieliczko A. Invasiveness df. monocytogenes strains isolated from animals in PolaRdl J
Vet Sci 2015, 18, 697-702.

L. monocytognes jest najwaniejszym, z punktu widzenia bezpieageva zywnosci,
gatunkiem z rodzajuisteria. Za pomog metod genetycznych oraz fenotypowych szcZepy
monocytognes podzielono na grupy genetyczne. Wymia sk obecnie przynajmniej 4
ewolucyjne grupy genetyczne szczepbwmonocytognes, a w ich obgbie co najmniej 13
serotypow. Stwierdzonage szczepy.. monocytognes w obrbie niektorych z tych grup mag



zasiedla rézne nisze ekologiczne, madez rézni¢ sie potencjatem infekcyjnym. Wkszai¢
scharakteryzowanych dut szczepdw.. monocytogenes zaliczonodo grupy | ( serotyp 1/2b,
3b, 3c, 4b) oraz Il (serotyp 1/2a, 1/2c, 3a) (Omsp. 2008).Wykazanae szczepy nalgce
do | grupy genetycznej bardziej efektywnie wnikajrozprzestrzenigj sic w komérkach
nabtonka ni szczepy klasyfikowane do grupy Il (Zhou i wsp.03) Spdrod 13 serotypdw
L. monocytogenes 95% wszystkich infekcji wywotanych jest przez sgpy 1/2a, 1/2b oraz
4b, z ktérych 4b odpowiedzialny jest zackgzai¢ zakaen.

Analiza poréwnawcza genomow szczepdw monocytognes serotypu 1/2a i 4b
wykazata rénice w sekwencji wielu gendw, co a®wplywa na przeywalnasé, wzrost i
patogenné¢ szczepow reprezentigiych te serotypy (Nelson i wsp, 2004). Wykazan®,
szczepy 4b lepiej przgwaja wstrzs termiczny po uprzednim przechowywaniu w warunkach
chtodniczych 1 wykazuj wyzsza tolerancg na wysokie stzenia chlorku sodu wrodowisku
oraz niskie pH w temperaturze 30°C (Buncic i wgp01; van der Veen i wsp., 2008). Stres
osmotyczny jest jednym z niekorzystnych czynnikéajcesciej spotykanych przed.
monocytogenes zarowno w procesie produkciiywnosci oraz w organizmie gospodarza.
Weczesniejsze badania, w tym badania wilasne, wykazady stres osmotyczny me
modyfikowa inwazyjncg¢ patogenu (Watecka i wsp. 2011P12 Olesen i wsp., 2009).
Wydaje st¢, ze lepsze zdolni przystosowawcze niektorych szczepow do niekdrgxh
warunkow mog stanowé element ich zwikszonej wirulenciji.

W publikacjiP1 podigtam prole okreslenia zakresu zmian inwazyjém w odpowiedzi
na stres osmotycznyswd szczepdviL. monocytognes. Populacja obejmaga 41 szczepdw.
monocytogenes, reprezentujcych gtdwne grupy genetyczne | i Il, zawiexg szczepy
nalezagce do trzech serotypdéw: 1/2a, 1/2b i 4b, zostalddpoa dziataniu 0.3M chlorku sodu
przez 10 minut w 37°C. Naginie bakterie poddane dziataniu soli wraz z ba&terinie
traktowanymi chlorkiem sodu,zyto do zakaenia linii ludzkiego raka okenicy HT-29.
Wirulencg bakterii okrglano za pomagtestu tworzenia tysinek. Wykazana,adolncg¢ do
inwazji, okrelana liczla tysinek oraz zdoln&® do rozprzestrzenianiagsiwv monowarstwie
komorek, wyraonasredniq tysinki, bylty znaczaco wyzsze w szczepach nalgych do grupy
genetycznej | m grupy 1l. Potwierdzito to wczmiejsze wyniki Zhou i wsp. (2005). Ponadto
dowiedziono, 1 szczepyL. monocytogenes nalezace do serotypu 4b bardziej efektywnie
wnikaja i rozprzestrzenigj sii w komorkach HT-29 ni szczepy serotypu 1/2a. Badanie
wplywu stresu osmotycznego na wirulenkj monocytogenes wykazato,ze stres osmotyczny
wptywat na zdolné do inwazji, ale nie na zdol&é do rozprzestrzenianiagsbakterii. Nie
zaobserwowano uhic w inwazyjnéci w warunkach zwkszonego stzenia chlorku sodu
pomkdzy szczepami grupy | i Il oraz gazy szczepami klinicznymi i pochoglzymi z
zywnosci. Stwierdzono jednak istotnie w§z inwazyjnGé szczepdw o serotypie 4b w
poréwnaniu z 1/2a. Szczepy 4ky zatem nie tylko najbardziej wirulentne sSpi
najwazniejszych serotypovi.. monocytogenes, ale take w najwyszym stopniu zwkszajp
inwazyjnai¢ w odpowiedzi na stres osmotyczny.

Kluczowymi czynnikami umgiwiajacymi bakterii wnikn¢cie do komorek
niefagocytugcych g internaliny InlA oraz InIB. W olbie locusinlAB znajduje si 6
promotoréw, z ktorych jeden (P3inlA) zate jest od PrfA, a dwa (P4inlA, P2inlIB) pozostaj
pod kontroh o°  (Kazmierczak i wsp., 2003). Poniewas® aktywowany jest w
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niekorzystnych warunkach, w tym w warunkach pogszpnego énienia osmotycznego,
stres powinien wptywatakze na ekspresjbiatek internalin. Podajecsize udziat biatka InlA
w inwazji komorek nabtonka jest bardziej zngmz niz InIB (Kim i wsp., 2004; Kim i wsp.,
2005), dlatego tezbadatam poziom tego biatka mejod/estern blot w czterech szczepach
wyroOzniajacych sé najwyzszy i w czterech szczepach najsia inwazyjndcia po indukcji
stresem osmotycznym. Aby wyprodukamarzeciwciato anty-InlA, wprowadzitam fragment
genuinlA do plazmidowego wektora pGEX-4T-2 poprzez klonoeaa uzyskany konstrukt
wprowadzitam na drodze transformacji do kompetectingomadrek laboratoryjnego szczepu
E. coli. Rekombinowane biatko InlA oczyszczonoziyto do immunizacji krélika. Otrzyman
surowie oczyszczono metgdchromatografii powinowactwa na 2io z rekombinowanym
biatkiem InlA. Analiza metosal Western blot ujawnitaze we wszystkich czterech szczepach
wyrozniajacych sé najwyzsza inwazyjnccia w odpowiedzi na stres osmotyczny stwierdzono
wyzszy poziom biatka InlA m w szczepach nie poddanych dziataniu stresu. Stwitam,ze
wzrostowi inwazyjnéci bakterii towarzyszy wzrost poziomu InlA, wskagujze zmiany
inwazyjnaici w odpowiedzi na stres osmotyczny mdgc zwigzane ze zmianami ekspresji
biatka InlA. W przypadku szczepdw, w ktorych zastjewano spadek inwazyjp@ w
odpowiedzi na stres nie zaobserwowanani® w poziomie biatka w poréwnaniu ze
szczepami kontrolnymi, co me wskazywa na udziat innych czynnikbw w tym procesie.
Uzyskane przeze mnie wyniki mpgv czsci wyjasnia¢ wysoki potencjat infekcyjny
szczepow 4Mh. monocytogenes.

Wedtug szacunkéw nawet do 21% populdcjimonocytogenes stanowi szczepy o
znikomej wirulencji oraz szczepy praktycznie niaéntne (Roche i wsp., 2005). Niewiele
wiadomo jednak na temat molekularnych podstaw tjgwiska. Wanym rezerwuarem
pateczekL. monocytogenes s3 zwierzta gospodarskie. Szacuje: sie nawet 50% zwiert
gospodarskich me by bezobjawowymi nosicielami tych pateczdk. monocytogenes, po
raz pierwszy opisana jako przyczyna monocytozy yrami, mae wywoltywa& zapalenie
mozgu i opon mdzgowych oraz ronienia i obumiergriedu u przeuwaczy. Za gtowa
przyczyre listeriozy zwierat podaje si niskiej jakaci kiszonlke (Nightingale i wsp. 2004).
Mato jest jednak doniesiena temat inwazyjm@i i zdolngci do rozprzestrzenianiagsiwv
linlach komorek nabtonka zwiefgych szczepdwl. monocytogenes. Dlatego te celem
publikacji P2 byta charakterystyka szczepow wyosobnionych od rzsieoraz proba
wyjasnienia molekularnego podta raznic w inwazyjnéci szczepowl. monocytogenes.
Badania przeprowadzono na 18 szczeplacinonocytogenes, nalezacych do dwoéch grup
genetycznych oraz trzech serogrup. W swoich badhniwykazatam bardzo de
zrGznicowanie szczepOwL. monocytogenes pod wzgédem zdolnéci do wnikania do
komorek linii ludzkiego nabtonka. Prawie 40% szdrepcharakteryzowato siznikomy
zdolngiciag do inwazji komérek HT-29. W obu badanych grupaeheajycznych stwierdzitam
znacace r&nice w zdolndci do inwazji nabtonkow. Najwssz inwazyjngé wykazywaty
szczepy natece do serogrupy 4b(d,e), podczas gdy inwazyjr{obliczana, wyraonym w
procentach, stosunkiem liczby zaobserwowanych éksim monowarstwie komorek linii HT-
29 do liczby komorek.. monocytognes uzytych w t&cie) w serogrupie 1/2b (3b) wynosita
ponizej 0,0001%, bdac nawet do 7,6 rrlow wielkaici nizsza w poréwnaniu z inwazyjicia
szczepOw serogrupy 4b(d,e). Aby wija zaobserwowane raice w inwazyjnéci badanych
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szczepOwL. monocytognes analizowatam sekwencje biatek InlAInIB. Dotychczasowe
badania wykazatyze mutacje w geniénl A skutkupce wytworzeniem skroconej formy tego
biatka mog wigzat sie z obnizorng wirulencp szczepdwl. monocytogenes (Nightingale i
wsp. 2005). Inne badania dowiodly jednade szczepyl. monocytogenes wytwarzapce
kompletne biatko InlA take mog wykazywa& niska wirulencg (Roche i wsp. 2012).
Analizujagc sekwengj biatka InlA w 18 szczepach. monocytogenes nie stwierdzitam
obecndci form posiadajcych przedwczesne kodony STOP, co mogtoby prowadni
ekspresji skroconej formy biatka. Stwierdzitam jakidiczne mutacje punktowe zaréwno w
biatku InlA jak i InIB. W sekwencji biatka InlA zkalizowatam 29 polimorfizmow
pojedynczych nukleotydowv stosunku do szczepu wzorcowelgo monocytogenes EGDe
(ATCC BAA-679). Pie¢ z tych polimorfizmdéw zostalo opisanych wémej przez Ragon i
wsp. (2008). Nisko inwazyjne szczepy z grupy germigj | posiadaty mutagjAsn32Ser w
peptydzie sygnalnym biatka InlA, a szczepy z grilipgharakteryzowaty si polimorfizmem
w regionie LRR (ang. leucine rich repeat) (lle15d)etrzema polimorfizmami w domenie B
InlA (Asn546Asp, Val644lle, Ala652Thr). Badania Temowwsp. (2008) oraz Roche i wsp.
(2012) opisaty 2 mutacje (Alall7Thr i Vall32lle)regionie LRR InIB odpowiedzialnym za
oddziatywanie z receptorem Met, co jest kluczowyrrapem inicjacji wymuszonej
endocytozyl.. monocytogenes przez komorki nabtonkowe. Poniervaubstytucja alaniny na
treonire (Alall7Thr) zmienia hydrofobow6é biatka, sugerowano wptyw tej mutacji na
redukcg aktywndgci InIB (Temoin i wsp. 2008, Roche i wsp. 2012). Mbich badaniach
zidentyfikowatam 44 polimorfizmy sekwencji biatkalB. Wspomniana mutacja (Alal17Thr)
wystepowata zarbwno w szczepach inwazyjnych oraz niskwakyjnych, lecz nie
stwierdzono jej w szczepach o naprej inwazyjnéci. Ponadto, w szczepach o znikomej
zdolnagci do wnikania do komorek ludzkiego nabtonka stambeam trzy unikalne,
nieopisane wczmiej polimorfizmy InIB. Jeden z nich zlokalizowatam domenie LRR
(Asn76Asp), a dwa w C-kKmowej czsci biatka (Asn371Asp; Ala390Val). Stwierdzitarme
polimorfizmy te mog mie¢ potencjalny zwjgzek z niskim potencjalem inwazyjnym szczepow
L. monocytogenes, jednak potwierdzenie ich roli wymaga dalszych dsad zastosowaniem
ukierunkowanej mutagenezy.

Na podstawie poréwnania wynikow publikacji P2 z vikeami publikacji P1 mena
wnioskowd, iz szczepy 0 znikomym potencjale inwazyjnym wpsija czesciej u zwierat,
niz w srodowisku klinicznym oraz vizywnosci.

P3) Watecka-Zacharska E Gmyrek R, Skowron K, Kosek-Paszkowska K, Baniuration

of heat stress effect on invasivenessLofmonocytogenes strains BioMed Res Int 2018,
1457480.

P4) Watecka-Zacharska E Korkus J, Skowron K, Wietlicka-Piszcz M, KoseksRlowska

K, Bania J. Effect of temperatures used in foodagfe on duration of heat stress induced
invasiveness df. monocytogenes. Microorganisms 2019, 7, 467.

Do tej pory wykazano,zi wysokie s¢zenia soli, niskie pH, odbiegame od optymalnej
temperaturysrodowiska, czy obecré dezynfektantow indukujekspresj genow wirulencji
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L. monocytogenes, modyfikujgc zdolng¢ inwazji nabtonkow przez patogen (Pricope i wsp.,
2013; Olesen i wsp., 2009). Badania, w tym badaiésne, wykazatyze niska temperatura
zwieksza inwazyjné& bakterii, podczas gdy podwsgzona temperatura olzai zdolng¢ L.
monocytogenes do inwazji nabtonkéw (Pricope-Ciolacu i wsp., 20¥8atecka i wsp., 2011).
Nie byto jednak wiadomo jak dtugo utrzymuje sv bakteriach indukowana stresem zmiana
inwazyjnaici, co za tym idzie nienmiwa byta ocena znaczenia tych badata zdrowia ludzi.

Do zagadnig tych odniostam si w badaniach opublikowanych w pracaeB i P4. Jako
czynnik stresowy wybratam podwgzory temperatuy z uwagi na toze obrobka termiczna
jest najskuteczniejgz najpowszechniej stosowametod redukcji liczby drobnoustrojow w
celu zapewnienia bezpiecmstwa zywnosci. Moje wczéniejsze badania wykazatyze
ogrzewanie zawiesiny bakterii przez 20 minut w 54%@aczaco redukuje liczb bakterii, ale
w dalszym cigu jest ona wystarczgjo wysoka by madiwe bylo oznaczenie zmian
inwazyjnaici L. monocytogenes poddanych wstesowi cieplnemu (Watecka i wsp., 2011b).
Podaje si, ze temperatyr 54°C stwierdza siw produktach spgwczych w trakcie ich
ogrzewania w kuchenkach mikrofalowych oraz awwnosci poddanej niewystarczgjo
diugiej obrébce termicznej. Patogenne mikroorgagizamieczyszczage zywnos¢ mogy by
zatem poddawane dziataniu temperatur w takim zak(&kandamis i wsp., 2008).

W publikacji P3 okreslono diuga¢ utrzymywania si efektu stresu cieplnego na
inwazyjnag¢ szczepOw L. monocytogenes utrzymywanych po zadziataniu stresu w
temperaturze 37°C. Jest to temperatura optymalrsa witrostu L. monocytognes i
jednoczénie odzwierciedla temperatumpanujaca w przewodzie pokarmowym cziowieka.
Moze by zatem odzwierciedleniem sytuacji, w Kktorej produkanieczyszczonyl.
monocytogenes poddaje s obrobce termicznej niezapewrnjegj wystarczajcej redukcji
patogenu i spoywa sk go w krotkim czasie po obrdbce.

Badania przeprowadzono na 3 szczeplcmonocytogenes od ludzi z klinicznymi
przypadkami listeriozy oraz 7 szczepach izolowarngelwnosci. Wsrod szczepow znalazty
si¢ bakterie nalegce do 3 grup genetycznyth monocytogenes oraz 5 serotypow. Bakterie
ogrzane przez 20 minut w 54°C wraz z niepoddardarataniu podwyszonej temperatury
bakteriami kontrolnymi inkubowano do 72 godzin w@7a nasipnie oceniano ich zdoldé
do inwazji komorek ludzkiego raka @knicy HT-29. Znacgca redukcg liczby bakterii
zanotowano w 1 szczepie bezpamnio po ekspozycji na stres cieplny oraz w 5 esgazh po
24 godzinach i w 7 szczepach po 48 godzinach odtatia podwyszonej temperatury.
Ro&znice te mog sugerowd, ze redukcja liczby bakterii na skutek ogrzewaniazenojawnia
si¢ dopiero w paniejszym czasie, nawet po 48 godzinach. U 60% s@nzenie poddanych
dziataniu stresu cieplnego zaobserwowano spade&zyywaici w trakcie inkubacji w 37 °C.
W przypadku pozostatych szczepdw nie zanotowanodkspainwazyjndci. Spadek
inwazyjnaici w przypadku bakterii kontrolnych me by wynikiem wyczerpania i
sktadnikébw odywczych oraz tlenu w pgywce, co rownie jest dla bakterii battem
stresowym.

Wstrzs cieplny znacgo obniyt inwazyjnas¢ wszystkich bakterii, co jest zgodne z
wynikami moich poprzednich baflgWatecka i wsp., 2011 P13. Inkubupc uprzednio
poddane dziataniu stresu bakterie w 37°C stwieadzike efekt stresu w postaci obkania
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inwazyjnaici utrzymywat s¢ od kilkunastu do 72 godzin w zatesci od szczepu. W 3
szczepach poddanych dziataniu stresu cieplnego go@2inie inkubacji w 37°C, zdolé®do
inwazji komérek HT-29 byta znageo wyzsza nk w bakteriach kontrolnych. Stwierdzon
przynalenos¢ do grupy genetycznej, serotypziodio pochodzenia szczepdw nie maj
zwigzku z dtugdcia trwania efektu stresu.

Aby wyjasni¢ molekularne podiee obserwowanych zmian inwazyjod szczepow
zbadano eksprespgenow wirulencjinlAB, prfA oraz genu odpowiedzi na stregB w dwoch
wybranych szczepadh monocytogenes, tj. w szczepie, w ktorym inwazyjddw odpowiedzi
na stres wzrastata najszybciej w czasie inkubacjBiv°C oraz w szczepie, w ktorym
inwazyjnag¢ nie ulegata zmianie. W preparatach RNA kontrolowaranieczyszczenie
genomowym DNA i okrdono wydajnd¢ kazdej z reakcji. Dowiedzionoze wzrost
inwazyjnaci korelowat ze wzrostem poziomu transkrypt@wAB. Nie stwierdzono jednak
zwigzku migdzy spadkiem inwazyjrigi i poziomem tych transkryptow oraz ¢dzy
poziomem ekspresjprfA i sigB, a inwazyjndcia. Dotychczasowe badania wilasne oraz
literatura wskazuj ze ekspresja internalin nie zawsze koreluje z inyvegia, co mae
sugerowa udziat innych, nie branych dgt pod uwag czynnikow.

Waznym aspektem gwarantigym bezpieczéstwo zywnosci jest zapewnienie
odpowiednich warunkéw przechowywania produktdywnasciowych. Zywnosé¢ wysokiego
ryzyka tj., zywnosé¢ fatwo psugca s, czy zywnos¢ nie spaywana od razu po obrobce
termicznej, wymaga natychmiastowego schtodzeniaowipna by przechowywana w
temperaturze nieprzekraczegj 5°C. Produkty takie jak chlelmywnos¢ suszona, czy
konserwy powinny b przechowywane w temperaturze pokojowej (19-208)Williams i
wsp. 2004). W publikacji P4 skupiono s na badaniach wplywu temperatury
przechowywania zywnosci na dtugd¢ utrzymywania s zmian inwazyjnéci L.
monocytogenes poddanej ekspozycji na 54°C. k#oto odzwierciedla sytuacg, w ktorej
produkt zanieczyszczony.. monocytogenes zostat poddany niewystarczegj obrobce
termicznej, a przed spyciem byt utrzymywany w temperaturach 5°C oraz 208tzsciej
stosowanych w przechowywaniywnaosci. Diugas¢ utrzymywania si efektu ogrzewania w
temperaturze 54 °C na inwazyfdozbadano w grupie 8 szczepOlw monocytogenes
pochodzenia klinicznego i izolowanychzgwnosci. Bakterie poddawano 20 minutowemu
ogrzewaniu w 54°C, po czym inkubowano je od 3 daidi4w 5°C lub w 20°C. Stwierdzono,
ze ogrzewanie znageo obniyto liczbe bakterii. Redukcja ta byta istotnie wsza jéli
bakterie byty utrzymywane po zadziataniu stresemperaturze 5°C aiw 20°C.

Stwierdzitam, ze zdolnd¢ Iinwazji, nie poddanych dziataniu podiggzone]
temperatury szczepOw kontrolnych zngmz obniyla si w trakcie inkubacji w 20°C,
podczas gdy w 5°C utrzymywatlagsna podobnym poziomie. Inwazyjfto szczepow
kontrolnych w trakcie inkubacji w 5°C byta istotnie/zsza nk szczepéw inkubowanych w
20°C. Powysze obserwacje mogltyby by znaleswoje wyjanienie w fakcie, 4 obnizenie
temperatury mee stanowé dla bakterii czynnik stresowy, ktory rownienoze zmienig ich
inwazyjnai¢. W niskich temperaturach zwolnieniu ulega tempaoaimeliczne bakterii, wolniej
takze dochodzi do wyczerpywania sktadnikow odywczych, co mee ttumaczy réznice w
efekcie dziatania temperatur 5°C i 20°C na inwazyjiakterii.
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Moje badania wykazatyze 20 minutowe ogrzewanie w temperaturze 54°C zicacz

obnizyto inwazyjnag¢ bakterii w porownaniu z bakteriami kontrolnymi.&8ek inwazyjnéci
utrzymywat s¢ srednio trzy dni u bakterii inkubowanych po zadzma stresu w
temperaturze 5°C, a 7 dni w temperaturze 20°C. diaze od temperatury, w ktorej
utrzymywano bakterie po dziataniu stresu po 7 dniaevazyjngé bakterii rosta, oggajc
wartas¢ inwazyjnaci bakterii kontrolnych. Co wtej, po dwoch tygodniach inkubacji
zarowno w 5°C jak i w 20°C inwazyjfio bakterii ogrzewanych byfa istotnie wsza od
inwazyjnaici bakterii kontrolnychPorownugc uzyskane wyniki z wynikami z publikadfi3
maoznastwierdzt, ze efekt stresu na inwazyjéolL. monocytogenes utrzymuje st dtuzej jesli
bakterie pozostajw temperaturze 20°C, mijesli inkubowane § w temperaturze ciata
cztowieka. Obnienie temperatury do temperatur chtodniczych nie ywpt na dalsze
wydtuzenie czasu trwania badanego efektu.

4.3.4

Podsumowanie osjgniecia naukowego.

Wyniki moich badé dowiodty, ze szczepy.. monocytogenes nalezace do serotypu 4b
cechuy sic najwyzszg inwazyjndcia sparod wszystkich badanych przeze mnie
serotypow, a ich inwazyjsé w najwikkszym zakresie zwksza s¢ w wyniku
ekspozycji na stres osmotyczny. &oto oznaczg ze szczepy naigce do serotypu
4b posiadaj wysoce efektywne mechanizmy odpowiedzi na strdérek mog
jednoczénie stanowd element ich wysokiego potencjatu infekcyjnego.
Wykazatam,ze wzrost inwazyjnéci L. monocytogenes w wyniku dziatania stresu
cieplnego mee by zwigzany ze zwikszory ekspregj biatek InlA oraz IniIB.
Uzyskane wyniki wskazygjjednak,ze mechanizm zmian inwazyjfm w odpowiedzi
na stres cieplny nmie by bardziej ztaony i w proces ten gs przypuszczalnie
zaangaowane dodatkowe czynniki.

SzczepyL. monocytogenes o bardzo niskie] inwazyjrioi 3 czesciej spotykane u
zwierzt niz w srodowisku klinicznym i wzywnosci. Mogtoby to wskazywd iz
powaniejszym zrédiem wysoce inwazyjnych szczepOw. monocytogenes
spotykanych wzywnosci s ludzie uczestnicey w procesie produkcji, a nie
transmisja od zwiegt.

Wskazatam na zwrzek unikalnych polimorfizméw sekwencji biatek InlAInIB z
niska inwazyjngcia szczepdéw L. monocytogenes pochodacych od zwierat.
Obserwacja ta otwiera nowe wniiovosci bada wykorzystugcych ukierunkowas
mutageneg, ktére  moglyby doprowadgi do  wylonienia  markerow
charakteryzujcych niskoinwazyjne szczepy monocytogenes.

Wykazatam,ze inwazyjnd¢ szczepowl. monocytogenes uprzednio nie poddanych
dziataniu podwyszonych temperatur maleje wraz z uptywem czadlu hekterie a
utrzymywane w temperaturach 20°C oraz 37°C, podgegsw temperaturze 5°C
inwazyjng¢ utrzymuje st na podobnym poziomie. Me to oznaczg ze
przechowywanie produktéw zanieczyszczonyich monocytogenes w warunkach
chtodniczych sprzyja zachowaniu inwazy§obbakterii, pomimo korz§ci w postaci
redukcji tempa ich proliferaciji.
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6. Wykazatam,ze ekspozycjd.. monocytogenes na temperatury spotykane aywnaosci
poddanej niewystarczajej obrébce termicznej zmniejsza inwazy§hezczepowl.
monocytogenes, jednak dlugé& utrzymywania s zmian inwazyjnéci L.
monocytogenes indukowanych stresem cieplnym zaia jest od temperatury dalszego
przechowywania bakterii po eskpozycji na podsaory temperatuy.

7. Indukowane stresem cieplnym zmiany inwazygid.. monocytogenes utrzymup Si¢
w komoérkach badanych szczepéw od 7 do 14 ddli, pakterie utrzymywaneasw
temperaturze 5°C oraz 20°C, natomiast od 24 ded2ig j&li bakterie utrzymywane
sa w temperaturze 37°C. Mpa gdzi¢, ze opisane modyfikacje inwazyjéo L.
monocytogenes utrzymup Sie przez wystarczago dtugi czaszeby realnie wplywéa
na zmiag witasciwosci patogennych szczepOw po gpoiu zanieczyszczonego tym
patogenem produktu poddanego niewystascefjobrobce termicznej.

5. Informacja o wykazywaniu sk istotng aktywnoscia naukowg albo artystyczm
realizowang w wiecej niz jednej uczelni, instytucji naukowej lub instytucji kultury, w
szczegolnéci zagraniczne.

STAZE NAUKOWE
12.02. — 17.03.2018 Augusta University, Georgia, BAS

W czasie realizacji sta w laboratorium prof. Stuarta Thompsona w Augustaversity,
Georgia, USA oznaczytam zdokto do tworzenia biofiimu przez 200 mutantow
Campylobacter jgjuni. Wykazatamze 10 z nich cechowatogsznacznie obriong zdolnccia
do tworzenia biofiimu. Udalo mi &i zidentyfikow& cztery nowe geny potencjalnie
zaangaowane w proces tworzenia biofilmuQi jguni. Wyniki uzyskane w trakcie stg w
laboratorium prof. Thompsona zostaly zaprezentowaaekonferencji ASM Microbe w
Atlancie. Kontynuagj tej wspotpracy byto zigenie wniosku o finansowanie projektu
badawczego do NCN. Projekt nie zostat zakwalifikowado finansowania, jednak
zmodyfikowana wersja projektu zostata ponowniezaf@ w bigagcym konkursie NCN
SONATAI1S.

Waltecka-Zacharska E, Fulmer C, Bania J, Thomspddehtification of genes affecting biofilm formatidoy
Campylobacter jejuni. Atlanta, GA, Czerwiec 7-11 2018. ASM Microbe.

22.04.2016 — 05.01.2017 Augusta University, GeorgidSA

W trakcie stau w laboratorium prof. Stuarta Thompsona skonstalam mutanta
Campylobacter jguni  pozbawionego regionucjjl417-1419, kodupcego biatka o
przypuszczalnej aktywrsoi metylotransferazy i okstam jego znaczenie w procesie
tworzenia biofilmu przez te bakterie. Wykazatarn,reégion ten nie wplywa na zdoléio
tworzenia biofilmu przezC. jguni. Ponadto, wykorzystesg mutagenez transpozonow
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skonstruowatam bibliotek ztozong z 800 mutantowC. jguni, z ktorych 20 wykazywato
obnizong zdolna¢ tworzenia biofilmu.

26.06 -28.11.2013 University of British Columbia, &couver, Kanada

W trakcie stau badawczego w laboratorium Dr Kevina Allena (FolNdirition and Health
Program, Faculty of Land and Food Systems, Unitsersi British Columbia, Vancouver,
Kanada) pracowatam nad okieniem roli wybranych gendow zlokalizowanych na wigsp
genomowej LG1. Obecké tej wyspy genomowej stwierdzono w szczepath
monocytogenes odpowiedzialnych za przypadek najkszej zbiorowej listeriozy w Kanadzie,
w wyniku ktorejsmier¢ poniosty 23 osoby. Jako hipoteadawcz przyjeto przypuszczenie,
ze czynnikiem ktéry mze wyr@niaé te szczepy jest niska wiawvos¢é na dezynfektanty, Za
w obrbie wyspy LG1 stwierdzono obecito gendw mogcych tak cecle zapewnid.
Zbadatam ral wytypowanych genowenrE i Imol1851 w oporndci L. monocytogenes na
srodki dezynfekcyjne i antybiotyki. Wykazalanze delecja genuemrE, kodupcego
potencjala pompg odpowiedzialp za usuwanie antybiotykow, olmi tolerang L.
monocytogenes na dezynfektanty, opéiajac jej wzrost. Skonstruowatam zemutanta
delecyjnegad.. monocytogenes pozbawionego gensell, kodupcego biatko przypuszczalnie
uczestniczce w procesie adhezji. Nieobestiogenusell nie wplyreta jednak na zmian
zdolnaici bakterii do adhezji i inwazji komoérek Caco-2 pitdel a.

Efektem tej wspélpracy jest praca eksperymentalkavdcevic i wsp., 2016) oraz
przeghdowa (Allen i wsp., 2016).

Allen KJ, Walecka-Zacharska E, Chen JC, Kosek-Rasgka K, Devlieghere F, Van Meervenne E, Osek J.
Wieczorek K, Bania Listeria monocytogenes -An examination of food chain factors potentiallyntiibuting to
antimicrobial resistanc&ood Microbiol 2016, 54, 178-189.

Kovacevic J, Ziegler J, Walecka-Zacharska E, ReimerKitts D, Gilmour M. Tolerance ofListeria
monocytogenes to quaternary ammonium sanitizers is mediated bgwel efflux pump encoded ynrE. Appl
Environ Microbiol 2016, 82, 939-953.

STAZE SZKOLENIOWE

4.12. - 8.12.2017 University of Pittsburgh, Pennsggnia, USA

Celem stau w laboratorium prof. Charlesa Horna bylo przemdrenie oceny aktywsoi
wymiotnej enterotoksyny wytwarzanej prz8zaureus, tj., SEC oraz enterotoksyny SECepi
wytwarzane] przezS epidermidis. Enterotoksyna SEC jest uznanym czynnikiem
gronkowcowych zatripokarmowych, SECepi, ktora jest ortologiem SECweyranej przez
S aureus, jest stosunkowo niedawno poznanym czynnikiem, alkeywnai¢ wymiotna nie
zostata dagd okrelona. SECepi rini sii od SEC sekwengjaminokwasow, co mae
wplywa¢ na ré&nice aktywndéci tych dwoch toksyn. Badania aktywdod wymiotnej
przeprowadzono na modelu ryjowka domowegon€us murinus), ktory stanowi dogodny
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model pozwalajcy na badanie efektu wymiotnego zn@rodnych czynnikéw, w tym
enterotoksyn gronkowcowych. W czasie pobytu odbytakie szkolenie w zakresie iniekcji
dootrzewnowej oraz eutanazji.

18.09 — 23.09.2017 The Jackson Laboratory, Bar Haop, USA

W ramach szkolenia w The Jackson Laboratory, Babéta USA uczytam si postpowania

ze zwierztami laboratoryjnymi. Szkolenie dotyczyto takinformacji z zakresu anestezji i
analgezji, niezkdnej do przeprowadzenia zabiegéw chirurgicznych naierztach
laboratoryjnych. Wykonatam iniekgj dootrzewnow oraz podskérp Przeprowadzitam
sekcg myszy oraz wykonatam szereg zabiegbw chirurgicinykastragj, wazektomg,
splenektomy, adrenalektomgi nefrektom¢, tymektomé, owariektomg, transplantaejjajnika
oraz kateteryzagjzyly szyjnej. Nauczytam sitakze operacyjnego preparowania ran oraz
odpowiedniego dla gatunku zaktadania szwow chiozrgych.

6. Informacja o oshgnieciach dydaktycznych, organizacyjnych oraz popularyajgcych
nauke lub sztuke.

6.1 Dziatalncé¢ dydaktyczna

Od czasu zatrudnienia na stanowisku asystenta edkag HigienyZywnosci i Ochrony
Zdrowia Konsumenta Uniwersytetu Przyrodniczego weodMawiu prowadz zagcia z
.Higieny mi¢sa i zwierat rzeznych” oraz ,Bezpieczestwa pasz”’ ze studentami Wydziatu
Medycyny Weterynaryjnej. Opracowatlam program oraatematly dydaktyczne z&j
.Higieny migsa i zwierat rzeznych” oraz ,Bezpieczestwa pasz”. Zacia te prowadz w
jezyku polskim oraz angielskim.

Oprocz zaj¢ dydaktycznych ze studentami prowadakze wykiad pt. ,Metody biologii
molekularnej w higienie produktéwzywnaosciowych” na specjalizacyjnym studium
podyplomowym ,Higiena Zwiergt Rzeznych i Zywnosci Zwierzecego Pochodzenia” na
Wydziale Medycyny Weterynaryjnej Uniwersytetu Piaymiczego we Wroctawiu.

W roku 2018 oraz 2019 przeprowadzitam szkoleni@akresu technik PCR dla uczestnikow
projektu Erasmus+ AglLab z Motdawii i Ukrainy.

W roku 2019 przeprowadzitam wyktad pListeria monocytogenes as a model intracellular
pathogen” na mdzynarodowym szkoleniu finansowanym przez NaragloAgencg
Wymiany Akademickiej, ktore odbytogsha Uniwersytecie Przyrodniczym we Wroctawiu.

Od czasu uzyskania stopnia naukowego doktora naeterynaryjnych, tj. od 2012 r.,
petnitam funkcg promotora 3 prac magisterskich oraz promotora ponmcaego 2 prac
doktorskich.
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Promotorstwo prac magisterskich:

Mgr Renata Gmyrek — Uniwersytet Wroctawski, Wydzidauk Biologicznych,
Mikrobiologia

Tytut pracy magisterskiej: Okékenie wptywu czynnikéw stresowych mawazyjnosé
L. monocytogenes.

Obrona pracy: 2017.

Mgr Agata Pabich — Uniwersytet Wroctawski, Wydzidlauk Biologicznych,
Mikrobiologia

Tytut pracy magisterskiej: Wplyw promieniowe] joa@i katalitycznej na
inwazyjnai¢ L. monocytogenes.

Obrona pracy: 2019.

Mgr Jakub Korkus — Uniwersytet Wroctawski, Wydzidtauk Biologicznych,
Mikrobiologia

Tytut pracy magisterskiej: Wptyw stresu cieplnegoinwazyjnd¢ L. monocytogenes.
Obrona pracy: 20109.

Promotorstwo pomocnicze prac doktorskich:

Dr lwona Zacharow — Uniwersytet Przyrodniczy we Wawiu, Wydziat Medycyny
Weterynaryjnej, Katedra Higieri¥ywnasci i Ochrony Zdrowia Konsumenta

Tytut pracy doktorskiej: Charakterystyka izolat@ncobacter spp. Wyosobnionych
Z migsa surowego.

Nadanie stopnia doktora: 2016 r.

Dr Katarzyna Morka — Uniwersytet Wroctawski, Wydziauk Biologicznych,
Instytut Genetyki i Mikrobiologii, Zaktad Mikrobiokii

Tytut pracy doktorskiej: Identification, genotypadavirulotype analysis oYersinia
sp. isolated from humans, domestic and free-livingraais.

Nadanie stopnia doktora: 2019 r.

Obecnie petri funkcje promotora pomocniczego wsztego na Wydziale Medycyny
Weterynaryjnej Uniwersytetu Przyrodniczego we Wawdh przewodu doktorskiego
lek. wet. Sylwii Banaszkiewicz

6.2 Dzialalncé¢ organizacyjna

W latach 2016 -2019 uczestniczytam w pracach Kondisj informacji o dziatalniei B+R
Wydziatlu Medycyny Weterynaryjnej. Moje zadania maly na okresowej analizie dorobku
Katedry HigienyZywnasci i Ochrony Zdrowia Konsumenta oraz przygotowadianych
do ewaluaciji dziataln@i naukowej Katedry.

Obecnie jestem czionkiem Komisji ds. sprawozdawciza informacji o dziatalnéci
badawczej przy Radzie Dyscypliny Weterynaria w kajie2019-2020. Moje zadanie polega
na okresowej analizie dorobku Katedry Higiemywnosci i Ochrony Zdrowia Konsumenta,
przygotowaniu danych do ewaluacji dziatalcio naukowej Katedry oraz nadzorowaniu
wprowadzania danych dotygzych Dyscypliny Weterynaria do systemu POL-on i PBN
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6.3 Dziatalnc¢ popularyzatorska

Jestem autorem artykutu ptlisteria monocytogenes - patogen, ktory wie jak przetrné/a
opublikowanego w czasanie ,Zycie weterynaryjne”.

7. Oprécz kwestii wymienionych w pkt. 1-6, wnioskodwca mae poda inne informacje,
wazne z jego punktu widzenia, dotycgce jego kariery zawodowej.

7.1 Omowienie osjgnie¢ naukowych przed uzyskaniem stopnia doktora

Moje zainteresowania badawcze zmane § z mikrobiologa zywnosci, jednak czs¢
zrealizowanych przeze mnie badiotyczyta take takich zagadniejak:

Badania zraznicowania genetycznego oraz wygbowania czynnikéw wirulencji w populaciji
Enterococcus sp.

Techniki biologii molekularnej pozwakajobecnie na ricowanie mikroorganizmow w
obrebie gatunkéw. Za ich pomganazliwe jestsledzenie rozprzestrzeniania sikreslonych
klonow patogennych bakterii. W trakcie realizagjagy magisterskiej scharakteryzowatam
genotypy ponad 50 szczepointerococcus faecalis pochodacych z r@nych oddziatdw
szpitalnych. Zastosowatam metodenotypowania MLVA polegaga na okréleniu liczby
powtdrzonych sekwencji w 7 rdych regionach genomk. faecalis. Oznaczytam tate
obecnd¢ gendw hemolizyny, lipazy, geresp kodupcego czynnik wjzany ze zdolnétia do
tworzenia biofilmu oraz genodw oport na wankomycye Badania te wskazaly na istotne
powigzanie wysipowania niektérych czynnikow wirulencji z genotyp&m.VA E. faecalis.
Wykazatam, 2 ponad 70% szczepoOw izolowanych z krwi pacjentovgigua aktywnéd
lipolityczna, po raz pierwszy wskazig na potencjaknrole lipazy w wirulencji E. faecalis
(P5). P&niejsze badania innych zespotow potwierdzity, lipaza mae by czynnikiem
wirulencji utatwiapcym rozprzestrzenianie enterokokow we krwi.

Dalsze badania populacji szpitalnych szczepéw biakterodzaju Enterococcus wykazaty
wysoka czestas¢  wyskpowania szczepOw antybiotykoopornych. sidd  badanych
enterokokow stwierdzono znaegznliczbe szczepéw GRE (Glycopeptide Resistant
Enterococci) oraz HLGR (High-Level Gentamicin-Ré&mig Enterococci). Znageza czsé
szczepow Kklinicznych charakteryzowata sakze zdolndcia do tworzenia biofilmu oraz
posiadaniem determinant wirulendit@, P7, P8).

P5. Watecka E, Bania J, Dworniczek E, UgoMkiGenotypic characterization of hospiEalterococcus faecalis
strains using MLVALett Appl Microbiol 2009, 49, 79-84.

P6. Kowalska-Krochmal B, Dworniczek E, Dolna |, 88nA, Bania J, Walecka E, Wrzyszcz E. Antibiotic
susceptibility levels of clinicaEnterococcus spp strains, including those resistant to glycopeptided high
concentrations of aminoglycosidéslv Clin Exp Med 2010, 19, 155-162.

P7. Kowalska-Krochmal B, Dworniczek E, Dolna |, BaniaWalecka E, Seniuk A, Goiniak G. Resistance
patterns and occurrence of virulence determinamtsng GRE strains in southwestern PolaAdv Med <ci
2011, 56, 304-314.
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P8. Dworniczek E, Piwowarczyk J, Bania J, KowalBkachmal B, Walecka E, Seniuk A, Dolna I, &miak
G. Enterococcus in wound infections: Virulence amdimicrobial resistanceéicta Microbiol Immunol Hung
2012, 59, 263-269.

Opracowanie metody ilgciowego okré&lania zawartosci mleka krowiego w mleku kozim
w badaniach fatszowania sktaduywnosci

Uczestniczytam tate w pracach nad rozwojem metod identyfikacji gatwndj w
produktach zywnaosci pochodzenia zwiegzego. Spé&rdd wielu znanych przypadkow
niedozwolonego ingerowania w skfagiwnaosci fatszowanie mleka koziego mlekiem krowim
jest dzialaniem magym stanowd zagraenie zdrowia ludzi. Mleko kozie me z
powodzeniem zagbowa mleko krowie u niektdrych dzieci dotktych alerga pokarmove
na biatka mleka krowiego. Monitorowanie jg&ko mleka koziego jest zatem istotne dla
zapewnienia bezpiecastwa zywnaosci. Aby w szybki i wiarygodny sposob maoc dtowo
oszacowé wielkos¢ zafatszowania mleka koziego mlekiem krowim, oprveaiam metoe
opar o PCR w czasie rzeczywistym. Metoda zostata zestasa do oceny jakoi 26
probek koziego mleka UHT deginego na rynku polskim w latach 2005 oraz 2009. We
wszystkich 26 prébkach przebadanych w roku 200%estimitam obecn& mleka krowiego,
gdzie w 7 probkach dodatek tego mleka stanowit ®10la przestrzeni 4 kolejnych lat
wykazatam znaczn poprawe jakosci mleka koziego. W potowie prébek stwierdzatam
dodatek mleka krowiego, przy czym w ponad 80% ekolstanowit on ponej 1%.
Wykazatam tym samym znacgpoprave jakasci koziego mleka UHT pod wzgllem stanu
jego zafatszowania mlekiem krowirR9).

P9. Dybrowska A, Watecka E, Baniadelazko M, Szottysik M, Chrzanowska J. Quality of UHT goat'knmn
Poland evaluated by real-time PC&iall Rumin Res 2010, 94, 32-37.

Badania nad wptywem stresusrodowiskowego na inwazyjnéé L. monocytogenes

W roku 2008 rozpoegam studia doktoranckie pod kierunkiem prof. dr .hdbcka
Bani, a tematem pracy bylo oklenie wplywu stresusrodowiskowego na inwazyjdé
szczepOwL. monocytogenes. Bakteria tgest granym patogenem ludzi i zwiegz U ludziL.
monocytogenes moze by przyczyry powanych zachorowd jak posocznica, zapalenie opon
mozgowych oraz poronienial.. monocytogenes jest patogenem przenoszonym przede
wszystkim przezywnaos¢. Metody stosowane w utrwalaniywnosci mag na celu redukej
liczby mikroorganizméw odpowiedzialnych za psuciee sywnosci oraz eliminagj
patogenow. Niekorzystne warunki inicgujw mikroorganizmach zmiany metabolizmu,
osihgane poprzez ekspresjspecyficznego zestawu gendw, co zmoprowadz do
zmniejszenia wrdiwosci drobnoustrojéw na kolejne dawki czynnika stresge, a take
modyfikacji jego wirulencji P10, P11). Moje badania skupity sina okrgleniu wptywu
gestaséci populacji, stresu cieplnego oraz osmotyczneganmaazyjncé L. monocytogenes.
Wplyw stresu na zdoldé do inwazji komorek eukariotycznych oKlgtam w tecie
tworzenia tysinek na linii komoérek ludzkiego rakergznicy. Badania przeprowadzitam na 10
wybranych szczepach reprezentych najwaniejsze genotypy i serotydy. monocytogenes.
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Badania inwazyjn&i przeprowadzone na bakteriach wmgch fazach wzrostu wykazaty, i
przegciu bakterii z fazy logarytmicznej do stacjonarneparzyszy stopniowa redukcja
inwazyjnaici. Obserwowany efekt redukcji byt heterogenny wudacji L. monocytogenes,
jednak niezaleny od genotypu. Bad#j efekt stresu osmotycznego wykazatam,juz 10
minutowa ekspozycja na 0.3 M NaCl wywotywata zmianywazyjngci. Nie zanotowatam
jednak znacgrej zmiany inwazyjnéci w roznych punktach fazy logarytmicznej. Ruce
stwierdzitam we wczesnej fazie logarytmicznej onaz zaawansowanym stadium fazy
stacjonarnej. Wyditenie czasu dziatania NacCl, a takdalsze zwikszanie jego gtenia nie
wptywato znaczco na zmiaa inwazyjncci szczepow. Wykazatam w ten sposéb,krotkie
czasy ekspozycji oraz niskieggenia NaCl g wystarczagce do uzyskania maksymalnych
obserwowanych zmian inwazyjém L. monocytogenes (P12).

Badatam réwnig efekt podwyszonej temperatury na inwazyjdd.. monocytogenes.
Badania przeprowadzitam na szczephclmonocytogenes w fazie logarytmicznego wzrostu
oraz w fazie stacjonarnej. Bakterie ogrzewane pyhez 20 i 60 minut w 54°C. Maksymaln
redukcg liczby bakterii uzyskatam w wyniku 60 minutoweggrpewania. W wikszaici
szczepOw nie stwierdzitam znacych zmian przeywalnasci porownugc wartgci redukcji
uzyskane w fazie logarytmicznej i stacjonarnej. \Addam,ze krotszy czas ekspozycji na
54°C wywotuje 10 - 6000 krotny spadek inwazyjciowe wszystkich bakteriach w fazie
logarytmicznego wzrostu oraz 4 - 70 krotny spadekazyjngci w bakteriach w fazie
stacjonarnej. Wydttenie czasu ekspozycji do 60 minut wywotuje 10 - @' k@otny wzrost
inwazyjnaci bakterii. Wykazatam w ten sposéte wydtwzenie czasu ogrzewania zmniejsza
W sposOb istotny licapL. monocytogenes, jednake bakterie ktdre przetrwaptres wykazuj
wieksz inwazyjna¢ (P13).

Uzyskane przeze mnie wyniki doweglzz wzrost gstasci hodowli bakterii, zwgzany
z przegciem bakterii do fazy stacjonarnej, wywotuje spadeWwazyjngci szczepowlL.
monocytogenes. Inwazyjnag¢ takich bakterii zwgksza s¢ jednak w znacgy sposob w
odpowiedzi na kolejny czynnik stresowy, jakim bytmoim modelu déwiadczalnym stres
osmotyczny oraz wstgs cieplny. Wzrost skenia NaCl oraz czasu jego dziatania nie wptywa
istotnie na dalsze zgkszanie si inwazyjnagci bakterii. Czynnik czasu odgrywa jednak
decydugca role w przypadku dziatania stresu cieplnego.

P10. Watecka E, Molenda J, Bania J. The impacthefrenmental stress olnisteria monocytogenes virulence.
Pol J Vet Sci 2009, 12, 575-579.

P11. Walecka E., Bania J. Stress responséstaria monocytogenes s. 91-123 w kgizce pt.: Stress Response in
Microbiology. Red. Jose M. Requena, Caister Acaddtness, 2012. ISBN: 978-1-908230-04-1.

P12. Walecka E, Molenda J, Karpiskova R, Baniaff&cEof osmotic stress and culture density on &weness
of Listeria monocytogenes strains.Int J Food Microbiol 2011, 144, 440-445.

P13. Walecka E, Molenda J, Karpiskova R, Bania flecE of heat exposure on invasivenessLidteria
monocytogenes strains.Foodborne Pathog Dis 2011, 8, 839-841.

7.2 Omowienie osjgnie¢ naukowych po uzyskaniu stopnia doktora
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Badania roli alternatywnego transkryptu IL-1  w rozwoju niewydolngsci serca u pséw

Badania wykazuj, ze II-13 petni wana role w patogenezie przerostu i niewydadnb
serca (Nishikawa i wsp. 2006). Aby zbadezy alternatywny wariant Il wpltywa na
indukcj 1I-1p oraz TNFe petngc funkcg przeciwzapals wywotatam nadekspresj
alternatywnego wariantu lIgLw linii komérek psa DH82. Linia ta na skutek styauji
liposacharydem bakteryjnym wytwarza cytokiny praaap. Analiza western blot wykazata,
ze poziom cytokin prozapalnych TNF i IL1 po stymuyildgopolisacharydem znageo
zmniejsza s w obecnéci alternatywnego transkryptu ILB1sugeruyjc tym samym jego reol
w regulacji aktywnéci interleukiny-B u pséw P14).

P14. Kiczak L, Watecka-Zacharska E, Bania J, Samb8tefaniak T, Dzgiel P, Zacharski M, Tomaszek A,
Rybinska I, Pastawska LAnti-inflammatory properties and expression in stdd organs of canine interleukin-
1B splice variant 1Vet Immunol Immunopathol 2015, 167, 91-95

Badania nad wysgpowaniem, antybiotykooporndgcig, opornoscia na dezynfektanty oraz
wirulencj g L. monocytogenes

W trakcie stau badawczego w Food, Nutrition and Health Prograaculty of Land
and Food Systems, University of British Columbiagn¢ouver, Kanada w laboratorium dr
Kevina Allena prowadzitam badania nad wyggnomow LG1. Wyspa ta zostata opisana w
roku 2010 przez Gilmour i wspoétpracownikow. Ziddikgwana zostata w 2 szczepath
monocytogenes serotypu 1/2a odpowiedzialnych za nagjwize w historii Kanady zbiorowe
zatrucie pokarmowe, w ktorego efekcie zmarty 23bgsdtdre miato miejsce w roku 2008.
Wyspa ta jest elementem genetycznym o wiakd0 kb, zawierajcym geny mogce
odgrywa& role w antybiotykoodpornei, odpowiedzi na stres oraz wirulencjL.
monocytogenes. Zbadatam r@l wybranych gendéw wyspy LG1, temrE i Imol851 w
opornaci L. monocytogenes nasrodki dezynfekcyjne i antybiotyki. Wykazatarme delecja
genu enrE, kodupcego potencjaln pomg odpowiedzialg za usuwanie antybiotykow,
obniza tolerangj L. monocytogenes na dezynfektanty, og@iajac jej wzrost. Skonstruowatam
tez mutanta delecyjnegd. monocytogenes pozbawionego genwsell, kodupcego biatko
przypuszczalnie odpowiedzialne za proces adhezpgoldécneéc genu sell nie wplyreta
jednak na zmianzdolncci bakterii do adhezji i inwazji komérek Caco-2 nitdelLa P15).

Wraz z zespotem dr Allena opracowaly prae przeghdows, w ktérej jestem
rownorzdnym pierwszym autorem, na temat wptywu warunkowtygmnych w trakcie
produkcji zywnosci na rozwdj antybiotykoopordoi L. monocytogenes. Mimo, iz L.
monocytogenes uwazana byta za bakteriwrazliwg na wekszai¢ stosowanych antybiotykéw
badania ostatnich lat wskazupa wys¢powanie szczepow antybiotykoopornych. Takie
szczepy stwierdzano wywnosci i w srodowisku jej produkcji. Z uwagi na tee gidwnym
zrodiem transmisji pateczelk.. monocytogenes jest zywnos¢, nabywanie oporrigi w
srodowisku produkcji zywnosci stanowi wane zagadnienie. W pracy przagpwe]
dokonalimy analizy stanu wspoétczesnej wiedzy na temat wptgaynnikéw genetycznych,
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fizjologicznych oraz zewgtrznych czynnikow selekcyjnych na misvos¢ nabywania cech
antybiotykoopornéci przezL. monocytogenes (P16).

Wspolpraca z zespotem dr hab. Krzysztofa Skowrobkizversytetu Mikotaja Kopernika w
Toruniu, Collegium Medicum im. Ludwika Rydygiera Bydgoszczy zaowocowata 7
publikacjami. Przeprowadzone badania mialy na amterr wysktpowania pateczek..
monocytogenes w srodowisku produkcjizywnosci, charakterysty genotypow szczepow,
okreslenie zdolndci tworzenia biofilmu, a tate ocer lekooporndci oraz wraliwosci na
srodki dezynfekcyjne szczepdw. Badania zawarte wwieej pracy wskazaly na wyspk
czestas¢ wyskpowania L. monocytogenes w zakladach przetworstwa rybnego izdu
zroznicowanie genetyczne szczepow. Istotninddiem bakterii byty ryby pochodee z farm
hodowlanych. Badane szczepy charakteryzowajywsisoka oporngcia na erytromycya
oraz trimepoprim/sulfametoksazd?X7). W kolejnej pracy, gdzie scharakteryzowanozéak
szczepyL. monocytogenes pochodzace z ryb i zaktadéw rybnych, wskazano z kolei na
sporadyczne przypadki antybiotykooposcio(P18). Wysoky lekowraliwoscia odznaczaty
si¢ szczepy izolowane z seréw fowych. Szczepy te charakteryzowaty gdnak dobg
zdolnacia do tworzenia biofilmu na stali nierdzewnej. \dlavos¢ ta pozwalata bakteriom na
przetrwanie wsrodowisku produkcjizywnosci od kilkunastu do ponad 100 dni, w zalesci
od temperatury, zwkszapc tym samym ryzyko wtérnego zanieczyszczenia praduk
stanowic zagraenie dla konsumentd{(9. Bardzo doby zdolnag¢ do tworzenia biofilmu
zidentyfikowano take wsréd szczepow.. monocytogenes izolowanych z mleka. Szczepy te
odznaczaty si takze znaczp oporndgcia na penicylig. W badaniach zademonstrowano
ponadtozze kubki udojowe magprzyczynig sie do transmisji pateczek. monocytogenes w
stadach bydla, podikflajac tym samym istotrie monitorowania biofilmoéw L.
monocytogenes w zaktadach przetwoérstwa mlecznede2(). W kolejnej pracy oceniono
skuteczné¢ chitozanu, ekstraktu z propolisu, pytku pszczelegaz ich kombinacji w
redukcji pateczekL. monocytogenes na powierzchnizywnosci. Wykazano, ze dodatek
ekstraktu z propolisu lub pytku pszczelego do dat zwgkszat jego wihaciwosci
przeciwdrobnoustrojowe. Najaksz redukcg liczby L. monocytogenes oshgano przy
zastosowaniu 20% dodatku ekstraktu z propolisuaasic tym samym na nidiwosé¢ jego
zastosowania w materiatach do pakowamyavnosci (P21). W dwodch kolejnych pracach
analizowano wptyw dezynfektantéw na redgkogzby L. monocytogenes. Badania dowiodty,
ze roztwory dezynfektantéw na bazie wody ozonowakefeczniej eliminowaty bakterie,ni
te na bazie wody bez dodatku ozonu. Najlepsz&civiasci antybakteryjne wykazywaty
czwartorzdowe zwizki amoniowe oraz zweki na bazie chloruR22). Czwartorzdowe
zwigzki amoniowe najskuteczniej eliminowaly tak L. monocytogenes z biofilmu.
Wrazliwos¢ bakterii  biofilmu malata wraz z temperajurdostpnascia sktadnikow
odzywczych oraz zasoleniem i pkfodowiska. Najbardziej oporne na dezynfektanty byty
biofilmy L. monocytogenes wytworzone w pH=4, a najbardziej wiave te wytworzone w

pH=9 P23.

P15. Kovacevic J, Ziegler J, Walecka-Zacharska &mRr A, Kitts D, Gilmour M. Tolerance dfisteria
monocytogenes to quaternary ammonium sanitizers is mediated bg\eel efflux pump encoded by emr&ppl
Environ Microbiol 2016, 82, 939-953.
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P16.Allen KJ, Walecka-Zacharska E, Chen JC, Kosek-Rasgka K, Devlieghere F, Van Meervenne E, Osek
J. Wieczorek K, Bania Listeria monocytogenes — An examination of food chain factors potentialbntributing
to antimicrobial resistanc&ood Microbiol 2016, 54, 178-189.

P17. Skowron K, Kwiegiska-Pir6g J, Grudlewska KSwieca A, Paluszak Z, Bauza-Kaszewska J, Watecka-
Zacharska E, Gospodarek-Komkowska E. The occurrereesmission, virulence and antibiotic resistante
Listeria monocytogenes in fish processing planint J Food Microbiol 2018, 282, 71-83.

P18.Skowron K, Wiktorczyk N, Grudlewska K, Walecka-Zacska E, Paluszak Z, Kruszewski S, Gospodarek-
Komkowska E.Phenotypic and genotypic evaluationlagteria monocytogenes strains isolated from fish and
fish processing plant&nn Microbiol 2019, 69, 469-482.

P19. Skowron K, Wiktorczyk N, Grudlewska K, Kwigska-Pirog J, Watecka-Zacharska E, Paluszak Z,
Gospodarek-Komkowska E. Drug-susceptibility, biofiforming ability and biofilm survival on stainlesseel
of Listeria spp. strains isolated from chees$et J Food Microbiol 2019, 296, 75-82.

P20. Skowron K, Walecka-Zacharska Grudlewska K, Wiktorczyk N, Kaczmarek A, GG, Juszczuk K,
Kwiecinska-Pirég J, Paluszak Z, Kosek-Paszkowska K, GaspieKomkowska E. Characteristics lakteria
monocytogenes strains isolated from milk and humans and the pdigiof milk-borne strains transmissioRol
J Microbiol 2019, 68, 353-369.

P21.Skowron K, Kwiechska-Pirog J, Grudlewska K, GrnG, Wiktorczyk N, Balcerek M, Zatuski D, Walecka-
Zacharska E, Kruszewski S, Gospodarek-Komkowskarilisterial activity of polypropylene film coatedith
chitosan with propolis and/or bee pollen in fooddmig.Biomed Res Int 2019, 7817063.

P22. Skowron K, Walecka-Zacharska E, Grudlewska K, Biblu A, Wiktorczyk N, Bartkowska A, Kowalska
M, Kruszewski S, Gospodarek-Komkowska Hiocidal effectiveness of selected disinfectantsitsons based
onwater and ozonated water agalristeria monocytogenes strains.Microorganisms 2019, 7, 127.

P23.Skowron K, Watecka-Zacharska E, Grudlewska K, Gajew, Wiktorczyk N, Wietlicka-Piszcz M, Dudek
A, Skowron KJ, Gospodarek-Komkowska E. Disinfectantsceptibility of biofilm formed byListeria
monocytogenes under selected environmental conditiodscroorganisms 2019, 7, 280.

Pozostate tematy badawcze

Oznaczenie estasci wyskpowania wirusa BVD u bydta

Wirusowa biegunka bydta (ang. bovine viral diarfhB®D), wywotana przez wirusa BVD,
powoduje zaburzenia rozrodu, spadek wyd&nonlecznej i problemy w odchowie cigl
wptywajac tym samym na optacalfhodowli bydta (Houe, 2003). Celem badav ktorych
uczestniczytam byla ocena skutecsmoszczepié przeciwko wirusowi BVD u bydia. Z
surowicy zwierat izolowatam RNA, a nagpnie oznaczytam obecfowirusa BVD metod
RT-PCR. Badania wykazaly znaczne dlemie czstosci wyskpowania wirusa w stadach
bydta tym samym potwierdzgj skuteczn& diugoterminowego programu szczepligydia.

P24. Rypula K, Ploneczka-Janeczko K, Bania J, WaleE, Bierowiec K, Rozmlek W. Reduction of
prevalence of persistent BVDV infection in cattlerds by long-term vaccination program (prelimineligical
study).Pol J Vet Sci 2013, 16, 381-383.
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Analiza czstdici wysktpowania szczepOvwr cobacter butzleri i Arcobacter cryaerophilus w
migsie i charakterystyka genotypowa szczepow

W ostatnich latach wykazanae szczepyA. butzeri i A. cryaerophilus mog powodowa
infekcje jelitowe u ludzi, manifestage s¢ bdélem brzucha oraz biegunkZa gtéwny
przyczyre zachorowa uznaje si konsumpg} zywnosci zanieczyszczonej tymi pateczkami
(Vandenberg i wsp., 2004). W pracach, w ktérychegtziczytam analizowano wygtowanie

i lekoopornd¢ izolatow Arcobacter w 210 prébkach msa surowegoR25 oraz okrélono
ich zr&nicowanie genetyczne i wygtowanie czynnikow wirulencji R26). Najwyzsz
czestas¢ wyskpowania Arcobacter spp. zaobserwowano w wsie drobiowym, a
najczstszym gatunkiem byA. butzleri. Wieckszai¢ izolatow A. butzleri wykazato oporn&
na p-laktamy i erytromycys, podczas gdy wkszai¢ szczepOwA. cryaerophilus byta
wrazliwa na erytromycye. Najwieksza skuteczné wobec obu szczepdw wykazywaty
tetracykliny, aminoglikozydy oraz fluorochinolony2onad potowa szczepOw. butzeri
cechowata wielolekooporgé. Analiza pokrewiéstwa genetycznego szczepOw wykazata
bliskie pokrewiéstwo szczepdwA. butZeri co mae obrazowé& ich zdolng¢ do
rozprzestrzenianiagsi

P25. Zacharow |,. BystioJ, Watecka-Zacharska E, Podkowik M, Bania J. Reem® and antimicrobial
resistance of\rcobacter butzleri and Arcobacter cryaerophilusisolates from retail meat in Lower Silesia region,
Poland.Pol J Vet Sci 2015, 18, 63—-69.

P26. Zacharow |, BystfoJ, Walecka-Zacharska E, Podkowik M, Bania J. Gerdversity and incidence of
virulence-associated genes Afcobacter butzeri and Arcobacter cryaerophilus isolates from pork, beef, and
chicken meat in Polan@ioMed Res Int 2015, 956507.

Badania oddziatywania ekstraktow z chmielu, flawiddow i ich pochodnych na wybrane
patogenne mikroorganizmy

Szyszki chmielu stanowi zrédto ponad 30 flawonoidow. Dowiedzionae preparaty
pochodace z szyszek chmielu wykazawgzereg wiéciwosci biologicznych (Chadwick i wsp.,
2006). W badaniach, w ktérych uczestniczytam ogemiskuteczn& ekstraktéw z chmielu i
ich pochodnych w redukcji liczby patogenow ludzkictewierzcych. Wykazanozze 7
flawonoidéw znaczco hamowato wzrost szczep@vaureus i S. epidermidis, podczas gdy
ekstrakty z chmielu posiadaty wtawosci przeciwgrzybicze(Fusarium oxysporum, F.
culmorum, F. semitectum). Wyniki te wskazuyj na maliwos¢ wykorzystania tych substanciji
w walce z patogenami §lin oraz w leczeniu infekcji wywotanych przez grawkce.

P27. Bartmaska A, Walecka-Zacharska E, Tronina T, Pdpha J, Sordon S, Brzezowska E, Bania J, Huszcza
E Antimicrobial properties of spent hops extractay@inoids isolated therefrom, and their derivatiwéglecules
2018, 23, 2059.
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Badania nad ral fosforybozylotransferazy nikotynamidowe] w niesgigzznym zapaleniu
jelita

Szacuje si, ze okoto 5 milionow ludzi ndwiecie choruje na niespecyficzne zapalenie jelita
(Colombel i Mahadevan, 2017). Brak jednak standapzwalagcego na diagn@z i
monitorowanie tego schorzenia. Fosforybozylotraiagi@ nikotynamidowa (Nampt) zwana
tez wisfatyrg jest wewntrzkomoérkowym enzymem, ktéry odgrywa s role w procesach
fizjologicznych i patologicznych (Carbone i wsp.01Z). W badaniach, w ktérych
uczestniczytam oks&tono ekspresj wisfatyny oraz prozapalnych cytokin w surowicy,
leukocytach i komorkach epitelialnych jelita od jestow z wrzodzigjcym zapaleniem jelita
grubego oraz chorabCrohna. Wykazanoze u pacjentow z niespecyficznym zapaleniem
jelita poziom Nampt byt podwagzony zarowno na poziomie biatka jak i RNA, suggrdym
samym jego ral jako potencjalnego markera w diagnostyce niespemyggo zapalenia jelita

P28. Neubauer K, Bednarz-Misa |, Walecka-ZachafskaNierzbicki J, Agrawal A, Gamian A, Krzystek-
Korpacka M. Oversecretion and overexpression oftimiamide phosphoribosyltransferase/Pre-B colony-
enhancing factor/visfatin in inflammatory bowel efise reflects the disease activity, severity dammatory
response and hypoximt J Mol Sci 2019, 20, 166.

Badania nad skuteczéma promieniowej jonizacji katalitycznej w eliminacjpaleczek
Klebsiella pneumoniae NDM

Klebsiella pneumoniae NDM stanowi powane zagraenie dla hospitalizowanych pacjentéw,
dlatego te niezmiernie wana jest jej eradykacja z&odowiska szpitalnego. Celem bada
byla ocena skuteczéo promieniowej jonizacji katalitycznej (ang. radia catalytic
ionization, RCI) w eliminacji tych pateczek z powE oraz ranych materiatow
stosowanych ddcielenia ta@ek szpitalnych. Dowiedziong;e RCI skutecznie redukowata
liczbe bakterii ze wszystkich badanych powierzchni oragowietrzu, wskazgp tym samym
na maliwos¢ zastosowania tej technologii do dezynfekcji w &dpch.

P29.Skowron K, Wiktorczyk N, Kwieaska-Pirog J, &owska A, Walecka-Zacharska E, Gospodarek-
Komkowska E. Elimination oKlebsiella pneumoniae NDM from the air and selected surfaces in hospitahg
radiant catalytic ionizatior.ett Appl Microbiol 2019, 69, 333-338.

7.3 Nagrody i wyr@nienia

2010 — zespotowa Nagroda Rektora Uniwersytetu Bdryczego we Wroctawiu | stopnia w
dziedzinie badanaukowych,

2011 — zespotowa Nagroda Rektora Uniwersytetu Bdryczego we Wroctawiu | stopnia w
dziedzinie badanaukowych,

2013 - indywidualna Nagroda Rektora UniwersytetzyRrdniczego we Wroctawiu | stopnia

za osagnigcia naukowe,
2016 — laureatka Stypendium Fundacji na rzecz N&dskiej dla Miodych Uczonych
START,
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2016 - zespotowa Nagroda Rektora Uniwersytetu Bdnjczego we Wroctawiu | stopnia w

dziedzinie badahaukowych,

2017 — zespotowa Nagroda Rektora Uniwersytetu Bdnjczego we Wroctawiu | stopnia w

dziedzinie badahaukowych,

2019 — zespotowa Nagroda Rektora Uniwersytetu Bdryczego we Wroctawiu | stopnia w

dziedzinie badanaukowych.

7.4 Zestawienie liczbowe dorobku naukowego

Tabela 1 Zestawienie liczbowe dorobku naukowego.

Kategorie prac Przed Po

doktoratem doktoracie tacznie
1. Oryginalne prace tworcze 8 20 28
2. Artykuty popularnonaukowe 0 1 1
3. Komunikaty opublikowane w materiatach konferencj 2 9 11
naukowych
4. Rozdzialy w monografiach 1 0 1
tacznie 11 30 41

Tabela 2.Sumaryczna punktacja publikaciji.

Przed Po chznie

doktoratem doktoracie
Sumarycznympact factor publikacji® 10,758 51,425 62,183
Sumaryczna punktacja MNiSW publikagji 186 809 995

Liczba cytowa wedtug bazy Web of Sciencel74, bez autocytowa: 162
Liczba cytowa wedtug bazy Scopusl79, bez autocytowa: 168

Indeks Hirscha wedtug bazy Web of Sciente:

Indeks Hirscha wedtug bazy Scopis:

Sumaryczna punktacja zawarta w tabeli 2 dotyczyikadtji zweryfikowanych przez BibliotekUPWr.

! Wartosci IF podano zgodnie z wastia w roku publikacji. Dla artykutéw opublikowanych @918 zgodnie z

wartascia IF w roku 2018.
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2 punktacje MNiSW podano zgodnie z wykazem MNiSW w roku publikadila artykutéw opublikowanych
po 2018 zgodnie z wykazem MNiSW opublikowanym 312079.
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