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Wykaz skrotow

ABC - pompy efflux typu ABC (ang. ABC-type efflux pumps)

ACC - acetylotrasferaza (ang. acetyltransferase)

AHL - lakton acylo-L-homoseryny AHL (ang. Acyl-L-homoserine lactone-AHL)
AKN - amikacyna (ang. amikacin)

AMC - amoksycylina z kwasem klawulanowym (ang. amoxicillin with clavulanic
acid)

AmdB - pompa wielolekoopornosci SmdB (ang. multidrug efflux pump SmdB)
ampC - B-laktamaza klasy C (ang. class C p-lactamase)

AMX - amoksycylina (ang. amoxicillin)

ANT - O-nukleotydylotranferaza (ang. O-nucleotidyltransferase)

AP - nadsiarczan amonu (ang. ammonium persulfate)

APH - O-fosfotransferaza (ang. O-phosphotransferase)

APS - roztwor nadsiarczanu amonu (ang. ammonium persulfate solution)

ArmA - gen kodujacy metylaz¢ warunkujaca opornos¢ na amikoglikozydy (ang.
aminoglycoside resistance methylase gene)

ATM - aztreonam (ang. aztreonam)

AZM - azytromycyna (ang. azithromycin)

BES-1 - B-laktamaza BES-1 (ang. S-lactamase BES-1)

BLAST - narzgdzie lokalnego przyrownywania sekwencji (ang. Basic Local
Alignment Search Tool)

CAZ - ceftazydym (ang. ceftazidime)

CDC - Centrum Kontroli i Zapobiegania Chordb (ang. Centers for Disease Control
and Prevention)

CEC - cefaklor (ang. cefaclor)

CFM - cefiksym (ang. cefixime)

CIN - podioze Cefsulodyn-Irgasan-Nowobiocyna (ang. Cefsulodin-Irgasan-
Novobiocin Agar)

CIP - ciprofloksacyna (ang. ciprofloxacin)

CLR - klarytromycyna (ang. clarithromycin)

CMN - klindamycyna (ang. clindamycin)

CPD - cefpodoksym (ang. cefpodoxime)

CPZ - cefoperazon (ang. cefoperazone)

CRO - ceftriakson (ang. ceftriaxone)

CSH - hydrofobowe powierzchnie komorki bakteryjnej (ang. Cell Surface
Hydrophobicity)

CT - podtoze kaprylowo-talowe (ang. caprylate-thallous agar)

CTB - ceftybuten (ang. ceftibuten)

CTX - cefotaksym (ang. cefotaxime)

CTX-M - B-laktamaza CTX-M (ang. p-lactamase CTX-M)

CXM - cefuroksym (ang. cefuroxime)

CZN - fenazolina (ang. cefazolin)

DMSO - dimetylosulfotlenek (ang. dimethyl sulfoxide)

DNA - kwas deoksyrybonukleinowy (ang. deoxyribonucleic acid)

dNTPs - mieszanina deoksyrybonukleotydow (ang. deoxynucleotide triphosphates)
DOX - doksycyklina (ang. doxycycline)

DTC - podtoze deoksyrybonukleaza z blekitem toluidynowym i cefalotyng (ang.
deoxyribonuclease-toluidine blue-cephalothin (DTC) agar)
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EDTA - kwas wersenowy (ang. ethylenediaminetetraacetic acid)

ERY - erytromycyna (ang. erythomycin)

ESBL - pB-laktamaza o rozszerzonym spektrum (ang. extended-spectrum p-
lactamases)

FAD - kwas fusydowy (ang. fusidic acid)

FEP - cefepim (ang. cefepime)

FimH - adhezyna D-mannozo specyficzna fimbrii typu | (ang. Type 1 fimbrin D-
mannose specific adhesin)

FIhC - regulator transkrypcji fimbrii FINC (ang. flagellar transcriptional regulator
FIhC)

FIhD - regulator transkrypcji fimbrii FInD (ang. flagellar transcriptional regulator
FIhD)

FOX - cefoksytyna (ang. cefoxitin)

GES-1 - B-laktamaza GES-1 (ang. p-lactamase GES-1)

GME - gentamycyna (ang. gentamicin)

gnrAl - gen opornosci na chinolony gnrA1 (ang. quinolone resistance gene gnrAl)

gnrB1 - gen opornosci na chinolony gnrB1 (ang. quinolone resistance gene gnrB1)

gnrB4 - gen opornosci na chinolony gnrB4 (ang. quinolone resistance gene gnrB4)

gyrA - podjednostka A gyrazy DNA (ang. DNA gyrase subunit A)

HA - sktadniki hemaglutyniny (ang. hemagglutinin components)

HasA - biatko A systemu pozyskiwania zelaza (ang. heme acquisition system protein
A)

HasR - receptor blony zewnetrznej pobierania hemu (ang. heme uptake outer
membrane receptor)

HCCA - kwas a-cyjano-4-hydroksycynamonowy (ang. a-cyano-4-hydroxycinnamic
acid)

HemR - receptor heminy (ang. hemin receptor)

HPLC - wysokosprawna chromatografia cieczowa (ang. high-performance liquid
chromatography)

IgA - immunoglobulina A (ang. immunoglobulin A)

IgG - immunoglobulina G (ang. immunoglobulin G)

IgM - immunoglobulina M (ang. immunoglobulin M)

IL-1 - interleukina 1 (ang. interleukin 1)

IL-6 - interleukina 6 (ang. interleukin 6)

IL-8 - interleukina 8 (ang. interleukin 8)

IMP-1 - metalo-f-laktamaza typu 2 (ang. metallo-p-lactamase type 2)

IPM - imipenem (ang. imipenem)

ITC - bulion z irgasanem, tikarcyling i chloranem (ang. irgasan- tikarcylina-chlorate
broth)

I1TD PAN - Instytut Immunologii 1 Terapii Doswiadczalnej im. Ludwika Hirszfelda
Polskiej Akademii Nauk

ITS - surowica inaktywowana termicznie (ang. Heat Inactivated Serum)

Kdo - kwas 3-deoksy-D-manno-oktulozonowy (ang. 3-deoxy-D-manno-octulosonic
acid)

KKCz - Koncentrat Krwinek Czerwonych (ang. Red Cell Concentrate)

KMN - kanamycyna (ang. kanamycin)

KPC-2 - B-laktamaza hydrolizujagca karbapenemy KPC-2 (ang. carbapenem-
hydrolyzing beta-lactamase KPC 2)

KPC-3 - B-laktamaza hydrolizujagca karbapenemy KPC-3 (ang. carbapenem-
hydrolyzing beta-lactamase KPC 3)



LC-MS - chromatografia cieczowa polgczona ze spektrometrig mas (ang. liquid
chromatography-mass spectrometry)

LCN - linkomycyna (ang. lincomycin)

LOS - lipooligosacharyd (ang. lipooligosaccharides)

LPS - lipopolisacharyd (ang. lipopolysaccharides)

LPSN - baza taksonomii mikroorganizméw (ang. List of Prokaryotic names with
Standing in Nomenclature)

Luxl - syntaza acylowanych laktonéw homoseryny (ang. acyl-homoserine-lactone
synthase)

LuxR - aktywator transkrypcji biatka LuxR (ang. transcriptional activator protein
LuxR)

MAC - kompleks atakujacy btong (ang. Membrane Attack Complex)

MALDI TOF- laserowa jonizacja wspomagana matrycg z detektorem czasu przelotu
jonow (ang. Matrix-Assisted Laser Desorption/lonisation Time-Of-Flight)

MBL - lektyna wigzgca mannoze (ang. Mannose-Binding Lectin)

MBP - biatko wigzace mannoze (ang. Mannose-Binding Protein)

MEM - meropenem (ang. meropenem)

MNO - minocyklina (ang. minocycline)

MS - mannozo-wrazliwe (ang. mannose-sensitive)

MZN - mezlocylina (ang. mezlocillin)

NEO - neomycyna (ang. neomycin)

NET - netilmycyna (ang. netilmicin)

NHS - normalna surowica ludzka (ang. Normal Human Serum)

NXN - norfloksacyna (ang. norfloxacin)

OFX - ofloksacyna (ang. ofloxacin)

OIOM - Oddziat Intensywnej Opieki Medycznej

OMP - biatko btony zewngtrznej (ang. outer membrane protein)

Omp1 - poryna btony zewnetrznej Omp1 (ang. outer membrane porin Ompl)

OXA - oksacylina (ang. oxacillin)

POCH - Polskie Odczynniki Chemiczne Gliwice

PAF - czynnik aktywujacy ptytki (ang. platelet-activating factor)

PCM - Polska Kolekcja Mikroorganizmow (ang. Polish Collection of
Microorganisms)

PCR - Lancuchowa Reakcja Polimerazy (ang. Polymerase Chain Reaction)

PE - fosfatydyloetanoloamina (ang. phosphatidylethanolamine)

PEF - pefloksacyna (ang. pefloxacin)

PhIA - zewnatrzkomorkowa fosfolipaza A1 (ang. extracellular phospholipase Al)
PhIB - biatko zwigzane z fosfolipaza (ang. phospholipase associated protein)

PIM - kwas pipemidynowy (ang. pipemidic acid)

PIP - piperacylina (ang. piperacillin)

PLA - zewnatrzkomorkowa lipaza Pla (ang. extracellular lipase Pla)

QS - wyczuwalnos¢ liczebnosci bakterii (ang. Quorum sensing)

RcsB - biatko regulujace trankrypcje ResB (ang. transcriptional regulatory protein
RcsB)

RIF - rifampicyna (ang. rifampicin)

R-LPS - szorstki LPS (ang. rough LPS)

RmtA - 16S rRNA (guaninol405)-N(7))-metylotransferaza (ang. 16S rRNA
(guanine(1405)-N(7))-methyltransferase)

RmtB - 16S rRNA (guaninol405)-N(7))-metylotransferaza (ang. 16S rRNA
(guanine(1405)-N(7))-methyltransferase)



RmtC - 16S rRNA (guaninol405)-N(7))-metylotransferaza (ang. 16S rRNA
(guanine(1405)-N(7))-methyltransferase)

RNA - kwas rybonukleinowy (ang. ribonucleic acid)

RND - rodzina pomp efflux RND (ang. Resistance-Nodulation- Division)

RPM - obroty na minute (ang. revolutions per minute)

rRNA - rybosomalne RNA (ang. ribosomal rRNA)

RssA - biatko sensoryczne RssA regulacji ruchu rozpetztego (ang. swarming motility
regulation sensor protein RssA)

RssB - biatko RssB regulacji ruchu rozpetziego (ang. swarming motility regulation
protein RssB)

SAM - ampicylina/sulbaktam (ang. ampicillin/sulbactam)

SdeA - fuzycjne biatko btonowe (ang. membrane fusion protein SdeA)

SdeB - btonowy transporter pompy efflux (ang. efflux pump membrane transporter)
SdeC - biatko Multidrug resistance protein MdtA

SdeD - Resistance-nodulation-cell division family efflux pump protein SdeD

SdeE - biatko wielolekoopornosci MdtC (ang. multidrug resistance protein MdtC)
SdeX - pompa wielolekoopornosci SdeX (ang. multidrug efflux pump SdeX)

SdeY - transporter btonowy pompy efflux SdeY (ang. efflux pump membrane
transporter SdeY)

SDS - dodecylosiarczan sodu (ang. dodecylsulfate-Na-salt)

SDS-PAGE - elektroforeza w zelu poliakrylamidowym w warunkach denaturujacych
(ang. sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis)

Sec - glowny szlak sekrecyjny (ang. general secretion pathway)

ShIA - hemolizyna ShlA (ang. hemolysin ShlA)

ShIB - biatko ShIB transportujgce hemolizyne (ang. hemolysin transporter protein
ShiB)

SHYV - B-laktamaza SHV (ang. S-lactamase SHV)

SIpB - serralizyna SIpB (ang. serralysin SIpB)

SlpC - serralizyna SIpC (ang. serralysin SIpC)

SIpD - serralizyna SlpD (ang. serralysin SlpD)

S-LPS - gtadki LPS (ang. smooth LPS)

Smal - syntaza Smal laktonu acylo-L-homoseryny AHL (ang. acyl-homoserine-
lactone synthase Smal)

SmaR - regulator SmaR transkrypcji quorum-sensing (ang. quorum-sensing
transcriptional regulator SmaR)

SmdA - pompa wielolekoopornosci SmdA (ang. multidrug efflux pump SmdA)
SME-1 - B-laktamaza Sme-1 hydrolizujaca karbapenemy (ang. carbapenem-
hydrolyzing p-lactamase Sme-1)

SME-2 - [-laktamaza Sme-2 hydrolizujaca karbapenemy (ang. carbapenem-
hydrolyzing f-lactamase Sme-2)

SME-3 - B-laktamaza Sme-3 hydrolizujaca karbapenemy (ang. carbapenem-
hydrolyzing p-lactamase Sme-3)

SMN - streptomycyna (ang. streptomycin)

Spnl - syntaza Spnl laktonu acylo-L-homoseryny (ang. acyl-homoserine-lactone
synthase Spnl)

SpnR - regulator SpnR transkrypcji zaleznej od AHL (ang. AHL-dependent
transcriptional regulator SpnR)

SPT - spektynomycyna (ang. spectinomycin)

SPX - sparfloksacyna (ang. sparfloxacin)

SR-LPS - potszorstki LPS (ang. semi-rough LPS)
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Swrl - syntaza Swrl laktonu acylo-L-homoseryny (ang. acyl-homoserine-lactone
synthase Swrl)

SwrR - biatko SwrR (ang. SwrR protein)

SXT - trimetoprim/sulfametoksazol (ang. trimethoprim/sulfamethoxazole)

Tab - tabela

TEC - teikoplanina (ang. teicoplanin)

TEM - B-latamaza TEM (ang. f-lactamase TEM)

TEMED - N,N,N’,N’-Tetrametyloetylenodiamina (ang. N,N,N',N'’-Tetramethyl
ethylenediamine)

TET - tetracyklina (ang. tetracycline)

TIC - tikarcylina (ang. ticarcillin)

TNF-a - czynnik martwicy nowotwordw (ang. tumor necrosis factor a)

TOB - tobramycyna (ang. tobramycin)

TRIS - Tris(hydroksymetylo)aminometan  (ang.  Tris(hydroxymethyl)-
aminomethane)

TZP - piperacylina/tazobaktam (ang. piperacillin/tazobactam)

UPWT - Uniwersytet Przyrodniczy we Wroctawiu

VAN - wankomycyna (ang. vancomycin)

VIM - podklasa B1 metolo-p-laktamazy VIM-1 (ang. subclass B1 metallo-f3-
lactamase VIM-1)

YplA - fosfolipaza A (ang. phospholipase A

11



Wykaz tabel
Tabela 1. Chorobotworczos¢ S. liquefaciens i S. marcescens w Polsce i na $wiecie

.................................................................................................................................. 21
Tabela 2. Antybiotykooporno$¢ pateczek S. marcesCens .........cccecvvvvveeiiieeniienenne, 29
Tabela 3. Antybiotykoopornos¢ pateczek S. liquefaciens..........cccocevvvviiniienne 30
Tabela 4. Wykaz liczby przebadanych tusz zwierzat wolno zyjacych i zwierzat

NOOWIANYCN ... 50
Tabela 5. Wykaz podt6éz wykorzystywanych w realizacji zadan badawczych........ 51
Tabela 6. Wykaz sprzetu uzywanego do realizacji zadan badawczych ................... 52
Tabela 7. Wykaz odczynnikoéw uzywanych do realizacji zadan badawczych ......... 53

Tabela 8. Metodologia badan wystepowania enzyméw zewnatrzkomoérkowych ....59
Tabela 9. Sekwencje zaprojektowanych starterow do badania obecnosci wybranych

ZENOW WITUICTICTT ..ttt 61
Tabela 10. Sktad mieszaniny reakcyjnej [101] .ooooovvvviiiiiiiiiiiiiei e 62
Tabela 11. Warunki reakcji PCR [101] .....cccovoiiiiiiiiiinesieeeeeeee e 62
Tabela 12. Zestawienie wynikow izolacji bakterii Gram-ujemnych z tusz badanych
zwierzat wolno Zyjacych 1 1Z€ZNYCh.......ccooiiiiiiiiiiicceee e 71
Tabela 13. Zestawienie wynikow identyfikacji pozyskanych bakterii Gram-
ujemnych od badanych ZWIerzat ............cccoeveiiiiiiiiic e 72
Tabela 14. Wyniki identyfikacji MALDI Biotyper bakterii Gram-ujemnych z jamy
nosowo-gardlowej dzikow euroazjatyckich .........cccoovviiiiiiiiiiiiics 74
Tabela 15. Wyniki identyfikacji MALDI Biotyper bakterii Gram-ujemnych z jamy
nosowo-gardlowej saren europejSkich .........ccocviiiiiiiiiici e 75
Tabela 16. Wyniki identyfikacji MALDI Biotyper bakterii Gram-ujemnych z jamy
Nosowo-gardlowej krdw domowWyYCh .........coooiiiiiiiiii e 78
Tabela 17. Wyniki identyfikacji MALDI Biotyper bakterii Gram-ujemnych

Z odbytnicy KrOw dOmMOWYCH ....c..oiviiiiiiiiiecc e 80
Tabela 18. Wyniki identyfikacji MALDI Biotyper bakterii Gram-ujemnych z jamy
NosowWo-gardlowe] SWin domOWYCh.........cociiiiiiiii 83
Tabela 19. Wyniki identyfikacji MALDI Biotyper bakterii Gram-ujemnych

Z odbytnicy SWIN dOMOWYCH .......cciiiiiiiiii i 85
Tabela 20. Zestawienie pateczek S. liquefaciens i S. marcescens badanych

W kierunku obecnosci enzymow zewnatrzkomorkowych..........ccoovviiiiiiiicnnns 88
Tabela 21. Wyniki detekcji enzymow deoksyrybonukleazy, lipazy i zelatynazy dla
S. liqUefaciens 0raz S. MAICESCENS .........cciveiiriereiie et 90
Tabela 22. Czestos¢ wystepowania hemolizyny u izolatow S. liquefaciens

I S. MAICESCENS ...ttt bbbttt ettt sb bttt 92
Tabela 23. Zestawienie izolatow S. liquefaciens i S. marcescens badanych

W kierunku wystepowania wybranych gendw wirtulencji ........cccocoevvvvviiinicniiennns 94
Tabela 24. Wyniki detekcji wybranych gendw wirulencji izolatow S. liquefaciens i
S MAITCESCENS ...ttt ettt et b e nne s 96
Tabela 25. Profile genéw wirulencji izolatow S. liquefaciens .............cc.ccocveevennnee, 98
Tabela 26. Profile genow wirulencji izolatOw S. MarcesCens.........ccocovvrvrveeereennes 99
Tabela 27. Zestawienie puli izolatow S. liquefaciens charakteryzowanych pod
katem dlugo$ci O-swoistego fancucha LPS ... 101
Tabela 28. Zestawienie puli izolatow S. marcescens charakteryzowanych ze
wzgledu na dtugos¢ O-swoistego fancucha LPS...........ccccooviiiii 101
Tabela 29. Zestawienie izolatow S. liquefaciens i S. marcescens wybranych do
badania przezywalnos$ci w 50% aktywnej NHS ... 105

12



Tabela 30. Wyniki przezywalnos$ci badanych szczepoéw kontrolnych PCM oraz
izolatow S. liquefaciens i S. marcescens w aktywnej 50% NHS (Sigma-Aldrich)108
Tabela 31. Wyniki przezywalnos$ci szczepdéw kontrolnych PCM oraz izolatow S.
liquefaciens i S. marcescens w inaktywowanej 50% NHS (Sigma-Aldrich) ........ 109
Tabela 32. Przezywalno$¢ badanych szczepdw w aktywnej oraz w nieaktywne;j
50% NHS (Sigma-AldriCh)........coveiioiiieeee e 110
Tabela 33. Charakterystyka wybranych szczepow S. liquefaciens i S. marcescens
............................................................................................................................... 122

13



Wykaz rycin

Rycina 1. Czynniki wirulencji u pateczek Serratia Sp.........cccovvevviveiiieneiieseennn, 32
Rycina 2. Wzrost paleczek Serratia sp. na podtozu selektywnym CT [91]............. 45
Rycina 3. Schemat izolacji materialu mikrobiologicznego pochodzacego

Z WYINAZOW ...ttt ettt sme ettt h et e bt et s r e st e b s e an e e nre e e e r e 56
Rycina 4. Ekstrakcja mieszaniny biatek z uzyciem kwasu mrowkowego
1ACETONILIYIU [92]. i 57
Rycina 5. Indykatory stosowane w podtozu DNAse LAB AGAR [96,97].............. 58
Rycina 6. Podtoza réznicujace uzywane do sprawdzania obecnos$ci zelatynazy [98],
lipazy i deoKSYryDONUKIEAZY ..........c.ccviieiiieiicie st 59
Rycina 7. Procedura izolacji LPS z proteinazg K [102]......cccccooviiiinininiiiiieenn 64
Rycina 8. Procedura barwienia zelu poliakrylamidowego roztworem srebra
[LO4,105] ..ottt et r e b ne e reene e 68
Rycina 9. Identyfikacja wykonana metoda MALDI Biotyper izolatow z jamy
nosowo-gardtowej saren europejskich i dzikéw euroazjatyckich..........ccovverunnnnee. 76
Rycina 10. Identyfikacja wykonana metodga MALDI Biotyper izolatow z jamy
nosowo-gardtowej i odbytnicy krow domowych .........ccoocviiiiiiiiiiiiiieee e 81
Rycina 11. Identyfikacja wykonana metoda MALDI Biotyper izolatow jamy
nosowo-gardtowej i odbytnicy $win dOmOwWYCh.........cccevvuiiiiiiiiiiiii e 86
Rycina 12. Wyniki badania obecno$ci enzymu lipazy i deoksyrybonukleazy dla
wybranych izolatow S. marcescens i S. HQUETACIENS ........ccccovvvverviiniiere e, 89
Rycina 13. Wyniki wystepowania hemolizyny u izolatoéw S. marcescens

IS, HQUETACTENS ...ttt 93
Rycina 14. Przyktadowy obraz detekcji genow phlB i fimA u S. liquefaciens......... 97
Rycina 15. Przyktadowy obraz detekcji genow shlA i fimA u S. marcescens.......... 97

Rycina 16. Obraz elektroforezy SDS-PAGE dlugosci O-swoistego tancucha LPS
izolatow S. marcescens pozyskanych od dzikow euroazjatyckich oraz krow i §win

AOMOWYCH ..ot re e 102
Rycina 17. Obraz elektroforezy SDS-PAGE O-swoistego tancucha LPS izolatow S.
liquefaciens wyizolowanych od dzikow euroazjatyckich ...........cccvevviinincnnnnn, 102
Rycina 18. Obraz elektroforezy SDS-PAGE O-swoistego tancucha LPS izolatow S.
liquefaciens wyizolowanych od krow domowych .........cccccvviiiiiiiiiniinince, 103
Rycina 19. Obraz elektroforezy SDS-PAGE O-swoistego tancucha LPS izolatow S.
liquefaciens pozyskanych od saren europejskich i §win domowych ..................... 103

Rycina 20. Przyktadowy wynik eksperymentu analizy wzrostu bakterii przy 50%
NHS dla szczepu opornego (kg6.2c) i wrazliwego (418g.2d) S. marcescens ........ 106
Rycina 21. Przezywalno$¢ badanych szczepow w aktywnej 50% NHS................ 112
Rycina 22. Przezywalno$¢ badanych szczepéw w inaktywowanej 50% NHS......115
Rycina 23. Przezywalno$¢ badanych izolatow S. marcescens i S. liquefaciens

W aktywnej 50% NHS ........oooiiecce e 119

14



1. Pateczki z rodzaju Serratia

Historia odkrycia pateczek z rodzaju Serratia rozpoczyna si¢ w 1819 roku. To
wilasnie wtedy wloski inzynier - Serrafino Serrati (18-sty wiek) odkryl przyczyne
zabarwiania si¢ zywnosci na kolor czerwony i1 powigzal to zjawisko z obecno$cia
okreslonych bakterii. Przez wiele lat rodzaj Serratia zawierat tylko jeden gatunek,
ktérym byt S. marcescens. Takie informacje byty aktualne az do roku 1975. Badania
biochemiczne prowadzone przez zespdt Grimont’a w latach 80-tych XX wieku
wprowadzity do tego rodzaju kolejne trzy gatunki, ktorymi byty S. plymuthica,
S. liquefaciens i S. marinorubia. Nast¢pnie prowadzone badania genetyczne
wzbogacaly rodzaj Serratia o kolejne gatunki [6].

Obecnie bakterie z rodzaju Serratia klasyfikowane sg do typu Enterobacterales
oraz rodziny Yersiniaceae. Wedtug klasyfikacji LPSN (ang. List of Prokaryotic
names with Standing in Nomenclature) udostgpnionej przez Jean P. Euzéby, do
rodzaju Serratia zalicza si¢ 31 gatunkow. Tymi gatunkami sg: S. aquatlis,
S. bockelmannii, S. bozhouensis, S. corallina, S. cutirubra, S. entomophila, S. ficaria,
S. fonticola, S. glossinae, S. grimesii, S. inhibens, S. liquefaciens, S. marcescens,
S. marinorubra, S. microhaemolytica, S. multitudinisentens, S. myotis, S. nemato-
diphila, S. nevei, S.odorifera, S. oryzae, S. plymuthica, S. proteamaculans,
S. rhizosphaerae, S. rhodnii, S. rubidaea, S. sulfactantfaciens, S. symbiotica,
S. ureilytica, S. intransitivum i S. vespertilionis. Dla dwoch gatunkéw z rodzaju
Serratia zostaly rowniez wyszczegélnione podgatunki. W obrebie gatunku
S. marcescens wyrdézniamy podgatunek marcescens i sakuensis, natomiast w obrgbie
gatunku S. proteamaculans wyr6znia si¢ podgatunek proteamaculans i quinovora
[7].

Rodzaj Serratia to Gram-ujemne pateczki o zaokraglonych koncach. Wymiary
komoérek wynosza od 0,5 do 0,8 um szerokosci i od 0,9 do 2 um dlugosci. Sa to
fakultatywne beztlenowce ze zdolno$cig poruszania si¢ dzigki perytrychalnie
umiejscowionym rzeskom [8]. Na przyktadzie S. marcescens udowodniono, ze
pateczki Serratia w reakcji na otoczenie potrafiag zmienia¢ ksztatt swojej komorki
oraz sposob poruszania si¢. W podlozu plynnym Serratia posiadaja komorki
ptywajace o krotkim, paleczkowatych ksztatcie z jedng lub dwiema rzeskami.
W podiozu polptynnym komorki przeksztalcajg sie w tzw. ,swarmer cells”
0 wydtuzonym ksztatcie z rzeskami po bokach komorki. Natomiast w podtozu statym
komorki przybieraja ksztatt krotkich pateczek z rzgskami umieszczonymi
perytrychalnie [8].

Bakterie te posiadajg szerokg tolerancj¢ na temperaturg inkubacji, ktéra miesci
si¢ w przedziale od 10 do 36°C [6]. Jednakze pomimo tego udowodniono, ze
S. liquefaciens, S. plymuthica, S. ficaria i S. odorifera maja zdolno$¢ wzrostu
w temperaturze okoto 4-5°C, natomiast S. marcescens, S. rubidaea i niektore szczepy
S. odorifera moga rosng¢ takze w temperaturze 40°C. Pateczki Serratia sp. sa zdolne
do wzrostu przy wartosci pH 5-9 [8].
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Rodzaj Serratia charakteryzuje produkcja czerwonego barwnika. Za barwe tg
odpowiedzialna jest powszechnie znana prodigiozyna oraz mniej znana pirazyna.
Prodigiozyna jest barwnikiem niedyfundujacym do podtoza, natomiast pirazyna jest
barwnikiem rozpuszczalnym w wodzie i wytwarzanym przez S. marcescens biotyp
A4. W obrebie calego rodzaju, tylko trzy gatunki sg w stanie produkowaé czerwony
barwnik. Tymi gatunkami sg S. marcescens, S. plymuthica oraz S. rubidea [8].
Bardzo waznym czynnikiem warunkujagcym produkcje prodigiozyny jest tempe-
ratura inkubacji. Obserwowana jest intensywniejsza produkcja prodigiozyny
w temperaturze 30°C w poréwnaniu do temperatury 37°C. Zrodto wegla to kolejny
czynnik, ktory istotnie wptywa na produkcj¢ barwnika. Prodigiozyna jest rowniez
syntetyzowana w zaleznosci od wzrostu zaggszczenia komorek w §rodowisku [6].

Poszczegdlne gatunki w obrebie rodzaju Serratia r6éznig pod wzgledem cech
biochemicznych. S. ficaria, S. odorifera i S. rubidaea charakteryzuje ,,ziemniaczany
zapach” kolonii. Natomiast zdolno$¢ do wytwarzania indolu ma wylgcznie
S. odorifera. Gatunki S. marcescens, S. fonticola, S. grimesi, S. liquefaciens,
S. odorifera i S. proteamaculans posiadaja zdolno$¢ do rozktadu lizyny i ornityny.
Wigkszos¢ gatunkow jako zrodto wegla wykorzystuje L-arabinoze, D-rafinozg, D-
sorbitol i D-ksyloze¢ [6]. Gatunek S. fonticola pod wzgledem cech biochemicznych
zdecydowanie odbiega od pozostalych gatunkoéw. W odroznieniu od pozostatych
gatunkow nie wykorzystuje ona jako jedynego zrédla wegla m. in. kaprynianu,
maslanu amonu, kaprylanu czy tez tyrozyny. W zamian za to jako zrodlo wegla
wykorzystuje D-dulcytol, tagatoze i propionian fenylu. Kolejnymi cechami
biochemicznymi odrdzniajacymi ten gatunek od pozostalych jest ujemny wynik
w tescie Voges-Proskauer’a oraz brak zdolno$ci produkcji enzymu Zelatynazy,

lipazy i deoksyrybonukleazy [6].
2. Chorobotworczos¢ pateczek Serratia sp. wobec ludzi

Pateczki z rodzaju Serratia byly uwazane niegdy$ za niegrozne, saprofityczne
bakterie. Z czasem zaczgto odnotowywacé pierwsze przypadki infekcji u ludzi
wywolane przez te bakterie. Serratia sp. zaliczane sg do grupy oportunistycznych
patogendéw cztowieka, co oznacza, ze wywolywane przez nie infekcje dotycza osob
z obnizong odporno$cig, poddawanych antybiotykoterapii oraz matych dzieci,
u ktorych uktad odporno$ciowy nie jest w petni rozwinigty.

W ostatnich latach obserwowany jest znaczacy wzrost przypadkow zakazen
szpitalnych wywotanych przez pateczki Serratia sp. Przewaznie infekcje tymi
pateczkami  stwarzaja powazne problemy na oddzialach neonatologii,
kardiochirurgii, urologii oraz pediatrii [9].

Wystepowanie Serratia sp. w placowkach szpitalnych ma kilka udowodnionych
zrddet. Dochodzenia epidemiologiczne podejmowane w przypadkach wystapienia
zakazen szpitalnych wywolanych przez Serratia sp. pokazaly, ze ich przyczyna jest
brak stosowania prawidlowej higieny i dezynfekcji ragk personelu medycznego,
stosowania skazonych $rodkéw antyseptycznych, badZz tez skazonych
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farmaceutykow podawanych drogg dozylng oraz koncentratoéw czerwonych krwinek
(KKC2).

S. liquefaciens jest okre$lana rzadkim patogenem cztowieka. Moze by¢
izolowana z réznych prébek klinicznych i powodowac infekcje o nietypowym
przebiegu. Schorzeniami wywolywanymi przez te bakterie sg ropne stany zapalne
narzagdow wewngetrznych, zapalenie wsierdzia, zapalenia stawdw, zapalenie opon
mozgowo-rdzeniowych, infekcje drog moczowych oraz bakteriemie. W srodowisku
klinicznym moze by¢ izolowana ze sprzetu medycznego, srodkéw dezynfekujacych
oraz réznych preparatow zwigzanych z transfuzjg krwi. W 2018 roku w Turcji zostat
opisany przypadek zapalenia otrzewnej wywolanej przez S. liquefaciens u pacjenta
po dializie [10].

S. marcescens jest znana z wywotywania ognisk zakazen szpitalnych, ktore
wigza si¢ z wysokimi wskaznikami zachorowalnos$ci i $§miertelno$ci. Moze si¢ ona
tatwo rozprzestrzenia¢ w $rodowisku szpitalnym i kolonizowa¢ sprzet medyczny,
ptyny 1 roztwory medyczne oraz dozowniki ze $rodkami sanitarnymi. Przyczynami
zakazen szpitalnych moze réwniez nieprzestrzeganie zasad higieny przez personel
medyczny.

Na oddziale chirurgii sercowo-naczyniowej w Hiszpanii w 1987 roku [6]
stwierdzono wystepowanie epidemii S. marcescens. Bakteria ta wywotywala
u zakazonych pacjentow infekcje ran pooperacyjnych, zapalenie otrzewnej oraz
bakteriemie. Podjete dziatania dotyczace zrddia infekcji wykazaly, ze przyczyna
pojawienia si¢ schorzen byly ostrza do golenia owlosienia pacjentow przed
operacjami, w zlym stanie higienicznym [9].

Inne przyklady zakazen szpitalnych dotycza infekcji ukladu krazenia
wywotanej przez S. liquefaciens w konsekwencji otrzymania skontaminowanych
KKCz, badz tez przewleklej infekcji uktadu moczowego u pacjentow. W 2001 roku
w szpitalu w Stanach Zjednoczonych [11] opisano przypadki wystgpienia
U pacjentow infekcji uktadu krazenia wraz ze wzrostem temperatury. Na podstawie
uzyskanych wynikow stwierdzono, ze przyczyng powstatej infekcji u pacjentow byta
skazona epoetyna alfa, ktora ze wzgledu na oszczedno$¢ podawana byla
z wielodawkowych fiolek i bez dodatku konserwantow [11].

W Polsce infekcje szpitalne u ludzi wywotane przez S. marcescens opisano
w 2004 roku [8]. Pomiedzy rokiem 1996 a 2000 stwierdzono obecno$¢ S. marcescens
w ponad 500 probach klinicznych w dwoéch szpitalach w Gdansku. S. marcescens
izolowana byta z réznych prob klinicznych: aspiratu tchawicy, plwociny, wymazu
z gardla, wymazu z rany, moczu, krwi oraz ptynow ustrojowych. Badane izolaty byty
oporne na piperacyling, a srednio-oporne na m.in. piperacyling z tazobaktamem,
amikacyne, gentamycyne oraz ciproflacyne. S. marcescens izolowana byta m.in. na
oddziale internistycznym, chirurgicznym, urologicznym, neurologicznym,
hematologicznym oraz pediatrycznym [12].

W Los Angeles oraz New Jersey w 2007 roku [13] opisano przypadek infekcji
uktadu krazenia wywotanej przez S. marcescens. Prowadzone badania wykazaty
obecno$¢ pateczek S. marcescens na réznych elementach wyposazenia szpitala,
wtym w wielodawkowych fiolkach z lekami oraz w $rodkach sanitarnych.
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Dochodzenie wykazalo, ze przyczyna infekcji ukltadu krazenia pacjentow byto
zastosowanie skazonego przez S. marcescens roztworu siarczanu magnezu [13].

Zapalenie zastawki aortalnej wywotane przez S. liquefaciens opisano w 2007
roku na Tajwanie [14]. Pacjentem byt 55-letni mezczyzna, ktory byl obcigzony
chorobami towarzyszacymi jak m. in. zapaleniem trzustki. W zyle glownej
me¢zczyzny rozwingto si¢ ropne zapalenie z ruchomg skrzepling, ktéra spowodowata
wtorne ropne zapalenie wsierdzia. Skutkiem infekcji byl zgon pacjenta.
Przeprowadzone badania wykazaty, ze prawdopodobna przyczyng infekcji bylo
uzycie zanieczyszczonej wody do wstrzykiwania amfetaminy [14].

Choroby przyzebia sa jednymi z najczestszych chorob jamy ustnej, ktore sa
zwigzane z tworzeniem biofilmu przez bakterie patogenne. Mikroflora przyzebia
utrzymywana jest w odpowiednich proporcjach, a kazde zaburzenie tej proporcji
prowadzi do wywotania objawoéw chorobowych i rozprzestrzeniania si¢ bakterii
w catym organizmie. Bakterie pochodzace z biofilmu w konsekwencji moga rowniez
wywotywa¢ choroby innych narzadéw. Pomiedzy rokiem 2007 a rokiem 2014
prowadzono badania 0sob leczonych stomatologicznie w Rio de Janeiro [15]. Badane
osoby zostaty podzielone na 4 grupy: ze zdrowg jama ustng, z zapaleniem dzigset,
z przewlektym zapaleniem przyzgbia oraz z ostrym zapaleniem przyzebia. W kazdej
grupie badanych os6b byly izolowane zaréwno paleczki S. liquefaciens jak
i S. marcescens. S. liquefaciens najcze¢sciej byta izolowana od pacjentow ze zdrowa
jama ustng, a rzadziej od pacjentow z ostrym zapaleniem przyzebia. U o0sob
z zapaleniem dzigset i z przewleklym zapaleniem przyzebia byta izolowana
Z podobng czgstoscig. S. marcescens najczesciej izolowana byla od oséb
z przewlekltym zapaleniem przyzebia, a od pacjentdéw ze zdrowa jama ustng
i zapaleniem dzigset bylta izolowana z podobng czestoscig. Najrzadziej pateczka ta
byta izolowana od oséb z ostrym zapaleniem przyzebia [15].

Zakazenia szpitalne wywotane przez S. marcescens zostaty rowniez opisane
w Turcji w 2011 roku [16]. Pomiedzy marcem a majem 2006 roku zaobserwowano
tam nagly wzrost przypadkow infekcji powodowanych przez S. marcescens na
OIOM-ie. W tym okresie u9 noworodkow stwierdzono czynng infekcje lub
kolonizacje ta bakteriag. S.marcescens wywotata udzieci infekcje uktadu
moczowego, infekcje tkanek migkkich, zapalenie ptuc oraz posocznice ze skutkiem
$miertelnym. Bakterie izolowano z krwi, moczu, wymazu z ropnia nadgarstka oraz
aspiratu tchawicy. Badania nie wykazaly zrodla pateczek S. marcescens, ale
wykluczono udziat cztowieka w wystapieniu epidemii w szpitalu [16].

Kolejnym przyktadem zdolnosci do wywotywania infekcji uktadu krazenia
przez S. marcescens jest przypadek opisany w szpitalu na Tajwanie w 2013 roku
[17]. W pazdzierniku odnotowano tam znaczacy przyrost identyfikowanych
S. marcescens z posiewow krwi. Izolaty byly oporne na ampicyline, cefazoling oraz
cefuroksym. Podjete dzialania wyjasniajace pokazaty, ze wszyscy zakazeni pacjenci
byli poddani operacji chirurgicznej, a zrodtem S. marcescens byt podawany
pacjentom fentanyl [17].

S. marcescens jest rowniez istotnym czynnikiem zagrazajagcym pacjentom
Z zatozonymi roznego rodzaju wenflonami. Jak podaje literatura bardzo duze ryzyko
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wystgpienia u pacjenta bakteriemii wigze ze sobg zalozenie wenflonu. Jednakze
zastosowanie odpowiedniego postgpowania profilaktycznego skutecznie zmniejsza
to zagrozenie. W Hiszpanii w 2016 roku [18] opisano przypadek wystgpienia
epidemii S. marcescens u osob poddawanych hemodializie przez wenflony tunelowe.
Przez okres roku obserwowano sukcesywny wzrost liczby przypadkéw pacjentow
z objawami infekcji po zabiegu hemodializy. Badanie krwi potwierdzito infekcje
wywotang pateczkami S. marcescens. U zainfekowanych pacjentow stwierdzono
bezobjawowa bakteriemie, bakteriemi¢ bez wystgpienia goraczki u zdecydowanej
wiekszosci osob oraz bakteriemig, ktorej towarzyszyta podwyzszona temperatura
organizmu. Dochodzenie epidemiologiczne wykazato obecno$¢ S. marcescens
w $rodku do dezynfekcji wenflonow tunelowych [18].

W 2016 roku w Afryce Zachodniej [19] udokumentowano wystapienie infekcji
powodowanej przez S. liquefaciens po transfuzji krwi. Pateczka ta byta izolowana od
pacjentow z krwi, aspiratu plucnego, aspiratu nosowo-gardtowego i plwociny.
W wyniku dochodzenia epidemiologicznego wykazano, ze S. liquefaciens
skolonizowata sol fizjologiczng, koncentrator tlenu oraz ptyn do inhalacji w danej
placéwce medycznej [19].

W 2017 roku w szwajcarskim szpitalu [20] opisano kolejny przypadek
wywolania infekcji u noworodkow przez S. marcescens. Zostata ona wyizolowana
u dzieci przebywajacych na OIOM-ie z wenflonu, wymazu oka oraz prob moczu.
W celu wyjasnienia zrodla wystepowania pateczek S. marcescens w szpitalu badano
m.in. $rodki sanitarne, sprzgty komputerowe, $rodki pielggnacyjne dla niemowlat,
inkubatory oraz naczynia uzywanie do karmienia. Nie potwierdzono obecnosci
S. marcescens na wyzej wymienionych powierzchniach, a za teoretyczng przyczyng
wystapienia infekcji podano nieprzestrzeganie prawidlowej higieny rak personelu
medycznego [20].

Pateczki z rodzaju Serratia mogg réwniez wywotywac infekcje oczu.
Potwierdzeniem tego jest przypadek opisany w 2017 roku w Indiach [21]. Jest to
pierwszy opisany przypadek infekcji klamry twardéwkowej wywotanej przez
S. marcescens. Pacjentem byt 48-letni m¢zczyzna przyjety do szpitala z objawami
zaczerwienienia, bolu, izawienia i wydzieliny wydostajacej si¢ z lewego oka.
Podczas badania dostrzezono maly element klamry o zabarwieniu czerwono-
brazowym lezacy na powierzchni rogowki. Z fragmentu klamry twardowkowe;j
wyizolowano S. marcescens, ktora byta wrazliwa na ciprofloksacyng [21].

W 2019 roku w Hiszpanii [22] przeprowadzono badania majace na celu
scharakteryzowanie liczby wczeSniakow przebywajacych na OIOM-ie skoloni-
zowanych pateczkami S. marcescens. Autorzy zwrocili szczegdlng uwage na t¢ grupe
pacjentow ze wzgledu na niedojrzatos¢ ich organéw wewnetrznych oraz diuga
hospitalizacje, co naraza je na wszelkie zagrozenia ze strony zakazen szpitalnych.
Badania wcze$niakow sa rowniez szczegOlnie wazne ze wzglgdu na stan ich
mikroflory jelitowej. Jak wskazuja informacje zawarte w pracy, kazde zmiany
w sktadzie mikroflory dzieci moga by¢ przyczyng p6zniejszych zmian chorobowych,
na przyklad martwiczego zapalenia jelit lub sepsy. Grupe badang stanowito 26
noworodkow urodzonych w szpitalu w Madrycie pomiedzy 2009 a 2010 rokiem.
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Wyniki przeprowadzonych badan pokazaty, ze S.marcescens byla izolowana
w wigkszosci od wezesniakow urodzonych na drodze cesarskiego cigcia, poddanych
antybiotykoterapii oraz przebywajacych w szpitalu przez dluzszy okres czasu.
Ponadto na podstawie okresowych badan mikroflory jelit zaobserwowano, wzrost
czestosci izolacji S. marcescens wraz ze wzrostem tygodnia zycia noworodkow.
Badania antybiotykoopornosci wyizolowanych pateczek S. marcescens wykazaty
oporno$¢ bakterii na amoksycyling z kwasem klawulanowym, cefuroksym,
cefoksytyne, trimetoprim z sulfametoksazolem oraz piperacyling z tazobaktamem
[22].

Wywotywanie infekcji szpitalnych przez S. marcescens zostato réwniez opisane
w Singapurze w 2019 roku [23]. Od sierpnia do wrzesnia 2016 roku stwierdzono 11
przypadkow infekcji noworodkéw wywotanych przez S. marcescens. U dzieci
stwierdzono bakteriemie oraz zapalenie spojowek. Choroby te wyleczono za pomoca
antybiotykow: ceftazydymu, gentamycyny i tobramycyny [23].

Infekcje operowanego miejsca stanowig najczestsze przyktady infekcji
szpitalnych. Najczesciej sa one skutkiem komplikacji podczas operacji, moga
stanowi¢ bezposrednie zagrozenie dla Zycia pacjenta oraz niosg ze sobg zwigkszenie
kosztow opieki zdrowotnej. W 2020 roku w Korei Poludniowej [24] opisano
przypadek infekcji miejsca po zabiegu kraniotomi, czyli otwarcia czaszki, przez
S. marcescens. Lokalna epidemia wywotana przez tg bakterie dotyczyla 5 pacjentow
w roznym wieku (11-, 66- i 76-letniego mezczyzny oraz 14- 1 29-letniej kobiety).
Izolaty S. marcescens wyizolowane od pacjentow oporne byly na amoksycyling
z kwasem  klawulanowym i nitrofurantoing.  Przeprowadzone dochodzenie
epidemiologiczne wykazato, ze zrédtem infekcji ran operacyjnych byly
skolonizowane przez S. marcescens maszynki uzywane do golenia glowy przed
zabiegiem [24].

W Hiszpanii w 2020 roku [25] opisano infekcje wywotane przez S. marcescens
u 10 pacjentéw po operacjach kardiochirurgicznych w czasie ich tygodniowego
pobytu w szpitalu. Zakazeni pacjenci byli obcigzeni chorobami towarzyszacymi
takimi jak m.in. cukrzyca, przewlekle choroby ptuc oraz otyto$¢. Gtownym objawem
infekcji bylo ropne zakazenie rany oraz bakteriemia. Ropny wysigk rany
charakteryzowat si¢ rzadka konsystencja oraz bragzowym zabarwieniem. Podczas
dochodzenia epidemiologicznego przebadano wszystkich pacjentow i1 wykazano
ponad 50% skolonizowanych 0sob pateczkami S. marcescens. Przedstawione przez
autorow pracy dane wskazujg, ze zrodlami infekcji Serratia sp. u pacjentow
kardiochirurgicznych sa maszynki do golenia, elektrody wielokrotnego uzytku lub
bielizna operacyjna. Wyniki przeprowadzonych badan ostatecznie wykazaty, ze
zrodlem infekcji S. marcescens byl roztwor chlorheksydyny stosowany do
dezynfekcji skory przed i po zabiegu [25].

Gram-ujemne pateczki, w tym paleczki z rodzaju Serratia, sa nieustannym
problemem powodujacym infekcje zwigzane z uzywaniem wenflonéw. Pateczki
Serratia sp. staja si¢ nowo pojawiajacymi si¢ patogenami (ang. emerging pathogens)
w zapaleniu otrzewnej oraz miejsca uj$cia wenflonéw. W Hong Kongu w 2021 roku
[26] opublikowano badania grupy pacjentéw z zapaleniem otrzewnej i miejsca ujscia
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wenflonu. Serratia sp. wywotujaca infekcje miejsca ujscia wenflonu izolowane byty
z ropnej wydzieliny, rumienia na skérze wokoét wenflonu oraz ze skory wokot
wenflonu bez widocznych zmian chorobowych. Zapalenie otrzewnej wywolane
przez Serratia sp. objawiato si¢ goragczka i bolem brzucha oraz obecno$cig neutrofili
I zmianami patologicznymi w obrebie jamy brzusznej [26].

Przyktady wywolywanych schorzen przez pateczki S. liquefaciens i S. marce-
scens opisane w tek$cie powyzej zostaly rowniez zestawione w Tab. 1.

Tabela 1. Chorobotworczosé S. liquefaciens i S. marcescens w Polsce i na

Swiecie
Gatunek Jednostka chorobowa / Rodzaj Miejsce .
bakterii infekcji J wyk:ycia Rok | Zrédlo
S. marcescens |Infekcja rany operacyjnej glowy Korea | o0 | 241
Potudniowa

2: ::?;i‘:if:: Choroby przyzebia Brazylia | 2016 | [15]

S. marcescens |Kolonizacja noworodkow w szpitalu | Hiszpania 2019 [22]

S. marcescens |Infekcja uktadu kragzenia USA 2007 [13]

S. liquefaciens |Zapalenie otrzewnej Turcja 2018 [10]

S. liquefaciens Infekcje. Ukh,du quzeniaf ropre. Afryka 2016 [19]
zapalenia skory, zapalenie wsierdzia

S. liquefaciens | Zapalenie zastawki aortalnej Tajwan 2007 [14]

S. marcescens Infekqe_ ran pooper_acyjnych, . Hiszpania 1987 [6]
zapalenie otrzewnej, bakteriemia

Serratia sp. Zapalenia otrzewnej Hong Kong | 2021 [26]
Sepsa, infekcje uktadu moczowego,

S. marcescens |infekcje tkanek migkkich, zapalenie Turcja 2011 [16]
ptuc

S. marcescens |Bakteriemia, ropne zakazenie rany Hiszpania 2020 [25]

S. marcescens Infekcje oczu, infekeje uktadu Szwajcaria | 2017 [20]
moczowego

S. marcescens |Infekcje ptuc, moczu, krwi Polska 2004 [8]

S. marcescens |Infekcje uktadu krazenia Tajwan 2013 [17]

S. marcescens |Infekcja klamry twardowkowe;j Indie 2017 [21]

S. marcescens |Bakteriemia Hiszpania 2016 [84]

S. marcescens |Bakteriemia, zapalenie spojowek Singapur 2019 [23]

W ciagu ostatnich czterech dekad wystepowanie Serratia sp. doprowadzato do
powstania szybko rozprzestrzeniajacych si¢, dlugotrwatych ognisk zakazen nabytych
w czasie opieki medycznej. Czgsto takie zakazenia wystepuja u noworodkow,
prowadzac do wysokiej zachorowalnos$ci 1 $§miertelnosci. Wedlug opublikowanych
danych [27] po zbadaniu 0s6b ponizej 19 roku zycia stwierdzono, ze najczgsciej od
dzieci izolowana byla S.marcescens, ale wystepowaly réwniez
S. liquefaciens, S. odorifera oraz S. plymuthica [27].

izolacje
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2.1. Nosicielstwo i chorobotweérczos¢ pateczek Serratia sp. wobec zwierzat

Chorobotworczo$¢ rodzaju Serratia nie dotyczy jedynie wywotywania chorob
u ludzi. Pateczki te moga by¢ rowniez chorobotwoércze wzgledem réznych gatunkow
zwierzat. Istniejg rowniez doniesienia o izolowaniu S. marcescens od zdrowych
ptakow, co jest podstawa do wnioskowania, ze niektore gatunki ptakéw mogag by¢
zarowno nosicielami Serratia, jak i zrodtem infekcji odzwierzgcych [29].

W literaturze spotykane sa przypadki opisu schorzen zwierzat bedacymi
nastepstwem infekcji pateczkami Serratia sp. U zwierzat zakazonych pateczkami
Serratia sp. najcze$ciej obserwuje si¢ posocznicg, zapalenie sutka, martwicze
zapalenie powiezi, zapalenie ptuc 1 wsierdzia oraz zapalenie kosci i1 szpiku kostnego,
lub tez zapalenie opon moézgowo-rdzeniowych [28]. Pateczki S. marcescens
i S. liquefaciens wywotujg ogniska zapalenia wymienia u kréw mlecznych generujac
tym straty w hodowli [30]. U krow Serratia sp. wywotujg stany zapalne zaré6wno
w okresie laktacji, jak i w okresie zasuszenia [31]. Niektore doniesienia literatury
pokazuja, ze pateczki z rodzaju Serratia powoduja zapalenie wsierdzia i posocznice
u koni, posocznice i zapalenie szpiku kostnego u psow ikotow, ropnie
wewnatrzczaszkowe 1 zapalenie opon moézgowo-rdzeniowych u jeleni, czy tez
zapalenie ptuc u Iwow morskich [32]. Serratia sp. sg rOwniez zwigzane z infekcjami
kregowcow zimnokrwistych - wywotujg guzkowatg infekcje u jaszczurki kubanskiej
(Anotis equestris), podskérny ropien u iguany, zapalenie stawow u jaszczurki
Tupinambis tequixin oraz chorob¢ wrzodowa u zétwia Chrysemys picta [33].

W 1988 roku w Anglii opisano przypadek pokazujacy powiazanie pomi¢dzy
infekcjami wywolywanymi przez S. marcescens, a poronieniem cielat krow
I bawotow. W okresie 2 do 3 dni po niespodziewanych poronieniach obserwowano
czerwong wydzieling z drog rodnych samic. Po przeprowadzeniu badan cielat
stwierdzono zmiany chorobowe o zabarwieniu od roézowego do czerwono-
brazowego wystepujace w plucach, watrobie, §ledzionie i1 w nerkach oraz
nagromadzenie si¢ plynu w jamie optucnej. Dochodzenie epidemiologiczne
wykazalo, ze Zrodlem infekcji bylo nasienie samca rozptodowego, w ktorym
znajdowaty sie¢ pateczki S. marcescens [34].

W stanie Utah, USA w 2015 roku zgloszono przypadek ogoélnej infekcji
objawiajacej si¢ zapaleniem skoéry 1 tkanki lacznej oraz zapaleniem migsni
wywotanym przez S. marcescens [35]. Przypadek ten dotyczyt 18-miesigcznego
kota, ktory trafit pod opieke lekarzy weterynarii po utykaniu na jedng tape
utrzymujacym si¢ przez 5 dni. W trakcie badan u kota zdiagnozowano obrzgk
spowodowany ropniem w rejonie od miednicy poprzez biodra az do opuszkow tap.
Po trzech dniach od identyfikacji pierwszego ropnia zidentyfikowano drugie
podobne ognisko zlokalizowane nad prawag grzbietowo-boczng czescig kosci
krzyzowej. W kolejnych dniach obserwowano powigkszenie si¢ obrzgku prawej
konczyny. Ze wzgledu na brak polepszenia si¢ stanu zdrowia zwierzecia pomimo
zastosowanego leczenia podjeto decyzje o uspieniu. W trakcie sekcji zwlok
stwierdzono zmian¢ prawidtowej barwy i1 zmiany martwicze mig¢$nia dwuglowego
uda. Doktladniejsze badania mikroskopowe zmian wykazaty wrzodziejace i ropne
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zapalenie skory 1 martwiczo-ropne zapalenie tkanki lacznej 1 zapalenie mie$ni,
a z zainfekowanych tkanek wyizolowano S. marcescens [35].

Kolejny przypadek infekcji zwierzgcia wywotanej pateczkami S. marcescens
opisano w Szkocji w 2011 [36]. Aksolotl meksykanski (Ambystoma mexicanum)
zmart po 12 godzinach od momentu wystgpienia pierwszych oznakéw choroby.
Podczas sekcji zwlok stwierdzono obecnos$¢ metnego, jasnoczewonego plynu
W jamie ciatla oraz obecno$¢ wieloogniskowych zmian w osierdziu, komorach
mies$nia sercowego i w przedsionkach serca. Badania mikroskopowe zmienionych
tkanek potwierdzity liczne zmiany chorobowe w sercu, watronie i w zotadku, ktorym
towarzyszylo obecnos¢ skupisk Gram-ujemnych pateczek. Badanie mikro-
biologiczne wykazato obecnos$¢ S. marcescens w jamie ciata i w osierdziu. Opisany
przypadek zostal zaklasyfikowany do wystepujacego u ptazéw zespotu czerwonych
nog (anf. red-leg syndrome), ktory jest rowniez okre§lany mianem posocznicy
dermatologicznej [36].

Naukowacy z Japonii i Korei opisali w 2017 roku przypadek nagtej sSmierci
pawia indyjskiego (Pavo cristatus) spowodowej infekcja S. marcescens [28].
U przebywajacej w zoo samicy pawia indyjskiego po dwoch dniach obserwowane;j
zmiany zachowania stwierdzono zapalenie spojowki w prawym oku. Pomimo
stosowania terapii antybiotykowej, po dwdch dniach ptak zmarl. Przeprowadzona
sekcja zwlok wykazata obecno$¢ grubej pseudobtony pod powieka oka, oraz zmian
chorobowe w sercu widocznych jako zottawe wodosierdzie i tagodne obrzgkowe
zmiany osierdzia. Badanie histopatologiczne ujawnito zmiany martwicze komorek
watroby 1 naciek zapalny w watrobie i osierdziu. U ptaka stwierdzono tagodne
sroédmiazszowe zapalenie ptuc. Badanie mikrobiologiczne prob pobranych ze
zmienionego chorobowo oka 1 watroby potwierdzito obecno$¢ pateczek
S. marcescens [28].

W Portugalii w 2016 roku zgtoszono przypadek infekcji dyskow w kregostupie
u bociana biatego (Ciconia ciconia) wywotanej przez pateczki S. marcescens [29].
Do szpitala weterynaryjnego w Portugalii przetransportowano dorostego osobnika
bociana biatego w kilka godzin po wypadku samochodowym. W trakcie
hospitalizacji u zwierzecia wystapita biegunka o etiologii bakteryjnej. Wykonane
przeswietlenie ujawnito zmiany destrukcyjne rejonow migdzykregowych w odcinku
piersiowym kregostupa. Po stwierdzeniu ostrego zapalenia dyskow kregostupa
i braku poprawy w leczeniu, bociana uspiono. W sekcji zwlok stwierdzono obecnosc¢
zmian ziarniakowatych w przestrzeniach miedzykregowych odcinka piersiowego
oraz martwicze zmiany tych miejsc z obszarami zapalenia ropnego. Pateczki
S. marcescens byly obecne we wszystkich badanych tkankach i we krwi. Jednakze
najwigcej tych pateczek obserwowano w tkankach martwiczych [29].

W Polsce zostaty odnotowane przypadki infekcji pateczkami z rodzaju Serratia
sp. u ryb stodkowodnych. W pracy opublikowanej w 2015 roku przedstawiono, ze
S. liquefaciens jest jednym z gatunkéw odgrywajacych najwieksza rolg
W chorobotworczosci u ryb. Najwigcej opisanych przypadkow infekcji u ryb dotyczy
ryb lososiowatych. Pierwsze przypadki infekcji u ryb wywolanych przez rodzaj
Serratia zgtoszono w latach 90-tych ubieglego wieku i dotyczyly w glownej mierze
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gatunku S. plymuthica. Gatunek ten izolowano od tososi atlantyckich (Salmo salar),
pstragébw teczowych (Oncorhynchus mykiss) i troci wedrownej (Salmo trutta).
Infekcja S. plymuthica u ryb objawiata si¢ wypadaniem tusek, ogélnym ostabieniem,
powickszeniem narzadéw wewnetrznych takich jak watroba, nerka i §ledziona.
W kolejnych latach w Polsce zaczgly by¢ izolowane inne gatunki z tego rodzaju
i byty nimi S. liquefaciens, S. fonticola i S. proteamaculans. Bakterie te najcz¢sciej
powodowatly zmiany skérne objawiajace si¢ przekrwieniami lub wybroczynami.
Obserwowano rowniez wystgpienie stanu zapalnego jelit i obecno$¢ ptynu
surowiczego w jamie ciata. Smiertelno$é ryb zainfekowanych tymi bakteriami
siggata 35%. S. liquefaciens byla gatunkiem, ktory izolowany byl od ryb
wstepujacych do pomorskich rzek podczas tarta, czyli u ryb takich jak tososie i trocie.
Infekcja u ryb objawiala si¢ podobnie do choroby wrzodziejacej martwicy skory [37].

Infekcje u ryb wywotane przez S. liquefaciens opisano rowniez w Turcji w 2001
roku [39]. Zainfekowanym gatunkiem byt pstrag teczowy (Oncorhynchus mykiss),
u ktérego obserwowano zmiany w zachowaniu oraz wypadanie tusek. Do tych zmian
dotaczyly rowniez zmiany chorobowe narzadow wewngtrznych - obrzek nerek,
krwotoczne zmiany w skrzelach, krwawy wysiek w jelitach 1 zmiany w kolorze
tkanek watroby. W zmienionych chorobowo narzadach wewnetrznych potwierdzono
obecno$¢ Gram-ujemnych bakterii. S. liquefaciens jest uwazana za bakteri¢
patogenng dla ryb i powoduje unich $miertelng infekcje. Bakteria ta moze
powodowac $niecie ryb generujac tym wysokie straty w hodowlach [39].

Zdolno$¢ wywolywania infekcji przez S. marcescens u zwierzat potwierdzono
réwniez w Brazylii w 2007 roku [38]. Po dostarczeniu do zoo, $§migacz (Eupetomena
macroura) nie miat zdolnosci do lotu, a badanie lekarza weterynarii ujawnito
umiarkowany zanik migéni piersiowych ptaka. Po dwudniowej hospitalizacji stan
zdrowia ptaka ulegt pogorszeniu i zwierz¢ zmarto. Wyniki sekcji zwlok wykazaty
obecnos¢ ptynu otrzewnowego w jamie ciala. W badanych probach zawartosci jelit
i krwi zidentyfikowano pateczki S. marcescens [38].

W 2008 roku przez naukowcow ze Stowacji [40] zostal opisany przypadek
martwiczego zapalenia powi¢zi wywotanego przez S. marcescens po usuni¢ciu zgba
u dobermana pinczera. Do weterynarza zostal przyjety pies z objawami
niewydolnosci serca i obrzegkiem bocznej §ciany brzucha, ktore wystapity dwa dni po
usuni¢ciu z¢ba. W wykonanej biopsji zmiany brzusznej zaobserwowano bardzo duza
liczbe wewnatrz- 1 zewnatrzkomérkowych Gram-ujemnych pateczek. Po
zastosowanej antybiotykoterapii obserwowano poprawe stanu zdrowia psa, jednakze
pomimo zastosowanego leczenia nie obserwowano oznak zaleczenia si¢ rany po
usunigciu zgba. W kolejnych dniach u psa zaobserwowano pojawienie si¢ rany
w okolicy pepkowej, z ktorej pobrano wymaz i stwierdzono obecno$¢ w nim
pateczek S. marcescens. Niestety ze wzgledu na rozmiar zmian chorobowych podjeto
decyzje o uspieniu psa. Sekcja zwlok wykazala powazne zmiany skorne i tkanki
podskornej. Prowadzone badania potwierdzity obecnos$¢ pateczek S. marcescens we
wszystkich chorobowo zmienionych miejscach [40].

Kolejnym przyktadem infekcji wywotanej przez pateczki Serratia sp.
u zwierzat jest wywotanie endogennego =zapalenia gatki ocznej, czyli stanu
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zapalnego obejmujacego wszystkie struktury wewnatrzgatkowe, u kota. Przypadek
opisano w 2019 roku we Francji. Endogenne zapalenie jest stosunkowo rzadziej
opisywane w poréwnaniu do egzogennego zapalenia i dotyczy sytuacji gdy bakterie
dostaja si¢ do narzadu poprzez krew. W opisywanym przypadku zapalenia oka
U kota, bakterie przekroczyly bariere krew-siatkdbwka wywotujac tym zapalenie gatki
ocznej. Podany przypadek dotyczyt 8-letnego kota, ktéry zostat przyjety do
weterynarza z poczatkowymi objawami ostrej niewydolnosci oddechowej. Po
4 dniach u kota ciggle obserwowano pogorszenie si¢ stanu zdrowia. Dodatkowo
rozpoznano rowniez zapalenie btony naczyniowej lewego oka. Oko objawiato obrzek
rogdwki, zaczerwienienie z duzym skrzepem oraz przekrwienie teczowki i rogéwki.
Ciecz wodnista oka wskazywata na ropne zapalenie, co zostalo potwierdzone
poprzez izolacje z cieczy pateczek S. marcescens. W wyniku infekcji oka kot stracit
wzrok [41].

W literaturze istnieja réwniez doniesienia opisujagce wywolywanie przez
Serratia sp. zapalenia wymienia u kréw mlecznych. Te informacje potwierdzajg dane
opublikowane przez naukowcoéw z Finlandii w 2019 roku [30]. Opisuja one dwa
przypadki lokalnej epidemii wywotanej pateczkami S. marcescens powodujacej
zapalenie wymion u krow. W pierwszej opisywanej farmie w okresie od 2011 roku
do roku 2016 wyizolowano S. marcescens z 35 probek mleka, co okreslato czestosé
izolacji tej bakterii na poziomie 39%. Z kolei w drugiej farmie w okresie od 2015-
2017 roku czestos¢ izolacji S. marcescens okreslono na poziomie 35%. W jednym
I w drugim przypadku za zrodto pateczek S. marcescens opisywano mleko i $rodek
do czyszczenia strzykow. Wystgpowanie Serratia u krow stanowi potencjalng
przyczyng¢ rozprzestrzeniania si¢ tych bakterii do srodowiska. Dodatkowo zakazone
krowy moga przechodzi¢ dang infekcje chronicznie, przez co staja si¢ nosicielami tej
bakterii. Czasami infekcje wywolane S. marcescens sa trudne do wyleczenia 1 wiaza
si¢ z koniecznoscig uboju kréw, co niesie ze sobg straty ekonomiczne [30].
Przypadek zapalenia wymienia u bydla opisano rowniez w Iraku w 2017 roku.
Czestos¢ izolacji pateczek S. marcescens z probek mleka wynosita 4% na 150
badanych prob. Z kolei zapalenie wymienia wywolane przez S. marcescens
stwierdzono u 4/120 krow [42]. Badania nad bakteriami wywotujacymi zapalenie
wymienia u kréw mlecznych prowadzono rowniez w Polsce. Potwierdzaja to dane
opublikowane w 2006 roku. Stwierdzono wéwczas duza roznorodno$¢ bakterii
odpowiedzialnych za ta chorobg, w tym gatunek S. marcescens [43].

Pierwszy przypadek izolacji S. liquefaciens z zakazenie uktadu moczowego
U maciory opisano w 2019 roku w Grecji [44]. Wystepujaca w pgcherzu moczowym
S. liquefaciens wywotata obrzgk, przekrwienie i umiarkowany krwotok. W nabtonku
pecherza moczowego obserwowano rowniez owrzodzenia. Przeprowadzone analizy
badania krwi nie wykazaly odstepstw od norm, z wyjatkiem stwierdzenia neutrofilii.
Badanie moczu z kolei wykazato zmniejszony cigzar wlasciwy moczu, pH moczu
0 wartosciach zasadowych, obecno§¢ w nim biatek i bilirubiny. Dodatkowo
stwierdzono nieprawidlowosci w osadzie moczu, ktéry zawierat liczne bakterie,
nabtonki, biate krwinki oraz krysztaty szczawianu wapnia [44].
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Bakterie z rodzaju Serratia majg rowniez zdolno$¢ do rozprzestrzeniania si¢
w szpitalach weterynaryjnych. Taki przypadek zostal opisany w 1981 roku na
przyktadzie infekcji wywotanych u hospitalizowanych psow i kotow. Zrodiem
pateczek S. marcescens byt preparat stosowany do odkazania. Bakteria ta zostala
wyizolowana z cewnikow, drog oddechowych, skéry, uktadu moczo-plciowego, ran,
kosci i stawow, krwi oraz uszu, watroby i ptynu mozgowo-rdzeniowego [45].

2.2. Zwierzeta zrodlem infekcji Serratia sp.

Infekcje wywolywane u ludzi przez mikroorganizmy bytujace u zwierzat
okreslane sg mianem zoonoz. Do gtownych przedstawicieli bakterii powodujacych
choroby odzwierzece nalezg Salmonella, Escherichia coli, Yersinia enterocolitica,
czy tez Staphylococcus aureus [46]. Jednakze niedawno opublikowane prace
naukowe [47,48,49,51] wskazujg réwniez na rodzaj Serratia jako potencjalnych
kandydatéw do grupy bakterii odpowiedzialnych za infekcje u ludzi.

Jednym z przypadkoéw wystgpienia infekcji powodowanej przez Serratia sp.
u ludzi, w nastepstwie kontaktu ze zwierzetami opisano w 2021 roku w Filadelfii,
USA [47]. Dotyczyt on wystapienia ci¢zkiej infekcji skory zwigzanej z zadrapaniem
przez kota 71-letnej kobiety, ktora dodatkowo miata wiele chorob towarzyszacych.
W trakcie badania u pacjentki stwierdzono rumien i bolesng tkliwos$¢ lewej 1 prawe;j
nogi zwigzane z ranami zadrapania na nogach. W zwiazku z podejrzeniem sepsy jako
nastgpstwa stwierdzonego zapalenia ptuc, pacjentke poddano antybiotykoterapii. Po
24 godzinach doszto jednak do pogorszenia si¢ stanu zdrowia. W dodatniej hodowli
krwi stwierdzono obecno$¢ pateczek Gram-ujemnych. Ze wzgledu na wczesniejsze
zgloszenie o podrapaniu przez kota, pacjentke leczono antybiotykami w kierunku
Vibrio, Bartonella i Pasteurella. Po zastosowanej terapii nadal stan pacjentki nadal
si¢ pogarszal. Tomografia komputerowa lewej nogi wykazata ciezka infekcje tkanki
facznej, na ktérej z czasem zaczely pojawiaé si¢ pecherze. Po dalszych analizach
krwi stwierdzono obecno$¢ w niej pateczek S. marcescens, na ktorg zastosowano
antybiotyk ceftriakson. Zapalenie tkanki tacznej lewej nogi ulegto jednak nasileniu.
Istniejace pecherze przeksztalcity si¢ w owrzodzenia, a w dotad niezmienionych
chorobowo miejscach zaczely pojawia¢ si¢ pecherze, ktorym towarzyszyly
podskorne krwotoki. Podobne objawy powily si¢ z czasem na prawej nodze. Opisany
przypadek jest pierwszym przypadkiem powigzania infekcji S. marcescens
u cztowieka z zadrapaniem przez kota [47].

Kolejny przypadek infekcji Serratia sp. jako zoonozy opisano w 2019 roku
w USA. Pokazuje on przypadek 55-letniej kobiety leczonej onkologicznie, ktora
zostata zadrapana przez psa. Ze wzgledu na oslabiong odporno$¢ pacjentki
zastosowano antybiotykoterapi¢ wykorzystujac amoksycyling z kwasem klawu-
lanowym. Trzy dni pdZniej obraz rany pogorszyt si¢. Wystapil rumien wokol miejsca
zadrapania, obrzek 1 bolesna tkliwo$¢ wokot miejsca zadrapania. Poza tym kobieta
zaczeta gorgczkowac. Po siedmiu dniach leczenia rumien zmniejszyt si¢, jednakze
pojawil si¢ bol rgki 1 zmniejszona sita w zgieciu nadgarstka. Prawa reka pacjentki
wykazywata obrzgk tkanek migkkich, a kolejne badania potwierdzity wysiek
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w stawie lokciowym 1 zapalenie migénie bez objawdéw ropnego zapalenia. Po
dziesigciu dniach wokét rany pojawit si¢ wysigk surowiczy, z ktérego wyizolowano
S. marcescens. Po zastosowanej antybiotykoterapii wyleczenie nastagpito w okresie
dwoch miesiecy [48].

Przyczyna groznej infekcji wywolanej przez pateczki S. marcescens byto takze
ukgszenie przez weza opisane W Indiach w 2022 roku. Przypadek dotyczyt 3-letniego
chlopca przyjetego do szpitala z bolem i1 obrzekiem lewej tydki po ukaszeniu przez
weza. W niedtugim czasie doszto do niewydolnosci oddechowej i dziecko zostato
zaintubowane. Po podaniu surowicy przeciw jadowi we¢za stan chtopca poprawit sie
1 zostal rozintubowany. W drugim dniu, od momentu poprawy zdrowia, u dziecka
pojawila si¢ goraczka wraz z powigkszajacym si¢ obszarem zmiany martwiczej na
nodze. Zastosowanie antybiotykoterapii nie polepszyto stanu pacjenta, a na nodze
obserwowano powigkszajacy si¢ obszar martwiczy z obrzgkiem. Dziecko
Z podejrzeniem martwiczego zapalenia powigzi zostalo skierowanie na terapi¢
poprzez oczyszczanie rany. Po wielokrotnych procesach plukania rany
i zastosowanej antybiotykoterapii opanowano infekcje 1 podjeto decyzje
0 przeszczepieniu skory w 25 dniu od momentu rozpoczecia infekcji. Badania
mikrobiologiczne potwierdzity obecnos¢ S. marcescens. Jest to pierwszy zgloszony
przypadek martwiczego zapalenia powi¢zi wywotanego przez S. marcescens
W nastgpstwie ukgszenia przez weza [49].

Wsréd zwierzat bedacych nosicielami S. marcescens sg rowniez iguany. Takie
przypadki zostaly zgtoszone w Teksasie w 2010 roku [50] oraz w Bostonie w 1999
roku [51]. Opisuja one tacznie 3 przypadki réznych postaci zapalenia tkanki tgczniej
W nastgpstwie ugryzienia przez iguang. Pierwszy przypadek dotyczy 55-letnego
mezczyzny, u ktorego po ugryzieniu przez iguang wystapit rumien z rozsianymi
pecherzami na tydce. U 25-letniego mezczyzny z kolei w miejscu ugryzienia pojawit
si¢ pecherz, ktory w ciggu 48 godzin zmienit si¢ w pecherz krwotoczny. Z obu
opisanych ran zostala wyizolowana S. marcescens, ktorej infekcje wyleczono za
pomoca trimetoprimu z sulfometoksazolem [50]. Przypadek 8-letniego chtopca
Z ranami szarpanymi po ugryzieniu przez iguan¢ opisano w Bostonie. Pokazuje on
wystapienie obrz¢ku z nasilajagcym si¢ bdlem, pojawienie si¢ rumienia i ropnej
wydzieliny oraz wystgpienie ograniczenia w ruchliwo$ci palca z towarzyszaca
goraczka. Obrzgk tkanek migkkich wywotany zostal przez S. marcescens.
Zastosowana antybiotykoterapia pozwolila na wyleczenie infekcji w okresie 5 dni

[51].
3. Antybiotykoopornosé¢ pateczek Serratia marcescens i Serratia liquefaciens

Pateczki z rodzaju Serratia posiadajg naturalng opornos$¢ na pewne grupy
antybiotykow. Niestety coraz czg$ciej donosi si¢ o wzrastajacej opornosci na
antybiotyki S. marcescens. Bakteria ta jest juz okreslana jako wielolekooporna, co
ma ogromne znaczenie w szczegolnosci przy zakazeniach szpitalnych.

W 2003 grupa badaczy Niemiec opublikowata prace [52] dotyczaca
naturalnej opornosci oraz wrazliwo$ci na antybiotyki wybranych gatunkow z rodzaju
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Serratia skupiajac sie w szczegdlnosci na pateczkach S. marcescens i S. liquefaciens.
Praca ta prawdopodobnie jako jedyna przedstawia zestawienie opornosci,
wrazliwosci 1 $redniej wrazliwo$ci/oporno$ci na antybiotyki tych bakterii. Zawarte
w publikacji informacje wskazuja rowniez, ze S. marcescens jest bardziej oporna na
antybiotyki w poréwnaniu do pateczki S. liquefaciens [52].

Autorzy pracy wskazujg [52], ze pateczki S. marcescens i S. liquefaciens sg
naturalnie wrazliwe na trimetoprim/sulfametoksazol z grupy antyfolianow,
amiksycyling, gentamycyne, streptomycyne, kanamycyng, neomycyng¢ oraz
spektynomycyne z grupy aminoglikozydow. W grupie penicylin S. liquefaciens
I S. marcescens sg wrazliwe na piperacyling, polaczenie piperacyliny z tazoba-
ktamem, tikarcyling, azlocyling i mezlocyling. W obrebie grupy cefalosporyn
naturalna wrazliwo$¢ S. marcescens i S. liquefaciens wystepuje u 11, III i IV gene-
racji. Przykladami takich antybiotykéw s3: cefotiam, cefdimir, cefiksym,
cefpodoksym, cefoperazon, cefotaksym, ceftybuten, ceftriakson, ceftazydym i cefe-
pim. Testowane antybiotyki imipenem i meropenem z grupy karbapenemdw rowniez
nalezaly do grupy naturalnej oporno$ci opisywanych paleczek. Naturalna opornos¢
stwierdzona zostata dla aztreonamu z grupy monobaktamdow oraz ciprofloksacyny,
sparfloksacyny, norfloksacyny, ofloksacyny, pefloksacyny i kwasu pipemidynowego
z grupy chinolonéw. W przeciwienstwie do S. marcescens, pateczka S. liquefaciens
jest wrazliwa na tetracykling i minocykling z grupy tetracyklin oraz na tobramycyne
z grupy aminoglikozydow [52].
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Tabela 2. Antybiotykoopornos¢ paleczek S. marcescens

Naturalna opornosé Naturalna wrazliwos¢ . .Nat’u,ralna .
wrazliwo$¢/opornosé
TET, OXA, AMX, SXT, CIP, SPX, NXN, DOX, MNO, NET, TOB,
AMC, SAM, CZN, OFX, PEF, PIM, ATM, SAM, FOX
CEC, CXM, FOX, IPM, MEM, CFM, CPD,
AZM, ERY, CLR, CPZ, CTX, CTB, CRO,
LCN, CMN, TEC, CAZ, FEP, PIP, TZP,
VAN, RIF, FAD TIC, MZN, NET, TOB,
AKN, GME, SMN,
KMN, NEO, SPT

Legenda:

Karbapenemy: IPM - imipenem, MEM - meropenem; Monobaktamy: ATM - aztreonam;
Chinolony: CIP - ciprofloksacyna, SPX - sparfloksacyna, NXN - norfloksacyna, OFX - ofloksacyna,
PEF - pefloksacyna, PIM - kwas pipemidynowy; Makrolidy: AZM - azytromycyna, ERY -
erytromycyna, CLR - klarytromycyna; Linkozamidy: LCN - likomycyna, CMN - klindamycyna;
Tetracykliny: TET - tetracyklina, DOX - doksycyklina, MNO - minocyklina; Aminoglikozydy: NET
- netilmycyna, TOB - tobramycyna, AKN - amikacyna, GME - gentamycyna, SMN - streptomycyna,
KMN - kanamycyna, NEO - neomycyna, SPT - spektynomycyna; Penicyliny: OXA - oksacylina,
AMX - amoksycylina, AMC - amoksycylina zkwasem klawulanowym, SAM -
ampicylina/sulbaktam, PIP - piperacylina, TZP - piperacylina/tazobaktam, TIC - tikarcylina, MZN -
mezlocylina; Cefalosporyny: CEC - cefaklor, CZN - cefazolina, CXM - cefuroksym, FOX -
cefoksytyny, CFM - cefiksym, CPD - cefpodoksym, CPZ - cefoperazon, CTX - cefotaksym, CTB -
ceftybuten, CRO - ceftriaksom, CAZ - ceftazydym, FEP - cefepim; Antyfoliany: SXT -
trimetoprim/sulfametoksazol; Glikopeptydy: TEC - teikoplanina, VAN - wankomycyna; Pozostale
antybiotyki: RIF - rifampicyna, FAD - kwasfusydowy

* Naturalna wrazliwo$¢/oporno$¢ oznacza opisang w tekscie Srednig opornosé lub wrazliwos¢ szczepu
na dany antybiotyk.

Opublikowane dane wskazujg rowniez, ze S. marcescens i S. liquefaciens
[Tab. 2; Tab. 3] wykazuja srednig opornos¢ lub wrazliwo$¢ na grupy antybiotykow
takich jak: doksycyklina iminocyklina z grupy tetracyklin, ampicylina
z sulbaktamem i azlocylina z grupy penicylin oraz cefoksytyna z Il generacji
cefalosporyn. Dodatkowo S. liquefaciens jest naturalnie $rednio oporna lub $rednio
wrazliwa na tetracykling z grupy tetracyklin oraz na amoksycyling i amoksycyling
z kwasem klawulanowym z grupy penicylin. Ta cecha zostata rowniez opisana dla
antybiotyku lorakarbef nalezacego do II generacji cefalosporyn. S. marcescens
w przeciwienstwie do S. liquefaciens, srednig oporno$¢ lub wrazliwo$¢é wykazywata
wzgledem antybiotyku: netilmycyna 1 tobramycyna z grupy aminoglikozydoéw oraz
cefotiam i cefdimir z grupy cefalosporyn [52].

Pateczki S. marcescens i S. liquefaciens sa naturalnie oporne na
benzylopenicyling, oksacyling, amoksycyling, amoksycyling z kwasem klawu-
lanowym z grupy penicylin. Z grupy cefalosporyn wykazuja oporno$¢ wzgledem
cefakloru, cefazoliny, cefuroksymu, lorakarbef, cefoksytyny z I i Il generacji.
Wykazuja rowniez opornos¢ na azytromycyng, erytromycyne i klarytromycyne
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z grupy makrolidow, linkomycyne 1 klindamycyne z grupy linkozamidow,
teikoplaning 1 wankomycyne z grupy glikopeptydow oraz rifampicyne i kwas
fusydowy. S marcescens jest rowniez naturalnie oporna na tetracykling [52].

Tabela 3. Antybiotykoopornos¢ paleczek S. liquefaciens

x Naturalna Naturalna
Naturalna opornosé¢ e ox e oo .
wrazliwos¢ wrazliwos¢/opornosé

TEC, VAN, RIF, FAD, | SXT, MNO, NET, TET, DOX, MNO,
TET, OXA, AMX, TOB, AKN, GME, AMX, AML, SAM,
AML, PIP, TZP, TIC, SMN, KMN, NEO, FOX
MZN, CEC, CZN, SPT, CFM, CPD,
CXM, FOX, AZM, CPZ,CTX, CTB,
ERY, CLR, LCN, CRO, CAZ, FEP,
CMN IPM, MEM, ATM,

CIP, SPX, NXN,

OFX, PEF, PIM

Legenda: patrz legenda Tab. 2
3.1. Mechanizmy opornosci na antybiotyki pateczek z rodzaju Serratia

Za opornos$¢ na antybiotyki pateczek Serratia sp. odpowiadaja odpowiednie
mechanizmy. Dowiedziono, ze u tych bakterii geny opornosci na antybiotyki
zlokalizowane sa chromosomie i na plazmidzie bakteryjnym [6].

Jednym z najczestszych mechanizmow oporno$ci bakterii na aminoglikozydy
jest modyfikowanie antybiotykoéw z tej grupy poprzez enzym N-acetylotransferaze
(ACC), O-fosfotransferazg (APH) oraz O-nukleoty-dylotransferaze (ANT).
Dziatanie tych enzyméw skutkuje brakiem wigzania si¢ antybiotyku z miejscem
docelowym w komorce bakteryjnej. U S. marcescens zidentyfikowano rowniez
kolejny enzym zapewniajacy oporno$¢ na ta grupe zwiazkoéw antybakteryjnych. Jest
nim metylaza 16S rRNA, zwana tez RmtB. Wystepowanie tego enzymu zapewnia
oporno$¢ S. marcescens na amikazyng, kanamycyne, gentamycyng, streptomycyng
oraz na tobramycyng. Kolejnym czynnikiem oporno$ci S. marcescens na antybiotyki
aminoglikozydowe sg rowniez metylazy ArmA, RmtC oraz RmtA. Geny kodujace te
metylazy zlokalizowane sg na plazmidzie. Wspomniany wczesniej enzym ACC (N-
acetylotransferaza) jest kodowany przez gen zlokalizowany na chromosomie.
Obecnos¢ tego enzymu warunkuje oporno$¢ na tobramycyne, amikacyne oraz na
netylmycyne. Jednakze enzym ten jest ekspresjonowany na niskim lub bardzo niskim
poziomie [53].

Opornos$¢ S. marcescens na antybiotyki z grupy karbapenemow jest
warunkowana przez opisang w 1982 roku karbapenemaz¢ SME-1. Zapewnia ona
opornos$¢ na antybiotyki imipenem i meropenem. W kolejnych latach zostaly opisane
nastepne dwie karbapenemazy: SME-2 i SME-3. Karbapenemazy SME s enzymami
klasy A, ktore posiadaja aktyne w miejscu aktywnym. Jednakze enzymy te nie
wystepuja czesto u pateczek Serratia sp. W latach 2005-2007 w Chinach opisano
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wystepowanie kodowanych plazmidowo karbapenemaz KPC-2 u S. marcescens.
W Nowym Jorku w 2000 roku opisano rowniez przypadek szczepu S. marcescens,
ktéry posiadal enzym karbapenemazy KPC-3. U tej bakterii stwierdzono roéwniez
wystepowanie kodowanego plazmidowo enzymu GES-1, ktory jest zaliczany do
karbapenemaz klasy A. U S. marcescens wystepuje dodatkowo kodowany
plazmidowo enzym metalo-B-laktamazy. Przyktadami takich enzymow
uS. marcescens sg enzym IMP-1 oraz VIM, ktory dodatkowo wystepuje
u S. liquefaciens [53].

Oporno$¢ Serratia na chinolony jest mozliwa dzigki wystepowaniu
czynnikow kodowanych plazmidowo oraz chromosomalnie lub tez dzigki réznym
mutacjom. Przyktadem takiej opornosci na chinolony jest mutacja genu gyrA (ang.
DNA gyrase subunit A). Bakterie z rodzaju Serratia oporno$¢ na t¢ grupg
antybiotykdw objawiaja rowniez poprzez zmiany w bialkach btony zewnetrzne;j.
Najczesciej zmiany te dotycza biatka Ompl (ang. Outer membrane porin Ompl).
Kolejnym mechanizmem opornoséci Serratia sa pompy efflux. U S. marcescens
zidentyfikowano pompy z rodziny pomp RND (ang. Resistance-Nodulation-
Division), ktorymi sa SdeAB, SdeXY oraz SdeCDE. U bakterii tej wystepuje rOwniez
pompa efflux z rodziny ABC i jest nig pompa SmdAB. Opornos¢ na chinolony
u Serratia sp. warunkuje obecno$¢ genu plazmidowego gnr. U S. marcescens
stwierdzono wystgpowanie genu gnr, gnrAl, gnrB1 oraz gnrB4 [53].

U paleczek z rodzaju Serratia za oporno$¢ na antybiotyki B-laktamowe
odpowiadajg zardwno B-laktamazy typu C jak i inne f-laktamazy. B-laktamazy typu
C sg kodowane przez gen ampC (ang. Class C beta-lactamase). Ich cechg unikalng
u pateczek Serratia sp. jest obecnos¢ dlugiego obszaru sekwencji poprzedzajacej
sekwencje genu ampC, ktora nie podlega translacji. Wynikiem tego jest
efektywniejsza produkcja enzymu [6]. U S. marcescens najczgsciej wystepuje -
laktamaza typu CTX-M, ale mogg rowniez wystepowac [-laktamazy typu ESBL,
TEM, SHV oraz BES-1. W Polsce wsrdd izolatdéw S. marcescens najczgsciej
spotykane sg enzymy CTX-M oraz SHV [53].

Jak dotad dla antybiotykdéw z grupy tetracyklin opisano jeden mechanizm
opornosci, ktorym jest obecnos¢ pomp efflux typu RND. Przykladem takiej pompy
u S. marcescens jest pompa SdeAB [53].

4. Czynniki wirulencji paleczek Serratia sp.

Bakterie z rodzaju Serratia posiadaja czynniki wirulencji umozliwiajace im
kolonizacje¢ 1 przezycie wewnatrz organizmu gospodarza. W literaturze podawane
jest wystepowanie u Serratia sp. czynnikow wirulencji takich jak: toksyna
hemolityczna ShlA, fosfolipaza PhlA, LPS, fimbrie, proteazy, deoksyrybonukleaza,
lipaza oraz zelatynaza opisywane w podrozdziatach 5.1-5.7. Schematyczne
zestawienie czynnikow wirulencji u pateczek Serratia sp. przedstawiono na Ryc. 1.
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Rycina 1. Czynniki wirulencji u paleczek Serratia sp.

toksyna _ '
hemolityczna ShIA lipaza zelatynaza
Czynniki wirulencji pateczek Serratia sp.
lipopolisacharyd proteazy
deoksyrybonukleaza fimbrie

4.1. Toksyna hemolityczna ShlA

Czynnikiem wirulencji wystgpujacym u bakterii z rodzaju Serratia jest toksyna
hemolityczna ShlA. Jest to jedna z rodzajow toksyn hemolitycznych wystepujacych
u bakterii z tego rodzaju. Najczesciej jej wystepowanie jest opisywane dla gatunku
S. marcescens, jednakze wykrywana jest takze u S. liquefaciens, S. plymuthica,
S. grimesii i S. rubidaea [54].

Optymalng temperaturg produkcji toksyny hemolitycznej ShlA jest temperatura
30°C. Produkcja ShlA znacznie spada wraz ze wzrostem temperatury do 37°C.
Aktywnos¢ toksyny jest zalezna rowniez od dostgpnosci zelaza. Gdy steZenie Zelaza
spada, obserwowany jest wzrost produkcji toksyny, jako odpowiedz na limitujgce
warunki sktadnikow odzywczych w S§rodowisku [55]. Optymalnym czasem do
wykrycia aktywnos$ci hemolitycznej toksyny jest czas 48 godzin, a optymalng
warto$cig pH do produke;ji toksyny jest pH 7 [56].

Toksyna hemolityczna ShlA sktada si¢ z biatka ShlA oraz biatka ShiB, ktore sa
kodowane przez geny shlA i shiB. Biatko ShIA odpowiada za efekt toksyczny,
natomiast biatko ShIB jest zaangazowane w aktywacj¢ 1 translokacje biatka ShIA
przez bakteryjng blong¢ zewng¢trzng. Mechanizmem dziatania biatka ShlA jest
tworzenie poréw o wielkosci 1 nm zar6wno w blonach jak 1 dwuwarstwach
lipidowych. Badania nad tg toksyng wykazaty, Ze jest ona zwigzana z komorka. Moze
by¢ wydzielana do podioza mikrobiologicznego, ale okres péttrwania aktywnosci
toksyny hemolitycznej wynosi jedynie 3 minuty w temperaturze 37°C, co zostalo
przedstawione w badaniach Braun et al. w 1993 roku [54].

Aktywnos¢ toksyny hemolitycznej ShlA jest $ci§le zwigzana z wzajemna relacja
biatka ShlA z biatkiem ShIB. Jak podaje literatura [103], aktywno$¢ toksyny jest
zalezna od biatka ShiB. W obecnosci biatka ShIB biatko ShlA jest wydzielane na
zewnatrz komorki. Natomiast w sytuacji braku obecnosci biatka ShiB,
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nichemolityczne biatko ShlA gromadzone jest w peryplazmie. Badania
eksperymentalne produkcji biatka ShlA u E. coli wykazaty, ze przy nieobecnosci
biatka ShIB obserwowano brak hemolizy i niskg aktywno$¢ biatka ShlA wewnatrz
komorki. Takie wyniki badan sugeruja, ze biatko ShIB ma nie tylko funkcje
sekrecyjna, ale rowniez funkcje aktywacyjng [13]. Jednakze udowodniono, ze biatko
ShIB nie jest jedynym czynnikiem niezbg¢dnym do rozpoczgcia procesu aktywacji
hemolizyny. Zostato to potwierdzone poprzez badania oczyszczenia i zmieszania in
vitro bialek ShlA 1 ShIB. Pomimo wystepowania biatka ShIB, biatko hemolizyny
ShlA nie byto aktywne. Dodatkowym niezbednym sktadnikiem do petnej aktywacji
biatka ShlA jest fosfatydyloetanoloamina (PE), ktéra jest gldownym fosfolipidem
btony zewng¢trznej [57].

Biatko ShIA nie jest wydzielane na zewnatrz komorki bakteryjnej zgodnie ze
znanymi szlakami dla zewnatrzkomérkowych biatek bakterii Gram-ujemnych.
W pierwszym etapie biatko ShlA dociera do peryplazmy przez system sekrecji Sec.
Nastepnie translokacja tego biatka przez btong zewngtrzng wymaga obecnosci biatka
blony zewnetrznej ShiB. Biatko ShiB rozpoznaje nieaktywne biatko ShlA i aktywuje
je poprzez modyfikacje na jego N-koncu. W ostatnim etapie dochodzi do eksportu
aktywnego biatka ShlA na zewnatrz komorek bakteryjnych [54].

Wystepowanie powyzej opisanego mechanizmu jest bardzo istotne
w kontek$cie komorek bakterii, ktore posiadajg ten typ toksyny. Jak udowodniono
na przyktadzie E. coli, aktywne biatko ShlA jest w stanie niszczy¢ komorke bakterii
producenta. Zatem synteza nieaktywnego bialka ShlA, ktére jest nastgpnie
wydzielane poprzez biatko blony zewng¢trznej jest prawdopodobnie mechanizmem
zapobiegania samozniszczenia komorki bakterii [54].

Toksyna hemolityczna ShlA jest dobrze przebadang toksyna tworzaca pory. Ma
ona dzialanie hemolityczne i1 cytotoksyczne na komorki organizmu gospodarza. Jest
ona rowniez kluczowym czynnikiem warunkujacym inwazje komorek [58].
Udowodniono, ze hemolizyna ShlA jest cytotoksyczna wzgledem erytrocytow,
fibroblastow oraz komorek nablonkowych [54].

4.2. Fosfolipaza Al (PhlA)

Drugim typem toksyny hemolitycznej u paleczek z rodzaju Serratia jest
fosfolipaza A1 (PLA). To zewnatrzkomorkowa hemolizyna, ktorej zadaniem jest
degradacja fosfolipidow, co prowadzi do destabilizacji btony komodrkowe;j
erytrocytow [3]. Dla tego rodzaju bakterii zostaty opisane dwa rodzaje fosfolipazy
A: PhlA u S. marcescens oraz Pla u S. liquefaciens. Jednakze PhIA jest rowniez
notowana u S. liquefaciens. Z toksyng hemolityczng PhlA sg zwigzane sg biatka PhlA
i PhIB, ktore sa kodowane przez geny phlA oraz phiB. PhlA hydrolizuje wigzanie
estrowe w miejscu sn-1 fosfolipidow, co oznacza, ze nalezy do grupy fosfolipaz A1l
[59].

Fosfolipaza jest enzymem katalizujgcym rozpad fosfolipidow, obecnych
W btonach erytrocytow, na kwasy tluszczowe oraz lizofosfolipid. Prowadzone
badania udowodnity obecno$¢ kwasow tluszczowych po inkubacji PhlA m.in.
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z fosfatydylocholing, kardioliping, fosfatydyloetanolaming oraz z sfingomieling
[59].

Lizofosfolipid oraz kwasy tluszczowe maja bardzo duze oddzialywanie na
btong zewnetrzng erytrocytow. Jak podaje literatura, gtléwny mechanizm dziatania
fosfolipazy polega na destabilizacji blony erytrocytow poprzez powstanie
lizofosfolipidu oraz kwasow thuszczowych. Tak wigc, PhlA sama w sobie nie
wykazuje dziatania toksycznego [59].

PhlA moze rowniez hydrolizowa¢ PE (fosfatydyloetanoloaming), ktora jest
wymagana do aktywacji ShlA. Oznacza to, ze PhlA moze potencjalnie regulowaé
aktywno$¢ ShlA. Fosfolipaza A1 u Serratia sp. jest ekspresjonowana w temperaturze
37°C, ale jej regulacja nie zostata jeszcze doktadnie opracowana. Wysoki stopien
homologii PhlA S. marcescens do YpIA Y. enterocolitica sugeruje, ze fosfolipaza
moze odgrywac role w kolonizacji organizmu gospodarza [59].

Dostepne dane literatury sugeruja rowniez, ze biatko PhIB jest inhibitorem
biatka PhlA wewnatrz komorki bakteryjnej, w ktorej jest produkowana. Ma ono
zadanie zapobiegania aktywnos$ci PhlA, az do jej uwolnienia na zewnatrz komorki
[59].

4.3. Lipopolisacharyd (LPS)

Lipopolisacharyd stanowi od 70 do 75% powierzchni komorki bakterii Gram-
ujemnych. Struktura ta spetnia jednoczesénie funkcje ochronne komorek bakteryjnych
przed dzialaniem uktadu immunologicznego organizmu gospodarza oraz funkcje
obronne, poniewaz uwazana jest za istotny czynnik wirulencji bakterii Gram-
ujemnych. Stryktura ta zbudowana jest z trzech gtownych czesci: lipidu A, rdzenia
oligosacharydowego oraz O-swoistego tancucha, ktory nazywany jest rowniez
antygenem O. Cechg charakterystyczng O antygenu sg powtarzajace si¢ podjed-
nostki O-swoiste [60].

Najbardziej wewngtrzng czeScig LPS-u jest lipid A, ktérego funkcja jest
kotwiczenie lipopolisacharydu w btonie zewnetrznej bakterii Gram-ujemnych. Jest
to struktura, ktora do niedawna byla uwazana za element konserwatywny czasteczki
LPS. Jednakze udowodniono, ze lipid A moze podlega¢ pewnym modyfikacjom
uroéznych gatunkéw bakterii. Wiadomo jednak, ze zmianom nie podlega czes$¢
cukrowa lipidu A, co czyni jg elementem konserwatywnym. Ta cze$¢ struktury LPS
odpowiada za jej efekt toksyczny [60].

Kolejnym elementem sktadowym czasteczki LPS jest rdzen oligosacharydowy,
ktory jest potaczony wigzaniem ketozydowym z lipidem A. Zawiera on region
wewngtrzny oraz region zewngetrzny. Region wewngtrzny zbudowany jest z kwasu
3-deoksy-D-manno-oktulozonowego (Kdo) oraz z heptoz. Z kolei region zewngtrzny
tworzony jest przez galaktoze i1 glukoze [61].

Strukturg zlokalizowang najblizej s$rodowiska zewngtrznego komorki
bakteryjnej jest tancuch O-swoisty (antygen O). To heteropolisacharyd, ktory
tworzony jest z kilkunastu do kilkudziesigciu podjednostek polisacharydowych. O-
swoisty tancuch LPS jest charakterystyczny dla okreslonych szczepoéw bakterii, co
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jest wykorzystywane podczas okre$lania swoistosci serologicznej. Roznice w skta-
dzie O-swoistego *tancucha LPS dotycza przewaznie skladu chemicznego,
wystepowania niecukrowych podstawnikéw, sekwencji utozenia oraz typem
wigzania pomigdzy poszczegédlnymi cukrami, czy tez odgalezieniami bocznymi
[60,61]. Antygen O jest rowniez sktadnikiem, ktoéry wykorzystywany jest przez
bakterie do przetrwania wewnatrz organizmu gospodarza. Dzi¢ki niemu moga one
unika¢ procesu fagocytozy oraz bakteriobdjczego dziatania uktadu dopetiacza [60].

Bakterie Gram-ujemne moga syntetyzowaé czagsteczke LPS o roznych
dhugosciach O-swoistego tancucha. Szczepy o gtadkim LPS (S-LPS, ang. smooth
LPS) posiadaja lipopolisacharyd zbudowany z lipidu A, rdzenia oraz O-swoistego
tancucha zbudowanego z wielu powtarzajacych si¢ podjednostek. Szczepy
0 potszorstkim typie LPS (SR-LPS, ang. semi-rough LPS) syntetyzuja endotoksyne
zbudowang z lipidu A, rdzenia oraz jednej podjednostki polisacharydowe;j.
Natomiast u szczepoéw bakteryjnych z szorstkim LPS (R-LPS, ang. rough LPS)
struktura ta posiada jedynie lipid A oraz cz¢$¢ rdzeniowa [60].

Lipopolisacharyd jest endotoksyna, a jego obecno$¢ we krwi moze prowadzi¢
do wystapienia posocznicy w organizmie gospodarza. Dzialanie LPS jako
endotoksyny polega na stymulowaniu komoérek ukladu odpornosciowego do
produkcji m.in. czynnika TNF-a, czynnika PAF, prostaglandyn, czy tez interleukin
(IL-1, IL-6, IL-8). W sytuacji nagromadzenia si¢ endotoksyny w organizmie
dochodzi do zwigkszonej reakcji uktadu immunologicznego, czego efektem jest
wystapienie wstrzasu septycznego [61].

Czasteczka LPS jest rowniez jednym z czynnikéw wirulencji bakterii Gram-
ujemnych zapewniajacych im oporno$¢ na dziatanie ludzkiej surowicy. Wiele
przeprowadzonych badan sugeruje, ze oporno$¢ bakterii na dziatanie surowicy ma
zwigzek z dlugoscig O-swoistego tancucha LPS. Szczepy posiadajace gtadki LPS sa
czgsciej oporne na dziatanie surowicy w pordwnaniu ze szczepami o szorstkim LPS

[60].
4.4. Fimbrie

Czynnikiem wirulencji, ktorego gldownym zadaniem jest warunkowanie adhezji
sg fimbrie. Wystepuja one na powierzchni komorek bakterii nalezacych do réznych
rodzajow. U bakterii nalezacych do rzedu Enterobacterales w wigkszosci wystepuja
fimbrie typu I. Zbudowane sg z biatka strukturalnego - piliny. Na koncu fimbrii
znajduje si¢ biatko adhezyjne (FimH), ktore wigze si¢ z receptorami na powierzchni
komorek gospodarza. Fimbrie typu I noszg roOwniez nazwe mannozo-wrazliwych
(MS - ang. mannose-sensitive). Oznacza to, ze warunkowana przez nie aglutynacja
jest hamowana przez mannoze [62]. Z kolei fimbrie typu III sg okreslane jako
mannozo-oporne [33].

U Serratia sp. fimbrie kodowane sg przez chromosomalny gen fimA. Struktury
te pomagaja w przyleganiu do wielu powierzchni, w tym réwniez do komorek
nablonkowych [63].
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W praktyce kazdy szczep z rodzaju Serratia produkuje od jednego do trzech
typow fimbrii hemaglutynacyjnych HA. Fimbrie typu I wytwarzaja wszystkie
kliniczne izolaty S. marcescens i inne gatunki Serratia z wyjatkiem S. plymuthica
i S. fonticola. Fimbrie typu III natomiast, sg produkowane przez prawie wszystkie
gatunki z rodzaju Serratia [33].

4.5. Regulator wirulencji FInCD

Biatka FIhC i FIhD tworza heterodimer, ktory jest gtéwnym regulatorem
produkcji rzgsek u licznych bakterii jelitowych takich jak np. E. coli,
S. Typhimurium, P. mirabilis i Y. enterocolitica. FIhDC sg wazne w kontrolowaniu
czynnikéw ruchliwosci 1 wirulencji pateczek Gram-ujemnych. Wykazano, ze
u S. marcescens FIhDC pozytywnie reguluja produkcje rzesek oraz nukleazy,
fosfolipazy A oraz toksyny ShIAB. Badania pokazuja rowniez, ze FIhDC negatywnie
wplywa na tworzenie biofilmu przez S. marcescens. Transkrypcja FIhDC u S. marce-
scens jest ujemnie i bezposrednio regulowana przez dwusktadnikowy system RssAB
i1 RcsB oraz dodatnio i bezposrednio regulowana przez cykliczne biatko receptorowe
AMP. Badania prowadzone na Galleria mellonella udowodnity, ze zwigkszona
ekspresja FIhDC spowodowata wieksza cytotoksyczno$¢ komoérek S. marcescens
[58].

4.6. Proteazy

Jednym z czynnikow wirulencji umozliwiajacych bakteriom penetracje tkanek
organizmu gospodarza s3 proteazy. Wywolane przez proteazy zaburzenia
mechanizméw, ktore kontroluja aktywno$¢ kaskad kalikreino-kininowych
umozliwiajg wnikanie m.in. Serratia do organizmu gospodarza. Dzieje si¢ to poprzez
zaburzenie przepuszczalno$ci bton. W opisywanych wczesniej infekcjach rogdwki
wywotanych przez Serratia produkujacych proteazy dowiedziono, ze doprowadzaja
one do trwalych uszkodzen tkanek poprzez degradacje fibronektyny, kolagenu
i elastyny. Proteazy bakteryjne oddzialuja roéwniez na uktad immunologiczny
gospodarza. Moga one inaktywowac¢ czynnik C5a hamujac aktywacj¢ neutrofili oraz
niszczy¢ przeciwciala IgA, IgG oraz IgM, dzigki czemu bakterie unikaja fagocytozy
[64].

Pierwsza opisang u bakterii Serratia sp. proteaza byta proteaza o masie 56 kDa.
Ogolnie dla bakterii z rodzaju Serratia zostaly opisane 4 proteazy, dwie
metaloproteazy o masach 56 kDa i 60 kDa oraz dwie proteazy tiolowe o masie
73 kDa [33]. W kolejnych latach podano, ze gtdowng proteaza S. marcescens jest
serralizyna PrtS. Opisano rowniez trzy kolejne proteazy: SlpB, SlpC oraz SlpD. Jak
wykazano, proteaza SlpB ma silne dziatanie cytotoksyczne na linie komérkowe
ludzkich nowotworow [43]. Wykazano, Ze proteazy odgrywaja znaczaca role
W patogenezie zapalenia ptuc i rogdwki oka. Udowodnionymi dziataniami proteaz
produkowanych przez Serratia sp. jest powodowanie martwiczego zapalenia
rogowki oraz inaktywacja pieciu gldéwnych inhibitorow proteinaz (a1-proteinazy, o-
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makroglobuliny, inhibitora CI, oaz-antyplazminy 1 antytrombiny III), ktére
uczestniczg w regulacji réznych mechanizmow, w tym m. in. kaskadowej aktywacji
biatek dopetniacza. Proteazy sa w stanie réwniez degradowa¢ immunoglobuling
A i G, fibronektyne oraz inne biatka surowicy. Majg one rowniez dziatanie toksyczne
na fibroblasty, inicjuja kaskad¢ czynnikow zapalnych, co skutkuje wzrostem
przepuszczalno$ci w naczyniach krwionosnych, czego efektem jest utatwienie
penetracji tkanek gospodarza. Wynikiem dziatania proteaz jest rowniez rozpad biatek
C3 1 C5 uktadu dopetniacza [33].

4.7. Deoksyrybonukleaza, lipaza, zelatynaza

Oprécz opisanych enzymoéw zewnagtrzkomoérkowych tj. hemolizyny oraz
proteazy, pateczki Serratia sp. wytwarzaja dodatkowo enzymy: chitynazg, nukleazg,
zelatynaze oraz lipazg. Enzym chitynaza nie odgrywa roli w procesie patogenezy
powodowanej przez Serratia u ludzi. Spelnia on natomiast wazng role w udziale
Serratia w obiegu materii w przyrodzie [6].

Zewnatrzkomérkowa nukleaza produkowana przez paleczki Serratia sp.
okreslana jest rowniez jako deoksyrybonukleaza. Enzym ten hydrolizuje czasteczki
DNA i1 RNA. Do aktywnosci tej nukleazy wymagana jest obecno$¢ w srodowisku
dwuwartosciowych jonéw magnezu (Mg?"), optymalng temperatura jej aktywnosci
jest temperatura pomigdzy 35°C a 44°C oraz wartos¢ pH od 6 do 10. Sugerowano,
ze moze by¢ ona potencjalnym czynnikiem wirulencji, jednakze badania to
potwierdzajace nie zostaly dotad przeprowadzone [65].

Lipazy to enzymy okre$lane réwniez jako hydrolazy acyloglicerolowe (ES
3.1.1.3). Hydrolizuja one wigzanie karboksyloestrowe obecne w acyloglicerolach
powodujac ich rozpad na kwasy organiczne oraz glicerol [66]. Maja one szerokie
zastosowanie w przemyS$le przy usuwaniu zabrudzen, przy procesie oczyszczania
sciekow, produkcji lekow czy tez kosmetykdéw [67]. Jednakze enzymy te sg rowniez
wykorzystywane przez bakterie patogenne do ulatwienia kolonizacji 1 przezycia
wewnatrz organizmu gospodarza. Lipazy biorg udzial w utatwianiu penetrowania
bton biatkowo-lipidowych w komorkach gospodarza. Enzymy te sg produkowane
przez bakterie z rodzaju Serratia, ale mogg by¢ rowniez syntetyzowane przez m.in.
bakterie z rodzaju Pseudomonas oraz B. subtilis i S. aureus [66,6].

Jedng z cech charakterystycznych pateczek z rodzaju Serratia jest produkcja
zewnatrzkomérkowego enzymu — zelatynazy. Enzym ten wystepuje rowniez
u innych Gram-ujemnych pateczek z rodzaju Pseudomonas i Enterobacter spetniajac
kluczowe role w ich wirulencji. Zelatynazy to zewnatrzkomorkowe proteazy, ktore
powoduja dwustopniowy rozktad zelatyny. W pierwszym etapie zelatyna rozktadana
jest do polipeptydéw, a w drugim polipeptydy do aminokwasoéw. Tak uzyskane
aminokwasy moga by¢ wykorzystywane przez bakterie do rdznych procesow
metabolicznych [68]. Enzym Zelatynaza hydrolizuje réwniez hemoglobing, kolagen
oraz kazeing. Wynikiem dzialania tego enzymu w organizmie gospodarza jest
powstanie zmian chorobowych w tkankach. W wyniku rozpadu kolagenu dochodzi
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do uszkodzen prozapalnych poprzez aktywacje komoérek uktadu odpornosciowego,
aktywacje enzymow litycznych oraz produkcje reaktywnych form tlenu [69].

5.  Wyczuwalnos¢ liczebnosci bakterii (ang. Quorum sensing) u Serratia sp.

,Quorum sensing” jest sygnalizatorem zageszczenia komoérek oraz bardzo
dobrze znanym mechanizmem porozumiewania si¢ bakterii. Jednakze mechanizm
ten jest rowniez zaangazowany w wiele procesow w komorce bakteryjnej. Ich
przyktadem jest m. in. produkcja toksyn, barwnikéw, antybiotykow lub tez
ruchliwo$¢ bakterii [70].

W procesie komunikacji migdzy bakteriami biorg udziat autoinduktory, czyli
male czasteczki sygnalizacyjne. W momencie osiagnigcia przez bakterie
odpowiedniej liczebnosci wzrasta rowniez stezenie autoinduktoréw oraz nastgpuje
skoordynowana ekspresja wybranych genow. U bakterii Gram-ujemnych najbardziej
powszechnymi autoinduktorami sg czasteczki AHL (ang. Acyl-L-homoserine
lactone-AHL). System QS polega na wspotdziataniu ze sobg czgsteczek AHL, biatek
LuxI oraz LuxR oraz genéw docelowych. Biatka LuxIl odpowiadaja za syntezg
czasteczek AHL, natomiast biatka LuxR sg odpowiedzialne za rozpoznanie oraz
wigzanie czasteczek AHL. Posredniczy ono rowniez w aktywacji transkrypcji gendw
docelowych [71].

U bakterii z rodzaju Serratia wykazano obecno$¢ kilku systemow
homologicznych do systemu Lux innych bakterii Gram-ujemnych. System
Swrl/SwrR warunkuje poruszanie si¢ bakterii typu ,,swarming motility”, produkcje
serrawertyny, proteaz, warstwy S oraz tworzenie biofilmu. Kolejny zdefiniowany
system Spnl/SpnR reguluje poruszanie si¢ bakterii typu ,slinding motility”,
produkcje biosulfaktantu, barwnika prodigiozyny i enzymu nukleazy. Ostatni
opisywany dla Serratia sp. system QS to system Smal/SmaR, ktorego zadaniem jest
warunkowanie ruchu bakterii typu ,,swarming motility”, aktywnos$ci hemolityczne;,
produkcje¢ kazeinazy, chitynazy oraz tworzenie biofilmu [72].

6. Opornos¢ pateczek Serratia sp. na dziatanie ludzkiej surowicy

Uklad immunologiczny organizmu gospodarza stanowi podstawowa bariere
ochronng przed réznego rodzaju patogenami. Jego podstawowa funkcja jest nie tylko
zapewnianie ochrony w momencie kontaktu z patogenem, ale rowniez nabycie
odpornos$ci organizmu przed kolejnymi kontaktami w przysztosci. Wyrdznia si¢ dwa
rodzaje odpowiedzi immunologicznych: wrodzong oraz nabytg. Wystepuja one
zarOwno w postaci humoralnej, jak 1 komoérkowej. Rdznig si¢ pomigdzy sobag
aktywnos$cig immunologlobulin (posta¢ humoralna) oraz aktywnosciag komorek
uktadu immunologicznego (posta¢ komoérkowa) [73].

Wecezesna odpowiedZz immunologiczna organizmu gospodarza jest mozliwa
dzigki obecnym w surowicy przeciwciatom oraz obecno$ci makrofagdéw, monocytéw
i granulocytow o dziataniu fagocytarnym oraz komoérek NK o dzialaniu
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cytotoksycznym. Bardzo wazng cze$cig wrodzonej odpowiedzi naszego uktadu
immunologicznego jest rowniez uktad dopetniacza [73].

Uktad dopelniacza, ktérego gtowng funkcja jest obrona organizmu przed
atakiem ze strony mikroorganizméw, tworzony jest przez okoto 40 biatek krwi.
Dziatanie tego ukladu jest mozliwe poprzez utatwienie fagocytozy komorek
mikroorganizmoéw, naprowadzanie komoérek zernych do miejsca infekcji oraz
usuwanie uszkodzonych lub zmodyfikowanych komorek organizmu gospodarza.
Ponadto odpowiada za liz¢ komorek bakterii 1 wirusOw oraz m.in. indukcj¢ reakcji
zapalnej [73].

Dopetniacz aktywowany jest kaskadowo trzema réznymi drogami: klasyczna,
alternatywng oraz lektynowa. Klasyczna droga aktywacji uktadu dopetiacza
inicjowana jest przez przeciwciala IgM oraz IgG1-3. Droge klasyczng rozpoczyna
polaczenie si¢ biatka Clq z regionem Fc immunoglobuliny, ktéra jest zwigzana
Z antygenem. Sama proteina C1 czasami moze by¢ aktywowana przez biatko C-
reaktywne, LPS (lipopolisacharyd), MBL (ang. Mannose-Binding Lectin) lub tez
przez niektore wirusy. W alternatywnej drodze uktadu dopelniacza biorg udziat
czynniki B, D, H, I i P oraz sktadnik C3. Do aktywacji tej drogi nie jest wymagany
udzial przeciwciat, a jej stymulacja moze nastgpi¢ poprzez m.in. komorki bakteryjne,
wirusy, komorki grzybéw lub tez komoérki nowotworowe. Za inicjatora drogi
alternatywnej uwazany jest enzym konwertaza C3. Lektynowa droga uktadu
dopeliacza aktywowana jest przez biatko wigzgce mannozg - MBP (ang. Mannose-
Binding Protein), ktore jest roOwniez nazywane lektyng wigzacag mannoze. Biatko
MBL, oprocz aktywowania ukladu dopelniacza, wulatwia fagocytoze
mikroorganizméw. Dzieje si¢ to poprzez obecno$¢ na powierzchni makrofagow
receptorow dla tego biatka. Koncowym etapem kazdej drogi aktywacji uktadu
dopetniacza jest powstanie kompleksu atakujacego btong MAC (ang. Membrane
Attack Complex). Efektem dziatania konwertazy C5 jest powstanie biatka C5b, do
ktorego przytaczane sg kolejne sktadniki C6, C7, C8 oraz C9. Utworzony w ten
sposob zespot C5b6789 tworzy kanat 1 jest nazywany kompleksem atakujagcym blong
MAC (ang. Membrane Attack Complex) [73].

Oporno$¢ na bakteriobdjcze dziatanie surowicy to jeden z kluczowych
czynnikow wirulencji bakterii. W celu unikania wywotania odpowiedzi ze strony
ukfadu immunologicznego organizmu gospodarza w komorkach bakteryjnych
dochodzi do zmian ich struktur zewnatrzkomorkowych. Najczesciej sa nimi biatka
btony zewnetrznej (OMP), lipopolisacharyd (LPS) oraz lipooligosacharyd (LOS).
Bakterie wyksztatcity wiele roznych mechanizméw oporno$ci na dziatanie uktadu
dopelniacza. Jednym z nich jest ,,maskowanie” struktur, ktore aktywuja dopetniacz
(LPS, otoczka, LOS), albo tworzenie gtadkiego typu LPS, ktory aktywuje dopetniacz
poza komorka bakteryjng. Bakterie posiadaja rowniez struktury o charakterze
proteaz, ktore rozktadaja czynniki sktadowe dopeiniacza oraz immunoglubuliny.
W oporno$ci na mechanizmy aktywacji uktadu dopelniacza jest roéwniez
wytworzenie niektorych bialek blony zewnetrznej, ktére chronig komorke przed
dziataniem kompleksu MAC [73].
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Opublikowanych badan dotyczacych wrazliwosci bakterii na dzialanie
dopelniacza z rodzaju Serratia sp. jest niewiele. Jednakze przyktady takich badan
zostaty przedstawione w 1979 roku [33] oraz w 2001 roku [74], co zostato doglebniej
opisane ponizej.

Opornos¢ bakterii z rodzaju Serratia na dziatanie ludzkiej surowicy przebadali
w 1979 roku Traub i Fukushima [33]. Wedlug ich badan kliniczne szczepy
S. marcescens zostaty podzielone na trzy kategorie w odniesieniu do jej opornosci na
80% surowice ludzka. Pierwsza kategori¢ stanowily S. marcescens wrazliwe na
surowice z opodznieniem. Szczepy te byly zabijane przez alternatywna droge
aktywacji dopelniacza po kilkugodzinnej ekspozycji na surowice. Druga kategoria
szczepOw to szczepy wrazliwe na surowice, ktore byly zabijane po kilkuminutowej
ekspozycji. Ostatnia kategoria to szczepy S. marcescens oporne na surowicg [33].

W 2001 roku [74] przeprowadzono inne badania dotyczace opornosci na
surowic¢ klinicznych izolatéw S. marcescens. Na podstawie uzyskanych wynikow
badan stwierdzono, ze wigekszo$¢ testowanych izolatow S. marcescens byto opornych
na dziatanie 50% surowicy. Podczas przeprowadzenia doktadniejszych analiz
wykazano, ze aktywny dopetniacz odktadal si¢ na powierzchni wszystkich komorek
bakteryjnych. Wystgpowanie kompleksu MAC stwierdzono wylacznie na
powierzchni szczepéw opornych na dzialanie surowicy. Podczas tych badan
wykazano rowniez, ze wszystkie izolaty S. marcescens aktywowaly dopekniacz
zaréwno drogg klasyczna, jak i alternatywng. Dodatkowo udowodniono, ze szczepy
oporne na surowice¢ posiadaty na powierzchni swojej komorki fragment czasteczki
1C3b, co wskazuje na mechanizm opornosci na surowice¢ podobny do mechanizmu
Yersinia enterocolitica [74].

7. Inne mechanizmy wirulencji bakterii z rodzaju Serratia sp.

U paleczek z rodzaju Serratia opisano wtasciwosci hydrofobowe komorek
CSH (ang. Cell Surface Hydrofobicity), ktore okreslane sa jako niespecyficzne
czynniki wirulencji warunkujace adhezje tych bakterii. Speiniajg one kluczowe role
podczas adhezji Serratia sp. w drogach moczowych. Adhezyjng rol¢ spehniaja
dodatkowo przy kolonizacji Serratia sp. podczas stosowania soczewek
kontaktowych [6].

Dostepnos¢ zelaza jest istotna w procesach obrony mikroorganizmoéw przed
odpowiedzig ze strony organizmu gospodarza. Jego dostepno$¢ warunkuje ekspresje
genow, ktore koduja czynniki wirulencji bakterii. Bakterie patogenne, ktorych
przyktadem jest m. in. Serratia sp., korzystaja z zelaza dostgpnego wewnatrz
organizmu gospodarza. Najlepszym zrodtem zZelaza dla bakterii patogennych jest
hem, ktory pochodzi z uszkodzonej hemoglobiny. Pozyskiwanie hemu odbywa si¢
z wykorzystaniem okreslonych transporteréw btonowych, ktore u bakterii Gram-
ujemnych transportuja hem przez bton¢ zewnetrzng i btong cytoplazmatyczna.
U bakterii S. marcescens do takich transporterow nalezg biatka rozpoznajgce
I pobierajace hem znajdujacy si¢ w kompleksie z hemoforem, czyli biatkiem
wytwarzanym przez bakterie do srodowiska 1 wigzacym si¢ z hemem. Nastgpnie
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zadaniem hemoforow jest transport hemu do receptorow na powierzchni btony
zewnetrznej bakterii [75]. U S. marcescens zostaty scharakteryzowane dwa systemy
Hem i Has, ktore zaangazowane sa w pozyskiwanie zelaza. Operon hem koduje
receptor blony zewngtrznej HemR, ktéry importuje Zzelazo usuwajac go bezposrednio
z hemu. Operon Has koduje biatko HasA, ktory wydobywa czasteczki zelaza z hemu,
a nast¢pnie utworzony kompleks HasA z zelazem jest wigzany przez receptor HasR.
U bakterii z rodzaju Serratia sp. opisano rowniez wystgpowanie sideroforow, ktore
chelatujg zelazo. U S. marcescens jest nim serratiochelina, natomiast u S. liquefaciens
udowodniono wystgpowanie sideroforu aerobaktyny [76].

8. Miejsca wystepowania i zrodla izolacji pateczek Serratia sp.

Pateczki z rodzaju Serratia wystepuja w wielu srodowiskach - sg obecne
W wodzie, glebie i na powierzchniach roslin. W prowadzonych w 2021 roku
w Polsce badaniach, w ktorych uczestniczyta Doktorantka, udowodniono
wystepowanie S. liquefaciens u storczyka Epipactis helleborine [77]. Ich wystepo-
wanie potwierdzono réwniez u ludzi oraz u zwierzat. W pracy opublikowanej w 2006
roku przez Grimont i wsp. [33] przedstawiono zestawienie pokazujace czg¢stosé
wystegpowania kilku wybranych gatunkow z rodzaju Serratia w roéznych Zrodtach.
Przedstawione informacje dotyczyly m.in. gatunkéw S. marcescens, S. liquefaciens,
S. plymuthica, S. proteamaculans oraz S. grimesii, S.rubidea, S.odorifera
i S. ficaria. Od matych ssakoéw, w szczegdlnoSci gryzoni iryjowek, najczesciej
izolowanymi gatunkami byly S. liquefaciens (43%) i S. proteamaculans (39%).
U zwierzat potwierdzono réwniez wystepowanie pateczek S. marcescens,
S. plymuthica i S. grimesii. Podobng izolacje¢ stwierdzono na terytoriach bytowania
tych zwierzat, co potwierdza izolacje¢ tych samych gatunkéw Serratia sp. od zwierzat
oraz z ich $rodowiska. Wystepowanie wspomnianych wczesniej gatunkow
potwierdzono zardwno w wodzie i W glebie. Sposrod ponad tysigca izolatow Serratia
sp. 1izolowanych od pacjentdow z r6znymi schorzeniami najczesciej opisywany byt
gatunek S. marcescens stanowigcy 97% izolacji oraz gatunek S. liquefaciens,
przyczym S. liquefaciens izolowana byta z mniejszg czestoscig wynoszaca 2% [33].

Wystepowanie Serratia sp. u owadow potwierdzono na przyktadzie §wierszczy
(Gryllidae), konikoéw polnych (Chorthippus biguttulus), termitéw (lsoptera),
chrzaszczy (Coleoptera), ryjkowcoéw (Curculionoidea), ¢my (Hetero-cera), pszczot
(Apis), os (Vespula) oraz much (Musca). Wigkszos¢ z izolowanych Serratia sp.
nalezato do gatunkow S. marcescens i S. liquefaciens [33].

Serratia sp. byty izolowane od zétwia domowego (Pseudemys scripta elegans),
od gekonoéw (Gekkonidae) oraz od lisa rudego (Vulpex vulpex). Stwierdzono
réwniez, ze Serratia sp. wystepowaty u myszarki zaroslowej (Apodemus sylvaticus),
nornika zwyczajnego (Microtus arvalis), nornicy rudej (Myodes glareolus),
badylarki pospolitej (Micromys minutus), ryjowki (Sorex) oraz zigbetka (Crocidura)
[33].

Pateczki z rodzaju Serratia wystgpuja rowniez u dzikow euroazjatyckich (Sus
scrofa), co potwierdzono w badaniach Lessa i wsp. w 2011 roku [78]. W wyniku
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prowadzonych badan okreslajacych mikroflor¢ dzikéw stwierdzono obecno$é u tych
zwierzat Serratia sp. Stanowily one zdecydowang wigkszos¢ izolowanych bakterii
z rodziny Yersiniaceae zostaty wyizolowane z przewodu stuchowego, jamy nosowej,
jamy ustnej oraz narzadéw rodnych. W zdecydowanej wickszosci izolowanym
gatunkiem byta S. marcescens [78].

Wystepowanie bakterii z rodzaju Serratia udowodniono réwniez u saren. Na
Stowenii w 2017 i 2021 roku odnotowano izolacje pateczek S. fonticola
i S. marcescens od kozta i rocznego osobnika sarny [79,80].

Pateczki z rodzaju Serratia izolowane sg rowniez z migsa. W 2016 roku
w Niemczech prowadzono badania identyfikujace bakterie powodujace psucie si¢
migsa drobiowego pakowanego w modyfikowanej atmosferze. Migso drobiowe ze
wzgledu na na swoja specyfike jest bardziej narazone na zanieczyszczenia
W poréwnaniu do migs innego rodzaju. Psucie si¢ migsa drobiowego wystepuje od
okoto 4 do 10 dni po uboju pomimo przechowywania w niskich temperaturach.
Natomiast za psucie si¢ mi¢sa odpowiada prawdopodobnie mikroflora
autotochtoniczna. Wyniki badania wykazaly obecno$¢ Serratia sp. w migsie
przechowywanym w warunkach modyfikowanej atmosfery z podwyzszong zawar-
toscig tlenu w temperaturze 10°C oraz w migsie przechowywanym w warunkach
zmienionej atmosfery z niskg zawartoscig tlenu w temperaturze 4°C [81].

Jako$¢ mikrobiologiczna migsa zalezy od stanu fizjologicznego zwierzgcia
podczas uboju, potencjalnego zanieczyszczenia migsa podczas uboju i przetworstwa
oraz od warunkow jego przechowywania. Do tej pory rézne rodzaje bakterii z rzgdu
Enterobacteriales byly izolowane ze skor, tusz i migsa zwierzat oraz z réznych
powierzchni w rzezni 1 probek $rodowiskowych w zakladach przetworstwa
miesnego. Do izolowanych rodzajow nalezaty m. in. Pseudomonas, Enterobacter,
Proteus oraz Serratia. Grupa ta powszechnie wystepuje w $wiezej i mrozonej
wotowinie, wieprzowinie 1 innych rodzajach migs. W Grecji w 2011 roku
udowodniono dominowanie wystgpowania S. liquefaciens w mielonym migsie
wotowym przechowywanym w warunkach tlenowych i pakowanym w modyfi-
kowanych atmosferach. Dodatkowo w badaniu oznaczono wystepowanie
S. proteamaculans oraz innych Serratia sp. W $wiezo mielonej wolowinie
stwierdzono wystepowanie S. liquefaciens i S. proteamaculans, natomiast
w dalszych procesach przechowywania wystegpowata tylko S. liquefaciens [82].

W Niemczech w 2012 roku [83] badano wystgpowanie opornych na antybiotyki
Enterobacteriales izolowanych z kurczakéw oraz z migsa wieprzowego zakupionych
w rzezni oraz w sprzedazy detalicznej w Bawarii. Ze wzgledu na zachowanie ztej
higieny pracy z migsem zwierzat oraz brak utrzymania czysto$ci stanowiska w rzezni
moze doj$¢ do zanieczyszczenia migsa bakteriami, w tym bakteriami opornymi na
antybiotyki. Prébujac okresli¢ potencjalng droge lub zrodlo zanieczyszczenia migsa
badano 500 prob migsa drobiowego i wieprzowego pochodzacego bezposrednio
z uboju jak i migsa przeznaczonego do sprzedazy. Wyniki badan pokazaty izolacje¢
Serratia sp. z migsa drobiowego rzedu 5,2% oraz 41,6% z migsa drobiowego
przeznaczonego do sprzedazy. Podobne wyniki uzyskano z badania migsa
wieprzowego. W migsie wieprzowym bezposrednio po uboju wystepowato 3,5%
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izolatow z rodzaju Serratia sp., natomiast w migsie przeznaczonym do sprzedazy
wystepowato 21,3% izolatow Serratia sp. Duzy odsetek uzyskanych bakterii
zrodzaju Serratia nalezatlo do gatunku S. marcescens opornego na wigkszosé
testowanych antybiotykow. Pojedyncze izolaty S. marce-scens pozyskane od kurczat
byty oporne na doksycykling, imipenem, piperacyling tobramycyn¢ oraz piperacyling
z tazobaktamem, natomiast pi¢¢ izolatow byto opornych na spektynomycyne.
Sposréd wszystkich izolatéw S. marcescens uzyskanych z migsa wieprzowego tylko
jeden izolat byt oporny na imipenem. Wyniki przeprowadzonych badan pokazuja, ze
do zanieczyszczenia migsa bakteriami z rodzaju Serratia doszto prawdopodobnie na
linii produkcyjnej migs [83].

Badanie dojrzewajacych fermentowanych wedlin wydaje si¢ rownie wazne jak
badanie innych rodzajow mies. W 2007 roku w Hiszpanii [84] przeprowadzono
badania majace na celu identyfikacje bakterii wystepujacych w hiszpanskiej
kietbasie wieprzowej - androlli. W produkcji wedlin dlugodojrzewajacych bardzo
wazny jest udziatl odpowiednich grup mikroorganizmow takich jak bakterii kwasu
mlekowego oraz bakterii z rodziny Micrococcaceae i Staphylococcaceae, ktoére
rozwijaja si¢ w wedlinach podczas ich dojrzewania. Wyniki przeprowadzonych
badan pokazaly, ze w wigkszosci analizowanych kietbas wystepowata
S. liquefaciens. Dodatkowo byta ona izolowana w ostatnich etapach dojrzewania, co
sugeruje, ze moze rozwija¢ si¢ w trudnych warunkach. Oprécz paleczek
S. liquefaciens izolowano rowniez S. marcescens, ale z mniejsza czgstoscia.
Przeprowadzone badania potwierdzily wystepowanie rodzaju Serratia w surowych,
dojrzewajacych kietbasach. Dodatkowo dla S. liquefaciens notowane byty
wiasciwosci proteolityczne, ktore wigzane sg z psuciem si¢ produktéw spozywczych,
przyktadowo pakowanych prozniowo flakow [84].

Kolejne doniesienia dotyczace wystepowania pateczek Serratia sp. w migsie
opisywano w Finlandii w 2013 roku [85], w Chinach w 2017 roku [86] oraz w Japonii
w 2021 roku [87]. Wedlug literatury w migsie przechowywanym w warunkach
chtodniczych moga wystepowac gatunki bakterii jak Pantoea agglomerans, Yersinia
enterocolitica oraz Rahnella sp. i Serratia sp. Dodatkowo niektore gatunki
(S. liquefaciens, Hafnia alvei, P. agglomerans) sa powigzane z psuciem migsa
obserwowanym jako pecznienie opakowan, zielone zabarwienia migsa oraz
nieprzyjemny zapach. W Finlandii przeprowadzone porownawcze badania
wystepowania bakterii w surowym i marynowanym migsie wieprzowym, wotowym
1 drobiowym. We wszystkich probach migs dominujacym rodzajem bakterii byt
rodzaj Serratia. W surowym migsie wieprzowym i wotowym na 138 prob, bakterie
z rodzaju Serratia zidentyfikowano w 85 probach, natomiast w 84 probach
marynowanego migsa - Serratia sp. zidentyfikowano tylko w 7 probach. W surowym
migsie drobiowym rodzaj Serratia oznaczono w 24/158 prob, z kolei w migsie
marynowanym stwierdzono obecnos$¢ Serratia sp. w 12/142 prob [85]. W Chinach
analizowano bakterie powodujace psucie si¢ migsa drobiowego w warunkach
chtodniczych. W badanym migsie wykryto pateczki S. liquefaciens [86]. Natomiast
w Japonii badano mikroflor¢ japonskiej czarnej wieprzowiny przechowywanej
w niskich temperaturach i udowodniono wystepowania pateczek Serratia sp.
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w warunkach tlenowych i beztlenowych [87]. S. liquefaciens moze roéwniez by¢
czynnikiem powodujacym psucie si¢ mleka [88].

Serratia sp. sg bakteriami spotykanymi rowniez w szpitalach, co zostato opisane
w Rozdziale 2 dotyczacym chorobotworczos$ci pateczek Serratia u ludzi. Kolonizuja
one sprzety medyczne, takie jak: aparaty do mierzenia ci§nienia, koncentratory tlenu,
zestawy do wlewow dozylnych, wenflony, fiolki z réznego rodzaju lekami oraz
dozowniki do mydta i S$rodkow antybakteryjnych [89]. S. liquefaciens
i S. marcescens sg rowniez izolowane z inkubatoréw noworodkowych, respiratorow,
laktatorow, laryngoskopow i1 endoskopow [90].

9. Metody izolacji i identyfikacji pateczek z rodzaju Serratia

Metody izolacji bakterii na podlozach hodowlanych z rodzaju Serratia
W glownej mierze zostaty przedstawione przez Grimont i wsp. w 2006 roku [33].
Podloza te zapewniajg wstepna identyfikacj¢ bakterii na podstawie okreslonych cech
biochemicznych.

Pierwsza grupa zaproponowanych podidz byty selektywne podtoza oparte na
produkcji enzymu deoksyrybonukleazy oraz opornosci na okreslone antybiotyki.
Przyktadem takiego poditoza jest DTC agar, ktore jest standardowym podiozem
Z biekitem toluidynowym wzbogaconym o antybiotyk cefalotyne. Podtoze to moze
by¢ rowniez modyfikowane poprzez dodatek L-arabinozy i czerwieni fenolowej przy
obecno$ci indykatora zieleni malachitowej oraz suplementacje antybiotykami
ampicyliny, amfoterycyny B, kolimycyny M oraz cefalotyny. Dodana do podtoza L-
arabinoza i czerwien fenolowa spowodowaly, ze S. marcescens tworzy kolonie
otoczone czerwong strefa halo. W przeciwienstwie do S. marcescens pozostate
pateczki z rodzaju Serratia tworzyty kolonie bakteryjne otoczone zo6tta strefa halo
[33].

Podtozem rbéznicujacym pozwalajacym na wstepng identyfikacje bakterii
zrodzaju Serratia moze by¢ podloze DNAse. Podloze to umozliwia wstepne
rozroznienie bakterii na podstawie ich zdolnosci do rozktadu obecnego w podtozu
DNA. Zmiany zachodzace w danym podtozu w zaleznosci od zastosowanego
indykatora (btekit toluidynowy, zielen malachitowa, HCl) moga wskaza¢ na
obecno$¢ pateczek z rodzaju Serratia. W obecnosci biekitu toluidynowego
obserwowana jest rozowa strefa wokot linii posiewu, natomiast przy suplementacji
podtoza zielenig malachitowg i HCl obecnos$¢ Serratia sp. powoduje odbarwienie
podioza [168].

Kolejna grupa podidz to podtoza selektywne oparte na wykorzystywaniu
réznych zwigzkow jako zrodta wegla. Podloze minimalne z dodatkiem mezo-
erytrytolu jako zrodlo wegla zaprojektowane w 1972 roku, jest pierwszym
przyktadem takiego podtoza. Niedlugo po jego opisaniu dokonano jego modyfikacji
poprzez dodanie do podloza irgasanu (5-chloro-2-(2,4-dichlorofenoksy)fenol).
Irgasan jako zwiazek przeciwgrzybiczy, bakteriobdjczy i bakteriostatyczny miat za
zadanie zwigkszy¢ selektywnos¢ podloza. Niestety zaproponowany dobor
sktadnikoéw podtoza uniemozliwiat wzrost kilku gatunkow z rodzaju Serratia, w tym
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w m.in. kilku szczepdéw S. marcescens oraz gatunkow S. plymuthica i S. liquefaciens.
Najbardziej rekomendowanym podlozem selektywnym do izolacji pateczek
zrodzaju Serratia jest podtoze CT. Powstalo ono przez modyfikacje podtoza
minimalnego M70 i zostalo opracowane przez Starr et al. w 1976 roku [33].
Zapewnia ono selektywng izolacj¢ gatunkow z rodzaju Serratia z prob o zaktadanej
duzej r6znorodnosci gatunkowej, co spotykane jest przyktadowo w probkach katu,
czy tez w probach srodowiskowych. W podtozu CT zrodiem wegla jest siarczan talu
i kwas kaprylowy. Wzrost bakterii z rodzaju Serratia widoczny jest jako drobne
bezbarwne, mleczno-biate lub lekko rézowe kolonie [33]. Zaprezentowane na Ryc.
2 zdjecie przedstawia wzrost bezbarwnych oraz mleczno-biatych kolonii tworzonych
przez Serratia sp. na podtozu selektywnym CT [91].

Rycina 2. Wzrost paleczek Serratia sp. na podlozu selektywnym CT [91]

Oprocz wstepnej identyfikacji bakterii z rodzaju Serratia na podiozach
hodowlach, do identyfikacji tych bakterii moze postuzy¢ metoda MALDI TOF (ang.
Matrix-Assisted Laser Desorption/lonisation Time-Of-Flight). Identyfikacja
mikroorganizméw opiera si¢ na analizie bialek rybosomalnych wystgpujacych
w wysokich stezeniach w komorkach mikroorganizméw. Mieszaning biatek
rybosomalnych uzyskuje si¢ poprzez ich ekstrakcje z uzyciem alkoholu etylowego,
kwasu mrowkowego 1 acetonitrylu. Uzyskane ekstrakty biatkowe nanoszone sg na
ptytke MALDI 1 wysuszone w temperaturze pokojowej z roztworem matrycy
(HCCA). Po wprowadzeniu plytki do spektrometru masowego urzadzenie laserowe
napromieniowuje mieszaning matrycy z analizowanym materialem impulsem §wiatla
UV. Dziatanie to pozwala na uwolnieniu dodatnio natadowanych biatek i peptydow.
Przyspieszane w polu elektromagnetycznym jony trafiaja do detektora z predkoscia,
ktora jest uzalezniona od ich masy. W wyniku pomiaru czasu przelotu jonow
tworzone jest widmo mas posiadajagce charakterystyczny dla identyfikowanego

45



szczepu wzorzec rozktadu mas i natezenia. Takie widmo traktowane jest jako
,proteomiczny odcisk palca” i stanowi podstawe analizy. Oprogramowanie MALDI
Biotyper analizuje uzyskane widmo badanej probki przyrownujac go do widm
szczepow referencyjnych obecnych w bibliotece bazy danych. Podczas tej analizy
generowany jest logarytm wyniku (log(score)) wyrazany w przedziale od 0,000 do
3,000. Im wigksza jest warto$¢ uzyskanego logarytmu, tym wigksze jest
podobienstwo uzyskanego widma, a widmami szczepéw znajdujacych sie w bazie
danych. Jezeli wynik przyrownania wynosi od 3,000 do 2,000 oznacza to
identyfikacj¢ do poziomu gatunku. Wynik wynoszacy od 1,999 do 1,700 jest
informacja o identyfikacji do poziomu rodzaju, natomiast wynik o warto$ci nizszej
niz 1,700 oznacza brak identyfikacji [92].

Metoda MALDI TOF jest bardzo obiecujaca metodg identyfikacji roznego
rodzaju mikroorganizméw. Ciaggle udoskonalenia prowadza do rozszerzenia bazy
danych o kolejne grupy szczepow referencyjnych usprawniajgc tym proces
identyfikacji. Opracowane specjalne moduly umozliwiaja identyfikacje
mikroorganizméw nawet bezposrednio z krwi pacjenta. Metoda ta posiada wiele
innych zalet potwierdzajacych jej uzyteczno$¢ w identyfikacji mikroorganizmow.
Jedna z najwazniejszych zalet tej metody jest wiarygodnos¢ wynikow identyfikacji
uzyskanych w bardzo krotkim okresie czasu. Do samej analizy wykorzystywana jest
rowniez mata ilo$¢ probki, co nie przeszkadza w ewentualnych dalszych analizach.
Uzyskany wynik identyfikacji nie wymaga przeprowadzania dodatkowych testow
takich jak test na katalazg¢ czy oksydaze oraz barwienie Grama. Procedura
przygotowania probki do identyfikacji oraz obstuga spektrometru nie jest
skomplikowana, jednakze wymaga odpowiedniego przeszkolenia. Identyfikacja
proteomiczna MALDI TOF ma wysoka zgodno$¢ w identyfikacji mikroorganizméow
z metodami biochemicznymi i genetycznymi [92].

MALDI TOF jak wszystkie stosowane metody ma swoje ograniczenia. Gtowna
wada tej metody jest wcigz zbyt mata baza danych widm szczepoéw referencyjnych,
ktora w duzym stopniu ogranicza identyfikacje niektorych bakterii wyizolowanych
ze Ssrodowiska. Problemy moga roéwniez wystapi¢ na etapie ekstrakcji bialek
rybosomalnych. Poprzez réznice w budowie §ciany komoérkowej wymagane sg rdzne
modyfikacje klasycznej metody z wuzyciem etanolu, kwasu mrowkowego
i acetonitrylu. Do identyfikacji bakterii niezbg¢dne jest posiadanie $wiezych
i czystych hodowli, co czasami jest problematyczne w przypadku dtugo rosnacych
rodzajow bakterii. Ograniczeniem metody jest rowniez wymog posiadania §wiezego
roztworu matrycy, co jest ucigzliwe w przypadku identyfikacji duzej liczny préb. Do
wad metody MALDI TOF zaliczy¢ mozna m. in. brak mozliwo$ci rozrdznienia
Escherichia coli i rodzaju Shigella oraz identyfikacje¢ Salmonella tylko do poziomu
rodzaju [92,93].

W identyfikacji mikroorganizméw oprocz metod biochemicznych oraz metod
proteomicznych popularne sa metody genetyczne, gdzie ,,ztotym standardem” jest
sekwencjonowanie genu 16S rRNA. Gen 16S rRNA jest zaliczany do grupy genow
konserwatywnych pod wzgledem ewolucyjnym. Uzyskanie za pomocg reakcji PCR
calej lub fragmentu sekwencji genu 16S rRNA pozwala na przeprowadzenie

46



identyfikacji badanego szczepu. Uzyskana sekwencja jest przyrownywana do
sekwencji znajdujacych si¢ w bazie danych. Najbardziej popularng baza danych jest
baza BLAST (ang. Basic Local Alignment Search Tool), ktéra zawiera sekwencje dla
21615 gatunkow bakterii (dane na czerwiec 2022 roku) [94]. W bazie danych BLAST
znajduje si¢ 68 sekwencji genu 16S rRNA dla roznych gatunkéw z rodzaju Serratia.
Identyfikacja bakterii z uzyciem genu 16S rRNA w bazie BLAST opiera si¢ na kilku
parametrach. Pierwszy dotyczy dokladnosci dopasowania i oznacza, ze
porownywane sekwencje powinny mie¢ najmniejszg liczbg¢ tzw. ,,mismatches”.
Parametrem branym pod uwagg jest roéwniez dlugos¢ dopasowania, czyli badane
sekwencje powinny obejmowac calg sekwencj¢ genu oraz zgodnos¢ dopasowania
oznaczajaca dokladne dopasowang sekwencj¢ do sekwencji referencyjnej. Ostatni
parametr dotyczy zroznicowania dopasowania, czyli przedstawienia innych
gatunkoOw najbardziej pasujacych do analizowanej sekwencji. Zdarza sig, ze
sekwencjonowanie genu 16S rRNA nie jest wystarczajace do identyfikacji bakterii
zpowodu wysokiego podobienstwa genetycznego w  obrgbie  grupy
mikroorganizméw lub tez braku sekwencji referencyjnej w bazie danych [95].
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10. Cele pracy doktorskiej

Glownym celem rozpoczecia prac dotyczacych charakterystyki wirulencji
odzwierz¢cych pateczek Serratia sp. jest brak informacji w literaturze o takiego typu
badaniach w odniesieniu do testowanych w tej pracy izolatow. Pomimo opisywanego
w literaturze wystgpowania pateczek z rodzaju Serratia uzwierzat, brakuje
informacji o wystepowaniu gatunku S. liquefaciens u dzikéw euroazjatyckich, saren
europejskich, krow 1 $win domowych. Natomiast w przypadku gatunku
S. marcescens nie opisano jego izolacji od kréw domowych i$win domowych.
W literaturze nie znaleziono rdwniez informacji o wystgpowaniu enzymu
deoksyrybonukleazy, zelatynazy i lipazy u S. marcescens i S. liquefaciens
izolowanych od zwierzat. Jak dotad nie zostaly réwniez opisane prace pokazujace
detekcj¢ wybranych genow wirulencji u odzwierzgcych S. marcescens
i S. liquefaciens oraz charakterystyki dlugosci ich tancucha LPS. Nie znaleziono
réowniez badan pokazujacych stopnia wrazliwosci na bakteriobdjcze dzialanie
ludzkiej surowicy, izolowanych od zwierzat pateczek S. marcescens i S. liquefaciens.

W nawigzaniu do posiadanej wiedzy na temat pateczek z rodzaju Serratia
w pracy doktorskiej wyznaczono nastepujace cele:

e Opracowanie metodologii izolacji materialu odzwierzgcego w kierunku
paleczek Serratia sp.

e Okreslenie czgstoSci wystepowania S. liquefaciens i S. marcescens w izolatach
pozyskanych od dzikéw euroazjatyckich, saren europejskich, krow domowych
I Swin domowych.

e Okreslenie potencjalnej wirulencji S. liquefaciens i S. marcescens poprzez
detekcje enzymow zewnatrzkomorkowych.

e Okreslenie potencjalnej wirulencji S. liquefaciens i S. marcescens poprzez
detekcje wybranych genow wirulencji.

e Okreslenie dlugosci O-swoistego tancucha LPS dla S. liquefaciens
I S. marcescens pozyskanych od zwierzat gospodarskich i wolno zyjacych.

e Okreslenie stopnia przezywalnos$ci izolatow S. liquefaciens i S. marcescens
w ludzkiej surowicy NHS.

Efektem pracy doktroskiej jest takze unikatowa kolekcja odzwierzgcych
pateczek S. liquefaciens i S. marcescens, ktore moga by¢ wykorzystywane do
dalszych badan.
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11. Materiaty

11.1. Material badan

Materiat do badan stanowily wymazy mikrobiologiczne pobierane z tusz
zwierzat rzeznych przez lekarzy weterynarii. Wymazy pobierano z tusz zwierzat
w trakcie rutynowego badania lekarsko-weterynaryjnego. Zwierzeta, od ktorych
pobierane byly wymazy nie podlegaty ochronie z tytulu ochrony gatunkowej
zwierzat.

Pierwsza grupa badanego materiatu byly wymazy mikrobiologiczne
pozyskane z jamy nosowo-gardlowej dzikow euroazjatyckich (Sus scrofa) i saren
europejskich (Capreolus capreolus) z rzezni znajdujacej si¢ na terenie wojewoddztwa
wielkopolskiego. Wymazy pobierano po procesie wychtadzania tusz. Wymazy te
zostaly udostgpnione w latach 2017/2018 do realizacji pracy magisterskiej
Doktorantki przez dr Katarzyne Morke we wspotpracy z prof. dr hab. Jarostawem
Bystroniem z Zakladu Mikrobiologii Zywnosci i Higieny Przetworstwa
Uniwersytetu Przyrodniczego we Wroctawiu. Z 6&wczesnie przebadanych 605
dzikow euroazjatyckich i 93 saren europejskich uzyskano tacznie 144 izolaty,
z czego 139 izolatow nalezato do gatunku S. liquefaciens, a 5 izolatéw nalezato do
gatunku S. marcescens (Tab. 4). Uzyskane wowczas izolaty z rodzaju Serratia sa
charakteryzowane obecnie w pracy doktorskiej. W tym zakresie praca doktorska
stanowi kontynuacje badan rozpoczetych w ramach pracy magisterskiej Doktorantki
pt.: ,Analiza zaleznosci pomiedzy bioréznorodnoscia mikroflory zwierzat
a bakteriami izolowanymi ze srodowiska ich bytowania”.

Druga grup¢ badanego materialu stanowity wymazy mikrobiologiczne
pozyskane z jamy nosowo-gardtowej i odbytnicy krow domowych (Bos taurus
taurus) z rzezni potozonej na terenie wojewodztwa slaskiego. Wymazy pobierano po
procesie wykrwawienia zwierzat, a przed procesem ich patroszenia. Wymazy
otrzymywane byly w okresie od marca do pazdziernika 2020 roku. W okresie tym
przebadano tacznie 55 tusz krow domowych (Bos taurus tautus) (Tab. 4).

Trzecig grupa badanego materiatu stanowily wymazy mikrobiologiczne
pozyskane z jamy nosowo-gardtowej i odbytnicy $§win domowych (Sus scrofa
domestica). Wymazy od tych zwierzat pobierano przed procesem patroszenia
w dwoch odrgbnych rzezniach. Pozyskane wymazy roznity si¢ rOwniez miejscem ich
pobrania. Z rzezni zlokalizowanej na terenie wojewddztwa opolskiego pozyskiwano
wymazy zarOwno z jamy nosowo-gardtowej jak i odbytnicy $win domowych (Sus
scrofa domestica). W okresie od sierpnia 2020 roku do pazdziernika 2020 roku
przebadano 24 osobniki. Z kolei z rzezni znajdujacej si¢ w wojewddztwie
wielkopolskim pobierano wymazy wylacznie z jamy nosowo-gardlowej $win
domowych (Sus scrofa domestica). Od listopada 2020 roku do stycznia 2021 roku
przebadano 35 osobnikow (Tab. 4).

Material pozyskany z tusz kréw domowych 1 $win domowych wiaczono do
pracy doktorskiej dzigki wspotpracy z prof. dr hab. Jarostawem Bystroniem (Zaktad
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Mikrobiologii Zywnosci i Higieny Przetworstwa, Uniwersytet Przyrodniczy we

Wroctawiu).

Tabela 4. Wykaz liczby przebadanych tusz zwierzat wolno zyjacych i zwierzat

hodowlanych

Liczba badanych Liczba badanych
zwierzat wolno Zyjacych | zwierzat hodowlanych
Miejsce poboru . Sarna Krowa Swinia
wymazow/ rok Dz.|k .| europejska | domowa domowa
euroazjatycki
(Capreolus | (Bostaurus | (Sus scrofa
(Sus scrofa) .
capreolus) taurus) domestica)
Wojewodztwo
wielkopolskie 605 93 X X
2017/2018
Wojewddztwo
Slaskie X X 55 X
2020
Wojewddztwo
opolskie X X X 24
2020
Wojewddztwo
wielkopolskie X X X 35
2020/2021
=605 =93 ¥=55 >=59

Materiatami do badan byly rowniez szczepy kontrolne do prowadzonych
eksperymentow, ktore pozyskano z Polskiej Kolekcji Mikroorganizmow. Szczepow
S. marcescens PCM 501 oraz PCM 549 i szczepu S. liquefaciens PCM 2830 uzyto
do badania wystepowania okreslonych genéw wirulencji.

Doktorantka w 2019 roku ukonczyla szkolenie dla oséb odpowiedzialnych za
planowanie procedur i doswiadczen oraz za ich przeprowadzanie zgodnie z art. 21
Ustawy o ochronie zwierzat wykorzystywanych do celow naukowych lub
edukacyjnych.
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11.2. Podtoza, odczynniki, sprzet

Tabela 5. Wykaz podléz wykorzystywanych w realizacji zadan badawczych

Nazwa podloza

Sklad

Nutrient LAB-AGAR

agar (15g/1), ekstrakt miesny (1g/1), pepton (5g/1), chlorek sodu
(5g/1), ekstrakt drozdzowy (2g/1)

(Biomaxima) pH koncowe: 7.1+0.2 (25°C)

Sterylizacja przez autoklawowanie 121°C przez 15 minut.
DNase Test LAB_ tryptoza (20g/l), kwas deoksyrybonukleinowy DNA (2g/1),
AGAR z dodatkiem chlorek sodu (5g/1), agar (15g/1), blekit toluidynowy (0,10g/1)
bk‘iklm t(_)luldynowego pH koncowe: 7.1 — 7.5 (25°C)
(Biomaxima)

Sterylizacja przez autoklawowanie 121°C przez 15 minut.

Nutrient Broth
(Biomaxima)

D(+)glukoza (1g/1), pepton (15g/1), chlorek sodu (6g/1), ekstrakt
drozdzowy (3g/1)
pH koncowe: 7.4+0.2 (25°C)
Sterylizacja przez autoklawowanie 121°C przez 15 minut.

Nutrient LAB-AGAR z
dodatkiem zelatyny
(Biomaxima)

agar (15g/1), ekstrakt migsny (10g/1), pepton migsny (10g/1),
chlorek sodu (5g/1), zelatyna (8g/1)
pH koncowe: 7.1£0.2 (25°C)
Sterylizacja przez autoklawowanie 121°C przez 15 minut.

Podtoze do badania
aktywnosci enzymu
lipazy

agar (20g/l; Biocorp), chlorek sodu (5g/I; Chempur),
baktopepton (10g/I; Difco), chlorek wapnia (0,4g/l; Chempur),
10% Tween 80 (100ml; Biocorp)
Sterylizacja przez autoklawowanie 121°C przez 15 minut.

CT Agar
(wg Grimont i wsp.

[33])

Roztwoér $ladowych sktadnikéw: H3zPOq (1,17ml/1l; Chempur),
FeSO47H,O (0,0556g/1l; Chempur), ZnSO47H,0 (0,0287¢/l;
Chempur), MnS0O44H,0 (0,0223¢/l; Chempur), CuSO4'5H,0
(0,025g/1; Chempur), Co(NOs).'6H.0 (0,003g/lI; Chempur),
H3BOs (0,0062g/l; Chempur)

Roztwor A:

CaCl,2H,O  (0,0147g/500ml;  Chempur), MgSO47H,0
(0.123g/500ml; Chempur), KH,PO. (0,6809/500ml; Chempur),
K2HPO4 (2,6109/500ml; Chempur), trace element solution
10ml/500ml, caprylic acid (1,1ml/500ml; Sigma-aldrich),
ekstrakt drozdzowy 5% (2ml/500ml; Biocorp), thallous sulfate
(025g/500ml; Sigma-aldrich)

Roztwor B:

chlorek sodu (7g/500ml, Chempur), (NH.)SO4 (19/500ml;
Chempurs), agar (15¢g/500ml)

pH koncowe: 7.2 (25°C)
Sterylizacja przez autoklawowanie 121°C przez 15 minut.

Columbia AGAR
(Oxoid)

agar (15g/1), chlorek sodu (5g/1), skrobia (1g/l), pepton (23g/l),
5% odwlokniona krew barania (Biomaxima)
pH koncowe: 7.3+0.2 (25°C)
Sterylizacja przez autoklawowanie 121°C przez 15 minut.
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Tabela 6. Wykaz sprzetu uzywanego do realizacji zadan badawczych

Nazwa sprzetu Firma
MALDI TOF/TOF ultrafleXtreme Bruker
T100™ Thermal Cycler Bio-Rad

Heraeus FRESCO 21 Centrifuge

ThemoFisher Scientific

Sub-Cell® GT Agarose

Bio-Rad
Gel Electrophoresis System
DS-11+ Spectrophotometer DeNovix
Mini-PROTEAN® Tetra Cell Bio-Rad
Vortex V-1 plus bioSan
Digital Dry Bath Labnet

Kotyska laboratoryjna KIL.-942

JW ELECTRONIC

System do obrazowania zeli PXi 6 Syngene
Mieszadto magnetyczne Wigo
Mikrofalowka Menuett

Komora laminarna klasy Il

CELLGARD ES

Vortex IR STARLAB
ESPRESSO Centrifuge ThermoFisher Scientific
Cieplarka Froilabo BIOExpert
Mini PROTEAN 3 System
Bio-Rad
Glass Plates, Spacer Plates
Mini PTOTEAN 3 System
Bio-Rad

Glass Plates Short Plates
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Tabela 7. Wykaz odczynnikéw uzywanych do realizacji zadan badawczych

Nazwa odczynnika Firma
Yersinia CIN Selective Supplement Biomaxima
Genomic Mini A&A Biotechnology
Phusion™ High-Fidelity DNA Polymerase ThermoFisher Scientific
dNTP Mix 10 A&A Biotechnology
DNA Marker 3 A&A Biotechnology
GeneRuller ThermoFisher Scientific
Bufor obcigzajacy do eletroforezy agarozowej A&A Biotechnology
Startery do genow wirulencji Sigma-Aldrich
Agaroza EURX
Midori Green Advance DNA Stain Genetics
Kwas borowy H3BO4 cz.d.a. P.P.H. POCh Gliwice
Sodu wodorotlenek mikrogranulki cz.d.a. POCH

Alkohol metylowy cz.d.a.

Chempur
CH30H — 32,04 g/mol
Acrylamide/Bis-acrylamide, 30% solution Sigma-Aldrich
Trifluoroacetic acid Honeywell, Fluka
Kwas octowy min. 99,5% cz.d.a.

Chempur

C2H40;, — 60 g/mol

Acetonitryle 99.9% Honeywell, Riedel-de

Haén
Formic acid 96% Honeywell, Fluka
Etylowy alkohol bezwodny 99,8% cz.d.a. POCH
EDTA
SERVA
(Ethylenediamine tetraacetic acid-Na2-salt)
Glycine CszNOz SERVA
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Dodecylsulfate-Na-salt C12H2504S-Na

SERVA

Tris(hydroxymethyl)-aminomethane C4sH1:NO3

SERVA

Kwas cytrynowy 1 hydrat cz.d.a. CeHsO7xH20

Chempur

Azotan srebra cz.d.a. AgNO3

P.P.H. POCh Gliwice

Periodic acid 99% Sigma-Aldrich
Formaldehyd 36-38% cz.d.a. POCH
Amoniak 25% cz.d.a. (woda amoniakalna) NH4OH Chempur

Proteinaza K (20 mg/ml

A&A Biotechnology

Ammonium persulfate (AP) Sigma-Aldrich
Woda do LC-MS Sigma-Aldrich
Normal Human Serum Sigma-Aldrich
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12. Metody

12.1. lzolacja materiatu mikrobiologicznego

Materiat mikrobiologiczny zostat pozyskany z wymazéw jamy nOSOWO-
gardlowej i odbytnicy. Wymazy pobierane byly z wykorzystaniem jatowych
wymazoéwek zpodtozem transportowym Amies, a nastgpnie transportowane
w warunkach chtodniczych do Zaktadu Mikrobiologii Uniwersytetu Wroctawskiego.

W kolejnym etapie izolacji wymazdéwki zostaly wprowadzone do podioza
ptynnego Nutrient Broth (Biomaxima) w celu namnozenia znajdujacego si¢ na nich
materiatu. Ukierunkowujac izolacje na uzyskanie bakterii Gram-ujemnych dodano
do podtoza Nutrient Broth - Yersinia CIN Selective Suplement (Biomaxima), ktory
w swoim sktadzie zawiera dodatek antybiotykow: cefsulodyny (7,5 mg), irgasanu (2
mg) oraz nowobiocyny (1,25 mg). Aby uzyska¢ selektywnos¢ podtoza Nutrient
Broth, do probéwki zawierajacej 5 ml podloza ptynnego dodano 50 pl roztworu
suplementu przygotowanego poprzez dodanie 2,5 ml jalowej wody destylowane;j
i1 70% etanolu do fiolki z antybiotykami. Nastgpnie przygotowane probowki
z wprowadzonymi wymazéwkami inkubowane byty w temperaturze 28°C przez 24
godziny. Po okresie inkubacji hodowle bakteryjne réwnolegle wysiano redukcyjnie
na podloze DNAse LAB-AGAR oraz CT LAB-AGAR. Hodowle na tych podtozach
prowadzono zgodnie ze schematem przedstawionym na Ryc. 3. Materiat wysiany na
podtoze DNAse LAB-AGAR inkubowany byt w 28°C przez 24 godziny, natomiast
materiat wysiany na podtoze CT LAB-AGAR inkubowany byt w temperaturze 28°C
przez czas 72 godziny lub wigcej w zaleznosci od dynamiki wzrostu pozyskanych
izolatow. W nastepnej kolejnosci po okresie inkubacji materialu na podlozach
statych, przeprowadzona zostala  wstgpna  charakterystyka uzyskanych
makromorfologii izolatow bakteryjnych. Wstepna identyfikacja izolatdw na podtozu
DNAse LAB-AGAR opierala si¢ na wyborze kolonii bakterii, wokot ktorych
pojawita si¢ rozowa strefa halo. Zaktadano, Ze te izolaty nalezg do rodzaju Serratia.
Ze wzgledu na staba rozréznialno$¢ izolatow na podiozu CT LAB-AGAR, do
dalszych badan wybierane byly wszystkie kolonie bakteryjne. Po etapie wstepnej
identyfikacji zabezpieczono wybrane kolonie bakteryjne do dalszych analiz dzigki
technice przechowywania bakterii w temperaturze -80°C.
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Rycina 3. Schemat izolacji materialu mikrobiologicznego pochodzacego
Z wymazow

Yersinia CIN Inkubacja wymazow mikrobiologicznych J ‘ 28°C/24h |

Suplement L w Nutrient Broth (Biomaxima)
L Posiew redukcyjny hodowli bakteryjnej J
28°C/24h p l y p l y | 28°C/72h
) DNAse LAB-AGAR J CT AGAR J ‘
N

! !

{ Kolonie z rozowa strefa halo J | Mleczno-biale, drotme lib J

L lekko rézowe kolonie
Zabezpieczenie izolatow do kolejnych analiz J

Zaprezentowana na Ryc. 3 metodyka izolacji zostata samodzielnie opracowana
w oparciu o dostepng wiedze na temat podtoz stosowanych do izolacji Serratia
podang przez Grimont i wsp. [33].

Modyfikacja wtasna metody izolacji Serratia:
e Suplementacja podtoza Nutrient Broth antybiotykami: cefsulodyn,
irgasan, nowobiocyna
o CEL: zwigkszenie selektywnos$ci podtoza poprzez zahamo-
wanie wzrostu bakterii takich jak m.in: E. coli i Salmonella sp.
e Prowadzenie izolacji rownocze$nie na podtozu réwnicujacych (DNAse
LAB AGAR) oraz na podtozu selektywnym (CT AGAR)
o CEL: zwigkszenie prawdopodobienstwa izolacji pateczek
S. liquefaciens i S. marcescens.

12.2. Proteomiczna identyfikacja materiatu mikrobiologicznego

Proteomiczna identyfikacja Gram-ujemnych izolatow bakteryjnych zostata
przeprowadzona z zastosowaniem spektrometru masowego MALDI-TOF
ultrafleXtreme (Bruker Daltonics GmbH) w IITD PAN. lzolaty bakteryjne
identyfikowane byly na podstawie poréwnania uzyskanych widm masowych
mieszaniny  bakteryjnych  biatek rybosomalnych zwidmami szczepoéw
referencyjnych obecnych w bazie MALDI Biotyper. Do uzyskania mieszaniny biatek
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zastosowano metode ekstrakcji z uzyciem kwasu mréwkowego 1 acetonitrylu (Ryc.
4) z pomini¢ciem mniej doktadnej metody bezposredniego naniesienia probki
bakterii na ptytke do identyfikac;ji.

Ekstrakcje mieszaniny bialek przeprowadzono zgodnie z procedura firmy
Bruker. Zgodnie z tg procedura w pierwszym etapie pojedyncze kolonie bakteryjne
zawieszono w 300 ul czystej wody do HPLC (Sigma-Aldrich) wprowadzonej do
probowki typu Eppendorf. W nastgpnej kolejnosci do uzyskanej zawiesiny
bakteryjnej dodano 900 pul 70% roztworu etanolu (POCH) i wymieszano zawiesing
z uzyciem worteksa typu Vortex IR firmy StarLab. W kolejnym kroku uzyskang
mieszaning odwirowano w wiréwce typu ESPRESSO firmy ThermoFisher Scientific
przez 2 minuty przy 13 tys. RPM (ang. revolutions per minute). Po odwirowaniu
powstaly supernatant usuni¢to za pomocg pipety, a nastgpnie pozostawiony osad
suszono w temperaturze pokojowej przez okoto 5 minut. Do wysuszonego osadu
dodano 25 pl roztworu 70% kwasu mrowkowego (Honeywell, Fluka) oraz 25 pl
100% acetonitrylu (Honeywell, Riedel-de Haen) i catlo$¢ wymieszano pipetg poprzez
kilkukrotne wpuszczanie i wypuszczanie. Roztwor ten umozliwia ekstrakcje biatek
rybosomalnych z komodrek mikroorganizméw. W koncowym etapie mieszaning
odwirowano przez 2 minuty przy 13 tys. RPM i uzyskany supernatant nanoszono w
objetosci 1 ul na stalowa ptytke do identyfikacji MALDI. Plytke z naniesionymi
prébami pozostawiono w temperaturze pokojowej do momentu wyschnigcia.
Nastgpnie na proby naniesiono 1 pl roztworu matrycy (HCCA — a-cyano-4-
hydroxycinnamic acid, Sigma-Aldrich). Po krystalizacji i wyschnigciu probki oraz
matrycy material byl gotowy do analizy.

Rycina 4. Ekstrakcja mieszaniny bialek z uzyciem kwasu mréwkowego
i acetonitrylu [92].

Worteksowanie
’ Zawieszenie 4-5 kolonii Dodanie do zawiesiny , mieszaniny bakteryjnej z

| bakteryjnych w 300ul bakteryjnej 900ul 70% | etanolem. Wirowanie
[ Jjalowej wody miliQ. i | etanolu ‘ | 13tys.xg/2min. Zlanie
d

i: ot B B supernatantu.
s

l Wirowanie mieszaniny.
Nanoszenie supernatatntu
na plytke do identyfikacji

MALDI Biotyper.

‘ Dodanie do osadu 25ul
70% kwasu
‘ | mrowkowego

Dodanie do zawiesiny
25pl acetonitrylu

Plytke MALDI z naniesionymi probami oraz matrycg umieszczono
W spektrometrze mas. Nastepnie z uzyciem programu komputerowego flexControl
wygenerowano widma mieszaniny bialek, ktore byly w kolejnym kroku analizowane
w bazie widm referencyjnych MALDI Biotyper 3.1 zawierajacej 6904 widm
szczepoOw referencyjnych. W oparciu o klasyfikacje opracowang przez Bruker
Daltonik MALDI Biotyper uzyskane widma byly przyporzadkowane do
odpowiednich kryteriow oznaczajgcych warto$¢ przyrownania widm.
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e 2.300 - 3.000 — pewna identyfikacja do poziomu gatunku

e 2.000-2.299 — prawdopodobna identyfikacja do poziomu gatunku
e 1.700-1.999 — prawdopodobna identyfikacja do poziomu rodzaju
e 0.000 - 1.699 — brak identyfikacji

12.3. Detekcja enzymu deoksyrybonukleazy, lipazy i zelatynazy

Badanie wystgpowania enzymoéw  zewnatrzkomorkowych u  izolatow
S. liquefaciens i S. marcescens przeprowadzono na podtozach réznicujacych DNAse
LAB-AGAR, Lipase LAB-AGAR oraz Gelatinase LAB-AGAR (Tab. 8).

Detekcja enzymu zewnatrzkomoérkowego deoksyrybonukleazy testowana byta
na podtozu DNAse LAB-AGAR. Podloze, ktore w swoim sktadzie zawiera czynnik
réznicujacy - DNA oraz trzy rodzaje sktadnikow bedacych indykatorami
zachodzacych zmian poditoza wywotanych przez testowane bakterie (Ryc. 5).
Pierwszym rodzajem stosowanego indykatora jest biekit toluidynowy. Zastosowanie
tego indykatora powoduje zabarwienie si¢ podtoza na kolor niebieski. Testowane
bakterie posiewane byly rysa, a okres inkubacji w temperaturze 37°C trwat 24
godziny. W wyniku wlasciwosci metachromatycznych biekitu toluidynowego
rozktad zawartego w podtozu DNA widoczne jest jako zmiana zabarwienia podtoza
na kolor r6zowy wokot kolonii bakteryjnych. Jako indykator zachodzacych zmian na
podtozu DNAse LAB-AGAR moze by¢ zastosowana rowniez zielen malachitowa.
Podloze o zabarwieniu zielonym przy aktywnym enzymie odbarwia si¢ wokot
kolonii bakteryjnych. Indykatorem uzywanym w tym badaniu jest réwniez kwas
solny (HCI). W odroéznieniu od poprzednich, ten indykator dodaje si¢ do podtoza po
okresie inkubacji zalewajac nim plytke agarowa. Rozktad obecnego w podtozu DNA
widoczny jest jako strefa przejasnienia podtoza w okolicach kolonii bakteryjnych.

Rycina 5. Indykatory stosowane w podlozu DNAse LAB AGAR [96,97]
b [

" DNAse
' Positive

¢
7 \‘\ P

Podtoze DNAse z Podtoze DNAse z . .
dodatkiem zieleni dodatkiem bigkitu Podloze DN’;:SC;Z dodatkiem
malachitowej toluidynowego

Badanie obecno$ci enzymu zelatynazy przeprowadzone zostalo na podlozu
Nutrient LAB-AGAR z dodatkiem odpowiedniej ilosci zelatyny. Testowane izolaty
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bakteryjne zostaly posiane posiewem punktowym i inkubowane w temperaturze
37°C przez 24 godziny. Po okresie inkubacji podtoze schtodzono w temperaturze 4°C
przez czas okoto 1 do 2 godzin. Ten krok wykonano celem zaobserwowania stref
przejasnienia podtoza wokot posiewow punktowych izolatow produkujacych badany
enzym.

Lipaza jest kolejnym enzymem zewnatrzkomdérkowym badanym w pracy
doktorskiej. Badanie przeprowadzone byto na specjalnie skomponowanym podtozu
zawierajgcym m. in. chlorek sodu, baktetopepton, chlorek wapnia oraz 10% roztwor
Tween 80, pelnigcego funkcje zrodia thuszczow. Testowane izolaty S. liquefaciens
I S. marcescens posiane byly posiewem punktowym i inkubowane w temperaturze
37°C przez 24 godziny. Aktywnos$¢ enzymu lipazy widoczna jest przez powstanie
strefy zmetnienia wokot posianej masy bakteryjnej. Reakcja ta jest wynikiem
oddziatywania roztozonych kwaséw tlhuszczowych z jonami wapnia obecnymi
W podiozu.

Tabela 8. Metodologia badan wystepowania enzyméw zewngtrzkomorkowych

Cecha diagnostyczna DNAse Lipase Gelatinase
LAB-AGAR LAB-AGAR LAB-AGAR
Metoda posiewu posiew rysa posiew punktowy posiew punktowy
Warunki inkubacji 37°C/24h 37°C/24h 37°C/24h
Specjalne postepowanie B B schlodzenie podioza
W temperaturze 4°C
Interpretacja wynikow:
st | v ok | s | | PR
lini posiewu wokot lini posiewu .
posiewu

Wynik ujemny

brak zmian wokot

linii posiewu

brak zmian wokét
linii posiewu

brak zmian wokét
linii posiewu

Rycina 6. Podloza roznicujace uzywane do sprawdzania obecnosci zelatynazy
[98], lipazy i deoksyrybonukleazy

Aktywny enzym Aktywny enzym
deoksyrybonukleaza Aktywny enzym zelatynaza na podiozu
. lipaza na podtozu ;
na podtozu DNAse Linase LAB-AGAR Gelatinase LAB-
LAB-AGAR P AGAR
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12.4. Detekcja enzymu hemolizyny [99]

Aktywnos$¢ hemolityczna izolatow S. liquefaciens i S. marcescens badana byta
przy zastosowaniu podtoza Columbia AGAR z dodatkiem 5% krwi baraniej firmy
bioM¢érieux. Podloze to w swoim sktadzie zawieralo m.in. ekstrakt wotowy
i drozdzowy, skrobie kukurydziang, chlorek sodu oraz odwtokniong krew barania.
Testowane bakterie wysiewane byly na dane podtoze metodg posiewu redukcyjnego
i inkubowane w temperaturze 28°C przez 24 godziny. Rozktad obecnej w podtozu
krwi widoczny jest jako strefa przejasnienia podtoza wokot kolonii bakteryjne;.

12.5. Detekcja genéw kodujacych wybrane czynniki wirulencji

Izolacja genomowego DNA izolatow S. liquefaciens i S. marcescens zostata
przeprowadzona z uzyciem uniwersalnego zestawu do izolacji DNA Genomic Mini
firmy A&A Biotechnology. Izolacje rozpoczgto od zatozenia hodowli ptynnej
W podtozu Nutrient Broth (Biomaxima) w 28°C przez 24 godziny. W nastgpnym
kroku izolacji 1,5 ml hodowli przeniesiono do jatlowych probowek typu Eppendorf
i wirowano w wiréwce Espresso Centrifuge (ThermoFisher Scientific) o predkosci
13 tys. RPM przez 5 minut. Po wirowaniu odlano supernatant, a osad zawieszono
w 100 pl buforu Tris przez kilkukrotne pipetowanie. Nastepnie do zawiesiny dodano
200 pl roztworu lizujacego i 20 pl roztworu proteinazy K. W kolejnym kroku
uzyskang mieszaning worteksowano do momentu wymieszania dodanych
sktadnikow i catos¢ inkubowano przez 20 minut w temperaturze 37°C w termobloku
firmy Labnet. Po uptywie 20 minut termoblok ustawiono na temperaturg 70°C
i kontynuowano inkubacje w tej temperaturze przez 5 minut. Po zakonczonej
inkubacji probowki worteksowano przez 20 sekund, a nastgpnie wirowano 1 minute
przy predkosci 13 tys. RPM w wiréwce marki Heraeus FRESCO 21 (ThermoFisher
Scientific). Po wirowaniu uzyskany supernatant w zalezno$ci od ilosci materiatu
przenoszono w objetosci okoto 300 pl na minikolumny 1 cato$§¢ ponownie wirowano
przez 1 minute przy predkosci 13 tys. RPM. W nastepnym etapie do minikolumn
dodano 500 pl roztworu pluczacego ipowtdrzono wirowanie w parametrach
podanych powyzej. Nastgpnie minikolumny przetozono do 2 ml probowek i dodano
400 pl roztworu ptuczacego. Minikolumny wirowano przez 2 minuty przy predkosci
13 tys. RPM. Po wirowaniu minikolumny ponownie przetozono do kolejnych
probowek o pojemnosci 2 ml, a do wngtrza minikolumn dodano uprzednio ogrzanego
do 70°C buforu Tris iinkubowano przez 2 minuty w temperaturze pokojowe;j.
Nastgpnie probowki wirowano przez 1 minut¢ przy 13 tys. RPM. W ostatnim etapie
izolacji DNA, po wirowaniu usuni¢to kolumny, a znajdujace si¢ w roztworze DNA
przechowywano do dalszych analiz w temperaturze 4°C lub temperaturze -20°C
[100]

Wyizolowane genomowe DNA kazdego izolatu S. liquefaciens i S. marcescens
bylo analizowane w kierunku obecnosci sekwencji gendw kodujacych wybrane
czynniki wirulencji. W pracy badano obecnos¢ genu fimA kodujacego fimbrie typu
I, genoéw phlA i phlB kodujacych biatka fosfolipazy A oraz geny shlA i shIB kodujace
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biatka ShlA i ShIB toksyny hemolitycznej Serratia sp. Detekcje obecnosci

wymienionych

genéw przeprowadzono z wykorzystaniem techniki
z zaprojektowanymi starterami przedstawionymi w Tab. 9.

Tabela 9. Sekwencje zaprojektowanych starteréw do badania obecnosci
wybranych gen6w wirulencji

Liczba

Nazwa i sekwencja startera

Temperatura
przylaczania
starterow

START _shIB_S.liq

5= GTGTTTCATTGGAGCAGCAG -3’
STOP_shIB_S.liq

5= TCCCAGGACAGTCTGATCTG - 3’

63,6°C

START shlA_S.lig

5~ GGTGTTTCAACTGCCGGTAACG — 3’
STOP_shlA_S.lig

5~ TTATTTACCCGAAAAGACCCCCG — 3’

70,0°C

START_phIB_S.liq

5’= CGCCTATGGCAGACGTTAAT - 3’
STOP_phiIB_S.liq

5’= TTACTGCTGTCCGTATTGCG — 3’

62,8°C

START_phlA_S.lig

5= GCATTTCTAATACAGAACTCATCCG -3’
STOP_phlA_S.liq

5’= GATGCCGAAACCGAGCAG -3’

69,0°C

START_phIB_S.marc

5= GGCTAAGGAGCAACAGATGG -3’
STOP_phIB_S.marc

5= CCTGCAGCCATTTATCCAGT — 3’

70,0°C

START_phlA_S.marc

5’— ACCTCTGCAGTATCCCCGGT — 3’
STOP_phlA_S.marc

5~ GGCTTTTGTTCCGCCATCG -3’

60,7°C

START_shIB_S.marc

5’—= AAAAATCACCGCCTTGAC -3’
STOP_shIB_S.marc

5’= CAGTACCTGAACCGGATCC -3’

63,0°C

START_fimA_S.marc

5= AGTATTATTGCCTTTGGCCG -3’
STOP_fimA_S.marc

5~ GTATTCGATGGTGAAGGTAGC - 3’

58,8°C

START _shlA_S.marc

5~ TGGATGAAAAATAATAACTTCAGACTTTCG - 3’
STOP_shlA_S.marc

5’— ATGAATTCCGCGTTATTTGCCGCTGAAC - 3’

76,0°C

10

START_fim_S.liq

5= AACAGCGATCATTTCCAGTTTGTGTG — 3’
STOP_fim_S.liq

5= ATTGCGTACCAGCATTAGCAATGTCC — 3’

61,1°C

PCR

Do reakcji zostata uzyta polimeraza Phusion™ High-Fidelity DNA Polymerase
firmy ThermoFisher Scientific w zestawie z pozostatymi odczynnikami. Mieszanina
reakcyjna do badania obecno$ci testowanych gendéw zostata sporzadzona zgodnie
Z przedstawiong Tab. 10.
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Przed przeprowadzeniem reakcji PCR kazdorazowo wykonywano pomiar
stezenia 1 czystosci wyizolowanego genomowego DNA. Proces ten przeprowadzano
zuzyciem spektrofotometru DeNovix DS-11+. Do pomiaru st¢zenia DNA stosowano
objetos¢ 1 ul proby. Jako proby slepej przed rozpoczeciem pomiaru uzywano buforu
Tris z zestawu do izolacji DNA bakterii Gram-ujemnych firmy A&A Biotechnology.
Czystos$¢ pozyskanego DNA okreslana byta stosunkiem A260/A280 w granicach
wartosci 1,8 - 2,0. Do reakcji PCR uzywano DNA w stezeniu okoto 50 ng/ul.

Tabela 10. Sklad mieszaniny reakcyjnej [101]

Skladnik Objetos¢
dH20 12,3 pl
5X Phusion HF Buffer 4 ul

10 mM dNTPs 0,4 ul
Primer START (10uM) 1 ul
Primer STOP (10puM) 1 ul
DMSO 0,6 pl
Phusion High-Fidelity DNA Polymerase (2U/ul) | 0,2 ul
Matrycowe DNA 0,5 pl
Koncowa objeto$¢ mieszaniny reakcyjnej 20 pl

Reakcja PCR zostata przeprowadzona z wykorzystaniem termocyklera T100
firmy Bio-Rad. Warunki reakcji zostaly dostosowane do wymagan producenta
polimerazy typu Phusion i zostaty przedstawione w Tab. 11.

Tabela 11. Warunki reakcji PCR [101]

Etap cyklu Temperatura Czas Lci;;itl)ia
Wstepna denaturacja 99°C 3 min 1
Denaturacja 98°C 10s
Przytaczanie starterow 58.8 - 76°C 30s 35
Wydluzanie 72°C 45s
Koncowe wydtuzanie 72°C 5 min 1
Przechowywanie prob 12°C 0 1
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Jako kontrole pozytywne reakcji stosowano szczepy z zasobdéw Polskiej
Kolekcji Mikroorganizméw. Szczep S. marcescens PCM 501 stosowany byt jako
kontrola pozytywna obecnosci genow fimA, phlA, phIB oraz shlA. Natomiast szczep
S. marcescens PCM 549 byt kontrolg pozytywna dla obecnosci genu shiIB. Dla
izolatow nalezacych do gatunku S. liquefaciens kontrolg pozytywng dla gendéw
wirulencji fimA, phlA, phiB i shlA byt szczep S. liquefaciens PCM 2830. Dla genu
shlB nie udato si¢ pozyska¢ kontroli pozytywnej z powodu braku dostepnosci
szczepu posiadajacego ten gen w bazach danych. Wynik reakcji PCR interpre-
towano na podstawie wielkosci badanego produktu reakcji.

Szczepy pozyskane do badania z Polskiej Kolekcji Mikroorganizméw
wypracowano jako kontrole pozytywne poprzez zastosowanie techniki PCR
w gradiencie temperatur. Krok ten zastosowano réwniez celem uzyskania
najlepszego obrazu namnozonego produktu podczas reakcji PCR.

Wizualizacj¢ produktu uzyskanego z reakcji PCR przeprowadzono
z wykorzystaniem elektroforezy agarozowej o stezeniu agarozy 0,8% (EURX).
Elektroforeze przeprowadzono z uzyciem aparatu Mini-Sub cell GT firmy Bio-Rad
o dwodch rozmiarach Zelu. Mniejsza liczba prob wizualizowana byta na 8-dotkowym
zelu, a wigksza liczba na 15- i 20-dotkowym zelu. Do przygotowania podanego
stezenia zelu agarozowego uzyto buforu SB sktadajacego si¢ z kwasu borowego (45
g/l) (PPH) oraz wodorotlenku sodu (8 g/1) (POCH). Uzyskany w ten sposéb 20x
stezony bufor do elektroforezy doprowadzono do stezenia 1x. Nastgpnie bufor
W odpowiedniej objetosci dodawany byt do agarozy. Do zelu 8-dotkowego
dodawano 35 ml buforu, natomiast do zelu 15- lub 20-dotkowego dodawano 70 ml
buforu SB. Po rozpuszczeniu agarozy z uzyciem mikrofalowki firmy Menuet
dodawano 3 pl lub 5 pl barwnika Midori Green Advance firmy ABO w zaleznosci
od planowanego rozmiaru zelu. Nastgpnie na spolimeryzowany zel nanoszono
przygotowane probki DNA. Kazda proba naktadana do dotka Zelu zawierata 3 pl
dH20, 1 ul 6x stezonego buforu obcigzajacego (A&A Biotechnology) oraz 2 ul DNA
po reakcji PCR. Do oznaczania masy uzyskanego produktu PCR zastosowano
marker masy GeneRuller (ThermoFisher Scientific) lub DNA Marker 3 (A&A
Biotechnology) w zaleznos$ci od wielkosci poszukiwanego produktu. Elektroforeza
agarozowa przeprowadzana byta w napigciu statym 120V w czasie 30 minut dla Zzelu
8-dotkowego oraz 40 minut dla zelu 15- i 20-dotkowego. Do wizualizacji obrazu
produktu PCR na elektroforezie uzywano system dokumentacji zeli PXI firmy
Syngene.

12.6. Analiza dtugosci O-swoistego tancucha LPS

Kolejny eksperyment przeprowadzony na izolatach S. liquefaciens i S. marce-
scens dotyczyt analizy dlugosci O-swoistego tancucha LPS. Do izolacji LPS
Z testowanych izolatow zastosowano metode¢ z proteinaza K, a rozdzial LPS zostat
wykonany z uzyciem elektroforezy w warunkach denaturujacych SDS-PAGE.
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Rycina 7. Procedura izolacji LPS z proteinaza K [102]

‘ . ) Zatozenie hodowli badanego izolatu w 37°C przez
{ Dzienl 24h w cieplarce z wytrzasaniem.

Etap L

Dyzien 2 b Przeniesienie 1,5 ml nocnej hodowli ptynnej do
g probéwki typu Eppendorf.

Etap 2

Wirowanie hodowli w predkosci 13 tys. x g, czasie
15 min. i temperaturze 4°C.

Etap 3

Odrzucenie supernatantu i zawieszenie osadu
w 200 pl buforu do préb.

Ltap 4 ‘

Gotowanie prob przez 10 minut w temperaturze
100°C w tazni wodne;j.

Etap 5

Ostudzenie prob i dodanie 40 pl roztworu
proteinazy K.

Etap 6 ‘

Inkubacja prob w temperaturze 60°C przez
2 podziny.

Izolacje¢ LPS rozpoczgto od zalozenia hodowli ptynnej w podiozu Nutrient
Broth w temperaturze 37°C przez 24 godziny z wytrzagsaniem (Ryc. 7). Po inkubacji
1,5 ml hodowli przeniesiono do probowki typu Eppendorf. Nastepnie wirowano przy
13 tys.xg przez 15 minut w temperaturze 4°C w wiréwce marki Heraecus FRESCO
21 firmy ThermoFisher Scientific. Po zwirowaniu prob uzyskany supernatant
odrzucono. Do pozostawionego osadu dodano 200 pl buforu do prob.
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Bufor do prob LPS

e Tris 1,211 ¢
e EDTA 0,5984 g
e Glicerol 16,26 ml
e SDS 89

e Bigkit bromofenolowy 5mg

Nastepnie probki gotowano przez 10 minut w temperaturze 100°C
w termobloku firmy StarLab. Po uptywie wyznaczonego czasu do préb dodano 40 pl
roztworu proteinazy K (A&A Biotechnology). Nastepnie kontynuowano inkubacje
w temperaturze 60°C przez 2 godziny. Po inkubacji wyizolowane preparaty LPS
przechowywano w temperaturze 4°C oraz w -20°C.
Wizualizacje  dlugosci  O-swoistego  tancucha LPS  prowadzono
z wykorzystaniem elektroforezy SDS-PAGE [103] oraz metody barwienia zelu
poliakrylamidowego roztworem srebra. W pierwszym etapie przygotowano zel do
elektroforezy SDS-PAGE sktadajacy si¢ z 15% zelu dolnego rozdzielajacego oraz
5% zelu goérnego zageszczajacego. Celem uzyskania odpowiedniego st¢zenia
poszczegbdlnych zeli zmieszano ze soba odpowiednie skladniki, ktére zostaly
przestawione ponizej.

15% rozdzielajacy zel dolny

e dH20 1,645 ml
e Bufor dolny* 3,3ml

e 30% akrylamid/bis-akrylamid 5ml

o APS** 100 pl

e TEMED 10 pl

*Bufor dolny Tris-HCI pH 8.8

e Tris 13,527 g
e SDS 300 mg
e dH2O 100 ml

Tris rozpuszczono w objetosci ok. 60 ml dH20. Nastgpnie doprowadzono do pH 8.8
przez dodatek 1M HCI, dodano SDS i uzupetniono za pomocg dH20 do 100 ml.

10% APS
. AP 01g
e dH20O 1ml

5% zel zageszczajacy gérny Tris-HCI pH 6.8

e dH20 775 ul
e Bufor gérny* 3,3ml
e 30% akrylamid/bis-akrylamid 1,2 ml
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« APS 50 pl
« TEMED 5l

*Bufor gérny Tris-HCI

e Tris 3,028 g
e SDS 200 mg
e dH20 100 ml

Tris rozpuszczono w objetosci ok. 60 ml dH20O. Nastepnie doprowadzono do pH 6.8
za pomoca 1M HCI, dodano SDS i uzupetniono za pomocg dH20 do 100 ml

W pierwszej kolejnosci przygotowano zestaw do pionowej elektroforezy typu
Mini-PROTEAN® Tetra Cell firmy BioRad. Nastepnie poprzez zmieszanie
odpowiednich sktadnikow przygotowano 15% zel rozdzielajacy, ktory po wylaniu
zalano woda miliQ i pozostawiono na okoto 45 minut w celu polimeryzacji.
W nastepnej kolejnosci przygotowano 5% zel zaggszczajacy, w ktorym po wylaniu
umieszczono grzebien. Calo$¢ pozostawiono na 30 minut w celu polimeryzacji zelu
gornego. Tak przygotowany zel poliakrylamidowy przechowywano przez noc
w warunkach wilgotnych w temperaturze 4°C.

Nastepnego dnia wyizolowane proby LPS rozcienczano do st¢zenia okoto
2 ng/ul poprzez dodanie 100 pl buforu do LPS, 60 pl dH20 oraz 40 pl proby LPS
danego szczepu. Tak przygotowang probke nanoszono do poszczegolnych dotkow
w objetosci 10 pl. W nastepnej kolejnosci do zmontowanego zestawu do
elektroforezy pionowej modelu Mini-PROTEAN® Tetra Cell firmy BioRad
dodawano buforu do elektrod 1x stezonego.

Bufor do elektrod 4x stezony

e Tris 129
e Glicyna 57,69
« SDS 4g

Sktadniki wymieszano za pomocg mieszadta magnetycznego w objgtosci 1000 ml
dH20. Do elektroforezy uzywano buforu 1x stezonego.

Odpowiednie stezenie tego buforu uzyskano poprzez zmieszanie ze sobg 250
ml buforu oraz 750 ml dH20. Bufor do elektrod dodawano w pierwszej kolejnosci
do zbiornika mniejszego utworzonego przez umieszczone w zestawie szkielka
zZ zelami poliakrylamidowymi, a nastgpnie bufor dolewano do wigkszego zbiornika
do wyznaczonego przez producenta poziomu. Elektroforeze w warunkach
denaturujacych prowadzono przy napigciu 100V przez czas okoto 2 godzin przy
obserwacjach poziomu barwnika na Zelu. Elektroforeze zatrzymywano po uptywie
okoto 10 minut po wyptynieciu barwnika.

Po zakonczonej elektroforezie zel wyciagnigto z pomiedzy szkietek
i umieszczono w ceramicznym naczyniu. Do naczynia dodano roztworu
utrwalajagcego |1 przechowywano przez noc w warunkach zaciemnienia
I temperaturze pokojowej.
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Roztwor utrwalajacy

e Alkohol metylowy 40 ml
e Kwas octowy 10 ml
e dH20 50 mi
Roztwor utleniajgcy*

e Periodic acid 0,79

e dH20 100 mi
Roztwor barwiacy*

e 0,1M NaOH 28 mi
e NHsOH 2ml

e 20% AgNO3 1g/5ml
e dH20 150 ml
Roztwor wywolujacy*

e Kwas cytrynowy 0,012 ¢
e 37% formaldehyd 125 ul
e dH20 250 ml

* Roztwory przygotowywane tuz przed ich uzyciem.

Tym etapem rozpoczynano proces barwienia zelu poliakrylamidowego
roztworem srebra. W kolejnym dniu odlano roztwoér utrwalajacy (0,7 g periodic acid
(Sigma-Aldrich), 100 ml dH20), a zel wytrzasano przez 5 minut w roztworze
utleniajgcym. Nastepnie 3-krotnie ptukano zel z wytrzasaniem w dH20. Podczas
trzeciego ptukania zelu woda przygotowywano roztwor barwigcy. W tym celu
W pierwszym etapie przygotowano 5 ml 20% roztworu azotanu srebra rozpuszczajac
1g azotanu srebra AgNOz (PPH POCh) w 5 ml dH20. W kolejnym etapie
przygotowano drugi roztwor zawierajacy okoto 100 ml dH20, 28 ml 0,21M NaOH
(PPH POCh) oraz 2 ml roztworu NHsOH (Chempur). W ostatnim etapie
przygotowania roztworu barwigcego dodawano ostroznie na mieszadle
magnetycznym roztwoér azotanu srebra do drugiego roztworu. Zel poliakry-
lamidowy wytrzasano w roztworze barwiagcym przez 10 minut. Po tym czasie Zel
ponownie ptukano dH20 3-krotnie przez 15 minut z wytrzasaniem. Po ptukaniu do
zelu dodano 250 ml roztworu wywotujacego (0,012g kwasu cytrynowego
(Chempur), 125 ul formaldehydu (POCH), 249,875 ml dH20). Zel wytrzasano
Z roztworem wywotujacym do momentu uzyskania obrazu. Reakcje zatrzymano
poprzez 3-krotne plukanie zelu dH20. Po zakonczonym wybarwianiu zelu cyfrowy
obraz rejestrowano za pomocg systemu do obrazowania zeli PXi 6 firmy Syngene.
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Rycina 8. Procedura barwienia Zelu poliakrylamidowego roztworem srebra
[104,105]

Zel po elektroforezie SDS-PAGE przez noc utrwalono
W roztworze utrwalajacym.

Il

Wytrzasanie zelu w roztworze utleniajacym przez
5 minut

Plukanie 3x

dH,0 z l

wyltrzgsaniem

Wrytrzasanie zelu w roztworze barwiacym
przez 10 minut.

Plukanie 3x
‘ dH,0 z
wytrzasaniem
Wytrzasanie zelu w roztworze wywolujacym
do momentu pojawienia sie obrazu.

I

Zatrzymanie reakcji przez ptukanie dH,0.

12.7. Analiza poziomu wrazliwosci bakterii na dziatanie ludzkiej surowicy

W celu okreslenia poziomu wrazliwosci komorek S. liquefaciens i S. marce-
scens na bakteriobdjcze dzialanie surowicy dany izolat poczatkowo inkubowano
W ptynnym podtozu LB (Luria-Bertani Broth, Biocorp). Inkubacje prowadzono
w temperaturze 37°C przez 18 godzin z opcja wytrzasania. Nastepnie po tym czasie
do probowki ze $wiezym ptynnym podlozem LB przeniesiono 500 pl hodowli
ptynnej 1 kontynuowano inkubacje¢ w temperaturze 37°C z wytrzasaniem. Inkubacje¢
zakonczono w momencie uzyskania zawiesiny komorek bakteryjnych o ODeoo
wynoszacej okoto 0,3. W kolejnym kroku cato$¢ odswiezonej hodowli plynnej
wirowano w wirowce przy parametrach 4 tys. RPM / 4°C / 20 minut. Po zwirowaniu
uzyskany osad zawieszono w roztworze PBS-u w objetosci 3 ml. Uzyskang
zawiesing komoérek zmieszano w objetosci 250 pul z 250 pl normalnej surowicy
ludzkiej (NHS, Sigma-Aldrich) i inkubowano w temperaturze 37°C w tazni wodnej
przez 0, 60 oraz 180 minut. Okre§lone czasy inkubacji w do$§wiadczeniu oznaczono
odpowiednio skrétami To, Ti oraz Ts. Po uplywie wyznaczonego czasu
z inkubowanej mieszaniny pobierano objetos¢ 100 ul i przygotowywano szereg
rozcienczen do rozcienczenia 107. Z kazdego rozcieficzenia wysiewano na podtoze
stale AO (Biocorp) metoda spotowa 10 pl mieszaniny i inkubowano w temperaturze
37°C przez 18-24 godzin. Kazdy wysiew wykonano z trzykrotnym powtdrzeniem
[106,107].
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Powyzej opisane doswiadczenie przeprowadzono rowniez dla inaktywowanej
normalnej surowicy ludzkiej (ITS — inaktywowana termicznie surowica, ang. Heat
Inactivated Serum). Inaktywacje sktadnikow uktadu dopetniacza przeprowadzono
poprzez jej inkubacj¢ w temperaturze 56°C przez czas 30 minut. Inkubacje
Z roztworem inaktywowanej surowicy traktowano jako kontrole doswiadczenia.

Analize poziomu wrazliwosci izolatow S. liquefaciens i S. marcescens na
bakteriobojcze dziatanie ludzkiej surowicy prowadzono poprzez pomiar liczby
CFU/ml. Jako probe ze 100% przezywalno$cig komorek traktowano proby z czasu
To (0 minut). Szczepy, ktorych wzrost zmienial si¢ w czasie, czyli dla ktorych
obserwowano wzrost liczby komoérek wzgledem ich liczby w czasie To, okreslono
jako szczepy oporne. Czas To traktowano rowniez jako kontrole techniczng
eksperymentu.
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13. Wyniki

13.1. Izolacja materiatu mikrobiologicznego

CEL.: Opracowanie metodologii izolacji materialu odzwierzecego
w kierunku pateczek Serratia sp.

Prace eksperymentalne prowadzone w ramach realizacji dyplomowej pracy
magisterskiej [108] pozwolity przebada¢ materiat pobrany z jamy nosowo-gardtowe;j
dzikoéw euroazjatyckich i saren europejskich. W toku tych prac pozyskano 605
wymazoéw mikrobiologicznych od dzikéw oraz 93 wymazy mikrobiologiczne od
saren. Wstepnie zidentyfikowane izolaty bakteryjne z wyzej wymienionego
materialu zwierzgcego uzyskano wykorzystujac metodg izolacji ITC/CIN. W wyniku
tych dziatah uzyskano 460 izolatow bakteryjnych z wymazow z jamy nosowo-
gardlowej dzikoéw oraz 82 izolaty bakteryjne z jamy nosowo-gardlowej saren (Tab.
12).

Prowadzona izolacja materiatu mikrobiologicznego pozyskanego z 55 tusz
krow domowych pozwolila na pozyskanie 228 izolatéw z jamy nosowo-gardiowej
oraz 208 izolatdow z odbytnicy. Z 228 izolatow z jamy nosowo-gardlowej, 110
izolatow zostato wyizolowanych na podtozu CT agar, natomiast 118 izolatéw zostato
wyizolowanych na podtozu DNAse LAB agar. Z kolei z 208 izolatow pozyskanych
z odbytnicy krow, 76 izolatdéw uzyskano na podtozu CT agar, a 132 izolatow
uzyskano na podtozu DNAse LAB agar (Tab. 12). Roznice w liczbie wyizolowanych
bakterii na podtozu sg wynikiem selektywnosci podtoza CT i braku zastosowania
selektywno$ci w podtozu DNAse. W pracy doktorskiej zastosowano te dwa rozne
podtoza celem zwigkszenia efektywnos$ci izolacji pateczek z rodzaju Serratia.

Material pozyskany z 24 tusz swin domowych z wojewddztwa opolskiego
pozwolit na pozyskanie 82 izolatow z gornego odcinka przewodu pokarmowego oraz
70 1izolatow z dolnego odcinka przewodu pokarmowego tusz $win domowych.
W wyniku prowadzonej izolacji na podlozu CT agar z gardta Swin pozyskano 27
izolaty, a na podtozu DNAse LAB agar 55 izolatow. Z 70 izolatéw uzyskanych
Z odbytu $win 32 zostaly wyhodowane na podtozu CT agar, natomiast 38 izolatow
zostato wyhodowanych na podtozu DNAse LAB agar (Tab. 12).

Z 35 wymazéw mikrobiologicznych pozyskanych z jamy nosowo-gardtowej
tusz §win domowych z wojewodztwa wielkopolskiego pozyskano tgcznie 118
izolatow. W wyniku prowadzonej izolacji na podtozu CT agar uzyskano 60 izolatow
bakteryjnych, natomiast na podtozu DNAse LAB agar pozyskano 58 izolatow (Tab.
12).
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Tabela 12. Zestawienie wynikow izolacji bakterii Gram-ujemnych z tusz
badanych zwierzat wolno zyjacych i rzeznych

. Liczba
. Liczba . , .
Liczba uzvskanvch izolatow Liczba
Zrédlo pobranych FysKany z jamy izolatow
g izolatow .
wWymazow . nosowo- | z odbytnicy
(lacznie) )
gardlowej
Dzik - 605 460 460 X
euroazjatycki
sama 93 82 82 X
europejska
Krowa a b
4
domowa 35 36 228 208
24
(wojewodztwo 152 82° 70°
Swinia opolskie)
domowa 35
(wojewodztwo 118 118° X
wielkopolskie)
>=812 >¥=1248 >=970 =278

Legenda:

2110 izolatéw wyhodowano na podtozu CT, 118 izolatéw wyhodowano na podtozu DNAse
®76 izolatdéw wyhodowano na podtozu CT, 132 izolaty wyhodowano na podtozu DNAse
€27 izolatow wyhodowano na podtozu CT, 55 izolatéw wyhodowano na podtozu DNAse
932 izolaty wyhodowano na podtozu CT, 38 izolatéw wyhodowano na podtozu DNAse

€58 izolatow wyhodowano na podtozu CT, 60 izolatéw wyhodowano na podtozu DNAse

X - brak pozyskanego materiatu do badan

Zastosowana technika izolacji materialu mikrobiologicznego z jednoczesna
hodowla materiatu na podtozu DNAse LAB agar i CT agar pozwolita na pozyskanie
izolatow bakteryjnych z kazdego zrodia oraz zwigkszenie prawdopodobienstwa
izolacji poszukiwanych pateczek z rodzaju Serratia.

Wszystkie izolaty przedstawione w Tab. 12 zostaly poddane identyfikacji
dziegki zastosowaniu metody MALDI Biotyper. Wyniki tej identyfikacji zawarte
zostaly w rozdziale 13.2.

13.2. Wyniki identyfikacji bakterii Gram-ujemnych

CEL.: Okreslenie czgsto$ci wystepowania S. liquefaciens i S. marcescens
w izolatach pozyskanych z tusz dzikéw euroazjatyckich, saren europej-
skich, krow domowych i §win domowych.
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Tabela 13. Zestawienie wynikéw identyfikacji pozyskanych bakterii Gram-
ujemnych od badanych zwierzat

., . Liczba izolatow Liczba izolatow
Zrodlo Liczba .
Badane . oznaczonych za | nieoznaczonych
. pozyskania | pozyskanych
zwierze izolatu izolatéw pomoca MALDI za pomoca
Biotyper MALDI Biotyper
Jama nosowo-
Dzik gardlowa 460 421 39
euroazjatycki ]
Odbytnica X X X
Jama nosowo-
Sarna gardtowa 82 70 12
europejska .
Odbytnica X X X
Jama nosowo- 998 206 29
Krowa gardtowa
domowa .
Odbytnica 208 195 13
o Jama nosowo- 200 188 12
Swinia gardtowa
domowa .
Odbytnica 70 58 12
¥=1248 ¥=1138 =110

W Tab. 13 przedstawione zostato zestawie wynikdéw izolacji bakterii
pozyskanych z tusz dzikéw euroazjatyckich, saren europejskich oraz krow i §win
domowych. Z uzyciem metody identyfikacji MALDI Biotyper przyporzadkowano
do poziomu rodzaju i gatunku 421 izolatow z tusz dzikow europejskich, 71 izolatow
z tusz saren europejskich oraz 401 izolatow z tusz krow domowych (206 - jama
nosowo-gardlowa, 195 - odbytnica) 1 246 izolatow z tusz §win domowych (188 -
jama nosowo-gardtowa, 58 - odbytnica). Przyporzadkowanie identyfikowanych
bakterii oparto na uzyskanych ,scorach” analizy mieszczacych si¢ w granicach
wartosci od 2.000 do 3.000 (Rozdziat 11.2). Dla niektérych analizowanych izolatow
uzyskano warto$ci ,,score” w granicach od 0.000 do 1.999, co oznaczato brak
identyfikacji. Takie warto$ci otrzymano dla 39 izolatow z tusz dzikow europejskich,
11 izolatdéw z tusz saren europejskich, 35 izolatow z tusz krow domowych (13 - jama
nosowo-gardtowa, 13 - odbytnica) oraz 24 izolatéw z tusz §win domowych (12 -
jama nosowo-gardiowa, 12 - odbytnica).
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13.2.1. Identyfikacja Gram-ujemnych bakterii z jamy nosowo-gardlowej
dzikéw euroazjatyckich

Dzigki wykorzystaniu metody MALDI Biotyper zidentyfikowano 421 z 460
pozyskanych izolatow bakteryjnych od dzikéw euroazjatyckich. Z pozyskanej puli
izolatow nie udato si¢ dokona¢ identyfikacji gatunkowej 39 izolatow (Tab. 13).

Proteomiczna analiza izolatow pozyskanych z jamy nosowo-gardtowej tusz
dzikow euroazjatyckich pozwolita na przyporzadkowanie izolatow do 10 rodzajow
bakterii Gram-ujemnych. Rodzaje te byly identyfikowane z rdzng czestoscia.
Najwigksza liczba izolatow zostala przyporzadkowana do rodzaju Rahnella
I stanowita 32% (137/421) identyfikacji oraz do rodzaju Serratia co stanowito 30%
(128/421) identyfikowanych bakterii. Czesto$¢ identyfikacji bakterii sklasyfi-
kowanych do pozostatych rodzajow wynosita odpowiednio: Ewingella sp. 10%
(44/421), Morganella sp. 9% (35/421), Providencia sp. 5% (21/421), Erwinia sp. 4%
(18/421), Citrobacter sp. 3% (16/421), Aeromonas sp. 2% (7/421), Pseudomonas sp.
2% (7/421) oraz Yersinia sp. 2% (8/421).

Zdecydowana wigkszo$¢ izolatow bakteryjnych, nalezacych do bakterii Gram-
ujemnych, z jamy nosowo-gardlowej tusz dzikéw euroazjatyckich zostata
zidentyfikowana do poziomu gatunku. Bakterie zidentyfikowane do poziomu
gatunku stanowig 99,8% wszystkich poddanych identyfikacji izolatow. Wyniki
analizy MALDI Biotyper pokazaty (Tab. 14), ze w jamie nosowo-gardtowej
wystepowaly nastepujace gatunki z rodzaju Aeromonas: A. salmonicida (4/421),
A. bestiarium (1/421), A. media (1/421) i Aeromonas sp. (1/421), z rodzaju
Citrobacter: C. amalonaticus (1/421), C. braaki (12/421), C. freundii (3/421) oraz
z rodzaju Erwinia: E. rhapontici (2/421) i E. persicina (16/421). Za pomocg tej
metody zidentyfikowano tez bakterie nalezace do gatunku Ewingella americana
(44/421) i Morganella morganii (35/421) oraz gatunki nalezgce do rodzaju
Providencia: P. rettgeri (18/421) i P. alcalifaciens (3/421), rodzaju Pseudomonas:
P. chlororaphis (1/421), P. extremorientalis (1/421), P. libanensis (1/421),
P. monteilii (1/421), P. proteolytica (1/421) oraz P. putida (2/421), rodzaju Serratia:
S. fonticola (31/421), S. liquefaciens (86/421), S. marcescens (5/421),
S. plymuthica (4/421), S. quinivorans (1/421) oraz S. ureilytica (1/421), rodzaju
Yersinia: Y. bercovieri (1/421), Y. enterocolitica (5/421), Y. frederiksenii (1/421),
Y. kristensenii (1/421) oraz do gatunku Rahnella aquatilis (137/421).
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Tabela 14. Wyniki identyfikacji MALDI Biotyper bakterii Gram-ujemnych
z jamy nosowo-gardlowej dzikow euroazjatyckich

Liczba Lista rodzajow / gatunkow Liczba
izolatow bakteryjnych izolatow
1 Aeromonas salmonicida 4
2 Aeromonas bestiarium 1
3 Aeromonas media 1
4 Aeromonas sp. 1
5 Citrobacter amalonaticus 1
6 Citrobacter braaki 12
7 Citrobacter freundii
8 Erwinia rhapontici 2
9 Erwinia persicina 16
10 Ewingella americana 44
11 Morganella morganii 35
12 Providencia rettgeri 18
13 Providencia alcalifaciens 3
14 Pseudomonas chlororaphis 1
15 Pseudomonas extemorientalis 1
16 Pseudomonas libanensis 1
17 Pseudomonas monteilii 1
18 Pseudomonas proteolytica 1
19 Pseudomonas putida 2
20 Rahnella aquatilis 137
21 Serratia fonticola 31
045 Serratia liquefaciens 86
23 Serratia marcescens 5
24 Serratia plymuthica 4
25 Serratia quinivorans 1
26 Serratia ureilytica 1
27 Yersinia bercovieri 1
28 Yersinia enterocolitica 5
29 Yersinia frederiksenii 1
30 Yersinia kristensenii 1
>=421

13.2.2. Identyfikacja Gram-ujemnych bakterii z jamy nosowo-gardlowej saren
europejskich

Proteomiczna analiza pozyskanych izolatow z jamy nosowo-gardtowej tusz
saren europejskich pozwolita na zidentyfikowanie 36 z 71 izolatow.
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Zidentyfikowane bakterie nalezaly do 9 rodzajow bakterii Gram-ujemnych.
Najczeséciej wystepujacymi rodzajami pozyskanymi od saren byly Rahnella 38%
(27/71) oraz Serratia 25% (18/71). Pozostate izolaty bakteryjne klasyfikowane byty
do rodzajow Pseudomonas 11% (8/71), Ewingella 8% (6/71), Erwinia 7% (5/71),
Shewanella 5% (4/71) oraz Aeromonas 1% (1/71), Morganella 1% (1/71) i Yersinia
1% (1/71).

W obrgbie przedstawionych powyzej rodzajow zidentyfikowanych bakterii
metoda MALDI Biotyper pozwolita na przyporzadkowanie izolatow do poziomu
gatunku na podstawie uzyskanych widm mieszaniny biatek. Lista uzyskanych
gatunkOw bakterii zostala przedstawiona w Tab. 15. Tabela ta pokazuje, zZe
W przewazajacej liczbie izolaty bakteryjne zostaty przyporzadkowane do gatunku
Rahnella aquatilis (27/71). Gatunek ten byl rowniez jedynym przedstawicielem
calego rodzaju Rahnella w danej identyfikacji. Wséréd rodzaju Serratia
identyfikowane byty gatunki takie jak: S. liquefaciens (15/71), S. entomophila
(1/71), S. fonticola (1/71) oraz S. quinivorans (1/71). Roznorodnos¢ gatunkowsg
stwierdzono rowniez w obrebie rodzaju Pseudomonas. Do identyfikowanych
gatunkéw nalezaly: P. antarctica (1/71), P. fluorescens (2/71), P. fragi (1/71),
P. gessardii (2/71), P. grimontii (1/71) oraz P. libanensis (1/71). Pozostate izolaty
zostaly przyporzadkowane do nastgpujacych gatunkow: Aeromonas salmonicida
(1/71), Erwinia persicina (5/71), Ewingella americana (6/71), Morganella morganii
(1/71), Shewanella baltica (4/71) oraz Yersinia enterocolitica (1/71). Gatunki te
podobnie do R. aquatilis byly jedynymi przedstawicielami tych rodzajow
identyfikowanych u saren europejskich.

Tabela 15. Wyniki identyfikacji MALDI Biotyper bakterii Gram-ujemnych
z jamy nosowo-gardlowej saren europejskich

Liczba | Lista rodzajow / gatunkow Liczba
izolatéw bakteryjnych izolatow
1 Aeromonas salmonicida 1
2 Erwinia persicina 5
3 Ewingella americana 6
4 Morganella morganii 1
5 Pseudomonas antarctica 1
6 Pseudomonas fluorescens 2
7 Pseudomonas fragi 1
8 Pseudomonas gessardii 2
9 Pseudomonas grimontii 1
10 Pseudomonas libanensis 1
11 Rahnella aquatilis 27
12 Serratia entomophila 1
13 Serratia fonticola 1
14 Serratia liguefaciens 15
15 Serratia quinivorans 1
16 Shewanella baltica 4
17 Yersinia enterocolitica 1
=71
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Ryc. 9.1 przedstawia zestawienie porownawcze identyfikacji izolatow
pozyskanych z jamy nosowo-gardtowej tusz dzikow euroazjatyckich i tusz saren
europejskich. Przedstawione wyniki wskazujg najczgstsze wystepowanie
U wymienionych zwierzat bakterii z rodzajow Rahnella i Serratia. Z mniejsza
czestoscig identyfikowane byly rodzaje Erwinia, Ewingella, Aeromonas,
Morganella, Yersinia i rodzaj Pseudomonas. Wyniki przedstawione na wykresie
pokazuja rowniez, ze bakterie z rodzajow Citrobacter oraz Providencia wystepowaty
wylacznie u dzikéw euroazjatyckich. Natomiast rodzaj Shewanella identyfikowany
byl wylacznie u saren europejskich.

Zestawienie gatunkowe zaprezentowane na Ryc. 9.2 pokazuje, ze zaréwno od
dzikow euroazjatyckich 1 saren europejskich najczgsciej identyfikowanym
gatunkiem byt gatunek S. liquefaciens. Gatunki S. fonticola, S. qunivorans
i S. ureilytica wystgpowaty u obu badanych zwierzat, ale z mniejsza czestoscia.
S. entomophila izolowana byla wylgcznie od saren europejskich, natomiast
S. marcescens i S. plymuthica izolowane byty wytacznie od dzikow euroazjatyckich.

Rycina 9. Identyfikacja wykonana metoda MALDI Biotyper izolatéw z jamy
nosowo-gardlowej saren europejskich i dzikéw euroazjatyckich

Liczba izolatow oznaczonych za pomocg MALDI Biotyper: 421 (dziki euroazjatyckie)
Liczba izolatow oznaczonych za pomocg MALDI Biotyper: 71 (sarny europejskie)
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Legenda:

1 — wykres przedstawiajacy rodzaje oznaczonych bakterii, 2 — wykres przedstawiajacy oznaczone
gatunki w obrebie rodzaju Serratia
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13.2.3. Identyfikacja Gram-ujemnych bakterii jamy nosowo-gardtowej
i odbytnicy kréw domowych

Zastosowana technika analizy izolatow bakteryjnych z jamy nosowo-
gardtowej 1 odbytnicy tusz kréw domowych pozwolita na zidentyfikowanie 206/224
(92%) oraz 195/208 (94%) izolatow. Z jamy nosowo-gardlowej nie udato si¢
dokona¢ identyfikacji gatunkowej 18 izolatow (8%), a z odbytnicy 13/208 (6%)
izolatow nie zostato zidentyfikowanych.

Analizy proteomiczne zidentyfikowanych izolatow pozyskanych z jamy
nosowo-gardtowej przyporzadkowaty je do 15 réznych rodzajéw w obrebie grupy
bakterii Gram-ujemnych. Identyfikowanymi rodzajami byly: Pseudomonas 34%
(71/206), Serratia 20% (42/206), Citrobacter 15% (30/206), Providencia 11%
(22/206), Morganella 5% (11/206), Klebsiella 4% (9/206), Aeromonas 2% (6/206),
Escherichia 2% (5/206), Enterobacter 1% (2/206), Myroides (1% (2/206), Raoultella
1% (2/206) oraz Kluyvera 0,5% (1/206), Leclercia 0,5% (1/206), Shewanella 0,5%
(1/206) i Stenotrophomonas 0,5% (1/206).

Izolaty bakteryjne pozyskane z odbytnicy poprzez zastosowanie metody
MALDI Biotyper sklasyfikowane zostaty do 14 r6znych rodzajéw w obrebie grupy
bakterii Gram-ujemnych. Wystepujacymi rodzajami bakterii w analizowanym
miejscu byty: Pseudomonas 28% (56/195), Providencia 19% (37/195), Citrobacter
14% (28/195), Escherichia 11% (21/195), Serratia 8% (16/195), Klebsiella 5%
(10/195), Morganella 4% (8/195), Aeromonas 2% (4/195), Shewanella 2% (4/195),
Myroides 1,5% (3/195), Proteus 1,5% (3/195), Stenotrophomonas 1,5% (3/195) oraz
Acinetobacter 0,5% (1/195) i Buttiauxella 0,5% (1/195).

W Tab. 16 zaprezentowano przyporzadkowanie przedstawionych rodzajow
izolatow bakterii z jamy nosowo-gardlowej krow do poziomu gatunku. Analizujac
zaprezentowane wyniki mozna zauwazy¢, ze w obrgbie rodzaju Aeromonas
wystepowaly gatunki takie jak: A. caviae (4/206), A. media (1/206), A. popofii
(1/206). Rodzaj Citrobacter stanowity gatunki C. amalonaticus (1/206), C. braakii
(10/206), C. freundii (12/206), C. gillenii (2/206) i C. koseri (1/206). Wytacznie do
poziomu rodzaju zostaly sklasyfikowane 4/206 izolaty. Z gardta krow domowych
zostaly rowniez zidentyfikowane bakterie z gatunkow Enterobacter cloacae (2/206),
Escherichia coli (5/206), Leclercia adecarboxylata (1/206), Morganella morganii
(11/206), Myroides odoratimimus (2/206), Shewanella profunda (1/206)
i Stenotrophomonas maltophila (1/206). W obrebie rodzaju Klebsiella oznaczono
gatunki K. pneumoniae (7/206) oraz K. oxytoca (2/206). Rodzaj Providencia
stanowily gatunki: P. alcalifaciens (7/206) P. rettgeri (13/206) i P. vermicola
(2/206). W obrebie rodzaju Pseudomonas zidentyfikowano gatunki: P. antarctica
(1/206), P. brenneri (1/206), P. chlororaphis (5/206), P. corrugata (1/206),
P. fluorescens (4/206), P. gessardii (3/206), P. grimontii (1/206), P. libanensis
(1/206), P. putida (13/206), P. rhodesiae (1/206) i P. tolaasii (1/2016). Dodatkowo
39/206 izolatow zostaly przyporzadkowanych wylacznie do poziomu rodzaju
Pseudomonas. Z rodzaju Serratia udato si¢ zidentyfikowaé bakterie z gatunku
S. fonticola (3/206), S. grimesii (4/206), S. liquefaciens (22/206), S. marcescens
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(7/206), S. odorifera (1/206) i S. rubidaea (4/206) oraz 1 izolat przyporzagdkowany
wylacznie do poziomu rodzaju Serratia.

Tabela 16. Wyniki identyfikacji MALDI Biotyper bakterii Gram-ujemnych
Z jamy nosowo-gardlowej kréw domowych

Liczba | Lista rodzajow / gatunkow Liczba
izolatow bakteryjnych izolatow
1 Aeromonas caviae 4
2 Aeromonas media 1
3 Aeromonas popofii 1
4 Citrobacter amalonaticus 1
5 Citrobacter braakii 10
6 Citrobacter freundii 12
7 Citrobacter gillenii 2
8 Citrobacter koseri 1
9 Citrobacter sp. 4
10 Enterobacter cloacae 2
11 Escherichia coli 5
12 Klebsiella oxytoca 2
13 Klebsiella pneumoniae 7
14 Kluyvera sp. 1
15 Leclercia adecarboxylata 1
16 Morganella morganii 11
17 Myroides odoratimimus 2
18 Providencia alcalifaciens 7
19 Providencia rettgeri 13
20 Providencia vermicola 2
21 Pseudomonas antarctica 1
22 Pseudomonas brenneri 1
23 Pseudomonas chlororaphis 5
24 Pseudomonas corrugata 1
25 Pseudomonas fluorescens 4
26 Pseudomonas gessardii 3
27 Pseudomonas grimontii 1
28 Pseudomonas libanensis 1
29 Pseudomonas putida 13
30 Pseudomonas rhodesiae 1
31 Pseudomonas sp. 39
32 Pseudomonas tolaasii 1
33 | Raoultella ornithinolytica 1
34 Raoultella terrigena 1
35 Serratia fonticola 3
36 | Serratia grimesii 4
37 | Serratia liguefaciens 22
38 Serratia marcescens 7
39 Serratia odorifera 1
40 Serratia rubidaea 4
41 | Serratia sp. 1
42 Shewanella profunda 1
43 | Stenotrophomonas maltophila 1
¥=206
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Wyniki identyfikacji MALDI Biotyper izolatow pozyskanych z odbytnicy
tusz krow domowych przedstawiono w Tab. 17. Zastosowana metoda pozwolita na
wyodrgbnienie gatunku Acinetobacter pittii (1/195), Buttiauxella noackieae (1/195),
Morganella morganii  (8/195), Myroides odoratimimus (3/195) oraz
Stenotrophomoas maltophila (3/195) i Escherichia coli (20/195). W obrebie rodzaju
Aeromonas zidentyfikowano gatunki: A. caviae (3/195) i A. hydrophila (1/195),
natomiast w obrebie rodzaju Citrobacter gatunki: C. amalonaticus (2/195),
C. braakii (12/195) i C. freundii (13/195). Do poziomu rodzaju Citrobacter zostat
sklasyfikowany 1 izolat. Z rodzaju Klebsiella oznaczono izolaty nalezace do
gatunku: K. oxytoca (5/195) i K. pneumoniae (4/195). Rodzaj Proteus
reprezentowaly izolaty sklasyfikowane do gatunku: P. hauseri (1/195) i P. vulgaris
(2/195), natomiast rodzaj Providencia reprezentowany byl przez gatunki:
P. alcalifaciens (19/195), P. rettgeri (12/195), P. rustigianii (2/195) i P. vermicola
(2/195). Rodzaj Pseudomonas stanowity izolaty zaliczone do gatunku: P. antarctica
(1/195), P. brenneri (2/195), P. chlororaphis, (2/195), P. corrugata (1/195),
P. fluorescens (2/195), P. fulva (1/195), P. gessardii (1/195), P. libanensis (1/195),
P. proteolytica (1/195) i P. putida (17/195). W obrgbie rodzaju Serratia
zidentyfikowano izolaty z gatunkow: S grimesii (1/195), S. liquefaciens (8/195),
S. marcescens (3/195) i S. rubidaea (4/195), natomiast do rodzaju Shewanella
zaliczono gatunki: S. baltica (1/195), S. profunda (1/195) i S. putriefaciens (1/195).
Niektore z badanych izolatow zostaty przyporzadkowane wylacznie do poziomu
rodzaju. Byt nim 1 izolat z rodzaju Escherichia, 1 izolat z rodzaju Klebsiella,
2 izolaty z rodzaju Providencia i 28 izolatoéw z rodzaju Pseudomonas.
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Tabela 17. Wyniki identyfikacji MALDI Biotyper bakterii Gram-ujemnych
Z odbytnicy kréw domowych

Liczba Lista rodzajow / gatunkow Liczba
izolatéw bakteryjnych izolatéw
1 Acinetobacter pittii 1
2 Aeromonas caviae 3
3 Aeromonas hydrophila 1
4 Buttiauxella noackiae 1
5 Citrobacter amalonaticus 2
6 Citrobacter braakii 12
7 Citrobacter freundii 13
8 Citrobacter sp. 1
9 Escherichia coli 20
10 Escherichia sp. 1
11 Klebsiella oxytoca 5
12 Klebsiella pneumoniae 4
13 Klebsiella sp. 1
14 Morganella morganii 8
15 Mycoides odoratimimus 3
16 Proteus hauseri 1
17 Proteus vulgaris 2
18 Providencia alcalifaciens 19
19 Providencia rettgeri 12
20 Providencia rustigianii 2
21 Providencia sp. 2
22 Providencia vermicola 2
23 Pseudomonas antarctica 1
24 Pseudomonas brenneri 1
25 Pseudomonas chlororaphis 2
26 Pseudomonas corrugata 1
27 Pseudomonas fluorescens 2
28 Pseudomonas fulva 1
29 Pseudomonas gessardii 1
30 Pseudomonas libanensis 1
31 Pseudomonas proteolytica 1
32 Pseudomonas putida 17
33 Pseudomonas sp. 28
34 Serratia grimesii 1
35 Serratia liquefaciens 8
36 Serratia marcescens 3
37 Serratia rubidaea 4
38 Shewanella baltica 1
39 Shewanella profunda 1
40 Shewanella putriefaciens 1
41 Shewanella sp. 1
42 Stenotrophomonas maltophilia 3
=195

Poréwnanie rodzajowe i gatunkowe zidentyfikowanych izolatow przedsta-
wiono ponizej na Ryc. 10. Analizujagc zamieszCZzone na nim dane mozna
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wnioskowaé, ze zarowno w jamie nosowo-gardlowej jak i odbytnicy krow
domowych wystepowaly bakterie z rodzajow Aeromonas, Citrobacter, Escherichia,
Klebsiella, Morganella, Shewanella i Stenotrophomonas. Do najczgsciej
identyfikowanych rodzajéw réwniez wystepujacych w jamie nosowo-gardtowej
i odbytnicy, nalezaly rodzaje Pseudomonas i Serratia. W jamie nosowo-gardiowej
wystepowaly takze bakterie, ktorych nie wyizolowano z odbytnicy tj. Enterobacter
sp., Kluyvera sp., Leclercia sp. i Raoultella sp. Z kolei w odbytnicy wystepowaty
rodzaje Acinetobacter, Buttiauxella i Proteus, ktérych nie wyizolowano z jamy
nosowo-gardtowej krow domowych.

Zestawienie gatunkowe identyfikacji bakterii z rodzaju Serratia pokazuje, ze
gatunki S. grimesii, S. liquefaciens, S. marcescens i S. rubidaea wystepowatly
w jamie nosowo-gardlowej i odbytnicy kréw domowych. Jednakze najczesciej
identyfikowanym gatunkiem byta S. liquefaciens. Pozostate gatunki, S. fonticola
i S. odorifera, wystepowaty wytacznie w jamie nosowo-gardtowej krow domowych.

Rycina 10. Identyfikacja wykonana metoda MALDI Biotyper izolatéw z jamy
nosowo-gardlowej i odbytnicy krow domowych

Liczba izolatow oznaczonych za pomoca MALDI Biotyper: 206
(jama nosowo-gardlowa)
Liczba izolatow oznaczonych za pomocg MALDI Biotyper: 195
(odbytnica)

:
=
£ 60
S 4
2 20 - ql0
Es 15501512020i.101010I 1413
0
& $Qﬂ\°$$Q q,\\°$Qx($Qx‘$Qe\N $QW<»$Q \\0&@ sQO < sQ \0 sQ“ \\0&@0 \st ¥
0“0 W o© o ov (\c’ «09 \}ﬁq C\Qf{ ‘(\ .{ ‘(“ \)V Q;( (& o “\
FOMCA \»\"\0@“0 O o PR @0‘0‘7 $ \»&O Qo 9 G W Q\“o
p* 9 o g W 9% @‘(\0
x
Rodzaj S
30 24 " Jama
NOSOWo-
20 gardlowa
g Odbytnica
S 10 8 7
4 4 4
E -0 m! . 1o
- O —
<
= A
S N {\«\@5\\ 0> osC aset \0\6%62‘
- 2 W B R \%0 e
ge{(‘b' %e“%»&\‘b« ((b«\’\‘b' %6(‘ %@ﬁ
Gatunek
Legenda:

1 — wykres przedstawiajacy rodzaje oznaczonych bakterii, 2 — wykres przedstawiajacy oznaczone
gatunki w obrebie rodzaju Serratia
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13.2.4. Identyfikacja Gram-ujemnych bakterii z jamy nosowo-gardiowej
I odbytnicy $win domowych

Z wykorzystaniem metody MALDI Biotyper zidentyfikowano 188/200
izolatow pozyskanych z jamy nosowo-gardlowej tusz $win domowych. Z kolei
Z odbytnicy $win domowych 58/70 izolatoéw zostato zidentyfikowanych. Z jamy
nosowo-gardtowej i odbytnicy $win domowych nie udato si¢ zidentyfikowaé 12/200
oraz 12/70 izolatow.

Ze 188 poddanych identyfikacji izolatdow pozyskanych z jamy nosowo-
gardlowej, wyszczegélniono 15 roéznych rodzajow bakterii Gram-ujemnych.
Najwigcej izolatow zostato przyporzadkowanych do rodzaju Pseudomonas (67/188;
35%), a najmniej do rodzajow Proteus (1/188, 0,5%), Hafnia (1/188, 0,5%)
i Shewanella (1/188; 0,5%). Bardzo czesto izolowane byty bakterie nalezace do
rodzajow: Serratia (43/188; 23%) i Aeromonas (35/188; 18%). Ze $rednig cz¢stoscia
wystepowaly bakterie sklasyfikowane do rodzajow: Citrobacter (12/188; 6%),
Escherichia (7/188; 3%), Yersinia (4/188; 2%), Enterobacter (3/188; 1,5%),
Kluyvera (2/188; 1%), Raoultella 2/188; 1%) i Stenotrophomonas (2/188; 1%).

Izolaty pozyskane z odbytnicy (58/70) zostaly przyporzadkowane do 9 rodza-
jow bakterii Gram-ujemnych. Przewazajaca liczba izolatow nalezala do rodzaju
Pseudomonas (33/58; 57%). Pozostale rodzaje identyfikowane byly z mniejsza
czestoscig: Aeromonas (5/58; 8%), Providencia (4/58; 7%), Serratia (3/58; 5%),
Citrobacter (2/58; 3%), Klebsiella (1/58; 1,7%), Kluyvera (1/58; 1,7%) oraz
Shewanella (1,7%).

W Tab. 18 zaprezentowano przyporzadkowanie zidentyfikowanych rodzajow
bakterii do poziomu gatunku. Przedstawicielami rodzaju Aeromonas byty gatunki:
A. bestiarum (1/188), A. caviae (3/188), A. eucrenophila (2/188), A. hydrophila
(1/188), A. media (13/188), A. popoffii (5/188), A. salmonicida (4/188) oraz
A. veronii (2/188). Rodzaj Citrobacter stanowity gatunki taki jak: C. braakii (8/188),
C. freundii (1/188), C. gillenii (1/188) oraz C. koseri (2/188), natomiast rodzaj
Enterobacter gatunki: E. cloacae (1/188) i E. kobei (1/188). Identyfikowanymi
gatunkami bakterii byly rowniez Escherichia coli (6/188), Klebsiella pneumoniae
(5/188), Kluyvera intermedia (2/188), Proteus vulgaris (1/188), Providencia rettgerii
(3/188), Raoultella ornithinolytica (2/188), Shewanella baltica (1/188),
Stenotrophomonas maltophila (1/188) oraz Yersinia enterocolitica (4/188).
W obrgbie rodzaju Pseudomonas oznaczono gatunki: P.aeruginosa (2/188),
P. antarctica (2/188), P. brassicacearum (1/188), P. brenneri (4/188),
P. chlororaphis (1/188), P. fluorescens (4/188), P. gessardii (2/188), P. kilonensis
(1/188), P. koreensis (1/188), P. libanensis (2/188), P. orientalis (1/188),
P. proteolytica (4/188), P. rhodesiae (5/188), P. synxantha (4/188), P. taetrolens
(2/188), P. tolaasii (1/188) oraz P. veronii (11/188). Rodzaj Serratia stanowily
natomiast gatunki S. grimesii (1/188), S. liquefaciens (27/188), S. marcescens
(11/188), S. proteamaculans (3/188) oraz S. rubidaea (1/188). Niektore izolaty nie
zostaly przyporzadkowane do poziomu gatunku, jedynie do poziomu rodzaju. Taka
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klasyfikacj¢ uzyskaty izolaty z rodzaju Aeromonas (4/188), Enterobacter (1/188),
Escherichia (1/188), Hafnia (1/188) i Pseudomonas (19/188).

Tabela 18. Wyniki identyfikacji MALDI Biotyper bakterii Gram-ujemnych
Z jamy nosowo-gardlowej $win domowych

Liczba Li§ta rOElzaj()w / ga.tunk()w . LiCZb’a
izolatow bakteryjnych izolatow
1 Aeromonas bestiarum 1
2 Aeromonas caviae 3
3 Aeromonas eucrenophila 2
4 Aeromonas hydrophila 1
5 Aeromonas media 13
6 Aeromonas popoffii 5
7 Aeromonas salmonicida 4
8 Aeromonas sp. 4
9 Aeromonas veronii 2
10 Citrobacter braakii 8
11 Citrobacter freundii 1
12 Citrobacter gillenii 1
13 Citrobacter koseri 2
14 Enterobacter cloacae 1
15 Enterobacter kobei 1
16 Enterobacter sp. 1
17 Escherichia coli 6
18 Escherichia sp. 1
19 Hafnia sp. 1
20 Klebsiella pneumoniae 5
21 Kluyvera intermedia 2
22 Proteus vulgaris 1
23 Providencia rettgeri 3
24 Pseudomonas aeruginosa 2
25 Pseudomonas antarctica 2
26 Pseudomonas brassicacearum 1
27 Pseudomonas brenneri 4
28 Pseudomonas chlororaphis 1
29 Pseudomonas fluorescens 4
30 Pseudomonas gessardii 2
31 Pseudomonas kilonensis 1
32 Pseudomonas koreensis 1
33 Pseudomonas libanensis 2
34 Pseudomonas orientalis 1
35 Pseudomonas proteolytica 4
36 Pseudomonas rhodesiae 5
37 Pseudomonas sp. 19
38 Pseudomonas synxantha 4
39 Pseudomonas taetrolens 2
40 Pseudomonas tolaasii 1
41 Pseudomonas veronii 11
42 Raoultella ornithinolytica 2
43 Serratia grimesii 1
44 Serratia liquefaciens 27
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45 Serratia marcescens 11
46 Serratia proteamaculans 3
47 Serratia rubidaea 1
48 Shewanella baltica 1
49 Stenotrophomonas maltophila 1
50 Stenotrophomonas sp. 1
51 Yersinia enterocolitica 4
>=188

Zastosowanie metody MALDI Biotyper umozliwilo réwniez doktadniejsza
identyfikacj¢ wigkszo$ci pozyskanych izolatow z odbytnicy. Wyniki tej identyfikacji
zostaly zaprezentowane w Tab. 19. Zidentyfikowanymi gatunkami analizowanych
izolatow sa Citrobacter freundii (2/58), Escherichia coli (7/58) i Providencia
alcalifaciens (3/58). Z rodzaju Aeromonas wyszczegdlniono dwa gatunki: A. caviae
(3/58) i A. media (2/58), a z rodzaju Serratia gatunki S. grimesii (1/58)
i S. liquefaciens (2/58). Najczesciej identyfikowanym rodzajem byt rodzaj
Pseudomonas, w ktorego sktad wchodzity gatunki: P. antarctica (1/58),
P. fluorescens (3/58), P. fragi (1/58), P. fulva (1/58), P. gessardii (8/58),
P. libanensis (1/58), P. monteilii (1/58), P. proteolytica (1/58), P. putida (2/58),
P. rhodesiae (2/58), P. tolaasii (2/58) i P. veronii (1/58). Zastosowana metoda nie
pozwolita na przyporzadkowanie wszystkich izolatéw do poziomu gatunku. Niketore
izolaty z tej grupy zostaly zidentyfikowanie jako rodzaj Escherichia (1/58),
Klebsiella (1/58), Kluyvera (1/58), Providencia (1/58), Pseudomonas (9/58)
i Shewanella (1/58).
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Tabela 19. Wyniki identyfikacji MALDI Biotyper bakterii Gram-ujemnych
Z odbytnicy swin domowych

Liczba Lista rodzajow / gatunkow Liczba
izolatow bakteryjnych izolatow
1 Aeromonas caviae 3
2 Aeromonas media 2
3 Citrobacter freundii 2
4 Escherichia coli 7
5 Escherichia sp. 1
6 Klebsiella sp. 1
7 Kluyvera sp. 1
8 Providencia alcalifaciens 3
9 Providencia sp. 1
10 Pseudomonas antarctica 1
11 Pseudomonas fluorescens 3
12 Pseudomonas fragi 1
13 Pseudomonas fulva 1
14 Pseudomonas gessardii 8
15 Pseudomonas libanensis 1
16 Pseudomonas monteilii 1
17 Pseudomonas proteolytica 1
18 Pseudomonas putida 2
19 Pseudomonas rhodesiae 2
20 Pseudomonas sp. 9
21 Pseudomonas tolaasii 2
22 Pseudomonas veronii 1
23 Serratia grimesii 1
24 Serratia liguefaciens 2
25 Shewanella sp. 1

i
9]
o]

Przedstawiona Ryc. 11 pokazuje pordéwnanie identyfikowanych rodzajow
I gatunkoéw bakterii z jamy nosowo-gardlowej i odbytnicy tusz §win domowych.
Podobnie jak w przypadku krow domowych, najczesciej identyfikowanymi
rodzajami bakterii byly rodzaj Pseudomonas i Serratia. Oprocz tych rodzajow,
z jamy nosowo-gardtowej i odbytnicy identyfikowano takze rodzaje Aeromonas,
Citrobacter, Escherichia i Shewanella. Bakteriami wystgpujacymi wytacznie
w jamie nosowo-gardtowej byty Enterobacter sp., Hafnia sp., Klebsiella sp., Proteus
sp., Raoultella sp. oraz Yersinia sp.
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Rycina 11. Identyfikacja wykonana metoda MALDI Biotyper izolatow jamy
nosowo-gardlowej i odbytnicy swin domowych

Liczba izolatow oznaczonych za pomoca MALDI Biotyper: 188
(jama nosowo-gardlowa)
Liczba izolatow oznaczonych za pomoca MALDI Biotyper: 58
(odbytnica)
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Legenda:

1 — wykres przedstawiajacy rodzaje oznaczonych bakterii, 2 — wykres przedstawiajacy oznaczone

gatunki w obrebie rodzaju Serratia

Najczgséciej identyfikowanym gatunkiem w obrebie rodzaju Serratia byt
gatunek S. liquefaciens. Wystepowal on zarbwno w jamie nosowo-gardlowej jak
i odbytnicy swin domowych. Dodatkowo w obu badanych miejscach wystepowat
gatunek S. grimesi. Gatunki S. marcescens, S. proteamaculans i S. rubidaea

wystepowaly wylacznie w jamie Nnosowo-gardtowej swin domowych.
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Podsumowanie

e Zastosowanie podtéz CT/DNASe pozwolito na skuteczng izolacje
rodzaju Serratia z materiatu odzwierzgcego.

e Rodzaj Serratia nalezal do jednego z najczgsciej izolowanych
rodzajow bakterii Gram-ujemnych pozyskanych z jamy nosowo-
gardtowej dzikéw euroazjatyckich (Sus scrofa) i saren euro-
pejskich (Capreolus capreolus).

e S.liquefaciens byt najczgséciej wystepujacym gatunkiem w obrebie
rodzaju Serratia u dzikoéw euroazjatyckich (Sus scrofa) i saren
europejskich (Capreolus capreolus).

e U dzikow euroazjatyckich (Sus scrofa) gatunek S. marcescens
wystepowat z mniejsza czgstoscig niz inne gatunki.

e Nie potwierdzono wystepowania gatunku S. marcescens U saren
europejskich (Capreolus capreolus).

e Bakterie z rodzaju Serratia byty najczesciej izolowane z jamy
nosowo-gardtowej i odbytnicy krow domowych (Bos taurus
taurus) i $win domowych (Sus scrofa domestica).

e U kréw domowych (Bos taurus taurus) i swin domowych (Sus
scrofa domestica) najczgsciej identyfikowanym gatunkiem byta
S. liquefaciens, a po nim S. marcescens.

e Gatunek S. liquefaciens u swin domowych (Sus scrofa domestica)
wystepowat najczesciej w jamie nosowo-gardtowe;.

e U swin domowych (Sus scrofa domestica) gatunek S. marcescens
wystepowat jedynie w jamie nosowo-gardtowe;j.
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13.3. Wyniki detekcji enzymoéw zewnatrzkomérkowych u izolatow S. liquefa-
ciens i S. marcescens

CEL: Okreslenie potencjalnej wirulencji S. liquefaciens i S. marcescens
poprzez detekcje enzymow zewnatrzkomdrkowych.

Badanie majgce na celu detekcje enzymoéw zewnatrzkomorkowych
wytwarzanych przez pateczki S. liquefaciens 1 S. marcescens zostato
przeprowadzone za pomocg metod opisanych w Rozdziale 11.3.

Do badania okre$lajacego wystepowanie enzyméow deoksyrybonukleazy,
lipazy i zelatynazy wybrano izolaty z najwyzsza warto$cig ,score”, czyli
wspolczynnika przyrownania widma bialek z metody MALDI Biotyper.

Testy biochemiczne sprawdzajace obecno$¢ enzymu deoksyrybonukleazy,
lipazy 1 zelatynazy zostaly przeprowadzone dla 63 izolatow S. liquefaciens i 4
izolatow S. marcescens pozyskanych z tusz dzikéw euroazjatyckich, 14 izolatow
S. liquefaciens z tusz saren europejskich, 28 izolatow S. liquefaciens i 10 izolatow
S. marcescens pozyskanych z tusz kréw domowych oraz 27 izolatow S. liquefaciens
111 izolatow S. marcescens pozyskanych z tusz §win domowych (Tab.20).

Tabela 20. Zestawienie paleczek S. liquefaciens i S. marcescens badanych
w kierunku obecnos$ci enzymow zewnatrzkomorkowych

Liczba
izolatow Liczba izolatow Liczba Liczba
Badane .
tusze oznaczonych | oznaczonych jako badanych badanych
swierzat Za pomoca S. liquefaciens izolatow izolatow
wierza MALDI i S. marcescens S. liquefaciens | S. marcescens
Biotyper
a
i 86
Dzik - 421 63 4
euroazjatycki b5
a
15
sama 70 14 0
europejska bO
a,
32
dKrowa 401 - 28 10
omowa 10
J a,
. . 29
dSW““a 246 - 27 11
omowa 11
>=1138 =188 >=132 >=25
Legenda:

& - izolaty oznaczone jako S. liquefaciens
b _ jzolaty oznaczone jako S. marcescens
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Interpretacja wynikéw testow biochemicznych prowadzonych na podtozach
DNAse LAB-AGAR, Lipase LAB-AGAR oraz Gelatinase LAB-AGAR byla
prowadzona wedhug wskazoéwek producentow. Wynikiem aktywnos$ci enzymu
deoksyrybonukleazy byto powstanie rézowe;j strefy halo woko6t masy bakteryjnej na
podtozu DNAse LAB-AGAR. Aktywnos$¢ enzymu lipazy byta interpretowana jako
powstanie strefy zmgetnienia wokol masy bakteryjnej na podtozu Lipase LAB-
AGAR. Z kolei za aktywno$¢ enzymu zelatynazy uwazano przejasnienie podtoza
Gelatinase LAB-AGAR wokot kolonii bakteryjnych.

Rycina 12. Wyniki badania obecno$ci enzymu lipazy i deoksyrybonukleazy dla
wybranych izolatow S. marcescens i S. liquefaciens

Aktywnos¢ lipazy

| S. marcescens |

LIPASE Agar

Dodatni wynik — strefa zmetnienia
podioza wokot kolonii bakteryjnej

Ujemny wynik — brak zmian wokot
kolonii bakteryjnej

Aktywnos$¢ deoksyrybonukleazy

wyniki
i deoksyrybonukleazy dla wybranych

Ryc. 12 przedstawia

badania
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| S. liquefaciens |

| S. marcescens |

DNASE Agar

Dodatni wynik — r6zowa strefa podtoza
wokot kolonii bakteryjnej
Ujemny wynik — brak zmian wokot
kolonii bakteryjnej

obecno$ci  enzymu  lipazy
izolatow z gatunku S. marcescens



i S. liquefaciens. Wyniki detekcji enzymow deoksyrybonukleazy, lipazy i zelatynazy

dla wszystkich izolatow S. liquefaciens przedstawiono w Tab. 21.

Tabela 21. Wyniki detekcji enzymow deoksyrybonukleazy, lipazy i zelatynazy

dla S. liquefaciens oraz S. marcescens

S. liquefaciens
Badane . Sarny Krowy Swinie
enzymy Dziki europejskie [ domowe domowe
et(lgzzzsjszgg)' ¢ (Capreolus | (Bos taurus (Sus scrofa
capreolus) taurus) domestica)
95% 85% 87% 100%
DNASE (60/63) (12/14) (28/32) (27127)
LIp 100% 100% 97% 100%
(63/63) (14/14) (31/32) (27/27)
GEL 100% 100% 94% 100%
(63/63) (14/14) (30/32) (27/27)
S. marcescens
Dziki europejskie | domowe domowe
enzymy ; ;
egﬂg?%%' ¢ (Capreolus | (Bos taurus (Sus scrofa
capreolus) taurus) domestica)
100% Brak 100% 100%
DNASE (4/4) olatow  |__(10/10) aw11)
LIp 100% S. 100% 100%
(414) marcescens (10/10) (11/11)
GEL 100% od saren 100% 100%
(414) europejskich (10/10) (11/11)

Legenda:

DNASE - deoksyrybonukleaza, LIP- lipaza, GEL - Zelatynaza

Zaprezentowane wyniki w Tab. 21 pokazujg zrdznicowane wystepowanie
enzymow zewnatrzkomorkowych u testowanych S. liquefaciens. Wszystkie bakterie
pozyskane z tusz dzikow euroazjatyckich oraz z tusz saren europejskich posiadaty
enzymy lipaze oraz zelatynaze. Wsrod S. liquefaciens wyizolowanej od dzikow
euroazjatyckich enzym deoksyrybonukleaz¢ wykrywano u 60/63 izolatéw, natomiast
brak wystepowania tego enzymu stwierdzono dla 3/63 izolatow. Z kolei w przypadku
S. liquefaciens pozyskanej od saren europejskich obecnos¢ tego enzymu wykazywato
12/14 izolatéw, a 2/14 izolatow nie mialo enzymu deoksyrybonukleazy.

S. liquefaciens pozyskane z tusz krow domowych wykazuja zdecydowanie
odmienne wyniki obecno$ci badanych enzymow niz te wystepujace u dzikow
euroazjatyckich i saren europejskich. Wsérdd 32 przebadanych S. liquefaciens enzym
deoksyrybonukleaze¢ posiadalo 28 izolatow. Enzym lipaza wystepowat
u zdecydowanej wiekszosci izolatow (31/32). Z kolei enzymu zelatynazy nie
potwierdzono jedynie u 2/32 pateczek S. liquefaciens.

Najwicksza czgstos¢  wystgpowania badanych enzyméw  zewnatrz-
komorkowych stwierdzono u S. liquefaciens pozyskanych z tusz $win domowych.
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Wszystkie 27 przebadanych izolatow posiadaty enzym deoksyrybonukleazg, lipaze
oraz zelatynaze.

W odréznieniu od wezesniej opisanych S. liquefaciens, pateczki S. marcescens
posiadaja wszystkie badane enzymy zewnatrzkomodrkowe. Wyniki te dotycza
zarowno izolatéw pozyskanych od dzikow euroazjatyckich, krow domowych i §win
domowych.

Podsumowanie

e Wickszo$¢ bakterii z gatunku S. liquefaciens pozyskanych od
dzikoéw euroazjatyckich (Sus scrofa), saren europejskich (Capreolus
capreolus), krow domowych (Bos taurus taurus) i $win domowych
(Sus scrofa domestica) posiadaly enzymy deoksyrybonukleazy,
lipazy i zelatynazy.

e U S. liquefaciens pozyskanych od $win domowych (Sus scrofa
domestica) wykazano najwickszg czgsto$¢  wystepowania
deoksyrybonukleazy, lipazy i zelatynazy w stosunku do pozostatych
izolatow.

e Zroznicowang obecnos$¢ deoksyrybonukleazy, lipazy i zelatynazy
stwierdzono u S. liquefaciens pozyskanych od krow domowych (Bos
taurus taurus).

e Zardéwno u S. liquefaciens pozyskanych od dzikow euroazjatyckich
(Sus scrofa) jak i saren europejskich (Capreolus capreolus)
stwierdzono obecnos¢ enzymow deoksyrybonukleazy, lipazy
i zelatynazy.

e U wszystkich paleczek S. marcescens pozyskanych od dzikow
euroazjatyckich (Sus scrofa), saren europejskich (Capreolus
capreolus), krow domowych (Bos taurus taurus) i s$win domowych
(Sus scrofa domestica) enzymy deoksyrybonukleazy, lipazy
I zelatynazy wystepowaly z tg samg czgstoscia.

13.4. Wyniki detekcji enzymu hemolizyny u S. liquefaciens i S. marcescens

Badanie wystegpowania enzymu hemolizyny u pateczek S. liquefaciens
i S. marcescens przeprowadzono na podtozu Columbia z dodatkiem 5% krwi
baraniej (bioMérieux). Zdolno$¢ bakterii do rozkladu czerwonych krwinek
interpretowane byto jako przejasnienie podloza wokédt kolonii bakteryjnych, co
réwniez opisano w rozdziale 11.4. Celem przeprowadzenia tego badania bylo
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sprawdzenie zdolno$ci odzwierzecych pateczek S. liquefaciens i S. marcescens do
rozktadu czerwonych krwinek.

Test sprawdzajacy wystgpowanie hemolizyny przeprowadzono dla 63 izolatéw
S. liquefaciens pozyskanych z tusz dzikéw euroazjatyckich, 14 izolatoéw z tusz saren
europejskich, 32 izolatow z tusz kréw domowych oraz 27 izolatéw z tusz $win
domowych. Test wystepowania hemolizyny przeprowadzono rowniez dla 4 izolatow
S. marce-scens od dzikow euroazjatyckich, 13 izolatow od kréw domowych oraz 11
izolatow od $win domowych. Do badania wybrano wszystkie izolaty testowane
W kierunku obecnos$ci enzyméw deoksyrybonukleazy, lipazy i zZelatynazy.

W przebiegu doswiadczenia wykazano, ze wystgpowanie enzymu hemolizyny
u izolatow S. liquefaciens i S. marcescens utrzymywato si¢ na zréznicowanym
poziomie, co przedstawiono w Tab. 22. Sposrod wszystkich izolatow S. liquefaciens,
najczesciej hemolizyna wystgpowata u izolatow pozyskanych od $win domowych
(25%; 7/277). Natomiast niewiele rzadziej hemolizyna wystgpowata u izolatow z tusz
dzikow euroazjatyckich (22%; 14/63) oraz z tusz saren europejskich (3/14; 21%).
Dla testowanych izolatow S. liquefaciens pozyskanych z tusz kréw domowych
obecno$¢ enzymu hemolizyny potwierdzono dla 3 izolatow (3/32; 9%). Wsrod
izolatéw S. marcescens pozyskanych od dzikéw euroazjatyckich wystepowanie
hemolizyny potwierdzano dla 3 izolatéw (75%; 3/4). Z kolei obecno$¢ enzymu
hemolizyny u izolatow pozyskanych z tusz krow domowych i $win domowych
okreslono na poziomie 15% (2/13) oraz 18% (1/11).

Tabela 22. Czesto$é wystepowania hemolizyny u izolatow S. liquefaciens
i S. marcescens

Aktywnos$é
hemolityczna

Dzik euroazjatycki 22% (14/63)

Gatunek Zrédlo izolacji

Sarna europejska 21% (3/14)

S.liquefaciens
Krowa domowa 9%  (3/32)

Swinia domowa 25%  (7/27)

Dzik euroazjatycki 75%  (3/4)

S.marcescens | Krowa domowa 15% (2/13)

Swinia domowa 18%  (1/11)
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Rycina 13. Wyniki wystepowania hemolizyny u izolatéw S. marcescens
i S. liquefaciens

Wystepowanie hemolizyny Wystepowanie hemolizyny
u izolatow S. marcescens u izolatow S. liquefaciens

Legenda:

a), d) izolat S. marcescens nie wytwarzajacy enzymu hemolizyny; b), ) izolat S. marcescens
wytwarzajacy enzym hemolizyng; €) izolat S. liquefaciens wytwarzajacy enzym hemolizyne; f), g)
izolat S. liquefaciens nie wytwarzajacy enzym hemolizyny

Na Ryc. 13 przedstawiono przyktadowe wyniki badania wystgpowania
hemolizyny u wybranych 4 izolatow S. marcescens oraz 3 izolatow S. liquefaciens.
Izolaty przedstawione na rycinie prezentuja przyktad obrazu, na podtozu Columbia
Agar, rozktadu czerwonych krwinek (wystgpowanie hemolizyny) oraz braku zmian
W podtozu (brak hemolizyny).

Podsumowanie

e W obrebie gatunku S. liquefaciens najczgéciej enzym hemolizyny
wystepowal u izolatow pozyskanych od $win domowych (Sus scrofa
domestica), a najrzadziej u izolatéw od krow domowych (Bos taurus
taurus).

e W obrebie gatunku S. marcescens najczgsciej enzym hemolizyny
wystepowal u izolatéw pozyskanych od dzikéw euroazjatyckich (Sus
scrofa), a najrzadziej u izolatow pozyskanych od krow domowych (Bos
taurus taurus).
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13.5. Wyniki detekcji genéw kodujacych wybrane czynniki wirulencji paleczek
S. liquefaciens i S. marcescens

CEL.: Okreslenie potencjalnej wirulencji S. liquefaciens
I S. marcescens poprzez detekcje wybranych genéw wirulencji.

Detekcje obecnosci wybranych genéw wirulencji (fimA, phlA, phiB, shlA i shiB)
prowadzono z wykorzystaniem techniki PCR.

fimA — gen kodujacy fimbrie typu I
phlA, phlB — geny kodujace biatka fosfolipazy A
shlA, shiB — geny kodujace biatka ShlA i ShiB toksyny hemolitycznej

Badane geny wirulencji byly wizualizowane za pomoca -elektroforezy
agarozowej jako produkty o okreslonej wielkosci. Geny wirulencji badane u izolatow
S. liquefaciens miaty nast¢pujace wielkosci: fimA - 514 pz, phlA - 439 pz, phiB - 741
pz, shlA - 4722 pz i shIB - 1553 pz. Natomiast geny wirulencji badane u S. marce-
scens mialy produkty o wielkosci 514 pz dla genu fimA, 917 pz dla genu phlA, 641
pz dla genu phiB, 1559 pz dla genu shlA oraz 1648 pz dla genu shiB.

Do badania okreslajacego obecno$s¢ wybranych genow wirulencji
u przedstawicieli S. marcescens i S. liquefaciens wybrano izolaty
Z potwierdzonymi enzymami deoksyrybonukleazy, lipazy i zelatynazy, co
przedstawiono w Tab. 23.

Tabela 23. Zestawienie izolatow S. liquefaciens i S. marcescens badanych
w kierunku wystepowania wybranych genow wirulencji

Liczba badanych izolatow Liczba badanych izolatow
w kierunku obecno$ci enzymow w kierunku obecnoSci
zewnatrzkomorkowych wybranych genéw wirulencji
Badane . . . .
) S. liquefaciens | S. marcescens | S. liquefaciens | S. marcescens
ZWIerze¢
Dzik
. . 63 4 39 4
euroazjatycki
sama 14 0 13 0
europejska
Krowa 28 10 21 5
domowa
Swinia 27 11 26 11
domowa
=132 =25 >=99 >=20
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Badanie wystgpowania genow fimA, phlA, phlB, shlA i shlB przeprowadzono
dla 39 izolatoéw S. liquefaciens pozyskanych z tusz dzikow euroazjatyckich (Tab. 23).
Gen kodujacy fimbrie typu I posiada 36/39 (92%) izolatow. U 3/39 izolatow
poszukiwany gen nie wystgpuje. Detekcja genow phlA i phlA kodujacych biatka
fosfolipazy A wykazuje, ze 18/39 (46%) izolatow posiada gen phlA oraz 38/39 (97%)
izolatow posiada gen phlB. Z kolei badanie obecnosci genéw shlA i shiB kodujacych
biatka toksyny hemolitycznej wykazuje, ze gen shlA wystepuje u 35/39 (89%)
izolatow, a gen ShIB wystepuje u 2/39 (5%) izolatow (Tab. 24).

W celu badania wystepowania wybranych genéw wirulencji analizg
przeprowadzono rowniez dla 13 izolatow S. liquefaciens pozyskanych z tusz saren
europejskich (Tab. 23). Gen fimA potwierdzono dla 12/13 (92%) izolatow. Obecnos¢
genow phlA i phlB wykazano u 13/13 (100%) izolatow. Z kolei czestos¢
wystepowania genow ShlA i shIB wynosi odpowiednio 12/13 (92%) izolatow oraz
4/13 (31%) izolatow (Tab. 24).

Detekcje gendéw wirulencji przeprowadzono réwniez dla 21 izolatow
S. liquefaciens pozyskanych z tusz kréw domowych (Tab. 23). Wyniki tej detekcji
pokazuja, ze gen fimA wystepuje u 18/21 (85%) izolatdéw. Geny phlA i phlB
wystepuja u 19/21 (90%) oraz 21/21 (100%) izolatow. Gen ShIA wystepuje u 7/21
(33%) izolatow, natomiast wystepowania genu shiB nie stwierdzono (Tab. 24).

Identyfikacj¢ genow fimA, shlA, shiB oraz phlA i phiB przeprowadzono dla 26
izolatow S. liquefaciens pozyskanych z tusz $win domowych (Tab. 23). Wszystkie
badane izolaty posiadaja gen fimA oraz phlA. Obecnos¢ genu phlB stwierdzono
u25/26 (96%) izolatow, natomiast wystgpowanie genu ShlA potwierdzono u 21/26
(81%) izolatow. Gen shIB wystgpowat jedynie u 2/26 (8%) izolatow S. liquefaciens
(Tab. 24).

Izolaty S. marcescens pozyskane z tusz dzikow euroazjatyckich, saren
europejskich oraz kréw 1 $win domowych rowniez testowane byly w kierunku
obecnosci genéw fimA, shlA i shIB oraz phlA i phIB (Tab. 24). Wszystkie izolaty
S. marcescens pozyskane od dzikéw posiadaja geny fimA i phlA. Geny phiIB i shlA
wystepuja u 1/4 (25%) izolatow oraz u 2/4 (50%) izolatow. Gen shIB nie zostat
zidentyfikowany ws$rod izolatow S. marcescens pozyskanych od dzikow euro-
azjatyckich. Wsrod 5 izolatow S. marcescens wyizolowanych od kréw domowych
wszystkie posiadajg geny fimA i phlA. Dla 4/5 (80%) izolatéw stwierdzono obecnos¢
genu phiB i shlA. Natomiast wystepowanie genu shiB udowodniono dla 1/5 (20%)
izolatu. Izolaty S. marcescens wyizolowane od $win domowych w zdecydowane;j
wigkszosci nie posiadajg genu fimA kodujacego fimbrie typu I. Gen ten stwierdzono
wylacznie u 1/11 (9%) izolatow. Izolaty wyizolowane od $win w wigkszosci
posiadajg gen phlA (10/11; 90%) oraz gen phIB (9/11; 81%). Natomiast dla genow
shlA i shiB stwierdzono 100% prewalenciji.
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Tabela 24. Wyniki detekcji wybranych genow wirulencji izolatéw S. liquefaciens i S. marcescens

- Zrédlo izolacji paleczek Serratia sp.
Gatunek Gen kodujacy S o
bakterii c'zynnik" Dziki euroazjatyckie ar?g:urzzl;:is e Krowy domowe Swinie domowe
wirulencji (Sus scrofa) mp’; colus) (Bos taurus taurus) | (Sus scrofa domestica)
imA (0 o o 0
fi 92,00% (36/39) 92,00% (12/13) 85,00% (18/21) 100% (26/26)
phiA 46,00% (18/39) 100%  (13/13) 90,00% (19/21) 100%  (26/26)
Serratia o N o N
liquefaciens phiB 97,00% (38/39) 100%  (13/13) 100% (21/21) 96,00%  (25/26)
shiA 89,00% (35/39) 92,00%  (12/13) 33,00% (7/21) 81,00% (21/26)
shiB 5,00%  (2/39) 31,00%  (4/13) 0%  (0/21) 8,00%  (2/26)
0 0 0
fimA 100%  (4/4) 100%  (5/5) 9,00% (1/11)
phiA 100%  (4/4) . " 100%  (5/5) 90,00% (10/11)
Serratia Brak izolacji
phiB 25,00% (1/4) S. marcescens 80,00%  (3/5) 81,00% (9/11)
marcescens .
od saren europejskich
shiA 50,00% (2/4) 80,00%  (3/5) 100%  (11/11)
shiB 0% (0/4) 20,00%  (1/5) 100%  (11/11)
Legenda:

JfimA — gen kodujacy fimbrie typu I, phiA, phlB — geny kodujace biatka fosfolipazy A, shiA, shiB — geny kodujace biatka ShlA, ShIB toksyny hemolitycznej
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Rycina 14. Przykladowy obraz detekcji genéw phlB i fimA u S. liquefaciens

PCM
M

26.3 30.257.1 47.3 50.3 35.2 53.355.2 28.133.2 27.1 43.1 41.4 56.249.348.3 52.252.2

gen phlB
Detekcja genu phlB T41pz
u S. liquefaciens
103 2.2¢2
Detekcja genu fimA
u S. liquefaciens
gen fimA
561pz

Legenda:
a) M — marker masy DNA Marker 3 (A&A Biotechnology); PCM 2830 — szczep S. liquefaciens z Polskiej

Kolekcji Mikroorganizmow; 26.3 — 52.2 - izolaty S. liquefaciens pozyskane od $wif domowych b) M — marker

masy GeneRuller (ThermoFisher Scientific); 103, 91, 128, 130, 324, 358, 127, 120, 358.1 — izolaty
S. liquefaciens pozyskane od dzikow euroazjatyckich; 3 —izolat S. liquefaciens pozyskany od sarny
europejskiej; 41 — izolat S. liquefaciens pozyskany od $wini domowej

Rycina 15. Przykladowy obraz detekcji genéw shlA i fimA u S. marcescens

PCM kg kg kg ko kg
M gop 475 482 18 o5 % 513 113 511

a)

20000 pz
10000 pz
7000 pz
5000 pz
4000 pz
3000 pz

Detekcja genu fimA 2000pz
u S. marcescens 1500p2

gen shid
1559pz

1000 pz
700 pz
500 pz
400 pz
300pz
200 pz

75pz

PCM kg ko kg ko kg
4 5
501 475 482 158 9 62 115 513 113 51.1

b)

3000 pz
2000 pz
1500 pz
1000 pz

Detekcja genu shid

gen fim4
u S. marcescens

561pz
500 pz
300pz
100 pz

Legenda:

M — marker masy DNA Marker 3 (A&A Biotechnology) (a); M — marker masy GeneRulller (ThermoFisher
Scientific) (b); PCM 501 — szczep S. marcescens pozyskany z Polskiej Kolekcji Mikroorganizmow; 475, 482,
158, 99 — izolaty S. marcescens pozyskane od dzikow euroazjatyckich; kg6.2, kol1.5, kg51.3, ko11.3, kg51.1 —

izolaty S. marcescens pozyskane od krow domowych
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Na Ryc. 14 i Ryc. 15 przedstawiono przyktadowe zdjgcia elektroforezy
agarozowej przedstawiajace wyniki detekcji genow phIB i fimA dla wybranych
izolatow S. liquefaciens oraz genow shlA 1 fimA dla wybranych izolatow
S. marcescens.

Na podstawie uzyskanych wynikow detekcji genow fimA, phlA/phlB oraz
shlA/shIB stworzono profile genetyczne bedace podstawa selekcji izolatow
S. liquefaciens i S. marcescens do kolejnych badan dotyczacych oceny dlugosci
lancucha O-swoistego LPS, waznego czynnika branego pod uwage
W odniesieniu do wirulencji szczepow, w szczegolnosci w testach opornosci na
surowice. Do badania preparatow LPS uzyto izolatow S. liquefaciens
i S. marcescens o okreslonym profilu genéw wirulencji wskazujacych na
potencjalny zwi¢kszony poziom wirulencji badanych izolatow. Opracowane
profile genetyczne przedstawiono w Tab. 25 i Tab. 26. Profil, do ktérego zaliczono
najwigcej izolatow zostat zaznaczony pogrubiong czcionkg.

Tabela 25. Profile genéw wirulencji izolatow S. liquefaciens

Lp. Profil genéw wirulencji Potencjal wirulencji ) LICZb,a
izolatow
1 fimA+/phlA-/phIB+/shlA+/shIB- fimbrie 20
2 fimA+/phlA+/phIB+/shlA+/shIB- fimbrie, fosfolipaza A 43
3 fimA+/phlA+/phIB~+/shlA-/shIB- fimbrie, fosfolipaza A 14
4 fimA+/phlA-/phIB+/shlA+/shIB+ fimbrie, toksyna hemolityczna shlA 3
5 fimA-/phlA+/phIB+/shlA+/shIB- fosfolipaza A 3
6 fimA-/phlA-/phIB-/shlA-/shIB- brak czynnikow wirulencji 1
7 fimA-/phlA-/phIB+/shlA-/shiB- brak czynnikdéw wirulencji 1
8 | fimA+/phiA+/phiB+/shiA+/shiB+ | TTOMe: to":g';i:ggg';ycma shiA, 2
9 fimA-/phlA+/phIB+/shlA-/shIB- fosfolipaza A 2
10 [ fimA+/phlA-/phIB+/shlA-/shIB- fimbrie 1
11 | fimA+/phlA+/phIB-/shlA-/sh1B- fimbrie 1
¥=91

Przedstawione w Tab. 25 profile genéw wirulencji wskazuja na obecno$é
poszukiwanych gendéw wirulencji wérdd izolatow S. liquefaciens. Najczesciej
wystepuje profil, w ktorym wystepuja szczepy posiadajace geny kodujace zarowno
fimbrie typu I jak i zestaw dwoch genow zwigzanych z fosfolipaza A. Pozostate
zaprezentowane profile pokazujg, ze S. liquefaciens posiadaja wytacznie fimbrie
typu I albo fosfolipaze A. Wystepuja rowniez profile wskazujace na obecnos¢ dwoch
czynnikow wirulencji - fimbrii i toksyny hemolitycznej shlA. W obrebie badanego
gatunku wystepowaty réwniez paleczki posiadajace wszystkie badane czynniki
wirulencji, czyli fimbrie typu I, toksyn¢ hemolityczng shlA oraz fosfolipazg A.
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W badaniu stwierdzono rowniez wystepowanie pateczek nieposiadajgcych genow
wirulencji fimA, shlA, shiB, phlA oraz phiB.

Tabela 26. Profile genéw wirulencji izolatéw S. marcescens

. " C " Liczba
Lp. Profil genéw wirulencji Potencjal wirulencji . ,
izolatow
1 fimA+/phlA+/phIB+/shlA+/shIB- fimbrie, fosfolipaza A 2
2 fimA+/phlA+/phIB-+/shlA-/shIB- fimbrie, fosfolipaza A 1
fimbrie, tok hemolit
3 | fimA+/phIA+/phiB+/shiA-shiB- | e SZE:"A emolityczna 1
4 fimA-/phlA-/phIB-/shlA-/shiB- brak czynnikow wirulencji 7
5 fimA+/phlA+/phiIB-/shlA+/shIB- fimbrie 2
6 fimA+/phlA+/phIB-/shlA-/shB- fimbrie 2
7 fimA-/phlA+/phIB-/shlA+/shIB+ toksyna hemolityczna shlA 2
¥=17

Tab. 26 pokazuje profile genéw wirulencji wyszczegolnione dla pateczek
z gatunku S. marcescens. Zdecydowana ich wigkszo$¢ nalezata do profilu
oznaczonego jako: brak badanych czynnikéw wirulencji. Jednakze odnotowano
wystepowanie S. marcescens, ktére posiadaty zestaw genow dla fimbrii typu
| i fosfolipazy A, fimbrii typu | i toksyny hemolitycznej shlA oraz tylko fimbrii typu
| i toksyny hemolitycznej shlA.

Podsumowanie

e Najwigkszy odsetek badanych genéw wirulencji wsrod S. liquefaciens
majg izolaty pozyskane od saren europejskich (Capreolus capreolus)
i $win domowych (Sus scrofa domestica), a najmniejszy odsetek maja
izolaty od krow domowych (Bos taurus taurus).

e Najwigkszy odsetek badanych gendéw wirulencji wérdd S. marcescens
maja izolaty od krow domowych (Bos taurus taurus), a najmniejszy
odsetek izolaty od dzikéw euroazjatyckich (Sus scrofa).

e S. marcescens pozyskane od $win domowych (Sus scrofa domestica)
mialy najmniejszy odsetek wystepowania genu kodujacego fimbrie typu
I w stosunku do wszystkich badanych izolatow.

e Klasyfikacja szczepow S. liquefaciens i S. marcescens wykazata
rowniez, ze wsrdd testowanych pateczek wystepowaly izolaty nie
posiadajace zadnych z testowanych genow wirulencji.
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13.6. Charakterystyka dtugosci O-swoistego tancucha LPS izolatéw S. liquefa-
ciens i S. marcescens

CEL.: Okreslenie dtugosci O-swoistego tancucha LPS wsrdd izolatow
S. liquefaciens i S. marcescens pozyskanych od zwierzat
gospodarskich i wolno zyjacych.

Charakterystyke dlugosci O-swoistego tancucha LPS przeprowadzono dla
33 izolatéow S. liquefaciens i S. marcescens wyselekcjonowanych na podstawie
stworzonych profili gendw wirulencji przedstawionych w Tab. 26 oraz w Tab. 27.
Wsrod testowanych 33 izolatow, 25 nalezato do gatunku S. liquefaciens, a 8 nalezato
do gatunku S. marcescens. Do badania wybrano 11 izolatow S. liquefaciens oraz 3
izolaty S. marcescens wyizolowane od dzikow euroazjatyckich. Od saren
europejskich wybrano 5 izolatow S. liquefaciens. Charakterystyke dtugosci O-
swoistego fancucha LPS przeprowadzono rowniez dla 5 izolatow S. liquefaciens i 2
izolatow S. marcescens wyizolowanych od kréw domowych oraz 4 izolatow
S. liquefaciens i 3 izolatéw S. marcescens pozyskanych od swin domowych. Do
okreslenia dlugosci O-swoistego lancucha LPS wybrano izolaty S. liquefaciens
I S. marcescens zaklasyfikowane do podanych w Tab. 27 oraz w Tab. 28 profili
genow wirulencji. Przy wyborze izolatow uwzgledniono izolaty pozyskane od
wszystkich zwierzat gospodarskich oraz wolno zyjacych. W przypadku braku
wystepowania w obrebie danego profilu izolatow od roznych zwierzat do
badania wyselekcjonowano izolaty od jednego zwierzecia.
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Tabela 27. Zestawienie puli izolatow S. liquefaciens charakteryzowanych pod
katem dhugosci O-swoistego lancucha LPS

Liczba
. wybranych .
Liczba Profil genéw wirulencji ,LICZb,a izolatéw do O,Z nacz?nla
izolatow . izolatow
0oznaczenlia
LPS

1 fimA+/phlA-/phiB+/shlA+/shIB- 20 3 139dz, 129dz, 428dz

92dz.1, 10s, 22s,
2 fimA+/phlA+/phIB+/shlA+/shIB- 43 8 kgl7.2¢, 475g.3d,

130dz, 128dz, 3s
3 fimA+/phlA+/phIB+/shlA-/shIB- 14 3 201dz, kg41.1d,

438g.1c
4 fimA+/phlA-/phIB+/shlA+/shIB+ 3 2 97dz, 5s
5 fimA-/phlA+/phIB+/shlA+/shIB- 3 3 123dz, 44s, kg40.1d
6 fimA-/phlA-/phIB-/shlA-/shIB- 1 1 138dz
7 fimA-/phlA-/phlB+/shlA-/shIB- 1 1 422dz
8 fimA+/phlA+/phIB+/shlA+/shIB+ 2 1 518g.2¢
9 fimA-/phlA+/phIB+/shlA-/shIB- 2 1 kg49.1c
10 [fimA+/phlA-/phIB+/shlA-/shIB- 1 1 kg53.3d
11  |fimA+/phlA+/phIB-/shlA-/shIB- 1 1 558g.2¢
=91 ¥=25

Tabela 28. Zestawienie puli izolatow S. marcescens charakteryzowanych ze
wzgledu na dlugosé¢ O-swoistego tancucha LPS

Liczba
. branych .
Liczba Profil genéw wirulencji ,LICZtia ;/:Zlatéwydo O,Z nacz?ma
izolatow . izolatow
oznaczenia
LPS
1 |fimA+/phIA+/phiB+/shlA+/shIB-| 2 2 II:c?flzs(’:c
2 fimA+/phlA+/phIB+/shlA-/shIB- 1 1 99dz
3 fimA+/phlA+/phIB+/shlA-/shIB- 1 1 528g.4c
4 fimA-/phlA-/phIB-/shlA-/shIB- 7 1 445g.2d
5 fimA+/phlA+/phlB-/shlA+/shIB- 2 1 482dz
6 fimA+/phlA+/phIB-/shlA-/shIB- 2 1 158dz
7 fimA-/phlA+/phIB-/shlA+/sh1B+ 2 1 41sg.3c
=17 =8

Na podstawie przeprowadzonej wizualizacji dlugosci czasteczki LPS
stwierdzono wystgpowanie frakcji LPS-u z dlugim O-swoistym tancuchem
zbudowanym z wielu powtarzajacych si¢ podjednostek (typu L-OAg) u wszystkich
badanych izolatéw S. liquefaciens i S. marcescens.
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Rycina 16. Obraz elektroforezy SDS-PAGE dlugosci O-swoistego lancucha LPS
izolatow S. marcescens pozyskanych od dzikow euroazjatyckich oraz krow
i $win domowych

kgb.2c | | koll.3c | | 41ég.2d 44ég.2d 524g.4c 158dz 99dz | | 482dz
L-OAg —
-
L-MW-OAg — 3
Legenda:

kg6.2c, ko11.3c — izolaty S. marcescens pozyskane od krow domowych; 415g.2d, 44$g.2d, 528g.4¢ —
izolaty S. marcescens pozyskane od $win domowych; 158dz, 99dz, 158dz — izolaty S. marcescens
pozyskane od dzikéw euroazjatyckich

Przedstawiona Ryc. 16 pokazuje, ze w obrgbie izolatow S. marcescens
pozyskanych od $win domowych (41$g.2d, 44$g.2d, 528g.4c) istnieje pewne
podobienstwo profili rozmieszczenia podjednostek w O-swoistych tancuchach LPS.
Natomiast obraz podjednostek O-swoistego tancucha LPS uzyskany dla izolatow
S. marcescens wyizolowanych od kréw domowych (kgb6.2c, koll.3c) 1 dzikoéw
euroazjatyckich (158dz, 99dz, 158dz) jest zroznicowany.

Rycina 17. Obraz elektroforezy SDS-PAGE O-swoistego tancucha LPS
izolatow S. liquefaciens wyizolowanych od dzikow euroazjatyckich

201dz | | 123dz 139dz | | 422dz| |428dz | 92dz.1| [138dz| | 129dz | |130dz| | 97dz | | 1284z
L-OAg —
L-MW-OAg — : ! | I I
- |
Legenda:

201dz, 123dz, 139dz, 422dz, 428dz, 92dz.1, 138dz, 129dz, 130dz, 97dz, 128dz — izolaty
S. liguefaciens pozyskany od dzikow euroazjatyckich
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Duza réznorodnos¢ profili rozmieszczenia podjednostek O-swoistego tancucha
LPS zostata zaobserwowana u izolatow S. liquefaciens wyizolowanych od dzikoéw
euroazjatyckich, co réwniez przedstawiono na Ryc. 17. Jednakze podobienstwa
w uzyskanym obrazie zaobserwowano dla izolatow 129dz i 130dz oraz dla izolatow
97dz i 128dz.

Rycina 18. Obraz elektroforezy SDS-PAGE O-swoistego lancucha LPS
izolatow S. liquefaciens wyizolowanych od krow domowych

kgs3.3d | | kegdlld | | ked0.1d | | kg49.1d | | kgl7.2c |

L-OAg —

L-MW-OAg —

-— -
—_—
Legenda:

kg53.3d, kg41.1d, kg40.1d, kg49.1d, kgl7.2 —izolaty S. liquefaciens pozyskane od krow domowych

Rycina 19. Obraz elektroforezy SDS-PAGE O-swoistego tancucha LPS
izolatow S. liquefaciens pozyskanych od saren europejskich i $win domowych

\ 44s 10s 47%g.3d | | s188.2¢ 434g.1c 554g.2¢
L-OAg —
L-MW-OAg —
Legenda:

5s, 3s, 22s, 44s, 10s — izolaty S. liquefaciens pozyskane od saren europejskich; 47sg.3d, 518g.2c,
433g.1c, 558g.2¢ —izolaty S. liquefaciens pozyskane od $wini domowych
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Rycina 18 i 19 wskazuje na kolejne zréznicowania profili rozmieszczenia
podjednostek O-swoistego tancucha LPS wsrod izolatow S. liquefaciens. Wsrod
izolatow pozyskanych od krow domowych podobienstwo zaobserwowano dla
kg40.1d, kg49.1d oraz kg17.2c (Ryc. 18). Z kolei na Ryc. 19 pokazano podobienstwo
rozmieszczenia podjednostek O-swoistego tancucha LPS dla wszystkich izolatow
S. liquefaciens pozyskanych od $§win domowych. Pewne podobienstwa
zaobserwowano rowniez dla izolatow 44s i 10s pozyskanych od saren europejskich.
Pozostate izolaty S. liquefaciens posiadaty zréznicowany obraz O-swoistego
tancucha LPS.

Podsumowanie

U wszystkich badanych izolatow S. liquefaciens i S. marcescens
zaobserwowano rozklad modalny zawierajacy dwie frakcje: L-OAg
I LMW-OAg.

e Podobienstwa rozmieszczenia podjednostek O-swoistego tancucha LPS
zaobserwowano dla izolatow S. marcescens od $win domowych (Sus
scrofa domestica).

e |zolaty S. marcescens od dzikéw euroazjatyckich (Sus scrofa) i krow
domowych (Bos taurus taurus) wykazywaly roéznorodnos¢ dlugosci
podjednostek O-swoistego tancucha LPS.

e lzolaty S. liquefaciens od dzikow euroazjatyckich (Sus scrofa), saren

europejskich (Capreolus capreolus), krow domowych (Bos taurus

taurus) i swin domowych (Sus scrofa domestica) posiadaly pewne
podobienstwa w rozktadzie podjednostek O-swoistego tancucha LPS.

13.7. Wyniki analizy wrazliwosci S. liquefaciens i S. marcescens na bakterio-
béjcze dziatanie surowicy

CEL.: Okreslenie stopnia przezywalnosci izolatow S. liquefaciens
i S. marcescens w ludzkiej surowicy (NHS).

Na podstawie przeprowadzonej charakterystyki dtugosci O-swoistego tancucha
LPS do analizy wybrano tacznie 10 izolatow S. liquefaciens i S.marcescens do testow
wrazliwo$ci na dziatanie ludzkiej surowicy. Dodatkowym kryterium wyboru byto
zrodlo izolacji badanych izolatow. Z gatunku S. liquefaciens wybrano 1 izolat z tuszy
sarny europejskiej, 1 izolat z tuszy krowy domowej oraz 4 izolaty z tusz dzikow
euroazjatyckich. Natomiast z gatunku S. marcescens wytoniono 2 izolaty z tusz kréw
domowych oraz 2 izolaty z tuszy §wini domowej (Tab.29).
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Tabela 29. Zestawienie izolatow S. liquefaciens i S. marcescens wybranych do
badania przezywalnosci w 50% aktywnej NHS

Izolaty wybrane
Liczba Gatunek Izolaty wybrane do badania Liczba
bakterii do oznaczenia LPS | przezywalnosci w | izolatow
NHS
201dz, 123dz,
139dz, 422dz,
428dz, 92dz.1,
138dz, 129dz,
130dz, 97dz, 128dz, | kg40.1d, 97dz, 3s,
1 S. liquefaciens | kg53.3d, kg41.1d, 120dz, 139dz, 6
kg40.1d, kg49.1d, 130dz
kgl7.2c, 5s, 3s,
22s, 44s, 10s,
47$g.3d, S1sg.2c,
438g.1c, 558g.2¢
kg6.2c, kol1.3c,
415g.2d, 44$g.2d, | koll.5d, 415g.2d,
2| S-Marcescens | o,c e 158dz, | 52¢g.4e, keb2c 4
99dz, 482dz
>=10

Analize przezywalno$ci izolatéw S. liquefaciens oraz S. marcescens
przeprowadzono celem zbadania potencjalnych korelacji pomiedzy dlugos$cia
O-swoistego lancucha LPS, a opornoscia na dzialanie ludzkiej surowicy.
Dodatkowo, badanie to przeprowadzono celem wykazania opornosci lub tez
wrazliwosci izolatow Serratia sp. pozyskanych od zwierzat w kontekscie
opisywanych przypadkow w literaturze zdolnosci wywolywania sepsy, co
zostalo opisane w Rozdziale 3.

Badanie dziatania bakteriobojczego normalnej surowicy ludzkiej (NHS)
wykonano zgodnie z procedurg opisang w Rozdziale 11.7. Hodowle ptynna badanego
szczepu o ustalonej gestosci ODgoo=0,3 zmieszano w réwnej objetosci z roztworem
komercyjnej surowicy ludzkiej (Sigma-Aldrich), prowadzac tym do uzyskania 50%
roztworu surowicy. W ustalonych czasach pobierano 50ul hodowli i wykonano
szereg rozcienczen do rozcienczenia 107. Nastepnie z kazdego rozcienczenia
wysiewano objeto$§¢ 10ul metoda nakropien i inkubowano w temperaturze 37°C
przez 24 godziny. Wyniki przykladowej analizy przezywalnosci szczepu
S. marcescens pozyskanego od krowy domowej (kg6.2c) oraz szczepu pozyskanego
od $wini domowej (418g.2d) przedstawiono na Ryc. 20.
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Rycina 20. Przykladowy wynik eksperymentu analizy wzrostu bakterii przy
50% NHS dla szczepu opornego (kg6.2¢) i wrazliwego (418g.2d) S. marcescens

Wzrost S. marcescens kg6.2¢ w czasie Oh w Wzrost S. marcescens kg6.2c w czasie 3h w
a) obecnosci 50% NHS obecnosci 50% NHS

Wzrost S. marcescens 41$g.2d w czasie Oh Wzrost S. marcescens 415g.2d w czasie 3h
w obecnosci 50% NHS w obecnosci 50% NHS

——

b)

Legenda:
101, 102, 103, 104, 10%, 10° — kolejne rozcienczenia hodowli badanego szczepu S. marcescens
z roztworem ludzkiej surowicy wysiane na powierzchni¢ ptytki agarowej

Rycina 20 przedstawia przyktad przeprowadzania analizy przezywalnosci
badanych izolatow S. marcescens w obecnosci aktywnej 50% surowicy ludzkiej. Jak
obrazuje to Ryc. 21a S. marcescens kg6.2c, w pordwnaniu do czasu rozpoczecia
eksperymentu, zwigkszyla liczebnos¢ komorek bakteryjnych w trzeciej godzinie
inkubacji z surowica. Wskazuje to przyrost liczby kolonii bakteryjnych na sektorach
ptytki na Ryc. 21a. Taki wynik eksperymentu interpretowany byt dla szczepu
opornego na dzialanie ludzkiej surowicy. Z kolei obraz zaprezentowany na Ryc. 21b
pokazuje zmniejszenie si¢ liczby kolonii bakteryjnych w czasie 3 godzin inkubacji
badanego szczepu z 50% roztworem surowicy ludzkiej, co jest widoczne na
sektorach prezentowanych ptytek. Taki wynik badania oznacza wrazliwo$¢ danego
szczepu na dzialanie surowicy ludzkiej.

Wyniki przeprowadzonego badania przezywalnos$ci izolatow S. liquefaciens
i S. marcescens w surowicy ludzkiej przedstawiono w Tab. 30, Tab. 31 oraz Tab. 32.
Dla wszystkich szczepow z kazdego z 3 trzech powtdrzen eksperymentu obliczono
srednig warto$¢ cfu/ml oraz log z wartosci cfu/ml dla kazdego czasu inkubacji.
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Wyniki przezywalnos$ci szczepow w aktywnej 50% NHS przedstawiono w Tab. 30,
natomiast wyniki przezywalno$ci szczepéw w nieaktywnej 50% surowicy - kontroli
eksperymentu - przedstawiono w Tab. 31. Dla kazdego z badanych szczepow zostata
réwniez okres$lona ich przezywalno$¢ wyrazona w procentach, okreslajaca zdolnos¢
namnazania si¢ badanych szczepéw w obecnosci surowicy. Na podstawie danych
zamieszczonych w Tab. 32 sporzadzono wykresy obrazujgce réznice w warto$ciach
log z cfu/ml badanych szczepdéw oraz wykresy obrazujace ich przezywalnos$c
W surowicy wyrazong w procentach.
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Tabela 30. Wyniki przezywalno$ci badanych szczepéw kontrolnych PCM oraz izolatéw S. liquefaciens i S. marcescens w aktywnej 50%

NHS (Sigma-Aldrich)
Wartosé cfu/ml Wartos$¢ log cfu/ml
Liczba Gatunek Oznaczenie

TO T1 T2 T3 TO T1 T2 T3
1 S. marcescens koll.5d 1,43 = 107 + 4,63 = 10° | 3,45 x 107+ 2,03 = 107 1,78 x 107+ 1,53 = 107 4,92 x 107+ 2,33 x 107 7,15+0,13 7,54 +£4,35 7,15+ 0,35 7,69+ 0,19
2 S. marcescens 418g.2d 1,48 x 107+ 4,45 = 100 | 2,04 x 104+ 7,40 = 103 0 0 T17+0,14 4,3+0,18 0 0
3 S, marcescens 528g.dc 1,67 % 107= 8,01 x 106 [ 1,30 % 105£2,83 < 104 | 3,20 % 104£3,35 < 104 | 4,23 = 104= 1,80 x 10 7,22 0,20 5,11£0,09 4,5+0,39 462+0,17
4 S. marcescens kg6.2¢ 1,90 x 107+ 7,24 x 106 | 5,40 = 106+ 2,30 x 106 6,00 x 107+ 4,05 x107 2,57 %108 £ 1,13 x 108 7.27+£0,17 6,73 £0,15 7.77+£0,23 8,4+0,22
5 S. liguefaciens kg40.1d 1,45 % 107+ 3,94 < 106 [ 2,05 x 107+ 6,35 = 106 3,55 %107 = 8,26 x 10 | 4,58 x 107 + 1,48 = 107 7,16 +0,12 731+0,15 7.55+0,12 7.66+0,17
6 S. liguefaciens 97dz 1,36 % 107£ 4,77 x 106 [ 2,06 x 105+ 5,65 = 104 1,95 x 104+ 8,67 x 103 4,00 x 103£2,65 x 103 7,13£0,16 531+£0,12 4,29+ 0,19 3,6 £0,42
7 S. liguefaciens 3s 1,08 x 107+ 8,82 x 106 | 2,92 x 106+ 4,67 x 105 2,14 x 1054 1,14 x 106 4,21 x 107+ 1,09 x 107 7,03 £ 0,30 6,46 + 0,08 6,33 40,22 7.62 £ 0,10
8 8. liquefaciens 120dz 1,72 x 107+ 7,11 = 108 [ 1,12 x 107+ 3,00 = 10° 2,72 x 107+ 1,18 = 107 3,23 x 107+ 1,60 = 107 7,23+0,16 7,05+0,11 743 +0,16 7,5+0,20
9 S. liguefaciens 139dz 2,53 x 107221 = 107 | 2,40 = 107+ 1,90 = 107 3,92 %107+ 1,96 = 107 | 5,00 = 107 £ 2,35 = 107 7.4+0,28 7,38 +0,29 7,59+0,23 7.69 £ 0,24
10 S. liquefaciens 130dz 1L61 % 107£9,72 %106 | 1,25 = 107 1,01 < 107 | 1,80 = 107+ 7,65 < 106 | 6,36 x 107+ 2,41 x 107 7,2+2,97 7,17 £2,95 7.25+£0,17 7.8+0,13
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Tabela 31. Wyniki przezywalnosci szczepéw kontrolnych PCM oraz izolatéw S. liquefaciens i S. marcescens w inaktywowanej 50% NHS

(Sigma-Aldrich)
Wartos$¢ cfu/ml Wartos¢ log cfu/ml
Liczba | Gatunek | Oznaczenie
TO T1 T2 T3 TO Tl T2 T3
I S. marcescens kol1.5d 2,92 % 107+ 1,74 % 107 | 3,38 x 107+ 1,39 % 107 | 2,56 % 108£9,91 x 107 | 4,28 x 108+ 1,51 x 108 | 7,46+ 0,20 7,53+0,16 8,40+ 0,18 8,63+ 0,14
2 S. marcescens 41sg.2d 1,92 x 107+ 8,21 x 106 | 3,00 % 107+ 1,41 = 107 | 2,01 x 108+ 8,11 x 107 | 3,30 x 108+ 8,43 x 107 7,28 4+ 0,20 7,48 +0,21 8,30+0,17 8,52+0,12
3 S. marcescens 528g.4c 1,50 % 107+ 7,64 % 105 | 2,48 x 107+ 1,32 % 107 | 2,54 x 107+ 8,53 x 106 | 2,46 x 108+ 9,24 = 107 7,17+ 0,18 7,39+ 0,28 7,40 +0,13 8,39+0,17
4 S. marcescens kgb.2¢ 347 107£2,07 < 107 | 2,18 x 107£8,26 x 106 [ 3,00 <108+ 3,43 x 108 | 4,96 x 108+ 1,59 x 108 7,54+0,23 7,33+0,19 8,48 +£0,34 8,69+0,12
5 S. liquefaciens kgd0.1d 2,80 % 107+ 6,40 x 10° [ 3,31 x 107+ 1,64 x 107 | 2,30 x 108+ 7,24 x 107 | 3,90 x 108+ 2,71 = 108 731 +£0,16 7,51+£0,25 8,36 +0,17 8,59+3,49
6 S. liguefaciens 97dz 1,78 x 107+ 7,33 x 106 | 1,75 % 107+ 4,81 = 106 | 3,28 x 107+ 1,34 = 107 | 2,52 x 108+ 9,97 x 107 7,25+0,17 7,24 +0,13 7,51 +0,24 8,40+0,20
7 S. liguefaciens 3s 4,18 x 107+ 2,09 = 107 | 2,13 x 107+ 1,13 x 107 | 2,96 x 108£2,21 x 10% | 1,87 x 108+ 2,08 x 107 7,62+0,19 7,32+£0,24 8,47+0,33 8,27+ 0,04
8 S. liguefaciens 120dz 1,93 x 107+ 5,89 = 106 | 2,75 x 107+ 1,61 = 107 [ 3,70 x 107+ 1,26x 108 | 1,73 x 108+ 7,97 x 107 7,29+0,12 7,44 +0,20 7,57+0,40 8,23+0,21
9 S. liquefaciens 139dz 1,87 % 107£1,97 x 106 | 1,15 % 107+ 4,28 > 10° | 3,88 x 107+ 2,08 x107 [ 2,94 x 108+ 5,66 = 107 7,27+ 0,05 7,06 +0,14 7,58+0,19 8,47+0,18
10 S. liquefaciens 130dz 1,56 % 107+ 1,75 % 107 | 4,28 x 107+£2,79 % 107 | 3,85 % 107 7,84 x 106 | 2,18 x 105+9,60 x107 | 7,19+0,26 7,63 £0,30 7.58 £ 0,08 833+0,17
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Tabela 32. Przezywalnos$¢ badanych szczepoéw w aktywnej oraz w nieaktywnej 50% NHS (Sigma-Aldrich)

Przezywalnos$¢ [%] szczepu w . Przezywalno$¢ szczepu w
Liczba | Gatunek | Oznaczenie aktywnej 50% NHS Poziom inaktywowanej 50% NHS
wrazliwosci
TO T1 T2 T3 TO T1 T2 T3

1 S. marcescens ko11.5d 100+1,93 | 105+1,13 | 100 +4,90 | 107 + 2,50 oporny 100+2,76 | 101 +2,04 | 112+1,99 | 116 +1,61
2 S. marcescens 4138g.2d 100+1,87 | 60+4,12 0 0 wrazliwy 100 +2,80 | 103 +2,84 | 114+2,10 | 117+ 1,40
3 S. marcescens 525g.4c 100+2,72 | 71+1,87 62 + 8,34 64 + 3,23 | $rednio wrazliwy | 100 + 2,49 | 103 +3,86 | 103 +1,72 | 117 + 2,05
4 S. marcescens kgb.2c 100+2,34 | 93+2,24 | 107 +3,02 | 116 + 2,63 oporny 100+3,03 | 97+6,75 | 112+4,05 | 115+1,42
5 S. liquefaciens kg40.1d 100+1,71 | 102 +0,96 | 105 +1,61 | 107 +2,27 oporny 100+2,14 | 103 +3,42 | 114 +2,07 (117 + 40,61
6 S. liquefaciens 97dz 100+2,23 | 74+2,25 60 +4,57 | 50+ 11,76 | srednio wrazliwy [ 100 + 2,44 | 100 + 1,89 | 104 + 3,23 | 116 + 6,38
7 S. liquefaciens 3s 100+4,31 | 92+1,19 | 90+3,48 | 108 +1,37 oporny 100+2,53 | 96+3,25 | 111 +3,92 | 108 + 0,57
8 S. liquefaciens 120dz 100 +2,27 | 97+1,56 | 103 +2,08 | 104 + 2,75 oporny 100+1,69 | 102 +2,59 | 104 +21,95| 113 +2,56
9 S. liquefaciens 139dz 100+3,59 | 99+4,00 | 103 +2,68 | 104 +3,19 oporny 100+0,68 | 97+1,92 | 104 +2,47 | 116 +5,17
10 S. liquefaciens 130dz 100 +41,24| 99 +41,18 | 101 +2,40 | 108 +1,81 oporny 100 +3,63 | 106 +4,02 | 105+ 1,20 | 116 +2,13
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Do analizy przezywalnosci w 50% aktywnej surowicy ludzkiej wybrano
4 izolaty S. marcescens pozyskane z tuszy krowy domowej (ko11.5d, kg6.2c) oraz
2 izolaty pozyskane z tuszy $wini domowej (415g.2d, 528g.4c). Wyniki tej analizy
przedstawiono na Ryc. 21.1, 21.4 oraz Ryc. 21.2 i 21.3. Izolat ko11.5d pozyskany
z odbytnicy tuszy krowy domowej, jak i izolat kg6.2c pozyskany z jamy nosowo-
gardtowej tuszy krowy domowej, wykazywaty oporno$¢ na badang surowice NHS
(Ryc. 21.1ab i Ryc. 21.4ab). Prezentowane wykresy pokazujg podobienstwo we
wzroscie komorek tych izolatow zarowno w aktywnej (Ryc. 21.1ab, Ryc. 21.4ab)
oraz w inaktywowanej surowicy (Ryc. 22.1ab, Ryc. 22.4ab). Odmienna sytuacja
wystepuje dla izolatu 418g.2d pozyskanego od $wini domowej. S. marcescens
418g.2d wykazuje wrazliwo$¢ na dziatanie 50% NHS, co pokazuje wykres na Ryec.
21.2ai Ryc. 21.2b, w ktorym obserwowany jest spadek liczby komorek bakterii wraz
ze wzrostem czasu inkubacji z roztworem surowicy. Jednakze dla S. marcescens
41$g.2d catkowite zahamowanie wzrostu obserwowane jest dopiero w drugiej
godzinie inkubacji. S. marcescens 52$g.4c pozyskana z tuszy $wini domowej jest
W mniejszym stopniu oporna na dziatanie 50% NHS. Rycina 21.3ab pokazuje spadek
wzrostu liczby komorek bakterii w zaleznosci od czasu inkubacji z surowica.

Badanie przezywalno$ci w roztworze 50% NHS przetestowano dla 1 izolatu
S. liquefaciens pozyskanego z tuszy krowy domowej (kg40.1d), 1 izolatu z tuszy
sarny europejskiej (3s) oraz dla 4 izolatow z tusz dzikow euroazjatyckich (97dz,
120dz, 139dz, 130dz).

S.liquefaciens kg40.1d wyizolowana od krowy domowej z jamy nosSowo-
gardlowej wykazata opornos¢ na bakteriobdjcze dziatanie 50% NHS. Wzrost bakterii
w obecnosci aktywnej i inaktywowanej 50% NHS przedstawiony na Ryc. 21.5ab
oraz Ryc. 22.5ab.

S. liquefaciens 3s pozyskana od sarny europejskiej jest oporna na dziatanie 50%
ludzkiej surowicy, co potwierdzono na Ryc. 21.7ab. Wzrost szczepu w aktywnej
(Ryc. 21.7ab) i nieaktywnej (Ryc. 22.7ab) surowicy jest bardzo podobny.

Badane izolaty S. liquefaciens wyizolowane od dzikéw euroazjatyckich sa
W wigkszos$ci oporne na dziatanie aktywnej 50% NHS. Potwierdzaja to wyniki
zaprezentowane na Ryc. 21.8ab, Ryc. 21.9ab, Ryc. 21.10ab. Prezentuja one
podobienstwa we wzro$cie w aktywnej (Ryc. 21.8ab, Ryc. 21.19ab, Ryc. 21.10ab)
i inaktywowanej (Ryc. 22.8ab, Ryc. 22.9ab, Ryc. 22.10ab) surowicy. Opornos¢ na
surowice stwierdzono dla izolatow S. liquefaciens 120dz, 130dz i 139dz. Odmienna
sytuacja wystepuje dla izolatu 97dz, ktéry jako jedyny z badanych wykazuje srednig
wrazliwos$¢ na dziatanie 50% NHS. Rowniez zaprezentowany na Ryc. 21.6ab wykres
pokazuje spadek liczby komorek izolatu 97dz wraz ze wzrostem czasu inkubaciji,
jednakze spadek nie jest catkowity.
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Rycina 21. Przezywalno$¢ badanych szczepow w aktywnej 50% NHS
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Rycina 22. Przezywalno$¢ badanych szczepow w inaktywowanej 50% NHS
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Ryc. 23 pokazuje, ze w obrgbie badanych izolatow S. liquefaciens
I S. marcescens najwigksza wrazliwo$¢ na dzialanie NHS wykazywaly izolaty
41$g.2d, 97dz oraz izolat 528g.4c. Natomiast do grupy szczepow opornych zaliczaja
si¢ izolaty ko11.5d, kg40.1d, 120dz, 139dz, kg6.2c oraz 130dz.

Wsrod wszystkich badanych odzwierzgcych S. marcescens najwicksza
oporno$¢ na 50% NHS wykazywaty szczepy kg6.2c i koll.5d pozyskane z jamy
nosowo-gardtowej i odbytnicy krowy domowej. Szczep S. marcescens (52$g.4c)
pochodzacy z jamy nosowo-gardtowej $wini domowej wykazywal $rednig
wrazliwo$¢ na badang surowice. Z kolei najwicksza wrazliwos¢ wykazywat szczep
41$g.2d pozyskany rowniez z jamy nosowo-gardtowej $wini domowej. Na podstawie
uzyskanych wynikow mozna wywnioskowaé, ze najbardziej opornymi
odzwierzecymi szczepami S. marcescens byty te pochodzace od krow domowych.
Z kolei szczepy S. marcescens pochodzace od $win domowych to szczepy wrazliwe
lub $rednio wrazliwe na dziatanie ludzkiej surowicy.

W  obrebie badanych izolatow S. liquefaciens najwigckszg opornoscia
charakteryzowaly si¢ szczepy kg40.1d, 3s, 120dz, 139dz oraz 130dz pozyskane
z jamy nosowo-gardtowej krowy domowej oraz dzikow euroazjatyckich. Natomiast
dla szczepu 97dz pozyskanego z jamy nosowo-gardtowej dzika euroazjatyckiego
okreslono $rednig wrazliwo§¢ na dziatanie ludzkiej surowicy. Podsumowujac
uzyskane wyniki mozna stwierdzi¢, iz odzwierzgce szczepy S. liquefaciens sa
w wigkszosci oporne na dziatanie ludzkiej surowicy, bez wzgledu na zrodto ich
izolacji.
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Rycina 23. Przezywalno$¢ badanych izolatow S. marcescens i S. liquefaciens w aktywnej 50% NHS
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Legenda:

130dz — izolat S. liquefaciens od dzika euroazjatyckiego; kg40.1d — izolat S. liquefaciens od krowy domowej; kg6.2c — izolat S. marcescens od krowy domowej;
415g.2d —izolat S. marcescens od $wini domowej; 97dz — izolat S. liquefaciens od dzika euroazjatyckiego; 3s — izolat S. liquefaciens od sarny europejskiej; 120dz
—izolat S. liquefaciens od dzika euroazjatyckiego; 139dz — izolat S. liquefaciens od dzika euroazjatyckiego; 52$g.4c — izolat S. marcescens od $wini domowe;j;
ko11.5d —izolat S. marcescens od krowy domowej
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Podsumowanie

e Najbardziej opornym na 50% NHS izolatem S. liquefaciens byt izolat
kg40.1d od krowy domowej (Bos taurus taurus).

e Najbardziej wrazliwym na 50% NHS izolatem S. liquefaciens byt 97dz
pozyskany od dzika euroazjatyckiego (Sus scrofa).

e Najbardziej opornym na 50% NHS izolatem S. marcescens byt izolat
ko11.5d od krowy domowej (Bos taurus taurus).

e Najbardziej wrazliwym na 50% NHS izolatem S. marcescens byt
41$g.2d pozyskany od $wini domowej (Sus scrofa domestica).

14. Podsumowanie pracy

Prace doktorska realizowano na materiale mikrobiologicznym pozyskanym
z wymazow jamy nosowo-gardtowej 460 tusz dzikéw euroazjatyckich (Sus scrofa)
oraz wymazoéw jamy nosowo-gardtowej 93 tusz sarny europejskiej (Capreolus
capreolus). Material do badan stanowity réwniez wymazy jamy nosowo-gardtowej
i odbytnicy 55 tusz krowy domowej (Bos taurus taurus) oraz 59 tusz §win domowych
(Sus scrofa domestica).

W pierwszym etapie badan prowadzona izolacja skierowana na pozyskiwanie
bakterii Gram-ujemnych z wymazow z tusz zwierzat pozwolita na otrzymanie 460
izolatow od dzikéw euroazjatyckich oraz 82 izolatow od saren europejskich.
Z wymazo6w mikrobiologicznych, pozyskanych z tusz krow domowych, otrzymano
228 izolatow z jamy nosowo-gardtowej oraz 208 izolatow z odbytnicy, natomiast
Z tusz $win domowych otrzymano 200 izolatow z jamy nosowo-gardtowej 1 70
1zolatow z odbytnicy.

W nastgpnej kolejnosci wszystkie uzyskane izolaty bakteryjne (1138)
oznaczane byly za pomoca metody MALDI Biotyper. Z 460 izolatdéw z jamy
nosowo-gardlowej dzikéw euroazjatyckich przyporzadkowano do poziomu rodzaju
1 gatunku 421 izolatdéw, natomiast z 82 izolatow z jamy nosowo-gardtowej saren
europejskich zidentyfikowano 70 izolatow. Z 228 izolatow z jamy nosowo-gardtowe;j
tusz krow domowych oznaczono 208 izolatow, z kolei z wymazdéw z odbytnicy
zidentyfikowano 195 izolatow z pozyskanych 208. Zastosowana metoda pozwolita
rowniez na oznaczenie 188 z 200 izolatéw pozyskanych z jamy nosowo-gardiowe]
tusz $win domowych oraz 58 z 70 izolatdow z wymazdéw z odbytnicy tusz $win
domowych.

Badanie na obecno$¢ enzymow zewnatrzkomorkowych: deoksyrybonukleazy,
lipazy, zelatynazy i hemolizyny przeprowadzono na 67 izolatach od dzikow
euroazjatyckich (63 izolaty S. liquefaciens, 4 izolaty S. marcescens), 14 izolatach od
saren europejskich (14 izolatow S. liquefaciens, 0 izolatow S. marcescens), 38
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izolatach od krow domowych (28 izolatow S. liquefaciens, 10 izolatow
S. marcescens) oraz na 38 izolatach od $win domowych (27 izolatéw S. liquefaciens,
11 izolatéw S. marcescens). Przeprowadzone badania wykazaly obecno$¢ enzymow
deoksyrybonukleazy, lipazy i zelatynazy u wigkszosci izolatow S. liquefaciens oraz
u wszystkich izolatow S. marcescens. Obecno$¢ enzymu hemolizyny stwierdzano
najczesciej dla izolatow S. liquefaciens pozyskanych z tusz §win domowych oraz dla
izolatow S. marcescens pozyskanych od dzikow euroazjatyckich.

Kolejne badania w pracy doktorskiej przeprowadzono celem potwierdzenia
obecnosci genow wirulencji kodujacych wybrane czynniki wirulencji (fimbrie typu
I, biatka fosfolipazy A oraz biatka toksyny hemolitycznej ShlA). Eksperyment ten
przeprowadzono dla 43 izolatbw od dzikéow euroazjatyckich (39 izolatow
S. liquefaciens, 4 izolatow S. marcescens), 13 izolatow od saren europejskich (13
izolatow S. liquefaciens, 0 izolatéw S. marcescens), 26 izolatéw od krow domowych
(21 izolatow S. liquefaciens, 5 izolatow S. marcescens) oraz dla 37 izolatow od $win
domowych (26 izolatow S. liquefaciens, 11 izolatow S. marcescens). Najczesciej
badane geny wirulencji wystgpowaly u izolatow S. liquefaciens od saren
europejskich 1 §win domowych. Natomiast w przypadku izolatow S. marcescens
najczesciej badane geny wirulencji wystepowaly u izolatow od krow domowych
I dzikéw euroazjatyckich.

W kolejnym etapie pracy przeprowadzono eksperyment majacy na celu
okreslenie dilugosci O-swoistego tancucha LPS wsrdd izolatow S. liquefaciens
I S. marcescens. Badanie to przeprowadzono dla 25 izolatow S. liquefaciens (11
izolatéw od dzikow euroazjatyckich, 5 izolatoéw od saren europejskich, 5 izolatéw od
krow domowych i 4 izolatow od §win domowych). Przedmiotem badan byto rowniez
8 izolatow S. marcescens (3 izolaty od dzikéw euroazjatyckich, 2 izolaty od krow
domowych 1 3 izolatéw od $win domowych). Badanie to pokazato, ze wszystkie
testowane izolaty posiadaty dtugi O-swoisty tancuch LPS.

Ostatnie doswiadczenie w pracy doktorskiej przeprowadzono tacznie dla 10
izolatow S. liquefaciens (6 izolatow) i S. marcescens (4 izolaty). Wérod badanych 6
izolatow S. liquefaciens 4 izolaty pochodzity od dzikéw europejskich, 1 izolat
pochodzit od krowy domowe;j i 1 izolat pochodzil od sarny europejskiej. Natomiast
wirod 4 izolatow S. marcescens 2 izolaty pochodzity od krowy domowych i 2 izolaty
pochodzity od $wini domowe;.

Tabela 32 pokazuje zestawienie charakterystyki wybranych szczepdéw
S. liquefaciens i S. marcescens, dla ktorych zostato przeprowadzone ostanie badanie
w pracy doktorskiej.
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Tabela 33. Charakterystyka wybranych szczepéw S. liquefaciens i S. marcescens

Lp. Gatune.l‘( Oznaczenie Zrédlo izolacji Nr PCM d?oblccs;nr:félfo Olzecnovéé 0 becvnoéé Obecfméé Ohccnoft gend wirulencl O-I::I()gizf:go Wrailiwosé
bakterii ~sikieazy lipazy zelatynazy | hemolizyny fimA ohid shiB | phid | phiB | taicucha LPS na NHS

1 S. liguefaciens 130dz dzik euroazjatycki 3245 + + + + + + - + + L-OAg oporny

2 S. liguefaciens ke40.1d krowa domowa 3246 + + + - - + - + + L-OAg oporny

3 S. liquefaciens 139dz dzik euroazjatycki 3247 + + + - + + — — + L-OAg oporny

4 S. liquefaciens 120dz dzik euroazjatycki 3248 + + + + + + - + + L-OAg wrazliwy

5 S. liguefaciens 97dz dzik euroazjatycki 3249 + + + — + + + - + L-OAg $rednio oporny
6 S. liquefaciens 3s sarna europejska 3250 - + + + + + - + + L-OAg oporny

7 S. marcescens 41sg.2d $winia domowa 3251 + + + - - + + + - L-OAg oporny

8 S. marcescens kgb.2¢ krowa domowa 3252 + + + + + + — + + L-OAg oporny

9 S. marcescens 518g.2¢ $winia domowa 3253 + + + B + + + + + L-OAg $rednio oporny
10 | S marcescens kol1.5d krowa domowa 3254 + + + + + - - + - L-OAg oporny
Legenda:

fimA — gen kodujqcy fimbrie typu I, phlA, phlB — geny kodujgce biatka fosfolipazy A, shlA, shlB — geny kodujgce biatka ShiA, ShiB toksyny hemolitycznej,

L-OAg — Long O-Antigen, LPS z dtugim O-swoistym fancuchem, NHS — Normal Human Serum, normalna surowica ludzka
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Szczep S. liquefaciens 130dz zostat pozyskany od dzika euroazjatyckiego.
Posiada on enzymy deoksyrybonukleaze, lipaze, zelatyng i hemolizyng. Detekcja
gendw wirulencji wykazata, ze ma on gen kodujacy fimbrie typu I oraz geny
kodujace biatka zwigzane z fosfolipazg A. Jednakze nie posiada on wszystkich
gendéw kodujacych biatka toksyny hemolitycznej, co powoduje, iz nie jest ona
aktywna. Szczep 130dz posiada dtugi O-swoisty tancuch LPS oraz jednoczes$nie jest
oporny na 50% surowice (Tab. 32).

Szczep S. liquefaciens kg40.1d zostat wyizolowany z tuszy krowy domowej.
S. liquefaciens kg40.1d posiada enzymy deoksyrybonukleazg, lipaze oraz zelatynazg,
jednakze nie posiada enzymu zewnatrzkomorkowego hemolizyny. Szczep ten nie
posiada genu kodujacego fimbrie typu I oraz biatka ShiB toksyny hemolityczne;j.
Udowodniono wystepowanie u niego genéw kodujacych biatko ShlA toksyny
hemolitycznej oraz genéw kodujacych biatka zwigzane z fosfolipaza A. Dodatkowo
posiada dlugi O-swoisty tancuch LPS 1 jest oporny na dziatanie ludzkiej surowicy
(Tab. 32).

S. liquefaciens 139dz zostata wyizolowana z tuszy dzika europejskiego. Szczep
ten posiada enzymy deoksyrybonukleazg, lipazg i zelatynazg. Nie udowodniono
Uniego wystgpowania enzymu hemolizyny. Przeprowadzone badanie detekcji
genoéw wirulencji wykazalo wystgpowanie gendw kodujacych fimbrie typu I, biatka
ShlA toksyny hemolitycznej oraz biatka PhIB zwigzanego z fosfolipaza A. Szczep
ten nie posiadat gendw kodujacych biatko ShIB toksyny hemolitycznej i biatko PhlA
fosfolipazy A. Podobnie jak poprzednie szczepy S. liquefaciens, szczep 139dz
posiada dlugi O-swoisty tancuch LPS i jest oporny na surowic¢ ludzka (Tab. 32).

Szczep S. liquefaciens 120dz zostat wyizolowany z tuszy dzika
euroazjatyckiego 1 potwierdzono u niego wystgpowanie enzymu deoksyry-
bonukleazy, lipazy, zelatynazy i hemolizyny. Posiada geny kodujace fimbrie typu I,
biatko ShlA oraz biatka zwigzane z fosfolipaza A. Nie potwierdzono u niego
wystepowania genu ShIB toksyny hemolitycznej. Dodatkowo szczep ten jest
wrazliwy na dziatanie ludzkiej surowicy, pomimo iz wytwarza LPS o dlugim O-
swoistym tancuchu (Tab. 32).

S. liquefaciens 97dz pozyskano z tuszy dzika euroazjatyckiego. Szczep ten
posiada enzymy deoksyrybonukleazy, lipazy i zelatynazy i nie posiada enzymu
hemolizyny. Potwierdzono u niego wystepowanie genow kodujacych fimbrie typu I,
biatka ShlA, ShIB oraz PhIB 1 nie potwierdzono wystgpowania genu kodujacego
biatka PhlA. S. liquefaciens 97dz ma dtugi O-swoisty tancuch LPS i jest $rednio-
wrazliwy na dziatanie ludzkiej surowicy (Tab. 32).

Szczep S. liquefaciens 3s pozyskany od sarny europejskiej charakteryzowat sie
posiadaniem enzymow lipazy, zelatynazy, hemolizyny i brakiem enzymu deoksyry-
bonukleazy. Pateczka ta posiadata fimbrie typu I, biatko ShlA oraz biatka PhlA
i PhIB, co potwierdzono poprzez detekcje genow wirulencji. Jest to rOwniez szczep,
u ktorego stwierdzono dtugi O-swoisty tancuch LPS oraz opornos¢ na dzialanie
ludzkiej surowicy (tab. 32).
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S. marcescens 41$g.2d wyizolowano z jamy nosowo-gardtowej §wini domowej.
U szczepu tego wystepuja enzymy deoksyrybonukleaza, lipaza i zelatynaza. Z kolei
nie potwierdzono u niego enzymu hemolizyny. Nie posiada on rdwniez fimbrii typu
I oraz biatka PhIB fosfolipazy A. Detekcja genéw wirulencji wykazata natomiast
obecno$¢ gendw kodujacych biatka ShIA, ShiB i1 PhlA. S. marcescens 41$g.2d byta
oporna na ludzka surowice i miata LPS z dlugim O-swoistym tancuchem (Tab. 32).

S. marcescens kg6.2c posiadal enzymy zewnatrzkomérkowe: deoksyry-
bonukleazg, lipaze, zelatynaz¢ i1 hemolizyne. Szczep ten mial potwierdzone
wystepowania genéw kodujacych fimbrie typu I, biatko ShlA, PhlA iPhIB,
z wyjatkiem genu kodujacego biatko ShIB. Podobnie jak poprzednie szczepy,
S. marcescens kg6.2c miat czasteczke LPS z dlugim O-swoistym tancuchem oraz byt
oporny na dzialanie surowicy ludzkiej. Jest to rowniez szczep, ktorego zrodlem jest
jama nosowo-gardtowa krowy domowe;j (Tab. 32).

Szczep S. marcescens 528g.4c pochodzil z jamy nosowo-gardtowej $wini
domowej. Wystepuja u niego enzymy: deoksyrybonukleaza, lipaza i Zelatynaza.
Natomiast brak u niego enzymu hemolizyny. Szczep ten posiada wszystkie geny dla
testowanych czynnikéw wirulencji, czyli fimbrii typu I, toksyny hemolitycznej ShIA
1 fosfolipazy A. Oprécz tych cech posiada LPS z dlugim O-swoistym tafcuchem
I jest Srednio-wrazliwy na dziatanie ludzkiej surowicy (Tab. 32).

Ostatni scharakteryzowany szczep w pracy doktorskiej to S. marcescens
ko11.5d wyizolowana z odbytnicy krowy domowej. Posiada on wszystkie badane
enzymy zewnatrzkomorkowe (deoksyrybonukleaze, lipazg, zelatynaze, hemo-
lizyne). Z testowanych gendw wirulencji posiadat wylacznie gen kodujacy fimbrie
typu I oraz gen kodujacy biatko PhlA fosfolipazy A. S. marcescens ko11.5d, mimo
iz posiada czasteczke LPS z dlugim O-swoistym tancuchem LPS, jest oporny na
dziatanie ludzkiej surowicy (Tab. 32).

Scharakteryzowane w tej pracy szczepy S. liquefaciens 130dz, 139dz, 120dz,
97dz, 3s, kg40.1d oraz szczepy S. marcescens 41§8g.2d, kg6.2c, 528g.4c i koll.5d
zostaly zdeponowane w Polskiej Kolekcji Mikroorganizméw, w Instytucie
Immunologii 1 Terapii Doswiadczalnej im. Ludwika Hirszfelda Polskie; Akademii
Nauk we Wroctawiu.
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15. Whnioski

Cel 1: OKreslenie wystepowania S. liquefaciens i S. marcescens u dzikéow
euroazjatyckich, saren europejskich, krow domowych i §win domowych.

e Paleczki z rodzaju Serratia nalezaty do jednych z najczgsciej izolowanych
rodzajéow Dbakterii Gram-ujemnych z tusz dzikow euroazjatyckich (Sus
scrofa), saren europejskich (Capreolus capreolus), krow domowych (Bos
taurus taurus) i swin domowych (Sus scrofa domestica).

e Paleczki S. liquefaciens wystepowaty u wszystkich badanych zwierzat wolno
zyjacych i zwierzat gospodarskich.

e Pateczki S. marcescens zostaly wyizolowane z tusz dzikow euroazjatyckich
(Sus scrofa), krow domowych (Bos taurus taurus) i swin domowych (Sus
scrofa domestica)

Cel 2: Okreslenie potencjalnej wirulencji S. liquefaciens i S. marcescens
poprzez aktywnos¢ enzymow zewngtrzkomorkowych.

* lzolaty S. liquefaciens pozyskane z tusz dzikéw euroazjatyckich (Sus scrofa),
saren europejskich (Capreolus capreolus), krow domowych (Bos taurus
taurus) 1 $swin domowych (Sus scrofa domestica) wytwarzaly enzymy
deoksyrybonukleazy, lipazy i zelatynazy.

e W obrebie gatunku S. liquefaciens najczgéciej obecno$¢ hemolizyny
stwierdzano u izolatow od $win domowych (Sus scrofa domestica),
a najrzadziej u izolatéw od kréw domowych (Bos taurus taurus).

e W obrgbie gatunku S. marcescens najczesciej enzym hemolizyng wytwarzaty
izolaty od dzikoéw euroazjatyckich (Sus scrofa), a najrzadziej izolaty od krow
domowych (Bos taurus taurus).

Cel 3: Okreslenie potencjalnej wirulencji S. liquefaciens i S. marcescens
poprzez obecno$¢ wybranych genow wirulencji.

e Najwigkszy odsetek badanych genéw wirulencji w$rdd izolatow
S. liquefaciens majg izolaty pozyskane z tusz saren europejskich (Capreolus
capreolus) i $win domowych (Sus scrofa domestica), a najmniejszy odsetek
majg izolaty z tusz krow domowych (Bos taurus taurus).

e Najwigkszy odsetek badanych genéw wirulencji ws$rdd izolatow
S. marcescens majg izolaty z tusz krow domowych (Bos taurus taurus),
a najmniejszy odsetek izolaty z tusz dzikow euroazjatyckich (Sus scrofa).
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Cel 4: OKkreSlenie typu O-swoistego lancucha LPS wsréd izolatow
S. liquefaciens i S. marcescens pozyskanych od zwierzat gospodarskich
i wolno zyjacych.

e Wszystkie badane izolaty S. liquefaciens i S. marcescens miaty gtadki
lipopolisacharyd o zr6znicowanych profilach.

Cel 5: OKkreslenie poziomu opornosci izolatéw S. liquefaciens i S. marcescens
na bakteriobdjcze dzialanie surowicy (NHS).

e Wisrdd izolatoéw S. liquefaciens wystepowaly izolaty oporne, Srednio wrazliwe
oraz wrazliwe na dziatanie 50% ludzkiej surowicy.

e Wirod izolatow S. marcescens wystepowaly izolaty oporne, $rednio wrazliwe
oraz wrazliwe na dzialanie 50% ludzkiej surowicy.
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16. Dyskusja

Bakterie z rodzaju Serratia, z wyjatkiem S. marcescens, sg wcigz stabo
opisane w literaturze pod wzgledem wystepowania, czy tez detekcji ich czynnikéw
wirulencji. Z tego wzgledu niniejszg prace doktorska mozna traktowac jako
wyniki wstepne do prowadzenia dalszych badan nad patogeneza odzwierzecych
pateczek Serratia sp.

Tematyka pracy doktorskiej rozpoczeta rowniez nowy obszar badan
W Zaktadzie Mikrobiologii Uniwersytetu Wroctawskiego. Zaktad Mikrobiologii
od lat specjalizuje si¢ w tematyce badania opornosci na bakteriobdjcze dziatanie
surowicy pateczek Gram-ujemnych z rodzaju Salmonella, Yersinia i E. coli [109],
ze szczegblnym uwzglednieniem w tym procesie wptywu lipopolisacharydu
I biatek btony zewnetrznej [107,110,111,112]. Dodatkowo prowadzone sa badania
wyjasniajace w tym procesie rolg obecno$ci kwasu sjalowego w strukturach
powierzchniowych, w generowaniu opornosci bakterii Gram-ujemnych na
bakteriobojcze dzialanie surowicy [107]. Kolejng tematyka zaktadu jest detekcja
genéw kodujacych czynniki wirulencji bakterii Gram-ujemnych (Salmonella sp.,
Yersinia sp. i E. coli) wraz z nawigzaniem do zrodia ich izolacji. Zaktad
Mikrobiologii prowadzi réwniez roznorodne prace w tematyce m. in. nanoczastek
srebra [113,114], biofilmu bakteryjnego [115,116] oraz badan biatek btony
zewngtrznej. Gtownym przedmiotem badan Zaktadu Mikrobiologii sg bakterie
Gram-ujemne reprezentowane przez Escherichia coli [117,112], Salmonella sp.
[118,119] oraz Yersinia enterocolitica [120]. Rozpoczete w niniejszej pracy
doktorskiej badania poszerzaja zakres badan Zaktadu o dwa nowe gatunki -
Serratia marcescens i Serratia liquefaciens.

Badania przedstawione w pracy doktorskiej s3a kontynuacja badan
rozpoczgtych w ramach realizacji pracy magisterskiej Doktorantki [108].
Przyczyna rozpoczgcia badan nad wystepujacymi u zwierzat pateczkami Serratia
sp., byto wstgpne poszukiwanie u dzikéw euroazjatyckich 1 saren europejskich
pateczek Y. enterocolitica. Prowadzone w ramach pracy magisterskiej badania
pozwolily na stworzenie dodatkowo kolekcji réznorodnych gatunkéw bakterii
Gram-ujemnych, ktére zdecydowanie przewazaly nad iloSciowym
wystgpowaniem Y. enterocolitica u badanych zwierzat. Dlatego tez, podjgto
decyzje o rozsze-rzeniu tematyki badan w kierunku oceny biordznorodnosci
bakteryjnej Gram-ujemnej mikroflory gérnego odcinka przewodu pokarmowego
dzikow euro-azjatyckich i saren europejskich. Uzyskane wyniki pokazaty, ze
jednym z najczesciej wystepujacych rodzajow bakterii  identyfikowanych
u dzikow i saren byt rodzaj Serratia. Dlatego tez, po analizie danych literatury na
temat rodzaju Serratia, podjeto decyzje 0 przeprowadzeniu badan dotyczacych
charakterystyki obecno$ci wybranych czynnikéw wirulencji u S. marcescens
i S. liquefaciens, co wzbogacito dotychczasowa wiedzg, z zakresu nauk
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biologicznych, o nowe informacje charakteryzujace rodzaj Serratia wystepujacy
u zwierzat wolno zyjacych oraz u zwierzat gospodarskich.

Temat niniejszej pracy doktorskiej prezentowany byl na szeregu konferencji
o zasiggu zar6wno krajowym jak i migdzynarodowym. Po raz pierwszy tematyke
pracy doktorskiej zobrazowano w postaci posteru pt.: ,,Game animals as a source
of Serratia sp. - an opportunistic pathogen for humans” na konferencji krajowej
,3rd Wroclaw Scientific Meetings” w 2019 roku [121]. Na konferencji tej
przedstawiono obecno$¢ réznych gatunkow w obrebie rodzaju Serratia
wystepujacych w jamie nosowo-gardlowej dzikow euroazjatyckich (Sus scrofa)
i saren europejskich (Capreolus capreolus). Na kolejnej konferencji ,,VI
Pomorskie Spotkania z Mikrobiologia” w 2021 roku zaprezentowano temat
,,Charakterystyka patogenno$ci odzwierzecych pateczek z rodzaju Serratia”
publikujac wyniki dotyczace detekcji gendw kodujacych fimbrie typu I,
fosfolipaze A i toksyng hemolityczng ShlA u odzwierzecych pateczek Serratia sp.
[122]. Na migdzynarodowej konferencji European Culture Collections’
Organisation (ECCO) w 2021 roku zaprezentowano temat ,,Comparative analysis
of Gram-negative bacteria isolated from farm animals on the example of pigs (Sus
scrofa domestica) and cows (Bos taurus taurus) in Poland” [123] przedstawiajac
wyniki identyfikacji MALDI izolatow bakteryjnych pozyskanych od kréw
domowych i $win domowych uwzgledniajac rodzaj Serratia. Zaprezentowany
poster zdobyt drugg nagrod¢ w organizowanym mig¢dzynarodowym konkursie.
Tematyka pracy doktorskiej byt réwniez opublikowany na konferencji European
Culture Collections’ Organisation (ECCO) w 2022 roku w postaci posteru pt.
,Virulence potential of Serratia marcescens and Serratia liquefaciens strains
isolated from selected animals” [124].

Wszystkie organizmy zywe kolonizowane sa przez rdznego rodzaju
mikroorganizmy. Najczesciej bakterie te mozna podzieli¢ na dwie zasadnicze
grupy. Sa nimi bakterie saprofityczne oraz bakterie patogenne. Wsrod bakterii
zasiedlajgcych zwierzgta mozemy wyrdzni¢ grupe bakterii o potencjale
zoonotycznym, ktora stanowi bardzo wazny aspekt w kontekscie zdrowia
publicznego. Jak podaje Glinski Z. i Kostro K. [125] bakterie zoonotyczne,
W przeciwienstwie do bakterii saprofitycznych, staja si¢ cze$cia mikroflory
zwierzat wylacznie okresowo. Bakterie o potencjale zoonotycznym stanowig
zagrozenie nie tylko dla konsumenta, ale w rGwnym stopniu stajg si¢ zagrozeniem
dla weterynarzy, rzeznikow, lesnikow oraz mysliwych, ktorzy majg bezposredni
kontakt ze zwierzgciem. Bardzo waznym aspektem w kontek$cie zoonoz wydaje
si¢ by¢ srodowisko, w ktorym zyja zwierzeta bedace rezerwuarem zoonotycznych
bakterii. W takiej sytuacji bakterie wystepujace u zwierzat przedostajg si¢ do
srodowiska, a nastepnie moga staé si¢ zagrozeniem dla ludzi. Zrodtami infekcji
bakteriami zoonotycznymi jest przewaznie kontakt bezposredni z Zywymi
zwierzgtami lub tez bezposredni kontakt z tuszami zwierzat, produktami migsnymi
wytworzonymi ze skolonizowanych zwierzat, srodowiskiem, a w szczegolnosci
z woda, roslinami i glebg skazonymi przez zwierzeta. Dla oséb pracujacych lub
przebywajacych w bliskim kontakcie ze zwierzetami pelnigcymi funkcje
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rezerwuarow bakterii zoonotycznych bardzo wazng grupa chordb odzwierzecych
- zoonoz s3 zoonozy bezposrednie. Do ich wystgpienia wystarczy bezposredni
kontakt z zarazonym zwierz¢ciem, ich tuszg lub tez produktami pochodzacymi
Z rozbioru tusz, badz tez moczem i krwig. Przyktadami choréb odzwierzecych,
ktérymi mozna si¢ zarazi¢ w ten sposob sg listerioza, bruceloza i salmonelloza
[125,126].

Zwierzeta wolno zyjace 1 zwierzeta gospodarskie, ktorych materiat
mikrobiologiczny badano w niniejszej pracy doktorskiej mozna zaliczy¢ do
zwierzat o najwickszym potencjale rezerwuaru dla réznego rodzaju bakterii
zoonotycznych. Dzik euroazjatycki (Sus scrofa) jak podaje Glinski Z. i wsp. jest
rezerwuarem dla Brucella suis, Mycobacterium bovis, Coxiella burnetii, Yersinia
enterocolitica, Campylobacter jejuni, Leptospira sp. oraz Salmonella sp. Niektore
z wymienionych powyzej bakterii nalezg do trzeciej grupy pod wzgledem
patogennosci, czyli sa to bakterie wywotujace choroby o bardzo cigzkim
przebiegu. Sa nimi Brucella suis odpowiedzialna za brucelozy, Mycobacterium
bovis wywotujacy odzwierzeca gruzlice oraz Coxiella burnetii, ktora jest
czynnikiem etiologicznym gorgczki Q [125].

Sarna europejska (Capreolus capreolus) jest kolejnym rezerwuarem dla
r6éznego rodzaju bakterii zoonotycznych. W pracy Glinski Z. i wsp. przedstawiono,
iz zwierzgta te sg rezerwuarami dla bakterii Borrelia burgdorferi sensu lato,
Mycobacterium paratuberculosis, Erlichia sp., Mycobacterium bovis, Coxiella
burnetii, Yersinia enterocolitica, Campylobacter jejuni, Leptospira sp.,
Salmonella sp. oraz Bacillus anthracis. Bakterie te odpowiedzialne sg za
wywolywanie schorzen o ciezkim przebiegu takich jak: borelioza, choroba
Johnego zwana roéwniez paratuberculoza, erlichioza, gruzlica odzwierzeca,
goraczka Q, jersinioza, kampylobakterioza, leptospiroza, salmonellozy oraz
waglik [125].

U swin domowych (Sus scrofa domestica) rowniez wykazano wystgpowanie
bakterii bedacych powaznym zagrozeniem dla zdrowia publicznego. Petlienie
funkcji rezerwuaru przez $winie domowe potwierdzono dla Salmonella sp.,
Campylobacter sp., Escherichia coli O157:H7, Staphylococcus aureus oraz
Yersinia enterocolitica [127].

Bakterie wystgpujace u bydfa to kolejna grupa bakterii mogaca wywolywac
powazne zagrozenie dla zdrowia publicznego. W przypadku bakterii
wystepujacych u bydla kolejnym sposobem zarazenia si¢ jest spozycie
niepasteryzowanego mleka lub sam kontakt z surowym mlekiem. Wedlug
opublikowanej w 2014 roku pracy McDaniel C.J. 1 wsp. wystepujacymi u bydta
bakteriami o wysokim potencjale patogennosci sa: Bacillus anthracis,
Actinobacillus ligniersii, Borrelia burgdorferi, Arcanobacterium pyogenes,
Coxiella burnetii, Brucella abortus, Brucella melitensis, Clostridium difficile,
Burkholderia pseudomallei, Dermatophilus congolensis, Campylobacter fetus,
Campylobacter jejuni, Escherichia coli, Listeria monocytogenes, Salmonella sp.,
Leptospira sp., Mycobacterium tuberculosis, Mycobacterium bovis, Staphylo-
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coccus aureus, Shigella sp., Streptococcus sp., Yersinia pseudotuberculosis
I Yersinia enterocolitica [128].

Przedstawione powyzej zestawienie bakterii zoonotycznych u dzikow,
saren, Swin oraz u bydla pokazuja, ze rodzaj Serratia nie jest wymieniany jako
bakterie o potencjale zoonotycznym. Jednakze taka sytuacja moze by¢ powodem
braku badan pokazujacych potencjal wirulencji tych bakterii izolowanych od
zwierzat.

Préby ustalenia mikroflory zwierzyny wolno zyjacej zostaly opisane m. in.
w 2011 roku przez naukowcow z Brazylii Lessa S. S., i wsp. [129]
w opublikowanej przez nich pracy zostaly przedstawione rodzaje bakterii
wyizolowane z réznych cze$ci ciata dzikow euroazjatyckich. W kontekscie
prowadzonych badan w niniejszej pracy doktorskiej najbardziej interesujagcym
wydaje si¢ by¢ porownanie rodzajow bakterii pomiedzy dwoma prowadzonymi
eksperymentami. Lessa S. S. 1 wsp. [78] prowadzac ogolne badania stwierdzajace
obecno$ci w jamie ustnej zardwno bakterii Gram-ujemnych i Gram-dodatnich,
udowodnili wystepowanie rodzajow takich jak Bacillus, Acinetobacter, Yersinia,
Proteus, Citrobacter, Ewingella oraz Kocuria, Enterococcus i Staphylococcus.
Z kolei wtasne badania wyizolowanych szczepéw z wymazow gardta i migdatkow
wykazaty obecnos¢ Aeromonas sp., Citrobacter sp., Erwinia sp., Ewingella sp.,
Morganella sp., Providencia sp., Shewanella sp., Yersinia sp., Rahnella sp. oraz
Serratia sp. Pomiedzy wynikami identyfikacji materiatu pozyskanego od dzikoéw
mozna zaobserwowaé podobienstwo, ktore dotyczy rodzajow Citrobacter,
Ewingella oraz Yersinia. Ze wzgledu na zaktadany cel prac kierujacy izolacje
bakterii wylacznie na bakterie Gram-ujemne, nie jest mozliwe catkowite
porownanie wynikow badan. Dodatkowo uzyskane wyniki badan dotycza jedynie
izolatow z goérnego odcinka przewodu pokarmowego, co rowniez ogranicza
mozliwos¢ porownania izolatow z pozostalymi badaniami.

Wsrod zwierzat hodowlanych prawdopodobnie najlepiej poznang mikroflore
ma $winia domowa. W pracach Lowe B. A. i wsp. [129], Mann E. i wsp. [130],
Kernaghan S i wsp. [131] oraz Baele M. i wsp [132] zostata przedstawiona
mikroflora gornego odcinka przewodu pokarmowego $win domowych. W jej
sktad zaliczane sg bakterie z rodzajow: Actinobacillus, Actinomyces,
Arcanobacterium, Campylobacter, Citrobacter, Enterobacter, Enterococcus,
Escherichia, Haemophilus, Lactobacillus, Klebsiella, Mycobacterium, Listeria,
Mycoplasma, Proteus, Pasteurella, Providencia, Salmonella, Rothia,
Staphylococcus, Streptococcus, Lactobacillus, Yersinia, Bacteroides, Treponema,
Pseudomonas oraz m. in. Clostridium [129-132]. W pracy doktorskiej Gram-
ujemna mikroflora jamy nosowo-gardtowej pochodzacych z tusz swin czesciowo
pokrywata si¢ z powyzej wymienionymi rodzajami bakterii. Podobienstwa te
dotyczyty rodzajow Citrobacter, Enterobacter, Klebsiella, Proteus, Pseudomonas
oraz Yersinia. Uzyskanymi wynikami wykazano rowniez wystepowanie wczesniej
nie udokumentowanych rodzajow bakterii Aeromonas, Hafnia, Raoultella oraz
Shewanella.
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Zbadana przez lsaacson R. i wsp. w 2012 roku mikroflora przewodu
pokarmowego $win domowych pokazuje duza réznorodno$¢ rodzajow bakterii.
Wedhug przeprowadzonych przez autoréw pracy badan mikroflora przewodu
pokarmowego $win domowych reprezentowana jest m. in. przez bakterie
z rodzajow: Bacillus, Clostridium, Prevotella, Streptococcus, Propionibacterium,
Butyvibrio, Ruminococcus, Lactobacillus, Actinobacillus, Megasphaera,
Coprococcus, Eubacterium oraz Helicobacter [133]. Porownujac przedstawione
rodzaje bakterii opisywane w podanej pracy, Gram-ujemna mikroflora odbytnicy
badanych $win domowych zawiera rodzaje bakterii takie jak: Aeromonas,
Citrobacter, Escherichia, Pseudomonas, Serratia oraz Shewanella.

Mikroflora gérnego i dolnego odcinka przewodu pokarmowego zostata
réwniez opisana dla krowy domowej. Jak podano w pracy zbiorowej Xu Q. i wsp.
w 2021 roku oraz w pracy Lim S.-K. i wsp. w 2020 roku w dolnym odcinku
przewodu pokarmowego krow, w szczego6lnosci w jelitach, mozemy spotkac
bakterie z rodzajow: Clostridium, Ruminococcus, Fibrobacter, Eubacterium,
Prevotella, Butyvibrio, Treponema, Anaerovibrio, Streptococcus, Rumibacter,
Lactobacillus, Megasphera, Bifidobacterium, Alistipes, Enterococcus,
Arthrobacter, Subdoligranulum, Pseudomonas, Acinetobacter, Parabacteroides
oraz Escherichia [134,135]. Zastosowana metoda izolacji bakterii Gram-
ujemnych CT/DNAse pozwolita na pozyskanie bakterii z rodzajow Acinetobacter,
Escherichia oraz Pseudomonas, ktore zostaly wymienione powyzej jako bakterie
mikroflory jelit krow. Jednakze rodzaje te nie stanowity catosci wynikéw izolacji
bakterii z dolnego odcinka przewodu pokarmowego badanych krow. Wyniki
izolacji wskazaly na wystgpowanie rodzajow bakterii dotad nie ujetych
w kontek$cie skladowych mikroflory jelit kréw. Rodzajami tymi byly:
Aeromonas, Buttiauxella, Citrobacter, Klebsiella, Morganella, Proteus, Serratia,
Shewanella oraz Stenotrophomonas.

W opublikowanej w 2020 roku przez Timsit E. i wsp. [136] pracy
przedstawiono sktad mikroflory nosogardzieli u krow domowych.
Przeprowadzone badania pokazuja, ze wystepujacymi bakteriami w tym miejscu
sg bakterie z rodzajow: Corynebacterium, Pasteurella, Mycoplasma,
Psychrobacter, Pseudomonas, Moraxella, Staphylococcus, Shewanella,
Histophilus,  Solibacillus, Mannheimia, Carnobacterium, Lactococcus,
Acinetobacter, Clostridium, Rathayibacter i Promicromonospora. W pracy
doktorskiej w jamie nosowo-gardtowej krow domowych udato si¢ zidentyfikowac
bakterie zrodzajow Aeromonas, Citrobacter, Enterobacter, Escherichia,
Klebsiella, Kluyvera, Leclercia, Morganella, Pseudomonas, Raoultella, Serratia,
Shewanella oraz Stenotrophomonas [136]. Jak mozna zauwazy¢, uzyskane
wyniki izolacji w pracy doktorskiej wskazuja na wystepowanie u krow dotad
nie uwzglednionych w literaturze rodzajéw bakterii Gram-ujemnych.

Izolacja wybranej grupy bakterii ze S$rodowisk charakteryzujacych sie
wysoka réznorodno$cia mikroorganizméw zawsze stwarza pewne problemy
I stanowi wyzwanie w planowaniu do$wiadczen. Zastosowanie w pracy
doktorskiej polaczenia podtoza selektywnego CT z podlozem rodznicujacym
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DNAse pozwolito na zwigkszenie mozliwosci izolacji pateczek z rodzaju Serratia
z materiatu zwierzgcego o duzej roznorodnosci. Jednakze pomimo zastosowanego
wybidrczego podloza i podloza roznicujacego z dodatkiem antybiotykdow nie
otrzymano wzrostu jedynie paleczek z rodzaju Serratia. Zgodnie z informacja
podang dla podtoza selektywnego CT, na podtozu tym mozliwy jest wzrost takich
bakterii jak: Pseudomonas, Acinetobacter oraz Providencia. W badaniach
prowadzonych w niniejszej pracy doktorskiej na podtozu CT obserwowano wzrost
bakterii z rodzaju Escherichia, Citrobacter, Klebsiella, Enterobacter, Raoultella
i Kluyvera.

Metoda MALDI Biotyper staje si¢ od dekady technikg coraz cze¢$ciej
stosowang w identyfikacji réznego rodzaju mikroorganizméw. Poczatkowo
zostala stworzona w celu usprawnienia identyfikacji mikroorganizmow
pochodzenia klinicznego i przyspieszenia procesu diagnozowania. Jednakze
Z biegiem czasu technika ta ulega rozwojowi i staje si¢ uzyteczna w rdznego
rodzaju obszarach badan [137,138,139,140,141,142,143,144].

MALDI Biotyper stosowany w mikrobiologii klinicznej pozwala na
identyfikacj¢ zaro6wno bakterii Gram-ujemnych, Gram-dodatnich, mykobakterii
oraz grzybdw drozdzopodobnych. Jedna z podstaw identyfikacji MALDI jest baza
widm mieszaniny bialek rybosomalnych dla szczepow referencyjnych.
W identyfikacji mikroorganizméw pochodzenia klinicznego baza ta zawiera
widma dla ponad 3 tysigcy roznych gatunkéw bakterii [92].

Baza MALDI Biotyper zaktualizowana w 2021 roku zawiera réwniez widma
referencyjne dla gatunkow z rodzaju Serratia, ktorymi sg: S. marcescens,
S. liquefaciens, S. nematophila, S. grimesii, S. odorifera, S. rubidaea, S. ureilytica,
S. quinivorans, S. fonticola, S. ficaria, S. entomophila, S. plymuthica oraz
S. proteamaculans [92].

Wykorzystywanie metody MALDI Biotyper w mikrobiologii $rodo-
wiskowej rowniez podlega ciaglemu rozwojowi. Technika ta jest bardzo wazna
dla mikrobiologii $rodowiskowej, gdyz umozliwia identyfikacje bakterii
z roznych srodowisk 1 poznanie czg¢sci mikrobiomu, ktory mozemy wyhodowac.
Aplikacyjnos¢ tej metody m.in. w mikrobiologii sSrodowiskowej opiera si¢ gtownie
na bazie poszerzonej o dodatkowej widma referencyjne. Baza ta zawiera
mikroorganizmy, zarowno pochodzenia klinicznego, jak i pochodzace ze §rodo-
wiska zewnetrznego. Potaczenie to pomaga w doktadniejszej identyfikacji
wszystkich mikroorganizméw z identyfikowanej probki. Przyktadami bakterii
pochodzenia $srodowiskowego, ktore moga by¢ identyfikowane przez MALDI
Biotyper sa rodzaje Vibrio sp., Rhodococcus sp., Stenotrophomonas sp., Serratia
sp., Pseudomonas putida, Pseudomonas sp., Achromobacter sp., Aeromonas sp.,
Microbacterium sp., Aeromonas sp., Bacillus sp., Pseudoalteromonas sp. oraz
Arthrobacter sp. [144].

Metody proteomiczne MALDI znajduja swoje zastosowanie roéwniez
W badaniach poréwnawczych biatek pomigdzy bakteriami bytujacymi na zewnatrz
oraz wewnatrz organizmu gospodarza. Takie zastosowanie metody moze by¢
pomocne w badaniu patofizjologii procesu infekcji bakteryjnej wykazujacej
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wickszg 1los¢ bialek u szczepow bakteryjnych bytujacych wewnatrz organizmu
gospodarza. Tego typu badania prowadzone byly przyktadowo dla bakterii
Porphyromonas gingivalis, Staphylococcus aureus, Mycobacterium tuberculosis
oraz Salmonella enterica [146].

W 2015 roku w Polsce opublikowano badania przedstawiajace wyniki
identyfikacji izolatow bakteryjnych pochodzenia klinicznego i odzwierzecego,
ktorego zrodiem byly ptaki. Autorzy pracy jednomyslnie stwierdzili, ze
zastosowanie metody MALDI do identyfikacji izolatow byto bardzo pomocne.
Metoda ta byta skuteczna w identyfikacji bakterii wystgpujacych bardzo rzadko
lub tez bakterii, ktére sprawiajg pewne trudnosci w diagnostyce. Przykladami
takich bakterii jest gatunek Aggregatibacter segnis z probek klinicznych oraz
bakterie z rodziny Pasteurellaceae z probek odzwierzecych. Ponadto od badanych
ptakow za pomoca zastosowanej metody udato si¢ zaklasyfikowaé uzyskane
izolaty do gatunkow takich jak: Enterococcus faecaelis, Enterococcus hirae,
Enterococcus gallinarum, Gallibacterium anatis oraz Avibacterium endocarditis
i Pantoea agglomerans [147].

W identyfikacji bakterii pochodzenia zwierzecego metoda MALDI zostata
wykorzystana rowniez w pracy opublikowanej w Polsce w 2019 roku przez zespot
Wanecka A. i wsp. Izolaty pochodzily z mleka krow cierpigcych na zapalenie
wymienia i kolekcjonowane byty w latach 2013-2016. Opublikowane
doswiadczenie zostalo prowadzone w kierunku bakterii z rodzaju Staphy-
lococcus. Identyfikacja bakterii pozwolita na przyporzadkowanie 131 izolatow do
18 réznych gatunkow, ktorymi sg m. in. S. warneri, S. fleurettii, S. vitulinus,
S. cohni, S. rostri, S. chromogenes oraz S. microti [148].

Metoda MALDI Biotyper wykorzystywana jest rowniez w okreslaniu
prewalencji wystgpowania okreslonych gatunkéw bakterii u okre§lonych
gospodarzy. Przyklad okreslania takiej prewalencji zostal opisany w pracy
Bierowiec K. i wsp. w 2019 roku. Autorzy pracy przedstawili aplikacyjnos¢
metody MALDI w ustaleniu bakterii wystepujacych zaréwno u zdrowych, jak
i U chorych kotow w Polsce. Prowadzone badania pozwolily na wyltonienie grupy
gatunkéw w obrebie rodzaju Staphylococcus wystepujacych u zdrowych i chorych
kotow. Wsrod zdrowych kotdw najczesciej identyfikowanymi gatunkami byty m.
in. S. felis, S. epidermidis, S. aureus i S. warneri. Z kolei u chorych kotow
dominowaty gatunki S. felis, S. haemolyticus oraz S. xylosus [149].

Przyktad wykorzystania MALDI Biotyper w identyfikacji bakterii od
zwierzat zostal przedstawiony dla pateczek Y. enterocolitica w 2018 roku
izolowanych od m. in. $win i dzikéw [150]. Kolejne przyktady identyfikacji tej
bakterii od zwierzat metodg MALDI prezentujg m.in. prace Rasbéack T. i wsp.
w 2018 roku [151], Stamm I. i wsp. w 2013 roku [152], Rouffaer L.O. i wsp. 2017
roku [153] pokazujace wystgpowanie Y. enterocolitica u swin [151], kotow i pséw
[152] oraz u koni [153].

Techniki proteomiczne MALDI Biotyper s3 rowniez uzyteczne w ustalaniu
czgstosci wystgpowania okre§lonego gatunku mikroorganizmu wsrdd réznych
zwierzat. Przyktadem takich prac jest publikacja Florek M. i wsp. z 2021 roku.
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Tematem badan byty Cryptococcus neoformans i Cryptococcus gattii wystepujace
na terytorium Polski. Dzigki zastosowanej metodzie identyfikacji potwierdzono
wystepowanie C. neoformans réznych wariantow u golebia domowego, kota,
papugi, lemura oraz u pawia [154].

Oproécz wykorzystania metody MALDI Biotyper w identyfikacji bakterii
pochodzenia zwierzgcego, metoda ta moze by¢ uzyteczna w oznaczaniu
mikroflory bakteryjnej roslin. W 2021 roku w Polsce zostata opublikowana praca
ze wspotautorstwem Doktorantki, pokazujaca wykorzystanie metody MALDI
Biotyper w identyfikacji mikroflory storczykow z gatunku Epipactis albensis,
E. helleborine i E. purpurata. Praca ta pokazuje szeroka game bakterii
srodowiskowych zidentyfikowanych omawiang metoda. Od storczykoéw
zidentyfikowano bakterie z rodzaju Bacillus (B. weihenstephanensis, B. mycoides,
B., thuringiensis, B. cereus), Clostridium sp. (C. bifermentans, C. baratii,
C. perfringens, C. sardiniense, C.sordellii), Terrisporobacter sp., Lysinibacillus
sp. (L. fusiformis, L. sphaericus), Paenibacillus sp. (P.amylo-lyticus),
Pseudomonas sp. (P. fluorescens, P. chlororaphis, P. grimontii,
P. extremorientalis), Pantoea sp. (P. agglomerans), Rhodococcus sp.
(R. erythropolis), Raoultella sp. (R. ornithinolytica), Viridibacillus sp.,
Solibacillus sp. i Stenotrofomonas sp. oraz z gatunku S. liquefaciens, E. ameri-
cana oraz E. billingiae [77].

Metoda MALDI Biotyper znajduje swoje zastosowanie takze w identyfikacji
bakterii bezposrednio z hodowli krwi. Wystepowanie réznego rodzaju sktadnikdéw
krwi nie zaktoca identyfikacji mikroorganizméw, co jest bardzo obiecujaca
perspektywa w szybkim procesie diagnostycznym w szpitalach. Jednakze pomimo
perspektywicznego wykorzystania tej metody ma ona swoje ograniczenia.
Pierwszym ograniczeniem jest niemozliwo$¢ identyfikacji jednocze$nie tzw.
kultur mieszanych. W przypadku wystgpowania kilku roéznych gatunkow
mikroorganizméw wynik analizy bedzie niejednoznaczny. Wynik analizy
zawiera¢ bedzie informacje tylko o jednym z gatunkow wystepujacym we krwi,
a raport nie wskaze o sytuacji wystepowania wiecej niz jednego gatunku bakterii.
Kolejnym powaznym ograniczeniem metody identyfikacji bakterii z krwi jest
wystepowanie nizszej jakos$¢ otrzymywanych widm analizowanego materiatu, co
moze oznaczaé¢ ryzyko btedu w procesie identyfikacji. Ostatnim deklarowanym
ograniczeniem metody jest ograniczenie wydajnosci identyfikacji dla bakterii
z rodzajow: Aeromonas, Acinetobacter, Burholderia, Citrobacter, Gemella,
Corynebacterium, Haemophilus, Klebsiella, Neisseria, Listeria, Salmonella,
Staphylococcus, Serratia, Streptococcus, Yersinia i grzyboéw drozdzopodobnych
Candida sp [92].

Metoda proteomiczna MALDI Biotyper moze by¢ rowniez zastosowana
w diagnostyce mykologicznej. Jednakze wykorzystanie tej metody w mykologii
ewoluowalo zdecydowanie wolnej w poréwnaniu do identyfikacji bakterii, czego
gléwng przyczyna jest wicksza ztozono$¢ budowy grzybéw w poréwnaniu do
bakterii. Cato$¢ identyfikacji grzybéw za pomoca MALDI ma duzo
uwarunkowan, ktore znaczgco mogg wptywac na jakos¢ identyfikacji. Do takich
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czynnikéw wplywajacych na identyfikacj¢ nalezg stosowane podtoze do hodowli
grzybow, czas inkubacji, zastosowanie specjalnej procedury ekstrakeji biatek oraz
biblioteka widm referencyjnych [155].

Metoda MALDI Biotyper wybrana do identyfikacji pozyskanych w pracy
doktorskiej izolatdow pomogta w oznaczeniu zdecydowanej wigkszos$ci izolatow.
Dzigki tej metodzie udowodniono wystepowanie u badanych zwierzat Gram-
ujemnych pateczek S. liquefaciens iS. marcescens. Dodatkowo wykazano
obecno$¢ innych Gram-ujemnych bakterii, w tym z rodzajow m.in. Pseudomonas,
Rahnella, Aeromonas, Citrobacter oraz Klebsiella.

Podawane przez Celejewski-Marciniak i wsp. wystepowanie u bakterii
z rodzaju Serratia enzymow zewnatrzkomorkowych deoksyrybonukleazy, lipazy
i zelatynazy to jedna z cech charakterystycznych dla rodzaju Serratia, z wyjatkiem
gatunku S. fonticola. Jednakze uzyskane w pracy wyniki dotyczace analizy
enzymOw  deoksyrybonukleazy, lipazy 1 Zelatynazy u odzwierzgcych
S. liquefaciens i S. marcescens sg odmienne od danych prezentowanych przez
Celejewski-Marciniak et al. w 2011 roku [6]. Niektore z izolatow S. liquefaciens
i S. marcescens pozyskane od dzikow euroazjatyckich, saren europejskich, krow
domowych 1 §$win domowych nie posiadaly omawianych enzyméw. Otrzymane
W niniejszej pracy doktorskiej wyniki detekcji enzyméw deoksyrybonukleazy,
lipazy i zelatynazy u S. liquefaciens i S. marcescens wyizolowanych od zwierzat
mozna uznaé za pierwsze takie typu badania dla tej grupy bakterii. Ze wzgledu na
prawdopodobnie po raz pierwszy w ten sposob zestawione badania aktywnosci
enzymu deoksyrybonukleazy, lipazy i zelatynazy dla izolatoéw S. liquefaciens
i S. marcescens mozna uznac je za przyktad okreslania potencjatu wirulencji tych
bakterii izolowanych z r6znych Zrdodet.

Okreslanie wirulencji bakterii z rodzaju Serratia izolowanych od zwierzat,
poprzez molekularng detekcje genow kodujacych wybrane czynniki wirulencji,
nie jest dotychczas technikg standardowo wykonywang w badaniach tych bakterii.
Potwierdza to fakt braku szczepéw kontrolnych zawierajacych opisane
wystepowanie okreslonych genow wirulencji oraz opisywany w pracy fakt
samodzielnego wypracowania szczepdéw kontrolnych S. marcescens PCM 501,
PCM 549 oraz S. liquefaciens PCM 2830. Pozyskane w pracy doktorskiej wyniKi
detekcji genow wirulencji moga by¢ materiatem do prowadzenia dalszych badan
poszerzajacych ogolng wiedz¢ na temat tej grupy bakterii. Zestawienie detekcji
genu kodujacego fimbrie typu I, biatka toksyny hemolitycznej ShlA oraz biatka
fosfolipazy A jest prawdopodobnie pierwszym takich badaniem wykonanym dla
izolatow S. liquefaciens i S. marcescens pozyskanych od dzikoéw, saren, krow
i Swin.

Charakterystyka dlugosci O-swoistego tancucha LPS, jako jednego
z czynnikow wirulencji u bakterii Gram-ujemnych, izolatow S. marcescens
i S. liquefaciens jest bardzo stabo opisana w literaturze. Opublikowana w 1988
roku praca Michael A. i wsp. pokazuje zestawienie obrazu O-swoistego tancucha
LPS. W publikacji przedstawiono m. in. zestawienie wynikow analizy LPS dla 71
klinicznych izolatow S. marcescens. Wszystkie izolaty miaty dlugi O-swoisty

135



tancuch LPS o zrdéznicowanych obrazach [156]. W 1990 roku opublikowano
pracg, w ktorej przedstawiono wyniki elektroforezy SDS-PAGE 29 izolatow
S. marcescens pozyskanych od pacjentow. Wyniki analizy pokazaty roznorodnosé¢
w uzyskanych obrazach, a wszystkie izolaty miaty dtugi O-swoisty tancuch LPS
[157]. Dla S. liquefaciens izolowanej z réznych zrédet nie znaleziono danych
literatury przedstawiajacych analize O-swoistego tancucha LPS.

Lipopolisacharyd jest jednym z czynnikéw wirulencji bakterii odgrywajacym
istotng role w opornosci bakterii Gram-ujemnych na dziatanie uktadu
immunologicznego organizmu gospodarza [60]. Zalezno$¢ pomiedzy dtugoscia
O-swoistego tancucha LPS, a opornoscig bakterii na dziatanie ludzkiej surowicy
pokazat zesp6t Grossman’a i wsp. w 1987 roku [158]. Wykazali oni, iz wraz ze
zwigkszaniem si¢ dlugosci O-swoistego tancucha w czasteczce LPS zwigkszala
si¢ przezywalno$¢ szczepu w surowicy. Badania przez nich prowadzone
sprawdzaty dodatkowo rézne parametry LPS-u, wiazac je z opornoscia szczepu na
surowicg. Prowadzone eksperymenty pokazaty, ze nie tylko dtugi O-swoisty
taficuch LPS warunkuje oporno$¢ na ludzka surowice. Istotnym czynnikiem jest
réwniez stopien zageszczenia czasteczek LPS-u na powierzchni komorki bakterii
[158]. W 2020 roku [159] prowadzono badania okreslajace wptyw O-swoistego
tancucha LPS, a opornoscig E. coli na uktad dopetlniacza. Uzyskane wyniki
wykazaly wystepowanie gladkiego typu LPS u wszystkich trzech badanych
szczepOow E. coli oraz opornos¢ wigkszosci szczepow na ludzka surowice. Brak
opornosci wszystkich szczepéw na surowice, przy obecnym dlugim O-swoistym
taficuchu LPS, naukowcy wytlumaczyli wykorzystaniem przez szczepy innych
mechanizmow warunkujacych opornos¢ na surowice [159]. Zalezno$¢ pomigdzy
dlugim O-swoistym tancuchem LPS, aopornoscia na ludzka surowice
stwierdzono roéwniez u Proteus mirabilis w pracy Kaca W. i wsp. w 2009 roku.
Szczepy posiadajace dtugi O-swoisty tancuch byly oporne na dziatanie surowicy,
w przeciwienstwie do tych z krotkim O-swoistym tancuchem LPS [160]. Podobna
zaleznos¢ zaobserwowano dla rodzaju Salmonella sp. [107].

Opornos¢ na dziatanie ludzkiej surowicy (NHS) jest jednym z najbardziej
istotnych czynnikéw wirulencji bakterii chorobotworczych. W pracy przegla-
dowej Futoma-Kotoch B. i wsp. [73] przedstawiono przyktady mechanizméw
oporno$ci wybranych gatunkéw bakterii na dziatanie uktadu dopetniacza. Jak
podaja autorki pracy, Gram-ujemna dwoinka N. gonorrhoae posiada zdolno$¢
zmiany antygenowosci swoich struktur powierzchniowych. Prawdopodobnie
dzieje si¢ to na wskutek sjalizacji LOS, co powoduje zmniejszenie rozpoznawania
bakterii przez kolektyne MBL 1 przeciwciala [161]. Na poziom opornosci
szczepoOw bakteryjnych na bakteriobojcze dziatanie surowicy wplywa
prawdopodobnie rowniez grubos¢ otoczki. U otoczkowej K. pneumoniae
zaobserwowano roznicg w rodzajach drog aktywacji uktadu dopetniacza. Szczepy
otoczkowe aktywowaly jedynie drogg alternatywna, a SzCzepy pozbawione
otoczki aktywowaly drogi alternatywa, klasyczng oraz lektynowag [162].
Mechanizmem oporno$ci na dzialanie surowicy u bakterii Gram-ujemnych moze
by¢ tez produkcja inhibitoréw lizozymu. Takie dziatanie zaobserwowano u E. coli
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i Salmonella Enteritidis. U E. coli zidentyfikowano biatko Ivy, ktore dziata na
lizozym typu c i g u krggowcow. Z kolei u S. Enteritidis wykryto obecnos¢ biatka
Plic, ktére wykazywato dziatanie inhibujace jedynie na muramidaz¢ typu c.
U bakterii P. aeruginosa oporno$¢ na surowic¢ determinowana jest przez m.in.
proteinazy. Wystepujaca u P. aeruginosa elastaza degraduje biatka uktadu
dopeliacza [163]. Aktywno$¢ proteolityczng wobec bialek uktadu dopetniacza
wykazuja rowniez Proteus sp., N. gonorrhoeae, N. meningitidis i H. influenzae.
Dzialanie to opiera si¢ m.in. na wytwarzaniu metaloproteinaz powodujacych
rozktad IgA oraz 1gG [73].

W 1990 roku opublikowano badania 29 izolatéw klinicznych S. marcescens
testowanych pod wzgledem ich opornos$ci na ludzka surowice. Przeprowadzone
badanie wykazato wystepowanie trzech typow izolatow S. marcescens pod
wzgledem stopnia wrazliwosci lub opornosci na bakteriobojcze dzialanie
surowicy. Na podstawie uzyskanych wynikow wyszczegolniono szczepy
S. marcescens oporne na surowicg, szczepy wrazliwe na surowice oraz szczepy ze
zwigkszajaca si¢ opornoscig na surowice wraz ze wzrostem czasu kontaktu
szczepu z surowicg. Wsérod badanych szczepow S. marcescens izolowanych
z przypadkéw posocznic stwierdzono wystepowanie zaréwno opornych jak
I wrazliwych izolatow. Ponadto autorzy pracy stwierdzili wystepowanie szczepow
S. marcescens z dlugim O-swoistym tancuchem LPS jednocze$nie wrazliwych na
dziatanie surowicy, co wskazuje, ze LPS nie jest jedynym czynnikiem
determinujacym oporno$¢ na uktad dopetniacza u pateczek Serratia sp. [157].

Wyniki wplywu bakteriobdjczej surowicy ludzkiej na izolaty S. marcescens
i S. liquefaciens uzyskane w pracy doktorskiej pokrywaja si¢ z wynikami
opisanymi powyzej. Odzwierzece izolaty S. marcescens i S. liquefaciens
wykazywaty zréznicowanie poziomu opornosci na 50% NHS. Zaobserwowano
wystepowanie izolatow catkowicie wrazliwych 1 opornych na surowice oraz
takich, ktorych narastajaca opornos$¢ zaobserwowano w kolejnych godzinach
inkubowania komorek bakterii z surowicg. Jednakze pomimo réznorodnego
poziomu wrazliwosci S. liquefaciens i S. marcescens na dziatanie ludzkiej
surowicy, wszystkie te izolaty posiadaty dtugi O-swoisty taficuch LPS.

Pateczki z rodzaju Serratia nie s3 wylacznie postrzegane jako
oportunistyczne patogeny cztowieka. Sa to rowniez bakterie 0 wysokim potencjale
wplywania na wzrost ro$lin. Bakterie te naleza do grupy bakterii promujacych
wzrost roslin (ang. Plant Growth-Promoting Rhizobacteria, PGPR). S. marce-
scens wykazuje dziatanie pestycydowe zwalczajgc patogeny roslinne Rhizoctonia
sp. i Fusarium oxysporium. Z kolei gatunek S. liquefaciens jest wykorzystywany
do ochrony korzeni gozdzikéw. Bakteria ta powoduje rowniez zwigkszenie ilosci
brodawek i wigzanie azotu u roslin brodawkowych. Jest rowniez czynnikiem
zwigkszajacym odporno$¢ pomidora na choroby grzybicze wywotane przez
Alternaria alternata [164].

Bakterie z rodzaju Serratia sg powszechnie rozpoznawane przez produkcje
czerwonego barwnika zwany prodigiozyna. W ostatnich latach zyskata ona duza
uwage ze wzgledu na szeroki zakres dziatan biologicznych, szczegodlnie przez
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wlasciwosci przeciwmalaryczne, przeciwgrzybicze oraz wlasciwosci anty-
bakteryjne 1 przeciwnowotworowe. Udowodniono, ze wigksza aktywnos¢
antybakteryjna prodigiozyny wystepuje wzgledem bakterii Gram-dodatnich takich
jak: S. saphrophyticus, S. aureus, E. avium, S. pyogenes oraz B. subtilis. Jednakze
aktywno$¢ tego barwinka wykazano rowniez dla kilku gatunkow bakterii Gram-
ujemnych: P. aeruginosa, E. coli, K. pneumoniae, K. aerogenes i P. mirabilis.
Prodigiozyna wykazuje wlasciwosci przeciwgrzybicze wobec m.in. Fusarium
oxysporum, Penicillium notatum czy Aspergillus flavus. Czerwony barwnik
pateczek Serratia sp. wykazuje rowniez wiasciwosci przeciwmalaryczne
oddzialujac na zarodzca malarii Plasmodium falciparum. Wykazano réwniez
aktywnos$¢ prodigiozyny przeciwko kilku gatunkom pasozytow, np.: Giardia
lamblia, Cryptosporidium parvum i Schistosoma mansoni. Prodigiozyna moze by¢
réwniez stosowana jako jeden z naturalnych §rodkéw owadobdjczych przeciwko
karaluchom, termitom oraz mrowkom tropikalnym. Jednym z najbardziej
obiecujacych zastosowan aplikacyjnych prodigiozyny jest wykorzystanie jej
wlasciwosci antynowotworowych [165]. Prodigiozyna moze by¢ wykorzystywana
w przemysle spozywczym jako dodatek do soku truskawkowego [166] lub tez jako
naturalny barwnik przy produkcji §wiec [167].

Bakterie z rodzaju Serratia to mikroorganizmy o bardzo szerokim potencjale.
Z jednej strony to bakterie promujace wzrost roslin, wytwarzajace zwiazki, ktore
stosowane sg W zwalczaniu innych mikroorganizmow, lub tez sa wykorzystywane
w przemys$le. Z drugiej strony za$ to bakterie bedace oportunistycznymi
patogenami ludzi oraz zwierzat. Sa odpowiedzialne za r6znego rodzaju infekcje,
w tym infekcje szpitalne oraz te spowodowane bezposrednim kontaktem ze
zwierzetami. Pateczki Serratia sp. wystepuja w wodzie, glebie, na powierzchniach
ro$lin oraz wewnatrz organizméw zywych. W zwiazku z tym bardzo wazna jest
potrzeba ich monitorowania, gdyz moga by¢ przyczyna zachwiania rownowagi
Jednego Zdrowia (ang. One Health). Przedmiotem zainteresowania koncepcji
Jednego Zdrowia sg m. in. bakterie zoonotyczne w szczegdlnosci Salmonella sp.,
Escherichia coli, Campylobacter sp., Staphylococcus aureus oraz Yersinia
enterocolitica. Jednakze niniejsza praca doktorska pokazuje, iz nalezy zwrécic
takze uwage na pomijane w tych zestawieniach oportunistyczne patogeny
cztowieka z rodzaju Serratia. Przedstawione w pracy informacje pokazuja
potencjal patogenno$ci Serratia sp. wobec ludzi, zwierzat oraz ich bytowanie
W otaczajacym nas Srodowisku. Zebrane dane oraz wyniki dajg podstawe do
stwierdzenia, ze rodzaj Serratia rowniez mozna zaliczy¢ do bakterii o potencjale
zoonotycznym.

Wyniki badan zaprezentowane w niniejszej pracy doktorskiej wplywaja
na rozwdj dyscypliny nawuki biologiczne poprzez poszerzenie wiedzy na
temat Zrdodel izolacji paleczek S. liquefaciens i S. marcescens oraz wykazanie
panelu czynnikow wirulencji paleczek S. liquefaciens i S. marcescens
izolowanych od zwierzat. Przedstawione w pracy doktorkiej izolaty
z gatunku S. liquefaciens i S. marcescens sa cenng baza do dalszych badan
nad bakteriami z tych gatunkéw.
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17. Streszczenie

Bakterie z rodzaju Serratia to Gram-ujemne pateczki nalezace do grupy
oportunistycznych patogendéw cztowieka. Infekcje S. liquefaciens i S. marcescens
u ludzi moga by¢ przyczyna chorob takich jak: zapalenie wsierdzia, stawow, opon
mozgowo-rdzeniowych, infekcji drog moczowych czy bakteriemii, ktorych
rozw6j moze by¢ rezultatem bezposredniego kontaktu ze zwierz¢tami. Pateczki te,
wsrod zwierzat moga wywotywac posocznice, martwicze zapalenie powigzi,
zapalenie ptuc, wsierdzia lub opon mézgowo-rdzeniowych. Za zmiany chorobowe
odpowiedzialne sg czynniki wirulencji Serratia tj. fimbrie typu I, toksyna
hemolityczna ShlA, fosfolipaza PhlA, lipopolisacharyd (LPS), niektoére enzymy
W ym proteazy, deoksyrybonukleaza, lipaza oraz zelatynaza.

Celami pracy doktorskiej byto opracowanie metodologii izolacji materiatu
odzwierzgcego w kierunku pateczek Serratia sp. oraz okreslenie wystgpowania
S. liquefaciens i S. marcescens u dzikow, saren, krow i $win. Kolejnym etapem
bylo okreslenie potencjalnej wirulencji poprzez detekcje enzymow
zewnatrzkomoérkowych, wybranych gendow wirulencji oraz okreslenie dtugosci O-
swoistego tancucha LPS i stopnia przezywalnosci w surowicy.

Cele pracy zrealizowano poprzez zadania badawcze takie jak
izolacja i identyfikacja bakterii Gram-ujemnych z wymazow mikrobiologicznych
tusz dzikow euroazjatyckich, saren europejskich, krow 1 §win domowych (izolacja
na podtozach CT i1 DNAse, metoda MALDI Biotyper); detekcja enzymow
zewnatrzkomorkowych izolatow S. liquefaciens i S. marcescens (hodowla na
podtozach DNAse, lipase i gelatinase agar); identyfikacja wybranych genow
wirulencji u izolatow S. liquefaciens i S. marcescens (technika PCR);
charakterystyka dtugosci O-swoistego tancucha LPS izolatow S. liquefaciens
i S. marcescens (SDS-PAGE) oraz analiza wrazliwosci S. liquefaciens i S. marce-
scens na bakteriobdjcze dziatanie ludzkiej surowicy.

Wyniki badan potwierdzity wystgpowanie pateczek S. liquefaciens
i S. marcescens u dzikow, saren, krow oraz $win. Obecno$¢ enzymow
zewnatrzkomoérkowych 1 genow kodujacych fimbrie typu I, toksyng hemolityczna
ShlA 1 fosfolipaz¢ stwierdzono dla wigkszosci izolatow. Wszystkie izolaty
S. liquefaciens i S. marcescens posiadajg dtugi O-swoisty tancuch LPS. Ponadto,
wigkszos¢ izolatéw jest oporna na dziatanie ludzkiej surowicy.

Wyniki badan zaprezentowane w niniejszej pracy doktorskiej majg wptyw na
rozwoj dyscypliny nauki biologiczne poprzez poszerzenie wiedzy na temat zrodet
izolacji pateczek S. liquefaciens i S. marcescens oraz okreslenie potencjalnych
czynnikow wirulencji pateczek S. liquefaciens i S. marcescens izolowanych od
zwierzat.
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18. Abstract

Bacteria of the genus Serratia are Gram-negative rods considered to be
the representatives of human opportunistic pathogens. Infections occurring due to
S. liquefaciens and S. marcescens presence can lead to endocarditis, arthritis,
meningitis, urinary tract infections and even bacteraemia. Probably, the
development of such infectious disorders in human body is a result of direct
contact with animals. Among animals, Serratia sp. can be a cause of septicemia,
necrotizing fasciitis, pneumonia, endocarditis or meningitis. Fimbriae (type 1),
lipopolysaccharide (LPS), phospholipase A (PhlA), hemolytic toxin (ShlA) and
certain enzymes: (deoxyribonuclease, lipase, gelatinase or proteases) are the
factors responsible for virulence of Serratia sp. and later development of the
disease.

The main goals of this PhD thesis were to develop a methodology for the
isolation of Serratia sp. from animal material and determine the occurrence of
S. liquefaciens and S. marcescens in wild boars, roe deer, cows and pigs. The next
steps included the determination of the potential virulence factors by detecting
extracellular enzymes, selected virulence genes, the length of the O-specific chain
of LPS and survivability in serum.

The achievement of the above-mentioned goals was possible due to
completion of the specific research tasks such as: isolation and identification of
Gram-negative bacteria from microbiological swabs from wild boars, roe deer,
domestic cows and pigs (CT and DNAse isolation medium, MALDI Biotyper
method); detection of extracellular enzymes of S. liquefaciens and S. marcescens
isolates (cultivation on DNAse, lipase and gelatinase agar plates); identification of
selected virulence genes in S. liquefaciens and S. marcescens isolates (Polymerase
Chain Reaction); characterization of the length of the O-specific LPS chain of
S. liquefaciens and S. marcescens isolates and analysis of the susceptibility of
S. liquefaciens and S. marcescens to the bactericidal activity of human serum.

The results showed that S. liquefaciens and S. marcescens were present in the
material taken from wild boars, roe deer, cows and pigs. The occurence of
extracellular enzymes and genes encoding fimbriae, hemolytic toxin (ShlA) and
phospholipase (PhlA) was observed in most of the isolates. Such as resistance to
human serum. All of the tested Serratia species had a long O-specific LPS chain.

Research results presented in this PhD thesis contribute to the development
of biological sciences discipline by broadening the knowledge about the sources
of isolation of S. liquefaciens and S. marcescens and determination of the virulence
factors of the aforementioned species isolated from animals.
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