Streszczenie

Charakterystyka struktury wyspy patogennosci Ysa-Pl epidemicznego szczepu Yersinia
enterocolitica 1B/O8 wystepujacego na terenie Polski ze szczegblnym uwzglednieniem
gendw regulatorowych ysrR — ysrS

Pateczki Yersinia enterocolitica s3 jednym z najczestszych czynnikéw etiologicznych
odpowiadajacych za bakteryjne zakazenia pokarmowe u ludzi. Najczesciej zakazenia wywotuja
szczepy linii europejskiej (szczegdlnie szczepy bioserotypu 4/03) okreslane mianem nisko
patogennych. Wysoce patogenne szczepy Yersinia enterocolitica nalezgce do bioserotypu
1B/O8 posiadaja szereg dodatkowych mechanizméw wirulencji takich jak systemy transportu
typu Il — Ysa i typu 1l — Yts1 czy siderofor jersiniabaktyna. Badania prowadzone na szczepach
tego wysoce patogennego bioserotypu, zwigzanych z wywolywaniem zakazen w Polsce od
2004 roku wykazaty, ze nie posiadajg one zdolnosci do wydzielania biatek Ysp
transportowanych przez system T35S Ysa. Wynik ten sugerowaf albo delecje catej wyspy
patogennosci Ysa-Pl, w ktérej obrebie znajdujg sig geny kodujgce ten mechanizm wirulencj,

w genomie tego szczepu, albo wyfaczenie funkcjonowania tego locus.

W przedstawione] pracy badaniu poddano izolat DM0110, ktory wykazuje bardzo
bliskie pokrewieristwo z pozostatymi izolatami pateczek Y. enterocolitica 1B/08 izolowanymi
w Polsce, co zostalo weczeéniej wykazane w licznych badaniach. Przeprowadzone
sekwencjonowanie kompletnego locus Ysa-Pl wykazato, ze omawiana wyspa patogennosci
jest obecna w catoéci w genomie badanego szczepu. Co wigcej wykazuje ona wysoki stopien
ogblnego podobienstwa, na poziomie sekwencji nukieotydowej oraz organizacji struktury, do
homologicznych sekwencji szczepdw Y. enterocolitica bioserotypu 1B/08 8081, WA314 i
A127/90. Wszystkie te trzy szczepy zostaty wykorzystane w analizie pordwnawcze jako
szczepy odniesienia, gdy? posiadaja one potwierdzone funkcjonowanie systemu T3SS Ysa.
Doktadna analiza wykazata réwnoczesnie istnienie lokalnie licznych istotnych roznic. Czesé z
nich, szczegdlnie dotyczacych pordwnania ze szczepem A127/90, skutkowata wystepowaniem
istotnych zmian w sekwencji aminokwasowej biatek systemu Ysa. Ze wzgledu jednak na
udowodnione funkcjonowanie systemu Ysa w szczepie A127/90, oraz fakt nie wystepowania
tych zmian u pozostatych szczepédw odniesienia, mozna przyjaé, ze nie maja one wplywu na

ogbine funkcjonowanie tego systemu transportu w szczepie DM0110.



Przeprowadzona in silico analiza sekwencji genow analizowanej wyspy patogennosci
oraz przewidywanej sekwencji aminokwasowej kodowanych przez nie biatek wykazata
obecnoéé pojedynczej punktowej substytucji charakterystyczne dla badanego izolatu
Y. enterocolitica 18/08 wyosobnionego na terenie Polski i nie wystepujacej w zadnym z
poréwnywanych szczepdw. Mutacja ta wystepowata w genie kodujacym biatko YsrR i
skutkowata pojawieniem sie przedwczesnego kodonu STOP translacji. Przeprowadzone
analizy, polegajace na wytworzeniu rekombinowanego biatka YsrR zaréwno w wersji dzikiej,
jak i zmutowanej potwierdzily, ze biatko szczepu DMO0110 posiada znacznie nizszg wielkosé niz

wersja dzika.

Biatko YsrR jest czescia systemu regulacyjnego YsrRST. System ten nalezy do rodziny
systeméw dwusktadnikowych i odpowiada za regulacje ekspresji catej wyspy patogennosci
Ysa-Pl. W omawianym nietypowym, bo a2 trzy sktadnikowym systemie, biatko YsrR petni
funkcje regulatora. Po ufosforylowaniu domeny REC biatka YsrR przez biatka YsrSiYsrT, wigie

sie ono do DNA w obrebie wyspy Ysa-Pl i aktywuje transkrypcije jej gendw.

Przeprowadzona in sifico analiza struktury biatka YsrR badanego szczepu DM0110
wykazata, 7e w wyniku przedwczesnej terminacji translacji ekspresji nie ulegajg istotne,
2 punktu widzenia funkcji tego biatka, domeny. W obrebie catkowicie nie transkrybowanej
domeny LuxR-C-like, w dzikiej wersji biatka, znajduje sie motyw HTH charakterystyczny dla
biatek oddziatywujacych z DNA. Druga wykryta w tym biatku domena, zwana REC, jest
transkrybowana jedynie w potowie. Odpowiada ona za interakcje z biatkami YsrSi YsrT. W jej
obrebie znajduje sie réwniez kwas asparaginowy D2 bedgcy ostatecznym akceptorem grupy
fosforanowej w procesie przekazywania sygnatu. Przeprowadzona analiza wykazata, ze biatko
YsrR nie moze spetnia¢ swojej funkciji co nalezy uzna¢ za przyczyng wytgczenia funkcjonowania
systemu transportu Ysa. Przedstawione badania dobrze korelujg z licznymi danymi
piémiennictwa, wskazujacych, ze inaktywacja biatka YsrR, skutkuje inaktywacja catego
systemu Ysa. Badania te byly jak dotad prowadzone jedynie na szczepach laboratoryjnych.
Opisany izolat DM0110, bedacy przedstawicielem epidemicznego szczepu wystgpujacego w

Polsce, stanowi pierwszy przypadek szczepu klinicznego posiadajacego tego typu dysfunkcje.

W celu zbadania stabilnosci opisanej mutacji przeprowadzono sekwencjonowanie

genu ysrR izolatéw szczepu DMO150 (bardzo blisko spokrewnionego z badanym szczepem



DMO110) poddanego wczeséniej serii 145 pasaizy. Sekwencjonowanie tego genu
przeprowadzono réwnie? dla pigciu szczepdw wyizolowanych na terenie Polski na przestrzeni

lat 2004 — 2013. Analiza ta wykazata bardzo wysoki poziom konserwacji sekwencji genu ysrR.

W dalszym ciggu badania przeprowadzona zostata analiza populacyjna majaca na celu
sprawdzenie wszystkich szczepéw zgromadzonych w  kolekdji Zaktadu Bakteriologii
Narodowego Instytutu Zdrowia Publicznego — Pafstwowego Zaktadu Higieny pod katem
obecnoéci mutacji inaktywujacej system transportu Ysa. Na potrzeby ponizszego badania
zaprojektowany zostat szybki test PCR-RFLP pozwalajacy na zidentyfikowanie szczepéw
Y. enterocolitica 1B/08, u ktérych wystepuje opisana mutacja. Zastosowanie tego testu
pozwolito potwierdzié obecno$é omawiane] mutacji u wszystkich izolatéw zgromadzonych w

latach 2004 — 13, czyli od poczatku trwania ogniska zakazeni Y. enterocolitica 1B/0O8 w Polsce.

Opracowany szybki test RFLP-PCR moie by rdwniez przydatny w prostym
diagnozowaniu zakazen wywotanych przez epidemiczny szczep Y. enterocofitica 1B/08. Na
jego podstawie zostat zaprojektowany test dupleks-PCR-RFLP, ktdry skutecznie charakteryzuje
wyzej wymienione szczepy. Test ten moze rdwniez byé przydatny w dochodzeniu

epidemiologicznym majacym na celu ustalenie Zrédta zakazen tymi pateczkami w Polsce.

Uzyskane wyniki rzucajg nowe $wiattfo na zagadnienie funkcjonowania systemu T3SS
Ysa i jego znaczenia dla pateczek Y. enterocolitica, szczegdinie w kontekscie jego inaktywaciji
w szczepie odpowiadajacym za trwajace od przeszio dziesigciu lat ognisko rozproszone w
Polsce | réwnoczesny brak tego systemu u dominujacej Y. enterocolitica linii europejskiej.
Dane te sugeruja bowiem, ze system T3SS Ysa nie jest niezbgdny w przebiegu zakazenia, zas
jego inaktywacja moze nie$é za sobg istotne oszczgdnosci energetyczne dla komdorki
bakteryjnej. Moze to wigc, przynajmniej po czesci, tlumaczy¢ pewnego rodzaju sukces
ekologiczny jakim jest stahilne i wieloletnie utrzymywanie sig na terytorium Polski szczepu Y.

enterocolitica 1B/08.

Podobne wnioski nasuwaja przeprowadzone analizy poréwnawcze badanego szczepu
Y. enterocolitica 1B/08 DM0110 do szczepow 8081, WA-314 oraz A127/90. Wykryte liczne
istotne réznice sekwencji w ostatnim z wymienionych szczep6w sugerujg bowiem, ze w toku
ewolucji system T3SS Ysa byt kilkakrotnie wytgczany i powtdrnie wtaczany. Hipoteza ta

koreluje z niedawno publikowanymi wynikami badan sugerujgcymi, ze system T3SS Ysa moie
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mie¢ znaczenie przede wszystkim w procesie infekowania owaddw. Tymczasem jego
aktywnoé¢ nie przekiada sie na kolonizacjg gtéwnego rezerwuaru pateczek Y. enterocalitica
jakim jest trzoda chlewna. W tym kontekscie podwyzszona zjadliwos¢ szczepdw posiadajacych
aktywny system T3SS Ysa powinna by¢ traktowana bardziej jako efekt uboczny niz jako

wiasciwa aktywnos$é tego czynnika wirulenciji.
Gtéwne wnioski:

e Badany izolat Y. enterocolitica 1B/O8 — DMO0110, bedacy przedstawicielem
epidemicznego szczepu izolowanego od chorych z jersiniozg w Polsce od 2004 roku
posiada kompletng wyspe patogennosci Ysa-Pl.

» W ogdlnym zarysie locus Ysa-Pl szczepu DMO110 wykazuje bardzo wysoki stopier
podobienstwa sekwencji nukleotydowej do zsekwencjonowanych homologicznych loci
szczepdw Y. enterocolitica 8081, WA-314 i A127/90.

e Lokalnie locus Ysa-Pl szczepu DMO110 wykazuje znaczne lokalne réinice sekwencji
szczegblnie w poréwnaniu z homologiczng sekwencjg szczepu A127/90. Obserwowane
rdznice sa jeszcze wieksze przy poréwnaniu na poziomie sekwencji aminokwasowych
kodowanych biatek. Opisywane zmiany wykryte przy porownaniu ze szczepem
A127/90 w zdecydowane] wigkszosci nie byly wykryte przy poréwnaniu ze szczepami
8081 i WA-314, nie powinny wiec mie¢ wplywu na ogobinie funkcjonowanie systemu
T3SS Ysa.

e Szczepy Y. enterocolitica DMO110 i WA-314 wykazujg bardzo wysoki stopiéﬁ
podobieristwa sekwencji wyspy patogennosci Ysa-Pl, zaréwno na poziomie sekwencji
nukleotydowej jak i aminokwasowej kodowanych biatek (z wyjatkiem biatka YsrR).

e 7Za inaktywacje wyspy patogennosci Ysa odpowiada punktowa mutacja w genie ysrR
kodujacym nadrzedny regulator transkrypcji systemu T35S Ysa. Udowodniono, ie
wplywa ona na powstawanie jedynie krétkiego odcinka biatka YsrR.

e Zmiana w genie ysrR wydaje sie byé charakterystyczna dla epidemicznego szczepu
Y. enterocolitica 1B/08 izolowanego w Polsce od 2004 roku.

e Opisywana mutacja cechuje sie wysokg stabilnoscia, gdyz zostata wykryta we
wszystkich szczepach tego bioserotypu wyizolowanych w Polsce na przestrzeni
dziesieciu lat (2004-2013) i zgromadzonych w kolekcji Zaktadu Baktericlogii

Narodowego Instytutu Zdrowia Publicznego — Pafistwowego Zaktadu Higieny.



e Opracowany test PCR-PFLP moze stanowi¢ przydatne narzgdzie w szybkiej
charakterystyce szczepéw Y. enterocolitica 1B/O8 nalezgcych do opisywanego

epidemicznego szczepu.



