Wplyw mutacji w sekwencji promotora genu amiA na
wirulencje paleczek Salmonella Enteritidis
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Bakterie z rodzaju Salmonella to fakultatywnie beztlenowe, Gram-ujemne paleczki
nalezace do rodziny Enterobacteriaceae. U ludzi najczesciej izolowane sg nalezace do
grupy generalistow S. Enteritidis i S. Typhimurium. Za wigksza liczbe przypadkéw
klinicznych odpowiada S. Enteritidis, dlatego istotna jest molekularna charakterystyka
czynnikow wirulencji tych bakterii. Wiele z nich jest juz szeroko scharakteryzowanych,
mimo to informacje na temat pozostatych, migdzy innymi AmiA, sa nieliczne. Fakt ten
stat si¢ podstawg do przeprowadzenia badan, ktorych gtownym celem bylo okreslenie
roli polimorfizmu pojedynczego nukleotydu w promotorze genu amid w adhezji oraz
inwazji do ludzkich komorek nabtonka jelita. Kluczowe w doswiadczeniu byto
stworzenie  mutantow S.  Enteritidis = 6206_amid_P125109, S.  Enteritidis
6206 _amiA_6206 w oparciu o zmodyfikowang metod¢ zaproponowang przez Datsenko i
Wannera, ktora opiera si¢ na wykorzystaniu
A Red. Nastepnie nowoutworzone szczepy zostaly przebadane pod wzgledem zmian
morfologicznych, agregacji oraz tempa wzrostu. W celu zweryfikowania wptywu SNP
w promotorze genu amiA na wirulencj¢ pateczek Salmonella przeprowadzono testy
adhezyjne i inwazyjne. Wykorzystano do tego lini¢ komoérkowa Caco-2, ktdra jest
najczgsciej stosowana do badan nad patogenami bakteryjnymi. Dodatkowo
przeprowadzono eksperyment, ktorego celem bylo okreslenie wpltywu mutacji
W promotorze na oporno$¢ na wankomycyne.

Przeprowadzone badania nie wykazaty zmian w morfologii czy agregacji. Testowane
szczepy charakteryzowaly si¢ zblizonym tempem wzrostu zardbwno w ptynnym LB,
jak 1 w medium infekcyjnym. Dodatkowo testy z wykorzystaniem linii komodrkowej
Caco-2 nie wykazaly réznic w poziomie adhezji oraz inwazji otrzymanych mutantéw
wzgledem szczepu dzikiego. Badania z zastosowaniem wankomycyny wskazujg na brak
wplywu SNP w promotorze genu amid na zwigkszenie/zmniejszenie opornosci na ten
antybiotyk, poniewaz wszystkie z testowanych szczepow wykazaly si¢ podobnym
tempem wzrostu.

Przeprowadzone badania i ich wyniki wskazuja na brak wplywu polimorfizmu
pojedynczego nukleotydu w promotorze genu, kodujacego amidazg, na wirulencje
testowanych szczepéw. Nalezaloby jednak przeprowadzi¢ bardziej doglebne,
doktadniejsze badania, czy tez zastosowac szerszy wariant czynnikow stresowych, ktore
moga wplywac na ekspresje genow. Jest to niezwykle istotne z uwagi na fakt, ze nie
znamy funkcji znaczacego odsetka genow bakteryjnych, czeSciowo dlatego, iz nie
wiemy, kiedy i jak sg one ekspresjonowane.



