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Mechanizmy rozprzestrzeniania opornosci
na antybiotyki u Streptococcus pneumoniae

dr hab. n. farm. Izabela Korona-Glowniak, prof. UM, Katedra i Zaktad Mikro-
biologii Farmaceutycznej, Wydziat Farmaceutyczny, Uniwersytet Medyczny w Lublinie

Streptococcus pneumoniae posiada szczego6lne wilasciwosci umozliwiajgce
mu przetrwanie i rozprzestrzenianie sie¢ w ludzkim organizmie. Niezwykla
plastyczno$¢ genetyczna tego drobnoustroju pozwala mu na unikanie
mechanizmoéw obronnych gospodarza w trakcie kolonizacji i rozwoju stanu
zapalnego podczas zakazenia oraz zapobiega jego eliminacji w trakcie
leczenia poprzez pojawianie sie mechanizméw opornosci na wiele lekow
stosowanych w terapii zakazen pneumokokowych. Wiele badann dowodzi, ze
choroby pneumokokowe na $wiecie sg najczesciej wywolywane przez kilka
wielolekopornych klonéw S. pneumoniae, ktore rozprzestrzenity sie po catym
globie. Od wielu lat stwierdza sie stale rosngcg wsréd pneumokokéw
oporno$¢ na penicyline i makrolidy oraz znaczne zréznicowanie fenotypowe
i genotypowe opornych szczepéw. Dane wskazujg, ze ok. 40% szczepow
pneumokokéw wykazuje wielolekoopornosé, czyli opornosé na trzy lub wiecej
lekéw z réznych grup terapeutycznych. Oporno$é na beta-laktamy u pneumo-
kokéw pojawia sie dzieki horyzontalnemu nabywaniu zmienionych gendéw
PBP od paciorkowcéw jamy ustnej i innych szczepéw pneumokokéw. Wielo-
lekooporno$¢ na antybiotyki nie-p-laktamowe, zwlaszcza oporno$¢ na
makrolidy, tetracykliny i chloramfenikol jest zwigzana z obecnoscig transpo-
zonéw z rodziny Tn916, ktérych rozpowszechnienie jest szeroko badane
w ostatnich latach, a ich rozprzestrzenianie klonalne i obecnos¢ antybio-
tykowej presji selekcyjnej sprawia, ze mimo wprowadzenia obowigzkowych

szczepien temat jest wcigz bardzo aktualny.
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Mikroskopia Wysokorozdzielcza - nowoczesne techniki
obrazowania w nanoskali - era hybryd -
korelacyjna mikroskopia SEM-AFM

Lukasz Zarodkiewicz, MSA System fukasz Zarodkiewicz

MSA System jest mlodg, preznie rozwijajgcg sie firmg. Domeng naszej
firmy sg nowoczesne techniki analityczne dedykowane do badan materia-
towych oraz biomedycznych z zakresu nanotechnologii.

Firma MSA System powstata z myS$lg o wspéipracy z laboratoriami oraz
osrodkami badawczo-rozwojowymi dla nowoczesnych rozwigzan mikroskopii
wysokorozdzielczej oraz pracy w kontrolowanej atmosferze.

Wspieramy naszych Klientéw w zakresie sprzedazy, serwisu oraz petnego
wsparcia aplikacyjnego. Zapewniamy réwniez indywidualng pomoc aplikacyjna,
w tym opracowanie technik know-how.

Nasza firma jest do Panstwa dyspozycji, aby dobra¢ odpowiednie rozwig-
zanie dla potrzeb badan oraz proceséw technologicznych.

Zdobyte doswiadczenie w pracy z zaawansowanymi urzgdzeniami umozli-
wito nam rozwiniecie naszego dzialu MSA System Research pod katem

modyfikacji oraz integracji oferowanych urzgdzen

Mikroskopy ze skanujgcg sondg SPM (Scanning Probe Microscopy) coraz
czesciej sg stosowane w celu tatwej integracji ze skaningowymi mikro-
skopami elektronowymi SEM (Scanning Electron Microscopy). Polaczenie
uzupelniajgcych sie aplikacji SPM i SEM pozwala na wykorzystanie zalet
dwéch powszechnie stosowanych technik jako obrazowanie korelacyjne.

Mikroskopia korelacyjna otwiera nowe pole zastosowan uktadéw hybry-
dowych, poprzez wprowadzenie nowoczesnych technik pomiaru pozwalajgcych
na uzycie mikroskopii wspotzaleznej zwanej mikroskopig CPEM - Correlative
Probe and Electron Microscopy. Technologia CPEM jest pierwszym rozwig-
zaniem na rynku, ktére pozwala na pomiar SPM (Scanning Probe Microscopy)

i SEM (Scanning Electron Microscopy) w tym samym miejscu i w tym samym
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momencie wykorzystujgc jeden system koordynacji. Pozwala to na pelne
wykorzystanie zalet obrazowania wspoétzaleznego SPM-SEM.

Uktady CPEM mozna wykorzysta¢ w wielu zastosowaniach od podstawo-
wych badan akademickich po zaawansowane badania w nano-skali. Gtéwne
obszary zastosowania skupiajg sie na analizie, gdzie konwencjonalne
obrazowanie SEM nie dostarcza wystarczajgcych informacji o prébce i musi
by¢ poszerzone réwniez o obrazowanie tréjwymiarowe oferowane przez SPM.
Pole zastosowania jest dodatkowo poszerzone i uzupeinione przez inne tryby
obrazowania jak na przyktad spektroskopia sit w mechanobiologii.

Unikatowa technologia CPEM z obrazowaniem wspoélzaleznym znajduje
bezposrednie zastosowanie w wysoce wymagajacych dziedzinach, gdzie obra-
zowanie konwencjonalne SEM moze dostarczy¢ mylgce informacje z powodu
zanieczyszczenia powierzchni w zwigzku z kontrastem chemicznym, ktéry
narusza topografie powierzchni. CPEM to idealne rozwigzanie dla poprawnej
analizy oraz prostej i prawdziwej interpretacji obrazu.

Podstawowe badania w dziedzinie biotechnologii oraz mechanobiologii
wymagajg szczegbélowej i pelnej analizy powierzchni w tym nanostruktur
przy uzyciu réznych metod analitycznych. Nowoczesne uklady hybrydowe
umozliwiajg kompleksowg analize probek, w tym charakteryzacje topografii
powierzchni, wlasciwosci mechanicznych, wtasciwosci elektrycznych, sktad

chemiczny, pomiary magnetyczne jak i obrazowanie 3D.
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MSA System - A Closer Look at nanoTechnology

MSA system was designed to collaborate with Laboratories and Research
Centers in the field of high-end solutions of high resolution microscopy and

perfectly controlled, inert working atmospheres.

The domain of our company are modern analytical techniques dedicated to
the study of nanotechnology application in material science, physics,
bioscience including biophysics and emerging applications in biomaterials.
Our portfolio is constantly expanding with new modern and advance
scientific equipment from existing suppliers as well as new suppliers of

complimentary products being added.

Support and service is a core business for MSA System Team. MSA System
mission is to provide sales, service, technical and application support with
the right tools for our customers. Our Team work closely with suppliers to
ensure timely repairs and maintenance as well as supply of spare parts. We
are able to offer individual application service to find best solution for our

Users.

Atomic Force Microscope designed for easy integration into the Scanning
Electron Microscopes. The combination of complementary AFM and SEM
techniques enables you to use the advantages of both commonly used

microscopy techniques.

A correlative microscopy is an approach that benefits from the imaging of

the same object by two different techniques.

With the ever-increasing demand for more precise imaging, the pressure on
the development of new technologies in microscopy is constantly growing.
The term correlative microscopy refers to a group of methods engaging
multiple different imaging techniques and correlating their data, which leads

to surprising results and scientific discoveries.

14
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The correlation of images from two microscopes can be limited by the difficult
localization of the region of interest or incompatibility of data acquired

by different instruments under different conditions.

The Correlative Probe and Electron Microscopy, shortly CPEM, is a novel
method of multidimensional correlative imaging, enabling simultaneous
acquisition of data of the SEM and AFM, that can be easily correlated into
a 3D image. It eliminates the need for double localization of the region of
interest, enables highly precise imaging and alignment, and advanced data

correlation.

Modulating the mechanobiology of cells can help to control targeting cancer
vs. normal cells for effective cancer treatment. Modulated cells express
a different particle internalization rate, which could be proved by measuring
changes in the cell's membrane stiffness. For that reason, a cell line isolated
from pleural effusion metastasis of breast cancer was conjugated with
hyaluronic acid nanoparticles and the LiteScope was used to analyze

topography and stiffness of the modulated cells.
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Rola skladnikéw powierzchniowych Legionella
pneumophila w odzialywaniu z komorka gospodarza

dr hab. Marta Palusiriska-Szysz, prof. UMCS, Katedra Genetyki i Mikrobiologii,
Instytut Nauk Biologicznych, Uniwersytet Marii Curie-Sktodowskiej, ul. Akademicka
19, 20-033 Lublin

Legionella pneumophila jest Gram-ujemng pateczka, ktéra w $rodowisku
naturalnym pasozytuje wewngtrz komorek pierwotniakéw, a po przedostaniu
sie do systemoéw dystrybucji wody staje sie waznym czynnikiem etiolo-
gicznym zapalenia ptuc u ludzi. Gtéwng cechg determinujgcg patogennos¢ tej
bakterii jest zdolno$¢ do zycia i rozmnazania sie w makrofagach
alweolarnych zdolnych do zabijania i trawienia mikroorganizméw. W cyklu
zyciowym L. pneumophila wystepuje faza troficzna, ktéra ma miejsce
w parazytosomach pierwotniakéw lub w makrofagach czlowieka i faza
infekcyjna, w ktérej bakterie wykazujg duzg przezywalno$¢ w wodzie. Przejscie
bakterii ze Srodowiska wodnego, ktére nie stwarza warunkéw umozli-
wiajgcych ich replikacje do $rodowiska bogatego w skladniki pokarmowe,
jakim jest aktywnie metabolizujgca komérka eukariotyczna, wymaga wytworzenia
szeregu unikalnych cech fenotypowych umozliwiajgcych bakteriom przezycie
w tych skrajnie odmiennych warunkach. Sposréd wielu czynnikéw zjadli-
wosci, jakimi charakteryzujg sie szczepy L. pneumophila, do najwazniejszych
nalezg te, ktore sg zwigzane ze strukturg $ciany komérkowej bakterii: biatka
btonowe, lipidy, fosfolipidy czy lipopolisacharydy (LPS). LPS zlokalizowany
w zewnetrznej membranie ostony komérkowej umozliwia bakteriom bezpo-
Sredni kontakt z komoérka eukariotyczng. Jego ztozona struktura i funkcja
oraz wlasciwosci immunochemiczne i zmienno$¢ antygenowa sprawiajg, ze
LPS L. pneumophila odgrywa wazng role we wszystkich etapach interakcji
z komorka gospodarza.

Praca finansowana z grantu Narodowego Centrum Nauki (NCN,
2017/27/B/NZ6/01544).

16



V Ogdlnopolska Mikrobiologiczna Konferencja Naukowa Microbs
11-12 czerwca 2021 r., Wystgpienia Gosci Honorowych

The role of surface components of Legionella pneumophila
in interactions with the host cell

Legionella pneumophila is a Gram-negative rod that parasitizes protozoan
cells in the nature. When it enters water distribution systems, the bacterium
becomes an important etiological factor of pneumonia in humans. The main
determinant of the pathogenicity of this bacterium is its ability to live and
replicate in alveolar macrophages capable of killing and digesting
microorganisms. In the life cycle of L. pneumophila, there is a trophic phase
which takes place in protozoan parasites or in human macrophages, and an
infectious phase in which the bacteria show high survivability in water
environments. The passage of the bacteria from the aquatic environment,
which does not create conditions that allow them to replicate to a nutrient-
rich environment, i.e. an actively metabolizing eukaryotic cell, requires
production of a number of unique phenotypic features enabling bacteria to
survive in these extremely different conditions. Among the many virulence
factors exhibited by L. pneumophila strains, the most important are those
associated with the bacterial cell wall structure: membrane proteins, lipids,
phospholipids or lipopolysaccharides (LPS). LPS located in the outer
membrane of the cell envelope allows bacteria to contact with the eukaryotic
cell directly. With its complex structure and function as well as
immunochemical properties and antigenic variability, L. pneumophila LPS

plays an important role in all stages of interaction with the host cell.

This work was supported by the research grant from the National Science
Center of Poland (NCN, No. 2017/27/B/NZ6/01544).

17



V Ogdlnopolska Mikrobiologiczna Konferencja Naukowa Microbs
11-12 czerwca 2021 r., Wystgpienia Gosci Honorowych

Wplyw antybiotykéw i innych zwigzkéw
na szczepy Helicobacter pylori

prof. dr hab. Grazyna Gosciniak, Katedra i Zaktad Mikrobiologii, Wydziat Lekarski,
Uniwersytet Medyczny im. Piastéw Slgskich we Wroctawiu

Od czasu odkrycia Helicobacter pylori mineto prawie 40 lat, jednak wcigz
sg czestg przyczyng zakazen u ludzi. Rozpoznanie i leczenie infekcji spowo-
dowalo spadek czestosci wystepowania choroby wrzodowej Zzotadka i/lub
dwunastnicy i obnizylo ryzyko rozwoju raka zotgdka. Za rozwéj tych
jednostek chorobowych odpowiedzialne sg licznie produkowane przez
H. pylori czynniki wirulencji, m.in. geny wyspy patogennosci cagA, toksyny
wakuolizujgcej vacA oraz adhezyny. Za istotng ceche chorobotwdérczosci
uznaje sie réwniez zdolno$¢ transformacji morfologii ze spiralnej
w oporniejszg na antybiotyki forme kulistg. Pomimo, ze H. pylori jest
wrazliwy na wiekszos$¢ antybiotykdw i chemioterapeutykéw in vitro, tylko
kilka z nich moze by¢ uzyte w terapii in vivo. Lekoopornos¢ H. pylori jest
szeroko rozpowszechniona, a czesto$¢ jej wystepowania jest regionalnie
zréznicowana. W Polsce czesto$¢ wystepowania szczepow H. pylori opornych
na metronidazol wynosi 40%, a oporno$¢ na klarytromycyne ponad 25%. Do
niedawna w Polsce nie istniat problem opornosci szczepéw H. pylori na
lewofloksacyne, jednak wprowadzenie jej do terapii zakazen H. pylori dos¢
szybko spowodowato pojawienie sie szczepéw opornych. Z powodu narastajgcej
oporno$ci na antybiotyki H. pylori istnieje potrzeba poszukiwania nowych
alternatywnych substancji wobec tego drobnoustroju. W ostatnich latach
dostrzezono obiecujgce wlasciwosci nowo testowanych zwigzkéw: 3-bromo-
pirogronianu, sertraliny, olejkdw eterycznych, pochodnych kwasu linolenowego

lub peptydéw przeciwdrobnoustrojowych.
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An impact of antibiotics and other compounds on
Helicobacter pylori strains

Almost 40 years have passed since the discovery of Helicobacter pylori,
a common pathogen causing human infections. Diagnosis and treatment of
these infections have caused a decrease in the incidence of gastric/duodenal
ulcers and gastric cancers. Virulence factors produced in large numbers by
H. pylori are strictly associated with the development of these diseases,
including cag pathogenicity island (cagPAI), vacuolizing toxin (vacA) and
adhesins. An important feature of virulence is also the ability to transform
morphology from a spiral to an antibiotic-tolerant spherical form. Although
H. pylori is sensitive to most antibiotics and chemotherapeutics in vitro, only
a few of them can be used in in vivo therapy. The H. pylori drug resistance is
widespread and its frequency varies regionally. In Poland, the incidence of
metronidazol-resistant and clarithromycin-resistant H. pylori strains is equal
to over 40% and 25%, respectively. Until recently, there was no problem with
resistance of H. pylori to levofloxacin in Poland, however, its introduction in
therapy of this bacterium quickly resulted in the spreading of resistant
strains. Due to the growing resistance to H. pylori antibiotics, there is a need
to search for alternative substances active against this microorganism. In
recent years, promising properties of newly tested compounds have been
noticed for: 3-bromopyruvate, sertraline, essential oils, derivatives of

linolenic acid, and antimicrobial peptides.
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Badania interakcji zwigzkéw pochodzenia naturalnego
z lekami rekomendowanymi w zakazeniach
wywolywanych przez drozdzaki z rodzaju Candida

Monika Sienkiewicz, monika.sienkiewicz@umed.lodz.pl, Zaktad Alergologii i Reha-
bilitacji Oddechowej, Uniwersytet Medyczny w £.0dzi, www.umed.pl

Marta Dgbrowska, marta.dobrowska@umed.lodz.pl, Zaktad Alergologii i Rehabilitacji
Oddechowej, Uniwersytet Medyczny w £odzi, www.umed.pl

Pawet Kwiatkowski, pawel. kwiatkowski@pum.edu.pl, Samodzielna Pracownia Diagno-
styki Immunologicznej, Pomorski Uniwersytet Medyczny w Szczecinie, www.pum.edu.pl

Lukasz Lopusiewicz, lukasz.lopusiewicz@zut.edu.pl, Centrum Bioimmobilizacji
i Innowacyjnych Materiatéow Opakowaniowych, Zachodniopomorski Uniwersytet
Technologiczny w Szczecinie, www.zut.edu.pl

Jednym z najczestszych patogenéw wsréd drozdzakéw jest Candida sp.
Kandydoza sromu i pochwy (VVC) jest druga co do czestosci przyczyng
zaburzen biocenozy pochwy. W przypadku nawracajgcego VVC zaleca sie
terapie miejscowg azolami. Z literatury wynika, Ze stwierdzono kilka
mechanizméw opornosci na flukonazol wsrdéd rodzaju Candida, a wzrost
opornosci na azole moze mie¢ przlozenie kliniczne.

Celem pracy bylo sprawdzenie wlasSciwosci przeciwgrzybiczych trans-
anetolu i eugenolu z wybranymi lekami przeciwgrzybiczymi wobec izolatéow
klinicznych C. albicans.

Do badan interakcji miedzy azolami i trans-anetolem wykorzystano
metode szachownicy. Spektroskopie w podczerwieni z transformacjg Fouriera
(FTIR) wykonano dla szczepu kontrolnego i izolatéw klinicznych.

Wyniki wskazujg, ze eugenol wykazuje dziatanie synergistyczne i addytywne
odpowiednio z mikonazolem i ekonazolem w stosunku do izolatéw klinicz-
nych Candida albicans. Ponadto polgczenie - trans-anetol - mikonazol
rowniez wykazywato dzialanie addytywne w stosunku do dwdch izolatow
klinicznych. Nie zaobserwowano silnych zaleznos$ci miedzy dziataniem
synergistycznym i addytywnym zastosowanych kombinacji trans-anetolu

z azolami i zmianami w komorkach C. albicans. Wskazane sg dalsze badania
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dotyczgce zmian w strukturach komérek drozdzakéw pod wplywem tych
zwigzkow.
Badania wskazujg na mozliwo$¢ uzycia testowanych zwigzkéw jako

sktadnikéw preparatéw pomocnych w tego typu infekcjach.

Interactions studies of natural compounds with drugs
recommended in infections caused by yeasts from
Candida genus

One of the most common pathogens among vyeasts is Candida sp.
Vulvovaginal candidiasis (VVC) is the second most common abnormality
associated with vaginal biocenosis. For recurring VVC, therapy with a topical
or oral azole, followed by fluconazole is recommended. The literature
showed that several mechanisms were found to fluconazole resistance among
Candida's genus, and an increase in azole resistance may have a clinical
impact.

The aim of study was to check the antifungal properties of trans-anethole
and eugenol with selected antifungal medicines (AMs) against C. albicans
clinical isolates.

The checkerboard method was used for interactions between azoles and
trans-anethole investigations. Fourier Transform Infrared (FTIR)
Spectroscopy was performed for control strain and clinical isolates.

Results indicated that eugenol showed synergistic and additive activities
with miconazole and econazole against clinical isolates, respectively.
Moreover, the combination — trans-anethole — miconazole also showed an
additive effect against two clinical isolate. No strong relationships was
observed between synergistic and additive actions of used EOC-AMs
combinations and chemical moieties in C. albicans cells. Further research
into structural changes in vyeast cells under the influence of these
compounds are advisable.

The research indicates the possibility of using the tested compounds as
components of preparations helpful in this type of infections.
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Bio-ukierunkowana synteza nanoczgstek srebra
z uzyciem wodnych roztworéw miodu i ocena ich
dzialania przeciwgrzybowego wobec Candida spp.

Grzegorz Czernel, grzegorz.czernel@up.lublin.pl, Katedra Biofizyki, Wydziat Biologii
Srodowiskowej, Uniwersytet Przyrodniczy w Lublinie, www.up.lublin.pl

Dominika Bloch, dominika.bloch@poczta.umcs.lublin.pl, Katedra Biologii Komérki,
Wydziat Biologii i Biotechnologii, Uniwersytet Marii Curie-Sktodowskiej, www.umcs.pl

Mariusz Gagos, mariusz.gagos@poczta.umcs.lublin.pl, Katedra Biologii Komérki,
Wydziat Biologii i Biotechnologii, Uniwersytet Marii Curie-Sktodowskiej, www.umcs.pl

Celem pracy bylo okreslenie aktywnos$ci biosyntetyzowanych nanoczgstek
srebra przeciwko dwém oportunistycznym patogennym gatunkom C. albicans
i C. parapsilosis. Dodatkowo przeanalizowano wplyw stezenia miodu uzytego
do syntezy nanoczgstek na ich dzialanie przeciwgrzybowe. Nanoczgstki
srebra zsyntetyzowano przy uzyciu wodnych roztworéw miodu o stezeniu
2%, 10% i 20% — AgNPs-H,, AgNPs-H;, i AgNPs-Hjo. Synteze przeprowadzono
w temperaturze 35°C and 70°C. Obecnos$¢ i wilasciwosci fizykochemiczne
nanoczgstek srebra potwierdzono za pomocg spektroskopii UV-Vis, fluores-
cencyjnej oraz skaningowej mikroskopii elektronowej. Zaobserwowano, ze
20% roztwor miodu powodowal zahamowanie syntezy nanoczgstek w 35°C.
Dzialanie przeciwgrzybowe okre§lono na podstawie minimalnego stezenia
hamujgcego (MIC) i testu dyfuzyjno-krgzkowego. Najwiekszg aktywnos¢
w testach MIC zaobserwowano dla AgNPs-H,. AgNPs-H;, i AgNPs-H;, nie
wykazywaty aktywnosci przeciwgrzybowej, a nawet stymulowaly wzrost grzybéw.
Wyniki testow dyfuzyjno-kragzkowych dla szczepéw Candida parapsilosis
ukazaly silniejsze dzialanie AgNPs-H w pordwnaniu z flukonazolem.
Uzyskane wyniki wskazujg, ze przeciwgrzybowe dziatanie nanoczgstek srebra

jest Scisle zwigzane ze stezeniem miodu uzytym do ich syntezy.
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Bio-directed synthesis of silver nanoparticles using
aqueous honey solutions and evaluation of their
antifungal activity against Candida spp.

In this study, we investigated antifungal activity of biosynthesised silver
nanoparticles against two opportunistic pathogenic C. albicans and
C. parapsilosis species. Additionally, the impact of the concentration of
honey used for the synthesis of nanoparticles on their antifungal activity was
analysed. Silver nanoparticles were synthesised using aqueous honey
solutions with a concentration of 2%, 10%, and 20% - AgNPs-H,, AgNPs-Hj,
and AgNPs-Hy. The reaction was conducted at a temperature 35°C and 70°C.
The presence and physicochemical properties of silver nanoparticles was
affirmed by analysing the sample with ultraviolet-visible, fluorescence
spectroscopy and scanning electron microscopy. The 20% honey solution
caused inhibition of nanoparticles synthesis at 35°C. The antifungal effect
was determined by the minimum inhibitory concentration (MIC) and disc
diffusion assay. The highest activity in the MIC tests was observed in the
AgNPs-H, variant. AgNPs-H;, and AgNPs-Hy showed no activity or even
stimulated fungal growth. The results of the disc diffusion tests for Candida
parapsilosis strains presented stronger activity of AgNPs-H than fluconazole.
The study has demonstrated that the antifungal activity of silver
nanoparticles is closely related to the concentration of honey used for the

synthesis thereof.
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Charakterystyka mikrobiomu jelita
chorych z fenyloketonurig

Agnieszka Vogt, agnieszka.vogt@wp.pl, Uniwersytet Przyrodniczy w Lublinie

Malgorzata Ostrowska, malgorzata.ostrowska@up.lublin.pl, Uniwersytet Przyrod-
niczy w Lublinie

Wspodtczesna genetyka medyczna oferuje liczne testy diagnostyczne oraz
analizy mikrobiomu dla choréb metabolicznych np. fenyloketonuria (PKU).
PKU jest dziedziczona jednogenowo autosomalnie recesywnie. Mutacje
w genie hydroksylazy fenyloalaniny PAH znajdujgcym sie na dltugim ramieniu
na chromosomie 12 powodujgce zaburzenia w metabolizmie fenyloalaniny
w organizmie. Brak enzymu katalizujgcego reakcje konwersji fenyloalaniny
do tyrozyny wplywa znaczgco na intelekt dzieci przez demielinizacji widékien
nerwowych prowadzgcych do klopotéw w przewodzeniu impulséw nerwowych
przez osrodkowy uktad nerwowy.

Do diagnostyki mikrobiomu jelita wykorzystuje sie techniki molekularne
zwigzane z sekwencjonowanie materiatu genetycznego wyizolowanego m.in.
z bakterii pochodzgcych z katu chorych na PKU. Jedng z najlepszych
i najszybszych metod do tego typu analiz jest technologia sekwencjonowania
nowej generacji NGS opierajgca sie na sekwencjonowaniu genu 16S rRNA
znajdujgcych sie bakterii. NGS dostarcza wielu dokladnych informacji na
temat mikrobiomu znajdujgcego sie w jelitach os6b badanych.

Najwiekszy odsetek bakterii znajdujgcych sie w przewodzie pokarmowym
to bakterie z rodzaju Firmicutes, natomiast dalsze miejsce zajmujg baterie
z rodzaju Bacteroides, Actionobateria i inne.

Niniejsza praca przedstawia wykorzystanie molekularnych metod identyfikacji
materiatu genetycznego gatunkéw bakterii znajdujgcych sie w przewodzie

pokarmowym ludzi, ktérzy choruja na fenyloketonurie.
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Characterization of the gut microbiome
of patients with phenylketonuria

Modern medical genetics offers numerous diagnostic tests and microbiome
analyses for metabolic diseases such as phenylketonuria (PKU). PKU is
inherited monogenously autosomal recessively. Mutations in the phenyla-
lanine hydroxylase gene PAH located on the long arm on chromosome 12
causing abnormal phenylalanine metabolism in the body. Lack of the enzyme
catalyzing the conversion reaction of phenylalanine to tyrosine significantly
affects the intellect of children by demyelination of nerve fibers leading to
problems in conduction of nerve impulses through the central nervous

system.

To diagnose the intestinal microbiome, molecular techniques related to
sequencing of genetic material isolated, among others, from bacteria
originating from the feces of PKU patients are used. One of the best and
fastest methods for this type of analysis is new generation sequencing
technology NGS based on sequencing of 16S rRNA gene from bacteria. NGS
provides a lot of accurate information about the microbiome found in the gut

of subjects.

The largest percentage of bacteria found in the gastrointestinal tract are

Firmicutes, followed by Bacteroides, Actionobateria and others.

This paper presents the use of molecular methods to identify the genetic
material of bacterial species found in the gastrointestinal tract of people who

have phenylketonuria.
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Grzyby z rodzaju Rhizopus
w produkcji zywnosci prozdrowotnej

Iwona Adamska, iwona.adamska@zut.edu.pl, Katedra Technologii Rybnej, Roslinne
i Gastronomicznej, Wydziat Nauk o Zywnosci i Rybactwa, Zachodniopomorski
Uniwersytet Technologiczny w Szczecinie, www.zut.edu.pl

Patrycja Biernacka, Katedra Technologii Rybnej, Roslinne i Gastronomicznej,
Wydziat Nauk o Zywnosci i Rybactwa, Zachodniopomorski Uniwersytet Technolo-
giczny w Szczecinie, www.zut.edu.pl

Grzyby z rodzaju Rhizopus, nalezace do rzedu Mucorales, sa mikro-
organizmami stosowanymi w rejonach azjatyckich do produkcji zywnosci
tradycyjnej powstajgcej w drodze fermentacji. Zarodniki tych mikroorga-
nizméw zaszczepiane sg na nasionach soi poddanych wczesniejszej obrébce
termicznej. Podczas wzrostu grzyba, przy zachowanym rezimie warunkéw
termicznych, wilgotnosSciowych i tlenowych, zachodzi proces fermentacji
nasion. Efektem koncowym jest uzyskanie produktu o nazwie tempeh, ktéry
posiada korzystne warto$ci odzywcze i interesujgce cechy sensoryczne.
Pozbawiony jest on substancji antyodzywczych wystepujgcych w nasionach
soi, a zarazem stanowi bogate Zrédlo aminokwaséw i witamin z grupy B.
Zawiera on takze izoflawony: genisteine, daidzeine i glicyteine. Obecnie
popularno$¢ tempeh w pozostatych rejonach §wiata wyraznie rosnie. Prezen-
tacja stanowi przeglad opublikowanych prac badawczych poswieconych
technologii produkcji tempeh i zastosowaniu w niej surowcéw roslinnych
innych niz tradycyjne w celu uzyskania waloréw sensorycznych odmiennych

niz w tradycyjnym produkcie.
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Fungi of the genus Rhizopus
in the production of pro-health food

Fungi of the genus Rhizopus, belonging to the order Mucorales, are
microorganism belonging to the order Mucorales, used in Asia for the
production of traditional food by fermentation. The most commonly used
fungus is R. microsporus. Spores of this organisms are inoculated onto cooked
soybeans. The fungus grows under the preserved regime of thermal, humidity
and oxygen conditions. During this time, the mycelium grows and the seeds
are fermented. The end result is a product — tempeh. It has beneficial
nutritional values and interesting sensory features: it is devoid of anti-
nutritional substances found in soybeans and is a rich source of amino acids
and B vitamins. It also contains isoflavones: genistein, daidzein and
glycitein. Currently, the popularity of tempeh in the rest of the world is
clearly growing. The presentation is a review of published research papers on
the technology of tempeh production and the use of non-traditional plant
raw materials in order to obtain sensory values different than in a traditional

product.
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Izolacja i identyfikacja Pasteurella multocida
od zubréw w Polsce

Agnieszka Kedrak-Jabtoriska, akedrak@piwet.pulawy.pl, Zaktad Mikrobiologii,
Paristwowy Instytut Weterynaryjny, www.piwet.pulawy.pl

Sylwia Budniak, sylwia.budniak@piwet.pulawy.pl, Zaktad Mikrobiologii, Paristwowy
Instytut Weterynaryjny, www.piwet.pulawy.pl

Michat Krzysiak, m.krzysiak@bpn.com.pl, Biatowieski Park quodow, www.bpn.com.pl,
Instytut Nauk Lesnych, Wydziat Budownictwa i Nauk o Srodowisku, Politechnika
Biatostocka, pb.edu.pl

Pasteurella multocida jest patogenem wielu gatunkéw domowych i dzikich
zwierzgt. Drobnoustréj jest réznorodny i zlozony pod wzgledem odmian
antygenowych, predylekcji do gospodarza oraz patogenezy. Niektére typy
otoczkowe mogg by¢ czynnikami etiologicznymi ciezkich pastereloz, takich
jak posocznica krwotoczna bydta, zakazne zanikowe zapalenie nosa u $win
i cholera drobiu. P. multocida bierze takze udzial w polietiologicznych
schorzeniach uktadu oddechowego u cielgt. Celem badan bylo stwierdzenie
obecnosci P. multocida w materiale klinicznym pochodzgcym od elimino-
wanych i padtych zubréw w Polsce.

Prébki do badan bakteriologicznych posiewano na agar z dodatkiem 5%
krwi konskiej oraz podtoze McConkeya. Identyfikacje izolatow przeprowadzano
na podstawie witasciwosci fizjologicznych i biochemicznych. Wykonywano
rowniez test multiplex PCR (OIE Terrestrial Manual 2018) pozwalajacy na
rownoczesng identyfikacje gatunku oraz okreslenie typéw otoczkowych A, B,
DIubF.

W badaniach bakteriologicznych wyosobniono czternascie izolatéw
pochodzacych od zubréw. U wszystkich zwierzat, u ktérych wystepowata
P. multocida, sekcyjnie stwierdzono zmiany anatomopatologiczne w uktadzie
oddechowym. Badane szczepy zakwalifikowano do podgatunku P. multocida
subsp. multocida. W reakcji multiplex PCR potwierdzono przynaleznos$¢
szczepoéw do gatunku oraz stwierdzono obecnos$¢ otoczki typu A. Przepro-
wadzone badania pozwolily na potwierdzenie obecno$ci drobnoustrojow
gatunku P. multocida u zubréw w Polsce.
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Isolation and identification of Pasteurella multocida
from European bison in Poland

Pasteurella multocida is a pathogen of numerous domestic and wild animals.
This microorganism is diverse and complex in terms of antigenic variants,
host predilection and pathogenesis. Some of the capsular types are the
etiological agents of severe pasteurellosis, such as bovine haemorrhagic
septicaemia, porcine atrophic rhinitis and fowl cholera in poultry.
P. multocida is also involved in polyetiological diseases of the respiratory
system in calves. The subject of the study was to determine the presence of
P. multocida in clinical material from selectively culled and fallen European

bison in Poland.

Samples for bacteriological examinations were cultured on agar with 5%
horse blood and MacConkey agar. Identification of P. multocida strains was
performed on basis of physiological and biochemical characteristics.
Multiplex PCR (OIE Terrestrial Manual 2018) allowing simultaneous
identification of species and determination of capsular type A, B, D or F, was

also applied.

In bacteriological examinations, fourteen strains of P. multocida from
European bison were isolated. Pathological changes in respiratory system
were found in all animals in which P. multocida occured. Examined strains
were classified as P. multocida subsp. multocida. In multiplex PCR, belonging
strains to the species and the presence of bacterial capsule type A were
confirmed. The conducted studies allowed to confirm the presence of

P. multocida microorganisms in European bison in Poland.
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Maseczki ochronne.
Rodzaje, przepisy i ocena czystos¢ mikrobiologiczna

Marzena Dymel, marzena.dymel@ibwch.lukasiewicz.gov.pl, Sie¢ Badawcza Lukasiewicz
— Instytut Biopolimeréw i Wiokien Chemicznych, Laboratorium Biodegradacji
i Analiz Mikrobiologicznych, www.ibwch.lodz.pl

Dorota KazZmierczak, dorota.kazmierczak@ibwch.lukasiewicz.gov.pl, Sie¢ Badawcza
Eukasiewicz — Instytut Biopolimerow i Widkien Chemicznych, Laboratorium
Biodegradacji i Analiz Mikrobiologicznych, www.ibwch.lodz.pl

Krystyna Guziniska, krystyna.guzinska@ibwch.lukasiewicz.gov.pl, Sie¢ Badawcza
Lukasiewicz - Instytut Biopolimerow i Widkien Chemicznych, Laboratorium
Biodegradacdji i Analiz Mikrobiologicznych, www.ibwch.lodz.pl

Maseczki ochronne staly sie obecnie waznym aspektem naszego zycia.
Dlatego istotne jest aby wiedzie¢ jakie sg ich rodzaje oraz jakim przepisom
i badaniom podlegajg. Maseczki ochronne nalezg do Srodkéw ochrony
indywidualnej i muszg speilnia¢ wymagania Rozporzgdzenia UE 2016/425,
posiada¢ ocene zgodnosci oraz by¢ oznaczone znakiem bezpieczenistwa CE.
Podlegajg one kontroli Jednostki Notyfikujgcej na podstawie przedstawionych
przez producenta lub importera badan zgodnie z odpowiednimi normami
zharmonizowanymi. Wyr6zniamy nastepujgce rodzaje maseczek: FFP1, FFP2
i FFP3.

Maseczki medyczne, zaliczane do kategorii wyroby medyczne, podlegajg
pod ustawe z dnia 20 maja 2010 r. o wyrobach medycznych oraz Rozpo-
rzgdzenie (UE) 2017/745 w sprawie wyrobéw medycznych, ktére zastgpity od
26 maja 2021 Dyrektywe Rady 93/42/EWG. Maseczki chirurgiczne wymagajg
deklaracji zgodnosci kontrolowanej przez Jednostke Notyfikujacg oraz
oznakowania znakiem bezpieczenstwa CE. Deklaracja zgodno$ci przygoto-
wana jest w oparciu o badania opisane w normie PN-EN 14683+AC:2019-09
oraz normach powigzanych: ISO 22609, PN-EN ISO 11737-1:2018, EN ISO
10993-1.

W czasie prezentacji na konferencji Microbs 2021 przyblizono badanie
czystosci mikrobiologicznej opisane w normie PN-EN 14683+AC:2019-09
oraz przedstawiono przykladowe wyniki badan czystosci mikrobiologicznej
maseczek.
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Protective masks. Types, regulations and evaluation
of microbiological purity

Face masks have become an important aspect of our lives today. Therefore, it
is important to know what their types are and what regulations and tests
they are subject to. Protective masks belong to personal protective
equipment and must meet the requirements of the EU Regulation 2016/425,
must have a conformity assessment and be marked with the CE safety mark.
They are subject to control by the Notified Body on the basis of tests
provided by the manufacturer or importer in accordance with the relevant
harmonized standards. There are the following types of masks: FFP1, FFP2
and FFP3.

Medical masks, included in the category of medical devices, are subject to
the Act of May 20, 2010 on medical devices and Regulation (EU) 2017/745 on
medical devices, which replaced Council Directive 93/42/EEC from May 26,
2021. Surgical masks require a declaration of conformity controlled by
a Notified Body and be marked with the CE safety mark. The declaration of
conformity is prepared on the basis of the tests described in the PN-EN
14683 + AC: 2019-09 standard and related standards: ISO 22609, PN-EN ISO
11737-1: 2018, EN ISO 10993-1.

During the presentation at the Microbs 2021 conference, the microbiological
purity test described in the PN-EN 14683 + AC: 2019-09 standard was
presented, and exemplary results of microbiological purity tests of masks

also were presented.
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Molekularna identyfikacja Bacillus anthracis,
Brucella spp., Burkholderia mallei, Francisella tularensis
oraz Yersinia pestis

Sylwia Budniak, sylwia.budniak@piwet.pulawy.pl, Zaktad Mikrobiologii, Paristwowy
Instytut Weterynaryjny, www.piwet.pulawy.pl

Agnieszka Kedrak-Jabloriska, akedrak@piwet.pulawy.pl, Zaktad Mikrobiologii,
Paristwowy Instytut Weterynaryjny, www.piwet.pulawy.pl

Krzysztof Szulowski, kszjanow@piwet.pulawy.pl, Zaktad Mikrobiologii, Paristwowy
Instytut Weterynaryjny, www.piwet.pulawy.pl

Bacillus anthracis, Brucella spp., Burkholderia mallei, Francisella tularensis
i Yersinia pestis mogg by¢ przyczyng powaznych choréb ludzi i zwierzat
takich jak waglik, bruceloza, nosacizna, tularemia i dZzuma. Celem badan byto
opracowanie optymalnych metod przygotowania matrycowego DNA oraz
testow Real-time PCR do wykrywania obecnosci tych drobnoustrojow.

Do badan uzyto po siedem szczepdéw Bacillus anthracis i Brucella spp., trzy
szczepy Burkholderia mallei, a takze po cztery szczepy Francisella tularensis
i Yersinia pestis. Dodatkowo przy ocenie swoistosci testéw wykorzystano szczepy
innych gatunkéw drobnoustrojéw. Izolacje DNA przeprowadzono metodg
gotowania oraz przy uzyciu zestawu DNeasy Blood and Tissue Kit, Qiagen,
USA. Dokonano optymalizacji warunkéw wszystkich reakcji Real-time PCR.

Opracowano testy Real-time PCR z wykorzystaniem sond MGB oraz typu
TagMan. Reakcje umozliwity wykrywanie genu pag zlokalizowanego w DNA
plazmidu pXO1 i genu cap zlokalizowanego w DNA plazmidu pXO2 szczepow
Bacillus anthracis, genu 1S711 szczepow Brucella spp., genu 23 kDa szczepow
Francisella tularensis, genu flipP szczepdéw Burkholderia mallei oraz genu pla
szczepbw Yersinia pestis. Okre$lono czulos$¢ i swoisto$¢ wszystkich reakcji.
Opracowane testy Real-time PCR pozwolily na wykrycie badanych genéw na

podstawie obserwacji krzywych amplifikacji.
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Molecular identification of Bacillus anthracis,
Brucella spp., Burkholderia mallei, Francisella tularensis
and Yersinia pestis

Bacillus anthracis, Brucella spp., Burkholderia mallei, Francisella tularensis and
Yersinia pestis can cause severe diseases in human and animals such as
anthrax, brucellosis, glanders, tularemia and plague. The subject of the study
was development of optimal methods of DNA preparation and Real-time

PCRs for detection of these microorganisms.

The experiment involved seven strains both Bacillus anthracis and Brucella
spp., three strains of Burkholderia mallei, four strains both Francisella
tularensis and Yersinia pestis. Additionally strains of various species of
bacteria were used for evaluation of the specificity of tests. I[solation of DNA
was performed by boiling method and using DNeasy Blood and Tissue Kit,

Qiagen, USA. Optimization of conditions of all Real-time PCRs were done.

The Real-time PCRs using MGB and TagMan probes were developed.
Reactions enabled detection of pag gene located on plasmid pXO1 and cap
gene located on plasmid pXO02 in Bacillus anthracis strains, IS711 gene in
Brucella spp. strains, 23kDa gene in Francisella tularensis strains, flipP gene
in Burkholderia mallei strains and pla gene in Yersinia pestis strains. The
sensitivity and specificity of all reactions were determined. Developed Real -
time PCRs allowed the detection of examined genes by observation of

amplification curves.
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Mykoherbicydy -
preparaty stosowane w biokontroli chwastéw

Aleksandra Grzyb, aleksandra.grzyb@up.poznan.pl, Katedra Mikrobiologii Ogolnej
i Srodowiskowej, Uniwersytet Przyrodniczy w Poznaniu

Agnieszka Wolna-Maruwka, agnieszka.wolna-maruwka@up.poznan.pl, Katedra
Mikrobiologii Ogdlnej i Srodowiskowej, Uniwersytet Przyrodniczy w Poznaniu

Alicja Ni?wiadomska, alicja.niewiadomska@up.poznan.pl, Katedra Mikrobiologii
Ogdlnej i Srodowiskowej, Uniwersytet Przyrodniczy w Poznaniu

W ostatnich 10-leciach masowe stosowanie chemicznych herbicydéw spo-
wodowato degradacje sSrodowiska i wyksztalcenie sie odpornosci u chwastow,
ktérych obecnosé na obszarach uprawnych jest niepozgdana, gdyz konkurujg
z uprawami o ograniczone zasoby (woda, Swiatto, sktadniki odzywcze) oraz
uwalniajg substancje allelopatyczne i sg odpowiedzialne za rozwdj szkod-
nikéw i choréb specyficznych dla upraw, co odgrywa kluczowg role w zmniej-
szaniu plonu. Negatywny wplyw herbicydéw chemicznych na przyrode
i zasoby naturalne zmusit naukowcow do skupienia sie na przyjaznych dla
srodowiska $rodkach zwalczania chwastéw, czyli bioherbicydach. Sg to prepa-
raty na bazie drobnoustrojow, ktére zawierajg patogeny roslin, specyficzne
dla zywiciela. W wiekszos$ci bioherbicydéw aktywnymi sktadnikami sg orga-
nizmy grzybowe, dlatego termin mykoherbicyd jest czesto uzywany zamiennie.
Pomimo duzej liczby naturalnie wystepujgcych grzybowych patogenéw
roslin, majacych potencjal jako $§rodki biokontroli, tylko niewielka czes¢
zostatla opracowana w produktach handlowych. W Swietle prawa obowigzek
zwalczania chwastow i jego egzekwowanie wynika z obwieszczenia Marszatka
Sejmu RP w sprawie Ustawy o ochronie gruntéw rolnych i le$nych (Dz.U.
z 2017 r. poz. 1161). Dodatkowo, zgodnie z Dyrektywg 2009/128/WE wszystkie
kraje cztonkowskie UE sg zobowigzane do wdrozenia og6lnych zasad integro-
wanej ochrony roslin, ktéra wskazuje na wykorzystanie wszystkich dostepnych

metod ochrony roslin, w szczeg6lnosci metod niechemicznych.

37



V Ogdlnopolska Mikrobiologiczna Konferencja Naukowa Microbs
11-12 czerwca 2021 r., Wystgpienia ustne

Mycoherbicides — preparations used in weed biocontrol

In the recent decades, the massive use of chemical herbicides has degraded
the environment and developed resistance of weeds, which presence in
cultivated areas is undesirable, as they compete with crops for limited
resources (water, light, nutrients) and release allelopathic substances and
are responsible for the development of crop-specific pests and diseases,
which plays a key role in yield reduction. The negative impact of chemical
herbicides on nature and natural resources has forced scientists to focus on
environmentally friendly weed control measures, i.e. bioherbicides. These
are preparations based on microbes that contain plant pathogens specific to
the host. Fungal organisms are the active ingredients in most bioherbicides,
so the term mycoherbicide is often used interchangeably. Despite the large
number of naturally occurring fungal plant pathogens with potential as
biocontrol agents, only a minority has been developed in commercial
products. In the light of the law, the obligation to combat weeds and its
enforcement results from the announcement of the Marshal of the Sejm of
the RP on the Act on the Protection of Agricultural and Forest Land (Journal
of Laws of 2017, item 1161). In addition, according to Directive 2009/128/EC,
all EU Member States are obliged to implement the general principles of
integrated pest management, which indicate the use of all available plant

protection methods, in particular non-chemical methods.
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Ocena przydatnosci probek krwi pelnej i osocza
w oznaczeniach ilosciowych wiremii wirusa Epsteina-Barr
u pacjentow poddanych leczeniu immunosupresyjnemu

Mateusz Rzepka, mateusz.rzepka@cm.umk.pl, Katedra Mikrobiologii, Wydziat
Farmaceutyczny, Collegium Medicum im. Ludwika Rydygiera w Bydgoszczy,
Uniwersytet Mikotaja Kopernika w Toruniu, www.cm.umk.pl

Tomasz Bogiel, t.bogiel@cm.umk.pl, Katedra Mikrobiologii, Wydziat Farma-
ceutyczny, Collegium Medicum im. Ludwika Rydygiera w Bydgoszczy, Uniwersytet
Mikotaja Kopernika w Toruniu, www.cm.umk.pl

Dagmara Depka, dagmaradepka@cm.umk.pl, Katedra Mikrobiologii, Wydziat
Farmaceutyczny, Collegium Medicum im. Ludwika Rydygiera w Bydgoszczy,
Uniwersytet Mikotaja Kopernika w Toruniu, www.cm.umk.pl

Pacjenci poddani leczeniu immunosupresyjnemu stanowig jedng z istotnych
klinicznie grup ryzyka nowych zakazen lub reaktywacji, wywotywanych m.in.
przez wirusa Epsteina-Barr (EBV). Diagnostyka laboratoryjna aktywnych
zakazen tym wirusem opiera sie gtdwnie na metodach biologii molekularnej.
Stad, niezbedna jest wiarygodna iloSciowa ocena wiremii, mogaca miec
wplyw na postepowanie terapeutyczne.

Celem pracy byla ocena wiarygodnosci metod okreSlania poziomu wiremii
EBV w zaleznosci od zastosowanego materiatu klinicznego - krwi pelnej lub
osocza.

Badania zostaly przeprowadzone na 130 prébkach krwi pelnej, pocho-
dzgcych od pacjentéw hematoonkologicznych i potransplantacyjnych, w ktérych
stwierdzono obecno$¢ materialu genetycznego EBV. Z prébek tych odse-
parowano osocze i wyizolowano DNA z wykorzystaniem zestawu GeneProof
PathogenFree DNA Isolation Kit, a nastepnie poddano je reakcji taricuchowej
polimerazy w czasie rzeczywistym przy uzyciu zestawu GeneProof EBV PCR Kit.

W 87 (66,9%) probkach osocza nie stwierdzono obecnosci DNA EBV
w poréwnaniu do krwi pelnej. Sposréd probek dodatnich (n = 43), dla 37
(86,0%) notowano wyzsze warto$ci wiremii, przy zastosowaniu do oznaczenia

krwi pelnej.
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W ocenie wiremii EBV niezbedny jest prawidlowy dobdér materiatu do
badania. Zastosowanie krwi pelnej w poréwnaniu do osocza pozwala na
wiarygodng ocene iloSciowg, co moze mie¢ bardzo istotne znaczenie
w wykryciu zakazenia oraz, w efekcie, we wdrozeniu odpowiedniego

postepowania leczniczego.

Assessment of the usefulness of whole blood and plasma
samples in quantification of Epstein-Barr virus viral load
in patients undergoing immunosuppressive therapy

Patients undergoing immunosuppressive therapy represent one of the
clinically significant risk groups for new or reactivation of Epstein-Barr virus
(EBV) infections. Laboratory diagnosis of an active infection with this virus
is based mainly on the methods of molecular biology. Hence, a reliable
quantitative assessment of viral load is essential, and may influence
a therapeutic management.

The aim of the study was to assess a reliable method of EBV viral load
investigation depending on the clinical material used - whole blood or
plasma samples.

The research was carried out on 130 whole blood samples from haemato-
oncology and post-transplant patients, in which the presence of EBV genetic
material was found. From these samples, plasma was separated and DNA was
isolated using GeneProof PathogenFree DNA Isolation Kit, followed by real-
time polymerase chain reaction using GeneProof EBV PCR Kit.

Viral DNA was not found in 87 (66.9%) of plasma samples compared to whole
blood counterparts. Of the positive samples (n = 43), 37 (86.0%) had higher
viral load when the whole blood was used for the testing.

In the assessment of EBV viral load, it is necessary to select the suitable
material for the reliable testing. The use of whole blood sample, compared to
plasma, allows for a reliable quantification, which may be important in
detecting of the infection and implementing of an appropriate therapy
scheme.
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Poroéwnanie molekularnych metod oznaczania genéw
karbapenemaz typu OXA u klinicznych szczepoéw
Acinetobacter baumannii

Dagmara Depka, dagmaradepkal @gmail.com, Katedra Mikrobiologii, Collegium
Medicum im. Ludwika Rydygiera w Bydgoszczy, Uniwersytet Mikotaja Kopernika
w Toruniu, www.cm.umk.pl

Tomasz Bogiel, bogiel.tomasz@wp.pl, Katedra Mikrobiologii, Collegium Medicum
im. Ludwika Rydygiera w Bydgoszczy, Uniwersytet Mikotaja Kopernika w Toruniu,
www.cm.umk.pl

Agnieszka Mikucka, a.mikucka@cm.umk.pl, Katedra Mikrobiologii, Collegium Medicum
im. Ludwika Rydygiera w Bydgoszczy, Uniwersytet Mikotaja Kopernika w Toruniu,
www.cm.umk.pl

Acinetobacter baumannii to pateczki Gram-ujemne, wsréd ktérych wysoki
odsetek szczepéw wytwarza beta-laktamazy klasy D (karbapenemazy typu OXA).
Ze wzgledu na brak swoistego dla nich inhibitora nie istniejg specyficzne
fenotypowe metody oznaczania tych enzymoéw.

Celem badania byta ocena skuteczno$ci metod molekularnych, zapro-
jektowanych w celu wykrywania genéw najczesciej wystepujacych karba-
penemaz typu OXA u szczepow A. baumannii.

Do badania wigczono 58 izolatow A. baumannii, opornych na karbapenemy
izolowanych od réznych pacjentéow, wytwarzajgcych karbapenemazy OXA-23
lub OXA-40.

Geny karbapenemaz wykrywano wykorzystujgc tancuchowsg reakcje poli-
merazy (ang. Polymerase Chain Reaction — PCR), przeprowadzong w aparacie
Mastercycler Pro (Eppendorf, Niemcy) oraz reakcje real-time PCR,
przeprowadzong w aparacie Cobas z480 (Roche, Szwajcaria). Jako metode
odniesienia, wykorzystano test molekularny eazyplex® SuperBug complete A
(AmplexDiagnostics GmbH, Niemcy).

Wyniki dotyczace kwalifikacji do typu karbapenemazy, w obydwu zastoso-
wanych metodach byly zgodne w 98,3% (n = 57) z otrzymanymi w tescie

eazyplex.
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Metody molekularne oparte na reakcji PCR to skuteczne narzedzie do
oceny wytwarzania karbapenemaz przez pateczki A. baumannii. Zastosowanie
specyficznych starterow jest przydatne w oznaczaniu OXA-23 i OXA-40,
najcze$ciej wystepujacych karbapenemaz ws$réd szczepow A. baumannii.
Dodatkowg zaletg tych metod jest krétki czas potrzebny do uzyskania wyniku
oraz relatywnie niskie koszty badania.

The comparison of molecular methods of OXA -
carbapenemases genes detection amongst Acinetobacter
baumannii clinical strains

Acinetobacter baumannii are Gram-negative rods, high percentage of which
produces class D beta-lactamases (OXA-type carbapenemases). Due to the
lack of a specific inhibitor for oxacillinases, there are no phenotypic methods
for determining these enzymes.

The aim of this study was to evaluate the effectiveness of molecular methods
designed to detect the most common OXA-type carbapenemases genes in
A. baumannii strains.

Fifty eight carbapenem resistant A. baumannii strains, derived from different
patients, were included in the study. In all of tested isolates OXA-23 or -40
carbapenemases genes were detected in the reference method.

Carbapenemases were detected by polymerase chain reaction (PCR)
performed in Mastercycler Pro (Eppendorf, Germany) and real-time PCR
performed in Cobas z480 (Roche, Switzerland). Molecular test eazyplex®
SuperBug complete A (AmplexDiagnostics GmbH, Germany) were used as the
reference method.

Results were compatible with the reference method in 98.3% (n = 57) for both
methods. PCR-based molecular methods are an effective tool to evaluate the
carbapenemases amongst A. baumannii. The use of specific primers is
effective in determining OXA-23 and -40, the most common carbapenemases
among A. baumannii strains. Additional advantages of these methods are: the
short time needed to obtain the result and relatively low testing costs.
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Analiza interakcji olejku lawendowego
z dichlorowodorkiem oktenidyny wobec MRSA

Monika Sienkiewicz, monika.sienkiewicz@umed.lodz.pl, Zaktad Alergologii i Reha-
bilitacji Oddechowej, Uniwersytet Medyczny w Lodzi, www.umed.pl

Pawet Kwiatkowski, pawel kwiatkowski@pum.edu.pl, Samodzielna Pracownia
Diagnostyki Immunologicznej, Pomorski Uniwersytet Medyczny w Szczecinie,
www.pum.edu.pl

Agata Pruss, agata.pruss@pum.edu.pl, Zaktad Medycyny Laboratoryjnej, Pomorski
Uniwersytet Medyczny w Szczecinie, www.pum.edu.pl

Mateusz Kostek, mateusz.kostek@zut.edu.pl, Centrum Bioimmobilizacji i Innowa-
cyjnych Materiatow Opakowaniowych, Zachodniopomorski Uniwersytet Technolo-
giczny w Szczecinie, www.zut.edu.pl

Lukasz Lopusiewicz, lukasz.lopusiewicz@zut.edu.pl, Centrum Bioimmobilizacji
i Innowacyjnych Materiatow Opakowaniowych, Zachodniopomorski Uniwersytet
Technologiczny w Szczecinie, www.zut.edu.pl

Ze wzgledu na zwiekszong wirulencje, zdolnosci do tworzenia biofilmu,
a takze nabywania opornosci na antybiotyki, srodki dezynfekcyjne i antysep-
tyczne Staphylococcus aureus stanowi powazny problem w opiece medycznej.

Celem pracy byla analiza interakcji olejku lawendowego (LEO) z dichloro-
wodorkiem oktenidyny (OKT) wobec referencyjnego szczepu Staphylococcus
aureus ATCC 43300 opornego na metycyline (MRSA).

Sktad chemiczny LEO okreslono metodg chromatografii gazowej z detektorem
ptomieniowo-jonizacyjnym (GC-FID-MS). Minimalne stezenie hamujgce (MIC)
LEO i OKT wobec MRSA badano za pomocg metody mikrorozcienczen
zgodnie z rekomendacjami CLSI. Do okreS§lenia interakcji LEO i OKT
zastosowano metode szachownicy. Dla wszystkich kombinacji stezenh obydwu
substancji obliczano najmniejsze stezenia frakcyjne (FIC) i oceniono inter-
akcje. Dla LEO i OKT wyznaczono ,krzywg zabijania w czasie”. Wykonano
réwniez oznaczenie grup funkcyjnych w komoérkach gronkowcowych za
pomocg spektroskopii w podczerwieni z transformacjg Fouriera (FTIR).

Badania dowiodly, ze LEO w polgczeniu z OKT wykazuje aktywnos¢
synergistyczng wobec MRSA. Kombinacja LEO/OKT w stezeniu subinhi-
bicyjnym (MIC50) wplynela na zmniejszenie zywotnos$ci komoérek S. aureus.
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Analiza FTIR wykazata zmiane widma spektroskopowego odpowiedzialnego
za $ciane komoérkowg bakterii.

Uzyskane wyniki wskazujg, ze LEO moze stanowi¢ cenny dodatek do OKT
ze wzgledu na aktywnos¢ synergistyczng i szybko$c¢ zabijania komérek MRSA.

Analysis of interaction between lavender essential oil
and octenidine dihydrochloride against MRSA

Staphylococcus aureus is a serious problem in medical care due to its
virulence and the ability to biofilm production, as well as the acquisition of
resistance to antibiotics, disinfectants and antiseptics.

The aim of the study was to analyze the interaction of lavender essential oil
(LEO) with octenidine dihydrochloride (OCT) against the methicillin-
resistant Staphylococcus aureus ATCC 43300 (MRSA).

The chemical composition of the LEO was determined by gas chromato-
graphy with a flame ionization detector (GC-FID-MS). The minimum
inhibitory concentration (MIC) of LEO and OCT against MRSA was tested
using the microdilution method according to CLSI recommendations. The
checkerboard method was used to determine the interaction of LEO and OCT.
For all combinations of substances, Fractional Inhibitory Concentrations
(FICs) were calculated and interactions were assessed. A ,time-kill curves"
were established for LEO, OCT and LEO/OCT. The determination of
functional groups in staphylococcal cells was also performed using Fourier
transform infrared spectroscopy (FTIR).

Studies proved that LEO in combination with OCT shows synergistic activity
against MRSA. The combination of LEO/OCT at a subinhibitory concen-
tration (MIC50) reduced the viable of S. aureus cells. FTIR analysis showed
a change in the spectroscopic spectrum responsible for the bacterial cell wall.

The results indicate that LEO may be a valuable additive to OCT due to its
synergistic activity and the rate of MRSA cell killing.

46



V Ogdlnopolska Mikrobiologiczna Konferencja Naukowa Microbs
11-12 czerwca 2021 r., Postery naukowe

Izolacja mikroorganizmow srodowiskowych
pod katem ich zdolnosci do solubilizacji krzemu

Aleksandra Zawodnia, aleksandra.zawodnia@up.poznan.pl, Katedra Biotechnologii
i Mikrobiologii Zywnosci, Uniwersytet Przyrodniczy w Poznaniu, www.up.poznan.pl/kbimz
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Katarzyna Goralska, katarzyna.goralska@intermag.pl, Intermag sp. z o0.0.,
Al. 1000-lecia 15G, 32-300 Olkusz, www.intermag.pl

Marcin Oleszczak, marcin.oleszczak@intermag.pl, Intermag sp. z o.0., Al. 1000-lecia
15G, 32-300 Olkusz, www.intermag.pl

Wojciech Bialas, wojciech.bialas@up.poznan.pl, Katedra Biotechnologii i Mikrobiologii
Zywnosci, Uniwersytet Przyrodniczy w Poznaniu, www.up.poznan.pl/kbimz

Krzem, mimo iz nie jest niezbedny do wzrostu ro$lin, peini wazng role
w odpowiedzi ro$lin na liczne stresy abiotyczne i biotyczne. Wprowadzenie
do gleby wyselekcjonowanych szczepéw lub ich konsorcjow moze byé
atrakcyjnym rozwigzaniem probleméw niedoboru tatwo przyswajalnych form
tego pierwiastka. W niniejszych badaniach wyizolowano 374 izolaty Srodo-
wiskowe i zbadano ich zdolno$¢ do solubilizacji Si. Identyfikacje mikro-
organizmoéw wykazujgcych najlepsza aktywno$¢ przeprowadzono przy zasto-
sowaniu spektrometrii mas typu MALDI-TOF oraz techniki, ktéra opiera sie
o analize genu kodujgcego 16S rRNA.

Wykazano, ze sposréd 374 badanych izolatéw, 87 posiadato zdolnos¢ do
zwiekszania rozpuszczalnosci Si, z czego 17 cechowalo sie najwyzszg
aktywnos$cig. Wykonane testy iloSciowe pozwolity zawezi¢ badang grupe do
10 izolatéw. Stezenie Si uwolnionego do podtoza zawierato sie w zakresie
5,7-41,3 mg/L SiO;. Dla dwdch najlepszych szczepdw, zidentyfikowanych
jako Bacillus megaterium oraz Bacillus amyloliquefaciens wyznaczono zakres
temperatur krytycznych, w ktérych posiadajag one zdolno$¢ efektywnej
solubilizacji Si. Mikroorganizmy te mogg stanowi¢ skladnik biopreparatow

poprawiajgcych dostepnos¢ Si w glebie.
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Badania realizowane w ramach projektu pod nazwg: ,Nowa generacja
produktéw mikrobiologicznych zapewniajgcych wyzszg efektywnos¢ produkceji
roslinnej przy jednoczesnym ograniczeniu chemizacji rolnictwa” wspoétfinan -
sowanego przez Unie Europejska ze Srodkéw Europejskiego Funduszu Rozwoju
Regionalnego w ramach Programu Operacyjnego Inteligentny Rozwéj 2014-
2020. Projekt realizowany w ramach konkursu Narodowego Centrum Badan
i Rozwoju: Dziatanie 1.2 ,Sektorowe programy B+R INNOCHEM”, Nr Umowy:
POIR.01.02.00-00-0060/17-00, Beneficjent: Intermag sp. z 0.0. z siedzibg
w Olkuszu, al. 1000-lecia 15G, 32-300 Olkusz.

Isolation of environmental microorganisms
for their ability to solubilize silicon

Although silicon is not essential for plant growth, it plays an important role
in plants' response to numerous abiotic and biotic stresses. The introduction
of selected strains or their consortia into the soil may be an attractive
solution to the problem of Si deficiency. In this study, 374 environmental
bacterial isolates were isolated and tested for their ability to solubilize Si.
Identification of microorganisms showing the best Si solubilization activity
was performed using MALDI-TOF mass spectrometry and confirmed by

sequencing of a genomic DNA region encoding 16S rRNA.

It was shown that out of 374 tested isolates, 87 had the ability to solibilize
Si, 17 of which were characterized by the highest activity. The following
quantitative tests allowed to narrow down the tested strains collection to 10
isolates. The concentration of Si released into the medium was in the range
of 5.7-41.3 mg/L SiO,. For the two best strains, identified as Bacillus
megaterium and Bacillus amyloliquefaciens, the range of critical temperatures
at which they have the ability to effectively solubilize Si was determined.
These microorganisms can be a component of biopreparations improving the

availability of Si in soil.
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Research carried out under the project entitled: "New generation of
microbiological products ensuring higher efficiency of plant production
while reducing the chemization of agriculture" co-financed by the European
Union from the European Regional Development Fund under the Operational
Programme Intelligent Development 2014-2020. The project was
implemented under the competition of the National Centre for Research and
Development: Action 1.2 "Sectoral R&D programmes INNOCHEM", Contract
no: POIR.01.02.00-00-0060/17-00, Beneficiary: Intermag sp. z o.0.
headquartered in Olkusz, al. 1000-lecia 15G, 32-300 Olkusz.
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Wywary gorzelniane jako zrodlo bakterii
zdolnych do wykorzystania do wzrostu etanolu

Paulina Walczak, paulina.walczak98@wp.pl, Pracownia Biatej Biotechnologii,
Instytut Biochemii i Biofizyki PAN; Wydziat Chemiczny, Politechnika Warszawska

Anna Sikora, annaw@ibb.waw.pl, Pracownia Biatej Biotechnologii, Instytut Biochemii
i Biofizyki PAN

Anna Detman, annadetman@ibb.waw.pl, Pracownia Biatej Biotechnologii, Instytut
Biochemii i Biofizyki PAN

Kazdego roku produkowane jest coraz wiecej odpadéw, ktére majg nega-
tywny wptyw na Srodowisko. Konwersja miedzy innymi pozostatosci przemy-
stowych do biopaliw pozwoli nie tylko na ograniczenie problemu zagospoda-
rowania odpadéw, ale réwniez na zmniejszenie efektu cieplarnianego
i zanieczyszczen Srodowiska spowodowane wykorzystaniem paliw kopalnianych.

Prezentowane badania skupiajg sie na izolacji mikroorganizmoéw (poje-
dynczych szczepéw bakteryjnych oraz konsorcjow bakterii) z osadéw gorzel -
nianych zdolnych do wykorzystywania etanolu jako zrédta wegla. Wyselekcjo-
nowane mikroorganizmy sprawdzono réwniez pod katem produkcji wodoru
w uktadach ciggtych.

Wyizolowano z wywaréw gorzelnianych 5 szczepow bakteryjnych przyna-
lezacych do 3 réznych rodzajow bakterii (Exiguobacterium, Acinetobacter,
Pseudomonas) wykazujgcych zdolno$¢ do wzrostu na alkoholu etylowym
w warunkach aerobowych.

Wryniki ponizszej pracy badawczej sugerujg, ze dodatek etanolu moze
stymulowaé produkcje wodoru przez mikroorganizmy. W bioreaktorze
z zastosowanym medium zawierajgcym alkohol etylowy ilo§¢ produkowanego
wodoru byta wieksza niz w medium bez dodatku etanolu. Otrzymana
wydajno$¢ produkcji biowodoru sugeruje, ze badane wywary gorzelniane nie
stanowig Zrédia bakterii wydajnie produkujgcych wodér w zastosowanych
warunkach eksperymentalnych. Konieczna jest kontynuacja badan w tym

kierunku.
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Distillery sludge as a source of bacteria
which uses ethanol for growth

Every year, more and more waste is produced which has a negative impact on
the environment. Conversion of industrial residues to biofuels allows not
only for the reduction of the waste management problem, but also for the
decreasing the outcome of the greenhouse effect and environmental

pollution caused by the use of fossil fuels.

The presented research focuses on the isolation of microorganisms (single
bacterial strains and bacterial consortia) from distillery sludge which are
capable of using ethanol as a carbon source. Selected microorganisms were

also examined for hydrogen production in continuous systems.

Five bacterial strains belonging to three different types of bacteria
(Exiguobacterium, Acinetobacter, Pseudomonas) showing the ability to grow on

ethanol under aerobic conditions were isolated from distillery sludge.

The results of the following research work suggest that the addition of
ethanol may stimulate the production of hydrogen by microorganisms. In the
bioreactor with the medium containing ethyl alcohol, the amount of
produced hydrogen was greater than in the medium without the addition of
ethanol. The obtained biohydrogen production efficiency suggests that the
studied distillery sludge is not a source of efficiently hydrogen producing
bacteria under the experimental conditions utilized throughout my research.

More research is needed in this direction.
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