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Celem badania byta analiza zmiennosci genomowej szczepow
Legionella pneumophila subsp. pneumophila
wyizolowanych z systemu wodnego jednego budynku
uzytecznosci publicznej, w celu okreslenia zakresu

mikroewolucji tych bakterii w srodowisku antropogenicznym.

Legionella pneumophila to oportunistyczny patogen
srodowiskowy, naturalnie pasozytujacy w komorkach
stodkowodnych pierwotniakédw (ameb). Bakterie sg rowniez
czesto izolowane z systemédw wodnych budynkdw, w ktérych
tworzg biofilmy i po przeksztatceniu w aerozol mogg by¢ wraz z
nim wdychane przez ludzi, kolonizujgc ich makrofagi ptucne |
prowadzgc do rozwoju legionellozy - potencjalnie ciezkiego
zapalenia ptuc. Zdolnos¢ do przezywania i namnazania sie w
komdrkach gospodarza oraz dtugotrwatego utrzymywania sie w
srodowisku jest mozliwa dzieki licznym czynnikom wirulencji,
takim jak systemy sekrecji, biatka powierzchniowe oraz enzymy
degradujgce. Bakterie mogg stanowi¢ powazne zagrozenie dla
zdrowia publicznego, zwtaszcza w budynkach uzytecznosci
publicznej. Zrozumienie dynamiki ewolucyjnej w obrebie
pojedynczych instalacji wodnych moze przyczyni¢ sie do
lepszego zarzadzania ryzykiem wystepowania zakazen.
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Ryc. 1 Analiza filogenetyczna i obecnosci wybranych klastrow genéw w genomach Legionella pneumophila
wyizolowanych z jednej instalacji wodnej.

A. Drzewo filogenetyczne wygenerowane metodg najwiekszej wiarygodnosci (maximum likelihood, ML) na
podstawie zestawu rdzeniowych gendw biatkowych (single-copy core genes, SCGs). Analiza zostata
przeprowadzona w programie IQ-TREE z wykorzystaniem empirycznego modelu substytucji aminokwaséw WAG
oraz 1000 replikacji bootstrap (UFBoot).

B. Macierz obecnosci/braku wybranych klastréw gendw, ktére réznicujg analizowane izolaty. Zielone pole na
zewnetrzynm okregu oznacza obecnos¢ danego klastra, biate - jego brak. Kolejne okregi symbolizujg zakres
uzyskanej adnotacji funkcjonalnej. Przedstawione klastry stanowig wyselekcjonowany podzbiér catkowitego
pangenomu, ograniczony do gendéw zmiennych pomiedzy szczepami. Po prawej stronie przedstawiono
podstawowe parametry genomoéw: liczbe klastrow gendéw, udziat singletonéw, liczbe gendw na 1 kpz, dtugosc
genomu, zawartos¢ GC oraz wskazniki kompletnosci i redundancji.

Badanie finansowane w ramach projektu NCN SONATA nr 2022/47/D/NZ8/00258.

Przeanalizowano siedem izolatobw L. pneumophila pochodzgcych z zamknietego
systemu wodnego budynku uniwersyteckiego w Perugii (Wtochy), wyizolowanych w
latach 2015 (2), 2016, 2018, 2020 (2) i 2021. Zastosowano sekwencjonowanie dtugimi
odczytami (Oxford Nanopore) w celu uzyskania kompletnej struktury genomowej
kazdego szczepu, obejmujgcej chromosom bakteryjny oraz plazmid (~128 kb).

Genomy zostaty poddane adnotacji funkcjonalnej za pomocg narzedzia Bakta, a
nastepnie przeanalizowane przy uzyciu srodowiska Anvi’o. Rekonstrukcja pangenomu
umozliwita wydzielenie genomu rdzeniowego i zmiennego.

Adnotacje funkcjonalne wykonano dodatkowo wzgledem baz danych COG i KEGG, z
uwzglednieniem klasyfikacji genéw wedtug ich funkcji biologicznych.
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Ryc. 2 Charakterystyka funkcjonalna genéw zmiennych pomiedzy izolatami Legionella pneumophila.

A. Kategoryzacja funkcjonalna gendw rdéznicujgcych analizowane izolaty na podstawie adnotacji COG.
Przedstawione stupki pokazujg liczebnos¢ gendéw przypisanych do wybranych kategorii funkcjonalnych.

B. Mapa szlaku KEGG zwigzanego z zakazeniem Legionella spp. (pathway: legionellosis), wskazujgca pozycje
biatek zidentyfikowanych w zestawie genéw zmiennych. Zaznaczone na czerwono biatka (m.in. RtxA, LaiA)
zostaty zidentyfikowane w analizie jako elementy réznicujgce poszczegdlne izolaty,

Na podstawie rdzeniowego genomu utworzono drzewo filogenetyczne (ryc.
1A), ktérego uktad wykazywat zgodnos¢ z chronologig izolacji: najstarsze

szczepy (2015) tworzyty klad bazalny, a kolejne izolaty tworzyty
rozgatezienia dendrogramu utozone zgodnie z czasem izolacji, co sugeruje
lokalng ewolucje w obrebie instalacji wodnej.

Analiza pangenomu wykazata obecnos¢ 101 genow roznicujgcych szczepy
(ryc. 1B), zlokalizowanych zaréwno na chromosomie, jak i w plazmidzie.
Kategorie funkcjonalne COG wskazaty dominacje gendw zwigzanych z
metabolizmem (aminokwasy, koenzymy, lipidy) oraz 2z procesami
komodrkowymi i sygnalizacyjnymi (ryc. 2A).

Wszystkie geny zaklasyfikowane do kategorii COG S (,,Function unknown”) i
X (,mobilome, prophages, transposons”) pochodzity z plazmidu i byty
opisane jako biatka hipotetyczne - Swiadczy to o duzej zmiennosci i
potencjalnej roli adaptacyjnej plazmidu (ryc. 2A).

Szczegdlng uwage zwrécono na geny zmapowane do sciezek KEGG, m.in. do
mapy ,Legionellosis” (map05134) (ryc. 2B):

e rtxA - koduje adhezyne Dbtonowg,
wewnagtrzkomoérkowg w amebach.

e laiA - koduje kolagenopodobne biatko wptywajgce na wirulencje.
ZmiennosC¢ dotyczyta rowniez globalnego regulatora translacyjnego csrA,
ktory uczestniczy w przetgczaniu metabolizmu bakterii  miedzy
aminokwasami, lipidami i glukoza - co moze stanowi adaptacje do

wptywajgcg na przezywalnosc

warunkow w instalacji.
tacznie geny przypisano do 36 unikalnych szlakéw metabolicznych KEGG.

Wyniki wskazujq, ze bakterie L. pneumophila, izolowane z
pojedynczego systemu wodnego mogg ulegac lokalnej
mikroewolucji w czasie, co przejawia sie w réznicach sekwencji
kodujgcych gendéw zwigzanych z metabolizmmem, przezywalnoscia i
wirulencja.

Zmiennos¢ plazmidu, zawierajgcego geny bez precyzyjnej
adnotacji funkcjonalnej, jak i mobilne elementy genetyczne, moze
odgrywac istotng role w adaptacji bakterii do warunkow
srodowiskowych w instalacjach wodnych.

Zaproponowane podejscie moze stanowi¢ model do badania
mikroewolucji patogenéw srodowiskowych w funkcji czasu i stuzyc
jako wsparcie w monitoringu zagrozen sanitarnych.



