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Posiadane dyplomy, stopnie naukowe/artystyczne — z podaniem nazwy,

miejsca i roku ich uzyskania oraz tytutu rozprawy doktorskiej.

2007 — stopien naukowy: doktor nauk weterynaryjnych, Panstwowy Instytut
Weterynaryjny — Panstwowy Instytut Badawczy w Putawach (PIWet-PIB), tytut
rozprawy doktorskiej: Identyfikacja i roZznicowanie termotolerancyjnych izolatéw

Campylobacter w oparciu o wybrane metody biologii molekularnej

2003 - dyplom ukonczenia studiow podyplomowych w zakresie Administracji i
Zarzgdzania, Wydziat Prawa i Administracji, Uniwersytet Marii Curie-Sktodowskiej

w Lublinie

2002 — stopien naukowy: magister biologii, specjalnos¢ mikrobiologia, Wydziat
Biologii i Nauk o Ziemi, Uniwersytet Marii Curie-Sktodowskiej w Lublinie, tytut
pracy magisterskiej: Typowanie mikrosymbiontéw Genista tinctoria (L.)

pochodzgcych z Anglii w oparciu o wybrane cechy fenotypowe i genomowe

Informacje o] dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach

naukowych/artystycznych:

12.2008 do chwili obecnej — adiunkt, Zaktad Higieny Zywnosci Pochodzenia
Zwierzecego, Panstwowy Instytut Weterynaryjny — Pahstwowy Instytut Badawczy

w Putawach

02.2007 - 12.2008 - gtowny specjalista badawczo — techniczny, Zaktad Higieny
Zywnos$ci Pochodzenia Zwierzecego, Panstwowy Instytut Weterynaryjny —

Panstwowy Instytut Badawczy w Putawach
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c) 11.2003 — 02.2007 - studia doktoranckie, Panstwowy Instytut Weterynaryjny —

Panstwowy Instytut Badawczy w Putawach

4 Wskazanie osiggniecia wynikajacego z art. 2 ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o
stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie
sztuki (Dz. U. nr 65, poz. 595 z pézn. zm.)

Osiagniecie naukowe pod tytutem:

Wystepowanie i opornos¢ przeciwdrobnoustrojowa oraz

charakterystyka molekularna Campylobacter

tworzy jednotematyczny cykl nastepujgcych publikaciji:

Publikacja przegladowa:

4.1. Wieczorek, K., I. Kania®, J. Osek. 2011. Antybiotykooporno$é Campylobacter —
aspekty epidemiologiczne i zagrozenie zdrowia publicznego. Medycyna
Weterynaryjna 67:233-239 (IF — brak, punkty MNiSW — 10)?

Moj wktad w powstanie tej pracy polegat na dyskusji nad koncepcjg pracy, zebraniu
literatury, napisaniu wstepnej wersji manuskryptu, naniesieniu poprawek
zaproponowanych przez wspoétautorow, przygotowaniu manuskryptu do druku. Moj
udziat procentowy w powstanie tej publikacji szacuje na 80%.

Publikacje oryginalne (5):

4.2. Wieczorek, K., I. Kania, J. Osek. 2013. Prevalence and antimicrobial resistance of
Campylobacter spp. isolated from poultry carcasses in Poland. Journal of Food
Protection doi:10.4315/0362-028X.JFP-13-035 (IF = 1,937, punkty MNiSW - 30)

Moj wktad w powstanie tej pracy polegat na opracowaniu koncepcji pracy i
zaplanowaniu wszystkich doswiadczen. Przeprowadzitam wszystkie analizy
statystyczne uzyskanych rezultatdbw. Dokonatam interpretacji wynikow badan,
napisatam wstepng wersje manuskryptu, naniostam wszystkie poprawki
zaproponowane przez wspoOfautorow oraz opracowatam pod katem edytorskim
ostateczng wersje maszynopisu jak rowniez, jako autor korespondencyjny, wystatam
publikacje do druku. M¢j udziat procentowy w powstanie tej publikacji szacuje na
80%.

! Oswiadczenia wszystkich wspoétautoréw okreslajgce wkiad kazdego z nich w powstanie poszczegdlnych prac
znajdujg sie w Zatgczniku 5 do wniosku o przeprowadzenie postepowania habilitacyjnego

IF zgodny z rokiem opublikowania, punkty MNiSW zgodne z Zatgcznikiem do komunikatu Ministerstwa Nauki i
Szkolnictwa Wyzszego z dnia 20 grudnia 2012 r.
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4.3. Wieczorek, K., R. Szewczyk, J. Osek. 2012. Prevalence, antimicrobial resistance,
and molecular characterization of Campylobacter jejuni and C. coli isolated from retail
raw meat in Poland. Veterinarni Medicina (Veterinary Medicine — Czech) 57:293-299
(IF = 0,748, punkty MNiSW — 25)

Moj wktad w powstanie tej pracy polegat na opracowaniu koncepcji pracy i
zaplanowaniu wszystkich doswiadczen. Napisatam wstepng wersje manuskryptu,
naniostam wszystkie poprawki zaproponowane przez wspotautorow oraz
opracowatam pod katem edytorskim ostateczng wersje maszynopisu. Moj udziat
procentowy w powstanie tej publikacji szacuje na 70%.

4.4. Wieczorek, K. 2011. Resistance to quinolones and tetracycline and its molecular
background among Campylobacter strain isolated in Poland. Bulletin of the
Veterinary Institute in Pulawy 55:613-618 (IF = 0,321, punkty MNiSW — 20)

Moj wkiad w powstanie tej pracy polegat na opracowaniu koncepcji pracy i
zaplanowaniu wszystkich doswiadczer.. Dokonatam interpretacji uzyskanych
wynikow, napisatam maszynopis publikacji, opracowatam manuskrypt pod katem
wymagan edytorskich i wystatam do redakcji. M6j udziat procentowy w powstanie tej
pracy wynosi 100%.

4.5. Wieczorek, K., G. A. Dykes, J. Osek, L. L. Duffy. 2013. Antimicrobial resistance
and genetic characterization of Campylobacter spp. from three countries. Food
Control 34:84-91 (IF = 2,656, punkty MNiSW — 35)

Mo6j wktad w powstanie tej pracy polegat na opracowaniu koncepcji pracy,
zaplanowaniu i wykonaniu czesci doswiadczen. Przeprowadzitam wszystkie analizy
statystyczne uzyskanych rezultatow. Dokonatam interpretacji wynikow badan.
Napisatam wstepng wersje manuskryptu, naniostam wszystkie poprawki
zaproponowane przez wspoOfautorow oraz opracowatam pod katem edytorskim
ostateczng wersje maszynopisu jak rowniez, jako autor korespondencyjny, wystatam
publikacje do druku. Méj udziat procentowy w powstanie tej publikacji szacuje na
80%.

4.6. Wieczorek, K., E. Denis, O. Lynch, J. Osek. 2013. Molecular characterization and
antibiotic resistance profiling of Campylobacter isolated from cattle in Polish
slaughterhouses. Food Microbiology 34:130-136 (IF = 3,283, punkty MNiSW — 35)

Moj wktad w powstanie tej pracy polegat na opracowaniu koncepcji pracy i
zaplanowaniu wszystkich doswiadczen. Wykonatam wszystkie analizy statystyczne
uzyskanych wynikéw oraz dokonatam ich interpretacji. Napisatam wstepng wersje
manuskryptu, naniostam wszystkie poprawki zaproponowane przez wspotautorow
oraz opracowatam pod kagtem edytorskim ostateczng wersje maszynopisu jak
rowniez, jako autor korespondencyjny, wystatam publikacje do druku. Moj udziat
procentowy w powstanie tej publikacji szacuje na 80%.

taczna punktacja 6 prac wchodzacych w skiad jednotematycznego cyklu
publikacji: 155 pkt. (wg listy czasopism punktowanych MNiSW ) oraz IF — 8,945
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Omoéwienie celu naukowego w/w prac i osiggnietych wynikobw wraz z
omowieniem ich ewentualnego wykorzystania

Zachorowania spowodowane przez bakterie nalezgce do rodzaju
Campylobacter, gtéwnie C. jejuni i w mniejszym stopniu C. coli, sg w ostatnich latach
najczesciej wystepujgcymi w krajach Unii  Europejskiej (UE) chorobami
odzwierzecymi, ktérych zrodiem jest zanieczyszczona zywnosc¢. W latach 2008 -
2011 obserwowano staty wzrost liczby potwierdzonych laboratoryjnie przypadkow
kampylobakteriozy u ludzi (5). W 2011 r. wedtug raportu Europejskiego Urzedu ds.
Bezpieczenstwa Zywnosci (EFSA) oraz Europejskiego Centrum ds. Zapobiegania i
Zwalczania Chorob (ECDC) w krajach UE stwierdzono tgcznie 220.209 zachorowan,
w tym 354 w Polsce (5). Transmisja Campylobacter na ludzi odbywa sie zwykle
poprzez spozycie zanieczyszczonej tymi drobnoustrojami zywnosci pochodzenia
zwierzecego, a w szczegodlnosci miesa drobiowego poddanego niewtasciwej obrobce
termicznej, niepasteryzowanego mileka czy innych produktéw zanieczyszczonych
wtérnie tymi bakteriami w trakcie obrdbki, transportu lub sprzedazy. Wystepowanie
Campylobacter w miesie drobiowym pozostaje od szeregu lat stale na wysokim
poziomie. Obserwowane sg jednak znaczgce roznice w poziomie zanieczyszczenia
tymi drobnoustrojami pomiedzy poszczegdlnym krajami czionkowskimi UE,
wynoszgcym wg danych EFSA i ECDC w 2011 r. od 3,2% do 84,6% (5).

Kampylobakterioza u ludzi zwykle nie wymaga ukierunkowanego leczenia i
ustepuje samoistnie po kilku dniach. Jednak w powazniejszych przypadkach, np. u
pacjentow z  osftabionym uktadem immunologicznym, konieczna jest
antybiotykoterapia. Zwykle podaje sie makrolidy (w przypadku potwierdzenia
laboratoryjnego, ze czynnikiem chorobotworczym jest Campylobacter) lub
fluorochinolony (przy zatruciach o niepewnej etiologii na tle Campylobacter lub w
przypadku wyizolowania od pacjenta szczepdéw opornych na makrolidy). W leczeniu
wykorzystuje sie tez tetracykliny i gentamycyne, ale rzadziej niz wymienione
wczesniej czynniki przeciwbakteryjne.

Opornos¢ na  substancje  przeciwdrobnoustrojowe  ws$rod  bakterii
zoonotycznych, do ktérych nalezy Campylobacter, jest obecnie przedmiotem
szczegolnie intensywnych badan, dotyczgcych catego tancucha zywnosciowego, z
uwagi na znaczenie tego zjawiska dla zdrowa publicznego. Wzrastajgce

wystepowanie szczepow opornych na czynniki przeciwbakteryjne moze w znaczacy
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sposob wptynag¢ na efektywnos¢ terapii u ludzi. W 2011 r. stwierdzono w krajach UE
bardzo wysoki odsetek szczepow Campylobacter opornych na fluorochinolony oraz
jednoczesnie niski lub sredni poziom ich opornosci na makrolidy, zwtaszcza izolatéw
pochodzgcych od ludzi i zwierzagt gospodarskich, w tym brojleréow (4). Tego typu dane
sg szczegolnie niepokojgce w aspekcie przytoczonych wyzej informacji, ze gtbwnym
zrodtem Campylobacter dla ludzi jest mieso drobiowe.

Biorgc powyzsze pod uwage konieczne jest monitorowanie opornosci
przeciwdrobnoustrojowej bakterii nalezgcych do rodzaju Campylobacter, a w
szczegolnosci C. jejuni i C. coli, gdyz te dwa gatunki sg w 99% przypadkow
przyczyng zachorowan ludzi. Wazna jest rowniez identyfikacja rodzaju zywnosci
bedacej najczestszym zrodtem Campylobacter opornych na antybiotyki i
posiadajgcych geny umozliwiajgce ekspresje tej opornosci oraz przekazywanie jej do
innych drobnoustrojéw jak rowniez markeréw odpowiedzialnych za wywotywanie
kampylobakteriozy u ludzi.

Uwzgledniajgc wzrastajgcy odsetek szczepow izolowanych od zwierzat, z
zywnosci i od ludzi, wykazujgcych opornos¢ na najwazniejsze grupy antybiotykow,
oraz nabywanie tej opornosci przez bakterie nalezgce do rodzaju Campylobacter,
szczegolnie na fluorochinolony, nalezy stwierdzi¢, ze problem ten bedzie w
najblizszej przysztosci narastat. Moze to doprowadzic m.in. do utraty
terapeutycznego dziatania fluorochinolonéw w leczeniu kampylobakteriozy u ludzi.
Makrolidy pozostajg obecnie najbardziej efektywne w leczeniu tej choroby, ale
wzrastajgca i w tym przypadku opornos¢ narzuca konieczno$¢ bardzo rozwaznego
stosowania tych, jak rowniez innych substancji przeciwbakteryjnych, w medycynie
ludzkiej i weterynaryjnej.

Szczegdétowe omoéwienie sytuacji epidemiologicznej oraz mechanizméw
opornosci Campylobacter na substancje przeciwdrobnoustrojowe przedstawiono w
pracy przeglagdowej, wchodzgcej w skiad jednotematycznego cyklu publikacji:
Wieczorek, K., I. Kania, J. Osek. 2011. Antybiotykoopornos¢ Campylobacter —
aspekty epidemiologiczne | zagrozenie zdrowia publicznego. Medycyna
Weterynaryjna 67:233-239 (poz. 4.1.).

Omawiane badania wiasne, dotyczace wystepowania i opornosci
przeciwdrobnoustrojowe] oraz charakterystyki molekularnej Campylobacter spp.,

koncentrowaty sie na kilku celach. Jednym z nich bylo okreslenie wstepowania
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opornosci wsrod Campylobacter pochodzgcych od zwierzat (bydto, drob) i z zywnosci
(mieso drobiowe, wotowina, wieprzowina) na najwazniejsze z punktu widzenia
medycyny ludzkiej grupy substancji przeciwbakteryjnych. Wybrane do badan czynniki
przeciwbakteryjne nalezaty do pieciu réznych klas, a sze$¢ z dziewieciu z nich
zaliczonych zostato przez Swiatowg Organizacje Zdrowia (WHO) do kategorii |
(krytycznie wazne) dla zdrowia ludzi.

W celu uzyskania porownywalnych wynikow we wszystkich, oméwionych nize;j
pracach, do oznaczania opornosci przeciwdrobnoustrojowej Campylobacter spp.
zastosowano jednolitg metodyke opartg o technike minimalnych rozcienczen
(Microbroth Dilution Method) i okreslania wartosci MIC (Minimal Inhibitory
Concentration). Dla wszystkich badanych izolatow przyjeto jednakowe wartosci
graniczne (cut off), oparte o kryteria zalecane przez Laboratorium Referencyjne Unii
Europejskiej ds. Antybiotykoopornosci. Dodatkowo, badano takze molekularne
podstawy opornosci na fluorochinolony, tetracykliny oraz erytromycyne,
wykorzystujac do tego celu testy MAMA-PCR (Mismatch Amplification Mutation
Assay — PCR), PCR oraz sekwencjonowanie (6, 12, 13).

Istotnym elementem prowadzonych badan byta takze identyfikacja
genotypowych markerow chorobotwérczosci wsréd  wyosobnionych izolatéw
Campylobacter. Mechanizmy chorobotworczosci Campylobacter nie zostaty w
obecnej chwili wyjasnione w dostateczny sposéb. Oznaczono jednak szereg genéw
chorobotworczosci, ktérych produkty ekspresji biorg udziat w poszczegdinych
etapach zakazenia, zwtaszcza warunkujgce ruchliwos¢, adhezje drobnoustrojow do
komdérek nabtonka jelitowego czy produkcje toksyn (1, 3, 7, 9). tacznie, w zaleznosci
od publikacji wchodzgcych w skitad omawianego osiggniecia naukowego, okreslano
wystepowanie od 7 do 11 gendw wigczonych w rézne etapy patogenezy
kampylobakteriozy. Nalezaty do nich: flaA i flhA (warunkujgce ruchliwo$¢ bakterii),
cadF i docA (odpowiedzialne za adhezje do komodrek nabtonka jelitowego), racR
(biorgce udziat w adhezji i kolonizacji enterocytéw), ceuE (odgrywajace role w adhezji
i inwazji komdrek nabtonka jelitowego), sodB, ciaB, iam, wlaN i virB11 (majgcych
wplyw na inwazje i przezycie w komorkach gospodarza), cdtA, cdtB, cdtC oraz
klaster genow cdt (determinujgcy produkcje toksyn).

W omawianych badaniach podjeto takze prébe okreslenia wzajemnego
pokrewienstwa molekularnego szczepow Campylobacter izolowanych w réznym

czasie i z réznych zrodet. W tym celu zastosowano kilka technik typowania

7



Autoreferat

genomowego, z ktérych najwazniejszg byta elektroforeza pulsacyjna w zmiennym
polu elektrycznym (Pulsed Field Gel Electophoresis, PFGE). Ponadto, wykorzystano
takze analize restrykcyjng genu flaA (Restriction Fragment Length Polymorphism of
the flaA gene, flaA-RFLP), typowanie w oparciu o sekwencjonowanie zmiennego
fragmentu genu flaA (the sequence of a short variable region in the gene encoding
flagellin A, flaA-SVR) oraz typowanie bazujgce na oznaczaniu wystepowania
technikg PCR 18 gendéw waznych w epidemiologii Campylobacter (PCR-Binary
Typing scheme, P-BIT) (2, 8, 10, 11).

Jak wspomniano  wyzej, spozycie  zanieczyszczonego  bakteriami
Campylobacter miesa drobiowego jest giéwng przyczyng zachorowania ludzi
wywotang przez te drobnoustroje. Dlatego tez prace badawcze, zwigzane z
wystepowaniem szczepow opornych na substancje przeciwdrobnoustrojowe,
skoncentrowano na drobiu i produktach drobiowych. Gtéwnym celem badan, ktérych
wyniki przedstawiono w publikacji 4.2. (Wieczorek, K., I. Kania, J. Osek. 2013.
Prevalence and antimicrobial resistance of Campylobacter spp. isolated from poultry
carcasses in Poland. Journal of Food Protection doi:10.4315/0362-028X.JFP-13-
035), byto okreslenie wstepowania Campylobacter spp. w tuszach drobiowych oraz
oznaczenie ich profilu opornosci przeciwdrobnoustrojowej w powigzaniu z jej
molekularnymi mechanizmami. Do badan pobierano wymazy z tuszek drobiowych (n
= 802) w rzezniach zlokalizowanych na terenie catego kraju. Obecnosé
Campylobacter stwierdzono w przypadku 498 (62,1%) prébek, z czego 267 izolaty
(53,6%) stanowity szczepy C. jejuni, a pozostate 231 (46,4%) izolatow nalezato do
gatunku C. coli. Analiza opornosci przeciwdrobnoustrojowej wykazata, ze 73,5% i
74,1% Campylobacter nalezgcych do obu gatunkéw byto opornych na antybiotyki z
grupy chinolonéw — odpowiednio na kwas nalidiksowy i ciprofloksacyne. Na
stosunkowo wysokim poziomie ksztaltowata sie takze opornos¢ na tetracykliny
(47,4% izolatéw, w tym 64,9% C. coli i 32,2% C. jejuni) i streptomycyne (20,5%
szczepow, odpowiednio 34,2% C. coli i 8,6% C. jejuni). Stwierdzono ponadto, ze
odpowiednio 3,0% C. coli i 0,4% C. jejuni charakteryzowata sie opornoscig na
erytromycyne. Wyzszg opornosc¢ C. coli w stosunku do C. jejuni stwierdzono takze w
przypadku streptomycyny (odpowiednio 34,2% i 8,6% izolatbw) oraz gentamycyny
(odpowiednio 0,9% i 0,4% szczepow). Wykazano ponadto, ze 16,1% szczepow

charakteryzowato sie opornoscig wieloraka, tzn. byty niewrazliwe na trzy lub wiecej

8



Autoreferat

klasy uzywanych w pracy antybiotykow. Przeprowadzone badania molekularnych
podstaw antybiotykoopornosci pozwolity na stwierdzenie, ze 99,5% szczepow
Campylobacter opornych na chinolony posiadato mutacje w genie gyrA, powodujgcg
zamiane treoniny w izoleucyne natomiast 99,6% C. jejuni i C. coli opornych na
tetracykliny miato gen tet(O). Wykazano ponadto, ze opornos¢ na erytromycyne
uwarunkowana byta mutacjg A2075G w genie 23S rRNA.

Uzyskane wyniki sg pierwszymi tak kompleksowymi badaniami w Polsce,
dotyczgcymi szczepow Campylobacter wyosobnionych z tusz drobiowych na etapie
rzezni. Wskazujg one, ze tusze drobiowe mogg by¢ zrodiem dla konsumentow
szczepow C. jejuni i C. coli opornych na wazne z punktu widzenia medycyny ludzkiej
antybiotyki. Wyniki przeprowadzonych badan sugerujg ponadto, ze poziom opornosci
przeciwdrobnoustrojowej byt zalezny od gatunku Campylobacter, zwtaszcza w

przypadku tetracyklin, streptomycyny i chinolonow.

Kolejnym etapem prowadzonych badan nad opornoscig
przeciwdrobnoustrojowg Campylobacter byto okreslenie jej wystepowania u
szczepow izolowanych z surowego miesa dostepnego w handlu. Wyniki mojej pracy
zostaty zaprezentowane w publikacji 4.3. (Wieczorek, K., R. Szewczyk, J. Osek.
2012. Prevalence, antimicrobial resistance, and molecular characterization of
Campylobacter jejuni and C. coli isolated from retail raw meat in Poland. Veterinarni
Medicina (Veterinary Medicine — Czech) 57:293-299). W pierwszej kolejnosci
okreslatam wystepowanie Campylobacter w réznych elementach tusz drobiowych, a
takze w migsie wotowym i wieprzowym, uwzgledniajgc liczbe tych drobnoustrojéw.
Obecnos¢ Campylobacter stwierdzono jedynie w miesie drobiowym a odsetek
wynikéw dodatnich byt bardzo wysoki i wynosit 87,2%. ldentyfikacja gatunkowa
wyosobnionych drobnoustrojow, wykonana technikg PCR, pozwolita na okreslanie,
ze 58,9% wyizolowanych szczepdéw stanowity C. coli a pozostate 41,1% C. jejuni. W
przypadku 20,2% probek dodatnich oznaczona liczba drobnoustrojow wyniosta
powyzej 107 jtk/g. U wszystkich otrzymanych izolatéw Campylobacter okreslono profil
opornosci przeciwdrobnoustrojowej i podobnie jak w poprzednich badaniach
stwierdzono réwniez wysoki odsetek izolatéw opornych na chinolony (odpowiednio
88,1% i 86,8% w odniesieniu do ciprofloksacyny i kwasu nalidiksowego), w
przypadku obu gatunkéw Campylobacter. Z drugiej strony zaobserwowano réznice

gatunkowe w opornosci przeciwdrobnoustrojowej w odniesieniu do tetracyklin i
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streptomycyny, na ktére byto opornych odpowiednio 63,3% i 49,2 oraz 31,1% i 10,6%
szczepow C. coli i C. jejuni. Niepokojagcym wydaje sie by¢ fakt, ze 60,9%
przebadanych Campylobacter byto opornych na substancje przeciwbakteryjne
nalezgce do dwoch lub wiecej klas. Dodatkowo, badania dotyczgce wystepowania
wsréd izolatbw Campylobacter wyosobnionych z tusz drobiowych dostepnych w
handlu siedmiu gendéw odpowiedzialnych za rozne etapy patogenezy
kampylobakteriozy, pozwolity stwierdzi¢ u wszystkich szczepéw obecnos¢ markerow
cadF i flaA. Wiekszos¢ badanych drobnoustrojow charakteryzowata sie takze
wystepowaniem gendéw odpowiedzianych za wytwarzanie toksyny cdt - cdtA, cdtB i
cdtC. Wysoki odsetek szczepow C. coli byt réwniez dodatni w kierunku markera iam
(88,8%), ktory wystepowat w mniejszym odsetku u C. jejuni (53,8%). Najmniej
izolatow Campylobacter, niezaleznie od gatunku, posiadato gen virB11. Uzyskane w
omawianej publikacji wyniki wskazujg jednoznacznie, ze mieso drobiowe dostepne w
handlu moze stanowi¢ potencjalne zagrozenie zdrowia konsumentéw ze wzgledu na
czestg obecnos¢ Campylobacter, ich opornos¢ przeciwdrobnoustrojowg oraz

wystepowanie u wysokiego odsetka szczepow roznych gendw chorobotworczosci.

Celem dalszych badan, ktéorych wyniki zaprezentowano w pracy 4.4.
(Wieczorek, K. 2011. Resistance to quinolones and tetracycline and its molecular
background among Campylobacter strain isolated in Poland. Bulletin of the
Veterinary Institute in Pulawy 55:613-618) byto okreslenie wystepowania opornosci
na chinolony i tetracykliny u szczepéw C. jejuni i C. coli izolowanych z jelit i tusz
drobiowych, w powigzaniu z identyfikacjg molekularnych mechanizmow opornosci na
te substancje przeciwdrobnoustrojowe. W pracy wykorzystano 107 izolatéw C. jejuni
(55 wyosobnionych z jelit i 52 z tusz) oraz 93 szczepy C. coli (45 z jelit i 48 z tusz).
Wyniki prowadzonych badan pozwolity stwierdzic wysoki odsetek szczepdéw
opornych na ciprofloksacyne i kwas nalidiksowy, w obrebie obu oznaczonych w pracy
gatunkéw Campylobacter. W przypadku C. coli wynidst on dla obu antybiotykdw 82%
I 75%, odpowiednio dla szczepow pochodzacych z jelit i tusz drobiowych, natomiast
w odniesieniu do C. jejuni opornosc¢ ta ksztattowata sie na poziomie 79% i 78% dla
izolatow wyosobnionych odpowiednio z jelit i tusz. Opornos¢ na tetracykliny, byta
nizsza i wynosita odpowiednio 56% i 46% dla szczepéw C. coli oraz 50% i 44% w
przypadku C. jejuni pochodzgcych odpowiednio z jelit i tusz drobiowych. W

nastepnym etapie badan okreslono wystepowanie mutacji w genie gyrA,
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odpowiedzialnym za opornos¢ na antybiotyki z grupy chinolonéw. W tym celu
dokonano optymalizacji testu MAMA-PCR, ktéry pozwolit na identyfikacje mutaciji
DNA w kodonie 86, skutkujgcej zamiang treoniny w izoleucyne. Wyniki takie
stwierdzono odpowiednio u 100% izolatéw C. coli i 78,6% C. jejuni opornych na
ciprofloksacyne. Z drugiej strony, zaden szczep wrazliwy na ten antybiotyk nie dawat
dodatniego wyniku w analizie MAMA-PCR. Rezultaty te zostaty potwierdzone przez
sekwencjonowanie odpowiedniego fragmentu genu gyrA dla wybranej losowo grupy
szczepow. Wszystkie izolaty Campylobacter zostaty takze zbadane pod katem
obecnosci genu tet(O), odpowiedzialnego za wystepowanie opornosci na
tetracykliny. Stwierdzono niemal 100% korelacje pomiedzy wystepowaniem tego
markera molekularnego a oznaczong fenotypowo opornoscig na te grupe substanc;ji
przeciwbakteryjnych. Omawiane badania pozwolity na szerszg identyfikacje
wystepujgcej opornosci na chinolony i tetracykliny u szczepow Campylobacter
pochodzgcych z jelit i tusz drobiowych, z uwzglednieniem jej molekularnych
aspektéw. Tego typu dane sg bardzo istotne w odniesieniu do wzrastajgcej w

ostatnich latach opornosci na te substancje przeciwbakteryjne.

Bardzo waznym elementem prowadzonych przeze mnie badan byt projekt,
ktérego wyniki zostatly przedstawione w pracy 4.5. (Wieczorek, K., G. A. Dykes, J.
Osek, L. L. Duffy. 2013. Antimicrobial resistance and genetic characterization of
Campylobacter spp. from three countries. Food Control 34:84-91). Jego celem byto
poréwnanie OpOrnosci przeciwdrobnoustrojowej, obecnosci genéw
chorobotwérczosci a takze zréznicowania genetycznego szczepow Camylobacter
izolowanych od drobiu w trzech réznych krajach: Polski, Australii i Malezji. Kraje, z
ktorych pochodzity izolaty, sg odlegte od siebie nie tylko pod wzgledem
geograficznym, ale takze stosowanych systeméw hodowli i mozliwosci uzywania
antybiotykow u zwierzat. W pierwszym etapie badan okreslono opornos¢ szczepdéw
Campylobacter na 9 czynnikdw przeciwbakteryjnych. Stwierdzono, ze szczepy
pochodzgce z Australii, niezaleznie od gatunku Campylobacter, charakteryzowaty sie
najwiekszg wrazliwoscig na stosowane w pracy antybiotyki. Na drugim biegunie
znalazly sie szczepy C. jejuni i C. coli wyosobnione w Malezji, ktére byty oporne na
co najmniej trzy substancje przeciwbakteryjne, a dodatkowo znaczna ich czes¢
wykazywata opornos¢ na 8 z 9 uzywanych w badaniach antybiotykéw. Szczepy

pochodzgce z Polski cechowaty sie natomiast srednim poziomem opornosci i byty
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najczesciej niewrazliwe na ciprofloksacyne, kwas nalidiksowy i tetracykliny, co byto
zgodne z wczesniej prowadzonymi przeze mnie badaniami. Wystepowanie gendéw
chorobotwérczoséci takze rdznito sie znaczgco pomiedzy izolatami Campylobacter
wyosobnionymi w tych krajach, zwtaszcza w odniesieniu do gendéw ciaB i klasteru
cdt. W kolejnym etapie badan wykonano typowanie molekularne izolatéw
Campylobacter. W celu zwiekszenia wiarygodnosci wynikéw i uzyskania
rzeczywistego obrazu pokrewienstwa filogenetycznego badanych szczepow
zastosowano trzy techniki molekularne o réznym potencjale roznicujgcym: P-BIT,
flaA-SVR oraz flaA-RFLP, otrzymujgc odpowiednio 50, 30 i 11 roznych profili
genotypowych. Uzyskane wyniki pokazujg jednoznacznie duze zréznicowanie
populacji Campylobacter w badanych krajach jak tez miedzy poszczegdlnymi
krajami. Rezultaty pracy mogg wskazywaé¢ na zalezno$¢ miedzy stosowaniem
profilaktycznym lub leczniczym substancji przeciwbakteryjnych w poszczegdéinych
krajach, z ktérych pochodzity izolaty Campylobacter a wystepowaniem opornosci u
szczepow wyosobnionych z zywnosci. Unikalno$¢ prowadzonych analiz polegata
rowniez na zastosowaniu jednolitej metodyki, a w szczegdlnosci wartosci
granicznych przy klasyfikacji wrazliwosci przeciwdrobnoustrojowej szczepow
Campylobacter, co umozliwito na wiarygodne poréwnanie opornosci izolatow

pochodzgcych z krajéw zlokalizowanych na trzech réznych kontynentach.

Badania, ktorych wyniki zostaty zaprezentowane w pracy 4.6. (Wieczorek, K.,
E. Denis, O. Lynch, J. Osek. 2013. Molecular characterization and antibiotic
resistance profiling of Campylobacter isolated from cattle in Polish slaughterhouses.
Food Microbiology 34:130-136) miaty na celu wykazanie czy bydto moze stanowi¢
zrodto potencjalnie niebezpiecznych dla cztowieka Campylobacter. W zwigzku z tym
pobierano bezposrednio na linii ubojowej wymazy ze skory bydfa i odpowiadajgcej im
tuszy i stwierdzono, ze odpowiednio 25,6% i 2,7% prébek byto dodatnich w kierunku
Campylobacter. Wiekszos¢ otrzymanych izolatéw stanowity C. jejuni, niezaleznie od
miejsca izolacji. Szczepy Campylobacter pozyskane ze skér i tusz wotowych
poddano nastepnie kompleksowej analizie, polegajgcej na oznaczeniu ich profili
markeréw chorobotworczosci oraz opornosci przeciwdrobnoustrojowej. Dodatkowo,
izolaty typowano molekularnie przy uzyciu techniki PFGE. Podsumowujgc uzyskane
wyniki stwierdzono, ze wystepowaty roznice statystycznie istotne pomiedzy

obecnoscig 8 z 11 badanych gendéw chorobotwérczosci u C. jejuni i C. coli.
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Wiekszos¢ szczepdw Campylobacter, niezaleznie od gatunku posiadata jednak geny
cadF, flhA i flaA, odpowiedzialne za ruchliwos$¢ i adhezje drobnoustrojow do komaorek
nabtonka jelitowego gospodarza. Analiza opornosci przeciwdrobnoustrojowej
pozwolita natomiast stwierdzi¢, Zze najwiecej szczepow byto opornych na kwas
nalidiksowy i ciprofloksacyne (po 38,3% izolatow) oraz streptomycyne (24,3%
szczepow) i tetracykliny (20,9%). Wieloopornos¢, definiowang jako oporno$¢ na co
najmniej trzy klasy antybiotykéw, zidentyfikowano u 13,2% C. jejuni i az u 44,7% C.
coli. Ponadto stwierdzono, ze badana grupa szczepdw charakteryzowata sie duzym
zréznicowaniem molekularnym, gdyz wyodrebniono wsréd nich az 74 profile PFGE,
16 profili gendw chorobotworczosci oraz 12 grup opornosci na substancje
przeciwdrobnoustrojowe. Zaobserwowano takze stabg korelacje pomiedzy
otrzymanymi profilami, tzn. szczepy Campylobacter, nalezgce do tych samych grup
w analizie PFGE, w zdecydowanej wiekszosci posiadaty inny profil gendw wirulencji
czy opornosci przeciwdrobnoustrojowej. Ponadto, jedynie w czterech przypadkach
uzyskano ten sam obraz PFGE u szczepow pozyskanych ze skéry i odpowiadajgcej
im tuszy wotowej, co moze wskazywac na krzyzowe zanieczyszczeniu tusz podczas
uboju. Podsumowujgc uzyskane wyniki stwierdzono, ze bydlo moze stanowic
niedoszacowanie zrodto potencjalnie patogennych dla ludzi Campylobacter,
cechujgcych sie wysokim poziomem opornosci przeciwdrobnoustrojowej oraz

obecnoscig genodw chorobotworczosci.

Na podstawie uzyskanych wynikow badan, zawartych w publikacjach skfadajgcych

sie na prezentowane osiggniecie naukowe, mozna wyciggng¢ nastepujgce wnioski:

1. Dréb i mieso drobiowe jak réwniez bydto i tusze wotowe mogg by¢ zrodtem
potencjalnie  chorobotwérczych dla ludzi i opornych na substancje
przeciwdrobnoustrojowe Campylobacter. Bardzo niepokojgcy wydaje sie by¢ fakt
stwierdzenia wysokiego odsetka szczepow opornych na erytromycyne, zwltaszcza

w odniesieniu do C. coli izolowanych z tusz wotowych.

2. Szereg Campylobacter pochodzgcych od zwierzat rzeznych i z Zzywnosci
charakteryzowata sie opornoscig na wiecej niz jeden z badanych czynnikow
przeciwbakteryjnych, zwtaszcza na kwas nalidiksowy, ciprofloksacyne oraz

tetracykliny, niezaleznie od gatunku i zrodta szczepéw Campylobacter.
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W zdecydowanej wiekszosci przypadkéw szczepy C. coli wykazywaty wyzszy
poziom opornosci na substancje przeciwbakteryjne oraz wieloopornos¢ w

poréwnaniu z izolatami C. jejuni.

Mutacjg warunkujgcg opornos¢ na chinoliny, byta w zdecydowanej wiekszosci
przypadkow zmiana w kodonie 86, skutkujgca substytucjg treoniny na izoleucyne.
Opornosc¢ na erytromycyne zwigzana byta z mutacjg A2075G w genie 23S rRNA,

natomiast opornos¢ na tetracykliny warunkowana byta obecnoscig genu tet(O).

Wiekszos¢ badanych szczepdw posiadata przynajmniej kilka gendw
chorobotworczosci, co wskazuje na ich znaczny potencjat do wywotania

kampylobakteriozy u ludzi.

Prowadzone badania byty pierwszymi tak kompleksowymi analizami dotyczgcymi
wystepowania opornosci przeciwdrobnoustrojowej u izolatbw Campylobacter
pochodzgcych z roznych zrodet, a w szczegdlnosci pobieranych na etapie rzezni.
Uzyskane wyniki wskazujag na koniecznoS¢ podjecia dziatan w zakresie
ograniczenia zanieczyszczenia tusz podczas uboju oraz prowadzenia statego

monitoringu sytuacji epidemiologicznej w tym zakresie.
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5. Omoéwienie pozostatych osiggnie¢ naukowo - badawczych
5.1. Osiagniecia naukowe przed uzyskaniem stopnia doktora:

Zainteresowania badawcze:

5.1.1. Badania nad shigatoksyczymi Escherichia coli, w tym nowe metody
wykrywania tych drobnoustrojow technikg multipleks PCR z wewnetrzng

kontrolg amplifikacji oraz identyfikacja markeréw patogennosci

5.1.2. Opracowanie i zastosowanie testow multipleks PCR do réwnoczesnej

identyfikacji Campylobacter jejuni i C. coli

5.1.3. Rdznicowanie termotolerancyjnych Campylobacter przy zastosowaniu technik

biologii molekularnej

W ciggu 3,5 lat studiow doktoranckich w PIWet — PIB w Putawach miatam
mozliwo$¢ odbycia szeregu szkoleh, gtownie z zakresu biologii molekularnej oraz
wykrywania i roznicowania Campylobacter spp., co byto zwigzane z moimi
zainteresowaniami badawczymi. Pozyskang w ten sposob wiedze oraz umiejetnosci

wykorzystatam do prowadzania badan naukowych z tego zakresu, jak rowniez
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dotyczacych identyfikacji i charakterystyki chorobotwérczych dla zwierzat i ludzi

szczepow Escherichia coli. W tym czasie uczestniczytam w dwodch projektach

badawczych, w tym bytam gtbwnym wykonawcg grantu promotorskiego. Wymiernym

efektem prowadzonych przez mnie badan byty publikacje naukowe, z ktérych

najwazniejsze przestawitam ponizej. Studia zakonczytam obrong pracy doktorskiej,
ktora odbyta sie 21 lutego 2007 r. w PIWet — PIB w Putawach.

Wazniejsze publikacje bedace efektem omowionych badan®:

1.

10.
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3 Wykaz wszystkich opublikowanych prac naukowych zamieszczono Zatgczniku 3 do wniosku o przeprowadzenie
postepowania habilitacyjnego
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5. 2. Osiagniecia naukowe po uzyskaniu stopnia doktora

Zainteresowania badawcze:

5.2.1. Wstepowanie najwazniejszych patogendw w zywnosci pochodzenia

zwierzecego

Bakterie chorobotwércze takie jak Salmonella spp., Campylobacter spp. Listeria
monocytogenes czy werotoksyczne (shigatoksyczne) E. coli (verotoxigenic E. coli,
VTEC; STEC) sg obecnie jednymi z najczestszych przyczyn zatru¢ pokarmowych
ludzi spowodowanych spozyciem zanieczyszczonej zywnosci. Celem prowadzonych
przez mnie w latach 2007-2012 badan byto m.in. okreslenie wystepowania bakterii
zoonotycznych u bydfa, w tuszach wotowych i migesie wotowym w Polsce. Projekt byt
finansowany w ramach grantu 6 programu ramowego UE: ProSafeBeef: Improving
the quality and safety of beef products for the consumer in production and
processing. Materiat do badan stanowito 406 wymazéw ze skoéry bydta i 406
wymazéw z odpowiadajgcych im tusz wotowych uzyskiwanych bezposrednio na linii
ubojowej. Dodatkowo przebadano 417 probek miesa wotowego zakupionego w
lokalnych sklepach. Prébki badano w kierunku obecnosci Salmonella spp.,
Campylobacter spp. oraz L. monocytogenes przy zastosowaniu metod
znormalizowanych ISO, komercyjnych testéw biochemicznych oraz metod opartych
na PCR, pozwalajgcych na identyfikacje gatunkowg Campylobacter spp. Ostatnig z
wymienionych technik uzyto takze do wykrywania obecnosci VTEC, co pozwolito na
identyfikacje innych niz O157 grup serologicznych, ktére mozna wykrywa¢ metodg
znormalizowang PN-EN ISO 16654:2002. W metodyce bazujgcej na amplifikacji
DNA, sktadajgcej sie z dwodch etapdw, pierwotng hodowle bakteryjng
wykorzystywano jako zrédto matrycowego DNA do przeprowadzenia reakcji PCR. W
przypadku otrzymania wyniku dodatniego, hodowle takg wysiewano na agar

odzywczy, z ktérego izolowano zréznicowane morfologiczne kolonie, badane
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nastepnie w drugiej reakcji PCR w celu potwierdzenia przynaleznosci izolatow
bakteryjnych do grupy VTEC.

W wyniku przeprowadzonych badan stwierdzono, ze skory i tusze wotowe byty
zanieczyszczone w najwiekszym stopniu przez werotoksyczne E. coli. Na podstawie
wynikow pierwszej reakcji PCR w kierunku obecnosci genu stx, kodujgcego toksyne
Shiga, 117 (28,8%) prébek ze skoéry i 62 (15,3%) z tusz wotowych wykazywato
obecnos$¢ VTEC. W drugim etapie badan izolaty bakteryjne potwierdzone jako VTEC,
udato sie wyosobni¢ jedynie z 32 i 24 probek pochodzgcych odpowiednio ze skory i
tusz wotowych. W przypadku probek miesa dostepnego w handlu najwiecej wynikow
dodatnich uzyskano w odniesieniu do L. monocytogenes (92 z 411 badanych prébek,
21,8%). Obecnos$¢ bakterii z rodzaju Campylobacter stwierdzono najczesciej w
wymazach ze skér wotowych (25,6% wynikow dodatnich). Z drugiej strony, badane
probki, niezaleznie od ich rodzaju, byly najrzadziej zanieczyszczone Salmonella spp.,
ktére wystepowaty zwykle w migsie wotowym (2,2% wynikow dodatnich). Efektem
uzyskanych wynikow byto takze okreslenie zanieczyszczenia probek wiecej niz
jednym z badanych drobnoustrojow w tym samym czasie. Stwierdzono, ze probki ze
skory bydfa wykazywaty najczesciej robwnoczesng obecnos¢ Campylobacter spp. i
VTEC, tusze wotowe - Campylobacter spp. i VTEC oraz L. monocytogenes i VTEC, a
mieso wotowe - L. monocytogens i Salmonella spp. Poddano takze ocenie czynniki
mogace wptywac¢ na czestotliwos¢ wystepowania w badanych prébkach bakterii
chorobotwérczych, takie jak wiek bydta czy czas w jakim byty pobierane proébki.
Stwierdzono, ze najbardziej zanieczyszczone byly tusze pochodzgce od najstarszych
zwierzat, powyzej 6 roku zycia. Zwiekszong czestotliwos¢ wystepowania badanych
drobnoustrojow, w zaleznosci od pory roku, zaobserwowano w miesigcach
jesiennych, w przypadku oznaczania L. monocytogenes i VTEC, obecnych w
tuszach bydlecych.

Uzyskane wyniki wskazujg, ze skora, tusze i mieso wotowe mogg byc¢
zanieczyszczone drobnoustrojami chorobotworczymi dla cztowieka, zwiaszcza

VTEC, Campylobacter spp. i L. monocytogenes a w mniejszym stopniu Salmonella

SpPp.

Wazniejsze publikacje bedace efektem omowionych badan:

1. Wieczorek, K., E. Denis, J. Osek. 2009. Occurrence of four major food-borne pathogens in cattle

slaughtered in Poland. Bulletin of the Veterinary Institute in Pulawy 53:439-444
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2. Wieczorek, K., J. Osek. 2010. Simultaneous occurrence of selected food-borne bacterial
pathogens on bovine hides, carcasses and beef meat. Polish Journal of Veterinary Sciences
13:645-651

3. Wieczorek, K., E. Denis, J. Osek. 2010. Wystepowanie bakterii chorobotwérczych w tuszach

wotowych i zwigzane z tym zagrozenie zdrowia konsumentéw. Medycyna Weterynaryjna 66:54-58

5.2.2. Oznaczanie i analiza opornosci na substancje przeciwdrobnoustrojowe
Listeria monocytogenes, werotoksycznych Escherichia coli (VTEC) i

Salmonella spp.

Istotnym elementem moich zainteresowan badawczych byta analiza
wystepowania opornosci na substancje przeciwdrobnoustrojowe  bakterii
chorobotwérczych izolowanych z zywosci pochodzenia zwierzecego. Badania te
koncentrowaty sie na szczepach nalezgcych do rodzaju Campylobacter, co zostato
szczegotowo opisane w Punkcie 4 (str. 3). Oprécz tych drobnoustrojéw, oznaczano
takze antybiotykoopornos¢ innych bakterii zooonotycznych, a zwilaszcza L.
monocytogenes, VTEC i Salmonella spp. Szczepy wyizolowane w ramach
wspominanego wyzej projektu ProSafeBeef. Improving the quality and safety of beef
products for the consumer in production and processing poddano badaniom
obejmujgcym  m.in.  identyfikacje @ oporno$ci na  wybrane  substancje
przeciwdrobnoustrojowe. Okreslono wrazliwos¢ szczepow L. monocytogenes (n =
44) na 16 substancji przeciwbakteryjnych i stwierdzono, ze najwiecej z nich byto
opornych na oksacyline (72,2% izolatéw) i klindamycyne (37,0% szczepdw).
Wykazano réwniez, ze w badanej grupie izolatéw 46,7% opornych byto na dwie
substancje przeciwbakteryjne jednoczesnie. Werotoksyczne E. coli (VTEC)
analizowano natomiast pod katem opornosci na 9 substancji przeciwbakteryjnych i
stwierdzono jedynie opornos¢ na sulfametoksazol u 38 z 61 (62,3%) badanych
izolatéow. Oporno$¢ na te substancje przeciwbakteryjng byta réwniez najczesciej
stwierdzana u szczepdéw rodzaju Salmonella, ktérg oznaczono u 33,3% badanych
probek. U pojedynczych szczepow obserwowano takze opornosc¢ na streptomycyne,
tetracykliny i ampicyline. Niepokojacym wydaje sie by¢ fakt izolacji szczepu opornego
rébwnoczesnie na cztery badane substancje przeciwbakteryjne.

Opornos¢ na czynniki przeciwdrobnoustrojowe wsrdd bakterii zoonotycznych,
do ktérych nalezg L. monocytogenes, VTEC i Salmonella spp. jest obecnie

przedmiotem  szczegdlnie intensywnych badan, zwlaszcza  dotyczacych
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drobnoustrojow wyosobnionych od zwierzat i z zywnosci, z uwagi na znaczenie tego
zjawiska dla zdrowa publicznego. Wzrastajgce wystepowanie szczepdw opornych na
substancje przeciwdrobnoustrojowe moze w znaczgcy sposob wptyngé na
efektywnos¢ terapii u ludzi. Z tych tez wzgledow, podijecie tego typu badahn w ramach
witasnych zainteresowan naukowych, byto niezwykle wazne z punktu widzenia

zapewnienia bezpiecznej dla konsumentow zywnos$ci pochodzenia zwierzecego.

Wazniejsze publikacje bedace efektem omdéwionych badan:

1. Wieczorek, K., K. Dmowska, J. Osek. 2012. Prevalence, characterization, and antimicrobial
resistance of Listeria monocytogenes isolates from bovine hides and carcasses. Applied and
Environmental Microbiology 78:2043-2045

2. Wieczorek, K., K. Dmowska, J. Osek. 2012. Characterization and antimicrobial resistance of
Listeria monocytogenes isolated from retail beef meat in Poland. Foodborne Pathogens and
Disease 9:681-685

5.2.3. Charakterystyka molekularna szczepéw Listeria monocytogenes,

werotoksycznych Escherichia coli (VTEC) i Salmonella spp.

W swojej pracy naukowej wykorzystuje powszechnie techniki biologii
molekularnej. Przykiadem ich zastosowania mogg by¢ badania dotyczace
wystepowania markerow chorobotworczosci szczepdw L. monocytogenes oraz VTEC
izolowanych z zywnosci pochodzenia zwierzecego. W przypadku L. monocytogenes,
opierajgc sie na technice PCR, oznaczano wystepowanie pieciu takich gendw,
natomiast u szczepow VTEC byto to osiem markeréw. Na podstawie serotypowania
molekularnego technikg PCR stwierdzono, Zze wiekszos¢ szczepow L.
monocytogenes nalezata do grupy 1/2a, najczesciej izolowanej z przypadkow
listeriozy u ludzi. O potencjale chorobotwérczym tych izolatéw Swiadczyt fakt, ze
posiadaty one co najmniej cztery z oznaczanych pieciu gendéw patogennosci, tzn.
inlA, inlC, inlJ, odpowiedzialnych za wytwarzanie biatka podobnego internaliny oraz
Im02672, warunkujgcego ekspresje regulatora transkryptazy. W przypadku szczepow
VTEC u wiekszosci z nich zidentyfikowano gen stx2, kodujgcy podstawowg odmiane
toksyny Shiga (Vero) — Stx2, bedgcg jednym z najwazniejszych czynnikdw
chorobotworczosci tych izolatow.

Innym przyktadem zastosowania w moich badaniach technik molekularnych

byty prowadzone analizy pokrewienstwa molekularnego szczepow L. monocytogens,
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VTEC oraz Salmonella spp. za pomocg techniki PFGE. Typowaniu przy uzyciu
endonukleazy Ascl poddano 135 szczepow L. monocytogens, wyosobnionych od
bydta rzeznego i miesa wotowego. Do analizy otrzymanych profili PFGE
zastosowano oprogramowanie Bionumerics® a pokrewienstwo genotypowe izolatéw
oznaczano stosujgc algorytm analizy par skojarzonych UPGMA (unweighted pair
group method using arithmetic averges), ze wspoétczynnikiem Dice i 2% tolerancijg
réznicy potozenia poréwnywanych fragmentow restrykcyjnych DNA. Na tej podstawie
wyodrebniono 69 roznych profili PFGE (z 95% podobienstwem), z ktorych 19 byto
wspolnych dla dwéch lub wiecej szczepow L. monocytogens. Podobne badania
przeprowadzono z wykorzystaniem szczepow VTEC (n = 61), ktérych DNA poddano
trawieniu enzymem Xbal. W ich wyniku uzyskano 37 profili restrykcyjnych, z ktorych
14 byto wspdlnych dla dwoéch lub wiecej izolatbw. Ten sam enzym zastosowano
takze do analizy restrykcyjnej 18 szczepow Salmonella spp. wyizolowanych z tych
samych prébek i uzyskano dziewie¢ odmiennych profili, z ktérych cztery byty wspoine
dla co najmniej dwdéch izolatéw.

Podsumowujgc omodwione wyzej wyniki badan mozna stwierdzi¢, ze
analizowane szczepy stanowity zréznicowane grupy, w ktoérych nie zaobserwowano
dominujgcego profilu restrykcyjnego. Niemniej jednak, w kilku przypadkach
zidentyfikowano profil wspolny dla szczepow izolowanych ze skéry i tuszy wotowej,
co mogto wskazywac¢ na mozliwe zanieczyszczenie krzyzowe tusz drobnoustrojami
pochodzgcymi ze skéry tego samego zwierzecia, jakie mogto mie¢ miejsce podczas

uboju.

Wazniejsze publikacje bedace efektem omowionych badan:

1. Wieczorek, K., I. Kania, J. Osek. 2009. Identification of main virulence markers of food-borne
pathogens recovered from bovine carcasses as an aid in assessing public health risk. Bulletin of
the Veterinary Institute in Pulawy 53:425-432

2. Dmowska, K., K. Wieczorek, O. Lynch, J. Osek. 2013. Typing of Listeria monocytogenes isolated

from slaughtered cattle and beef meat. Bulletin of the Veterinary Institute in Pulawy 57:179-183

5.2.4. Okreslenie wystepowania nowych serotypow werotoksycznych

Escherichia coli (VTEC) w wotowinie i produktach wolowych

Werotoksyczne E. coli (VTEC) mogg powodowa¢ powazne zachorowania u

ludzi, objawiajgce sie zaburzeniami ze strony przewodu pokarmowego jak tez
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groznymi  powiktaniami systemowymi w postaci hemolitycznego zespotu
mocznicowego (HUS). Nosicielem i gtéownym zrodtem tych baterii jest bydto, ktore
jednoczesnie nie wykazuje Zzadnych objawow chorobowych. Drobnoustroje te
bytujgce jako mikroflora towarzyszgca u zwierzgt mogg powodowaé
zanieczyszczenie tusz podczas uboju i obrébki miesa na teranie rzezni. Celem
prowadzonych, we wspétpracy z doktorem Lotharem Beutinem z National Reference
Laboratory for Escherichia coli, Federal Institute for Risk Assement (BfR), Berlin,
Niemcy, badan byto okreslenie wystepowania w Polsce u bydfa i tuszach wotowych
innych serotypéw VTEC niz najbardziej powszechny O157:H7. Podczas realizaciji
projektu ProSafeBeef: Improving the quality and safety of beef products for the
consumer in production and processing wyizolowano 32 szczepy VTEC, w tym ze
skory bydta rzeznego i powierzchni tusz wotowych. Typowanie serologiczne i
molekularne (PCR), wykonane w PIWet-PIB w Putawach oraz w BfR w Berlinie
pozwolito zidentyfikowaC szereg rzadko wystepujgcych grup serologicznych VTEC,
np. O181:H49, 02:H32, 021:H25 i O174:H2. Wigkszos¢ szczepow posiadata gen
vix2, odpowiedzialny za wytwarzanie toksyny wero Vitx2, a niektore z nich dodatkowo
charakteryzowaty sie obecnoscig genu vixl, odpowiedzialnego za wytwarzanie
toksyny Vixl. Wyniki te wskazujg, ze rozne grupy serologiczne VTEC mogg byé
potencjalnie chorobotwércze dla cziowieka i stanowi¢ zagrozenie zdrowia
publicznego. Istnieje zatem konieczno$¢ monitorowania zywnosci w kierunku
szerszego zakresu serotypow VTEC a nie tylko grupy O157:H7 jak jest to robione
obecnie.

Wazniejsze publikacje bedace efektem omowionych badan:

Wieczorek, K., L. Beutin, J. Osek. 2011. Rare VTEC serotypes of potential zoonotic risk isolated from

bovine hides and carcases. Veterinary Record 168:80-81

5.2.5. Badania nad wystepowaniem werotoksycznych Escherichia coli, w tym

0104:H4, w zywnosci w Polsce

W latach 2007 - 2012 uczestniczytam we wspomnianym juz projekcie
ProSafeBeef: Improving the quality and safety of beef products for the consumer in
production and processing, w ramach ktérego okreslano m.in. wystepowanie u bydta,
w tuszach wotowych i miesie wotowym shigatoksyczych (werotoksycznych) E. coli

(VTEC). Byt to jeden z wazniejszych etapow badan zwigzanych z oceng zagrozen na
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tle VTEC, w ktérych uczestniczytam od poczatku swojej kariery naukowej w PIWet-
PIB w Putawach. Istotnym elementem tych badan byta réwniez ocena wystepowania
tych drobnoustrojbow w warzywach i owocach, co miat zwigzek z epidemig
pokarmowg w Niemczech na tle serotypu VTEC O104:H4. Jej konsekwencjg byta
konieczno$¢ zapewnienia certyfikatow bezpieczehstwa dla tego typu zywnosci,
eksportowanej do krajow trzecich. Z tego wzgledu, w Zaktadzie Higieny Zywnosci
Pochodzenia Zwierzecego PIWet-PIB w Putawach, w pierwszym laboratorium w
Polsce, zwalidowano, wdrozono a nastepnie akredytowano przez Polskie Centrum
Akredytacji metode umozliwiajgcg wykrywanie obecnosci VTEC, w tym serotypu
0104:H4. Bytam osobg odpowiedzialng za wprowadzenie tej procedury do badan
laboratoryjnych. Opierata sie ona na identyfikacji tych bakterii przy zastosowaniu
metody hodowlanej, potgczonej z analizg molekularng, wykorzystujgcg reakcje
tancuchowg polimerazy w czasie rzeczywistym (real-time PCR). Byty to pierwsze
tego typu badania w Polsce, ktére zostaty oficjalnie uznane przez kraje importujgce
zywnos$¢ pochodzenia roslinnego, w tym Federacje Rosyjskg. Podsumowujgc ten
etap prowadzonych przeze mnie badan mozna byto stwierdzi¢, ze tego typu
zywnosé, eksportowana z Polski do krajéw trzecich jak tez wprowadzana na rynek
Unii Europejskiej, byta bezpieczna pod wzgledem braku werotoksycznych E. coli, w

tym niezwykle groznego dla ludzi serotypu O104:H4.

Wazniejsze publikacje bedace efektem omoéwionych badan:

topatek, M., K. Wieczorek, J. Osek. 2012. Badania nad wystepowaniem werotoksycznych Escherichia

coli w zywnosci w Polsce. Medycyna Weterynaryjna 68:488-492

5.2.6. Badania w ramach projektu CamCon - wystepowanie i charakterystyka

molekularng Campylobacter spp. w stadach brojlerow

W 2010 r. w ramach uczestnictwa w projekcie CamCon: Campylobacter
control — novel approaches in primary poultry production rozpoczeto badania
dotyczgce wystepowania Campylobacter spp. w stadach bojeréw. Ich celem jest
opracowanie skutecznego programu zwalczania tych bakterii w produkcji pierwotnej
w roznych krajach Europy. W realizacji projektu bierze udziat 10 osrodkow
naukowych z 7 panstw (Norwegia, Dania, Wielka Brytania, Holandia, Portugalia,
Hiszpania i Polska) a jest on finansowany w ramach 7 Programu Ramowego Unii

Europejskiej. Te kompleksowe badania obejmujg m.in. oceng warunkéw hodowli
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drobiu (brojleréw), kosztéw jego produkcji oraz stopnia zanieczyszczenia przez
Campylobacter srodowiska kurnikéw i powietrza w budynkach produkcyjnych.
Istotnym elementem badan jest tez ocena wystepowania tych drobnoustrojow,
charakterystyka fenotypowa i molekularna izolowanych szczepéw oraz ocena ich
opornosci na substancje przeciwbakteryjne. Projekt jest obecnie w trakcie realizacji a

uzyskane wyniki bedg systematycznie publikowane w czasopismach naukowych.

Wazniejsze publikacje bedace efektem omdéwionych badan:

1. Kania, I., P. Kusyk, K. Wieczorek, J. Osek. 2012. CamCon — projekt ograniczenia wystepowania
bakterii Campylobacter w stadach brojlerow jako element zwalczania kampylobakteriozy. Polskie
Drobiarstwo 1:34-35

2. Borck, B., H. Rosenquist, A. I. Soerensen, L. S. Larsen, J. Osek, K. Wieczorek, P. Kusyk, M.
Cereda-Cuellar, R. Dolz, S. Urdaneta, B. David, M. Hofshagen, J. Wagenaar, N. Bolder, N.
Williams, Y. Merega, T. J. Humphrey. 2011. CamCon — Broiler production management in six
European countries — similarities and differences. Proceedings of the 16™ International Workshop
on Campylobacter, Chronobacter & Related Organisms CHRO 2011, Vancouver, Canada, August
28 — September 1, 2011, p. 47

5.3. Podsumowanie dorobku naukowego

Na moj dorobek naukowy przed uzyskaniem stopnia doktora sktada sie piec
oryginalnych prac badawczych (w czterech jestem pierwszym autorem), trzy prace
przeglagdowe (w jednej jako pierwszy autor) oraz 13 doniesien na konferencje
krajowe i miedzynarodowe (w siedmiu jestem pierwszym autorem). Po uzyskaniu
stopnia doktora nauk weterynaryjnych opublikowatam 18 oryginalnych prac
badawczych (w tym pie¢ publikacji sktadajgcych sie na oceniane osiggniecie
naukowe), z ktérych w 17 jestem pierwszym autorem, 27 prac przeglgdowych (w tym
jedna publikacja wchodzgca w sktad osiggniecia naukowego) i popularnonaukowych,
w ktorych 14 wystepuje jako pierwszy autor oraz 51 doniesien na konferencje
krajowe i zagraniczne (w 30 jestem pierwszym autorem).

taczna liczba punktow za publikacje w czasopismach ujetych na liscie MNiISW
wynosi 683 (punkty nie dzielone przez autoréw), w tym po nadaniu stopnia doktora
uzyskatam 548 punktéw. Sumaryczny Impact Factor wynosi dla wszystkich prac

23,523, z czego 19,569 stanowi IF uzyskany po nadaniu stopnia doktora. Dla prac
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wybranych jako osiggniecie naukowe uzyskatam tgczny IF 8,945 oraz 155 punktow
MNISW.
Aktualna (stan na dzieh 17.06.2013) liczba cytowan moich prac wedtug bazy Web

of Science wynosi 61 (40 bez autocytowan) a indeks Hirscha 4.
6. Wazniejsze projekty krajowe i miedzynarodowe*

1. Projekt 6 programu Ramowego Unii Europejskiej: ProSafeBeef: Improving the
quality and safety of beef products for the consumer in production and
processing; No. FOOD-CT-2006-36241 (2007-2012; 60 miesiecy), Work
Packages: 1.2, 1.3. Catkowity budzet grantu: 17.783.356,00 Euro, w tym
przypadajgcy na PIWet-PIB w Putawach: 194.000,00 Euro.

2. Projekt 7 Programu Ramowego Unii Europejskiej; CamCon: Campylobacter
control — novel approaches in primary poultry production; FP7-KBBE-2009-3-01,
No. 244547 (2010-2014; 48 miesiecy), Work Packages: 1.1, 3.2,4.2,5.1, 6.2, 6.5.
Catkowity budzet grantu: 3.767.806,00 Euro, w tym przypadajgcy na PIWet-PIB w
Putawach: 60.790,00 Euro.

3. Projekt badawczy Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego: ldentyfikacja i
réznicowanie termotolerancyjnych izolatéw Campylobacter w oparciu o wybrane
metody biologii molekularnej; Nr 2 PO6K 008 30 (2006 r.; 12 miesiecy), wartosé
grantu: 25 000 zt.

4. Projekt badawczy Narodowego Centrum Nauki: Badania mechanizmow
lekoopornosci i chorobotworczosci Campylobacter izolowanych od drobiu; Nr N
N308 237636 (2009-2012; 36 miesiecy), wartos¢ grantu: 318 000 zt.

7. Nagrody i wyréznienia®

Przed uzyskaniem stopnia doktora:

1. Nagroda Naukowa Wydziatu Nauk Rolniczych, Lesnych i Weterynaryjnych PAN
za 2005 r.

4 Wykaz wszystkich projektow krajowych i miedzynarodowych zamieszczono w Zatgczniku 3 do wniosku o
Erzeprowadzenie postepowania habilitacyjnego

Szczegotowy wykaz i zakres uzyskanych nagrod oraz wyrdznien zamieszczono w Zatgczniku 3 do wniosku o
przeprowadzenie postepowania habilitacyjnego
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Nagroda Polskiego Towarzystwa Nauk Weterynaryjnych za 2006 r. w kategorii za
wybitng monografie z zakresu nauk weterynaryjnych ogtoszong w Medycynie

Weterynaryjnej

Po uzyskaniu stopnia doktora:

1.

(o]

Nagroda Il stopnia za rok 2011 Polskiego Towarzystwa Nauk Weterynaryjnych

za wspotautorstwo pracy.

Wyrdznienie za 2011 r. Polskiego Towarzystwa Nauk Weterynaryjnych za

wspotautorstwo 2 prac.

Nagroda Il stopnia za rok 2012 Polskiego Towarzystwa Nauk Weterynaryjnych

za wspofautorstwo 2 prac.

Czterokrotnie Nagroda | stopnia oraz trzykrotnie Nagroda Il stopnia Dyrektora

PIWet-PIB w konkursie za najlepszg publikacje.

. Staze i szkolenia

Szkolenie: Kurs ,Klonowanie molekularne” organizowany przez DNA-Gdansk we

wspotpracy z A&A Biotechnology (3 dni), 2004 r.

Szkolenie pt. ,Podnoszenie umiejetnosci identyfikacji Campylobacter, w ramach
wdrazania legislacji dotyczgcej zoonoz” Zorganizowane zostato z inicjatywy
komisji Unii Europejskiej, koordynujgcej przygotowanie i wdrozenie monitoringu
tych patogendw w zywnosci pochodzenia zwierzecego. Danish Institute for Food
and Veterinary Research Aarhus, Dania, 26.02. - 02.03.2006 r.

Staz w laboratorium Food and Consumer Product Safety Authority, Zupthen,
Holandia, 13 - 24.11.2006 r.

Staz w Laboratorium Referencyjnym Unii Europejskiej ds. Campylobacter,

National Veterinary Institute, Uppsala, Szwecja, 4 - 8.12.2006 r.

Warsztaty WHO Global Salm-Surv, level-3 training course, organizowane przez

Swiatowg Organizacje Zdrowia, Warszawa, 25 — 29.02.2008 r.
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6. Staz w Laboratorium Referencyjnym Unii Europejskiej ds. Antybiotykoopornosci z
zakresu antybiotykoopornosci Campylobacter, Technical University of Denmark
(DTU), Kopenhaga, Dania, 2 - 7.03.2008 r.

7. Staz w Laboratorium Referencyjnym Unii Europejskiej ds. Listeria monocytogens
z zakresu typowania molekularnego Listeria monocytogenes, French Agency for
Food, Environmental and Occupational Health & Safety - ANSES, Francja, 28.09.
- 03.10.2008 .

8. Stypendium Norman E. Borlaug Agriculture Science and Technology Fellows
Program, Michigan State University, Lansing, Michigan, USA, 11.09. -
25.10.2009 .

9. Stypendium ProSafeBeef Training Exchange Programme, Environmental Science
and Research Centre, Christchurch, Nowa Zelandia, 30.10. — 22.11.2009 r.

10.Udziat w projekcie R779-2-3 ,Comparison and characterization of Campylobacter
from Poland, Malaysia and Australia, Division of Food and Nutritional Sciences,
The Commonwealth Scientific and Industrial Research Organization (CSIRO),
Brisbane, Australia, 15.02. — 22.04.2011 r.

11.Staz w Laboratorium Referencyjnym Unii Europejskiej ds. Escherichia coli w tym
werocytotoksycznych E. coli (VTEC) z zakresu wykrywania i identyfikacji
werotoksycznych VTEC w zywnosci, Rzym, Witochy, 12 - 16.07.2011 r.

12.Staz w Krajowym Laboratorium Referencyjnym ds. Campylobacter z zakresu
molekularnych technik badania mechanizmdéw antybiotykoopornosci
Campylobacter spp., Federal Institute for Risk Assessment (BfR), National
Reference Laboratory for Campylobacter, Unit of Food Hygiene and Safety

Concepts, Department of Biological Safety, Berlin, Niemcy, 26.09 - 03.10.2011 r.

13.Szkolenie z zakresu molekularnych mechanizmoéw opornosci na antybiotyki,
Technical University of Denmark (DTU), Kopenhaga, Dania, 6 - 11.11.2011

14.Szkolenie: International Basic Training Workshop on BioNumerics® and
GelCompar I1°, Ghent, Belgia, 11 - 14.03. 2012 .
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15.Szkolenie Statistica STATISTICA kurs podstawowy, Krakow, 2 - 3.07.2012 .
9. Udzial w zespotach eksperckich i konkursowych

1. Cztonek zespotu ekspertow Narodowego Centrum Nauki, Panel NZ7: Zdrowie
publiczne: epidemiologia, choroby cywilizacyjne i spoteczne zagrozenia
srodowiskowe dla zdrowia ludzi i zwierzat, medyczna i weterynaryjna ochrona
zdrowia publicznego, etyka, medycyna pracy, farmakoekonomika, w latach 2011-
2012 (konkursy | i 1) oraz Panel NzZ7 (B-SONATA, PRELUDIUM):
,Epidemiologia, choroby cywilizacyjne i spoteczne zagrozenia srodowiskowe dla
zdrowia ludzi i zwierzgt, medyczna i weterynaryjna ochrona zdrowia publicznego,

medycyna pracy, nauki o lekach”, 2012 r. (konkurs IlI)

2. Czlonek zespotu ekspertow Narodowego Centrum Badan i Rozwoju przy
przygotowaniu projektu strategicznego programu badan naukowych i prac
rozwojowych w zdefiniowanym w Krajowym Programie Badahn w obszarze
Srodowisko naturalne, rolnictwo i leSnictwo - bezpieczenstwo Zzywnosciowe i

bezpieczenstwo zywnosci (2012-2013)

3. Czlonek zespotu ekspertow grupy roboczej 1ISO (w ramach Polskiego Komitetu

Normalizacyjnego), obszar mikrobiologia zywnosci (od 2013 r.)
10. Udziat w konferencjach miedzynarodowych i krajowych®

1. International Conference “Protection against bioterrorism”, Pulawy, 8-9 czerwca 2004
2. V Sesja Przeglagdowa Analityki Zywnosci, Warszawa, 24 listopada 2004
3. Hygiena Alimentorum XXVI, Strbske Pleso, Stowacja, 25-27 maja 2005
4. Konferencja naukowa: ,Zywienie a zdrowie — interakcje”, Krakdw, 9-10 czerwca 2005

5. Konferencja naukowa: ,Technologia i Biotechnologia Zywno$ci — terazniejszos¢ i

przysztos¢”, Szczecin, 13-14 wrzesnia 2005
6. Sympozjum Naukowe: ,Zoonozy — aktualne zagrozenia”, Warszawa, 24-25 marca 2006,

7. 13" World Congress of Food Science and Technology, Nantes, Francja, 17-21 wrzes$nia
2006

e Tytuty wszystkich doniesien przestawiono w Zatgczniku 3 do wniosku o przeprowadzenie postepowania
habilitacyjnego
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14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24,
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20" International ICFMH Symposium Food Micro 2006, Bolonia, Wtochy, 2 sierpnia — 29

wrzesnia 2006

3" International Conference on Quality and Safety in Food Production Chain. Wroclaw,
13-15 czerwca 2007

[ll Konferencja ,Medycyna Podrézy”, Biatystok, 12-14 pazdziernika 2007

XXIX International Conference “Hygiena Alimentorum”, Strbske Pleso, Stowacja, 5-7
maja, 2008

21% International ICFMH Food Micro Symposium “Evolving microbial food quality and

safety”, Aberdeen, Szkocja, 1-4 wrzesnia 2008

XIlI Kongres Polskiego Towarzystwa Nauk Weterynaryjnych “Od nauki do praktyki”,
Olsztyn, 18-20 wrzesnia 2008

1% Workshop on Microbiology in Health and Environmental Protection — Microbiot 2008,
t6dz, 25-26 wrzesnia, 2008

[l Miedzynarodowa Konferencja Naukowa “Una Medicina Una Hygiena”, Wroctaw, 10-11

pazdziernika 2008

International Conference “Ecology of Pathogenic Escherichia coli”, Oslo, Norwegia, 5-6

marca, 2009

International conference “Advancing beef safety through research and innovation”,
Dublin, Irlandia, 25-26 marca, 2009

3" Congress of Microbiologists FEMS 2009, Gothenburg, Szwecja, 28 czerwca — 2 lipca,
2009

15™ International Workshop on Campylobacter, Helicobacter, and Related Organisms
CHRO 2009, Niigata, Japonia, 2-5 wrzesnia, 2009

International Conference “Control and Management of Pathogenic Escherichia coli”,
Dublin, Irlandia, 17-18 wrzesnia, 2009

4™ International Conference on “Quality and Safety in Food Production Chain”, Wroctaw,
24-25 wrzesnia 2009

22" International ICFMH Symposium Food Micro 2010, Kopenhaga, Dania, 30 sierpnia —
3 wrzesnia 2010

International Conference “Advancing Beef safety and Quality through Research and

Innovation”, Aberystwyth, Wales, Wielka Brytania, 6-7 pazdziernika, 2010
IV Konferencja “Medycyna Podrozy”, Biatystok, 14-16 pazdziernika 2010

29



25.

25,

217

28.

29.

30.

31.
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4™ Congress of European Microbiologists FEMS 2011, Genewa, Szwajcaria, 26-30

czerwca, 2011

16" International Workshop on Campylobacter, Chronobacter & Related Organisms
CHRO 2011, Vancouver, Kanada, 28 sierpnia — 1 wrzesnia, 2011

5" International Conference on The Quality and Safety in Food Production Chain,

Wroclaw, 19-20 wrzesnia 2011

International Conference “Advancing beef safety through research and innovation”

organized by ProSafeBeef project, Dublin, Irlandia, 08-09 lutego 2012

8" International Symposium on Shiga Toxin (Verocytotoxin) Producing Escherichia coli
Infections (VTEC 2012), Amsterdam, Holandia, 6-9 maja 2012

23" International ICFMH Symposium FoodMicro 2012, Istanbul, Turcja, 3 — 7 wrzesnia
2012

XIV Kongres PTNW, Wroctaw, 13-15 wrze$nia 2012

Szczegdétowy wykaz opublikowanych prac naukowych Ilub twdrczych prac
zawodowych oraz informacja o osiggnieciach dydaktycznych, wspotpracy naukoweyj i
popularyzacji nauki znajduje sie w Zatgczniku 3 do wniosku o przeprowadzenie
postepowania habilitacyjnego.
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