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I.  Imie¢ i Nazwisko
Dariusz Wasyl

Il. Posiadane dyplomy, stopnie naukowe — z podaniem nazwy, miejsca i roku ich
uzyskania oraz tytulu rozprawy doktorskiej

— dyplom ukonczenia studiow na kierunku medycyna weterynaryjna, Akademia Rolnicza
(obecnie Uniwersytet Przyrodniczy) w Lublinie, 1995, lekarz weterynarii

— dyplom doktora nauk weterynaryjnych, Panstwowy Instytut Weterynaryjny — Panstwowy
Instytut Badawczy w Putawach, 2003; tytut rozprawy: Ocena technik typowania pateczek
Salmonella enterica stosowanych w badaniach epidemiologicznych salmonellozy swin

I11. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych

— Panstwowy Instytut Weterynaryjny — Panstwowy Instytut Badawczy, Zaklad
Mikrobiologii, od 1 lipca 1995 do chwili obecnej

IV. Wskazanie osiagniecia’ wynikajacego z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14 marca 2003 r.
o0 stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki
(Dz. U. nr 65, poz. 595 ze zm.)

A. Tytut osiggniecia haukowego

Wystepowanie i charakterystyka mechanizméw opornosci na cefalosporyny
i chinolony u Salmonella spp. i Escherichia coli

B. Lista publikacji tworzacych cykl jednotematyczny

Jednotematyczny cykl obejmuje siedem wymienionych ponizej publikacji, z ktorych szes§¢
zostato opublikowanych w czasopismach indeksowanych w Thomson Reuters Journal
Citation Reports®. Ich sumaryczny wspotczynnik IF, aktualny dla roku opublikowania,
wynosi 14,881 a taczna, aktualna dla roku opublikowania, liczba punktow MNISW wynosi
156. Liczba cytowan tych prac wg Thomson Reuters Web of Knowledge® wynosi 262,

W wymienionych ponizej publikacjach petnitem rolg autora korespondencyjnego.

Lp. | autor/ autorzy | tytut artykutu wydawca IF MNiISW
[1] | Wasyl D, Antimicrobial resistance in Front Microbiol
Hoszowski A, | commensal Escherichia coli | 2013; 4: 1-12
. ) : 3,941 10
Zajac M, isolated from animals at
Szulowski K slaughter
[2] | Wasyl D, Simple and efficient Bull Vet Inst
Hoszowski A, | screening method for Pulawy 2010; 0.321 20
Zajac M, detection of cephalosporin 54: 147-51 '
Skarzynska M | resistant Escherichia coli

' w przypadku prac wspolnych przedstawiono oswiadczenia wspotautoréw, ktore stanowigce zalgcznik do

whniosku
Z stan z dnia 2014-09-29
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[3] | Wasyl D, Prevalence and Microb Drug
Hasman H, characterization of Resist 2012; 18:
Cavaco LM, cephalosporin resistance in 79-82
Aarestrup FM | nonpathogenic Escherichia 2,364 20
coli from food-producing
animals slaughtered in
Poland*
[4] | Wasyl D, First isolation of ESBL- Food Res Int
Hoszowski A | producing Salmonella and 2012; 45: 958—
emergence of multiresistant 61 3,005 40
Salmonella Kentucky in
turkey in Poland*
[5] | Wasyl D Mechanizmy opornosci Medycyna Wet
Salmonella na chinolony®* | 2009; 65: 516- 0 6
20
[6] | Wasyl D, Prevalence and Vet Microbiol
Hoszowski A, | characterisation of quinolone | 2014; 171: 307- 2 796 40
Zajac M resistance mechanisms in 14 '
Salmonella spp
[7] | Wasyl D Prevalence and Microb Drug
characterisation of quinolone | Resist, 2014;
resistance mechanisms in DOIl:
commensal Escherichia coli | 10.1089/mdr.20 | 2,524 20
isolated from slaughter 14.0061
animals in Poland, 2009 —
2012
Razem 14,881 156

* prace nagrodzone w konkursach na publikacje naukowg

V. Oméwienie celu naukowego pracy i osiagnietych wynikéw wraz z oméwieniem ich
ewentualnego wykorzystania

“It is not difficult to make microbes resistant (...)” Sir Alexander Fleming, Nobel Lecture,

11 grudnia, 1945

1. Wstep

Substancje antybakteryjne, ,,magiczne” czasteczki odkryte i zastosowane w praktyce mniej
niz sto lat temu, zasadniczo zmienily Zycie czlowieka. Umozliwity nie tylko leczenie
I zapobieganie chorobom bakteryjnym czlowieka i1 zwierzat, ale otworzyly tez nowe
mozliwo$ci w medycynie, takie jak przeszczepy narzadoéw czy chemioterapia, ktore nie byty
mozliwe w okresie przedantybiotykowym. Poczatkowy entuzjazm zwigzany ze zwycigstwem
nad patogenami bakteryjnymi szybko jednak zgasl, a teza wygloszona przez Fleminga
w trakcie przyjmowania Nagrody Nobla, dotyczaca pojawienia si¢ opornosci wsrdd bakterii,
stata si¢ faktem wczes$niej niz przypuszczano. Obserwowany w ostatnich dekadach drastyczny
spadek skutecznosci substancji antybakteryjnych rysuje realng wizje ery poantybiotykowe;j,
w ktorej zabraknie srodkow do leczenia zakazen wywotanych przez wielooporne bakterie.

® artykut przegladowy
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Aby w pelni zrozumie¢ problem opornos$ci trzeba na dziatanie substancji antybakteryjnych
spojrze¢ z perspektywy ekologicznej. Antybiotyk oddziatuje na patogen, przeciwko ktoremu
zostal uzyty. Dziala on rownoczes$nie na wszystkie inne, wrazliwe bakterie znajdujace si¢
w miejscu podania. Jezeli wigc jakas komoérka bakteryjna bedzie oporna na jego dziatanie, to
namnozy si¢ ona i rozprzestrzeni w catej niszy ekologicznej, uwolnionej od flory
konkurencyjnej w wyniku dziatania antybiotyku. Ten mechanizm selekcji i rozprzestrzeniania
si¢ opornos$ci ma miejsce przy kazdym uzyciu antybiotyku, u ludzi i u zwierzat, wlasciwym
i uzasadnionym, ale takze przy naduzywaniu lub nieprawidlowym zastosowaniu tych
substancji. Stosowanie substancji antybakteryjnych prowadzi do selekcji opornosci wsrod:
(i) bakterii patogennych wywotujgcych chorobe u ludzi lub/i zwierzat, (ii) mikroorganizmow
komensalnych wystepujacych u leczonych pacjentow lub (iii) bakterii wystepujacych
w §rodowisku, do ktorego substancje czynne lub ich aktywne metabolity sg uwalniane.
W efekcie mechanizmy opornosci wyselekcjonowane u bakterii niepatogennych moga zostac
horyzontalnie przeniesione do patogenow ludzi i zwierzat [8].

Zjawisko opornosci nie pojawito si¢ po wprowadzeniu do lecznictwa substancji
antybakteryjnych. Opublikowane ostatnio wyniki badan dowodza, ze zjawisko jest tak stare,
jak same bakterie [9]. Skoro bakteria wyksztatcala mechanizmy produkcji czynnikéw, ktore
dawaly jej przewage w walce o zajmowang nisz¢ ekologiczng, to aby przetrwaé musiata
réwnoczesnie stworzy¢ sposob ochrony przed wilasnym produktem. Opornos¢ nalezy zatem
uzna¢ za zjawisko naturalne, ale przez powszechne stosowanie substancji antybakteryjnych
wrazliwe bakterie sg eliminowane i zastepowane populacja mikroorganizméw opornych.

Obecnie podejmuje si¢ szereg dziatan majacych ograniczy¢ zagrozenia wynikajace
z oporno$ci bakterii. Podstawowa zasadg jest rozwazne stosowanie antybiotykow w leczeniu
ludzi i zwierzat, zawsze poprzedzone badaniem antybiotykowrazliwosci. W krajach UE
zabroniono stosowania antybiotykéw jako promotorow wzrostu zwierzat, a Stosowanie
niektorych substancji czynnych jest ograniczone wytacznie do medycyny (np. karbapenemy).
Stosowanie antybiotykow w weterynarii, zwigzane gtéwnie z leczeniem catych stad zwierzat
hodowlanych, jest czgsto negatywnie postrzegane przez opinie publiczng. Czasami takiemu
stosowaniu substancji antybakteryjnych czynione sg zarzuty 0 generowanie opornosci, ktora
zagraza zdrowiu publicznemu. Istotnie, opornos$¢ bakterii izolowanych od zwierzat bywa
wysoka [1], a ograniczenie stosowania antybiotykéw prowadzi zwykle do spadku czgstosci
wystepowania opornosci [10]. Relacje te sg jednak skomplikowane i nie zawsze udaje si¢
znalez¢ dowody na bezposrednie zwigzki oporno$ci bakterii pochodzacych od zwierzat
Z opornoscig bakterii patogennych dla ludzi [8, 11]. Prowadzony w krajach UE monitoring
opornosci stuzy ocenie skali zjawiska i okreslaniu tych relacji [12].

Uznajac problem opornosci za wazny, Swiatowa Organizacja Zdrowia stworzyta klasyfikacje
substancji czynnych, ktora okresla znaczenie poszczegdlnych klas antybiotykow w leczeniu
czlowieka [13]. Klasy zaliczone do krytycznie istotnych w ochronie zdrowia publicznego sa
(i) jedynym, lub jednym z nielicznych sposobow leczenia powaznych choréb cziowieka
a (if) sam patogen lub geny opornosci moga by¢ nabyte ze zrodet takich jak Srodowisko
naturalne lub zwierzeta. Bioragc pod uwage zakazenia ludzi bakteriami z rodziny
Enterobacteriaceae, cefalosporyny i fluorochinolony zostaty zaliczone do kategorii krytycznie
istotnych w ochronie zdrowia publicznego.

W zwigzku z powyzszym, za cel prezentowanego osiggni¢cia naukowego przyjeto
charakterystyke mechanizmow opornosci na cefalosporyny i chinolony u Salmonella spp.
uzyskanych ze zrodet innych niz cztowiek (zwierzgta, pasze, zywnos¢) oraz u komensalnych
Escherichia (E.) coli izolowanych w trakcie uboju zwierzat rzeznych. Byly to pierwsze
prowadzone w skali calego kraju, systematyczne badania izolatow uzyskiwanych ze zrodet
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weterynaryjnych, ktoére mialy rzuci¢ §wiatto na skomplikowany problem opornosci na te klasy
antybiotykow.

2. Czestos¢ wystgpowania opornosci Salmonella spp. i Escherichia coli

Dane dotyczace opornosci Salmonella spp. i komensalnych E. coli znaczgco si¢ rdznia.
W przypadku Salmonella odzwierciedlaja one zwykle klonalne rozprzestrzenianie si¢
patogenu. Prowadzone badania dotyczg najczesciej okreslonego serowaru Salmonella i fakt
ten ma istotny wptyw na stwierdzany poziom opornosci na antybiotyki czy tez obserwowane
profile oporno$ci. Dane zbiorcze dotyczace rodzaju Salmonella pochodzg z programu
monitorowania opornosci prowadzonego w krajach UE [12, 14]. Wérdd izolatow od ludzi
stwierdzano glownie wysoka oporno$¢ na ampicyling, sulfonamidy i tetracykling, a opornosé
na cefalosporyny i fluorochinolony wystepowata rzadko. Podobny poziom opornosci
obserwowano wsrdd izolatdow od zwierzat, zta rdznica, ze izolaty te czgsto cechowala
opornos$¢ na fluorochinolony. Rozbiezno$¢ ta wynika jednak ze stosowania roznych kryteriow
interpretacji: warto$ci granicznych (ang. breakpoints) uzywanych w medycynie w celu
identyfikacji  oporno$ci  klinicznej oraz  uzywanych W weterynarii  kryteriow
epidemiologicznych, identyfikujacych oporno$¢ mikrobiologiczng. U nielicznych izolatow
pochodzacych tak od ludzi, jak od zwierzat, notowano jednoczesng oporno$¢ na antybiotyki
zaliczane do kategorii krytycznie istotnych. Co wigcej, wysokie wartosci MIC (Minimal
Inhibitory Concentration) wskazuja na wystepowanie opornosci klinicznej na fluorochinolony
w przypadku kilku serowaréw 0 istotnym znaczeniu epidemiologicznym [14]. W Polsce
wspomniany monitoring jest prowadzony w Krajowym Laboratorium Referencyjnym przez
zesp6l badawczy, w ktorego sktad wchodze.

Ze wzgledu na zwigzki epidemiologiczne pomigdzy opornoscia 1 przynaleznoscia
serowarowa, do cyklu monograficznego nie wiaczono publikacji na temat ogdlnej opornosci
Salmonella. Zbiorcze wyniki zostaty przedstawione w rozdziale monografii pt. ,,Opornos¢
Salmonella ikomensalnych Escherichia coli — skutek stosowania antybiotykow czy
epidemiologia zakazen?” [15]. Oporno$¢ na co najmniej jedng z badanych substancji
czynnych odnotowano w 56,9% z 3795 izolatow badanych w latach 2008 — 2012. Najwigksza
oporno$¢ obserwowano w przypadku chinolonéw (39,6% dla ciprofloksacyny i 36,0% dla
kwasu nalidyksowego) i streptomycyny (25,8%). Kilkunastoprocentowg opornos¢ notowano
w przypadku sulfametoksazolu (17,8%), tetracykliny (17,7%) i ampicyliny (16,7%),
a kilkuprocentowa (2,6% + 4,1%) dla fenikoli, aminoglikozydow, trimetoprimu 1 kolistyny.
Sporadycznie stwierdzano oporno$¢ Salmonella na cefalosporyny (0,4%). Wsrod Salmonella
(S.) Enteritidis i S. Virchow dominujace znaczenie miata opornos¢ na chinolony, stwierdzana
w zaleznos$ci od serowaru, U ponad 40% i prawie 100% badanych izolatow. Wyniki dotyczace
oporno$ci poszczegolnych serowaroOw byly prezentowane w artykutach poswigconych
epidemiologii Salmonella wymienionych w punkcie VI.A.2. Warto jednak zwroci¢ uwage na
kilka aspektow tego zagadnienia:

— wieloopornos$¢ obejmujaca wysoki poziom opornosci na fluorochinolony S. Kentucky [4,
16, 17]. Jeden z artykutow dotyczacych tego zagadnienia zostal wigczony do cyklu
tworzacego osiggniecie naukowe [4],

— incydentalne wystepowanie opornosci S. Mbandaka [18],

— spadek opornosci S. Typhimurium wynikajacy z pojawienia si¢ [19] i rozprzestrzeniania
[20] jednofazowego wariantu zarazka.

Monitorowanie opornosci patogendw bakteryjnych takich jak Salmonella spp. ma na celu
odpowiednio wczesne reagowanie 1 przeciwdziatanie zakazeniom groznym dla zdrowia
I zycia. Programy zwalczania Salmonella w stadach drobiu w krajach UE, poprawa warunkow
higienicznych oraz rosngca $wiadomo$¢ spoteczna w znacznym stopniu ograniczaja
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zagrozenie epidemiologiczne. Tym samym zmniejsza si¢ ilo$¢ izolatéw dostepnych do badan.
Bakterie komensalne, takie jak E. coli, sg w tej sytuacji dobrym alternatywnym obiektem
badan. Chociaz znane sg fenotypy patogenne, wickszo$¢ izolatoéw E. coli wchodzacych
w skitad flory jelitowej czlowieka lub zwierzat moze by¢ uznana za bakterie wskaznikowe —
komensale pozbawione cech chorobotworczosci [11], ktore mozna wykorzysta¢
W monitorowaniu oporno$ci na substancje antybakteryjne. Zaleta badania opornosci
komensali jest ich powszechne wystepowanie i stosunkowo proste i wydajne metody izolacji.
Dodatkowo, w odroznieniu od bakterii patogennych, wiasciwie wyklucza si¢ wplyw
klonalnego szerzenia si¢ zakazen na uzyskiwane wyniki. Jest jeszcze jeden efekt
monitorowania opornosci bakterii komensalnych — mozliwo$¢ uzyskania wynikow
wskazujacych na wielko$¢ presji selekcyjnej wynikajacej bezposrednio ze stosowania
antybiotykow w zrddle izolacji tych bakterii np. u danego gatunku zwierzat [21, 22].

Nalezy tutaj podkresli¢ kluczowe znaczenie kryteriow interpretacji stosowanych
W monitorowaniu opornosci [14, 23]. Podejscie epidemiologiczne jest whasciwe w badaniach
monitoringowych zardwno patogenow, jak i bakterii komensalnych. Daje mozliwo$¢ nie tylko
wczesnego wykrycia zmian oporno$ci w populacji bakterii, ale rowniez identyfikacj¢ nowych
mechanizmow opornosci. Kryteria kliniczne bytyby ponadto wysoce nieodpowiednie
w badaniu niepatogennych komensali. Zharmonizowany i systematyczny monitoring
umozliwia rowniez ocene¢ tendencji dotyczacych wystepowania opornosci bakterii w czasie
i moze by¢ dodatkowo uzupetniony analizg jako$ciowa danych [23, 24].

Wymienione zalety monitorowania oporno$ci bakterii komensalnych zostalty wykorzystanie
w badaniu przedstawionym w pierwszej publikacji zaliczonej do prezentowanego
osiggniecia naukowego [1]. Badania obj¢ty ponad 3400 komensalnych E. coli
wyizolowanych w ciggu 4 lat (2009 — 2012) od bydta, $win, indykow, broilerow i kur niosek.
Badanie kazdego roku obejmowalo okoto 170 izolatow od kazdego gatunku lub grupy
produkcyjnej zwierzat. Umozliwito to zar6wno wykonanie poréwnania skali opornosci
komensalnych E. coli w zalezno$ci od poszczegélnych zrodet izolacji, jak i oceng trendow
opornosci na kilkanascie stosowanych substancji czynnych. Pobieranie probek podczas uboju
zwierzat pozwolito uzyska¢ wyniki, ktore mozna odnie$¢ do presji selekcyjnej antybiotykdw
stosowanych w catym okresie chowu. Uzyskane rezultaty sga reprezentatywne dla catego
kraju, gdyz probki pochodzily z wielu rzezni majacych dominujgcy udzial w krajowej
produkcji wotowiny, wieprzowiny 1 réznych rodzajow migsa drobiowego. Tym samym
stwierdzane odsetki izolatow opornych odzwierciedlajg narazenie konsumentéw na oporne na
antybiotyki bakterie pochodzenia zwierzecego w Polsce. Najwyzsze wartosci (~40%)
obserwowane w przypadku tetracykliny, ampicyliny i ciprofloksacyny, nie odbiegaty
znacznie od tendencji obserwowanych w innych krajach UE [14, 21]. Rowniez oporno$¢ na
cefalosporyny pozostawata na niskim poziomie, chociaz w niektorych krajach obserwowano
ja zdecydowanie czgéciej [14]. Poziom wystgpowania opornosci znacznie si¢ roznil w
zalezno$ci od zrodta izolacji: wiekszo$¢ (79,9%) E. coli pochodzacych od bydia nie
wykazywata jakiejkolwiek opornosci, podczas gdy cecha ta dotyczyla zaledwie 5,1%
izolatow od brojlerow 1 11,3% od indykow. Rownoczesnie oba te gatunki byly zrodiem
izolacji wigkszosci izolatow wieloopornych (MDR — multi-drug resistant), o rozszerzonej
opornosci (XDR — extensively-drug resistant) oraz catkowicie opornych (PDR — pandrug
resistant) na wszystkie badane antybiotyki (1,6% + 1,9%). Obraz ten odzwierciedla rozna
konsumpcje oraz preferencje i praktyki stosowania antybiotykow w poszczegdlnych sektorach
produkcji zwierzgcej. Dla przyktadu, mozna przyjac¢, ze duza czes¢ bydta jest kierowana do
uboju na skutek spadku produkcyjnosci mlecznej (Sredni wiek w chwili uboju: 48 miesigcy;
maks. 214 miesigcy) 1 nie byla wczesniej leczona antybiotykami, ktore powodowatyby
koniecznos¢ zastosowania okresu karencji dla uzyskiwanego mleka. Zupeklie inaczej



Zatacznik b) do wniosku o przeprowadzenie postepowania habilitacyjnego
Autoreferat str. 7

wyglada sytuacja w przypadku brojlerow i indykow, ktorym moga by¢ podawane antybiotyki
z zachowaniem jedynie kilkudniowego okresu karencji na migso bezposrednio przed ubojem.
Prowadzi to do nagromadzenia opornej flory jelitowej. Skutkiem rzadszego stosowania
antybiotykow u kur niosek (karencja na jaja) oporno$¢ komensalnych E. coli jest o potowe
nizsza oporno$¢ izolatow od brojlerow, ktora nierzadko przekracza 80%. Rozne profile
opornosci obserwowane u E. coli od bydla, $win idrobiu jednoznacznie wskazujg na
preferencje w stosowaniu okreslonych substancji czynnych u tych zwierzat.

Odpowiedz na pytanie, Czy opornos¢ notowana u bakterii odzwierzecych znajduje
odzwierciedlenie w tancuchu pokarmowym i $rodowisku, wydaje si¢ truizmem. Dowody na
bezposrednie zwigzki pomiedzy zwierzetami 1 zywnoscig z nich pozyskiwang znajdowano tak
w Polsce, jak i innych krajach [21, 25]. Réwniez ekspozycja srodowiska na oporne bakterie
pochodzace od zwierzat oraz antybiotyki stosowane w hodowli jest dobrze znana [22, 26].
Ostatnie badania, w ktorych potwierdziliSmy obecno$¢ opornych komensalnych E. coli
U zwierzat dzikich oraz wyzszy poziom oporno$ci u zwierzat zerujagcych w poblizu siedzib
ludzkich (dziki i sarny) w poréwnaniu z tymi zyjacymi w glebi lasu (jelenie i daniele) [27],
uzasadniaja postrzeganie oporno$ci na antybiotyki jako ztozonego zjawiska ekologicznego.

Opornos¢ bakterii czesto okresla si¢ mianem rosngcego zagrozenia. Nie negujac tej tezy, na
podstawie uzyskanych wynikow oznaczania oporno$ci komensalnych E. coli [1] nalezy
stwierdzi¢, ze jest to zjawisko o wiele bardziej skomplikowane i zalezne nie tylko od presji
selekcyjnej i stosowania antybiotykow [22]. Analiza zmian opornosci w czasie wykazata, ze
w wigkszoséci przypadkow jej poziom jest stabilny (np. chinolony). Zmiany opornosci
w czasie stwierdzono tylko w 16 z 65 analizowanych kombinacji substancji czynnej i zrodta
izolacji: odsetek izolatdow opornych zmienit si¢ w 9 przypadkach, w siedmiu pozostatych
zmiana wyrazata si¢ jedynie przesunigciem wartosci MIC. Obnizenie wartosci MIC
stwierdzone w 4 przypadkach (tetracyklina/nioski, florfenikol/nioski, chloramfenikol/nioski
i chloramfenikol/bydto) bylo zaskakujace i bezprecedensowe w nielicznej literaturze
naukowej dotyczacej analiz ilosciowych w ocenie opornosci. Osiem z 12 przypadkow
narastania oporno$ci dotyczylo antybiotykow [-laktamowych i cefalosporyn u bakterii
izolowanych od drobiu i1 bydla. Dowodzi to duzej dynamiki zjawiska opornosci na tg
krytycznie istotng klas¢ antybiotykow i1 tym bardziej uzasadnia potrzebg szczegodtowej
charakterystyki mechanizmow opornosci.

Powyzsze zagadnienia zwigzane z ogllnie pojgta opornoscig, stanowia podstawe
szczegblowych badan wchodzacych w sklad zasadniczej czg$ci osiggniecia naukowego.
Badania te zostaly przeprowadzone na S$ciSle okreSlonych grupach izolatow wybranych
z ponad 7000 Salmonella i E. coli objetych monitorowaniem opornosci w latach 2008 — 2012.

3. Charakterystyka mechanizmow opornosci na cefalosporyny

Cefalosporyny sa jednym z typow B-laktaméw — najwigkszej i najbardziej zréznicowanej
grupy antybiotykoOw. Sg one stosowane do leczenia niemal wszystkich rodzajow zakazen
0 réznej etiologii. Ich mechanizm dziatania polega na wigzaniu z biatkami PBP (penicillin-
binding proteins), ktorego skutkiem jest zaburzenie syntezy $ciany komorkowej prowadzace
do $mierci bakterii. U bakterii Gram-ujemnych, spo$rod kilku znanych typéw mechanizméw
opornos$ci, najwigksze znaczenie ma wytwarzanie B-laktamaz — enzymow rozktadajacych
substancj¢ czynng. P-laktamazy, podobnie jak same p-laktamy, charakteryzuje duza
roznorodno$¢. Na podstawie sekwencji aminokwasowych 1 pokrewienstwa ewolucyjnego, 3-
laktamazy dzieli si¢ na cztery tzw. klasy wg Ambler (A — D). Inna klasyfikacja, tzw.
funkcjonalna wg Bush i1 Jacoby’ego, opiera si¢ na szybkos$ci reakcji hydrolizy réznych
substratow oraz podatnosci enzymow na dziatanie inhibitorow. Wyrdznia si¢ trzy zasadnicze
grupy funkcjonalne, ktore dosy¢ dobrze korelujg z klasami Ambler. Grupa 1, zwyczajowo
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okreslana terminem ,.cefalosporynazy AmpC” to enzymy preferujace cefalosporyny, ale
aktywne tez w stosunku do penicylin i monobaktamow. Sg stabo podatne na dziatanie kwasu
klawulanowego, ale ich aktywno$¢ jest hamowana przez kloksacyling. Druga grupa obejmuje
liczne enzymy o bardzo réoznym spektrum: penicylinazy, cefalosporynazy, oraz p-laktamazy
0 szerokim 1 rozszerzonym spektrum substratowym. Ich wspdlng cecha jest podatnos¢ na
inhibitory takie jak kwas klawulanowy, tazobaktam i sulbaktam. Sg okre$lane mianem ESBL
(Extended-Spectrum B-Lactamases — B-laktamazy o rozszerzonym spektrum substratowym).
Grupa 3 obejmuje metalo-p-laktamazy (MBL) hydrolizujgce penicyliny, cefalosporyny
I karbapenemy. Enzymy te nie s3 hamowane przez inhibitory p-laktamaz, ale sg blokowane
przez EDTA [28, 29].

Historia odkry¢ kolejnych enzymow jest $ciste skorelowana z wprowadzaniem do lecznictwa
nowych [-laktamow: penicylinazy poznano w latach 50-tych i 60-tych XX wieku,
a cefalosporynazy w 70-tych i 80-tych. Nastepnie trwata ewolucja tych enzymow polegajaca
na poszerzaniu spektrum substratowego, az do obecnie obserwowanej epidemii karbapenemaz
[11, 28].

Wigkszo$¢ bakterii Gram-ujemnych posiada typowe dla gatunku B-laktamazy, ktorych geny
zlokalizowane sg3 w chromosomalnym DNA. Enzymy te charakteryzuja si¢ szerokim
zakresem preferencji substratowych. Przyktadem jest wystepujaca u E. coli cefalosporynaza
AmpC, produkowana na zbyt niskim poziomie aby powodowac opornos$¢ kliniczng bakterii.
Opornos¢ taka wystepuje dopiero w przypadku wystgpienia zjawisk genetycznych np. mutacji
w obregbie genow regulatorowych, ktore prowadza do nadekspresji genu i hyperprodukcji
enzymu. [-laktamazy chromosomalne maja ograniczone znaczenie dla szerzenia si¢
oporno$ci. Zagrozenie stwarzaja glownie B-laktamazy kodowane na plazmidach, ktoérych
powstanie taczy si¢ z mobilizacja genéw chromosomalnych (np. blacmy-2 pochodzacy od
ampC Citrobacter freundii). Geny kodujace nabyte B-laktamazy, zarowno ESBL, AmpC, jak
i MBL, sa najczegsciej zlokalizowane na plazmidach koniugacyjnych o szerokim spektrum
gospodarza, przez co szybko si¢ rozprzestrzeniajg rowniez pomiedzy bakteriami
reprezentujacymi rézne gatunki i grupy taksonomiczne. Dodatkowo wystepuja one czgsto
W obrgbie elementow genetycznych takich jak transpozony 1 integrony, ktore umozliwiajg im
przenoszenie pomig¢dzy roznymi czasteczkami DNA. Chociaz zaréwno ESBL, jak 1 AmpC sa
rownie grozne z klinicznego punktu widzenia, to ze wzgledu na czgstos¢ wywotywania
zakazen u ludzi wigksze znaczenie epidemiologiczne (zakazenia szpitalne) zdaja si¢ miec
ESBL wystepujace glownie u Enterobacteriaceae (np. Klebsiella spp.) oraz pateczek
niefermentujacych (np. Pseudomonas aeruginosa). Najgrozniejsze klinicznie karbapenemazy,
generujgce opornos¢ na leki ,,ostatniej szansy” w Polsce notowane sg stosunkowo rzadko. Sa
one rowniez przenoszone na plazmidach, ale ze wzgledu na niska wydajno$¢ koniugacji,
klonalne szerzenie si¢ opornego zarazka jest glownym sposobem rozprzestrzeniania
opornosci. W ostatnich latach najwiecej uwagi poswiecano karbapenemazom KPC (Klebsiella
pneumoniae carbapenemase) oraz NDM-1 (New Dehli metallo-B-lactamase) [28, 29].

Literatura naukowa dostarcza wielu danych na temat zakazen ludzi bakteriami opornymi na
cefalosporyny — sa to gtdwnie opisy zakazen szpitalnych. Mniej wiadomo o skali nosicielstwa
takich bakterii w populacji ludzi zdrowych [29, 30]. U zwierzat sytuacja jest odwrotna:
dysponujemy nielicznymi danymi uzyskiwanymi z przypadkéw klinicznych, dotyczacych
glownie zwierzat towarzyszacych, 1 wieloma informacjami pochodzacymi z programow
monitorowania opornosci u bakterii pochodzacych od klinicznie zdrowych zwierzat [11, 22,
31]. Badania przedstawione w artkutach nr [2] i [3] wchodzacych w sktad prezentowanego
osiggniecia wpisujg si¢ w takie wlasnie dane monitoringowe.

W artykule opublikowanym w 2010 r. [2] wraz ze wspotautorami skupiliémy si¢ na
metodach izolacji komensalnych E. coli opornych na cefalosporyny oraz na identyfikacji
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fenotypowej cefalosporynaz. W odréznieniu od przypadkow klinicznych, w ktorych czynnik
chorobotworczy dominuje w badanej probee, bakterie oporne na cefalosporyny stanowig tylko
drobny fragment flory bakteryjnej kolonizujacej zwierzeta klinicznie zdrowe. Zaproponowana
prosta i wydajna metoda pozwolita na znaczgca poprawe czestoSci wykrywania E. coli
opornych na cefalosporyny. Mechanizm oporno$ci byl nastepnie identyfikowany przy uzyciu
testow fenotypowych (E-test®) wykorzystujacych przedstawione wczesniej zasady
hamowania aktywnosci cefalosporynaz. Taki Sposob postgpowania jest wystarczajacy do
prawidlowego roznicowania opornosci ha cefalosporyny dla celow terapeutycznych.
Whioskiem o znaczeniu epidemiologicznym byto potwierdzenie, ze drob i §winie sg czgsto
(brojlery — 54,5%; nioski — 42,3%; indyki — 48,0%; $winie — 33,3%) skolonizowane przez
oporne na cefalosporyny E. coli produkujace zaréwno ESBL jak i AmpC. Nie stwierdzono
natomiast wyst¢powania takich bakterii u bydta. Rowniez zaden z izolatéw od zwierzat nie
byt tez oporny na karbapenemy. Podobne rezultaty uzyskano w badaniach wykonanych
w2012 r., jednak czesto§¢ wystepowania E. coli opornych na cefalosporyny
U poszczegdlnych gatunkéw zwierzat byla nieco nizsza i siggata maksymalnie 36,6%
u indykow [32].

Analiza mechanizméw opornosci na cefalosporyny wystepujacych u komensalnych E. coli
stanowi kluczowe zagadnienie zaprezentowane w trzecim artykule prezentowanego cyklu
[3]. Cefalosporynazy AmpC byty produkowane dwukrotnie cz¢sciej niz f-laktamazy ESBL.
Za ich produkcje odpowiedzialny byl wylacznie jeden gen kodowany na DNA plazmidowym
— blacmy-2, ktoremu czasami towarzyszyta nadekspresja chromosomalnego genu ampC.
Analiza sekwencji regionu promotora ampC wykazata r6zne warianty obejmujace blisko 10
mutacji skutkujacych nadprodukcja enzymu. Wytwarzanie B-laktamaz ESBL wynikato
Z obecnosci gendw blacrx-m-1 0raz blaspy-12 (pojedynczy izolat od indykoéw). Genowi blacTx-m-
1 towarzyszyt czgsto blargm.1p, ktory koduje penicylinaze nie powodujgca opornosci na
cefalosporyny. Zarowno wspomniane mutacje, jak i obecno$¢ blarem-1, dowodza, ze opornosé
na cefalosporyny jest wynikiem wielu niezaleznych zdarzen  genetycznych
i epidemiologicznych zachodzacych pod wptywem presji selekcyjnej. To, co odrdéznia
osiggnigte wyniki od wigkszosci innych jest fakt dominacji izolatow produkujacych
cefalosporynazy AmpC nad E. coli produkujacymi ESBL oraz mata roznorodnosé
stwierdzonych genow opornosci na cefalosporyny, pomimo ze izolaty pochodzity od zwierzat
z terenu catego kraju oraz importowanych 1 uzyskano je w odstepie kilku miesigcy. Warto tez
podkreslic, ze zidentyfikowane geny s3 odmienne niz wigkszo$¢ obserwowanych
w przypadkach zakazen cztowieka w Polsce [33]. Co ciekawe, u zwierzat dzikich — chociaz
czestos¢ wystepowania komensalnych E. coli opornych na cefalosporyny nie przekraczata 2%
— w wigkszo$ci stwierdziliSmy te same geny co u zwierzat hodowlanych: gtéwnie blacwy-2,
rzadziej blacrx.v-1 0raz w jednym przypadku blacrx-m-1s, a blisko potowe opornych izolatow
produkujacych zarowno cefalosporynaze CMY-2, jak i B-laktamaze CTX-M-1 uzyskano od
dzikéw pochodzacych z tego samego nadlesnictwa [27].

Zgota odmienny obraz opornosci na cefalosporyny obserwuje si¢ u Salmonella spp. [15].
Oporno$¢ wynikajaca z produkcji cefalosporynazy CMY-2 byla notowana w przypadku
pojedynczych izolatow reprezentujacych rozne serowary (Mbandaka, Putten, Enteritidis,
Bredeney, Senftenberg; dane niepublikowane). Gen blacmy-» zlokalizowany prawdopodobnie
na unikatowym plazmidzie o wielkosci ok. 140 kb zostal zidentyfikowany u jednego
z izolatow S. Mbandaka charakteryzujacych si¢ nierozréznialnym profilem PFGE (Pulsed-
Field Gel Electrophoresis) chromosomalnego DNA. Wszystkie te izolaty nalezaty do typu
sekwencyjnego MLST (Multilocus sequence type) ST413, ktory od kilkunastu lat szerzy si¢ w
Polsce [18]. Pierwszy, i jak dotad jedyny przypadek Salmonella produkujacego B-laktamaze
ESBL wsrod izolatow pochodzacych od zwierzat, zywnosci 1 pasz zostal opisany w obrebie
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klonu S. Kentucky ST198. Jednym z zagadnien prezentowanych w czwartym artykule cyklu
[4] jest opis przypadku zakazenia S. Kentucky na fermie indykow, z ktorego wyizolowano ten
wielooporny patogen produkujacy [B-laktamaz¢ CTX-M. W dalszych badaniach
zidentyfikowano gen blacrx-m-25 potozony na koniugacyjnym plazmidzie IncA/C o wielkoS$ci
okoto 168 kb. Sekwencjonowanie catego plazmidu wykazato nowg strukture kaset genowych
— aacA4, aacC-Al oraz integron z genem blapxa-21 kodujacym kolejng B-laktamaze. Niektore
Z zaobserwowanych struktur genetycznych mogly by¢ skutkiem transferu genéow pomiedzy
roznymi gatunkami bakterii. Nowatorski aspekt tej obserwacji wynika z faktu, ze jest to
pierwszy w Polsce przypadek wykrycia rzadko wystepujacej B-laktamazy CTX-M-25.
Kodujacy ja gen nie byl dotad stwierdzany tak u S. Kentucky na catym $wiecie, jak i na
plazmidzie z rodziny IncA/C wystepujacym u jakiejkolwiek innej bakterii. Sekwencja
plazmidu zostala zdeponowana w GenBank pod numerem KF056330 (Wasyl D., Kern-
Zdanowicz 1., Domanska-Blicharz D., Zajac M., Hoszowski A., dane niepublikowane).
Opisane przypadki, zarowno produkujacy cefalosporynaze CMY-2 S. Mbandaka, jak i B-
laktamazg S. Kentucky, jednoznacznie dowodza transferu plazmidéw zawierajacych geny
oporno$ci na cefalosporyny od innych bakterii obecnych w $rodowisku, jakimi sg np.
komensalne E. coli [11].

4. Charakterystyka mechanizmow opornosci na chinolony

Entuzjazm towarzyszacy zastosowaniu chinolonow w lecznictwie wynikal z nadziei, ze
bakterie nie bedg w stanie wygenerowac oporno$ci na niewystepujace w przyrodzie, w petni
syntetyczne substancje. Mate dawki i korzystna farmakokinetyka spowodowaly, ze
fluorochinolony zaczeto powszechnie stosowaé W medycynie i weterynarii. W zwigzku
z wydalaniem fluorochinolonéw w postaci czynnej, ich dziatanie nie ogranicza si¢ do miejsca
podania, ale obejmuje réwniez $rodowisko powodujac presje selekcyjna na bytujace tam
bakterie. Cechy te wspotgrajac z kumulatywnym charakterem opornosci, prowadzg do
namnazania a nastgpnie rozprzestrzeniania bakterii opornych na chinolony. W efekcie, po 50
latach stosowania chinolondéw, obserwujemy dramatyczny spadek ich skutecznosci. Zmiana
postrzegania zagadnienia racjonalnego stosowania chinolonéow wynika rowniez z odkrycia
réznorodnych mechanizméw opornosci [34, 35]. Swiadomosé tych kwestii w pelni uzasadnia
uznanie fluorochinolonow za krytycznie istotne dla zdrowia cztowieka.

Mechanizmy dziatania antybakteryjnego chinolonow (hamowanie aktywnoS$ci topoizomeraz
bakteryjnych) oraz mechanizmy oporno$ci na tg klas¢ substancji antybakteryjnych
przedstawitem w piatym artykule tworzacym prezentowany cykl [5]. Podstawowy
mechanizm opornosci jest skutkiem mutacji chromosomalnych w obrebie regionu QRDR
(quinolone resistance determining region) genéw kodujacych podjednostki topoizomerazy Il
(gyraza; gyrA, gyrB) i IV (parC i parE). Na podkreslenie zastuguje kumulatywny charakter
nabywania opornosci: mutacje sg spontaniczne i losowe, ale utrwalajg si¢ w populacji bakterii
w wyniku presji selekcyjnej chinolonow obecnych w niszy ekologicznej. Kolejno odkrywane
w ciggu ostatnich 20 lat mechanizmy opornosci kodowane na plazmidach (PMQR — plasmid-
mediated quinolone resistance; http://www.lahey.org/gnrStudies/) moga W roézny sposob
wptywaé na skuteczno$¢ chinolonow. Jest to zwigzane z obecnos$cia: 1) genow kodujacych
biatka Qnr, ktore chronig topoizomerazy przed dziataniem chinolonéw; 2) pomp aktywnie
usuwajacych substancje antybakteryjne poza struktury komorki bakteryjnej (np. QepA);
3) enzymow inaktywujgcych chinolony jak np. AAC(6°)-Ib-cr. Wspdlng cechg mechanizméw
PMQR jest mozliwos¢ ich przenoszenia — geny, wraz z zawierajacymi je plazmidami, moga
rozpowszechnia¢ si¢ w obrebie tej samej generacji bakterii, ale takze pomigdzy populacjami
bakterii reprezentujacymi odlegle grupy taksonomiczne. Artykul [5] prezentuje rowniez
ogolne kryteria i metody stosowane do identyfikacji mechanizmoéw opornosci wystepujacych
u Salmonella spp. i Escherichia coli. Na zakonczenie sfomutowano szereg pytan badawczych
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I zidentyfikowano obszary wymagajace dalszych badan. Cz¢$¢ odpowiedzi miaty dostarczyé
badania opisane w dwoch ostatnich artykutach cyklu.

Charakterystyka mechanizméw opornosci na chinolony wystepujacych u Salmonella spp. [6]
i komensalnych E. coli [7] jest tematem dwoch publikacji zamykajacych cykl. Zgodnie
Z moj3 wiedza sg to pierwsze tak szerokie i szczegdtowe badania dotyczace opornosci na te
klase antybiotykow w Polsce, ktore objety zardéwno aspekt epidemiologiczny, jaki i kliniczny.
Badania dotyczyty starannie wyselekcjonowanej grupy reprezentatywnych izolatow obu
gatunkow bakterii podejrzanych o wystepowanie mechanizméw zwigzanych z mutacjami
QRDR oraz PMQR. W grupie QRDR izolatoéw Salmonella spp. stwierdzono wystepowanie
Kilku mutacji w regionie QRDR genow gyrA (substytucje: Ser83; N = 22; —Leu, —Phe,
—Tyr; Asp87; N = 22; — Asn, —»Gly, —»Tyr) i parC (Thr57—Ser; N = 23; Alal41—Ser; N
= 1). Pozwolily one wyr6zni¢ 12 wzorcéw obejmujacych jedng lub dwie mutacje. Nie
stwierdzono jednak zwigzku poszczegolnych mutacji tak z serowarami, jak iz zadng
z wartosci MIC dla ciprofloksacyny. Mutacje tych samych gendéw zaobserwowano
w przypadku E. coli. W obrebie podjednostki GyrA odnotowano substytucje Ser83—Leu (N
= 44), Asp87 (N = 30), a w ParC zamianie ulegaly aminokwasy w pozycjach Ala56—Thr (N
= 1) i Ser80 (N = 28; —Arg, —lle). Gtoéwnie za sprawa zmian w pozycji Asp87 (—Asn,
—Gly, ->Tyr, —»Glu) podjednostki GyrA, odnotowatem 14 profili charakteryzujacych si¢
nawet 4 réoznymi substytucjami. Warto zauwazy¢, ze w przypadku kilku badanych izolatow
Salmonella i E. coli wykazujacych oporno$¢ mikrobiologiczng na ciprofloksacyne nie udato
si¢ zidentyfikowa¢ mechanizmoéw opornosci. Moze to wskazywac na obecno$¢ mechanizméw
nie objetych badaniami, lub nawet dotychczas niezidentyfikowanych. Tak duza réznorodnos¢
substytucji w podjednostkach gyrazy i topoizomerazy IV dowodzi, ze powstaty one w wyniku
mutacji punktowych, ktore zostaly utrwalone w szczepach bakteryjnych w warunkach presji
selekcyjnej. O losowym charakterze tego zdarzenia $wiadczg zar6wno opisane w publikacjach
mutacje synonimiczne, prowadzace do substytucji tym samym aminokwasem (np. ParC
Ser80—lle; [7]) jak rowniez liczne mutacje ciche, dotyczace kodondw nie skutkujgcych
zmiang opornosci na chinolony. Te ostatnie mutacje mozna analizowac si¢gajac do sekwencji
zdeponowanych w GenBank (Accession Nos podano w publikacjach [6, 7]).

Podobienstwa Salmonella spp. i E. coli wystgpuja rowniez w przypadku mechanizméw
PMQR. Co prawda izolaty wykazujace ten fenotyp obserwowano czesciej (p<0,001)
w przypadku E. coli (6,2%, CI 95% 5,4 + 7,0%) niz Salmonella spp. (3,4%, CI95% 2,7% ~+
4,1%) to jednak w obu przypadkach stwierdzano wylacznie geny kodujace biatka Qnr.
Najczesciej wystgpowat gen qnrS1 (50 izolatoéw Salmonella oraz 70 E. coli) oraz gnrB19 (24
Salmonella i 19 E. coli). Fakt ten mozna uzna¢ za dowdd nabywania tych determinant przez
patogeny (np. Salmonella) ze zrodet srodowiskowych takich jak flora niepatogenna [6, 7, 27,
36]. Ponadto, w pojedynczych przypadkach obserwowano gen gnrS2 (Salmonella) i qnrB17
(E. coli). Nie odnotowano natomiast wystgpowania zadnej z pozostatych badanych
determinant oporno$ci PMQR tj.: gnrd, gnrB, gnrC, gnrD, gnrS, gepA, aac(6’)-1b-cr.

Warto podkresli¢, ze dwa izolaty Salmonella spp. oraz 7 E. coli z chromosomalnie kodowana
oporno$cig réwnoczesnie posiadaty geny PMQR. Wystepowanie determinant PMQR z ta
samg czestoscig u  E. coli charakteryzujacych si¢ zaréwno obecnoscia mutacji
chromosomalnych regonu QRDR oraz ich brakiem wskazuje, ze oba mechanizmy szerza si¢
niezalenie od siebie i obecnos¢ jednego mechanizmu nie zabezpiecza balterii przed nabyciem
drugiego.

Izolaty Salmonella spp. charakteryzujace si¢ opornoscig typu PMQR reprezentowaty 11
serowarow [6]. Przedstawiciele szesciu serowaréw posiadaty qnrS1 a w przypadku pigciu
serowarow obserwowano nrB19. O zwigzkach mechanizméw opornosci na chinolony,
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szczegolnie PMQR, z przynalezno$cig serowarowa Salmonella swiadczy fakt, ze az 55,3%
izolatow Salmonella podejrzanych o obecno$¢ mechanizméw PMQR nalezata do S. Newport
oraz si¢gajaca 41,3% czesto$¢ wystgpowania determinant gnr wsrod izolatdéw tego serowaru.
Whnioski dotyczace wystepowania réznych mechanizmdéw opornosci na chinolony oraz
charakterystyka epidemiologiczna izolatow (PFGE) pozwolity sformutowac tezg dotyczaca
roéznych scenariuszy jej szerzenia si¢ wsrod Salmonella spp. Intrygujacy przyktad S. Newport,
ktorego izolaty charakteryzuje niski stopien pokrewienstwa genetycznego oraz zréznicowane
mechanizmy oporno$ci na chinolony (tak mutacje QRDR jak i geny gnr) dowodzi, ze
poszczeg6lne klony tego serowaru wykazuja tendencje do gromadzenia determinant
opornosci w przebiegu niezaleznych od siebie zakazen. Wyjasnienie przyczyn tego zjawiska
wymaga przeprowadzenia dalszych badan [37]. Stwierdzone w przypadku S. Enteritidis liczne
mechanizmy opornosci wsrod spokrewnionych izolatdéw $wiadcza o presji selekcyjnej
chinoloné6w wystepujacej w trakcie dlugotrwalego zakazenia tym zarazkiem. Tezg te
potwierdza dwudziestoprocentowy wzrost odsetka opornych izolatoéw S. Enteritidis
uzyskiwanych od brojlerow zaobserwowany pomig¢dzy rokiem 2008 (36%) a 2009 (59%).
W tym samym okresie opornos¢ izolatow od kur niosek pozostata bez zmian [15]. Pojedyncze
przypadki stwierdzenia gnr uS. Saintpaul iS. Mbandaka majg charakter incydentalny,
zwigzany prawdopodobnie z transferem plazmidu od innych bakterii. Nierozr6znialne profile
DNA chromosomalnego izolatow S. Infantis i S. Stanley [38] wykazujacych identyczne
mechanizmy opornoséci $wiadcza o zakazeniach wywotanych przez oporne na chinolony
klony tych patogenéow. Podobny przyktad stanowi epidemiczne szerzenie si¢ zakazen
S. Kentucky [16].

W pracy poswigconej Salmonella [6] nie omowiono mechanizméw opornosci S. Kentucky.
Jak juz wspomniano, klon ST198 tego serowaru charakteryzuje wysoki, klinicznie istotny
poziom opornosci na fluorochinolony (wartosci MIC dla ciprofloksacyny >8 mg/L, przy
klinicznym kryterium interpretacji R > 1 mg/L). Oporno$¢ taka, potaczona z wieloopornoscia
wykazywaty wszystkie izolaty pochodzace od zwierzat, z wyjatkiem izolatoéw od czgsci
gadow i z pasz [4, 17]. Przeprowadzone analizy (Wasyl D., Kern-Zdanowicz 1., Domanska-
Blicharz D., Zajagc M., Hoszowski A., dane niepublikowane; GenBank Accession NOos.:
KC172109 + KC172189) wykazaty, ze oporno$¢ ta jest skutkiem substytucji trzech
aminokwasow w pozycjach Ser83—Phe i Asp87—Tyr podjednostki GyrA oraz Ser80—lIle
w ParC. Taka kombinacja mutacji wystepuje niezmiernie rzadko i zgodnie z moja wiedza
dotyczy wylacznie S.Kentucky. Wariant klonu ST198 wystepujacy w Polsce zdaje si¢
pochodzi¢ z Afryki wschodniej [39]. Inna stwierdzona substytucja (ParC Tyr57—Ser) nie ma
zwigzku z opornoscig na chinolony [6] i wynika z wystepowania u Salmonella SNP (single
nucleotide polymorphism) [40]. Warto dodaé, ze poczawszy od 2009 r. [4] Krajowe
Laboratorium Referencyjne Salmonellozy otrzymuje rocznie kilkadziesigt izolatow
S. Kentucky o takim profilu opornosci, podczas gdy kliniczna oporno$¢ na chinolony u innych
serowarow Salmonella wystepuje incydentalnie [6].

O wiele mniej wnioskow epidemiologicznych mozna bylo wyciggna¢ w przypadku badan
komensalnych E. coli [7]. Nalezy jednak podkresli¢ rozng czestosS¢ wystepowania genow
PMQR wsrdd izolatow pochodzacych od roznych gatunkow zwierzat. Wahata si¢ ona od
1,1% w przypadku bydta do 9,7% u indykéw [7], co mozna wigzaé z rd6zng intensywnoscia
stosowania chinolonéw w chowie tych zwierzat [1]. Chociaz cze¢sto mowi si¢ o zwigzkach
pomiedzy opornoscig na chinolony (PMQR) i cefalosporyny [41], w przeprowadzonych
badaniach nie znalaztem potwierdzenia tej tezy [6, 7]. Na zakonczenie nalezy stwierdzi¢, ze
pomimo duzej jednorodno$ci stwierdzonych genow gnr, ktéora moze wynikaé¢ z pochodzenia
geograficznego izolatow, stwierdzony odsetek Salmonella spp. i E. coli posiadajacych te
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determinanty wskazuje, ze Polska nalezy do krajow o wysokiej czestosci wystepowania
PMOR [41].

5. Whnioski

Zaprezentowany jednotematyczny cykl publikacji stanowi pierwsza w Polsce kompleksowa
I systematyczng analiz¢ dotyczacg wystepowania opornosci na cefalosporyny i chinolony
u Salmonella spp. i E. coli pochodzacych od zwierzat. Uzyskane dane dotyczace opornosci na
te krytycznie istotne substancje antybakteryjne pozwalaja na sformutowanie wnioskow
istotnych z punktu widzenia ekologii i epidemiologii opornosci oraz zagrozen zdrowia
czlowieka i zwierzat.

1. Nabywanie przez Salmonella spp. i E. coli opornosci na cefalosporyny i chinolony jest
zjawiskiem ekologicznym. Stosowanie tych substancji nie generuje opornosci — skutkuje
jedynie selekcja bakterii opornych, naturalnie wyst¢pujacych w ekosystemie. Presja
selekcyjna, poprzez eliminacj¢ wrazliwej flory konkurencyjnej, prowadzi do zasiedlenia
niszy ekologicznej bakteriami opornymi na te substancje.

2. Zagrozenie epidemiologiczne moze wynika¢ z klonalnego szerzenia si¢ opornych
patogenow takich jak Salmonella spp. lub, jak gtownie w przypadku komensalnych E.
coli, by¢ skutkiem transferu kodowanych na plazmidach genéw opornosci na
cefalosporyny i chinolony. Plazmidy te moga jednocze$nie przenosi¢ inne determinanty
wplywajace potencjalnie na przebieg zakazenia ludzi i zwierzat. Rozne scenariusze
nabywania opornosci na chinolony przez Salmonella spp. §wiadcza, ze rozprzestrzenianie
si¢ determinant opornosci ma charakter ztozony i wieloczynnikowy, ktéry nie jest
zwigzany wylacznie ze stosowaniem antybiotykéw W chowie zwierzat. Poziom opornos$ci
na poszczeg6lne antybiotyki (w tym chinolony) wykazuje duzg stabilno$¢, a obserwowane
zmiany opornos$ci w czasie dotycza tak wzrostu opornosci (gtownie na cefalosporyny), jak
i jej spadku. Niezaleznie od podejmowanych dziatan ukierunkowanych na ochrong
krytycznie istotnych antybiotykoéw, import zwierzat iproduktéw moze by¢ zrodlem
bakterii opornych i gendw opornosci.

3. Bakterie odzwierzece stanowig rezerwuar gendow opornosci na cefalosporyny i chinolony,
ktére moga mie¢ wptyw na przebieg zakazen i zdrowie cztowieka. Uzyskane wyniki nie
potwierdzity jednak bezposredniego zwigzku opornosci bakterii izolowanych od zwierzat
Z mechanizmami opornosci obserwowanymi u bakterii odpowiedzialnych za zakazenia
cztowieka. Dlatego, przynajmniej do czasu przeprowadzenia szczegétowych badan,
wplyw taki mozna uzna¢ za ograniczony.

4. Oporne na cefalosporyny lub/i chinolony Salmonella spp. i E. coli nie stanowig istotnego
problemu klinicznego u zwierzat. Nie mozna jednak wykluczy¢, ze w okreslonych
warunkach (np. spadek odpornosci) moze dojs¢ do wystgpienia objawdéw klinicznych
salmonellozy Iub transferu genéw opornosci do innych bakterii patogennych, czego
skutkiem moze by¢ niepowodzenie terapeutyczne.

Ponadto, zidentyfikowano kilka obszarow wymagajacych dalszych badan dotyczacych np.
- oceny rzeczywistego wplywu opornosci na cefalosporyny 1 chinolony bakterii
odzwierzgcych na zdrowie publiczne,
- identyfikacji dotychczas niecokreslonych mechanizméw opornosci na chinolony,
- analizy przyczyn akumulacji roznych determinant opornosci przez S. Newport,
- charakterystyki plazmidow przenoszacych determinanty oporno$ci na cefalosporyny
i chinolony oraz poszukiwania metod ograniczania ich transferu i rozprzestrzeniania.
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V1. Oméwienie pozostalych osiagnie¢ naukowo — badawczych
A. Dziatalno$¢ naukowo — badawcza

1. Metody wykrywania i identyfikacji Salmonella spp.

Na poczatku pracy zawodowej w PIWet-PIB moje zainteresowania badawcze koncentrowaty
si¢ na metodach wykrywania i roznicowania Salmonella. Przyktadem badan realizowanych
przed obrong pracy doktorskiej sg wyniki dotyczace typowania fagowego Salmonella,
opublikowane w Medycynie Weterynaryjnej [42, 43]. Zainteresowania te byly rozwijane
w ramach grantu finansowanego przez Komitet Badan Naukowych [44]. Wynikiem
prowadzonych badan byta w 2003 r. obrona pracy doktorskiej poswieconej ocenie technik
typowania epidemiologicznego stosowanych w badaniach epidemiologicznych salmonelozy
swin. Zdobyta wiedza pozwolila mi na aktywny udzial w pracach wspomnianych ponizej
eksperckich grup roboczych. W kolejnych latach uczestniczylem we wdrazaniu
znormalizowanych metod wykrywania Salmonella i oznaczania opornos$ci na substancje
antybakteryjne. Objecie tego obszaru zakresem akredytacji bylo warunkiem powotania
w Zaktadzie Mikrobiologii krajowych laboratoriow referencyjnych. Kwestie metodologiczne
pojawiaty sie rowniez w prowadzonych do chwili obecnej badaniach i publikacjach zaréwno
przegladowych [45, 46], jak i do§wiadczalnych, ktore dotyczyty np.:

— identyfikacji Salmonella o atypowych wtasciwosciach biochemicznych [47],

— identyfikacji jednofazowych szczepow S. Typhimurium [48],

— identyfikacji nietypowych szczepow Salmonella z wykorzystaniem mikromacierzy [49],
— wykrywania Salmonella metodami alternatywnymi [50].

Doswiadczenie zawodowe zespotu badawczego, w ktorego sklad wchodze, zaowocowato
opracowaniem nowatorskiej pozywki do ekspresji antygenow rzgskowych Salmonella oraz jej
wykorzystaniu do rewersji faz rzeskowych Salmonella. W 2012 r. oba wynalazki zostaty
zgltoszone do Urzedu Patentowego, a procedura patentowa jest w toku [51, 52].

2. Epidemiologia zakazen Salmonella spp.

Obok zagadnien diagnostycznych interesowatem si¢ epidemiologia zakazen Salmonella.
Poczatkowo moje prace mialy charakter przegladowy lub byly opisami przypadkéw izolacji
Salmonella od zwierzat egzotycznych takich jak gady, papugi czy emu [53-55]. Rowniez po
doktoracie bylem wspotautorem artykutéw o podobnej tematyce, chociaz dotyczyly one
gtownie zakazen $win i drobiu [56-58] i roli pasz w cyklu krazenia Salmonella w przyrodzie
[59, 60]. Badania epidemiologiczne, w ktorych bralem udzial, obj¢ty rozne serowary
Salmonella:

— S. Mbandaka: Pierwszym zadaniem tego typu bylo opisanie S. Mbandaka — serowaru
nieznanego w Polsce przed 1994 r [61]. Artykul opublikowany w 2001 r. jest pierwsza
charakterystyka molekularng tego serowaru [62] ido chwili obecnej byt wielokrotnie
cytowany. W ciggu nastepnych lat zakazenia S. Mbandaka nabraty znaczenia w wielu
krajach europejskich [63]. Ostatnio, wraz ze wspoOtautorami wykazalismy, ze
niezaprzeczalny sukces epidemiologiczny S. Mbandaka jest zwigzany z klonem ST413,
ktory od blisko dwoch dekad szerzy si¢ wsrod ludzi i zwierzat [18].

— S. Saintpaul: Wykonane we wspotpracy migdzynarodowej badania wykazaty, ze
obserwowany w wielu krajach serowar S. Saintpaul szerzy si¢ gléwnie w zwigzku
z subklinicznymi zakazeniami stad reprodukcyjnych indykow [64]. Skutkiem tego
zakazeniu ulegaja stada rzezne, a poprzez zywno$¢ zarazek trafia do czlowieka.
Ubikwitarny charakter zarazka, wyrazajacy si¢ roznymi zrodtami izolacji i roznorodnymi
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profilami DNA, powoduje, ze wiele innych czynnikow, w tym takze migdzynarodowy
handel 1 podréze moga by¢ czynnikiem ryzyka wplywajacym na bezpieczenstwo
konsumenta.

— S. Typhimurium i jednofazowe szczepy S. Typhimurium: Wraz ze wspotautorami cyklu
publikacji opisywaliémy zmiany zachodzace w epidemiologii S. Typhimurium
wystepujacych w Polsce. Przez dziesi¢ciolecia rézne klony tego serowaru pojawialy si¢
i uzyskiwaly znaczenie epidemiologiczne. Jeden z nich, S. Typhimurium DT104
notowany od poczatku lat 90-tych XX w. w krajach Europy Zachodniej, w Polsce zostat
wyizolowany po raz pierwszy w 2000 r. Za zrodto odpowiedzialne za wprowadzenie tego
typu fagowego nalezy uzna¢ importowane, bezobjawowo zakazone zwierzeta [65]. Kilka
lat pozniej, w 2008 r. po raz pierwszy od zwierzat w Polsce, na Biatorusi i Ukrainie
wyizolowano jednofazowe szczepy S. Typhimurium. Ten wariant serologiczny obecnie
wydaje sie¢ zastgpowal 1 przerywa¢ dominacje wieloopornego klonu DT104
wystepujacego czesto u zwierzat [19]. Glownym wektorem jednofazowych szczepodw
S. Typhimurium sg $winie i wieprzowina, ale dotychczas jego znaczenie dla zdrowia
publicznego jest ograniczone [20].

— S. Kentucky: Charakterystyka izolatbw nowego w warunkach polskich serowaru
S. Kentucky jest — obok opisu pierwszego przypadku izolacji szczepu Salmonella
produkujacego ESBL — gldéwnym wynikiem pracy wlaczonej do jednotematycznego cyklu
publikacji [4]. Kolejne badania potwierdzily, ze klonalne rozprzestrzenianie si¢ zarazka
ma zwigzek z ST198, zdecydowanie réznym od typowego dla gadow klonu ST314 [17].
Szczegdtowe, molekularne badania epidemiologiczne obejmujace pochodzace od ludzi i
zwierzat izolaty S. Kentucky, przeprowadzone w wielu wspotpracujacych osrodkach
miedzynarodowych, wykazaly gwattowne i globalne rozprzestrzenianie si¢ klonu ST198,
ktory jest notowany w rosngcej liczbie zrodet, w tym rowniez w srodowisku [16].

Charakterystyka epidemiologiczna wymienionych i innych serowaréw Salmonella byta
rowniez poruszana w innych publikacjach [47, 66] i licznych doniesieniach konferencyjnych.

3. Projekty badawcze

a) Aktualnie realizowane projekty badawcze

Aktualnie uczestnicze¢ realizacji projektu badawczego 7 Programu Ramowego UE pt.
LEFFORT — Ecology from farm to fork of microbial drug resistance and transmission™*
(kierownik zadania badawczego realizowanego w PIWet-PIB w latach 2013 — 2018).

Kieruje rowniez projektem finansowanym przez Narodowe Centrum Nauki pt. ,,Inwazyjne
gatunki z6lwi jako zrodto iwektor patogenow zwierzat 1 ludzi” (projekt nr

2013/11/B/NZ7/01690, 2014 — 2017).

W ramach realizowanego w latach 2014 — 2018 programu wieloletniego PIWet-PIB pt.
"Ochrona zdrowia zwierzat izdrowia publicznego™ kieruje zadaniem po$wieconym
opornosci na substancje antybakteryjne Salmonella spp. i E. coli izolowanych od zwierzat.
Uczestnicze tez w zadaniu dotyczacym epidemiologii zakazen Salmonella u zwierzat.

W badaniach statutowych PIWet-PIB kieruje tematem dotyczgcym charakterystyki opornosci
na antybiotyki wybranych patogenéw bakteryjnych zwierzat (2013 — 2014). Uczestnicze tez

* Grant Agreement Number 613754; FP7 — Theme 2 KBBE.2013.1.3-05: Ecology of drug resistant bacteria and
transfer of antimicrobial resistance throughout the food chain

® Uchwata Rady Ministrow nr 229/2013 z dnia 31 grudnia 2013 r. w sprawie ustanowienia programu
wieloletniego ,,Ochrona zdrowia zwierzat i zdrowia publicznego” na lata 2014 — 2018
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w badaniach dotyczacych analizy czasowo-przestrzennej wystepowania zakazen Salmonella
u drobiu w Polsce (2014).

b) Zakonczone projekty badawcze

W trakcie realizowanego w latach 2009 — 2013 programu wieloletniego PIWet-PIB pt.
"Ochrona zdrowia zwierzat i zdrowia publicznego"® uczestniczytem w realizacji 2 zadan
badawczych: kierowatem tematem dotyczacym epidemiologii antybiotykoopornosci
Salmonella spp. i E. coli oraz uczestniczylem w badaniach nad epidemiologia zakazen
Salmonella w populacji zwierzat.

W trakcie realizowanego w latach 2004 — 2008 programu wieloletniego PIWet-PIB pt.
"Ochrona zdrowia zwierzat i zdrowia publicznego"’ bytem wykonawcg trzech zadan
badawczych dotyczacych epidemiologii Salmonella u zwierzat, srodkach spozywczych oraz
lekowrazliwo$ci drobnoustrojow

Uczestniczylem ponadto w realizacji kilku tematéw statutowych realizowanych w PIWet-PI1B
w latach 1995 — 2008, a w latach 2000 — 2002 realizowatem promotorski projekt badawczy
finansowany przez Komitet Badan Naukowych.

B. Dzialalnos¢ referencyjna 1 ekspercka

1. Krajowe Laboratoria Referencyjne

Jestem zaangazowany w dziatalno$¢ referencyjna realizowang w Zaktadzie Mikrobiologii:

a) Krajowe Laboratorium Referencyjne  Salmonellozy powotane w2004 r.
Rozporzadzeniem Ministra Rolnictwa i Rozwoju Wsi®,

b) Krajowe Laboratorium Referencyjne Antybiotykoopornosci (Salmonella spp,
Escherichia coli wskaznikowa) powotane w 2008 r. Rozporzadzeniem Ministra
Rolnictwa i Rozwoju Wsi®.

Uczestnicze w organizacji badan bieglosci w zakresie izolacji i identyfikacji Salmonella
w obszarze podstawowej produkcji zwierzecej. Jestem wspotautorem 21 sprawozdan
Z programow badania biegtosci zorganizowanych dla laboratoriow urzedowych w latach 2003
— 2013. Jako przedstawiciel laboratorium referencyjnego przeprowadzam wizyty kontrolne
w weterynaryjnych laboratoriach urzedowych i laboratoriach prywatnych ubiegajacych si¢
0 zatwierdzenie przez Gtownego Lekarza Weterynarii do wykonywania badan urzedowych
w wymienionym zakresie.

W ramach prowadzonych dzialan z zakresu referencyjnosci bratem udzial w badaniach
podstawowych dotyczacych wystepowania Salmonella u zwierzat rzeznych, realizowanych
we wszystkich Krajach Cztonkowskich UE w latach 2004 — 2008. Jestem wspotautorem
sprawozdan krajowych, ktére zostaly przekazane do Europejskiego Urzedu ds.
Bezpieczefistwa Zywnosci. Dane te zostaty wykorzystane w sprawozdaniach Wspolnotowych
opublikowanych w EFSA Journal (wymienione w punkcie III M zatacznika d).

® Uchwata Rady Ministrow nr 244/2008 z dnia 28 pazdziernika 2008 r. w sprawie ustanowienia programu
wieloletniego ,,Ochrona zdrowia zwierzat i zdrowia publicznego” na lata 2009 — 2013

" Uchwata Rady Ministrow nr 173/2003 z dnia 8 lipca 2003 r. w sprawie ustanowienia programu wieloletniego
,,Ochrona zdrowia zwierzat i zdrowia publicznego” na lata 2003 — 2008

¢ Dz. U. 2004; Nr 251, poz. 2513

° Dz. U. 2008; Nr 118, poz. 757
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Od 2014 r. nadzoruj¢ badania laboratoryjne prowadzone w Krajowych Laboratoriach
Referencyjnych Panstwowego Instytutu Weterynaryjnego - Panstwowego Instytutu
Badawczego w zwiazku z Decyzja wykonawca Komisji dotyczaca monitorowania opornosci
na $rodki przeciwdrobnoustrojowe u bakterii zoonotycznych 1 komensalnychlo.

2. Miedzynarodowe grupy eksperckie

Bylem powotywany w sktad eksperckich grup roboczych Europejskiego Urzedu ds.
Bezpieczefistwa Zywnoéci w zakresie raportowania zoonoz (2004 — 2005) oraz
zharmonizowanego monitorowania oporno$ci na antybiotyki u bakterii odzwierzecych (2006-
2008). Wyniki prac obu grup eksperckich byty publikowane w postaci szeregu raportow™

Szczegbdlne znaczenie ma raport poswiecony zharmonizowanemu monitoringowi opornosci
na czynniki antybakteryjne Salmonella®, ktory stal sic podstawa pierwszego przepisu
prawnego dotyczacego monitorowania opornosci bakterii na antybiotyki w krajach UE™.
Opracowane rekomendacje zostaty zmodyfikowane w 2012 r***°,

W 2013 r. bytem czlonkiem grupy roboczej oceniajacej perspektywy weterynaryjne Strategic
Research  Agenda. Joint Programming Initiative on Antimicrobial Resistance
(http://www.jpiamr.eu). Dokument ten stat si¢ kluczowym elementem migdzynarodowego
konkursu ,,InnovaResistance: Innovative approaches to address antibacterial resistance”,
ogloszonego przez Narodowe Centrum Badan i Rozwoju w styczniu 2014 r.

3. Migdzynarodowe konsorcja badawcze

Jestem czlonkiem General Assembly (przedstawiciel PIWet-PIB) konsorcjum badawczego
EFFORT - Ecology from Farm to Fork Of microbial drug Resistance and Transmission,
(FP7, call: KBBE.2013.1.3-05: Ecology of drug resistant bacteria and transfer of
antimicrobial resistance throughout the food chain).

Bylem cztonkiem Management Committee COST Action 920: Foodborne zoonosis: a co-
ordinated food chain approach (2002 — 2006 oraz przedstawicielem partnera w konsorcjum
ARBAO-II — Antibiotic resistance in bacteria of animal origin (FP5) (2002 — 2005).

4. Recenzje artykutow naukowych

W okresie ostatnich trzech lat recenzowalem ponad 20 artykutéw naukowych dla czasopism
indeksowanych w Thomson Reuters Journal Citation Reports®. Szczegdly zostaly podane
w punkcie III P zatacznika d).

0 Instrukcja Gtownego Lekarza Weterynarii nr GIWpuf-7200-36/2014 wdrazajaca Decyzje wykonawcza
Komisji Nr 2013/652/UE

1 Needs to revise the Community Reports on Zoonoses and to harmonize data collection on zoonoses. The
EFSA Journal (2005) 73, 1-60; Recommendations on starting the monitoring of Methicillin Resistant
Staphylococcus aureus (MRSA) in certain animal species, Note to EFSA’s Advisory Forum 18.9.2007; Report
of the Task Force on Zoonoses Data Collection including a proposal for a harmonized monitoring scheme of
antimicrobial resistance in Salmonella in fowl (Gallus gallus), turkeys and pigs and Campylobacter jejuni and C.
coli in broilers. The EFSA Journal (2007), 96, 1-46; Report from the Task Force on Zoonoses Data Collection
including guidance for harmonized monitoring and reporting of antimicrobial resistance in commensal
Escherichia coli and Enterococcus spp. from food animals. The EFSA Journal (2008), 141, 1-44.

12 The EFSA Journal (2007), 96, 1-46

3 0.J. EU, 2007. L 153: 26-29

Y The EFSA Journal, 2012. 10(6), 2742, 1-64

' 0.J. EU, 2013. L 303: 26-29


http://www.jpiamr.eu/
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C. Dzialalno$¢ dydaktyczna

Prowadz¢ szkolenia dla Inspekcji Weterynaryjnej 1 kursy dla pracownikow laboratoriow
diagnostycznych z zakresu diagnostyki i epidemiologii zakazen Salmonella spp. oraz
opornosci na antybiotyki. Regularnie prezentuj¢ aktualne problemy diagnostyczne i kwestie
epidemiologiczne na dorocznych spotkaniach organizowanych przez laboratoria referencyjne
Zaktadu Mikrobiologii PIWet-PIB dla weterynaryjnych laboratoriow diagnostycznych
wykonujacych badania w obszarze regulowanym prawnie. Kilka razy prezentowalem
podobne zagadnienia na warsztatach organizowanych przez laboratoria referencyjne UE dla
krajowych laboratoriow referencyjnych. Przyktady takich wystapien sa dostepne pod adresem
www.crl-ar.eu/146-presentations.htm.

Jestem autorem artykuldow opublikowanych w czasopismach popularno-naukowych
i zawodowych takich jak Zycie Weterynaryjne (n = 6), World Poultry, Trzoda Chlewna,
Roczniki Instytutu Przemystu Migsnego i Thuszczowego, Pasze Przemystowe (n = 3),
NEWSLETTER to the National Reference Laboratories for Antimicrobial Resistance (n = 3),
Magazyn Weterynaryjny (n = 4), Biuletyn Dolnoslaskiej Izby Lekarsko-Weterynaryjne;.

Prezentowatem wyktady na zaproszenie Federation of Veterinarians of Europe (Bruksela,
2011), Narodowego Programu Ochrony Antybiotykéw (Warszawa, 2007, 2013), Polskiego
Towarzystwa Mikrobiologéw (Lublin, 2013), jak tez na konferencji prasowej i spotkaniu
z przedstawicielami przemystu drobiarskiego, ktore byly poswigcone bezpiecznemu
stosowaniu antybiotykéw w weterynarii (Warszawa, 2009, 2014).

Bylem promotorem pomocniczym pracy licencjackiej [32] obronionej z wyrdznieniem na
Uniwersytecie Przyrodniczym w Lublinie oraz jestem promotorem pomocniczym pracy
magisterskiej, ktorej obrona jest planowana w 2015 r. W obu przypadkach badania zostaty lub
sa wykonywane w PIWet-PIB pod moim kierownictwem 1 dotycza bakterii opornych na
cefalosporyny wystepujacych u zwierzat.

D. Podnoszenie umiejg¢tnosci 1 kwalifikacji

1. Staze, szkolenia i kursy

Po obronie pracy doktorskiej obylem szereg szkolen i stazy poszerzajacych moje umiejetnosci
I kompetencje w zakresie epidemiologii chordb zakaznych oraz antybiotykoopornos$ci:

— cykl szkolen podyplomowych organizowanych przez European Society of Clinical
Microbiology and Infectious Diseases:

— “Antimicrobial susceptibility testing and surveillance: from laboratory to clinic -
the EUCAST and ESGARS Perspective (Hiszpania, Madryt, 2010, 4 dni),

—  “Quinolones: from bench to bedside" (Hiszpania, Santander, 2011, 3 dni),

— "Carbapenemase-producing Gram-negative microorganisms: detection,
epidemiology and therapeutic challenges” (Grecja, Ateny, 2011, 2 dni).

— cykl kurséw organizowanych przez Swiatowa Organizacje Zdrowia:

— WHO Global Salm-Surv International training course (Level 3): “Surveillance and
Epidemiology of Salmonella and other foodborne diseases” (Warszawa, 2004, 5
dni),

— Joint MedVetNet WHO Global Salm-Surv seminar on “Foodborne pathogens and
diseases surveillance, detection, and response in new EU member states and
Candidate countries™ (Warszawa, 2006, 5 dni),

— szkolenie organizowane przez Institute for Turkey Diseases pt. “The 9™ International
Symposium on Turkey Diseases” (Niemcy, Berlin, 2012, 3 dni),
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szkolenia w ramach Phare 2003/005:

— "Diagnosis methods in Salmonella spp. detection" (Witochy, Teramo, 2006, 14
dni),
— "Databases in epidemiology" (Wtochy, Teramo, 2006, 14 dni).

— szkolenie PulseNet Europe pt. ,,PFGE and image analysis training course” (UK, Londyn,
2006, 5 dni),

— staz w EURL-Antibiotic Resistance, DTU-Food pt. ,,Molecular detection of quinolone
resistnace and Extended spectrum cephalosporin resistance in Enterobacteriaceae” (Dania,
Kopenhaga, 2009, 12 dni),

— szkolenie specjalistyczne w TREK Diagnostic Systems “SWIN Software Training” (UK,
East Grinstead, 2004, 5 dni),

— szkolenie specjalistyczne w Applied Maths ,,Thirty seven international training workshop

on the use of GelCompar Il and BioNumerics (Belgia, Sint-Martens-Latem, 2006, 2 dni).

2. Nagrody naukowe i wyrdZnienia

Uzyskatem doroczng nagrode II stopnia Polskiego Towarzystwa Nauk Weterynaryjnych za
rok 2012 za wspotautorstwo pracy opublikowanej w Foodborne Pathogens and Disease 2012,
9:1037-1043 (Warszawa, 2013). Kolejny artykul mojego wspotautorstwa opublikowany
w Veterinary Microbiology (2013, 166, 686-689), zostal wyrézniony w konkursie
ogloszonym przez Towarzystwo w 2014 r.

Kilkakrotnie uzyskiwalem nagrody Dyrektora w konkursie na najlepsza publikacje
pracownikow naukowych Panstwowego Instytutu Weterynaryjnego — Panstwowego Instytutu
Badawczego w kategorii prac oryginalnych (2014, 2013, 2013, 2007, 1999) i przegladowych
(2010). Szczegdty podano w punkcie 11 J zatgcznika d).

E. Inna dzialalnos¢

W marcu 2013 r. Dyrektor PIWet-PIB powierzyt mi funkcje konsultanta ds.
antybiotykooporno$ci, ktorego zakres obowigzkéw obejmuje migdzy innymi koordynacje
monitorowania opornosci bakterii na antybiotyki zgodnie z postanowieniami Decyzji
Wykonawczej Komisji Nr 2013/652/EC*

W 2006 r. zostalem powotany przez Dyrektora PIWet-PIB w sktad Pionu Naukowego
Zespotu do spraw CELAB-CBD, w ktorym peti¢ funkcje Koordynatora Dziatu Chordb
Zakaznych. Moje obowigzki obejmuja nadzor nad jakoscia danych gromadzonych

w Centralnej Bazie Danych zgodnie z rozporzadzeniami Ministra Rolnictwa i Rozwoju Wsi'’.

W 2003 r, po odbyciu cyklu kursow organizowanych przez Polskie Centrum Badan
I Akredytacji, zostatem powotany na audytora wewnetrznego. Do czasu zawieszenia pelnienia
tej funkcji w 2012 r. uczestniczylem w okoto 25 auditach wewnegtrznych w zaktadach
naukowych PIWet-PIB.

W okresie od 2007 do maja 2014 r. petnitem funkcje zastepcy kierownika ds. jakosci Zaktadu
Mikrobiologii. W tym czasie wdrozony zostal system zarzadzania jako$cig i uzyskano
akredytacje Polskiego Centrum Akredytacji, ktorej zakres (AB 958) obejmuje kilkanascie
procedur badawczych dotyczacych diagnostyki chorob zakaznych zwierzat.

1® Dziennik Urzedowy Unii Europejskiej, 2013, L 303
" Dziennik Ustaw 2005, Nr 48, poz. 453 i 454; Dziennik Ustaw 2011, Nr 103, poz. 598.
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W latach 2004 — 2006 pehitem funkcj¢ zastgpcy kierownika Centralnego Punktu Przyjec
Probek PIWet-PIB.

VIl.Sumaryczne zestawienie dorobku naukowego

przed obrong pracy ~ po obronie pracy

Rodzaj publikacji naukowej doktorskiej doktorskiej ogobtem
Prace naukowe opublikowane w czasopismach indeksowanych w bazie 1Sl
Liczba 9 23 32
Impact Factor 3,198 39,236 42,434
Punkty MNiSW 69 479 548
w jezyku polskim 5 5 10
w jezyku angielskim 4 18 22
pierwszy autor 1 11 12 (38%)
drugi autor 8 4 12 (38%)
trzeci lub kolejny autor 0 8 8 (24%)
Prace naukowe opublikowane w czasopismach nie indeksowanych w bazie I1SI
Liczba 6 28 34
Punkty MNiSW 10 181 191
w jezyku polskim 4 19 23
w jezyku angielskim 2 9 11
pierwszy autor 1 9 10 (30%)
drugi autor 5 5 10 (30%)
trzeci lub kolejny autor 0 14 14 (40%)

Prace naukowe opublikowane w formie rozdzialu w monografii [Scientific papers
published as monograph chapter]

Liczba [Number] 0 7 7
Prace naukowe opublikowane w formie doniesien na mi¢dzynarodowe konferencje
naukowe
Liczba 6 49 55
Prezentowane osobiscie, w tym 6 35 41
wyktady 1 1
doniesienia ustne 3 9 12
doniesienia plakatowe 3 25 28
Prace naukowe opublikowane w formie doniesien na krajowe konferencje naukowe
Liczba 11 20 31
Prezentowane osobiscie, W tym 11 12 21
wyktady 0 5 5
doniesienia ustne 8 6 14

doniesienia plakatowe 2 0 2
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Prace naukowe dotyczace dzialalnos$ci referencyjnej

prezentacje w trakcie spotkan Laboratoriow Referencyjnych UE 7

prezentacje w trakcie spotkan organizowanych przez Krajowe Laboratoria

) 13
Referencyjne
opracowania badan realizowanych przez Krajowe Laboratoria
Referencyjne'® 6
Sprawozdania z badan biegtosci organizowanych przez Krajowe 16
Laboratoria Referencyjne
Zgloszenia patentowe 2

Raport z cytowan wg Web of Science®"’
Liczba pozycji: 35
Liczba cytowan: 229
Liczba cytowan bez autocytowan: 189
Liczba artykulow cytujgcych: 197
Liczba artykulow cytujgcych bez autocytowan: 178
Srednia liczba cytowan: 6.54

indeks h: 7

18 wdrazanie decyzji Komisji Europejskiej
' stan z dnia 2014-09-29
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