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Dane osobowe

Imie¢ i nazwisko: Agnieszka (Kolasa) Marek

Data urodzenia: 29 maja 1975 .

Obecnie zajmowane stanowisko:adiunkt UP w Lublinie

Miejsce pracy: Zaktad Prewencji Weterynaryjnej i Chorob Ptakow

Instytut Biologicznych Podstaw Chorob Zwierzat

Wydziat Medycyny Weterynaryjnej UP w Lublinie

2.

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

i roku ich uzyskania oraz tytulu rozprawy doktorskiej

Stopien naukowy: doktor nauk weterynaryjnych nadany 8 czerwca 2006 roku
uchwalg  Rady  Wydzialu Medycyny  Weterynaryjnej Akademii
Rolniczej w Lublinie na podstawie rozprawy doktorskiej pt.: ,,Wplyw
antybiotykoterapii niosek na wykrywalno$¢ pateczek Salmonella w jajach oraz
poziom swoistych przeciwcial zottkowych”

Promotor: Prof. dr hab. Jerzy Rzedzicki

tytut zawodowy: lekarz weterynarii: Wydzial Medycyny Weterynaryjnej
Akademii Rolniczej, Lublin 2001.

specjalizacja: specjalista krajowy w dziedzinie choroby drobiu oraz ptakow
ozdobnych, dyplom nr 5/329/2011 z dnia 02.07.2011r wydany przez Komisj¢ do
Spraw Specjalizacji Lekarzy Weterynarii, Weterynaryjne Centrum Ksztalcenia

Podyplomowego

Informacja o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych

Od roku 2001 do 2017 - Akademia Rolnicza, a nastgpnie Uniwersytet Przyrodniczy w

Lublinie na stanowiskach:

2.1 2001-2002 - studia doktoranckie- Wydziat Medycyny weterynaryjnej AR w

Lublinie

2.2 2002 - 2006 - Zaktad Chorob Ptakoéw, Akademia Rolnicza w Lublinie, asystent.
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2.3 2006 — do chwili obecnej - Zaktad Prewencji Weterynaryjnej i Chorob Ptakow,
Instytut Biologicznych Podstaw Chordb Zwierzat Uniwersytet Przyrodniczy w

Lublinie, adiunkt.

3. Wskazanie osiagniecia wynikajacego z art. 16 ust.2 ustawy z dnia 14 marca 2003
r. o stopniach naukowych, tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie
sztuki (Dz. U. z 2017r poz 1789, z p6zn. zm.).

4.1 Jednotematyczny cykl pieciu publikacji:

»Epidemiologia zakazen oraz fenotypowa i genotypowa charakterystyka
czynnikéw wirulencji bakterii z rodzaju Staphylococcus u drobiu”

publikacje:

4.1.1.Marek A., Pyzik E., Stepien-Pysniak D., Hauschild T., Banach T. Identification

of strains with phenotypes similar to those of Staphylococcus aureus isolated from table

chicken eggs using MALDI-TOF MS and genotyping methods. Bull Vet Inst Pulawy

59, 235-239, 2015, DOI 10.1515/bvip-2015-0035

(Punkty MNiSW3g15 15, 1F2015 = 0.468)

Wktad w autorstwo 80%

Moja rola: opracowanie koncepcji badan, okreSlenie celu badan, wspoétudziat w
opracowaniu metodyki badan, wspétudziat w zbieraniu materiatu, interpretacja
wynikow badan, przygotowanie publikacji.

4.1.2.Marek A., Stepien-Pysniak D., Pyzik E., Adaszek L., Wilczynski J., Winiarczyk

S. Occurrence and characterization of Staphylococcus bacteria isolated from
poultry in Western Poland. Berliner und Miinchener Tierdrztliche Wochenschrift
129, Heft 3/4, Seiten 147-152, 2016, DOI 10.2376/0005-9366-129-147

(Punkty MNiSW16 20, 1F2016 = 0.609)

Wktad w autorstwo 80%

Moja rola: opracowanie koncepcji badan, okreslenie celu badan, wspotudziat w
opracowaniu metodyki badan, wspétudziat w zbieraniu materiatu, interpretacja
wynikow badan, przygotowanie publikacji.

4.1.3.Marek A., Pyzik E., Stepien-Pysniak D., Wilczynski J, Adaszek L. Phenotypic

evaluation of the ability to produce enterotoxin in staphylococci isolated from


https://www.researchgate.net/publication/298158341_Occurrence_and_characterization_of_Staphylococcus_bacteria_isolated_from_poultry_in_Western_Poland?ev=contentfeed&homeFeedVariantCode=d_EU&_iepl%5BviewId%5D=iVz6sywjDsOAOSR7dWhlcAN1&_iepl%5BsingleItemViewId%5D=vN1MUl9yKrUUPoye4vDv1FxI&_iepl%5BactivityId%5D=688745326186501%2C688745326190595&_iepl%5BactivityType%5D=person_add_publication&_iepl%5BactivityTimestamp%5D=1458650882&_iepl%5BhomeFeedVariantCode%5D=d_EU&_iepl%5Bcontexts%5D%5B0%5D=homeFeed&_iepl%5BinteractionType%5D=publicationView
https://www.researchgate.net/publication/298158341_Occurrence_and_characterization_of_Staphylococcus_bacteria_isolated_from_poultry_in_Western_Poland?ev=contentfeed&homeFeedVariantCode=d_EU&_iepl%5BviewId%5D=iVz6sywjDsOAOSR7dWhlcAN1&_iepl%5BsingleItemViewId%5D=vN1MUl9yKrUUPoye4vDv1FxI&_iepl%5BactivityId%5D=688745326186501%2C688745326190595&_iepl%5BactivityType%5D=person_add_publication&_iepl%5BactivityTimestamp%5D=1458650882&_iepl%5BhomeFeedVariantCode%5D=d_EU&_iepl%5Bcontexts%5D%5B0%5D=homeFeed&_iepl%5BinteractionType%5D=publicationView
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broiler chickens and turkeys in Poland. Berliner und Miinchener Tierdrztliche
Wochenschrift. 131, Heft !4, 53-57, 2018, DOI 10.2376/0005-9366-16050
(Punkty MNiSW 017 20, 1F20:7 = 0.609)
Wktad w autorstwo 80%

Moja rola: opracowanie koncepcji badan, okreSlenie celu badan, wspoétudziat w
opracowaniu metodyki badan, wspoétudziat w zbieraniu materiatu, interpretacja
wynikow badan, przygotowanie publikacji.

4.1.4 Marek A., Pyzik E., Stepien-Pysniak D., Urban-Chmiel R., Nowaczek A.

Characterization of bacteriophages and their carriage in Staphylococcus aureus
isolated from broilers in Poland. British Poultry Sciences, DOI:
10.1080/00071668.2018.1426831

(Punkty MNiSWy017 30, 1F27 = 0.884)

Wktad w autorstwo: 80%

Moja rola: opracowanie koncepcji badan, okreSlenie celu badan, wspotudziat w
opracowaniu metodyki badan, wspoétudzial w zbieraniu materiatu, interpretacja
wynikoéw badan, przygotowanie publikacji.

4.1.5.Marek A., Pyzik E., Stgpien-Pysniak D., Urban-Chmie R., Jarosz L. Association

between the methicillin resistance of Staphylococcus aureus isolated from
slaughter poultry, their toxin gene profiles and prophage patterns. Current
Microbiology, DOI:10.1007/s00284-018-1518-9

(Punkty MNiSWao17 15, 1F2017=1,322)

Wktad w autorstwo: 80%

Moja rola: opracowanie koncepcji badan, okreslenie celu badan, wspoétudziat w
opracowaniu metodyki badaf, wspotudziat w zbieraniu materiatu, interpretacja
wynikow badan, przygotowanie publikacji.

Laczna punktacja 5 prac wchodzacych w sklad jednotematycznego cyklu

publikacji,

zgodnie z rokiem opublikowania, wynosi:

—wqg listy czasopism punktowanych MNiSW- 100 pkt

— sumaryczny Impact Factor (IF) wedtug listy Journal Citation Reports (JCR) — 3,892

Fotokopie publikacji oraz o§wiadczenia wspolautorow, okreslajace indywidualny

wklad kazdego z nich w powstaniu pracy zostaly zamieszczone w zalacznikach.
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4.2. Omoéwienie celu naukowego ww. prac i osiagnietych wynikéw wraz z

omowieniem ich ewentualnego wykorzystania.

Wstep

Drobnoustroje z rodzaju Staphylococcus wystepuja ubikwitarnie w $rodowisku,
migdzy innymi w wodzie, glebie, powietrzu i sa izolowane od roéznych gatunkoéw
zwierzat w tym takze od ptakow =zaliczanych do drobiu. Obecnie do rodzaju
Staphylococcus zalicza si¢ ponad 52 gatunki, a w obrgbie niektorych wyodrebniono
réwniez podgatunki (http://www.bacterio.net/s/staphylococcus.html), ktore ze wzgledu
na zdolno$¢ do wytwarzania koagulazy zostaly podzielone na gronkowce koagulazo-
dodatnie (coagulase-positive staphylococci — CPS) i koagulazo-ujemne (coagulase-
negative staphylococci — CNS). Istotnym elementem ich chorobotworczosci jest
zdolno$¢ omijania mechanizmoéw obronnych, a takze ekspresja zewnatrzwydzielniczych
biatek, w tym enterotoksyn gronkowcowych — SEs (ang. staphylococcal enterotoxins),
charakteryzujacych  si¢  wyjatkowymi  wlasciwosciami  biologicznymi i
fizykochemicznymi. Wérod gatunkow szczegdlnie niepozadanych z punktu widzenia
klinicznego wymienia si¢ gronkowce koagulazo-dodatnie takie jak: S. aureus, S.
intermedius, S. schleiferi subsp. coagulans, S. pseudointermedius, S. lutrae, S. delphini
oraz niektore szczepy zaliczane do gatunku S. hyicus (Pottumarthy i wsp., 2004, van
Hoovels i wsp., 2006). Sposrod siedmiu gatunkdéw gronkowcow koagulazo-dodatnich
najlepiej poznanym i scharakteryzowanym gatunkiem jest gronkowiec zlocisty —
Staphylococcus aureus (Rosenbach 1884). Gatunek ten uznawany jest za jeden
Z najwazniejszych czynnikdw etiologicznych zakazen ludzi i zwierzat. Moze on
wywotywaé zardwno zakazenia miejscowe, ograniczone do miejsca wniknigcia
patogenu, jak tez rozprzestrzenia¢ si¢ w organizmie, wywoltujac procesy patologiczne,
dotyczace wielu tkanek inarzadow. Wytwarzane przez S.aureus enterotoksyny
stanowig jedng z najczgstszych przyczyn bakteryjnych zatru¢ pokarmowych, majacych
nierzadko masowy charakter (Le Loir 1 wsp. 2003; Hennekinne i wsp.,
2012).W przeciwienstwie do S. aureus, gronkowce koagulazo-ujemne od wielu dekad
uwazane byly za drobnoustroje umiarkowanie badz zupelnie niepatogenne. Obecnie
fakt, ze gronkowce koagulazo-ujemne moga powodowa¢ powazne zachorowania ludzi
I zwierzat nie budzi juz watpliwosci (Kloos i Bannerman, 1994). Coraz wigcej wiadomo
jest o udziale takich gatunkow gronkowcow koagulazo-ujemnych, jak: S. epidermidis,

S. haemolyticus czy S. saprophyticus, w zakazeniach szpitalnych oraz patologii zwierzat


http://www.bacterio.net/s/staphylococcus.html
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gospodarskich a wedtug niektorych badaczy potencjat chorobotworczy wymienionych
gatunkow zdaje si¢ zblizony do S. aureus (Crass i Bergdoll, 1986; von Eiff I wsp.,
2006; da Cunha i wsp., 2007; Piette i Verschraegen, 2009). Ze wzgledu na
wszechobecnos¢ gronkowcow w $rodowisku ludzi i zwierzat, istnieje duze ryzyko
wywolania stanu chorobowego oraz kontaminacji produktéw spozywczych. Rosnacy
udziat gronkowcoéw w zakazeniach ludzi 1 zwierzat stwarza rowniez konieczno$¢
prawidtowej ich identyfikacji, co z kolei umozliwia precyzyjne okreslenie roli
poszczegbdlnych gatunkéw w wywotywaniu procesow chorobowych. Przyczyniaja si¢
do tego coraz lepsze techniki identyfikacji tych mikroorganizmow, a zwlaszcza
potaczenie metod bazujacych na analizie ich fenotypu i genotypu. Co wigcej,
identyfikacja i charakterystyka szczepow Staphylococcus izolowanych od zwierzat
gospodarskich oraz z probek zywnosci ma decydujace znaczenie w badaniach
epidemiologicznych i opracowania skutecznych metod leczenia zakazen i zatru¢
pokarmowych wywotanych przez te bakterie (Bystron i wsp., 2010).

Zjawisko przetamywania barier migdzygatunkowych, pojawianie si¢ nowych gatunkow
oraz zmiany taksonomii juz odkrytych wymagaja nowego spojrzenia na systematyke,
diagnostyke i epidemiologi¢c wywolywanych przez nie zakazen. Gtéwnym celem badan
wilasnych, ktorych wyniki sktadaja si¢ na cykl publikacji powigzanych tematycznie,
byta epidemiologia zakazen u drobiu oraz analiza czynnikow wirulencji bakterii z
rodzaju Staphylococcus w roéznych aspektach. Nalezy podkresli¢, Zze poznawanie
patogenezy, opracowywanie profilaktyki i zwalczania zakazen bakteryjnych u drobiu
stanowig glowny cel naukowy oraz profil badawczy realizowany przeze mnie od 2002
roku. Poczatkowo byly to zagadnienia zwigzane z problematyka zakazen pateczkami
Salmonella u drobiu, natomiast poczawszy od 2011r. moje zainteresowania skupiaja si¢
wokot problemu zakazen bakteriami z rodzaju Staphylococcus spp. pochodzacych od
ptakéw z wielkotowarowych ferm drobiu w réznych czesciach Polski.

Celem badan przedstawionych w pracy pod tytutem ,Identification of strains
with phenotypes similar to those of Staphylococcus aureus isolated from table
chicken eggs using MALDI-TOF MS and genotyping methods” (4.1.1), byla
identyfikacja na poziomie gatunku szczepoéw Staphylococcus charakteryzujacych sie
fenotypem podobnym do szczepoéw Staphylococcus aureus. Szczepy te wyizolowano z
jaj kurzych konsumpcyjnych i zidentyfikowano za pomocg testu API ID32 Staph jako S.

aureus, niemniej jednak wykazano ich ujemng reakcje w tescie na obecnos¢ wolnej
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koagulazy i na tej podstawie nadano im nazwe robocza Staphylococcus aureus-like.
Poniewaz test na obecno$¢ wolnej i zwigzanej koagulazy (ang. clumping factor) jest
podstawg identyfikacji gatunku to pojawienie si¢ szczepoOw S. aureus, ktore fenotypowo
nie wykazuja pewnych cech (tutaj wytwarzanie koagulazy), stwarza trudnosci w
rutynowej diagnostyce laboratoryjnej. Wedlug badan Luczak-Kadlubowskiej i wsp.,
(2006), okoto 4,5% badanych szczepoéw S. aureus nie wytwarza jednego z biatek
specyficznych dla tego gatunku. Jak wykazano we wczesniejszych badaniach,
wystepowanie w Polsce szczepoéw S. aureus, ktore nie wytwarzaja czynnika wirulencji,
ktory jest odpowiedzialny za wykrzepianie osocza (koagulaza zwigzana- ang. clumping
factor), jest zjawiskiem rzadko wystepujacym, a odsetek takich szczepow stanowi okoto
1% (Szymanowska i wsp., 1993). Liczne techniki oparte na analizie bakteryjnego DNA,
umozliwiajg precyzyjna identyfikacj¢ drobnoustrojow zaliczanych do poszczegdlnych
gatunkoéw Staphylococcus (Mellman i wsp., 2006; Mtynarczyk i wsp., 2000). W
obrebie gatunku S. aureus obserwuje si¢ duzg réoznorodno$¢ wsrod badanych szczepow.
Ze wzgledu na wzrost liczby doniesien naukowych dotyczacych izolacji bakterii o
fenotypie utrudniajacym rozpoznanie gatunku, w wielu laboratoriach wprowadzono
testy identyfikacji genetycznej oparte na wykrywaniu konserwatywnych sekwencji
genowych charakterystycznych dla danego gatunku Staphylococcus. W przypadku S.
aureus, takim celem moze by¢ gen coa- warunkujacy wytwarzanie koagulazy przez
dany szczep.

Uwzgledniajac  przedstawiong powyzej problematyke w badaniach bedacych
przedmiotem w/w pracy (4.1.1.) przeprowadzono rowniez identyfikacje szczepow
okreslonych jako Staphylococcus aureus -like wyizolowanych z jaj kurzych
konsumpcyjnych, ktére wykazywaly fenotyp odpowiadajacy (zblizony do) S. aureus.
Proba ustalenia obecnosci genu coa u badanych szczepow nie ujawnita specyficznego
produktu PCR o wielkosci 500-900 par zasad, co oznacza, ze zaden ze zbadanych
szczepOw nie posiada tego genu. Uzyskane wyniki sktonity mnie do poszukiwania innej
metody, ktora mogtaby w wiarygodny sposob zidentyfikowac dane izolaty na poziomie
gatunku. W niniejszym badaniu metodg zastosowang do dalszej analizy byto
sekwencjonowanie genu rpoB, kodujacego wysoce konserwatywng podjednostke B
polimerazy RNA bakteryjnej, ktoéra wczesniej okazata si¢ odpowiednim celem do
identyfikacji bakterii jelitowych, Spirochaetes, Bartonella i Rickettsia. Analiza pelnej

sekwencji genu rpoB u kilku gatunkach Staphylococcus wykazata réwniez, ze moze by¢
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uzytecznym markerem w badaniach taksonomicznych w obrgbie tego rodzaju
(Drancourt i Raoult, 2002; Mellmann i wsp., 2006). Wyniki przeprowadzonych badan
wilasnych pozwolily na ustalenie, ze wsrod badanych szczepow dominowaty trzy
gatunki Staphylococcus: S. epidermidis, S. haemolyticus i S. chromogenes. Préba
zidentyfikowania jednego ze szczepdw nie powiodla si¢. Jednoczes$nie podjeto probe
zidentyfikowania tych samych szczepdéw Staphylococcus przy uzyciu spektrometrii
masowej MALDI-TOF (Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization Time-of-Flight
Mass Spetrometry). Obejmuje ona analiz¢ sktadu biatek komérkowych, gtdéwnie tych
wystepujacych w duzych ilosciach w komorce bakteryjnej, takich jak biatka
rybosomalne i umozliwia automatyczng identyfikacje mikroorganizmow na podstawie
ich profilu biatkowego (Eigner i wsp., 2009; Wang i wsp., 2013). Metoda ta oparta jest
na analizie unikatowego, niepowtarzalnego profilu biatkowego drobnoustrojow,
okreslanego jako molekularny ,,odcisk palca”, ktéora umozliwia przeprowadzenie
wiarygodnej identyfikacji wyhodowanych drobnoustrojow. W przypadku gronkowcow
aktualne dostepne dane literaturowe potwierdzaja nawet 99,3% poprawnie
zidentyfikowanych szczepoéw, dostepnych w bazie danych spektrometru mas (Heikens i
wsp., 2005; Fox, 2006; Dubois i wsp., 2010). Analiza poréwnawcza uzyskanych
rezultatow z wynikami poprzednio przeprowadzonych testow wykazata, ze w 80%
badanych szczepow wyniki identyfikacji byly takie same jak w analizie opartej na
sekwencjonowaniu genu rpoB. Jedynie w przypadku 20% szczepow zaobserwowano
pewne niezgodnos$ci. Szczep, ktory nie moght zosta¢ zidentyfikowany za pomoca
sekwencjonowania, zostat zidentyfikowany jako S. chromogenes przy uzyciu
spektrometrii masowej, a uzyskany wynik miescil si¢ w zakresie prawdopodobiefistwa
poprawnej identyfikacji. Przedstawione wyniki wskazuja, ze identyfikacja bakterii przy
uzyciu MALDI-TOF-MS w oparciu o analize¢ widm biatek wewnatrzkomérkowych jest
poréwnywalna z metodami opartymi na analizie sekwencji jednego z czterech gendéw
(rpoB) stanowigcych podstawe genetycznej identyfikacji gatunkowej gronkowcow.
Ponadto zaleta tej techniki jest prostota i szybko$¢ analizy. Zarowno technika MALDI-
TOF-MS jak i sekwencjonowanie genu rpoB pozwolity na bardziej precyzyjnag i szybka
identyfikacj¢ szczepow Staphylococcus o nietypowych whasciwosciach.

W kolejnej pracy pt: ,,Occurrence and characterization of Staphylococcus
bacteria isolated from poultry in Western Poland” (4.1.2), stanowiacej

jednotematyczny cykl publikacji zaprezentowano zagadnienia dotyczace oceny
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czestotliwosci wystepowania zakazen gronkowcowych u réznych gatunkéw drobiu w
chowie wielkotowarowym oraz ocena wrazliwosci wyizolowanych szczepow na
wybrane antybiotyki. Powyzsze zagadnienia staly si¢ przedmiotem badan z uwagi na
istotne znaczenie Kkliniczne bakterii z rodzaju Staphylococcus jako patogenow
oportunistycznych. Coraz powszechniejsze stosowanie w wielkotowarowym chowie
drobiu chemioterapeutykow o szerokim spektrum dziatania przeciwbakteryjnego
niejednokrotnie  pozwala na ujawnienie si¢ chorobotwoérczego  potencjalu
mikroorganizmow uwazanych dotad za niezdolne do wywotania zakazen (von Eiff i
wsp., 2006). Wsrod gatunkoéw gronkowcow koagulazo-ujemnych (ang. coagulase-
negative staphylococci — CoONS) obecnie najwigksze znaczenie chorobotworcze
przypisuje si¢ szczepom zaliczanym do gatunku S. epidermidis, ktory jest okreslany
jako drobnoustrdj ,,na granicy patogennosci i komensalizmu” (Queck i Otto, 2008).
Wiasnie w obrgbie tego gatunku coraz czesciej Stwierdza si¢ obecno$¢ szczepow
0 obnizonej wrazliwo$ci na wankomycyng, antybiotyku stosowanego w lecznictwie
zamknietym, zarezerwowanego do leczenia najciezszych zakazen bakteryjnych (Veach i
wsp., 1990). Znane sg takze szczepy S. haemolyticus wykazujace oporno$¢ na linezolid,
ktory podobnie jak wankomycyna, zaliczany jest do grupy ,,lekow ostatniej szansy”
wykorzystywany do klinicznego zwalczania zakazen wielolekoopornymi gronkowcami
(Rodriguez-Aranda i wsp., 2009; Shinabarger, 1999). Réwniez w patologii drobiu
zakazenia powodowane przez Staphylococcus spp. nabierajg coraz wigkszego znaczenia
1 najczesciej izoluje sig: S. intermedius, S. sciuri, 1 S. hyicus (Aarestrup i wsp., 2000;
Piette i Verschraegen, 2009; Pottumarthy i wsp., 2004; Tate i wsp., 1993). Wysoki
odsetek zakazen gronkowcowych u drobiu wynika z powszechnego wystgpowania tych
mikroorganizméw w $rodowisku oraz na skoérze ludzi jak réwniez ze zdolnosci do
wytwarzania przez nie  wielowarstwowych aglomeracji zespolonych
zewnatrzkomorkowymi polimerami, tj. biofilmu (de Silva i wsp. 2002; Otto, 2013).

W prezentowanej pracy (4.1.2) materiat stanowily probki zebrane na przestrzeni od
grudnia 2013 do listopada 2014 roku od stad kurczat brojlerow, indykow, kur kierunku
niesnego oraz kur hodowlanych, a takze niewielkiego odsetka innych gatunkéw drobiu
(kaczki 1 gesi). Wielkos$¢ stad, z ktérych pobierano proby do badan wahata si¢ w
granicach: od 8 do 500 tys. sztuk (w tym: stada brojleréw od 8 do 44 tys.; niosek od 50
do 500 tys., stada rodzicielskie od 20 do 120 tys.). Nastepnie okreslono wrazliwosci

wyizolowanych szczepow na wybrane chemioterapeutyki. Wyniki badan wykazatly
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stosunkowo wysoki wskaznik zakazenia drobnoustrojami z rodzaju Staphylococcus.
Lacznie z badanego materialu wyizolowano 302 szczepy bakterii nalezacych do rodzaju
Staphylococcus, co stanowi 10,7% badanych prob, z czego zidentyfikowano 24 gatunki
Staphylococcus. Najwyzszy odsetek stanowity szczepy zaliczane do gatunku S. cohnii
(23,50%), mniejszy odsetek (15,89%) szczepy S. aureus, a najmniej liczny szczepy S.
lentus (13,90%). Pozostate 22 gatunki wystepowaly w znacznie nizszym odsetku (od
596 do 0,33%). Badanic antybiotykowrazliwosci wyizolowanych szczepéw w
warunkach in vitro nie wykazato 100% wrazliwosci w stosunku do zadnego z
dziewigciu zastosowanych chemioterapeutykéw. Wyniki badan wilasnych wykazaty
rowniez, ze 30,7% badanych szczepow S. aureus wykazywato opornos¢ na kilka (pigé
lub wigcej) z badanych antybiotykéw. Wsrdd najczesciej obserwowanych profildw
opornosci mozna wymieni¢: enrofloksacyng, tylozyne, doksycykling i amoksycyling. W
przypadku szczepow nalezacych do gatunku S. cohnii i S. lentus az 49,1% i 44,4%
(odpowiednio)  wykazywato opornos¢ na pig¢ lub  wiecej badanych
chemioterapeutykow, takich jak: enrofloksacyna, doksycyklina, sulfametoksazol
potencjalizowany trimetoprimem, linco-spectin i tylozyna. W dostepnych raportach z
innych panstw Europy odsetek opornych szczepow Staphylococcus nieznacznie rézni
si¢ w poszczegélnych latach jednak ogolna tendencja wskazuje, ze ponad polowa
wyizolowanych CoNS wykazuje opornos¢ na jeden lub wigcej z badanych
antybiotykow (DANMAP, 2002; NORM-VET, 2005). Uzyskane wyniki wskazuja na
wzrastajacy udzial gronkowcow koagulazo-ujemnych w zakazeniach drobiu co
wskazuje, ze zagrozenie bezpieczenstwa zwigzane z ich wystgpowania nie tylko w
srodowisku klinicznym, ale takze w Zywnos$ci moze by¢ wyzsze, niz wezesniej sadzono.
W kolejnej publikacji pt.: ,,Phenotypic evaluation of the ability to produce
enterotoxin in staphylococci isolated from broiler chickens and turkeys in Poland”
(4.1.3), stanowiacej cykl osiagniecia naukowego, Celem badan, byla charakterystyka
fenotypowa koagulazo-dodatnich szczepow Staphylococcus wyizolowanych od drobiu
rzeznego w Polsce ze szczegdlnym uwzglednieniem ich zdolnosci do wytwarzania w
warunkach in vitro czterech podstawowych enterotoksyn (SEA-SED).
Powyzszy cel uwarunkowany byt m.in. faktem, ze drobnoustroje zaliczane do rodzaju
Staphylococcus moga wytwarza¢ liczne czynniki wirulencji, do ktoérych zalicza si¢
biatka powierzchniowe niezbedne w procesie kolonizacji oraz toksyny

zewnatrzkomorkowe odpowiedzialne za destrukcje tkanek oraz inaktywacje
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mechanizméw obronnych gospodarza (Le Loir i wsp., 2003). Najnowsze dane
wskazuja, ze gama obecnie rozpoznanych enterotoksyn S. aureus (SES / SEIS) zawiera
22 substancje. Sg to klasyczne toksyny SEA, SEB, SEC (SECI1, SEC2 i SEC3, rowniez
SEC wariant owczy i bydlecy), SED i SEE, ktore wykryto podczas badania szczepow S.
aureus wyizolowanych z ognisk zatru¢ pokarmowych a nastepnie sklasyfikowanych w
odrebne typy serologiczne oraz nowe rodzaje SEs (SEG, SEH, SEI, SER, SES, SET) i
SEIS (SEW, Selk, SelM, SEIN, SelO , SEIP, SEIQ, SelU, SEIU2 i SEIV) (Cremonesi
2005). Wszystkie wykazujg aktywno$¢ superantygenow i sa kodowane m.in. przez
plazmidy, profagi, wyspy patogennosci, wyspy genomowe VvSA, Ilub geny
zlokalizowane na chromosomie obok gronkowcowej kasety (SCC) na ktorej znajduja
si¢ geny opornosci na metycyling (Argudin i wsp., 2010). Enterotoksyny gronkowcowe
wykazuja znaczng termostabilnos¢, zachowujac aktywno$¢ biologiczng nawet po
przeprowadzeniu procesu pasteryzacji. Standardowa obrobka termiczna migsa
drobiowego podczas przygotowywania positku nie jest ich w stanie inaktywowac, a
skazone nimi mig¢so nie roézni si¢ pod wzgledem organoleptycznych od produktéw
zdrowych (Holeckova i wsp., 2004). Enterotoksyny charakteryzuja si¢ rowniez
opornoscig na dziatanie wielu enzyméw proteolitycznych takich jak pepsyna i trypsyna,
dzigki czemu zachowuja swoja aktywnos¢ w przewodzie pokarmowym (Le loir i wsp.,
2003). Pierwotnie uwazano, ze jedynie gronkowce koagulazo-dodatnie, a przede
wszystkim S. aureus posiadaja zdolno$¢ wytwarzania enterotoksyn. W ostatnich latach
stwierdzono jednak, ze geny odpowiedzialne za mozliwos¢ wytwarzania niewielkich
ilosci enterotoksyn posiadaja takze inne koagulazo-dodatnie gatunki, takie jak
S.intermedius, S.hyicus, S. schleiferi subsp. coagulans, S. delphini, a nawet niektore
gatunki gronkowcow koagulazo-ujemnych np. S. epidermidis i S. xylosus, S. simulans,
S. haemolyticus, S. lugdunensis, S. hominis, S. warneri i S. caprae (Becker i wsp., 2001;
da Cuhna i wsp., 2007; Weir, 2007). Wymienione gatunki moga rowniez by¢ przyczyna
zatru¢ pokarmowych u ludzi czego przyktadem jest S. intermedius izolowany od ludzi
we wschodniej czgsci Stanow Zjednoczonych (Khambaty i wsp., 1994). Dane
literaturowe wskazujg na duze zr6znicowanie pod wzgledem czgstosci wystepowania
szczepOéw enterotoksycznych bakterii nalezacych do rodzaju Staphylococcus w danym
srodowisku (Genigeorgis, 1989; Mossel i Van Netten, 1990). Szczepy posiadajace geny
odpowiedzialne za produkcj¢ enterotoksyn sea-see i seh stanowig powazne zagrozenie

dla zdrowia konsumenta z uwagi na mozliwos¢ zanieczyszczenia nimi za
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posrednictwem rak osoby zakazonej lub tez droga kropelkowa produktow spozywczych
w czasie ich obrobki (Leloir i wsp., 2003). Dane epidemiologiczne wedtug raportu
Europejskiego Urzedu do Spraw Bezpieczenstwa Zywnoséci (European Food Safety
Authority - EFSA) za 2009 rok wskazuja, ze prawdopodobng przyczyng 5,7%
wszystkich zatru¢ pokarmowych spowodowanych przez toksyny gronkowcowe byto
spozywanie migsa drobiowego lub produktow pochodzenia drobiowego (Anonymous,
2011).
W przedstawionej do osiggnigcia pracy (4.1.3) do oceny szczepow w kierunku
zdolnoséci wytwarzania enterotoksyn wykorzystano standardowy test lateksowy SET-
RPLA (TD0900, Thermo Scientific), w ktorym potwierdzono zdolnos¢ do wytwarzania
enterotoksyn w warunkach in vitro u 35,9% przebadanych izolatow. Na podstawie
przeprowadzonych badan potwierdzono, przynalezno$¢ wszystkich szczepow
enterotoksycznych uzyskanych od drobiu do gatunku S. aureus. Inne gatunki
gronkowcow poddane badaniu (w tym S. hyicus, S. schleiferi subsp. coagulans i S.
delphini), ktore w dostepnej literaturze (Adesiyum i wsp., 1984; Sledge i wsp., 2010),
opisywane sa jako potencjalnie enterotoksyczne, w badaniach wtasnych nie wykazaty
tej zdolnosci. Wsrod wszystkich ocenianych izolatow (89 szczepow), 9% byto zdolnych
do produkcji toksyny A i az 23,6% szczepoéw wytwarzato toksyng D. Enterotoksyny B i
C wytwarzane byly odpowiednio przez jeden i dwa szczepy co stanowilo niewielki
odsetek badanych izolatoéw. Obecnos¢ enterotoksycznych szczepow S. aureus w
probkach pobranych od kurczat 1 indykow rzeznych stanowi potencjalne zagrozenie dla
zdrowia konsumentoéw. Fakt, Ze niektore sposrod badanych izolatdéw moga wytwarzac
enterotoksyne A jest szczego6lnie niepokojacy, poniewaz szacuje si¢, ze w niektorych
rejonach $wiata jest ona odpowiedzialna za ponad 75% przypadkow zatrué
pokarmowych u ludzi (Wieneke i wsp., 1993). Co wigcej, jest ona toksyczna nawet w
bardzo niskich st¢zeniach (0,6 ng/ml). Podsumowujac wyniki uzyskane w
prezentowanej publikacji (4.1.3) mozna stwierdzi¢, ze drob moze by¢ nosicielem
enterotoksycznych szczepow S. aureus. Ponadto, poréwnujac dane zawarte w literaturze
prezentowanej przez inne osrodki naukowe wskazujace na mozliwo$¢ wytwarzania
enterotoksyny przez rdézne gatunki gronkowcoéw, w prezentowanych badaniach
wlasnych taka zdolnos$¢ potwierdzono jedynie w przypadku szczepdw S. aureus.

W kolejnym etapie prowadzonych badan zostata przeprowadzona analiza

obecnosci poszczegdlnych genow enterotoksyn (A-E), toksyny zespotu szoku
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toksycznego (TSST-1), eksfoliatyn (A i B), stafylokinazy, oznaczanie wrazliwosci
badanych szczepow S. aureus na oksacyling w testach MIC (ang. Minimal Inhibitory
Concentration), badanie metoda dyfuzyjno-kragzkowsa wrazliwo$ci na jedenaScie
wybranych antybiotykow oraz wykrywanie obecno$ci genu mecA warunkujgcego
opornos$¢ na metycyling. Do réznicowania szczepdw opornych na metycyling (ang.
methicyllin-resistant Staphylococcus aureus —-MRSA) zastosowano endonukleazy Sma |
i Apa I majgce unikalne miejsca restrykcji w genomie Staphylococcus. Ponadto podjeto
rowniez probe okreslenia profilu profagowego badanych szczepoéw. Wyniki badan
opublikowano w pracy pod tytulem “Association between the methicillin resistance
of Staphylococcus aureus isolated from slaughter poultry, their toxin gene profiles
and prophage patterns” (4.1.4) W badaniach wykorzystano 85 szczepow
Staphylococcus aureus wyizolowanych z probek pobranych z narzadéw wewngtrznych
(serce, watroba, stawy i szpik kostny) od drobiu rzeznego w Polsce. Wykorzystano
molekularne techniki multiplex PCR stosujac specyficzne pary starteréw dla
docelowych gendw; opornosci na metycyling (mecA), pigciu klasycznych enterotoksyn
(sea, seb, sec, sed, see), toksyny zespotu wstrzgsu toksycznego (tst), toksyn
zhuszczajacych (eta i etb) oraz stafylokinazy (sak). Poniewaz ogromna wigkszo$¢
szczepOw S. aureus zawiera profagi wiaczone do ich chromosomu, w omawianej pracy
podj¢to rowniez probe okreslenia profilow profagowych badanych szczepow. Ponadto
dwadziescia szes¢ izolatow MRSA po uprzednim trawieniu enzymami restrykcyjnymi
Smal i Apal typowano przy zastosowaniu elektroforezy w zmiennym polu elektrycznym
(PFGE -Pulsed-Field Gel Electrophoresis). Przedmiot badan zostat opracowany z uwagi
na powszechne wystgpowanie licznych czynnikéow wirulencji wsrdd szczepow S.
aureus izolowanych od zwierzat gospodarskich, co sprawia, ze moga one stwarzaé
niebezpieczenstwo dla zdrowia konsumentow oraz generowac¢ wysokie koszty leczenia
(de Boer, 2009; EI-Adawy, 2016; Mehrotra, 2000). Analizy genoméw gronkowcowych
wykazaty, ze horyzontalny transfer genow ma fundamentalne znaczenie dla
zroznicowania w obrgbie gatunku S. aureus. Przypuszcza sie, ze nawet do 22%
genomowego DNA stanowig sekwencje zmienne skladajace si¢ z mobilnych lub
niegdy$ mobilnych elementow genetycznych (Lindsay, 2004). Gronkowcowe czynniki
wirulencji o najwazniejszym znaczeniu klinicznym, ktorych zrodlem moze by¢
transmisja bakteriofagowa to enterotoksyny i toksyna zespotu wstrzgsu toksycznego

(TSST-1), ktére sa egzotoksynami nalezacymi do rodziny superantygenow (Dinges,
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2000; Schlievert, 1993). Mechanizm dziatania superantygendow obejmuje zdolno$é
indukowania niespecyficznej stymulacji proliferacji limfocytow T 1 wydzielania
cytokin. Nagromadzenie cytokin w zakazonym gronkowcami organizmie moze
prowadzi¢ do wstrzasu toksycznego. Pojedynczy szczep bakteryjny moze wytwarzad
dowolng z tych toksyn oddzielnie lub w réznych kombinacjach (Baba-Moussa 2010;
Rooijakkers, 2005). Kolejnym czynnikiem wirulencji jest stafylokinaza (SAK)
wytwarzana przez niektore szczepy S. aureus, jako aktywator ludzkiego plazminogenu
specyficznego wzgledem fibryny. Podczas procesu zakazenia, SAK hamuje fagocytoze
komorek bakteryjnych, a powstanie kompleksu stafylokinazy z plazminogenem
prowadzi do powstania aktywnej fibrynolizyny, enzymu proteolitycznego o szerokim
spektrum dziatania, utatwiajacego penetracje komorek gronkowca do sgsiednich tkanek
oraz ich destrukcj¢ podczas infekcji (Bokarewa, 2006). Zdolno$¢ szczepow S. aureus do
produkcji stafylokinazy bedacej produktem genu sak mozna wykorzysta¢ do §ledzenia
ekologicznego pochodzenia szczepu, poniewaz tylko szczepy zaliczane do biotypu
ludzkiego sa zdolne do jej produkcji. Jednak niektorzy naukowcy twierdza, ze rOwniez
szczepy pochodzace od drobiu sg zdolne do wytwarzania tego biatka (De Buyser,
1987). Wigkszo$¢ bakterii S. aureus jak roéwniez drobnoustroje innych gatunkow
zawierajg w swoim genomie wiecej niz jednego bakteriofaga wbudowanego w postaci
ruchomego elementu genetycznego nazywanego profagiem. Taksonomia bakteriofagéw
wedlug Miedzynarodowego Komitetu ds. Taksonomii Wiruséw (ICTV) opiera si¢ na
wielu parametrach fenotypowych 1 genotypowych, w tym morfologii, infekcyjnosci 1
organizacji genomu. Umiarkowane fagi S. aureus nalezace do rodziny Siphoviridae sa
klasyfikowane na podstawie ich aktywnos$ci litycznej, morfologii 1 wiasciwosci
serologicznych na sze$¢ rodzajow fagow: 3A-likevirus, 11-likevirus, 77-likevirus i 187-
likevirus. Fagi typu 77 dzielg si¢ na dwie podgrupy serologiczne, Fa i Fb (Ackermann,
1987). Fagi typu Twort-like sa fagami litycznymi i naleza do rodziny Myoviridae.
Bakteriofagi odgrywaja wazng role w biologii tego gatunku. Wykazano, Ze profagi
moga uczestniczy¢ w zjawisku patogenezy infekcji bakteryjnej. Niektore wazne
czynniki wirulencji kodowane sg przez te ruchome elementy genetyczne i mogg by¢
przekazywane na drodze horyzontalnego przeptywu genow innym drobnoustrojom.
Wiynika to z faktu, Ze geny przenoszone przez fagi moga kodowaé nawet kilka sposrdd
gronkowcowych czynnikow wirulencji, takich jak wyzej wymienione enterotoksyny
(A,B,C,K,L,P,Q), stafylokinaza, toksyna zespotu szoku toksycznego (TSST-1),
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gronkowcowy inhibitor dopetniacza, -hemolysina, leukocydyna Panton’a-Valentin’a,
gronkowcowe biatko inhibitorowe chemotaksji lub biatko odpowiedzialne za
powstawanie biofilmu (Argudin, 2010; Rooijakkers, 2005). Kluczowg role w
patogenezie i zjadliwosci gatunku Staphylococcus aureus przypisuje si¢ umiarkowanym
bakteriofagom z rodziny Siphoviridae nalezacych do rzgdu Caudovirales (Ackermann,
1987). Uwaza si¢, ze bakteriofagi, poprzez przemiany lizogeniczne i udzial w
rozprzestrzenianiu si¢ chorobotwoérczych wysp, przyczyniaja si¢ do zmiennosci S.
aureus i do tworzenia bardzo zjadliwych szczepéw (Coleman, 1989). Moga one
rowniez wplywac na adaptacje S. aureus do gospodarzy, zarowno ludzi, jak 1 zwierzat
udomowionych, dostarczajac nowe informacje genetyczne lub ulatwiajac utrate
niepotrzebnego DNA w nowej niszy ekologicznej. Wykazano, ze szczepy S. aureus
pochodzenia zwierzecego moga by¢ podatne na takie same bakteriofagi jak szczepy
ludzkie, a tym samym poprzez fagi moga pozyskiwa¢ czynniki wirulencji
charakterystyczne dla szczepéw ludzkich (Chen, 2009). Co ciekawe, toksyny
superantygenéw sa wykrywane czesciej wsrod gronkowcoOw opornych na metycyline.
Na przyktad, enterotoksyna A jest czeSciej wytwarzana przez szczepy MRSA (Kim,
2006).

Na podstawie wynikéw uzyskanych w prezentowanych badaniach wtasnych (4.1.4)
potwierdzono, obecnos¢ genu mecA (odpowiedzialnego za opornos¢ na metycyling) u
30,6% badanych szczepow S. aureus pochodzacych od drobiu rzeznego. Natomiast
obecnos¢ genow odpowiedzialnych za wytwarzanie stafylokokowej enterotoksyny A
(SEA) wykazano u jednego ze szczepow metycylinoopornych (MRSA) i u dwodch
wrazliwych na metycyling (ang. methicillin-sensitive Staphylococcus aureus MSSA).
Tylko jeden szczep MRSA i dwa szczepy MSSA wykazywaly obecno$¢ genu toksyny
zespotu wstrzasu toksycznego (TSST-1). Zaden ze szczepéw MRSA nie posiadat
genéw odpowiedzialnych za wytwarzanie eksfoliatyny A i B, a tylko jeden MSSA
posiadal gen eksfoliatyny A. Obecnos¢ genu stafylokinazy (sak) obserwowano u 13
szczepow MRSA i 5 szczepéw MSSA. Wyniki badan wskazuja na duzg czestos$é
wystepowania profagow wsrod badanych izolatow Staphylococcus aureus. U
wszystkich badanych szczepow udato si¢ wyodrebni¢ 15 wzorcow profagowych. Typ
11-like byt dominujagcym wzorcem. Uzyskane wyniki zdecydowanie sugeruja, ze osoby
pracujace z zywym inwentarzem sa potencjalnie narazone na kontakt ze szczepami S.

aureus opornymi na metycyling a tym samym na zwigkszone ryzyko zakazen
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wywotanych przez szczepy MRSA. Badane w prezentowanej pracy (4.1.4) szczepy S.
aureus zawieraly od jednego do trzech profagow. W konsekwencji, duza ro6znorodnos$c
wsrod profagow wbudowanych w genom badanych bakterii stwarza wysoki potencjat
do wytwarzania réznych czynnikéw wirulencji przenoszonych przez bakteriofagi.
Izolaty MRSA pochodzace od ludzi (ang. community- acquired, CA-MRSA) moga by¢
typowane przy uzyciu elektroforezy pulsacyjnej (PFGE), wykorzystujac Smal jako
enzym restrykcyjny (Murchan i wsp., 2003). Zalety stosowania PFGE to dobra moc
dyskryminacyjna i dobra powtarzalno$¢ na poziomie mi¢dzylaboratoryjnym, jesli
stosowane sg standardowe protokoty badania. Jednak aktywno$¢ enzymu Smal w
stosunku do szczepéw pochodzacych od zwierzat gospodarskich (ang. livestock-
associated, LA-MRSA) moze by¢ zablokowana z powodu metylacji miejsca
restrykcyjnego w genomie bakteryjnym (bens i wsp., 2006). W moim badaniu tylko trzy
izolaty MRSA mozna bylo opracowa¢ na podstawie trawienia enzymem Smal. Jest
wysoce prawdopodobne, ze dwadzieécia trzy izolaty MRSA, ktore nie zostaty strawione
przez enzym Smal natomiast poddaty sie trawieniu enzymem Apal sa pochodzenia
zwierzgcego. Badanie z uzyciem enzymu Apal stanowigcego alternatywe dla Smal, jak
wspomniano powyzej pozwolilo na okreSlenie stopnia podobienstwa w obrebie
wszystkich dwudziestu szesciu szczepéw MRSA wyizolowanych od drobiu.

Celem kolejnej pracy pt: ,,Characterization of bacteriophages and their carriage in
Staphylococcus aureus isolated from broilers in Poland.” (4.1.5) wiaczonej do
osiggniecia naukowego, byta izolacja 1 charakterystyka morfologiczna umiarkowanych
bakteriofagéw indukowanych ze szczepow S. aureus izolowanych z probek klinicznych
brojlerow kurzych i indyczych. Nalezy podkresli¢, ze w/w publikacja stanowi efekt
najnowszego kierunku badan realizowanego w ramach mojej dziatalnosci naukowo-
badawcze] obejmujacej zagadnienia dotyczace zagrozen i korzy$ci zwigzane z
wystepowaniem bakteriofagéw specyficznych dla gatunku S. aureus.

Bakteriofagi moga by¢ izolowane z wielu zrodel, ale zwykle bytuja w
organizmach, ktoére sg obecne w naturalnym Srodowisku. Co wigcej sa one wysoce
plastyczne 1 posiadajg wysokie tempo ewolucji. Przebieg cyklu replikacji jest kryterium
podzialu bakteriofagdw na lityczne 1 lizogeniczne. Wszystkie opisane bakteriofagi, dla
ktorych gospodarzem jest S. aureus naleza do rzgdu Caudovirales (posiadajace ogonki)
(Ackermann, 1987). Bakteriofagi gronkowcowe w wiekszosci cechujg sie wysoka

specyficznoscig lub tez okre$long swoistoscig (spektrum lityczne) wobec jednego
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gospodarza a bakterie majg okreslony wzor fagowy (phage pattern), gdyz lizowane sg
przez okreslone fagi. Oznacza to, ze dziatanie bakteriofagéw gronkowcowych wigze
si¢ z waskim spektrum bakterii, ograniczajacym si¢ zazwyczaj do jednego gatunku, co
czyni je przydatnym narz¢dziem diagnostycznym. Bakteriofagi gronkowcow ztocistych
w duzej mierze wptywaja na réznorodno$¢ szczepdéw nalezacych do tego gatunku.
Dzieje si¢ tak dzigki mozliwosci  wbudowywania si¢ materialu genetycznego
bakteriofaga do genomu gospodarza. W przypadku fagéw S. aureus mogag one by¢
narzgdziem, ktdre pomaga przetrwa¢ w niekorzystnych warunkach lub odwrotnie, moga
zmniejszy¢ lub wyeliminowaé wrazliwe patogeny z danego organizmu (landolo, 2002).
Przesylajac przypadkowe fragmenty DNA z komoérek, w ktorych sie replikuja, fagi
stanowig glowne no$niki horyzontalnego przenoszenia gendéw. Dzigki temu zjawisku
majg one wplyw na ewolucj¢ bakterii oraz specyficzno$¢ wzgledem gospodarza.
Opisane wlasciwosci posiadajg fagi nalezace do rodziny Siphoviridae okreslane jako
fagi lizogeniczne (Francki, 1995). Zakazenie lizogeniczne komorki bakteryjnej moze
konczy¢ si¢ namnozeniem faga i lizag komodrki gospodarza lub tez integracja genomu
faga z komorka gospodarza — przejécie w stan profaga i co za tym idzie nabycie przez
bakteric nowej lub nowych dla niej informacji genetycznych. Zintegrowany z
chromosomem bakteryjnym profag jest replikowany i przekazywany potomnym
komoérkom bakteryjnym podczas podziatow (Brabban 2005). W przypadku bakterii S.
aureus udowodniono, ze wigkszos$¢ izolatow zawiera w swoim genomie od jednego do
kilku profagow. W przypadku innych gatunkéw nalezacych do rodzaju Staphylococcus
obecno$¢ profagow nie jest reguly. Niemniej jednak potencjal chorobotworczy
niektorych gatunkow gronkowcoéw koagulazo-ujemnych moze by¢ zblizony do
reprezentowanego przez gatunki koagulazo-dodatnie. W zwigzku z tym nie wyklucza
si¢ mozliwos$ci zakazania innych gatunkéw gronkowcoOw przez bakteriofagi specyficzne
dla S. aureus. Jak dotad, nieliczne doniesienia wskazuja na mozliwos¢ lizowania
komorek innych gatunkéw gronkowcow przez bakteriofagi specyficzne dla S. aureus.

W  badaniach wtasnych wyizolowano trzydziesci jeden fagow poprzez indukcje
mitomycyng C z profagow. Fagi scharakteryzowano pod wzgledem morfologii,
stabilnos$ci 1 aktywnos$ci bakteriolitycznej wobec szczepow MRSA i MSSA. Podjeto
réwniez probg oceny zakresu gospodarzy dla charakteryzowanych bakteriofagow. W
tescie wykorzystano rowniez inne gatunki Staphylococcus oraz bakterie nalezace do

innych rodzajow. Wszystkie uzyte szczepy wyizolowano z probek klinicznych

16



Zatqcznik nr 2 do wniosku o przeprowadzenie postgpowania habilitacyjnego

pobranych od drobiu oraz zidentyfikowano przy uzyciu metod biochemicznych i
MALDI-TOF MS. Byly to: dwa kliniczne izolaty koagulazo-dodatnich szczepoéw
Staphylococcus (S. delphini i S. schleiferi), dziesie¢ klinicznych izolatow koagulazo-
ujemnych szczepow Staphylococcus (S. sciuri, S. lentus, S. cohnii, S. xylosus, S.
epidermidis, S. arlettae, S. saprophiticus, S. hominis, S. condiment i S. vitulinus) oraz
cztery szczepy bakterii innych niz Staphylococcus izolowanych z drobiu (dwa szczepy
Escherichia coli i dwa szczepy Enterococcus faecalis). Badane bakteriofagi
wykazywaty aktywnosci lityczne wobec czes$ci z badanych szczepéw S. aureus. Na
podstawie obecno$ci specyficznej sekwencji nukleotydowej przeprowadzono
identyfikacj¢ molekularng bakteriofagdbw. Zbadano roéwniez obecno$¢ gendw
odpowiedzialnych za produkcje klasycznych enterotoksyn (A-E). Ustalono, ze
wszystkie wyizolowane bakteriofagi miaty izomeryczng glowe i1 dhugi, cienki,
niekurczliwy elastyczny ogon, charakterystyczny dla rodziny Siphoviridae z rzgdu
Caudovirales. Wyniki wskazujg, ze bakteriofagi indukowane w naszym badaniu majg
swoisto$¢ wobec gospodarza 1 nie maja szerokiego zakresu gospodarza. Oznacza to, ze
ich dzialanie wigze si¢ z waskim spektrum bakterii, ograniczonym do jednego gatunku,
co czyni je uzytecznym narz¢dziem diagnostycznym. Niektore z analizowanych fagoéw
niosg pojedyncze geny wirulencji (odpowiedzialne za wytwarzanie enterotoksyn). Jest
to wysoce niepozadane zjawisko, poniewaz stwarza mozliwos¢ horyzontalnego
transferu tych genow do innych gospodarzy. Obecnos¢ lizogennych bakteriofagow w
szczepach S. aureus i ich potencjal do wprowadzenia do innych szczepdéw tego samego
gatunku moze znaczaco wptywac na adaptacj¢ bakterii do srodowiska i specyficzno$¢
bakterii wzgledem gospodarza. W przypadku zakazenia takim szczepem bakteryjnym
obecno$¢ fagdw moze réwniez wplywac¢ na okreslone objawy kliniczne w organizmie
gospodarza. Mozliwos¢ niekorzystnych skutkow wynikajacych z lizogenezy wyklucza
zastosowanie tych bakteriofagow do celow terapeutycznych.
Na podstawie przeprowadzonych badan zaprezentowanych w postaci 5 publikacji
stanowiacych dzielo opracowano nastgpujace wnioski koncowe:
1. Wzrastajgcy udziat gronkowcow, w tym rowniez gatunkow koagulazo-ujemnych w
zakazeniach drobiu wskazuje, Ze zagrozenie bezpieczenstwa zwigzane z
wystepowania tych drobnoustrojow nie tylko w §rodowisku zycia ptakow, ale takze

w zywnosci pochodzenia zwierzgcego moze by¢ wyzsze, niz wezesniej zakladano.
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2. Potwierdzony wysoki odsetek wyizolowanych od drobiu szczepéow z rodzaju
Staphylococus opornych w warunkach in vitro na zastosowane antybiotykKi i
chemioterapeutyki wskazuje na istotnie wzrastajgce zjawisko lekoopornosci wsrod
patogenow. Wsrdd najczesciej obserwowanych profilow oporno$ci mozna wymienié
brak wrazliwosci na: ampicyling, penicyling G, amoksycyling, enrofloksacyng,
tylozyne, doksycykling i tetracykling.

3. Wykazanie w badaniach molekularnych obecnosci genu mecA, warunkujacego
oporno$¢ na metycyling u 30,6% badanych szczepoéw S. aureus u drobiu rzeznego,
potwierdza mozliwo$¢ potencjalnego wzrostu ryzyka zakazenia u ludzi majacych
bezposredni kontakt z zywym inwentarzem, a tym samym ze SzCzepami S. aureus
opornymi na metycyling (MRSA - ang. methicyllin-resistant Staphylococcus aureus).

4. Na podstawie przeprowadzonych badan wiasnych potwierdzono, ze oporne na
metycyling S. aureus pochodzace od ludzi i zwierzat moga by¢ typowane przy
uzyciu elektroforezy pulsacyjnej (ang. pulsed field gel electrophoresis PFGE) z
wykorzystaniem enzymu restrykcyjnego Smal. Zaproponowane dziatania umozliwity
zakwalifikowanie wybranych izolatow pochodzacych od zwierzat jako typowe dla
CA-MRSA (ang. community- acquired MRSA) i co moze sugerowac bezposrednig
ich transmisj¢ z ludzi na zwierzeta.

5. Ze wzgledu na duza roéznorodno$¢ wsrdéd badanych szczepdéw S. aureus oraz
mozliwo$¢ izolacji bakterii o fenotypie utrudniajagcym rozpoznanie gatunku w
rutynowej diagnostyce laboratoryjnej tych drobnoustrojow, zasadne wydaje si¢
zastosowanie testow identyfikacji genetycznej opartych na wykrywaniu
konserwatywnych sekwencji genowych charakterystycznych dla danego gatunku
Staphylococcus.

6. W przeprowadzonych badaniach wlasnych potwierdzono rowniez zasadno$é
identyfikacji wyizolowanych bakterii z rodzaju Staphylococcus przy uzyciu MALDI-
TOF-MS (Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization Time-of-Flight Mass
Spetrometry). Zastosowana metoda identyfikacji drobnoustrojow, wykorzystujaca
analiz¢ widm biatek wewnatrzkomorkowych jest porownywalna z metodami
opartymi na analizie sekwencji jednego z czterech genow (rpoB), stanowigcych
podstawe genetycznej identyfikacji gatunkowej gronkowcow. Ponadto zaleta tej

techniki jest tatwo$¢ i szybko$¢ analizy, a takze bardziej precyzyjna i szybka
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identyfikacj¢ szczepow Staphylococcus zwiaszcza o nietypowych wiasciwosciach
biochemicznych.

7. Na podstawie rezultatow uzyskanych w ramach kompleksowej fenotypowej oraz
genotypowej charakterystyki szczepéw S. aureus izolowanych od drobiu
potwierdzono zdolno$¢ wytwarzania enterotoksyn, toksyny zespotu wstrzasu
toksycznego, toksyn ztuszczajagcych A 1 B oraz stafylokinazy, a takze obecno$¢
gendéw warunkujgcych wytwarzanie w/w czynnikow wirulencji przez niektore
izolaty. Na szczegdlne podkreslenie zastuguje wykazanie zdolno$ci wytwarzania
enterotoksyny A, z uwagi na jej istotny (ponad 75%) udzial w wywolywaniu
przypadkow zatru¢ pokarmowych u ludzi na $wiecie.

8. Analizy genoméw gronkowcowych wykazaly, ze horyzontalny transfer genow ma
fundamentalne znaczenie dla zréznicowania w obrebie gatunku S. aureus. Wigkszo$¢
bakterii S. aureus jak réwniez drobnoustroje innych gatunkdéw zawieraja w swoim
genomie wigcej niz jednego bakteriofaga wbudowanego w postaci ruchomego
elementu genetycznego nazywanego profagiem. Geny przenoszone przez
bakteriofagi moga kodowa¢ nawet kilka sposréd gronkowcowych czynnikow
wirulencji, takich jak wymienione powyzej enterotoksyny, stafylokinazg, toksyne
zespotu szoku toksycznego TSST-1 (ang. toxic shock syndrome toxin), eksfoliatyny
A i B. Nalezy podkresli¢, ze toksyny superantygendéw sa wykrywane czesciej wérod
gronkowcoOw opornych na metycyling.

9. Bakteriofagi nalezace do rodziny Siphoviridae okreslane jako fagi lizogeniczne
wykazuja powinowactwo do waskiego spektrum bakterii, ograniczajacego si¢
zazwyczaj do jednego gatunku, co czyni je przydatnym narz¢dziem diagnostycznym.
Bakteriofagi gronkowcow zlocistych w duzej mierze wplywaja na rdznorodnos¢
szczepOw nalezacych do tego gatunku. Dzieje si¢ tak dzigki mozliwosci
wbudowywania si¢ materiatu genetycznego bakteriofaga do genomu gospodarza. W
przypadku fagow S. aureus moga one by¢ narzedziem, ktore pomaga przetrwaé w
niekorzystnych warunkach lub odwrotnie, moga zmniejszy¢ lub wyeliminowac
wrazliwe patogeny z danego organizmu. Obecno$¢ lizogennych bakteriofagow w
szczepach S. aureus i ich potencjal do wprowadzenia do innych szczepoéw tego
samego gatunku moze znaczaco wptywaé na adaptacje bakterii do $rodowiska i

specyficznos¢ bakterii wzgledem gospodarza.
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5. Omowienie pozostalych osiggnie¢ naukowo-badawczych

5.1. Dorobek naukowy przed uzyskaniem stopnia doktora nauk weterynaryjnych

Po ukonczeniu studiow na Wydziela Medycyny Weterynaryjnej AR w Lublinie w 2001
roku rozpoczgtam studia doktoranckie a nastgpnie zostalam zatrudniona w na
stanowisku asystenta w Zaktadzie Profilaktyki Ogoélnej 1 Chorob Ptakow pod
kierownictwem prof. dr hab. Jerzego Rzedzickiego.

Pierwszy okres mojej pracy naukowo-badawczej i klinicznej obejmowal zapoznanie si¢
z technikami diagnostycznymi i terapeutycznymi wykorzystywanymi w rozpoznawaniu
i leczeniu choréb drobiu oraz ptakéw ozdobnych oraz ich zastosowaniem w praktyce
lekarsko-weterynaryjnej. Jednocze$nie pracujac, jako lekarz w Qabinecie chordb
ptakoéw, rozpoczetam badania nad zakazeniami Salmonella spp. u drobiu, ktérych
wyniki przedstawitam w pracy doktorskiej.

Efektem prowadzonych badan i obserwacji poczynionych w tym czasie sg publikacje,
ktore ukazaly si¢ drukiem przed uzyskaniem tytulu doktora nauk weterynaryjnych w
czasopismach posiadajgcych Impact Factor (IF) oraz w czasopismach naukowych

nieposiadajacym IF (czgs¢ B wykazu MNiSW):

5.1.1. Rzedzicki J., Kolasa® A.: Metody wykrywania paleczek Salmonella w jajach.
Medycyna Weterynaryjna 2003, Vol. 59, 956-960, (10 pkt MNiSW, IF —0.236)
5.1.2. Rzedzicki J., Bo§ M., Kolasa® A., Skowron M.: Wplyw antybiotykow na

zmienno$¢ wihasciwosci biochemicznych salmonelli. Medycyna Weterynaryjna
2004, Vol. 60, 1045-1048, (10 pkt MNiSW, IF 0.285)

5.1.3. Rzedzicki J., Kotodziejczyk A., Glinski Z., Dudzic T., Kolasa' A.: Studies on
diagnostics of salmonelloses poultry including PCR technique. Annales
Universitatis Mariae Curie-Skfodowska, DD Medicina Veterinaria 2002, Vol.
57, 193-202, (4 pkt. MNiSW)

5.1.4. Rzedzicki J., Skowron M., Kolasa® A.: Acquiring the drug-resistance by
Salmonella Enteritidis rods under in vitro conditions. Annales Universitatis
Mariae Curie-Sktodowska, DD Medicina Veterinaria 2004 Vol. 59, 197-204, (4
pkt MNiSW)

1 . . .
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5.1.5. Rzedzicki J., Kolasa' A., Bos M., Glinski Z.: Influence of chemiotherapeutics on

plasmid profile and phage types of salmonellae. Annales Universitatis Mariae
Curie-Sktodowska, DD Medicina Veterinaria 2004 Vol. 59, 20, 179-188, (4 pkt
MNiSW)

5.1.6. RzedzickilJ., Bo§ M., Kolasa® A.: Influence of antibiotics on growth dynamics
and movement ability of Salmonella rods. Polish Journal of Veterinary Sciences
2004, Vol. 7, No. 4, 267-274, (6 pkt MNiSW)

5.1.7. Rzedzicki J., Kolasa® A., Glinski Z.: Diseases of the respiratory tract of birds a

threat to human health. Annales Universitatis Mariae Curie-Skfodowska, DD
Medicina Veterinaria 2004, Vol. 59, 171-177, (4 pkt. MNiSW)
5.1.8. Rzedzicki J., Kolasa® A., Glifiski Z: Detection of transmission of Salmonellas

from laying hens to eggs. Annales Universitatis Mariae Curie-Skfodowska, DD
Medicina Veterinaria 2004, Vol. 59, 189-195, (4 pkt. MNiSW)

5.1.9. Skowron M., Rzedzicki J., Kolasa' A.: Identification of Salmonella rods in
tissues of hens treated with selected antibiotics. Annales Universitatis Mariae
Curie-Sktodowska, DD Medicina Veterinaria 2006, Vol. 61, 229-238, (6 pkt
MNiSW)

5.1.10. Rzedzicki J., Skowron M., Kolasa® A., Pyzik E.: Influence of selected antibiotics
on serological tests results at hens infected with Salmonella Enteritidis rods.
Annales Universitatis Mariae Curie-Skfodowska, DD Medicina Veterinaria
2005, Vol. 60, 141-148, (4 pkt MNiSW)

5.1.11. Wymiernym efektem moich zainteresowan naukowo- badawczych jest rowniez
wspotautorstwo w  podreczniku dofinansowanym przez Ministerstwo Edukacji
Narodowej i Sportu pod tytutem ,,Choroby drobiu” pod redakcja Michata
Mazurkiewicza. Nalezy podkresli¢, ze w/w monografia zostata wyrdzniona zespotowa
nagrod¢ Ministra Nauki i Szkolnictwa Wyzszego z dnia 2 pazdziernika 2006 roku (za
wspotautorstwo podregcznika pt.: ,,Choroby drobiu™).

Moj udziat jako wspodtautora dotyczyl nastgpujacych rozdziatow:

Rozdzial 4: Choroby z niedoboru sktadnikéw pokarmowych. Aut. Jerzy Rzedzicki,
Agnieszka Kolasa®

1 . . .
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Rozdziat 9: Choroby metaboliczne i choroby o niewyjasnionej etiologii. Aut. Jerzy

Rzedzicki, Agnieszka Kolasa®

Choroby Drobiu”. Wroctaw, 2005. Wydawnictwo Akademii Rolniczej we Wroctawiu
ISBN 83-89189—76-3

Choroby Drobiu”. Wroctaw, 2011. Wydawnictwo Akademii Rolniczej we Wroctawiu
ISBN 978-83—7717-078-6

5.2 Dzialalnos$¢ aplikacyjna

Moje badania naukowe majg rowniez charakter aplikacyjny oraz wymiar praktyczny, co
potwierdza wspotudziat w uzyskanych patentach nadanych przez w Urzad Patentowy
Rzeczpospolitej Polskiej. Jest to efekt wspotpracy nawigzanej z dr hab. Zbigniewem
Sroka, pracownikiem Katedry i Zaktadu Farmakognozji Uniwersytetu Medycznego we
Wroctawiu, co pozwolito na opracowanie dwoch wynalazkow w dziedzinie: ,,Srodki
farmaceutyczne zwigkszajace odpornos¢ na infekcje i stres u ptakow”.

Ponizej przedstawiono opis uzyskanych patentow.

5.2.1 .Sroka. Z, Kolasa' A. Srodki farmaceutyczne do pomocniczego leczenia chordb
infekcyjnych u ptakéw. WUP 2011.04.29, PL208366 (B1); BUP 2007.03.05,
PL376876 (Al). Zgtoszenie 2005.09.02, (15 pkt. MNiSW)

5.2.2.5roka Z., Kolasa' A., Koncicki A. Franiczek R., Stupski M. Srodki

farmaceutyczne zwigkszajace odpornos¢ na infekcje oraz stres u ptakow. WUP
2014.02.28, PL216035 (B1); BUP 2007.10.29, PL379577 (Al). Zgloszenie
2006.04.28, (15 pkt. MNiSW)

5.3. Udzial w kongresach i konferencjach naukowych
W ramach prowadzonej dzialalno$ci naukowej uczestniczylam rdéwniez czynnie W
kongresach oraz konferencjach naukowych obejmujacych zagadnienia z zakresu
chorob ptakow, czego potwierdzeniem jest wspotautorstwo w  zgloszeniach

konferencyjnych:

5.3.1.Rzedzicki J., Kolasa® A.: Warunki rodowiskowe a odporno$é¢ organizmu ptakow.
Opublikowane w materiatach z Konferencji naukowej ,,Immunosupresja 1
immunomodulacja  uktadu  odpornosciowego  ptakow —  mozliwosci

immunoprofilaktyki” Polanica Zdr6j 19-20.09.2003 r. str.17.

1 . . .
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5.3.2.Rzedzicki J., Kolasa® A: Choroby uktadu oddechowego ptakéw potencjalnym
zagrozeniem zdrowia cztowieka. Konferencja naukowa ,,Schorzenia uktadu
oddechowego ptakow — etiologia, diagnostyka i zwalczanie” Polanica Zdroj 20-
22.09.2002 r. Materiaty konferencyjne, str.66.

5.3.3. Stepien-Pysniak D., Kolasa® A.: Wystepowanie i rola flory bakteryjnej w jaju oraz
uktadzie rozrodczym ptakéw. Konferencja naukowa ,Patologia narzadu
rozrodczego ptakow — etiologia, diagnostyka i zwalczanie” Polanica Zdroj 16-18.
09. 2005 r. Materiaty konferencyjne, str.139-148.

5.3.4.Kolasa® A., Rzedzicki J., Stepien-Pyéniak D.: Kolonizacja jajnika i jajowodu oraz

biatka i zottka u kur zakazonych pateczkami Salmonella. Konferencja naukowa
,Patologia narzadu rozrodczego ptakow — etiologia, diagnostyka i zwalczanie”
Polanica Zdro6j 16-18. 09. 2005 r. Materiaty konferencyjne, str. 131-139.

5.4. Dzialalno$¢ popularno-naukowa

W ramach prowadzonej dzialalno$ci popularyzujacej nauke bytlam réwniez

wspoétautorem publikacji przegladowych o tematyce zwigzanej z patologig drobiu:

5.4.1.Rzedzicki J., Kolasa' A.: Warunki $rodowiskowe a odporno$é organizmu ptakow.
Magazyn Weterynaryjny 2004, Suplement- drob, kwiecien-maj, s. 55-56

5.4.2.Kolasa® A. Skutki niedoboru niezbednych sktadnikow mineralnych u drobiu.
Magazyn Weterynaryjny 2005, Suplement- drob, maj, s. 39-41

5.4.3.MA. Choroba zielonych migéni. Polskie Drobiarstwo 2006, 14: 40-41

Efektem wymiernym konczacym ten etap mojej dziatalnosci naukowej byto uzyskanie
w dniu 08.06.2006 r., stopnia doktora nauk weterynaryjnych na Wydziale Medycyny
Weterynaryjnej AR w Lublinie, na podstawie dysertacji doktorskiej pt.: Wpltyw
antybiotykoterapii niosek na wykrywalno$¢ pateczek Salmonella w jajach oraz poziom
swoistych przeciwcial zéitkowych”. Promotorem mojej pracy doktorskiej byt prof. dr
hab. Jerzy Rzedzicki, a rozprawa doktorska zostata wyr6zniona indywidualng nagroda
I11 stopnia Rektora UP (Akademii Rolniczej) z dnia 01.10.2007 r.

1 . o .
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5.5. Dorobek naukowy po uzyskaniu stopnia doktora nauk weterynaryjnych.

Dorobek po uzyskaniu stopnia dr obejmuje 55 publikacji, w tym 22, w czasopismach

wyszczegolnionych w JCR.

W tabeli przedstawiono szczegdtowy wykaz danych bibliometrycznych

Przed uzyskaniem stopnia doktora

Po uzyskaniu stopnia doktora

Ios¢ | Sum. IF | Punkty MNiSW | Tlo&¢ Sum IF Pkt MNiSW

Czasopisma z listy JCR - - - 22 24,154 525
Prace oryginalne
Czasopisma z listy JCR 2 0,521 20 - - -
Prace przegladowe
Pozostate czasopisma 7 - 28 5 - 27
Prace oryginalne
Pozostale czasopisma 1 3 6 - 13
Prace przegladowe
Publikacja popularnonaukowe 3 - - 6 - -
Komunikaty zjazdowe 4 - - 15 - -
Podreczniki 1 - - 1 - -
Patenty 2 - 30 - -

Razem 20 0,521 81 54 24,154 565

Laczny IF 24.675
Laczna liczba pkt MNiSW 646

Po uzyskaniu stopnia naukowego doktora nauk weterynaryjnych wyniki badan zawarte

w rozprawie doktorskiej zostaly przedstawione w dwoch publikacjach naukowych w

czasopismach z listy A i B MNiSW.

5.5.1.Kolasa® A, Rzedzicki J, Skowron M. Influence of the therapy of laying hens with

selected antibiotics on the presence of Salmonella Enteritidis in the contents of the
eggs. Medycyna Weterynaryjna 2007, 63 : 1168-1171, (10 pkt MNiSW)
5.5.2.Marek® A., Stepien-Pysniak D., Rzedzicki J. Analysis of the correlation between

the level of anti-Salmonella antibodies in egg yolks and the presence of these

microorganisms in egg contents following experimental infection of hens with

Salmonella Enteritidis and after treatment with selected antibiotics. Polish Journal
of Veterinary Science 2009,12: 485-490, (15 pkt MNiSW, IF 0.435)
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W kolejnym etapie rozwoju naukowego oprocz charakterystyki zakazen drobiu
pateczkami Salmonella spp, realizowanej po uzyskaniu stopnia doktora bratam takze
czynny udziat we wspolnych badaniach prowadzonych w Zaktadzie Prewencji
Weterynaryjnej i Choréb Ptakow, obejmujacych takie zagadnienia jak: wystepowanie,
charakterystyka i1 ocena wlasciwosci antygenowych patogenow bakteryjnych i
pasozytdow wystepujacych U drobiu oraz ptakoéw ozdobnych i wolno zyjacych, czego
efektem jest 20 publikacji opublikowanych w czasopismach wyszczegdlnionych w JCR
oraz w czasopismach naukowym nieposiadajacym IF (cze$¢ B wykazu MNiSW)
5.5.3.Pyzik E., Rzedzicki J., Kolasa' A. Etiopatogeneza i diagnostyka ornitobakteriozy
ptakow. Annales Universitatis Mariae Curie-Skiodowska, DD Medicina
Veterinaria 2007, Vol. 62, 32-39, (2 pkt MNiSW)
5.5.4.Puchalski A, Kolasa® A, Dec M, Urban-Chmiel R, Kowalczyk-Pecka D.
Charakterystyka elektroforetyczna biatek blony zewngtrznej szczepdéw oraz
Salmonella Enteritidis hodowanych w zroznicowanych warunkach oraz ocena ich
wlasciwosci antygenowych. Medycyna Weterynaryjna 2008, 64: 193-196, (10 pkt
MNiSW)
5.5.5. Stgpien-Pysniak D., Marek A., Rzedzicki J. Occurrence of bacteria of the genus

Staphylococcus in table eggs descended from different sources. Polish Journal of
Veterinary Science 2009, 12: 481-484, (15 pkt MNiSW, IF 0.435)

5.5.6. Marek A. Parazytoza gornego odcinka uktadu oddechowego - syngamoza drobiu.
Magazyn Weterynaryjny 2010, Suplement Choroby Ptakéw - Monografia, s. 414-
417, (2 pkt MNiSW)

5.5.7.Pyzik E, Marek A. Characterization of bacteria of the genus Staphylococcus
isolated from the eggs of Japanese quail (Coturnix coturnix japonica) Polish
Journal of Veterinary Science 2012, 15: 767-772, (20 pkt MNiSW, IF 0.570)

5.5.8.Pyzik E, Marek A. Plasmid profile analysis and evaluation of antibiotic
susceptibility of Staphylococcus aureus strains isolated from table chicken eggs.
Polish Journal of Veterinary Science Vol. 16, nr 2, 2013, 307-313, (20 pkt
MNISW, IF 0.712)
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5.5.9. Stgpien-Pysniak D, Marek A, Pyzik E. Makrorabdoza- drozdzyca zotadka ptakow.

Magazyn Weterynaryjny 2013, Suplement Choroby Ptakoéw - Monografia, s. 654-
657, (3 pkt MNiSW)
5.5.10. Marek A, Pyzik E, Stepien-Pysniak D. Aspergiloza-najczesciej wystepujaca

systemomykoza u ptakow gospodarskich i domowych. Magazyn Weterynaryjny
2013, Suplement Choroby Ptakéw - Monografia, s. 654-658, (3 pkt MNiSW)
5.5.11. Pyzik E, Marek A, Hauschild T. Characterisation of Staphylococcus aureus and

Staphylococcus aureus — like strains isolated from table eggs. Bulletin of the
Veterinary Institute in Pulawy 58, 57-63, 2014, (15 pkt MNiSW, IF 0.357)
5.5.12. Marek A, Pyzik E, Stepien-Pysniak D. Patogeneza oraz profilaktyka
martwiczego zapalenia jelit drobiu. Magazyn Weterynaryjny 2014, Suplement

Choroby Ptakow - Monografia, s. 654-657, (3 pkt MNiSW)

5.5.13. Marek A, Stepien-Pysniak D, Pyzik E. Przeglad stanu wiedzy na temat
immunoprofilaktyki martwiczego zapalenie jelit u drobiu. Magazyn
Weterynaryjny 2015, Suplement Choroby Ptakoéw - Monografia, s.12-15, (2 pkt
MNiSW)

5.5.14. Marek A, Pyzik E, Stepien-Pysniak D. Wyzwania w immunoprofilaktyce

pasterelozy drobiu. Polskie Drobiarstwo- Suplement Zdrowie, 2015, s. 60-64, (3
pkt MNiSW)
5.5.15. Stepien-Pysniak D.,Marek A., Dgbiak P., Lopuszynski W., Kosikowska

U. Zatrucie olowiem papugi nimfy (Nymphicus hollandicus). Magazyn
Weterynaryjny, 2015, s. 12-16, (2 pkt MNiSW)
5.5.16. Stepien-Pysniak D, Puk K, Guz L, Wawrzyniak A, Marek A, Kosikowska U.

Avian mycobacteriosis caused by Mycobacterium avium subspecies avium in

four ornament al birds and in vitro drug sensitivity testing of isolates. Berliner
und Miinchener Tierdrztliche Wochenschrift 2016, 129: 65-71, (20 pkt MNiSW,
IF 0.609)

5.5.17. Stepien-Pysniak D., Marek A., Banach T., Adaszek L., Pyzik E., Wilczynski J.,
Winiarczyk S. Prevalence and antibiotic resistance of strains of the genus

Enterococcus isolated from poultry. Acta Veterinaria Hungarica, 2016, 64:148-
63, (20 pkt MNiSW, IF 0.814)
5.5.18.Lyp P, Banach T, Wilczynski J, Stgpien-Pysniak D, Marek A, Furmaga B,

Winiarczyk S, Adaszek L. Mikroflora bakteryjna izolowana od ubitych
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brojlerow w Polsce w aspekcie zdrowia cztowieka. Weterynaria 2016, Nr 11-12,
S. 22-25, (2 pkt MNiSW)
5.5.19.Stepien-Pysniak D., Wilczynski J., Marek A., Smiech A., Kosikowska U.,
Hauschild T. Staphylococcus simulans associated with endocarditis in broiler
chickens. Avian Pathology, 2017, 46: 44-51, (35 pkt MNiSW, IF 1.596)
5.5.20.Stepien-Pysniak D, Hauschild T, Rozanski P, Marek A. MALDI-TOF Mass

Spectrometry as a Useful Tool for Identification of Enterococcus spp. from Wild

Birds and Differentiation of Closely Related Species. Journal of Microbiology
and Biotechnology 2017, 27: 1128-1137, (20 pkt MNiSW, IF 1.750)
5.5.21.Stepien-Py$niak D, Hauschild T, Nowaczek A, Marek A, Dec M. Wild Birds as a

Potential Source of Known and Novel Multilocus Sequence Types of Antibiotic-

Resistant Enterococcus faecalis. Journal of Wildlife Diseases, 2018, 54: 219-
228, (30 pkt MNiISW, IF 1,552)
5.5.22.Stegpien-Pysniak D, Kosikowska U, Hauschild T, Burzynski A, Wilczynski J,
Kolinska A, Nowaczek A, Marek A. A loop-mediated isothermal amplification
procedure targeting the sodA gene for rapid and specific identification
of Gallibacterium anatis. Poultry Science, 2018, 97: 1141-1147, (35 pkt
MNiSW, IF 1.908)
Kolejnym tematem badawczym, na ktorym skupiaja si¢ moje zainteresowania jest
ocena Wplywu suplementacji paszy organicznymi 1 nieorganicznymi zwigzkami
pierwiastkow S$ladowych oraz preparatami naturalnymi o charakterze dietetyczno-
terapeutycznym na wybrane humoralne i komoérkowe parametry odporno$ciowe u
kurczat brojlerow oraz wyniki odchowu i wydajnos$¢ rzezna drobiu. W tym temacie
powstat cykl 6 publikacji opublikowanych w czasopismach wyszczegdlnionych w JCR
o lacznym IF= 9,365 , ktory jest efektem wspotpracy nawigzanej z dr Lukaszem
Jaroszem z Katedry Epizzotiologii 1 Kliniki Chorob Zakaznych UP w Lublinie oraz dr
hab. Bozeng Kiczorowska z Instytut Zywienia Zwierzat i Bromatologii Wydziatu
Biologii, Nauk o Zwierzgtach i Biogospodarki UP w Lublinie:
5.5.23. Kiczorowska B, Al-Yasiry A.R.M., Samolinska W., Marek A., Pyzik E. The
effect of dietary supplementation of the broiler chicken diet with Boswellia

serrata resin on growth performance, digestibility, and gastrointestinal
characteristics, morphology, and microbiota. Livestock Science, 2016, 191: 117
124, (30 pkt MNiSW, IF 1.377)
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5.5.24. Jarosz L, Kwiecien M, Marek A, Gradzki Z, Winiarska-Mieczan A, Kalinowski

M, Laskowska E. Effects of feed supplementation with glycine chelate and iron

sulfate on selected parameters of cell-mediated immune response in broiler
chickens. Research in Veterinary Science, 2016, 107: 68-74, (35 pkt MNiSW, IF
1.298)

5.5.25. Jarosz L., Marek A, Gradzki Z, Kwiecien M, Kalinowski M. The effect of feed

supplementation with zinc chelate and zinc sulphate on selected humoral and

cell-mediated immune parameters and cytokine concentration in broiler
chickens. Research in Veterinary Science, 2016, 112: 59-65, (35 pkt MNiSW,
IF 1.298)

5.5.26. Jarosz £, Marek A, Gradzki , Kwiecien M, Zylinska B, Kaczmarek B. "Effect of
feed supplementation with zinc glycine chelate and zinc sulfate on cytokine and

immunoglobulin gene expression profiles in chicken intestinal tissue" Poultry
Science, 2017, 96: 4224-4235, (35 pkt MNiSW, IF 1.908)

5.5.27. Jarosz L., Marek A, Gradzki Z, Kwiecien M, Kaczmarek B. The effect of feed
supplementation with a copper glycine chelate and copper sulphate on selected

humoral and cell-mediated immune parameters, plasma superoxide dismutase
activity, ceruloplasmin and cytokine concentration in broiler chickens. Journal
of Animal Physiology and Animal Nutrition, 2018, 102: e326-e336, (30 pkt
MNISW, IF 1.244)

5.5.28. Jarosz 1., Marek A, Gradzki Z, Laskowska E, Kwiecien M. Effect of zinc

sulfate and zinc glycine chelate on concentrations of acute phase proteins in
chicken serum and liver tissue. Biological Trace Element Research, 2018, DOI
: 10.1007/s12011-018-1346-6 (15 pkt MNiSW, IF 2.399)

5.6. Udzial w konferencjach naukowych

Efektem czynnego udziatu w konferencjach naukowych z zakresu chorob ptakow, jest

wspotautorstwo w15 doniesieniach naukowych na krajowe i1 migdzynarodowe

konferencje naukowe:

5.6.1.Rzedzicki J., Kolasa' A.: Chemioterapia, chemioprofilaktyka, zagrozenia i
postgpowanie alternatywne”- referat. Konferencja naukowa ,,Aktualne problemy
w patologii ptakow” Polanica Zdrdj 15-16. 09.2006.
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5.6.2.Kolasa’ A, Rzedzicki J, Skowron M. Ocena wybranych metod diagnostycznych

stosowanych do wykrywania zakazen paleczkami Salmonella u kurczat po
antybiotykoterapii. Konferencja naukowa ,Aktualne problemy w patologii

drobiu” Wroctaw, 2006. Materiaty konferencyjne, s. 46-48.

5.6.3.Kolasa® A, Rzedzicki J, Skowron M. Wplyw terapii kur niosek wybranymi
antybiotykami na przekazywanie pateczek Salmonella do tresci jaj. Konferencja
naukowa ,,Aktualne problemy w patologii drobiu” Wroctaw, 2006. Materiaty
konferencyjne, s. 40-45.

5.6.4.Kolasa® A, Rzedziecki J, Skowron M. Antybiotykooporno$é¢ pateczek Salmonella.

Konferencja naukowa ,,Monitoring zagrozen w produkcji drobiarskiej - aspekty
bezpieczenstwa zywnosci” Wroctaw 2007. Materiaty konferencyjne s. 61-72.
5.6.5.Rzedzicki J, Stepien-Pysniak D, Kolasa'® A. Ptaki powaznym ogniwem w

transmisji choréb odzwierzgcych. XIII Kongres Polskiego Towarzystwa Nauk
Weterynaryjnych, Olsztyn, 2008. Materiaty konferencyjne, s. 39-40.
5.6.6.Stepien-Pysniak D, Kolasa® A, Rzedzicki J. Wystapowanie bakterii rodzaju

Staphylococcus w  zoéttkach jaj konsumpcyjnych. XIII Kongres Polskiego
Towarzystwa Nauk Weterynaryjnych. Olsztyn 2008. Materialy konferencyjne, s.
50-51.

5.6.7.Marek A, Dudzic A, Stepien-Pysniak D, Pyzik E. Mikroflora bakteryjna

izolowana z zaptodnionych jaj kurzych, zamartych zarodkéw 1 od nowo
wyklutych pisklat oraz jej znaczenie w patologii drobiu. Konferencja naukowa
SAktualne problemy w  patologii drobiu ze szczegolnym uwzglednieniem
embriopatologii i okresu okoto legowego” Wroclaw 2010. Materiaty
konferencyjne, s. 119-130.

5.6.8.Pyzik E, Marek A, Stepien-Pysniak D, Dudzic A. Parazytozy ptakow ze

szczegolnym uwzglednieniem schorzen przebiegajacych z objawami ze strony
uktadu  oddechowego.  Konferencja  Polskiego = Towarzystwa  Nauk
weterynaryjnych Sekcja Patologii Drobiu ,,Aktualne problemy w patologii drobiu
ze szczegdlnym uwzglednieniem parazytoz”. Wroctaw 2011. Materialy

konferencyjne, s. 16-29.
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5.6.9.Dudzic A., Marek A., Pyzik E. Ektopasozyty jako wektor chorob Zakaznych
ptakow. Konferencja Polskiego Towarzystwa Nauk weterynaryjnych Sekcja
Patologii Drobiu ,,Aktualne problemy w patologii drobiu ze szczegdlnym
uwzglednieniem parazytoz”. Wroctaw 2011. Materiaty konferencyjne, s. 30-41.

5.6.10.Pyzik E, Marek A. Charakterystyka fenotypowa szczepow gronkowcow
koagulazo-ujemnych izolowanych z jaj kurzych. XIV Kongres Polskiego
Towarzystwa Nauk Weterynaryjnych. Wroctaw 2012. Materiaty konferencyjne. s.
429.

5.6.11.Stepien-Pysniak D., Marek A., Pyzik E. Mechanizmy opornosci bakterii.

Przyktady wrodzonej i nabytej antybiotykooporno$ci u enterokokow. Konferencja
naukowa “Aktualne problem w patologii drobiu ze szczegdlnym uwzglednieniem
lekoopornosci drobnoustrojow” Wroctaw 2013. Materiaty konferencyjne, s. 61-
72.

5.6.12.Marek A, Pyzik E, Stepien-Pysniak D. Przeglad aktualnego stanu wiedzy na

temat patogenezy oraz kontroli zakazen Clostridium perfringens u drobiu.
Konferencja naukowa ,Enteropatie u drobiu” Pulawy 2013. Materiaty
konferencyjne, s. 72-86.

5.6.13.Stepien-Pysniak  D.,Marek ~A., Nowaczek A., Dec M. Profile

antybiotykowrazliwosci bakterii izolowanych z materiatu klinicznego badanego w
Zaktadzie Prewencji Weterynaryjnej i Chorob Ptakéw UP w Lublinie. Teoria i
praktyka koncepcji "Jedno zdrowie" w zrownowazonej produkcji drobiarskiej. |1
Miedzynarodowa Konferencja Techniczna PROHEALTH, Jachranka 2016 r.
Materiaty konferencyjne, s. 179-192.

5.6.14. Marek A, Pyzik E, Urban-Chmiel R, Stepien-Pysniak D. Izolacja i
charakterystyka bakteriofagow swoistych dla patogennych
szczepow Staphylococcus aureus izolowanych od brojlerow kurzych i indyczych
w Polsce. XV Kongres Polskiego Towarzystwa Nauk Weterynaryjnych, Lublin
2016. Materiaty kongresowe, s. 503.

5.6.15.Pyzik E, Marek A, Stepien-Pysniak D, Nowaczek A. Wystepowanie i

Charakterystyka szczepow z rodzaju Staphylococcus izolowanych od drobiu. ,,
Aktualne problemy w patologii drobiu - stare i nowe wyzwania istotne w

produkcji drobiarskiej” Wroctaw 2017. Materiaty konferencyjne, s. 90-96.
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5.7. Dzialalno$¢ popularno-naukowa

W tym okresie uczestniczylam tez w opracowaniu szeregu publikacji przegladowych o

tematyce zwigzanej z patologig drobiu. L.agczna liczba artykutow przegladowych wynosi

6:

5.7.1.Kolasa® A. Wspotczesne metody diagnostyki zakazen paleczkami Salmonella u
drobiu. Magazyn weterynaryjny 2007 Suplement- Choroby ptakow, s. 10-12

5.7.2.Kolasa® A. Antybiotykooporno$¢ pateczek Salmonella. Weterynaria w terenie
2008, 2: 16-20

5.7.3.Kolasa® A. Kolonizacja narzadow ukfadu rozrodczego oraz zakazenia jaj kurzych
pateczkami z rodzaju Salmonella. Magazyn Weterynaryjny 2008 Suplement
Choroby Ptakoéw - Monografia, s. 383-387

5.7.4.Marek A. Choroby zakazne ptakow potencjalnym zagrozeniem zdrowia
czlowieka. Magazyn Weterynaryjny 2009, Suplement Choroby Ptakéw -
Monografia, s. 424-427

5.7.5.Marek A. Zakazenia wirusem ospy u drobiu i ptakéw ozdobnych. Magazyn
Weterynaryjny 2011, Suplement Choroby Ptakow - Monografia, s. 406-410

5.7.6.Marek A, Pyzik E, Stepien-Pysniak D, Nowaczek A. Bakteriofagi specyficzne dla

gatunku Staphylococcus aureus- zagrozenia i korzysci zwigzane z ich

wystepowaniem. Polskie Drobiarstwo-Suplement Zdrowie, 2017, s. 75-78

6. Dzialalno$¢ dydaktyczna

e W roku 2001 ukonczytam kurs w Studium Doskonalenia Dydaktyczno-
Pedagogicznego Nauczycieli Akademickich, uprawniajagcy do prowadzenia zajgé
dydaktycznych na wyzszej uczelni.

e W ramach studiow doktoranckich od 2001 roku prowadzitam zaje¢cia dydaktyczne w
formie ¢wiczen z przedmiotu ,,Choroby ptakow”, dla studentéw V roku Wydziatu
Medycyny Weterynaryjnej.

e W ramach dziatalnosci dydaktycznej prowadz¢ wyklady oraz ¢wiczenia z
przedmiotu ,,Choroby ptakow” oraz ,,Choroby ptakow- staz”. Od roku 2011 jestem

osobg odpowiedzialng za przedmiot ,,Choroby ptakow” oraz ,,Choroby ptakdéw-staz”.
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7.

Ponadto uczestniczg rowniez w prowadzeniu przedmiotow fakultatywnych ,,Choroby

ptakéw ozdobnych” oraz ,,Chéw i choroby ptakdéw bezgrzebieniowych”

Dzialalnos$¢ organizacyjna i popularyzujaca nauke

Od roku 2004 do 2014 bylam czltonkiem Polskiego Towarzystwa Nauk
Weterynaryjnych.

Od roku 2008 jestem cztonkiem miedzynarodowej organizacji World Veterinary
Poultry Association.

W roku 2016 w ramach XV Kongresu Polskiego Towarzystwa Nauk
Weterynaryjnych  bylam cztonkiem komitetu naukowego kongresu oraz
przewodniczylam sekcji chordb ptakow.

Wielokrotnie przewodniczylam sesjom w krajowych konferencjach drobiarskich:
Konferencja naukowa pt: Aktualne problemy w patologii drobiu ze szczegdlnym
uwzglednieniem embriopatologii 1 okresu okolo lggowego, Wroctaw, Katedra
Epizootiologii z Klinika Ptakow i1 Zwierzat Egzotycznych Wydzialu Medycyny
Weterynaryjnej Uniwersytetu Przyrodniczego, 2010; Konferencja Polskiego
Towarzystwa Nauk weterynaryjnych Sekcja Patologii Drobiu pt.” Aktualne
problemy w patologii drobiu ze szczegdlnym uwzglednieniem parazytoz”. Wroctaw
2011; Konferencja naukowa ,,Enteropatie u drobiu” Putawy, 2013;

Bytam rowniez recenzentem publikacji zamieszczanych do czasopism z listy JCR:
Journal of Veterinary Research; Journal of Basic and Clinical Physiology and
Pharmacology; Scientific Reports.

W latach 2017-2018 trzykrotnie ztozytam projekty do NCN Nr 374532, Nr 381345,
Nr 407347, w ramach konkursow MINIATURA 1 oraz MINIATURA 2 pt.:
,Charakterystyka bakteriofagow swoistych dla Staphylococcus aureus oraz ocena
mozliwosci przeniesienia czynnikéw wirulencji Staphylococcus aureus na inne
gatunki Staphylococcus za posrednictwem lizogenizacji bakteriofagowej” oraz
»lzolacja 1 charakterystyka bakteriofagéw swoistych dla szczepow S. aureus oraz
oznaczanie mozliwosci przeniesienia czynnikow wirulencji S. aureus na inne gatunki

Staphylococcus za posrednictwem lizogenizacji bakteriofagowej”
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8. Staze naukowe krajowe i zagraniczne oraz szkolenia

e W latach 2010-2014 wspolpracowalam z zespotem Katedry Epizootiologii z Klinika
Ptakéw Egzotyeznyeh  Wydzialu  Medycyny  Weterynaryjne] Uniwersytetu
Przyrodniczego we Wroclawiu oraz odbylam 3 krotkoterminowe staze naukowe, w
trakeie ktoryeh bralam czynny udzial w realizacji badan naukowych w zakresie
izolacji oraz charakterystyki drobnoustrojow izolowanych od drobiu hodowlanego.
ptakéw ozdobnych oraz wolno zyjaeych.

e W pazdzierniku 2017r odbylam miesi¢czny staz naukowy w Clinic of Birds, Exotic
and Wild Animals. University of Veterinary Medicine and Pharmacy in Kosice,
Slovakia.

e Ukonczylam réowniez szkolenie ..dla osob wykonujacych czynnoscl zwiazane z
wykorzystaniem zwierzat do celow naukowych lub edukacyjnych™ uzyskujac
certyfikat z dnia 22.12.2015 o numerze 166/2015, o ukonczeniu szkolenia dla osob
wykonujacych czynnosei zwigzane z wykorzystaniem zwierzat do celow naukowych

lub edukacyjnych.

9. Wyroznienia i nagrody

e Nagroda indywidualna III stopnia Rektora Akademii Rolniczej w Lublinie z dnia
01.10.2007 za wyrdzniajaca si¢ rozprawe doktorska pt.: ..Wplyw antybiotykoterapii
niosek na wykrywalnos¢ pateczek Salmonella w jajach oraz poziom swoistych
przeciwcial zoltkowych”

e Dyplom Uznania Rektora Uniwersytetu Przyrodniczego w Lublinie z dnia
01.10.2010 za osiagnigeia naukowe w 2009 roku.

e Zespolowa Nagroda Ministra Nauki i Szkolnictwa Wyzszego z dnia 02.10.2006 za

wspolautorstwo podrecznika pt.: ,,Choroby drobiu™

Pelny wykaz opublikowanych przeze mnie prac naukowych znajduje si¢ w zalaczniku
nr 3 do wniosku o wszczecie postepowania habilitacyjnego. Szczegolowe informacje o
dorobku  dydaktycznym i popularyzatorskim  oraz  wspdlpracy naukowe)
miedzynarodowej i krajowej jak rowniez innej dzialalnosei (wg DzU. Nr 190, poz

1165) zebralam i przedstawitam w zalgezniku nr 4 do wniosku o wszezgete
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postgpowania habilitacyjnego.
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