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1. Dane osobowe

Imie¢ i nazwisko: Dagmara Anna Stepien-Pys$niak

Obecnie zajmowane stanowisko: adiunkt Uniwersytetu Przyrodniczego w Lublinie
Miejsce pracy: Zaklad Prewencji Weterynaryjnej i Chorob Ptakow, Instytut
Biologicznych Podstaw Chorob Zwierzat, Wydzial Medycyny Weterynaryjnej,

Uniwersytet Przyrodniczy w Lublinie

2. Posiadane dyplomy, stopnie naukowe/artystyczne z podaniem nazwy, miejsca i

roku ich uzyskania oraz tytulu rozprawy doktorskiej

2003r. - tytul zawodowy - lekarz weterynarii; Wydzial Medycyny Weterynaryjnej
Akademii Rolniczej w Lublinie

2008r. — stopien doktora nauk weterynaryjnych nadany 15 maja 2008 roku uchwata
Rady Wydziatu Medycyny Weterynaryjnej Uniwersytetu Przyrodniczego w Lublinie na
podstawie rozprawy doktorskiej pt. ,Ilosciowa 1 jakosciowa analiza mikroflory
bakteryjnej jaj 1 jej aspekty epidemiologiczne”, Promotor: Prof. dr hab. Jerzy Rzedzicki

2013r. - specjalista krajowy w dziedzinie Choroby drobiu oraz ptakéw ozdobnych,
dyplom nr 5/362/2013 z dnia 07.12.2013r. na podstawie uchwaty Komisji do Spraw
Specjalizacji  Lekarzy =~ Weterynarii, = Weterynaryjne  Centrum  Ksztalcenia

Podyplomowego w Putawach

3. Informacja 0 dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach

naukowych/artystycznych

2010 r. - do dnia dzisiejszego: adiunkt; Zaktad Prewencji Weterynaryjnej i Chordb
Ptakow, Instytut Biologicznych Podstaw Choréb Zwierzat, Wydzial Medycyny
Weterynaryjnej, Uniwersytet Przyrodniczy w Lublinie.

2008 — 2010 r.: asystent; Zaktad Chorob Ptakow, Instytut Biologicznych Podstaw
Chorob Zwierzat, Wydziat Medycyny Weterynaryjnej, Uniwersytet Przyrodniczy w
Lublinie.

2003 -2007 r.: doktorant; Zaktad Chorob Ptakow, Katedra Profilaktyki Ogolnej i
Choréb Ptakow, Instytut Chordéb Zakaznych i Inwazyjnych, Wydzial Medycyny

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

a) Tytul osiagniecia artystycznego/naukowego

Osiagnigciem naukowym jest tematyczny cykl publikacji objety tytutem:

,, Zastosowanie fenotypowych i molekularnych metod w identyfikacji i charakterystyce

wybranych patogenow oportunistycznych izolowanych od ptakow”

b) Publikacje stanowiace osiagni¢cie naukowe:

1. 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 (2), 148-
163, DOI110.1556/004.2016.016.

Punktacja MNiSW2o16 = 20, 1F2016 = 0,814

Moj wkitad w autorstwo polegal na opracowaniu koncepcji badan, okresleniu celu
badan, planowaniu zakresu badan oraz udziale w ich realizacji, wspotudziale w
zbieraniu materiatu, analizie i interpretacji otrzymanych wynikow, przedstawieniu
danych w formie graficznej i tabelarycznej, napisaniu i redagowaniu manuskryptu,
korespondencji z wydawnictwem, korekcie koncowej wersji manuskryptu zgodnie z
uwagami recenzentow i edytora. Moj wkiad w autorstwo szacuje na 80%.

2. Stepien-Pysniak D., Hauschild T., Rézanski 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(6), 1128-1137, DOI 10.4014/jmb.1612.12036.

Punktacja MNiSW2016 = 20, 1F2017 = 1,65

Moj wktad w autorstwo polegal na opracowaniu koncepcji badan, okresleniu celu
badan, planowaniu zakresu badan, wspotudziale w opracowaniu metodyki badan,
udziale w realizacji badan, wspétudziale w zbieraniu materialu, interpretacji
wynikow badan, przedstawieniu danych w formie tabelarycznej, napisaniu i
redagowaniu manuskryptu, korespondencji z wydawnictwem, korekcie koncowej
wersji manuskryptu zgodnie z uwagami recenzentow i edytora. Moj wkiad w

autorstwo szacuje na 85%.
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3. Stepien-Pys$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(2), 219-228, DOI
10.7589/2017-05-118.

Punktacja MNiSW2o16 = 30, 1F2017 = 1,247

Moj wktad w autorstwo polegatl na opracowaniu koncepcji badan, okresleniu celu
badan, planowaniu zakresu badan, wspotudziale w opracowaniu metodyki badan,
udziale w realizacji badarn, interpretacji wynikow badan, napisaniu i redagowaniu
manuskryptu, korespondencji z ~wydawnictwem, korekcie koncowej wersji
manuskryptu zgodnie z uwagami recenzentow i edytora. Mdj wkiad w autorstwo
szacuje na 80%.

4. Stepien-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(4), 1141-1147, DOI
10.3382/ps/pex420.

Punktacja MNiSW2o015 = 40, IF2017 = 2,216

Moj wkiad w autorstwo polegat na opracowaniu koncepcji badan, okresleniu celu
badan, wspotudziale w opracowaniu metodyki badan, udziale w realizacji badan,
wspotudziale w zbieraniu materiatu, interpretacji wynikow badan, przedstawieniu
danych w formie graficznej i tabelarycznej, napisaniu i redagowaniu manuskryptu,
korespondencji z wydawnictwem, korekcie koncowej wersji manuskryptu zgodnie z
uwagami recenzentow i edytora. Moj wktad w autorstwo szacuje na 80%.

5. Stepien-Py$niak 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, DOI 10.1080/03079457.2016.1203392.
Punktacja MNiSW2o014 = 40, 1F2017 =2,054
Moj wktad w autorstwo polegal na opracowaniu koncepcji badan, okresleniu celu
badan, wspotudziale w opracowaniu metodyki badan, udziale w realizacji badan,
wspotudziale w pobieraniu materiatu do badan, interpretacji wynikow badan,
napisaniu i redagowaniu manuskryptu, korespondencji z wydawnictwem, korekcie
konicowej wersji manuskryptu zgodnie z uwagami recenzentow i edytora. Mo;j wkitad

w autorstwo szacuje na 80%.
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Laczna punktacja 5 prac wchodzacych w sklad jednotematycznego cyklu publikacji
WYNosi:

» 150 pkt. wedtug punktacji MNiSW
» sumaryczny Impact Factor (IF) wedlug bazy Journal Citation Reports (JCR) zgodnie
z rokiem opublikowania — 7,981

Dla publikacji, ktore ukazaty si¢ w latach 2017 1 2018 przyjeto najwyzsza liczbe punktow okreslong przez
MNiSW w wykazie czasopism naukowych zawierajacy histori¢ czasopisma z publikowanych wykazow
za lata 2013-2016 (zgodnie z komunikatem wydanym przez MNiSW). Dla publikacji z roku 2016,

punktacja jest zgodna z rokiem opublikowania.

Publikacje oraz o$wiadczenia wspotautorow, okreslajace indywidualny wktad

kazdego z nich w powstanie pracy zostaly zamieszczone w zataczniku nr 6.

c) Omoéwienie celu naukowego prac przedstawionych do postepowania
habilitacyjnego i osiggnietych wynikow wraz z oméwieniem ich ewentualnego

wykorzystania

I. Wprowadzenie

Drobnoustroje oportunistyczne sg zaliczane do grupy mikroorganizméw,
mogacych powodowaé zakazenia endogenne oraz zréznicowane schorzenia,
niejednokrotnie przewlekte o ciezkim przebiegu, u osobnikéw np. z zaktdcona
réwnowaga immunologiczna, przewlekle chorych lub po antybiotykoterapii. Bakterie
oportunistyczne zwykle kolonizujg organizm zwierzat (element mikrobioty) lub
wystepuja w otaczajagcym Srodowisku. Wsrdd najczesciej opisywanych zakazen u
ptakow wywotywanych przez drobnoustroje oportunistyczne znajduja si¢ zakazenia
powodowane przez enterokoki, gronkowce koagulazo-ujemne, a takze bakterie nalezace
do rodziny Pasteurellaceae, w tym Gallibacterium anatis.

Mikroorganizmy oportunistyczne czg¢sto sg pomijane w czasie diagnostyki
zarbwno u ludzi, jak 1 u zwierzat. Wynika to z przekonania, Zze w materiatach
diagnostycznych stanowia one kontaminacj¢ i1 jako takie, nie wymagaja izolacji ani
identyfikacji. Rzadko sa one traktowane jako czynniki etiologiczne zakazen czy choréb
infekcyjnych w organizmach eukariotycznych. Z tego wzgledu diagnostyka bakterii
oportunistycznych jest trudna 1 niejednokrotnie dyskusyjna, poniewaz wickszos$¢

znanych technik identyfikacji mikroorganizmow, zwlaszcza nowszej generacji,
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koncentruje si¢ na patogenach ludzkich o znacznym potencjale chorobotwdrczym,
rzadko poruszajac lub nawet pomijajac problem udziatu patogendéw oportunistycznych
w patomechanizmie zakazen, zwlaszcza u ptakow.

Gronkowce koagulazo-ujemne (CoNS) stanowig wazng cz¢$¢ mikrobioty
saprofitycznej skory, drog oddechowych, przewodu pokarmowego i uktadu moczowo-
plciowego zwierzat. W sprzyjajacych warunkach, np. w efekcie oddzialywania
czynnikOw stresowych lub koinfekcji, bakterie te mogg sta¢ si¢ oportunistycznymi
patogenami (Devriese 1990, Tate i wsp. 1993, McNamee i wsp. 1998, McNamee i
Smyth 2000, Devriese i wsp. 1992, Corrand i wsp. 2012). Najczesciej izolowanymi od
drobiu gronkowcami CoNS byly Staphylococcus xylosus, Staphylococcus lentus,
Staphylococcus cohnii i Staphylococcus hyicus. Prace, ktore pojawity si¢ w kolejnych
latach, przedstawialy informacje na temat izolowania od drobiu z réznymi objawami
klinicznymi réowniez gatunku Staphylococcus simulans (Tirkyilmaz i Kaya 2006,
Marek i wsp. 2016), jednak bez wskazan na konkretne schorzenie. Ponadto S. simulans
byt czesto identyfikowany wsrod bakterii CoNS izolowanych z subklinicznych
przypadkow mastitis u krow (Supreé i wsp. 2011). Natomiast w innych badaniach (Penna
i wsp. 2010) odnotowano, ze gronkowiec ten wywotywatl zapalenie ucha zewnetrznego
u 11% badanych psoéw. Udziat S. simulans zostat rowniez potwierdzony w przebiegu
zapalenia skory u jeza pigmejskiego (Erinaceous albiventris) (Han i wsp. 2011).
Gatunek ten zidentyfikowano takze w $linie 5,8% klinicznie zdrowych kotow
(Lilenbaum i wsp. 1999).

Gram-dodatnie bakterie z rodzaju Enterococcus wchodzag w sktad mikrobioty
przewodu pokarmowego u zwierzat. W ostatnich latach wcigz obserwowany jest wzrost
znaczenia klinicznego tych oportunistycznych patogenéw zaréwno u ludzi, jak i u
zwierzat, w tym takze u ptakow. Doniesienia na temat udziatu bakterii z rodzaju
Enterococcus w patologii chorob ptakow zaczely pojawiaé si¢ od schytku XX w.
Obecnie coraz czgéciej moéwi sie na temat tych drobnoustrojow i ich roli w
patomechanizmie chordb oportunistycznych. Enterococcus faecalis jest przyczyna
endocarditis u kurczat, zmian wytworczych w watrobie (hepatic granuloma) u indykow,
wodobrzusza u kur, nadci$nienia plucnego u brojleréw (Tankson i wsp. 2001), zespotu
smiertelnosci niosek w pierwszym tygodniu zycia (Olsen i wsp. 2012a), artropatii
amyloidowej ze wspotistniejacg amyloidoza uktadowa u kur i broilerow (Steentjes i
wsp. 2002), a takze arthritis u kaczek oraz septicaemii u kaczat (Sandhu 1988, Bisgaard

1981). Potwierdzono réwniez przypadki wystepowania Enterococcus cecorum w
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przebiegu arthritis, spondylitis, osteomyelitis oraz martwicy glowki kosci udowej u
brojleréw i w stadach rodzicielskich brojleréw (De Herdt i wsp. 2009, Devriese i wsp.
2002, Stalker i wsp. 2010, Szeleszczuk i wsp. 2013). Z kolei Enterococcus durans
izolowano od kurczat z bakteriemia, a takze z encephalomalacjg (Abe i wsp. 2006),
natomiast gatunek Enterococcus hirae zostal wyosobniony z ogniskowej martwicy
modzgu, osteomyelitis oraz endocarditis (Kolbjgrnsen i wsp. 2011, Velkers i wsp. 2011).

Obok wymienionych ziarniakow Gram-dodatnich, przedmiotem badan wtasnych
stala si¢ takze Gram-ujemna pateczka Gallibacterium anatis, nalezagca do grupy
wybrednych 1 charakteryzujacych si¢ szczegdlnymi wymaganiami wzrostowymi
bakterii z rodziny Pasteurellaceae. Obecnos¢ bakterii tego gatunku stwierdza si¢ w
gornych partiach uktadu oddechowego i dolnym odcinku uktadu rozrodczego ptakow
nie wykazujacych objawoéw chorobowych. Poprzednio bakteria ta sklasyfikowana byla
jako Actinobacillus salpingitidis, Pasteurella haemolytica-like, czy Pasteurella anatis.
Obecnie rodzaj Gallibacterium obejmuje siedem gatunkow, z ktorych najczgsciej G.
anatis biovar haemolytica wywotuje u drobiu: zapalenie jajowodu (salpingitis),
zapalenie jajnika (oophoritis), zapalenie otrzewnej (peritonitis), posocznice
(septicemia), zapalenie osierdzia (pericarditis), zapalenie watroby (hepatitis), zapalenie
jelit (enteritis) oraz zmiany w ptucach (Neubauer i wsp. 2009, Paudel i wsp. 2013).
Gatunek ten najczgsciej jest izolowany od kur niosek towarowych oraz kur
rodzicielskich migsnych. Ponadto, obecno$¢ tego drobnoustroju stwierdzano rowniez w
stadach brojleréw kurzych 1 indyczych, a takze pawi (Rzewuska 1 wsp. 2007).

O znaczeniu podjetych badan nad wystepujacymi u ptakow patogenami
oportunistycznymi moze rowniez $wiadczy¢ fakt jednoczesnego wystepownia tych
bakterii u gospodarzy specyficznych (ptaki, inne zwierzeta) oraz ludzi jako gospodarzy
niespecyficznych. W wielu opracowaniach odnotowywano przypadki zakazen
wywotanych przez G. anatis i S. simulans w medycynie ludzkiej (Males i wsp. 1985,
Orret i Shurland 1998, Gautier i wsp. 2005, Vallianou i wsp. 2008, Mallet i wsp. 2011,
Aubin i wsp. 2013). Ponadto, wykazano obecnos$¢ tych samych klonéw E. faecalis u
drobiu 1 ludzi (Olsen i wsp. 2012b, Poulsen i wsp. 2012). Moze to sugerowaé
mozliwo$ci transmisji  tych mikroorganizméw pomiedzy osobnikami réznych
gatunkow, w tym pomiedzy ptakami i ludZzmi.

Pomimo stosowania zasad bioasekuracji i stopniowego wdrazania alternatywnych
metod kontrolowania zakazen w stadach ptakéw hodowlanych, nadal powszechna

strategia utrzymywania zdrowotnos$ci zwierzat, w tym drobiu, jest antybiotykoterapia.
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Sposrod wszystkich negatywnych skutkow wywotanych wptywem antybiotykow
najbardziej niepokojaca i jednoczesnie najintensywniej badana jest rosngca oporno$¢ na
leki wséréd mikroorganizméw. Pod wplywem antybiotykow w komorkach bakterii
powstaje szereg zmian, w tym wzrasta cz¢sto$¢ mutacji, co przyczynia si¢ do narastania
lekoopornosci tych mikroorganizmow. Zwigksza si¢ takze ryzyko przenoszenia genow
opornosci miedzy drobnoustrojami w wyniku poziomego transferu genow za
posrednictwem mobilnych elementow genetycznych, a tym samym rozprzestrzeniania
si¢ opornosci zarowno na poziomie molekularnym, jak i fenotypowym. Uwaza si¢
(Gilmore i wsp. 2013), ze enterokoki s3a kluczowym czynnikiem nabywania i
rozpowszechniania opornosci na antybiotyki, co zapewnia selektywne korzysci dla ich
przezywania i rozprzestrzeniania si¢ w $rodowisku. Znajduje to roéwniez
odzwierciedlenie w bezpieczenstwie produkcji zywno$ci, poniewaz waznym
czynnikiem w szerzeniu si¢ bakterii wieloopornych pochodzenia kalowego jest
zanieczyszczenie $rodowiska przez obornik i1 gnojowice z intensywnej produkcji
zwierzece] (Radhouani 1 wsp. 2014).

Problem ten potg¢guje fakt, ze dzikie ptaki zamieszkujace rozne nisze ekologiczne
sg narazone na kontakt z tymi mikroorganizmami, jak rowniez pozostatosciami réznych
srodkow przeciwdrobnoustrojowych i lekdéw, i moga sta¢ si¢ zroédtem lub wektorem
bakterii opornych pochodzenia katlowego oraz uczestniczy¢ w ich rozprzestrzenianiu na
duze odlegtosci (Radimersky i wsp. 2010, Oravcova i wsp. 2013, Santos i wsp. 2013).

Wspotczesna diagnostyka mikrobiologiczna, rozumiana jako zesp6t badan
majacych na celu identyfikacje 1 o0znaczenie lekowrazliwosci patogenow i/lub
drobnoustrojéw oportunistycznych majacych znaczenie jako potencjalnych czynnikdw
etiologicznych réznych chorob oraz dla szerzenia si¢ zakazeh i rozprzestrzeniania
gendw lekooporno$ci, musi sobie radzi¢ z wieloma problemami. Wynikaja one m.in. z
narastajacej liczby potwierdzonych zakazen wywolywanych przez bakterie
oportunistyczne 1 $rodowiskowe, nawet o matym potencjale inwazyjnym 1 niskiej
wirulencji (Wang 2009, Berg i wsp. 2014).

Powszechnie wykorzystywane w identyfikacji drobnoustrojow  metody
diagnostyczne oparte na analizie fenotypowej drobnoustrojow m.in. hodowli czy
okreslaniu profilu biochemicznego sg nieocenione i umozliwiajg diagnostyke duzej
grupy najczesciej izolowanych patogenow, jednak w wielu przypadkach ich
efektywno$¢ jest niewystarczajaca, co dotyczy szczegdlnie identyfikacji patogenow

rzadkich lub o nietypowych wiasciwosciach. To z kolei prowadzi do problemow w
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interpretacji uzyskanych wynikow majacych na celu okreslenie rodzaju i gatunku
bakterii oraz okreslenie ich lekowrazliwosci, a w konsekwencji utrudnia wiasciwe
postepowanie terapeutyczne w przypadku ptakow chorych oraz ogranicza mozliwosci
zabezpieczania ptakéw hodowlanych przed niekorzystnymi zjawiskami wynikajacymi z
wielkos$ci stad hodowlanych i1 bardzo duzej tatwosci przekazywania mikroorganizmow
opornych na czynniki przeciwdrobnoustrojowe, majacych zdolno$¢ wywolywania
oportunistycznych zakazen. Stad tez poszukiwanie nowoczesnych rozwigzah oraz
prowadzenie dzialan w zakresie doskonalenia i zastosowania bardziej precyzyjnych
oraz niezawodnych metod diagnostycznych, przydatnych m.in. w weterynarii, jest
uzasadnione.

Podjete przeze mnie dziatania badawcze wpisujg si¢ w aktualne trendy zwigzane z
okresleniem znaczenia mikroorganizmow oportunistycznych, zwtaszcza lekoopornych,
w powstawaniu infekcji o trudnej do sprecyzowania etiologii i sprawiajacych problemy
terapeutyczne. Podstawa dziatlan zapobiegawczych i profilaktycznych w odniesieniu do
ptakow i innych zwierzat, ale takze ze wzgledu na bezpieczenstwo ludzi, jest
prawidtowa izolacja i rozpoznanie czynnika etiologicznego i okreslenie potencjalnych
zagrozen zwigzanych z hodowla zwierzat. Do tego niezbedne sa wiarygodne metody
diagnostyczne, w tym umozliwiajgce identyfikacje mikroorganizmdw i oceng ich cech,
takich jak np. lekoopornos¢ czy wirulencja, oraz ich znaczenia w patomechanizmie
zakazen. Do momentu podj¢cia przeze mnie badan, publikacje dotyczace wystepowania
1 charakterystyki enterokokow wyizolowanych z narzadow wewngtrznych (poza
przewodem pokarmowym) drobiu wykazujacego przyzyciowo 1 posmiertnie
zréznicowane objawy, stanowity bardzo nieznaczng cze$¢ swiatowego pismiennictwa,
natomiast w literaturze krajowej brak bylo opracowan 0 podobnej tematyce. Ponadto,
nie znalaztam informacji na temat lekoopornych, ale wankomycyno-wrazliwych
szczepOw E. faecalis pochodzacych od ptakow dzikich. Nowatorskim osiggnieciem
prezentowanym w cyklu publikacji przedstawionych do postepowania habilitacyjnego
jest rowniez opisany po raz pierwszy na $wiecie przypadek zapalenia wsierdzia w
stadzie kurczat brojleréw z udziatem S. simulans, a takze opracowany i zastosowany
test do identyfikacji drobnoustrojow G. anatis izolowanych od kur i indykow oparty na
technice LAMP (ang. Loop-mediated isothermal AMPlification).

Wobec fragmentarycznej wiedzy dotyczacej mikrobioty bytujacej w réznych
czgsciach  organizmu  ptakow, wzrastajacej liczby  przypadkow  zakazen

oportunistycznych u drobiu oraz znanych z praktyki istotnych trudnosci w precyzyjnej
Strona | 9



Zatqcznik nr 2a do wniosku o przeprowadzenie postgpowania habilitacyjnego
D. Stegpien-Pysniak - Autoreferat

identyfikacji drobnoustrojow wywotujacych te zakazenia, a takze w S$wietle
pojawiajacych si¢ doniesien na temat kolejnych przypadkoéw infekcji wywotywanych u
ludzi przez takie same gatunki bakterii, w tym szczepy lekooporne i wielolekooporne,
waznym zagadnieniem z punktu widzenia lekarza weterynarii wydawato si¢ poszerzenie
1 uzupetnienie oraz usystematyzowanie wiedzy na temat przydatnosci réznych metod
diagnostycznych, w tym mozliwych do zastosowania w rutynowej diagnostyce, w celu
prawidlowego okres§lenia czynnika etiologicznego zakazen u ptakéw hodowlanych 1
dzikich. Dlatego podjecie przedstawionej w publikacjach problematyki badawczej
skoncentrowanej na diagnostyce wybranych bakterii oportunistycznych z rodzaju
Enterococcus (np. E. faecalis), Staphylococcus (np. S. simulans) i Gallibacterium (np.
G. anatis) izolowanych z materiatow pobranych od roéznych ptakow, w zakresie
fenotypowej oraz genotypowej identyfikacji i oznaczeniu opornosci na antybiotyki na
poziomie petnej komorki i gendw, jest jak najbardziej zasadne i celowe.
I1. Cel badan

Badania przedstawione w cyklu publikacji stanowigcych osiggni¢cie naukowe
przedstawione do postgpowania habilitacyjnego zostalty wykonane na izolatach
Enterococcus spp., S. simulans oraz G. anatis pozyskanych z narzadéw wewngtrznych
od drobiu hodowlanego, u ktoérych przyzyciowo obserwowano rézne objawy kliniczne,
badzZ tez, w przypadku dostarczania do badafh ptakéw martwych, wystgpowaty rozne
zmiany sekcyjne. Ponadto, badania byly prowadzone réwniez  na izolatach
Enterococcus spp. wyosobnionych z wymazow pobranych z kloaki zywych ptakow
dzikich nie wykazujgcych objawdéw choroby infekcyjnej, pochodzacych z terendw
Polski.

Celem prowadzonych w ramach osiggniecia naukowego badan byto:

1. Okreslenie mozliwosci zastosowania i przydatnosci metod fenotypowych do
identyfikacji i charakterystyki bakterii oportunistycznych izolowanych od ptakow z
wykorzystaniem techniki opartej na okresleniu swoistego dla mikroorganizmu profilu
biatkowego z uzyciem spektrometrii mas (ang. Mass Spectrometry) typu MALDI-TOF
(ang. Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization Time of Flight) oraz metod
biochemicznych do:
a/ identyfikacji odzwierzecych drobnoustrojow oportunistycznych
b/ oceny czgstosci wystepowania poszczegdlnych gatunkéw enterokokéw u drobiu i
ptakow dzikich w Polsce

¢/ roznicowania blisko spokrewnionych gatunkow bakterii na przyktadzie enterokokow
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2. Okreslenie mozliwosSci zastosowania i przydatnosci metod typowania molekularnego
—PCR, PFGE oraz MLST do:

a/ identyfikacji i okreslenia pokrewienstwa genetycznego bakterii oportunistycznych
izolowanych od ptakow na przyktadzie Enterococcus spp.

b/ ocena roli ptakoéw dzikich z terendéw Polski jako rezerwuaru i zrodta lekoopornych

klonéw E. faecalis.

3. Ocena z uzyciem metod fenotypowych 1 genotypowych wystepowania lekoopornych
bakterii oportunistycznych Enterococcus spp. wsrod izolatow pochodzacych od drobiu i
ptakow dzikich

4. Zaprojektowanie i walidacja testu opartego na technice LAMP do szybkiej i

wiarygodnej identyfikacji Gallibacterium anatis

5. Charakterystyka fenotypowa Staphylococcus simulans jako istotny element

diagnostyki zapalenia wsierdzia u kurczat brojlerow
I11. Omdwienie wynikow

1. Zastosowanie spektrometrii mas typu MALDI-TOF jako nowoczesnej, szybkiej,
powtarzalnej 1 wiarygodnej metody identyfikacji odzwierzecych drobnoustrojow
oportunistycznych (publikacje 1, 2, 4 5)

Identyfikacja wybrednych lub nietypowych gatunkéw bakterii za pomocg
rutynowych i standardowo stosowanych metod nie zawsze jest wiarygodna, szczegdlnie
w przypadku izolatow weterynaryjnych. Ponadto charakterystyczne dla niektérych
bakterii wymagania odzywcze, ich aktywnos¢ metaboliczna i wystepowanie atypowych
cech fenotypowych u niektérych mikroorganizméw moze rdéwniez prowadzi¢ do

btednej identyfikacji drobnoustrojoéw, co wstepnie przedstawiono w publikacjach:

» Kosikowska U., Stepien-Pysniak D., Pietras-Ozga D., Andrzejczuk S., Juda M., Malm A.Zastosowanie
spektrometrii masowej MALDI-TOF MS w identyfikacji bakterii izolowanych z materiatow

klinicznych od ludzi i zwierzqt. Diagnostyka laboratoryjna, 2015, 51(1), 1-8.
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> Marek A., Pyzik E., Stgpien-PysniakD., Hauschild T., Banach T. ldentification of strains with
phenotypes similar to those of Staphylococcus aureus isolated from table chicken eggs using MALDI-
TOF MS and genotyping methods. Bulletin of the Veterinary Institute in Pulawy, 2015, 59, 235-239.

Prawidlowa identyfikacja bakterii ma kluczowe znaczenie dla celow
epidemiologicznych i terapeutycznych. Ponadto nowoczesna diagnostyka dazy do
stosowania i rozwoju metod, ktore dajg wiarygodne i powtarzalne wyniki w krotkim
czasie jednoczes$nie przy niskich kosztach analiz.

Rutynowa identyfikacja bakterii opiera si¢ na metodach fenotypowych, gléwnie
biochemicznych, i jest najczeSciej potwierdzana technikami molekularnymi, jak PCR
(ang. Polymerase Chain Reaction), przy uzyciu starterow i warunkéw wiasciwych dla
roéznych rodzajow lub gatunkow bakterii. Jednakze zastosowanie specyficznego PCR do
identyfikacji mikroorganizméw, zwlaszcza rzadko izolowanych, jest czasochtonne oraz
wymaga duzej liczby odpowiednich starterow dla poszczegdlnych gatunkéw bakterii.
Zwykle, kiedy identyfikacja fenotypowa i specyficzny dla gatunku PCR sa
niewystarczajace, stosuje si¢ identyfikacje oparta na sekwencji okre§lonego genu.
Oprécz tego, ze technika ta jest pracochlonna i zbyt kosztowna w rutynowej
diagnostyce  mikrobiologicznej, potrzebuje  doboru  odpowiedniego  do
sekwencjonowania genu, co wymaga zarowno adekwatnej wiedzy zwigzanej z analizg
sekwencji, jak i drogiej w utrzymaniu aparatury. Podczas gdy sekwencjonowanie genu
16S rRNA jest powszechnie akceptowane jako narzedzie do identyfikacji izolatow
bakteryjnych (Srinivasan i wsp. 2015), niektore grupy bakterii, w tym enterokoki takie
jak: Enterococcus faecium, Enterococcus hirae, Enterococcus durans, Enterococcus
gallinarum i Enterococcus casseliflavus nie moga by¢ zréznicowane na poziomie
gatunku tg technika (Quintela-Baluja i wsp. 2013, Splichalova i wsp. 2015). Dlatego w
celu potwierdzenia poprawnosci identyfikacji izolowanych od ptakéw bakterii z rodzaju
Enterococcus (publikacja 2), G. anatis (publikacja 4) oraz S. simulans (publikacja 5)
z uzyciem techniki MALDI-TOF zastosowatam sekwencjonowanie z wykorzystaniem
odpowiednich sekwencji genéw rpoA (publikacja 2), rpoB (publikacja 4 i 5) i dnaJ
(publikacja 5).

Technika spektrometrii mas typu MALDI-TOF oparta jest na analizie
unikatowego, niepowtarzalnego dla kazdego gatunku drobnoustroju profilu biatek
komorkowych, okreslanego jako ,,molekularny odcisk palca”. Identyfikacja opiera sig¢

na porownaniu widma masowego badanego izolatu (analiza rozmieszczenia, iloSci i
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intensywnosci pikow) z widmami szczepow referencyjnych zamieszczonych w bazie
danych. Wyniki identyfikacji uzyskiwane za pomocag programu Biotyper 3.0 s3
przedstawiane w postaci 10 najlepszych dopasowan (widma badanego do widm
wzorcowych), z ktorych kazdemu przypisana jest odpowiednia warto$¢ log(score).
Zgodnie z zaleceniami producenta (Bruker) wyniki o warto$ci log(score) 2.300-3000
oznaczaja wysoce prawdopodobng identyfikacje do poziomu gatunku, te z przedziatu
2.000-2.299 — pewna identyfikacj¢ do rodzaju i1 prawdopodobna identyfikacje
gatunkowg, 1.700-1.999 — prawdopodobng identyfikacja do poziomu rodzaju, a wynik o
log(score) 0.000-1.699 oznacza identyfikacje niewiarygodna.

Dane przedstawione w publikacjach 2, 4 i 5 na temat identyfikacji bakterii
izlowanych od ptakow, uzyskane z wykorzystaniem spektrometru mas typu MALDI-
TOF model UltrafleXtreme (Bruker, Niemcy) oraz oprogramowania MALDI Biotyper
3.0 (Bruker, Niemcy), opartej na ekstrakcji bialek z uzyciem etanolu i kwasu
mrowkowego wskazuja jednoznacznie, ze uzycie tej metody zapewnito doskonate
wyniki diagnostyczne z jednoczesnym istotnym skréceniem czasu identyfikacji
badanych drobnoustrojow oportunistycznych, tj. bakterii z rodzaju Enterococcus, oraz
gatunkéw G. anatis i S. simulans wyizolowanych od drobiu i ptakéw dzikich. Ponadto,
w publikacji 2 dowiodtam, Ze izolaty od ptakow dzikich mogty zosta¢ zidentyfikowane
do poziomu gatunku - jako E. faecalis - pomimo iz warto$¢ log(score) wynosita <2.000.
Na podstawie analizy widm spektrometrii mas, sktadajacych si¢ z pikow, ktore
odpowiadajg charakterystycznym dla poszczegdlnych szczepéw E. faecalis jonom
peptydow wystepujacym w zakresie od 2000 do 20 000 Da, stwierdzitam, ze zardwno
potozenie pikow glownych, jak i1 stosunek ich masy do tadunku wykazuja wysoki
stopien podobienstwa miedzy izolatami, co pozwolilo na jednoznaczne ustalenie
gatunku.

Na szczegdlne podkreslenie zastuguje nowatorsko$¢ oraz uniwersalno$c
wykorzystywanych technik diagnostycznych. Tym bardziej, ze w okresie, gdy
podejmowane byty badania, ktorych wyniki zostaty przedstawione w publikacjach
wchodzacych w cykl osiggniecia przedstawionego do postgpowania habilitacyjnego, w
Polsce technika ta nie byla jeszcze wykorzystywana na szeroka skale nawet w
laboratoriach zajmujacych si¢ materiatami diagnostycznymi pobieranymi od ludzi.
Warto zaznaczy¢, ze stanowi ona alternatywe¢ dla bardziej czasochlonnych i
kosztownych metod molekularnych, w tym sekwencjonowania, prezentowanego w

publikacjach 2, 4 i 5, w czasie ktorych wykonywano ekstrakcje DNA, amplifikacje
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genu, oczyszczanie produktu PCR, elektroforez¢ w zelu agarozowym, etapy samego

sekwencjonowania oraz analiz¢ danych.

2. Zastosowanie spektrometrii mas typu MALDI-TOF do rozrdézniania blisko
spokrewnionych gatunkéw enterokokow na podstawie ich profili biatkowych

Spektrometria mas jest uniwersalng technika analityczng znajdujaca zastosowanie
w wielu aspektach i dziedzinach, ktorej podstawg jest pomiar stosunku masy danego
jonu do jego tadunku elektrycznego (m/z). Jak juz wspomniatlam w rozdziale 111.1, do
identyfikacji drobnoustrojow, w tym bakterii, wykorzystuje si¢ spektrometri¢ mas typu
MALDI-TOF polegajaca na laserowej jonizacji badanej proby z uzyciem matrycy
(MALDI - Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization) i analizie czasu przelotu jonow
(TOF - Time-of-Flight). Podstawowa zaleta MALDI-TOF jest to, ze technika ta
umozliwia bezposrednig detekcje sktadu populacji czasteczek o duzych masach
czasteczkowych, takich jak mieszaniny biatek. Stad tez identyfikacja bakterii z
zastosowaniem MALDI-TOF MS polega na analizie sktadu bialek komoérkowych,
gtownie tych wystepujacych w duzych ilosciach w komorce bakteryjnej, takich jak
biatka rybosomalne. Ostatecznym rezultatem analizy MALDI-TOF MS jest otrzymanie
widma spektrometrycznego, na ktérym widoczne sg sygnaty od mas powstatych jonow
oraz czasteczki niezjonizowanej.

W publikacji 2 wykazalam na podstawie danych przedstawionych na
dendogramie uzyskanym w oparciu o profile widm masowych (MSP)
charakterystycznych dla wszystkich enterokokéw wyosobnionych od ptakéw dzikich,
ze wigkszos$¢ analizowanych gatunkéw Enterococcus spp. cechowalo si¢ zblizonym
profilem biatkowym, niezaleznie od gatunku ptaka, od ktorego zostal wyizolowany.
Izolaty bakterii podzielone zostaly na dwie gtowne grupy (dwa Klastry). Klaster 1
zawieral 26 izolatow nalezagcych do grupy E. faecium (E. hirae, E. durans, E.
casseliflavus i wszystkie, oprocz jednego izolatu, E. faecium). Cluster 2 sktadat si¢ z 27
izolatéw E. faecalis (grupa E. faecalis) i dodatkowo jednego izolatu E. faecium - nr 57.
Ponadto, klasyfikacja filoproteomiczna wykazata podobienstwo miedzy niektorymi
gatunkami Enterococcus spp. takimi jak: E. durans (nr 37) i E. faecium (nr 38A), E.
durans (nr 24) i E. faecium (nr 60) oraz E. faecium (nr 57) do grupy E. faecalis.

Wszystkie widma charakteryzowaly si¢ dobra rozdzielczo$cia, z réznymi pikami i
specyficznymi profilami spektralnymi specyficznymi dla poszczegdlnych szczepow.
Chociaz widma otrzymane z izolatéw E. faecium mialy pewne wspoélne piki z widmami
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pochodzacymi z izolatéw E. durans, ujawnity one wystarczajace roznice spektralne, aby
umozliwi¢ wyrazny rozdzial tych gatunkow bakterii z rodzaju Enterococcus. Ponadto
niektore wspolne piki dla jednej pary E. faecium i E. durans nie wystgpity w drugie;j
parze tych samych gatunkoéw. Spowodowato to oddzielne zgrupowanie tych dwaoch par
w dendrogramie MSP. Podobnie, E. faecalis (nr 61) i E. faecium (nr 57) miaty razem 20
pikow wspdlnych. Poza pikiem m/z 4428 + 1, zaden ze wspolnych pikoéw dla E.
faecalis (nr 61) i E. faecium (nr 57) nie wystepowal w pozostatych izolatach E. faecium.
Dlatego szczep nr 57 byt zgrupowany razem ze szczepami E. faecalis. Warto zauwazyc¢,
ze pik m/z 4428 + 1 byt obecny we wszystkich widmach otrzymanych dla Enterococcus
spp., co najprawdopodobniej moze go typowac jako biomarker dla tego rodzaju.

Dzigki analizie filoproteomicznej profili widmowych, poprzez okreslenie pikoéw
m/z charakterystycznych dla izolatdw pochodzacych od ptakéw i poddawanych analizie
w publikacji 2 wykazatam, ze MALDI-TOF MS jest uzytecznym narzedziem do
réznicowania podobnych gatunkéw w obrebie rodzaju Enterococcus, pomimo faktu, ze
niektore z nich wykazywaty powiazania spektralne. Zidentyfikowatam takze unikatowy
biomarker biatkowy dla rodzaju Enterococcus, co jest waznym krokiem utatwiajacym
szybka identyfikacje tego rodzaju.

Na podstawie danych przedstawionych w publikacjach bedacych osiggnigeciem
naukowym mozna przyjaé, ze spektrometria mas typu MALDI-TOF moze by¢
wykorzystywana jako wiarygodna i powtarzalna metoda do identyfikacji i wstgpnego
poréwnywania miedzy sobg izolatow z rodzaju Enterococcus, stanowigc tym samym
szybsza 1 mniej kosztowng alternatywe dla technik genotypowych.

Charakterystyka pokrewnych szczepow z uzyciem widm uzyskanych technika
MALDI-TOF MS jest pomocna w zrozumieniu dynamiki populacji mikrobiologicznych

w roznych ekosystemach.

3. Opracowanie oraz zastosowanie testu opartego na technice LAMP do szybkiegj i
wiarygodnej identyfikacji Gallibacterium anatis.

Jak dotad, w oparciu o dane dostepne w aktualnym pisSmiennictwie, opracowano
kilka metod identyfikacji Gallibacterium spp. Obejmujg one identyfikacj¢ fenotypowa
(Dousse i wsp., 2008), fluorescencyjng hybrydyzacje¢ in situ (Bojesen i wsp., 2003),
konwencjonalng metod¢ PCR (Bojesen i wsp. 2007) oraz ilosciowy PCR oparty na
obecnosci genu gtxA (Huangfu i wsp. 2012). Poniewaz jednak gatunek G. anatis nalezy

do bakterii wybrednych, problematycznych do utrzymania w formie aktywnej, jest
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takze ubogi biochemicznie, trudno jednoznacznie go zidentyfikowa¢ za pomoca
ktorejkolwiek z tych metod, nawet pomijajac fakt, ze sa one kosztowne.

Analizujac aktualne trendy badawcze oraz mozliwos¢ zastosowania w
diagnostyce oportunistycznych choréb wystepujacych u ptakoéw nowoczesnych,
bardziej wydajnych, mniej czaso- i Kkosztochtonnych 1 jednocze$nie bardziej
wiarygodnych oraz powtarzalnych metod stwierdzitam, ze technikg posiadajaca wiele
zalet wlasciwych dla metod opartych zarébwno na PCR jak i na real-time PCR jest
technika LAMP. Pozwala ona na powielanie i identyfikacjc DNA z bardzo duza
szybko$cig oraz bardzo wysoka wydajnoscig i specyficznoscia w warunkach stalej
temperatury. Bardzo duza, nawet w poréwnaniu do PCR, wydajnos¢ reakcji powoduje,
ze produkt reakcji mozna zauwazy¢ bez uzywania dodatkowej aparatury (tzw. ,,golym
okiem”), a przebieg reakcji mozna ocenia¢ za pomocg analizy krzywej fluorescencji w
czasie rzeczywistym. Technika LAMP umozliwia zastosowanie znacznie tanszej
aparatury analitycznej (nawet z opcja zasilania akumulatorowego) lub wykorzystywanie
standardowego typowego sprzetu laboratoryjnego (blok grzewczy czy taznia wodna) i
przeprowadzanie analiz w §rodowisku okotoprodukcyjnym (w warunkach terenowych),
co do tej pory byto niemozliwe.

W publikacji 4 przedstawitam nowatorskie, pionierskie badania na temat doboru
warunkow i zastosowania metody LAMP w czasie rzeczywistym (real-time LAMP) do
szybkiej i bardzo specyficznej identyfikacji G. anatis wyizolowanych od kur i indykow.
Jest to pierwsze opracowanie na ten temat nie tylko w polskiej, ale rowniez zagranicznej
literaturze naukowej w odnesieniu do bakterii G. anatis.

Pracg rozpoczetam od zgromadzenia szczepow G. anatis pochodzacych od kur
niosek, kur reprodukcyjnych oraz indykow hodowanych w naszym kraju, u ktorych
obserwowano objawy kliniczne (podwyzszone upadki, spadek niesno$ci, objawy ze
strony uktadu oddechowego). Badania nad G. anatis i kolekcjonowanie izolatow
prowadzilam we  wspolpracy z krajowym = weterynaryjnym  laboratorium
diagnostycznym, poniewaz zgodnie z zalozonym celem badan, istotne bylo
pozyskiwanie tego gatunku bakterii z r6znych terenow Polski. Izolacj¢ bakterii (ze
zmienionych makroskopowo narzadow) z terenowych przypadkéw klinicznych u drobiu
prowadzitam w Zakltadzie Prewencji Weterynaryjnej 1 Chorob Ptakéw, Wydziatu
Medycyny Weterynaryjnej, Uniwersytetu Przyrodniczego w Lublinie. Material do
badan stanowito 120 izolatéw terenowych, ktére pozyskatam od drobiu w latach 2013—

2016. Wstepng identyfikacje uzyskanych izolatow przeprowadzitam przy uzyciu
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techniki MALDI-TOF MS, konwencjolnaltej techniki PCR, a w sytuacjach watpliwych
réwniez sekwencjonowania opartego na genie rpoB.

Jako kontrol¢ pozytywnag zastosowatam szczep referencyjny Gallibacterium
anatis ATCC 43329. Specyficzno$¢ zaprojektowanych starterdOw oceniatam przy uzyciu
szczepOw referencyjnych takich jak: Haemophilus parainfluenzae ATCC 51505 i
ATCC 33392 oraz Aggregatibacter aphrophilus ATCC 7901, jak rowniez szczepow
Avibacterium endocarditis, Pasteurella multocida, Actinobacillus pleuropneumoniae,
Avibacterium paragallinarum, Ornithobacterium rhinotracheale i Escherichia coli. Aby
oceni¢ czulos¢ testu LAMP, przebadatam 10-krotne seryjne rozcienczenia DNA losowo
wybranych szczepéw G. anatis i szczepu referencyjnego. Jednoczesnie jako metode
alternatywna w analizie porOwnawczej zastosowatam technike ilosciowego PCR.

Okreslenie gatunkowe z wykorzystaniem LAMP w czasie rzeczywistym
wykonatam w oparciu o sekwencj¢ genu SodA dla szczepu G. anatis (numer dostgpowy:
CP002667.1). W tym celu zaprojektowatam trzy pary starter6w przy uzyciu programu
PrimerExplorer V4 (Eiken Chemical Co. Ltd., Japonia). Zastosowanie starteréw
wewnetrznych [FIP (F1C + F2) (ang. Forward Inner Primer ) oraz BIP (Blc + B2)
(ang. Backward Inner Primer)], a takze zewngtrzych [LoopF (ang. Forward) i LoopB
(ang. Backward)] umozliwito szybsze wykrywanie specyficznego DNA. Warto tez
podkresli¢, ze reakcje LAMP przeprowadzitam skutecznie w 13 pl mieszanin
reakcyjnych, tj. w okoto potowie mniejszej niz zalecana obj¢tos¢ reakeji (25 ul), dzigki
czemu obnizone zostaty koszty wykonania oznaczenia.

Reakcje LAMP prowadzitam w przeno$nym aparacie Line Gene-K (Hangzhou
Bioer Technology Co. Ltd., Chiny) pozwalajacym na odczyt w czasie rzeczywistym na
kanale FAM. W ten sposob mogtam dokona¢ analizy przyrostu ilosci produktu w czasie
rzeczywistym na podstawie pomiaru fluorescencji i analizowa¢ profil topnienia
produktu po reakcji. Wszystkie 120 izolatow terenowych G. anatis i1 szczep
referencyjny G. anatis ATCC 43329 zostato poprawnie zidentyfikowanych za pomoca
testu G. anatis-LAMP. W reakcji prowadzonej zgodnie z procedurg opracowang dla G.
anatis nie zaobserwowatam amplifikacji innych gatunkow badanych bakterii z rodziny
Pasteurellaceae lub E. coli. Nie wykazatam takze znaczacych réznic migdzy bakteriami
G. anatis za pomocg analizy krzywej topnienia. Temperatura topnienia produktu (Tm)
wynosita okoto 85,5 °C (= 0,5 °C), co sugerowato wystepowanie amplikonéw o
podobnej sekwencji, a tym samym ze byt to jeden gatunek bakterii, czyli G. anatis.

Ponadto, na podstawie analizy czutosci testu opartego na technice LAMP wykazatam,
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ze reakcje z uzyciem tej techniki wymagaly mniejszej ilosci matrycy DNA, co
umozliwito wykrycie materialu genetycznego w ilosci niemal 80 razy mniejszej niz w
technice ilosciowej PCR.

Prezentowane w publikacji 4 badania, poza warto$cig naukowg, majg roéwniez
aspekt praktyczny i aplikacyjny, czego rezultatem bylo opracowanie przeze mnie
bardzo czultego i specyficznego testu do identyfikacji G. anatis w objetosci 13 ul
mieszany reakcyjnej z uzyciem techniki LAMP w czasie rzeczywistym, ktory jest mniej
czasochtonny i mniej kosztowny niz ilosciowy PCR. Efektem uzyskanych w badaniach
rezultatow byta réwniez komercjalizacja opracowanego testu diagnostycznego, ktory

aktualnie dostgpny jest w ofercie firmy Novazym Polska.

4. Ocena czgstosci wystepowania poszczegolnych gatunkow enterokokéw u drobiu i
ptakdw dzikich zyjacych w Polsce

Technika oparta na spektrometrii mas i okresleniu swoistego gatunkowo profilu
biatkowego okazata si¢ uzyteczna w ocenie rozpowszechnienia i znaczenia réznych
gatunkéw Enterococcus spp. w etiologii chordb oportunistycznych u ptakow
hodowlanych. Badania przedstawione w publikacji 1, wiaczonej w cykl stanowiagcy
omawiane osiggni¢cie naukowe, zostaly wykonane na reprezentatywnej puli 911
izolatéw Enterococcus spp. pozyskanych z 580 stad drobiu, w tym 420 stad brojlerdw,
80 stad indyczych, 73 stad kur niosek 1 hodowlanych oraz 7 stad gesi, ktére przebadano
w okresie od pazdziernika 2013 r. do wrzesnia 2014 r. Probki do badan
bakteriologicznych pobierane byly glownie z serc (97%), a takze watroby, mozgowia,
szpiku kostnego 1 wymazow jajowodu (3%), od drobiu réznych gatunkow i typoéw
uzytkowych w wieku od 1 dnia do 60 tygodni. Badane ptaki byly najczg¢sciej w wieku
do 10 dni. Wsréd objawow chorobowych u ptakow poddawanych badaniom
mikrobiologicznym obserwowano: zwigkszong $miertelnos¢, gorszy przyrost masy
ciata, zmniejszona niesno$¢, zapalenie jajowodow, zakazenie woreczka zottkowego,
zapalenie stawdw, infekcje szpiku kostnego, zapalenie stawow kregostupa, martwice
glowy kosci udowej 1 zapalenie wsierdzia.

Zgodnie z danymi przedstawionymi w publikacji 1, z badanych materialow
Klinicznych wyizolowatam tacznie 911 izolatow Enterococcus spp., co stanowito 30,7%
pozytywnych wynikéw. Na podstawie otrzymanych danych wykazatam czeste
wystepowanie zakazen bakteriami z rodzaju Enterococcus w materiale biologicznym

pochodzagcym od drobiu hodowanego w Polsce, wykazujagcego rdézne objawy
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chorobowe. Bakterie z rodzaju Enterococcus najczes$ciej wykrywatam u brojlerow
(88,1%), kur niosek (5,3%), indykow (3,9%), kur hodowlanych (2,2%) i ggsi (0,4%).
Drobnoustroje te najczgsciej izolowatam od ptakéw w wieku 1-3 dni (87,3%), ale takze
4 - 10 dni (3,2%), 2 - 4 tygodni (5,5%), 5 - 7 tygodni (1,8 %) i 12 - 60 tygodni (2,2%).
Dominujace gatunki zidentyfikowatam jako E. faecalis (74,7%), E. faecium (10,1%), E.
gallinarum (5,5%), E. hirae (4,6%) i E. cecorum (4,1%).

Otrzymane dane dotyczace czgsto$ci wystepowania poszczegdlnych gatunkoéw
enterokokdw w narzadach wewnetrznych pozwolity stwierdzi¢, ze najwyzszy odsetek
E. faecalis mozna powigza¢ z wickiem badanych ptakow. Zgodnie z danymi
literaturowymi, przewdd pokarmowy pisklat jest poczatkowo kolonizowany przez E.
faecalis (Fertner i wsp., 2011), ale populacja tego gatunku zmniejsza si¢ wraz Zz
wiekiem na korzy$¢ E. faecium (Kaukas i wsp. 1987). Na tej podstawie moglam
wytlumaczy¢ wystepowanie E. faecium w drugiej kolejnosci po E. faecalis.

Na podstawie analizy otrzymanych przeze mnie wynikow (publikacja 1)
stwierdzitam réwniez, ze czgsto$¢ wystepowania U drobiu innego jeszcze gatunku
enterokokow, E. cecorum, podobnie jak E. faecalis, jest zalezna od wieku. Najwyzszy
odsetek E. cecorum wykazatam u brojlerow w wieku 2 - 5 tygodni. Ponadto obecno$é
tego gatunku wykazatam u kur niosek (22 - 35 tygodni), kur hodowlanych (28-37
tygodni) 1 gesi (50 dni). Nie stwierdzitam obecnos¢i tego gatunku u drobiu ponizej 2
tygodnia zycia. Pozostate gatunki, tj. E. casseliflavus (0,8%), E. avium (0,1%) i E.
columbae (0,1%) izolowatam sporadycznie. Warto podkresli¢, ze ostatnie dwa gatunki
wyizolowatam odpowiednio z serca 23-tygodniowej kury nioski i 2-tygodniowej gesi.
Uwaza si¢ jednak, ze niektore enterokoki zwiazane sa z konkretnym gospodarzem, jak
E. columbae, ktory jest specyficzny dla gotebi (Devriese i wsp., 1990).

Nalezy rowniez podkresli¢, ze w badaniach prezentowanych przeze mnie E.
gallinarum byt trzecim najczgéciej izolowanym z serca gatunkiem u miodych kurczat
brojlerow (<10 dni). Co wazniejsze, byt to drugi najczestszy gatunek Enterococcus spp.
izolowany od indykow, chociaz enterokok ten zostal pierwotnie opisany u kurczat.
Tankson 1 wsp. (2002) zasugerowali, ze serce i ptuca zdrowych miodych ptakow nie
maja rezydujacej mikrobioty, ale raczej] moga by¢ okresowo kolonizowane przez
bakterie oportunistycze po wykluciu. Mozliwe jest, ze niektore z tych bakterii, w tym
enterokoki, moga wywolywaé patologiczne zmiany, jesli zaistnieja Kku temu
odpowiednie warunki. Wykazano, ze rozwdj zakazenia i chorobotworcze wlasciwosci

enterokokow zalezg od ich zdolno$ci do Kkolonizacji, translokacji, skutecznego
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wymykania si¢ systemom obronnym gospodarza oraz mozliwosci przezycia w
komdrkach fagocytarnych i zdolnosci uszkadzania tkanek w nastepstwie toksycznego
dziatania enzymow wydzielanych przez te drobnoustroje (Rakita i wsp. 1999, Koch i
wsp. 2004).

Zaobserwowatam rowniez Kilka typowych objawow klinicznych i/lub sekcyjnych
w przebiegu zakazen u ptakow, wywotywanych glownie przez E. cecorum i E. hirae,
obejmujgcych zapalenie stawow krggostupa, zapalenie stawow i zakazenie szpiku
kostnego (E. cecorum) oraz zapalenie wsierdzia (E. hirae). Niestety, wigkszos¢
gatunkéw Enterococcus wraz z innymi bakteriami powodowata zakazenia mieszane,
wigc nie mozna bylo wyciggna¢ wnioskdw na temat ich chorobotwodrczego znaczenia,
pomimo iz w literaturze opisywane sa konkretne schorzenia (pkt. | - Wprowadzenie)
przypisywane wyizolowanym przeze mnie gatunkom.

W publikacji 2 wykazatam natomiast, ze wérod 54 izolatdbw Enterococcus spp.
wyizolowanych z wymazow pobranych z kloaki od 25 gatunkéw ptakéw dzikich, E.
faecalis byt najbardziej rozpowszechnionym gatunkiem (50%). Nieco rzadziej
wystepowatl E. faecium (33,3%), a nastepnie E. hirae (9,3%), E. durans ( 3,7%) i E.
casseliflavus (3,7%). W dostepnej literaturze, enterokoki u zwierzat dzikich, w tym
ptakow, zwykle izolowano z probek pobranych z ich odchodéw.

Podsumowujac uzyskane rezultaty mozna przyjacé, ze drobnoustroje z gatunku
Enterococcus spp. stanowiag istotny czynnik infekcyjny zalezny od wieku u drobiu
hodowlanego. Najbardziej rozpowszechnionymi gatunkami zaréwno u ptakéw
hodowlanych, jak i dzikich byly E. faecalis i E. faecium. Otrzymane dane potwierdzaja
réwniez, ze inne gatunki bakterii z rodzaju Enterococcus maja duze zdolnosci
adaptacyjne i mogg kolonizowaé¢ gatunki ptakoéw, ktore nie sg ich naturalnymi
gospodarzami.

Wykorzystanie nowoczesnej metody opartej na spektrometrii mas typu MALDI-
TOF umozliwito identyfikacje zrdéznicowanych gatunkdéw Enterococcus spp., ktore
moga wystgpowa¢ w materiale diagnostycznym pozyskiwanym z rdéznych narzadow

ptakow.

5. Okreslenie fenotypowej lekowrazliwosci Enterococcus spp. u drobiu i ptakow
dzikich (publikacje 1, 3)
Naduzywanie antybiotykow, czgsto o szerokim spektrum dziatania, w

wielkotowarowym chowie drobiu prowadzi do pojawiania si¢ i rozprzestrzeniania
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opornych bakterii, jak roéwniez do ujawnienia si¢ chorobotwodrczego potencjatu
drobnoustrojéw wchodzacych w sktad mikrobioty ptakow.

Do fenotypowej oceny wrazliwosci enterokokéw na antybiotyki i
chemioterapeutyki uzywatam metody dyfuzyjno-krazkowej (publikacja 1) oraz metody
mikrorozcienczen w bulionie, polegajacej na okresleniu wartosci MIC (ang. Minimal
Inhibitory ~ Concentration) - minimalnego  st¢zenia  hamujgcego  Wzrost
mikroorganizméw (publikacje 1 i 3). Do okreslenia lekowrazliwosci enterokokow na
najczesciej stosowane u drobiu substancje przeciwbakteryjne wykorzystywatam metode
dyfuzyjno-kragzkowg (publikacja 1), ktéra jest stosowana w rutynowych badaniach
majacych na celu okreslenie lekowrazliwo§¢ bakterii. Natomiast do oceny
lekowrazliwosci E. faecalis (publikacje 1 i 3) i E. faecium (publikacja 1), tj. gatunkow
o znaczagcym potencjale chorobotworczym dla ludzi, zastosowatam metodg
mikrorozcienczen w bulionie dla wybranych substancji przeciwbakteryjnych gtownie
tych, zalecanych w terapii zakazen enterokokowych u ludzi i rekomendowanych do
analiz przez CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute) oraz EUCAST
(European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing) (publikacje 1 i 3).

Wyniki badan, przedstawione w publikacjach skladajacych si¢ na osiagnigcie
naukowe, wykazaty powszechne wystepowanie szczepow antybiotykoopornych wsrod
enterokokéw izolowanych od drobiu i ptakow dzikich w Polsce. Dodatkowo,
niepokojacy jest fakt wystgpowania Sszczepdéw wieloopornych wsrod izolatow
pozyskanych od tych zwierzat.

Wisrdd izolatdéw pochodzacych od drobiu odnotowatam wysoka opornosé (>50%)
na sulfametoksazol z trimetoprimem - SXT (88%), tylozyng (71,4%), enrofloksacyng
(69,4%), doksycykling (67,3%) i linkomycyng¢ ze spektynomycyng (56,1%).
Zauwazytam rowniez, ze pewien odsetek izolatow byt srednio wrazliwy szczegdlnie na
enrofloksacyng (6,7%), linkomycyne ze spektynomycyna (4,5%), florfenikol (3,3%),
doksycykline (3%) i tylozyne (2,3%). Opornos¢ na wankomycyne (0,11%; tylko jeden
izolat E. cecorum), amoksycyling (4%), amoksycyling z kwasem klawulanowym (4,5%)
i florfenikol (15,7%) zostata sklasyfikowana jako niska (<25%). Zaden ze szczepéw E.
cecorum, E. casseliflavus, E. avium i E. columbae nie byt oporny na amoksycyling i
amoksycyling z kwasem klawulanowym.

Ze wzgledu na ograniczong liczbe izolatow E. faecium wyosobnionych od niosek
1 indykow, szczegblowa analize lekowrazliwosci migdzy réznymi gatunkami drobiu

przeprowadzitam na szczepach E. faecalis (publikacja 1). Wigkszos¢ izolatow E.
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faecalis pochodzacych od brojleréw, kur niosek i indykéw wykazywata opornos¢ lub
byta $redniowrazliwa na gentamycyne (odpowiednio 91,7%, 82,4% i 68,2%) oraz
erytromycyne — (odpowiednio 52,8%, 88,2% i 100%). Najwyzsza opornos¢ na
gentamycyne (niskiego stopnia) uzyskatam wsrod izolatow E. faecalis wyosobnionych
od brojlerow (51,4%). Ponadto stwierdzitam oporno$¢ na wysokie stezenia
aminoglikozydow (gentamycyng) u dwoch szczepdéw E. faecalis wyizolowanych od
brojleréw (MIC = 1024 mg I'). Odsetek szczepoéw opornych na erytromycyne wahat sie
w granicach od 33,4% do 70,6%, odpowiednio dla bakterii izolowanych od brojlerow i
kur niosek, do 100% u izolatéw pochodzacych od indykéw. Nie wykazatam oporno$ci
na wankomycyne u E. faecalis i E. faecium. Natomiast 1,4% izolatow E. faecalis i
10,5% E. faecium wyosobnionych od brojlerow bylo $redniowrazliwych na
wankomycyne (MIC = 8 mg I1). Obydwa gatunki tych enterokokéw cechowaly sie
wrazliwoscig na ampicyling.

Wsrod analizowanych bakterii z rodzaju Enterococcus pochodzacych od ptakéw
dzikich, 100% bylo opornych na linkomycyne, a prawie potowa szczepow (48%) na
tetracykling 1 doksycykling. Oporno$¢ na erytromycyng i ciproflokscyng obserwowatam
odpowiednio u 44% i 22% izolatow Enterococcus spp. Brak oporno$ci na wysokie
stezenia gentamycyny spowodowal, Ze rozszerzytam analize lekowrazliwosci badanych
bakterii na inne aminoglikozydy, jak streptomycyne i kanamycyne. Okazalo sie, ze
odpowiednio 18% i 14% izolatow bylo opornych na streptomycyng i kanamycyne.
Jeden izolat wykazywat niskiego stopnia opornos¢ na penicyling 1 ampicyling (MIC =
32 mg I'Y) oraz na wankomycyne (MIC = 32 mg I'). Wszystkie izolaty pochodzace od
ptakow dzikich byty wrazliwe na chloramfenikol.

Dzigki wykorzystaniu metody dyfuzyjno-krazkowej i metody rozcienczen w
podtozu bulionowym do analizy lekowrazliwosci E. faecalis i E. faecium wykazatam,
ze oznaczenie wartosci MIC pozwolito na wykrycie szczepéw Sredniowrazliwych na
wankomycyn¢ u drobiu. Wystepowanie $redniowrazliwych bakterii z rodzaju
Enterococcus spp. na dany antybiotyk moze tlhumaczy¢ obserwowane niepowodzenia
lub problemy terapeutyczne pomimo oznaczenia lekowrazliwosci na podstawie
antybiogramow metoda dyfuzyjno-krgzkows, na podstawie ktorych sg one czesto
klasyfikowane jako wrazliwe. Nalezy podkresli¢, ze otrzymane przeze mnie rezultaty w
zakresie opornosci badanych izolatow na wankomycyng byty zbiezne z opublikowanym
w zblizonym czasie raportem Unii Europejskiej (2013 r.), ktory wskazywatl na niska

oporno$¢ na wankomycyne bakterii z gatunku E. faecium (0,1%) i E. faecalis (0,6%)
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izolowanych ze stad brojlerébw (EFSA/ECDC - European Food Safety Authority and
European Centre for Disease Prevention and Control, 2015). Uzyskane w
prezentowanych badaniach wlasnych rezultaty, jako jedne =z pierwszych,
charakteryzowaly pochodzace z Polski izolaty tych dwoéch gatunkéw pod wzgledem
opornosci na wankomycyne. Jest to niezwykle istotne, poniewaz Polska do tej pory nie
raportowata danych dotyczacych lekowrazliwosci enterokokow i tym samym nie byla
uwzgledniana w sprawozdaniach EFSA/ECDC, co uniemozliwialo uzyskiwanie
informacji przydatnych w celach statystycznych na ten temat z naszego kraju.

Odnotowatam rowniez, ze oporne na tylozyng izolaty Enterococcus spp.
pochodzace od drobiu cechowaly si¢ rowniez krzyzowg opornoscig na erytromycyne.
Dodatkowo, enterokoki oporne na makrolidy (erytromycyna, tylozyna) czesto
charakteryzowaty si¢ oporno$cig na linkomycyne. Ponadto, podobnie jak inni autorzy
(Cauwerts i wsp. 2007), zauwazylam, ze szczepy posiadajace fenotyp MLSg
(makrolidy-linkozamidy-streptograminy B) byly jednocze$nie oporne na tetracykliny.

Niewrazliwos¢ na ciprofloksacyne analizowanych przeze mnie enterokokow
izolowanych od dzikich ptakow, jak réwniez wsrdd bakterii tego rodzaju pozyskanych z
migsa drobiowego (Rézanska i wsp. 2015) oraz $§win (Nowakiewicz i wsp. 2017) w
Polsce moze wskazywa¢ na selekcje krzyzowa tych bakterii wskutek czestego
stosowania enrofloksacyny u zwierzat w hodowlach wielkotowarowych. Podejrzenia te
potwierdza wysoki odsetek szczepdw wyizolowanych od drobiu opornych na
enrofloksacyn¢ w przeprowadzonych przeze mnie badaniach. Izolowanie lekoopornych
Enterococcus spp. od wyzej wspomnianych zwierzat sugeruje, ze mikroorganizmy te
moga wystepowaé takze w zZywno$ci, co stanowi potencjalne zagrozenie dla
konsumentoéw i moze przyczyniac si¢ do rozprzestrzeniania lekooporno$ci wsérdd innych
bakterii, w tym wsrod patogenow ludzkich i zwierzgcych. Bakterie wyksztalcity szereg
mechanizméw umozliwiajgcych im przekazywanie genéw warunkujacych to zjawisko
osobnikom innych gatunkow, takze niespokrewnionych, m.in. z wykorzystaniem
ruchomych elementow genetycznych, takich jak np. plazmidy, ktore stanowia glowne
zrodto takich genow 1 sa odpowiedzialne za rozprzestrzenianie si¢ opornosci na
antybiotyki.

Roznice w stopniu opornosci na antybiotyki enterokokOow pochodzacych od
drobiu i ptakow dzikich w Polsce i w krajach Europy (Maasjost i wsp. 2015; Radhouani
I wsp. 2011, 2012; Santos i wsp. 2013; Splichalova i wsp. 2015) moga odzwierciedla¢

odmienne zasady stosowania poszczegolnych grup lekdw u zwierzat w okreslonych
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regionach geograficznych (EFSA/ECDC, 2015; EMA - European Medicines Agency,
2016). Waznym z punktu widzenia zagrozen dla innych zwierzat, a posrednio takze dla
cztowieka jest rowniez fakt, ze dzikie ptaki, od ktorych pobieratam material do badan,
nie byly narazone na bezposrednig presje zwigzang ze stosowaniem lekow
przeciwbakteryjnych. Mimo to, wyizolowane przeze mnie szczepy E. faecalis
wykazywaty fenotypowa oporno$¢ na wiele badanych antybiotykow. Otrzymane wyniki
moga by¢ zwigzane z faktem, ze badane ptaki pochodzity z obszarow, gdzie dziatalnos¢
czlowieka mogta negatywnie oddziatywac na Srodowisko. Byly one bowiem znalezione
gléwnie w poblizu duzych aglomeracji.

Na podkreslenie zastuguje fakt, ze dane prezentowane w cyklu publikacji
stanowigcych osiggniecie naukowe, charakteryzujace lekoopornos¢ klinicznych
szczepow enterokokow izolowanych od drobiu i stanowigcych element mikrobioty
przewodu pokarmowego u ptakdw dzikich na terenie Polski byty pierwszymi w naszym
kraju oraz jednymi z nielicznych na $wiecie. Warto tez podkresli¢, ze wykazana w
czasie badan oporno$¢ na penicyliny i/lub aminoglikozydy u enterokokoéw
prawdopodobnie radykalnie by ograniczyta lub nawet wyeliminowata mozliwo$é
stosowania skojarzonej terapii z uzyciem tych grup antybiotykow w celu uzyskania
synergicznego dziatania bakteriobojczego zaréwno u zwierzat jak i u ludzi . Ponadto
alarmujacy jest stan, w ktoérym szczep o takim fenotypie opornosci jest jednocze$nie

oporny na wankomycyne, ktora jest antybiotykiem tzw. ostatniej szansy.

6. Analiza genotypowych profili lekowrazliwosci Enterococcus faecalis izolowanych
od ptakow dzikich oraz okreslenie ich pokrewienstwa genetycznego przy wykorzystaniu
metod typowania molekularnego — PFGE oraz MLST oraz ocena roli ptakdw dzikich w
konteks$cie rezerwuaru i rozprzestrzeniania lekoopornych klonéw E. faecalis.

Pomimo, ze enterokoki sg powszechnie uwazane za bakterie komensalne, w
sprzyjajacych warunkach moga one rowniez by¢ odpowiedzialne za wywotywanie
licznych chordb u ptakow. Zwigkszenie czegstosci wystgpowania zakazen wywolanych
przez wielooporne bakterie z rodzaju Enterococcus u zwierzat, zwlaszcza w hodowlach
fermowych, oraz u ludzi jest roéwniez glownym problemem zwigzanym z
wystepowaniem 1 rozprzestrzenianiu si¢ tych drobnoustrojow w srodowisku, a tym
samym wsrdd zwierzat dzikich. Istnieje niewiele danych na temat wrazliwosci na $rodki
przeciwdrobnoustrojowe enterokokow izolowanych od dzikich zwierzat na S$wiecie

(Silva i wsp. 2010, Radhouani i wsp. 2012, Santos i wsp. 2013), a zwlaszcza w Polsce
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(Nowakiewicz 1 wsp. 2014). Jednakze ocena fenotypu bakterii, w tym ich
lekowrazliwo$ci, w badaniu epidemiologicznym uwazana jest jedynie za wstepne
badanie wymagajace weryfikacji przy uzyciu zaawansowanych metod badawczych,
takich jak metody typowania molekularnego. Sposrod stosowanych metod typowania
molekularnego enterokokdw, najczesciej wymieniane sg MLST i PFGE. Metoda MLST
polega na poréwnaniu profili allelicznych genéw metabolizmu podstawowego bakterii,

natomiast PFGE obejmuje analiz¢ restrykcyjng chromosomalnego DNA potaczong z

elektroforezg pulsowa. Wyniki uzyskane z wykorzystaniem metody MLST sa

powtarzalne 1 poréwnywalne migdzy laboratoriami. Ponadto jest ona przydatna w

globalnych dociekaniach epidemiologicznych. Podobnie, metoda PFGE cechuje si¢

powtarzalno$cig uzyskanych wynikow oraz wysokim potencjalem roznicujagcym
analizowanych szczepow, stad nadal uwazana jest za tzw. ,,zloty standard” metod
wykorzystywanych w typowaniu wigkszos$ci drobnoustrojow.

W publikacji 3 przeprowadzitam analiz¢ genotypowych profili lekowrazliwosci
Enterococcus faecalis izolowanych od ptakow dzikich oraz okreslitam ich
pokrewienstwo genetyczne przy wykorzystaniu metod PFGE oraz MLST.
Antybiotykooporne szczepy E. faecalis badaltam za pomoca PCR w celu wykrycia
nastepujacych genéw opornosci:

o Glikopeptydy: vanA, vanB, vanD — dipeptyd koncowy D-Ala-D-Lac; vanCl,
vanC2/C3, vank, vanG — dipeptyd koncowyD-Ala-D-Ser
Oporno$¢ bakterii z rodzaju Enterococcus spp. na wankomycyn¢ jest wynikiem
syntezy zmienionych prekursoréw mureiny, D-alanino-D-mleczanu i D-alanino-D-
seryny. Dipeptydy te wlaczane sg zamiast D-alanylo-D-alaniny w tancuch
prekursora, ktory bierze udziat w budowie $ciany komoérkowej, co uniemozliwia
wankomycynie blokowanie syntezy peptydoglikandw.

e Penicyliny: pbp5 — zmiany w biatkach PBP (ang. Penicylin Binding Protein), co
skutkuje zmniejszonym powinowactwem tych biatek do B-laktamow; blaZ — gen
kodujacy wytwarzanie enzymoOow hydrolizujacych pierscien [B-laktamowy w
czasteczce antybiotyku
Modyfikacje w biatkach PBP nastepujg wskutek gromadzenia mutacji w genach pbp
lub nabywania ich zmutowanych fragmentéw od innych organizmoéw i zastgpowania

nimi homologicznych odcinkéw gendéw wilasnych.
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e Aminoglikozydy: aph(3’)-llla - gen kodujacy fosfotransferazg¢ APH(3’)IIla
modyfikujagca kanamycyne; ant(6)-la - gen kodujacy nukleotydylotransferaze
ANT(6)-la modyfikujaca streptomycyng

e Tetracykliny: tet(M), tet(O) - geny kodujace biatka chronigce rybosomy przed
dziataniem tetracykliny; tet(L), tet(K) - geny kodujace biatka blony
cytoplazmatycznej o charakterze pomp

e Makrolidy: erm(A), erm(B) - geny kodujace enzymy modyfikujace lek o aktywnoS$ci
metylazy; msr(A/B), msr(C) - geny kodujgce biatka z rodziny transporterow ABC
odpowiedzialne za aktywne wypompowywanie leku z komorki

e Linkozamidy: InuA - gen kodujacy O-nukleotydylotransferaze modyfikujaca
antybiotyk.

Na podstawie przeprowadzonej analizy genotypowej wykazatam, ze wsrod
izolatow E. faecalis pochodzacych od ptakow dzikich w Polsce opornos¢ na
tetracykliny jest wynikiem obecnos$ci gendw tet(M) i/lub tet(L). Geny te wykrytam u
85% izolatdw opornych na teracykliny. Zaden z badanych izolatdw bakteryjnych nie
posiadat genu tet(K) ani tet(O). Podczas analizy wzorcow genetycznej opornosci
zauwazytam, ze geny tet(M) i tet(L) wystgpowaly zwykle jednoczesnie i w tym samym
szczepie z genem erm(B). Gen erm(B) jest czesto zwiagzany z genem tet(M) w wysoce
mobilnym transpozonie koniugacyjnym Tn916/Tn1545, ktéry dominuje w klinicznych
szczepach bakterii Gram-dodatnich (De Leener i wsp. 2004).

Z kolei gen erm(B) wykrytam u wszystkich opornych na erytromycyn¢ szczepow
E. faecalis, podczas gdy dwa z nich dodatkowo zawieraty gen erm(A), a jeden izolat
posiadat takze gen msr(A/B). Obecno$¢ genu msr(C) nie zostata potwierdzona w
zadnym z izolatéw opornych na makrolidy. Zaden z opornych na linkomycyne izolatow
bakteryjnych nie posiadat genu InuA. Inni autorzy odnotowali rowniez, ze oporno$¢ na
makrolidy w obrebie gatunku E. faecalis réznego pochodzenia, w tym od dzikich
ptakow, byta glownie zwigzana z genem erm(B) (Cauwerts i wsp. 2007, Radhouani i
wsp. 2012, Santos i wsp. 2013), ktory nadaje opornos¢ krzyzowa na antybiotyki z grupy
MLSg (macrolidy, linkozamidy i streptograminy B).

Wykazatam takze, ze opornos¢ fenotypowa na kanamycyne i streptomycyng u
badanych izolatow E. faecalis warunkowana byla obecnoscia odpowiednio genu
aph(3’)-Illa i ant(6)-la. Wystepowanie obydwu tych genow stwierdzono réwniez u E.
faecalis izolowanych od myszotowow zwyczajnych (Buteo buteo) w Portugalii
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(Radhouani i wsp. 2012). Wykazano takze, ze geny te znajduja si¢ na transpozonach i
dlatego mogg by¢ tatwo przenoszone do szczepdéw tego samego lub nawet innych
gatunkow bakterii (Hegstad i wsp. 2010).

W przeprowadzonych przeze mnie badaniach nie udato si¢ wyja$ni¢ mechanizmu
opornosci E. faecalis na penicyliny i glikopeptydy. Izolat, ktory byt jednoczesnie
oporny na peniciliny i wankomycyne, nie posiadal gendéw blazZ i pbp5, a takze
wszystkich badanych genow warunkujacych oporno$¢ na glikopeptydy. Dane
literaturowe przedstawiajg brak analizy genéw warunkujacych opornos¢ na penicyliny,
chociaz niektorzy autorzy stwierdzali okazjonalnie obecnos¢ szczepow E. faecalis
opornych na ampicyling w populacjach ptakow dzikich (Radhouani i wsp. 2011, Santos
i wsp. 2013, Splichalova i wsp. 2015). Podobnie do badan przedstawionych w
publikacji 3, brak genéw warunkujacych opornos¢ na glikopeptydy odnotowali na
Stowacji takze Splichalova 1 wsp. (2015) u dwoch szczepow E. faecalis
sredniowrazliwych na wankomycyne, otrzymanych od zimorodkéw zwyczajnych
(Alcedo atthis). W przeciwienstwie do tych danych, w badaniach innych autorow
(Santos i wsp. 2013) wykazano obecnos¢ genu vanA u jednego szczepu E. faecalis
uzyskanego od ptakéw dzikich na Azorach.

Podczas okre$lania zroznicowania genetycznego izolatow E. faecalis (publikacja
3) okazato sig¢, ze oparta na sekwencjonowaniu gendw metoda MLST cechowata sig
nieco mniesza sita dyskryminujagca w poréwnaniu do typowania metoda PFGE, co
wykazatam przy pomocy indeksu Simpsona. Jednak typy sekwencyjne zostaly
poprawnie zdefiniowane i mogg by¢ wykorzystane w laboratoriach na catym $wiecie.

We wszystkich badanych izolatach E. faecalis stwierdzitam 22 pulsotypy i 18
typdw sekwencyjnych (ST), wsrod ktorych ustalonych zostato siedem nowych ST
(ST748-ST753 i ST764). Interesujace jest to, ze nowe typy sekwencyjne
zaobserwowalam u ptakow dzikich znalezionych w poblizu duzych aglomeracji
miejskich.

Najczesciej wystepujacymi typami sekwencyjnymi byty ST290, ST374, ST287
oraz ST34. Pozostate osiem ST wykrytam tylko jednokrotnie (ST81, ST175, ST753,
ST165, ST16, ST21, ST35, ST232).

Na podstawie typowania opartego o metode MLST wykazatam, ze badane
szczepy E. faecalis nie sg ze sobg powigzane, z wyjatkiem trzech par izolatow,
oznaczonych jako ST81 i ST752, ST175 i ST753 oraz ST165 i ST748. Analiza

sekwencji wykazata, ze nowo opisany u dzikich ptakow ST748 rdznit si¢ trzema
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nukleotydami od ST165, natomiast ST752 i ST753 tylko pojedynczym nukleotydem od
odpowiednio ST81 i ST175. Ponadto zaobserwowatam, ze izolaty pochodzace od
ptakOw dzikich w Polsce byly bardziej zréznicowane w typowaniu PFGE, niz szczepy
E. faecalis nalezace do tych samych ST lub CC, ktére byly niecodrdéznialne lub
przynajmniej blisko spokrewnione (Freitas i wsp. 2011a, Choi i Woo 2013; Oravcova i
wsp. 2014). Udowodnitam takze, ze tylko cztery izolaty charakteryzujace si¢
identycznym wzorcem opornosci i przypisane do ST374 (CC116), wykazywaly ten sam
pulsotyp. Podobnie, dwa izolaty ST34 byty nie do odrdznienia z wykorzystaniem
techniki PFGE, jak rowniez dwa z czterech izolatoéw ST290, ktore nie byty zwigzane z
dwoma pozostatymi izolatami E. faecalis ST290. Pozostate izolaty rowniez nie byly
powiagzane z pulsotypem, chociaz nalezaty do tego samego ST lub rdznily si¢ jednym
lub trzema allelami. Podkresla to nie tylko plastycznos¢ klonéw enterokokowych, ktore
sa zdolne do ewolucji w wyniku transferu horyzontalnego réznych genéw lub
wystepujacych mutacji, ale takze potencjalne trudnosci w ustaleniu powigzan
epidemiologicznych miedzy szczepami w niektorych przypadkach (Freitas i wsp.
2011Db).

Trzy z najczesciej wystepujacych typow sekwencyjnych E. faecalis (ST290,
ST374 i ST 287), izolowanych w badanej populacji ptakéw dzikich, byly wcze$niej
wykazane u $win, kurczat, hospitalizowanych i niechospitalizowanych ludzi, a takze w
$ciekach (Jorgensen i wsp. 2017, PubMLST 2017). Kolejne dwa szczepy przypisane do
ST34, wykryto poprzednio u zimorodka zwyczajnego na Stowacji (Splichalova i wsp.
2015), ale rowniez u hospitalizowanych ludzi i w odchodach drobiu (Freitas i wsp.
2011b, PUbMLST 2017). Szczepy E. faecalis ST81, ST165 i ST175, wszystkie wykryte
w czasie badan wlasnych w badanej populacji ptakéw dzikich, byly réwniez zwigzane z
zakazeniami u ludzi (Kawalec i wsp. 2007, Quinones i wsp. 2009, Cai 1 wsp. 2015,
PubMLST 2017), wystepowaly takze w przypadkach zapalenia wsierdzia i posocznicy u
drobiu, a takze u gotebi grzywaczy (Columba palumbus) (PUubMLST 2017).

Ponadto izolaty nalezagce do ST35 i ST232, pochodzace od dzikich ptakow w
Polsce, byty juz wczesniej izolowane od ludzi i zwierzat (Freitas i wsp. 2009), z migsa
drobiowego (Choi i Woo 2013) oraz hospitalizowanych i niehospitalizowanych
pacjentow (PubMLST 2017).

Warto zauwazy¢, ze dwa typy sekwencyjne (ST16 i ST21) wyizolowane od

ptakow dzikich w Polsce, scharakteryzowano wczesniej jako klony epidemiczne w
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polskich szpitalach (Kawalec i wsp. 2007) oraz w niektdrych szpitalach europejskich
(Kuch i wsp. 2012).

Wystepowanie szczepdéw E. faecalis przypisanych do tych samym ST u ptakdéw
dzikich oraz w populacjach innych niz zwierzeta dzikie wskazuje, ze wiele gatunkow
tych ptakow moze stanowi¢ Zrodto E. faecalis w przypadku zakazen u ludzi, zwierzat
domowych 1 zwierzat hodowlanych. Obecnos$¢ licznych determinant opornosci,
zwlaszcza tych, ktore mogg by¢ zlokalizowane na ruchomych elementach
genetycznych, stanowi zagrozenie rozprzestrzeniania si¢ lekoopornosci w obrgbie
bakterii tworzacych mikrobiote i patogendw, kolonizujacych m.in. przewod pokarmowy

1 w §rodowisku, z udzialem ptakow dzikich.

7. Diagnostyka opisanego po raz pierwszy na §wiecie przypadku zapalenia wsierdzia u
kurczat brojlerow z udzialem Staphylococcus simulans wraz z charakterystyka
fenotypowa czynnika etiologicznego (publikacja 5).

Przedmiotem badan byla identyfikacja izolatdbw S. simulans w oparciu o
klasyczne i nowoczesne techniki (MALDI-TOF MS, sekwencjonowanie) oraz
charakterystyka fenotypowa tego gatunku bakterii w aspekcie potencjalnego zagrozenia
dla zdrowia 1 zycia ludzi.

Wiedza nabyta w czasie prowadzonych badan zostata wykorzystana praktycznie
w celu diagnostyki zapalenia wsierdzia u kurczat brojlerow. W stadzie liczagcym 35000
30-dniowych kurczat brojlerow kurzych Ross 308 odnotowano upadki poczatkowo w
ilosci okoto 30 sztuk dziennie (w szczytowym okresie choroby upadki wynosity 112
sztuk dziennie). Cz¢$¢ padlych ptakow zostata znaleziona w pozycji lezacej na
grzbiecie. Przed $miercig u ptakOw obserwowano takze objawy kulawizny. Sposrod
dostarczonych do badania kurczat, 10 sztuk poddatam diagnostyce sekcyjnej,
histopatologicznej, bakteriologicznej i molekularnej oraz wykonatam fenotypowsa
analiz¢ wybranych cech zjadliwosci. Na podstawie przeprowadzonych badan ustalitam,
ze przyczyna choroby byt Staphylococcus simulans.

U kurczat z najbardziej zaawansowanymi zmianami anatomopatologicznymi
obserwowano zaokraglone serce, kalafiorowate widknikowe zmiany wegetatywne na
lewej zastawce przedsionkowo-komorowej, kremowe ogniska nekrotyczne o roznej
wielko$ci w watrobie oraz martwice szyjki lub chrzastki kosci udowej. Na powierzchni
watroby  obserwowano takze nitkowate strzepki wldknika. W  badaniu

histopatologicznym serca stwierdzono wieloogniskowe konglomeraty kolonii bakterii
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przylegajace do endokardium zastawki. Wokot skupisk komorek bakteryjnych
obserwowano strzgpki wioknika 1 komoérki zapalne =z heterofilami. Obraz
mikroskopowy wskazywal na bakteryjne zapalenie zastawek z charakterystycznym
wegetatywnym zapaleniem wsierdzia. Na podstawie badania bakteriologicznego (liczne
kolonie w czystej Kkulturze) oraz identyfikacji czynnika etiologicznego przy
zastosowaniu komercyjnych testow diagnostycznych API ID32 Staph, technik opartych
na spektrometrii mas typu MALDI-TOF oraz sekwencjonowania z wykorzystaniem
gendéw rpoB i dnaJ wykazatam, ze przyczyng opisywanych zmian byty bakterie S.
simulans. Wyizolowane szczepy oporne byly na metycyling, rifampicyne,
sulfadimetoksyng¢ 1 sulfatiazol. Ocena wybranych czynnikow wirulencji wykazata, ze
badane izolaty nie wytwarzaty hemolizyny/cytolizyny, koagulazy i DNAzy, ale
produkowaty proteazy i zewnatrzkomorkowe polisacharydy ($luz).

Wytwarzanie §luzu przez gronkowce koagulazo-ujemne jest jednym z istotnych
elementbw w pierwszym etapie patogenezy, co pomaga bakteriom przetrwaé w
zakazonym organizmie, chroniac je przed mechanizmami obronnymi gospodarza (Piette
i Verschraegen 2009). W kolejnym etapie zakazenia, po uprzedniej kolonizacji, bakterie
wydzielaja substancje o dziataniu toksycznym lub destrukcyjnym na tkanki gospodarza.
W omawianej pracy wykazatam réwniez zdolnos$¢ S. simulans do wytwarzania proteaz.

Do wystapienia zapalenia wsierdzia przyczynita si¢ prawdopodobnie obnizona
odporno$¢ na skutek stresu wynikajacego z upalnej i burzowej pogody podczas
odchowu ptakéw. Uwaza sig, ze zwierzeta sg potencjalnym rezerwuarem gronkowcow
opornych na metycyling (Chah i wsp. 2014, Silva i wsp. 2014). Ponadto, Vallianou i
wsp. (2008) przedstawili przypadek rzeznika, u ktorego wystgpito zapalenie kosci i
szpiku kregow oraz zapalenie wsierdzia wywotanego przez S. simulans opornego na
metycyling. Autorzy spekulowali, ze mogt on ulec zakazeniu podczas pracy z bydtem i
owcami i ze przyczynita si¢ do tego ostabiona odpornos¢ wywotana naduzywaniem
alkoholu. Zatem analogicznie mozna przyjac, ze istnieje realne zagrozenie przeniesienia
zakazenia S. simulans od drobiu na ludzi.

Nalezy podkresli¢, ze jest to pierwszy opisany zarowno w Polsce, jak i na
$wiecie przypadek kliniczny endocarditis o etiologii S. simulans u drobiu potaczony z
opartg na metodach fenotypowych i genotypowych identyfikacjg oraz charakterystyka
czynnika etiologicznego. Uzyskane w prezentowanych badaniach rezultaty potwierdzaja
réwniez mozliwos¢ wykorzystania zastosowanych metod identyfikacji i charakterystyki

analizowanych drobnoustrojow w diagnostyce tego schorzenia.
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Podsumowanie

Podsumowujac uzyskane w przedstawionych badaniach wiasnych rezultaty
stanowigce omawiane osiggniecie naukowe nalezy podkresli¢, ze maja one istotne
znaczenie dla rozwoju diagnostyki mikrobiologicznej oraz badan nad etiologig schorzen
wywolywanych przez drobnoustroje oportunistyczne. Na szczegdlne podkreslenie
zashluguje mozliwo$¢ wykorzystania nowoczesnych i mniej kosztochtonnych oraz
pracochtonnych metod (MALDI-TOF MS, real-time LAMP) w identyfikacji i
réznicowaniu odzwierzgcych patogenéw oportunistycznych izolowanych od drobiu
hodowlanego oraz ptakdw dzikich, stanowigcych roéwniez zagrozenie dla cztowieka.

Niezwykle istotnym elementem jest nowatorsko$¢ przeprowadzonych analiz w
oparciu 0 nowoczesne metody diagnostyczne w odniesieniu do badanych
drobnoustrojow, ktore jak dotad byly wykorzystywane w bardzo nielicznych
przypadkach lub (jak potwierdzono w warunkach krajowych) nie byly dotychczas
stosowane.

Uzyskane w prezentowanych badaniach wyniki przedstwione w formie 5
publikacji stanowiacych dzieto habilitacyjne pozwolily na sformutowanie nastepujacych
wnioskow koncowych:

1. ldentyfikacja i charakterystyka bakterii oportunistycznych bedacych potencjalnymi
czynnikami etiologicznymi choréb infekcyjnych u ptakow wymaga uzywania
zaawansowanych metod fenotypowych i genotypowych.

2. Technika spetometrii mas typu MALDI-TOF stanowi wiarygodne narzgdzie
fenotypowej identyfikacji drobnoustrojéw oportunistycznych pochodzenia zwierzecego.
Cechuje si¢ ona wysoka moca dyskryminacyjng blisko spokrewnionych gatunkow
bakterii oportunistycznych, w tym enterokokéw, co mozna wykorzysta¢ jako
alternatywe do kosztochtonnych i pracochtonnych metod genetycznych.

3. Uzyskane wyniki wskazujg na zalezne od gatunku i wieku oraz stanu zdrowia drobiu
roznice w czestotliwosci 1zolacji enterokokow.

4. Potwierdzony w badaniach wysoki odsetek wieloopornych enterokokéw w
zakazeniach drobiu wskazuje na wzrost udziatu tych bakterii w awiopatologii.

5. Dzikie ptaki, pomimo braku bezposredniego kontaktu z  substancjami
przeciwbakteryjnymi, stanowia zrodto opornych na antybiotyki szczepow E. faecalis,
w tym takze szczepOw wieloopornych dysponujacych licznymi genami opornosci, €O

moze by¢ negatywna konsekwencja oddziatywania cztowieka na srodowisko 1 stwarzac
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zagrozenia zwigzane z transmisja tych mikroorganizméw do innych organizméw
wrazliwych, w tym do cztowieka.

6. Analiza zr6znicowania genetycznego badanych szczepdéw E. faecalis wykazata, ze
wiele klonéw ST, wczesniej potwierdzonych poza populacjg zwierzat dzikich, moze
rowniez wystgpowaé w przewodzie pokarmowym ptakow dzikich, co wskazuje na brak
wyraznej swoistosci gospodarza zasiedlanego przez E. faecalis. Wspdtistnienie
szczepOwW przypisanych tym samym typom sekwencyjnym u dzikich ptakow oraz
zwierzat domowych i ludzi wskazuje, ze wiele gatunkow dzikich ptakow moze stanowic
dla ludzi, zwierzat domowych i zwierzat gospodarskich potencjalne zrodto E. faecalis i
innych bakterii oportunistycznych, w tym szczepow wielolekoopornych. Uwzgledniajgc
migracj¢ ptakow w Europie, a nawet migdzy kontynentami, ten sam czynnik
etiologiczny moze wystapi¢c w odleglych miejscach, przyczyniajac si¢ takze do
rozprzestrzeniania lekoopornosci.

7. Po raz pierwszy wyizolowano, zidentyfikowano oraz scharakteryzowano
Staphylococcus simulans jako czynnik etiologiczny rozpoznanego i opisanego
przypadku endocarditis u kurczat brojlerow na swiecie.

8. Uzyskane z wykorzystaniem metod fenotypowych i genotypowych dane na temat
bakterii oportunistycznych izolowanych od ptakéow hodowlanych 1 dzikich maja
znaczenie praktyczne i moga by¢ wykorzystywane w laboratoriach/gabinetach
weterynaryjnych w celu opracowania procedur diagnostycznych i terapeutycznych.

9. Wykazana wysoka wrazliwo$¢ badanych izolatéw bakteryjnych wyosobnionych od
drobiu na amoksycyling, amoksycyling z kwasem klawulanowym i florfenikol ma
charakter aplikacyjny i kliniczny, i moze by¢ wykorzystana w praktyce weterynaryjnej
przy zwalczaniu zakazen powodowanych przez enterokoki.

10. Opracowana w toku badan specyficzna metoda real-time LAMP przeznaczona do
identyfikacji Gallibacterium anatis (GA), jest pierwszym opisanym i zastosowanym
praktycznie wykorzystaniem tej techniki do identyfikacji bakterii oportunistycznych o

duzych wymaganiach wzrostowych.
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5. Omowienie pozostalych osiagnieé naukowo-badawczych

Moj dorobek naukowy nie wchodzacy w sklad prezentowanego osiggnigcia
naukowego liczy 37 publikacji, w tym 18 prac opublikowanych w czasopismach
wyszczegolnionych w bazie Journal Citation Reports (JCR), 11 artykutlow w
czasopismach nie posiadajacych wspdiczynnika wptywu (IF), 7 artykutow popularno-
naukowych oraz jeden rozdziat w monografii (Zat. Nr 3, 1AL, 1ID1 i 2). Jestem takze
autorka i wspotautorka 35 komunikatéw zjazdowych prezentowanych na konferencjach
krajowych i migdzynarodowych (Zat. Nr 3, 1IK). Gtowny zakres i kierunek badan
naukowych jest czgsciowo kontynuacjg zainteresowan, ktore zostaly przedstawione w
moim doktoracie (wystgpowanie i charakterystyka bakterii z rodzaju Enterococcus)
oraz nowych zainteresowan nad problematyka zakazen u drobiu wywolywanych przez
rzadziej diagnozowane jako czynnik etiologiczny bakterie oportunistyczne, w tym G.
anatis. Istotnym elementem tych zainteresowan jest ocena, czy i w jakim zakresie

bakterie oportunistyczne wystepujace u ptakoéw, zwlaszcza hodowlanych, moga
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wywotywac choroby w tej grupie pacjentow oraz czy i W jakim zakresie moga one
stanowi¢ zagrozenie dla zdrowia lub zycia ludzi.

Poza pracami stanowigcymi osiggni¢cie naukowe, bralam czynny udzial w
realizacji innych badan naukowych prowadzonych zardbwno w Zakladzie Prewencji
Weterynaryjnej i Chordéb Ptakow jak i we wspolpracy z innymi o$rodkami naukowymi.
Gloéwne kierunki tych badan obejmuja takie zagadnienia jak:

e problematyke diagnostyki izolowanych od ptakéw i ludzi bakterii o nietypowych
wlasciwos$ciach biochemicznych

e cpidemiologia zakazen u drobiu oraz analiza czynnikdw wirulencji bakterii z rodzaju
Staphylococcus

¢ wykorzystanie metod fizyko-chemicznych do oceny adhezji enterokokdw

e ocena lekowrazliwo$ci wybranych bakterii kolonizujacych przewod pokarmowy u
ptakow

e alternatywne metody kontrolowania zakazen u ptakow hodowlanych

e wystepowanie i zroznicowanie mikrobioty uktadu oddechowego organizmu
ludzkiego

e opis przypadkow klinicznych.
Dorobek naukowy przed uzyskaniem stopnia doktora nauk weterynaryjnych

Po ukonczeniu studiow na Wydziale Medycyny Weterynaryjnej Akademii
Rolniczej w Lublinie w 2003 roku, rozpoczgtam studia doktoranckie w Zaktadzie
Profilaktyki Ogdlnej i Choréb Ptakéw pod kierownictwem prof. dr hab. Jerzego
Rzedzickiego. Pierwszy okres mojej pracy naukowo-badawczej i klinicznej obejmowat
zapoznanie si¢ z technikami diagnostycznymi 1 terapeutycznymi wykorzystywanymi w
rozpoznawaniu i leczeniu choréb drobiu oraz ptakéw ozdobnych oraz ich
wykorzystaniu w praktyce lekarsko-weterynaryjnej. Ponadto uczestniczytam takze w
pracach badawczych nad zakazeniami pateczkami Salmonella spp. u drobiu, ktore byty
wowczas prowadzone w Zaktadzie.

Rezultatem badan wstgpnych, poczynionych obserwacji oraz przeanalizowania
aktualnego pi$miennictwa W tym czasie jest autorstwo dwoch —publikacji

przegladowych:

> Stepien-Py$niak D.: Salmonellozy drobiu — wskazania do szczepien profilaktycznych. Magazyn
Weterynaryjny, Suplement — dréb, kwiecien — maj 2004, 59-62.
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> Stepien-Pys$niak D.: Gruzlica ptakow i jej wptyw na zdrowie cztowieka. Polskie Drobiarstwo 2004,
12, 41-42.

i trzech doniesien:

» Stepien-Pysniak D., Kolasa A.: Wystgpowanie i rola flory bakteryjnej w jaju oraz ukladzie
rozrodczym ptakéw. Konferencja naukowa ,Patologia narzadu rozrodczego ptakow— etiologia,
diagnostyka i zwalczanie” Polanica Zdr6j 16-18.09.2005 r., str.131.

> Kolasa A., Rzedzicki J., Stepien-Pysniak 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 Zdr6j 16-18.09.2005 r., str.139.
» Stepien-Pysniak D., Pyzik E.: Mikroflora bakteryjna wiktajaca zakazenia jaj pateczkami Salmonella.
XII Kongres PTNW , Nauka praktyce” Warszawa 15-17.09.2004r., str. 353.

Efektem wymiernym konczacym ten etap mojej dziatalno$ci naukowej bylo
uzyskanie stopnia doktora nauk weterynaryjnych w dniu 15.05.2008 r., na Wydziale
Medycyny Weterynaryjnej UP w Lublinie, na podstawie dysertacji doktorskiej pt.:
»llosciowa 1 jako$ciowa analiza mikroflory bakteryjnej jaj i jej aspekty
epidemiologiczne”. Promotorem mojej pracy doktorskiej byl prof. dr hab. Jerzy
Rzedzicki.

Dorobek naukowy po uzyskaniem stopnia doktora nauk weterynaryjnych

Po uzyskaniu stopnia naukowego doktora nauk weterynaryjnych wyniki badan
zawarte w rozprawie doktorskiej zostaly przedstawione w dwoch pracach naukowych

opublikowanych w czasopi$mie znajdujacym si¢ w bazie JCR.

> Stepien-Pysniak D. Occurrence of Gram-negative bacteria in hens’ eggs depending on their source
and storage conditions. Polish Journal of Veterinary Sciences, 2010, 13(3), 507-513.

> Stepien-Pysniak D., Marek A., Rzedzicki J. Occurrence of bacteria of the genus Staphylococcus in
table eggs, taking into account the source of the eggs. Polish Journal of Veterinary Sciences, 2009,
vol. 12(4), 481-484.
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Ponadto, efekty badan, w ktérych uczestniczytam podczas studiéw doktoranckich

opublikowano w publikacji:

> Marek A., Stepien-Py$niak 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 Sciences, 2009, vol. 12(4), 485-490.

Problematyka diagnostyki izolowanych od ptakdéw i ludzi bakterii o nietypowych
wlasciwosciach biochemicznych

Jednym z moich zainteresowan naukowych jest doskonalenie metod badawczych i
opracowywanie nowych technik diagnostycznych, w tym wykorzystywanych w
diagnostyce chordb ptakow. Zainteresowania te rozwijam poprzez uczestnictwo w
roéznych szkoleniach i stazach zarowno w Polsce, jak i za granicg. Komercyjne testy
diagnostyczne, zwlaszcza te oparte o analize wihasciwosci biochemicznych bakterii,
wykorzystywane do rutynowej diagnostyki w wigkszosci przeznaczone s3 do
identyfikacji drobnoustrojow ludzkich. Okazuje si¢, ze rutynowo stosowane metody
diagnostyczne sa niewystarczajace do identyfikacji drobnoustrojow o nietypowych
wlasciwosciach biochemicznych lub rzadziej wystepujacych, w tym drobnoustrojow
pochodzacych od zwierzat, czy S$rodowiskowych. Konsekwencja nieprawidlowego
zidentyfikowania czynnika etiologicznego choroby moze by¢ nieodpowiednie

podejmowanie dziatan terapeutycznych czy prewencyjnych. W publikacji:

» Marek A., Pyzik E., Stepien-PysniakD., Hauschild T., Banach T. ldentification of strains with
phenotypes similar to those of Staphylococcus aureus isolated from table chicken eggs using MALDI-
TOF MS and genotyping methods. Bulletin of the Veterinary Institute in Pulawy, 2015, 59, 235-2309.

wykazalismy, ze izolaty otrzymane z jaj kurzych konsumpcyjnych zidentyfikowano za
pomocg testu API ID32 Staph jako Staphylococcus aureus, niemniej jednak
zaobserwowali$my ich ujemng reakcje w tescie na obecno$¢ wolnej koagulazy i na tej
podstawie nadalismy im nazwe roboczg Staphylococcus aureus-like. Test na obecnosé¢
wolnej i zwigzanej koagulazy (ang. clumping factor) jest podstawg w rutynowej
identyfikacji w celu rozréznienia koagulazo-dodatnich i koagulazo-ujemnych
gronkowcéw. Dlatego w przypadku izolatow S. aureus nie wytwarzajacych koagulazy,
podjelismy dalszg diagnostyke, ktorej celem byto okreslenie przydatnosci spektrometrii

mas typu MALDI-TOF do wstepnej i wiarygodnej identyfikacji gatunkowej tych
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gronkowcdéw z jednoczesnym zastosowaniem weryfikujacej metody molekularne;j
opartej na sekwencjonowaniu z wykorzystaniem genu rpoB. Wyniki przeprowadzonych
badan pozwolity na ustalenie, ze wsrod badanych izolatow Staphylococcus aureus-like
dominowaly trzy gatunki Staphylococcus: S. epidermidis, S. haemolyticus i S.
chromogenes. Jeden izolat nie zostal zidentyfikowany metoda genetyczna, jednakze
analiza widm spektralnych tego gronkowca pozwolila ustali¢, ze byt to S. chromogenes.
Przedstawione wyniki wskazaly, ze identyfikacja bakterii przy uzyciu MALDI-TOF MS
jest poréwnywalna z metodami diagnostycznymi opartymi na analizie genu rpoB
stanowigcego podstawe genetycznej identyfikacji gatunkowej gronkowcodw, pozwalajac
stwierdzi¢, ze spektrometria mas jest tym samym przydatng, wiarygodna, prosta i mato
pracochtonng metoda analitycznag, ktora z powodzeniam moze by¢ wykorzystywana do

identyfikacji odzwierzecych gronkowcow.
Podobnie w publikacji:

> Kosikowska U., Stepien-Pysniak D., Pietras-Ozga D., Andrzejczuk S., Juda M., Malm A.
Zastosowanie spektrometrii masowej MALDI-TOF MS w identyfikacji bakterii izolowanych z
materiatow klinicznych od ludzi i zwierzat. Diagnostyka laboratoryjna, 2015, 51(1), 1-8.

poréwnalismy identyfikacj¢ wybranych izolatow bakterii wyosobnionych od ptakow

hodowlanych oraz ludzi w oparciu o rutynowo stosowane metody diagnostyczne i

technike MALDI-TOF MS. Woyizolowane bakterie rozpoznawano wstgpnie na

podstawie morfologii kolonii oraz mikroskopowo po wybarwieniu metodg Gramma, a

w przypadku gronkowcow wykonywano réwniez test na koagulazg oraz SlidexR Staph

Kit (bioMerieux, Francja). Do identyfikacji biochemicznej wykorzystywano rézne

mikrotesty i panele diagnostyczne bioMerieux (Francja), analizator mikrobiologiczny

Vitek 2 Compact (bioMerieux, Francja) oraz STREPTOtest 24 (Erba Lachema, Czech

Republic). Do identyfikacji z zastosowaniem techniki MALDI-TOF MS wstepnie

prowadzono tylko ekstrakcje biatek z etalolem i kwasem mrowkowym. Na podstawie

uzyskanych rezultatow zaobserwowali§my, ze najwicksze rozbiezno$ci, pomiedzy
identyfikacja bakterii izolowanych od ptakow hodowlanych i ludzi z uzyciem metod

biochemicznych i techniki MALDI-TOF MS wystepowaty wsrod izolatow bakterii z

rodziny Pasteurellaceae. Uzyskane dane ponownie potwierdzity, ze MALDI-TOF MS

jest uzyteczng metodg diagnostyczng, umozliwiajgca identyfikacje réznych gatunkow

mikroorganizméw o specyficznych wymaganiach wzrostowych, rzadko izolowanych z
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materialdéw diagnostycznych lub sprawiajacych problemy w rutynowej diagnostyce,
opartej gtdwnie na pracochtonnych i drogich metodach biochemicznych.

Zdarza si¢ takze, ze istniejg trudnosci w identyfikacji niektorych gatunkéw bakerii
z uzyciem MALDI-TOF MS, zwlaszcza jeSli baza zawiera ograniczong liczbe widm
szczepow wzorcowyh tego samego gatunku, do ktorych porownywane sa widma
szczepOw dzikich. Dlatego tez w takich przypadkach wykorzystywalismy metody
biologii molekularnej opartej na analizie rybosomalnego DNA (16S rDNA), polegajaca
na porownaniu elektroforetycznych profili restrykcyjnych amplikonow 16S rDNA
(16S-ARDRA: 16S Amplified Ribosomal DNA Restriction Analysis) izolatow
terenowych lactobacilli z profilami szczepow referencyjnych. Warto tu zaznaczyé¢, ze
protokot tej identyfikacji zostat opracowany w naszym Zaktadzie. Dzigki tej metodzie
wykazalismy, ze dziewie¢ gatunkow Lactobacillus wyizolowanych od indykow, ktore
poczatkowo zdiagnozowano przez MALDI-TOF MS jako L. johnsonii/L. gasseri
nalezalo do gatunku L. johnsonii, izolaty zidentyfikowane jako L. crispatus/L.
ultunensis nalezaty do gatunku L. crispatus, natomiast gatunki okreslane jako L. oris/L.

antri nalezaty do gatunku L. oris.

» Dec M., Nowaczek A., Stepien-Pysniak D., Wawrzykowski J., Urban-Chmiel R. Identification and
antibiotic susceptibility of lactobacilli isolated from turkeys. BMC Microbiology, 2018, 18:168.

Epidemiologia zakazen u drobiu oraz analiza czynnikow wirulencji bakterii z
rodzaju Staphylococcus spp.

Jak wskazatam we wstepie oraz W publikacji 5 wiaczonej do osiggnigcia
naukowego przedstawionego do postgpowania habilitacyjnego, gronkowce koagulazo-
dodatnie oraz koagulazo-ujemne wywolujg rézne stany patologiczne u zwierzat, w tym
u drobiu. Z uwagi na fakt, iz gronkowce byty czesto izolowane od ptakéw hodowlanych
(zidentyfikowalismy 24 gatunki, w tym najczgséciej byly to Staphylococcus cohnii,
Staphylococcus aureus, Staphylococcus lentus), co wykazalismy w pracy:

> Marek A., Stepien-PysniakD., Pyzik E., Adaszek L., Wilczynski J., Winiarczyk S. Occurrence and
characterization of Staphylococcus bacteria isolated from poultry in Western Poland. Berliner und
Munchener Tierarztliche Wochenschrift, 2016, 129, 3/4, 147-152.

istnieje wysokie ryzyko kontaminacji produktow pochodzenia zwierzgcego, a nawet

niebezpieczenstwo dla ludzi pracujagcych z drobiem na roéznych szczeblach ich

produkcji. Jednym z tych zagrozen jest wysoka opornos¢ badanych bakterii na
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antybiotyki stosowane u drobiu, ktore nalezg do tych samych grup lekow
wykorzystywanych w terapii ludzi. Wyniki badan wlasnych wykazaty rowniez, ze
30,7% badanych izolatdw S. aureus charakteryzowata opornos¢ na kilka (pie¢ lub
wiecej) z badanych antybiotykéw stosowanych u drobiu. Wsréd najczesciej
obserwowanych profilbw opornosci mozna wymieni¢: enrofloksacyne, tylozyne,
doksycykling i amoksycyling. W przypadku izolatow nalezacych do gatunku S. cohnii i
S. lentus, odpowiednio 49,1% i 44,4% szczepOw wykazywato oporno$¢ na pi¢é¢ lub
wiecej badanych chemioterapeutykéw, takich jak: enrofloksacyna, doksycyklina,
sulfametoksazol potencjalizowany trimetoprimem, linkospektin i tylozyna. W sposéb
szczegllny nalezy zwrdci¢ uwage na obecno$¢ izolatdow S. aureus opornych na
oksacyling (co oznacza, ze szczepy takie sa jednoczesnie oporne na metycyling) i
noszacych geny mecA (odpowiedzialny za oporno$¢ na metycyling) oraz geny

warunkujace wytwarzanie toksyn gronkowcowych:

» Marek A., Pyzik E., Stepien-Py$niak D., Urban-Chmiel R., Jarosz L. Association between the
methicillin resistance of Staphylococcus aureus isolated from slaughter poultry, their toxin gene
profiles and prophage patterns. Current Microbiology, 2018, 75, 1256-1266.

W cytowanej powyzej publikacji odnotowalismy, ze 30,6% badanych izolatow S.
aureus nosito gen mecA. Dodatkowo, obecnos¢ gendéw odpowiedzialnych za
wytwarzanie stafylokokowej enterotoksyny A (SEA) wykazano u jednego z izolatow
metycylinoopornych (MRSA) i dwdch izolatbw wrazliwych na metycyling (MSSA).
Tylko jeden szczep MRSA 1 dwa szczepy MSSA wykazywaly obecno$¢ genu toksyny
zespotu wstrzasu toksycznego (TSST-1). Zaden z izolatow MRSA nie posiadat genow
odpowiedzialnych za wytwarzanie eksfoliatyny A i B, a tylko jeden MSSA posiadal gen
eksfoliatyny A. Obecno$¢ genu stafylokinazy (sak) obserwowano u 13 izolatbw MRSA
i 5 izolatbw MSSA. ZaobserwowaliSmy rowniez, duzg czesto$§¢ wystepowania
profagdow wsrod badanych izolatow S. aureus. U wszystkich poddanych analizie
gronkowcow ztocistych udato si¢ wyodrgbni¢ 15 wzorcow profagowych. Typ 11-like
byt dominujacym wzorcem, chociaz izolaty S. aureus zawieraly od jednego do trzech
profagéw, co moze zwigksza¢ zdolnos¢ wytwarzania roznych czynnikow wirulencji
przenoszonych przez bakteriofagi. Wykorzystujac do typowania izolatbw MRSA
pochodzacych od drobiu technike PFGE z najcze$ciej uzywanym w tym celu enzymem
restrykcyjnym Smal, wykazaliSny, ze analizowane izolaty sa najprawdopodobniej
pochodzenia zwierzecego. Badanie z uzyciem enzymu Smal pozwolito na opracowanie
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i porownanie tylko tylko trzech z 26 izolatbw MRSA wykazujac obecnos¢ trzech
pulsotypow. Zgodnie z danymi piSmiennictwa, wykazaliSmy, ze aktywno$¢ enzymu
Smal w stosunku do szczepoéw pochodzacych od zwierzat gospodarskich moze by¢
zablokowana z powodu metylacji miejsca restrykcyjnego w genomie bakteryjnym. W
zwigzku z tym, jako alternatywe do trawienia zastosowaliSmy enzym Apal, dzigki
ktoremu wszystkie 26 izolatbw MRSA poddato si¢ trawieniu, pozwalajac na uzyskanie
16 pulsotypow. Szes¢ izolatow nalezacych do pulsotypu al i trzy izolaty nalezace do
pulsotypu a2 wykazywaly te same wzory Apal-PFGE.

Dodatkowo odnotowalismy, ze sposrod koagulazo-dodatnich gronkowcéw, tylko
S. aureus izolowany od drobiu, ujawniat fenotypowo w warunkach in vitro zdolnos¢ do
wytwarzania czterech enterotoksyn (SEA-SED, odpowiedzialnych za destrukcje tkanek
i inaktywacj¢ mechanizmow obronnych gospodarza), ktore stwierdzane sg w ogniskach
zatru¢ pokarmowych u ludzi. Wsrdéd wszystkich ocenianych izolatow (89 szczepow),
9% byto zdolnych do produkcji toksyny A, natomiast 23,6% szczepéw wytwarzato
toksyn¢ D. Enterotoksyny B 1 C wytwarzane byly odpowiednio przez jeden i dwa

szczepy, co stanowito niewielki odsetek badanych izolatow.

» Marek A., Pyzik E., Stepien-Py$niakD., Wilczynski J., Adaszek L. Phenotypic evaluation of the
ability to produce enterotoxin in staphylococci isolated from broiler chickens and turkeys in Poland.
Berliner und Miinchener Tierarztliche Wochenschrift, 2018, 131, 53-57.

W kolejnej pracy przeprowadzilisSmy izolacje i charakterystyke¢ morfologiczng
umiarkowanych bakteriofagébw indukowanych ze szczepow S. aureus uzyskanych z
probek Klinicznych brojlerdw kurzych i indyczych. Fagi scharakteryzowalismy pod
wzgledem morfologii, stabilno$ci i aktywnoS$ci bakteriolitycznej wobec izolatbw MRSA
i MSSA. Podjeto tez probe oceny zakresu gospodarzy dla otrzymanych bakteriofagow,
wykorzystujac rowniez inne gatunki bakterii z rodzaju Staphylococcus oraz bakterii
nalezacych do innych rodzajow. Otrzymalismy 31 fagoéw poprzez indukcj¢ mitomycyna
C z profagow. Ustalili$my, ze wszystkie uzyskane bakteriofagi mialy izomeryczng
glowe 1 dtugi, cienki, niekurczliwy elastyczny ogon, charakterystyczny dla rodziny
Siphoviridae z rzedu Caudovirales, wskazujac tym samym na swoisto$¢ wobec
gospodarza, ograniczong do jednego gatunku bakterii, co mozna wykorzysta¢ jako
narzgdzie  diagnostyczne. W  obrgbie  charakteryzowanych  bakteriofagow
odnotowaliSmy trzy serotypy i dwa podtypy. Najbardziej reprezentatywna grupe
stanowity fagi 77-like, wsrod ktorych wyodrebniliSmy podgrupy Fa i Fb. Mniej liczne
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byly natomiast bakteriofagi nalezace do grup 3A-like i 11-like. Posrdd
charakteryzowanych bakteriofagéw nie stwierdzili§my obecnosci grup 187 i Twort-like.
Warto zaznaczy¢, ze metoda ta moze by¢ uzyteczna w celach epidemiologicznych
wykrywania szczepdéw profagowych S. aureus. Analizujgc material genetyczny
badanych bakteriofagow wykazaliSmy rowniez, ze cz¢$¢ z nich nosita geny zjadliwosci.
Niestety, obecnos¢ determinant chorobotwodrczosci w bakteriofagach moze powodowaé
negatywne zjawisko zwigzane z trasferem horyzontalnym tych gendéw do innych

bakterii, przez co wyklucza je do ewentualnego zastosowania w celach terapeutycznych.

» Marek A., Pyzik E., Stepien-Pysniak D., Urban-Chmiel R. Characterization of bacteriophages and
their carriage in Staphylococcus aureus isolated from broilers in Poland. British Poultry Science,
2018, DOI: 10.1080/00071668.2018.1426831.

Wyniki powyzszych badan zostaly takze przedstawione w pracach
opublikowanych w czasopi$mie popularyzujacym nauke, jako element edukacji

spoleczenstwa:

> Marek A., Pyzik E., Stepien-Py$niak D., Nowaczek A. Charakterystyka szczepdéw gronkowcow
koagulazo-ujemnych izolowanych od drobiu rzeznego w Polsce. Polskie Drobiarstwo, 2018, 26-31.

> Marek A., Pyzik E., Stepien-PysniakD.,Nowaczek A. Bakteriofagi specyficzne dla gatunku
Staphylococcus aureus — zagrozenia i korzysci zwigzane z ich wystgpowaniem. Polskie Drobiarstwo,
2017, 75-78.

Wykorzystanie metod fizyko-chemicznych do oceny adhezji enterokokéw

Jak wykazatam w publikacji 1, uwzglednionej w wykazie publikacji bedacych
przedmiotem postepowania habilitacyjnego, E. faecalis byt gatunkiem najczesciej
izolowanym z probek pobranych z serc kurczat brojlerow do 10 dnia zycia. Wedlug
niektorych autorow, enterokok ten, obok Gram-ujemnych pateczek Escherichia coli,
jest najbardziej znaczacym patogenem bakteryjnym zwigzanym ze $miertelnos$cig kur
niosek w pierwszym tygodniu zycia. Odnotowano réwniez przypadki endocarditis z
udziatem E. faecalis u drobiu. Jednakze, inni naukowcy twierdza, ze enterokoki moga
tymczasowo rezydowa¢ w plucach 1 sercu ptakow bez widocznych objawoéw infekcji.
Wykazano tez, ze znaczacy wzrost wystgpowania E. faecalis w przewodzie
pokarmowym w ciggu pierwszej doby zycia pisklat wigze si¢ z horyzontalng transmisja

tych bakterii w wylegarni.
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Wspolnie z naukowcami z Instytutu Agrofizyki im. Bohdana Dobrzanskiego PAN
w Lublinie podj¢liSmy badania nad oceng wpltywu fizyko-chemicznych witasciwosci
powierzchni komérek E. faecalis wyizolowanych z serc jednodniowych pisklat
brojlerow kurzych niewykazujacych objawoéw klinicznych choroby na zdolno$¢ do
tworzenia biofilmu z uwzglednieniem obecnosci genetycznych determinant zjadliwosci.
W badaniach wykorzystano szczep E. faecalis ATCC 29212, jako materiat
referencyjny.

Jednym z warunkoéw utworzenia si¢ monowarstwy komorek bakteryjnych na
danej powierzchni jest przezwycigzenie sit odpychania elektrostatycznego przez
oddziatywania hydrofobowe 0 charakterze przyciggajacym. Wedlug danych
literaturowych, komorki bakteryjne sa zwykle obdarzone ujemnym powierzchniowym
fadunkiem elektrycznym, ktorego warto$¢ zalezy m.in. od szczepu, budowy chemicznej
1 struktury powierzchni zewngtrznej komorki oraz sktadu chemicznego osrodka, w
ktorym znajduja si¢ bakterie. Powierzchniowy tadunek elektryczny komorek rzutuje na
szybkos$¢ ich ruchu w polu elektrycznym i warto$¢ tzw. potencjatu elektrokinetycznego,
charakteryzujacego podwodjng warstwe elektryczng wokot komorki zawieszonej w
cieczy. W pracy przegladowej, przedstawionej w formie doniesienia konferencyjnego,
zestawilismy informacje odnosnie znaczenia potencjatu elektrokinetycznego w

pierwszym etapie patogenezy Enterococcus faecalis.

» Stepien-Pysniak D., Ciesla J., Wernicki A., Bieganowski A. Rola potencjatu elektrokinetycznego
Enterococcus faecalis w patogenezie. Konferencja Naukowa ,,Aktualne problemy w patologii drobiu

ze szczegOlnym uwzglednieniem chorob uktadu oddechowego. Wroctaw 26-27.06.2014r., str. 69-79.

Wyniki kompleksowych badan wiasciwosci fizyko-chemicznych komérek E.
faecalis wyizolowanych z serc pisklat oraz szczepu referencyjnego pokazaty, iz
zdolno$¢ do tworzenia biofilmu przez bakterie byla tym wigksza, im niZzsza byla
warto$¢ bezwzgledna ruchliwosci elektroforetycznej 1 powierzchniowego ladunku
elektrycznego  komoérek  bakteryjnych. Zrodlem — powierzchniowego — tadunku
elektrycznego komorek enterokokéw byly grupy funkcyjne o charakterze silnie
kwasowym. Szczepy izolowane z serca pisklat bez klinicznych objawdw choroby
wykazywaly mniejsza zdolno$¢ do tworzenia biofilmu niz szczep referencyjny.
Wszystkie szczepy byty dodatnie fenotypowo pod wzgledem wytwarzania zelatyny, ale
tylko szczep referencyjny posiadal aktywnos¢ hemolityczng. Ponadto w badanych
izolatach i szczepie E. faecalis ATCC 29212 stwierdzilismy kombinacje genow gelE,
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cylA oraz efaAs. WykazaliSmy réwniez, ze zaden z badanych izolatow, ani szczep
referencyjny nie nosily genu esp. Warto zauwazy¢, ze obecno$¢ badanych genow
cechuje zwykle szczepy enterokokOw izolowane z postaci klinicznych zapalen
wsierdzia, rowniez tych izolowanych od ludzi.

Analiza  fizyko-chemicznych ~ wlasciwosci  powierzchniowych — komorek
enterokokdw w powigzaniu z badaniami genetycznymi pozwolita na oceng i petniejsze
zrozumienie ich zdolnosci adhezyjnych. Na podstawie przeprowadzonych badan
interdyscyplinarnych mozna wnioskowa¢, ze enterokoki wyizolowane z serc pisklat
brojlerow kurzych nie wykazujacych objawow klinicznych choroby moga w

sprzyjajacych warunkach przyczyni¢ si¢ do rozwoju stanu patologicznego.

> Ciesla J., Stepien-Pys$niak D., Nawrocka A., Lukowska M., Hauschild T., Wernicki A., Bieganowski
A. Surface properties of the Enterococcus faecalis cells isolated from the chickens’ hearts determine
their low ability to biofilm formation. Biofouling, 2018, 34(2), 149-161.

Ocena lekowrazliwo$ci wybranych bakterii kolonizujacych przewod pokarmowy u
ptakow

W ostatnim czasie bior¢ czynny udzial w badaniach zwigzanych z ocena
lekoopornosci bakterii stanowigcych element mikrobioty przewodu pokarmowego
ptakdw hodowlanych oraz wolnozyjacych, w konteks$cie ewentualnego zagrozenia
rozwoju i rozprzestrzeniania opornosci, w tym wsrod bakterii patogennych zaréwno dla
ptakow jak i dla ludzi. Wsrod tych bakterii znalazty sie pateczki kwasu mlekowego, jak
rowniez z rodzaju Campylobacter.

WykazaliSmy, ze got¢bie sportowe oraz dziko zyjace sa nosicielami gtownie C.
jejuni. Ponadto odnotowalismy, Ze izolaty te odznaczaty si¢ wysoka czestotliwosciag
wystepowania opornosCi na makrolidy, streptomycyng, teracykliny i penicyliny,
ograniczajac tym samym mozliwosci terapeutyczne w przypadkach zakazen tymi

drobnoustrojami ludzi czy zwierzat.

» Dudzic A., Urban-Chmiel R., Stepien-Py$niak D., Dec M., Puchalski A., Wernicki A. Isolation,
identification and antibiotic resistance of Campylobacter strains isolated from domestic and free-
living pigeons. British Poultry Science, 2016, 57(2), 172-178.

Nasze badania udowodnity rowniez, ze przewod pokarmowy kurczat brojlerow i
indykow stanowi zrodto wieloopornych Lactobacillus spp. Wsroéd badanych pateczek

kwasu mlekowego pochodzacych od kurczat brojleréw rejestrowaliSmy czesto
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fenotypowa oporno$¢ na tiamuling, tetracykliny i linkomycyn¢ oraz umiarkowang
czestotliwos¢ opornosci do enrofloksacyng, makrolidy, aminoglikozydy, ampicyling i
chloramfenikol. Ponadto odnotowali$émy, ze izolaty indycze wykazywaly oporno$¢
glownie na tetracykling, linkomycyng, ampicyling i erytromycyne. Dodatkowo
zauwazyliSmy, ze wysokim warto$ciom MIC dla ampicyliny (>64 pg/ml) zwykle
towarzyszyly podwyzszone wartosci MIC dla cefalosporyn (>16 pg/ml). Najczesciej
stwierdzanymi genami opornosci byty tet(W), tet(M) i tet(L) (opornos¢ na tetracykliny),
erm(B), erm(C) i InuA (oporno$¢ na makrolidy i linkozamidy). Wérdéd gendw
determinujgcych oporno$¢ na antybiotyki aminoglikozydowe znalezliSmy ant(6)-la,
aac(6")-le-aph(2')-la, aph(2”)-Ic i aadE. Natomiast zarowno cze$¢ szczepow opornych
jak 1 wrazliwych na chloramfenikol nosita gen cat. Za fenotypowa opornos¢ na
tiamuling odpowiedzialne byly geny acrA i/lub IsaE. Nie bylismy jednak w stanie
wyjasni¢ mechanizmu opornosci izolatow Lactobacillus na ampicyling, jednoczes$nie
wykazujac, ze nie wigze si¢ ona z wytwarzaniem [B-laktamaz. ZauwazyliSmy tez, ze
czestotliwos¢ wystepowania fenotypowej i genotypowej opornos$ci zalezata od gatunku
pateczek kwasu mlekowego, od gatunku drobiu, z ktérego bakterie te byly pozyskane,
jak réwniez od fermy, na ktorej hodowano ptaki.

Warto zaznaczy¢, ze prezentowane badania sg pierwszymi doniesieniami na temat
wrazliwosci Lactobacillus spp. na tiamuline, tj. antybiotyk powszechnie stosowany w
hodowli drobiu, gtownie w celu kontrolowania zakazen wywotywanych przez
mykoplazmy. Ponadto, na podstawie przeprowadzonych badan, po raz pierwszy
wykazali$my obecno$¢ genu IsaE u tego rodzaju bakterii.

Weczesniej potwierdzono wystepowanie wielu z wykrytych u Lactobacillus spp.
genow  opornosci nha ruchomych elementach genetycznych, co stanowi
niebezpieczenstwo rozprzestrzeniania oporno$ci w obrebie innych bakterii

zasiedlajgcych przewdd pokarmowych ptakéw, ale takze w danym Srodowisku.

> Dec M., Nowaczek A., Stepien-Pysniak D., Wawrzykowski J., Urban-Chmiel R. Identification and
antibiotic susceptibility of lactobacilli isolated from turkeys. BMC Microbiology, 2018, 18:168.
» Dec M., Urban-Chmiel R., Stepien-Pysniak D., Wernicki A. Assessment of antibiotic susceptibility

in Lactobacillus isolates from chickens. Gut Pathogens, 2017, 9:54.

Alternatywne metody kontrolowania zakazen u ptakow hodowlanych
Bratam takze czynny udziat w badaniach skoncentrowanych na alternatywnych

metodach zwalczania zakazen u ptakow. Z uwagi na narastajgce obawy zwigzane z
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negatywnym wplywem antybiotykow na zdrowie konsumenta, obecne trendy w chowie
zwierzat zaktadaja ograniczenie stosowania $rodkOw przeciwdrobnoustrojowych na
rzecz dzialan prewencyjnych. Wazng grupg srodkow, ktdre mogg by¢ pomocne w
zwalczaniu niektérych drobnoustrojow patogennych dla ptakéw, a posrednio takze u
ludzi, sa dodatki paszowe korzystnic wplywajace na stan zdrowotny jelit oraz
wydajnos¢ produkcji.

Jedna z najczestszych chordéb odzwierzecych u ludzi jest kampylobakterioza, a
zrodlem zakazenia Campylobacter spp. jest zwykle migso drobiowe. W zwigzku z tym,
ze kurczeta sg naturalnym gospodarzem Campylobacter spp., jedng ze strategii
zapobiegania zakazeniom u ludzi jest eliminacja tych mikroorgnizméw u drobiu. W
przeprowadzonych badaniach wykazalismy, ze 46 izolatdw Lactobacillus spp. byto w
stanie wytworzy¢é na podiozu stalym zwigzki aktywne 0 antagonistycznych
wilasciwosciach wobec C. jejuni i C. coli. Szczeg6lnie silny antagonizm anty-
Campylobacter wykazywaty L. salivarius oraz L. reuteri. Ponadto badane bakterie
Lactobacillus spp. cechowaly si¢ innymi cechami probiotycznymi, jak: zdolno$¢ do
produkcji H202; wigkszos¢ izolatow miata hydrofobowa powierzchni¢, wykazywaty
tolerancje na z6t¢ oraz doskonatlg przezywalno$¢ przy pH 2,0 lub 1,5; 50% izolatéw
cechowata zdolnos$¢ tworzenia biofilmu. Mimo to, 80,4% izolatow bylo opornych na co
najmniej jeden S$rodek przeciwbakteryjny. Dlatego ostatecznie 7 izolatow spelniato
wszystkie podstawowe kryteria dla probiotykéw 1 mogloby mie¢ potencjalne
zastosowanie w ograniczaniu rozprzestrzeniania Campylobacter spp. u kurczat, a tym

samym zapobiega¢ infekcjom zardéwno u ptakow, jak 1 u ludzi.

> Dec M., Nowaczek A., Urban-Chmiel R., Stepien-Pysniak D., Wernicki A. Probiotic potential of
Lactobacillus isolates of chicken origin with anti-Campylobacter activity. Journal of Veterinary
Medical Science, 2018, 80(8), 1195-1203.

W ramach prowadzonych w jednostce poszukiwan alternatywnych metod
eliminacji czynnikow patogennych u ptakow, uczestniczylam rowniez w badaniach
obejmujgcych izolacj¢ oraz charakterystyke bakteriofagow swoistych dla szczepow
Campylobacter spp. izolowanych od drobiu. Wymiernym efektem tych badan jest

zaakceptowana do druku publikacja w czasopismie znajdujacym si¢ w bazie JCR:

» Nowaczek A. Urban-Chmiel R., Dec M., Puchalski A., Stepien-Py$niak D., Marek A., Pyzik E.
Characterization of bacteriophages specific for Campylobacter spp. isolated from the gut of broiler

chickens. Microbiology Open (20p., IF 2,682).
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Ponadto uczestnicz¢ rowniez w badaniach nad izolacja i charakterystyka
bakteriofagdéw swoistych dla patogennych szczepdw Staphyloccus spp. izolowanych od
roznych gatunkow zwierzat towarzyszacych oraz drobiu. Efektem tych badan sg
ztozone do NCN projekty badawcze oraz ztozone wnioski patentowe.

Kolejnym tematem badawczym, w ramach mojej dziatalnosci naukowej, byta
ocena wpltywu suplementacji paszy 2% i 3% Zakarpackiego zeolitem (klinoptylolitem)
na wybrane wskazniki odpowiedzi immunologicznej u drobiu oraz parametry
morfologiczne jelita cienkiego i aktywno$¢ enzyméw trawiennych przewodu
pokarmowego kurczat brojlerow. W wyniku przeprowadzonych badan, zaobserwowano
statystycznie istotny wzrost wysokosci kosmkoéw w dwunastnicy, czesci $rodkowej
jelita czczego oraz w jelicie biodrowym u kurczat otrzymujacych 2% dodatek zeolitu.
Wykazano zmniejszenie szerokosci kosmkéw w dwunastnicy i czgéci dystalnej jelita
czczego. Stwierdzono ponadto wzrost glebokosci krypt jelitowych we wszystkich
badanych odcinkach jelit u kurczat doswiadczalnych w pordéwnaniu do grupy
kontrolnej. Dodatek 2% zeolitu powodowal statystycznie istotny wzrost pola
powierzchni kosmkow jelitowych w dwunastnicy, czesci sSrodkowej jelita czczego oraz
w jelicie biodrowym. Dodatek 2% zeolitu do paszy przyczynit si¢ rowniez do
znacznego zwigkszenia aktywno$ci zoladka gruczotowego (pepsyny) 1 trzustki
(trypsyny, lipazy) w poroéwnaniu z grupa kontrolng. Uzyskane wyniki sugeruja, ze
Zakarpacki zeolit moze by¢ uzywany jako naturalny dodatek Zywieniowy do
stymulowania morfologii kosmkow jelitowych, a w konsekwencji funkcji jelitowych.

> Wawrzyniak A., Kapica M., Stepien-Pysniak D., Szewerniak R., Olejarska A., Jarosz L. Effect of
feeding Transcarpathian Zeolite on gastrointestinal morphology and function in broiler chickens.
Revista Brasileira de Ciéncia Avicola / Brazilian Journal of Poultry Science, 2017,19(4), 737-746.

» Wawrzyniak A., Kapica M., Stepien-Pys$niak D., Luszczewska-Sierakowska I., Szewerniak R.,
Jarosz, L. The effect of dietary supplementation of Transcarpathian Zeolite on intestinal morphology
in female broiler chickens. Journal of Applied Poultry Research, 2017, 26(3), 421-430.

Rezultaty uzyskane w przeprowadzonych badaniach byty prezentowane takze w formie

doniesien na konferencjach krajowych i zagranicznych :

» Wawrzyniak Agata, Kapica Malgorzata, Stepien-Py$niak Dagmara, Szewerniak Renata. The
influence of oral administration of Transcarpathian zeolite on broiler chickens. W: International
Scientific Conference: Actualities in Animal Physiology and Pathology. Programme and abstracts,
Kaunas, 28-29 September 2017 s. 71.
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> Wawrzyniak A., Kapica A., Stepien-Pysniak D., Luszczewska-Sierakowska I., Szewerniak R.
Gastrointestinal development and function of broiler chickens on diets supplemented with
Transcarpathian zeolite. W: XLIX Sympozjum Polskiego Towarzystwa Histochemikow i
cytochemikow "Wspotczesne techniki mikroskopowe i molekularne w biologii i medycynie".
Migdzyzdroje, 9-12 IX 2015. Program, streszczenia 68., 2015.

» Wawrzyniak A., Kapica M., Stepien-Pysniak D., Luszczewska-Sierakowska I., Szewerniak R. The
effect of dietary supplementation of Transcarpathian zeolite on intestinal morphology in female
broiler chickens. XLIX Sympozjum Polskiego Towarzystwa Histochemikéw i cytochemikdw
"Wspotczesne techniki mikroskopowe i molekularne w biologii i medycynie". Miedzyzdroje, 9-12 IX

2015. Program, streszczenia, 68, 2015.

Ponadto, analiza wynikow wptywu zeolitu na wybrane wskazniki odpowiedzi
immunologicznej u drobiu poprzez oceng ekspresji czasteczek powierzchniowych CD
na limfocytach T i B oraz st¢zenie cytokin IL-2 i IL-10 we krwi wskazata, ze dodatek
2% zeolitu do paszy jest najbardziej korzystny dla drobiu pod wzgledem
immunologicznym. Ta dawka miata takze pozytywny wplyw na przyrost masy ciata u
ptakdw oraz zapewniata ich dobrg kondycje. Zwickszone stgzenie cytokin u kurczat
otrzymujacych zeolit pokazato, ze wplywa on na komorki immunokompetentne,
regulujac intensywno$¢ odpowiedzi immunologicznej organizmu. Zastosowanie zeolitu
jako suplementu diety nasilito prezentacje antygenéw i spowodowalo zmiany w
populacji komérek T i ich funkcji, prowadzac do zwigkszenia ekspresji regulatorowych
komorek T oraz ich polaryzacji w kierunku Thl i Th2.

» Jarosz L., Stepien-Pys$niak D., Gradzki Z., Kapica M., Gacek A. The effect of feed supplementation
with Zakarpacki zeolite (clinoptilolite) on percentages of T and B lymphocytes and cytokine
concentrations in poultry. Poultry Science, 2017, 96(7), 2091-2097.

Uzyskane rezultaty przedstawiono rowniez w formie doniesienia na konferencji

krajowej:

» Jarosz L, Stepien-Pys$niak D., Gradzki Z., Kapica M., Wawrzyniak A. Wplyw suplementacji paszy
Zakarpackim Zeolitem (Klinoptylolit) na ksztaltowanie si¢ odsetka limfocytow T i B oraz stezenie
cytokin u drobiu. XV Kongres PTNW ,,Nauka praktyce” Lublin 22-24.09.2016r.

Tematyke alternatywnych metod ograniczania zakazen u ptakow przedstawiono
takze w postaci dwoch prac przegladowych. Zebrane dane pokazuja, ze biatko i z6ttko
jaja zawierajg wiele biologicznie aktywnych substancji o potencjalnych lub wykazanych
juz zastosowaniach terapeutycznych wykraczajacych poza ich wtasciwosci odzywcze.

Poniewaz zawartos$cig jaj mozna manipulowaé réoznymi metodami, w szczegdlnosci
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zmianami w diecie lub immunizacji, powstala koncepcja "kury jako bioreaktora"
wytwarzajacej substancje o znaczeniu medycznym. Podkreslono zatem potencjalne
wykorzystanie substancji biologicznie czynnych w jaju w alternatywnych metodach
leczenia choréb u zwierzat 1 ludzi, w tym alternatywy dla antybiotykoterapii
ograniczajacej zjawisko powstawania lekoopornych patogenéw. Zestawiono réwniez
aktualng wiedz¢ na temat patogenezy nekrotycznego zapalenia jelit, trudno$ci w
kontrolowaniu tej jednostki chorobowej po wprowadzeniu zakazu stosowania

antybiotykowych dodatkow paszowych oraz probach immunoprofilaktyki.

» Rzedzicki J., Stepien-Pysniak D. Antimicrobial defence mechanisms of chicken eggs and
possibilities for their use in protecting human and animal health. Annales UMCS, Medicina
Veterinaria 2009, VOL. LXI1V (2), 1-8.

» Marek A., Stepien-Pysniak D., Pyzik E. Przeglad aktualnego stanu wiedzy na temat
immunoprofilaktyki martwiczego zapalenia jelit u drobiu. Magazyn Weterynaryjny, Choroby Ptakéw
— Monografia, maj 2015, str. 12-15.

Problem kontroli zakazen Clostridium perfringens u drobiu zostal takze przedstawiony

w publikacji konferencyjnej oraz artykule popularno-naukowej:

» Marek A., Pyzik E., Stepien-Pysniak D. Przeglad aktualnego stanu wiedzy na temat patogenezy oraz
kontroli zakazen Clostridium perfringens u drobiu. Miedzynarodowa Konferencja Naukowa pt.”
Enteropatie u drobiu”, 13-14 wrzeénia 2013r., str. 72-85.

> Marek A., Pyzik E., Stepien-Pysniak D. Patogeneza oraz profilaktyka martwiczego zapalenia jelit
drobiu. Magazyn Weterynaryjny, Choroby Ptakdw — Monografia, maj 2014, 398.

Ponadto w ramach wspolpracy z Katedra i Zaktadem Mikrobiologii
Farmaceutycznej z  Pracownia  Diagnostyki ~ Mikrobiologicznej, = Wydziatu
Farmaceutycznego z Oddzialem Analityki Medycznej Uniwersytetu Medycznego w
Lublinie, bior¢ udziat w badaniach dotyczacych poszukiwania substancji naturalnych, w
tym olejkéw pochodzenia roslinnego, aktywnych wobec bakterii Gram-dodatnich i
Gram-ujemnych oraz grzybow, zwtaszcza oportunistycznych i srodowiskowych, w tym
wystepujacych u ptakow i zwierzat domowych. Dodatek tych sktadnikow o aktywnosci
przeciwdrobnoustrojowej moze mie¢ rOwniez znaczenie W opracowywaniu receptur i
otrzymywaniu produktéw dziatajagcych ochronnie na skérg (dermoprotekcyjnych) oraz
wspomagajacych tradycyjne leczenie. Wstepne wyniki badan zwigzanych z tymi

zagadnieniami zostaty przedstawione podczas konferencji mi¢dzynarodowych:
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> Mendrycka M., Kosikowska U., Ludwiczuk A., Stepien-Pys$niak D., Juda M., R¢j E., Malm A. Strain
dependent activity of the compositions with Oenothera Biennis L. seed oil against skin isolates of
Gram-positive bacteria. 11" International Symposium of Chromatography of Natural Products. June
4.7t 2018, Lublin, Poland.

> Biernasiuk A., Baj T., Szymanska J., Stepien-Py$niak D., Malm A. Chemical composition and
inhibition of Candida spp by selected Lamiaceae Lindl. essential oils. 10" International Symposium
on Chromatography of Natural Products. The application of analytical methods for the development of
natural products. June 61-9™, 2016, Lublin, Poland.

Wystepowanie i zréznicowanie mikrobioty ukladu oddechowego organizmu
ludzkiego

Dzigki nawigzanej wspotpracy miedzyuczelnianej, zwlaszcza z Katedra i1
Zaktadem Mikrobiologii Farmaceutycznej z Pracownig Diagnostyki Mikrobiologicznej,
Uniwersytetu Medycznego w Lublinie, uczestnicze w badaniach zwigzanych z oceng
roli drobnoustrojow zasiedlajacych rézne ekosystemy organizmu ludzkiego i
tworzacych ich mikrobiotg, w tym bakterii nalezacych do rodziny Pasteurellaceae oraz
innych rodzin i gatunkéw o zréznicowanym potencjale patogennym dla ludzi.
Mikroorganizmy te, w tym pateczki Pasteurellaceae, ktére nalezg do
mikroorganizméw wybrednych o duzych wymaganiach wzrostowych, stanowiag wazne
sktadniki mikrobioty gospodarza. Wigkszo$¢ badan koncentruje si¢ na mikrobiocie
oddechowej 0s6b zdrowych 1 pacjentow z chorobami przewlektymi ulegajacej zmianom
m.in. poprzez kolonizacj¢ przez bardzo rézne gatunki mikroorganizméw, w tym
pochodzace z otoczenia.

Struktura i funkcje mikrobioty moga ulega¢ dynamicznym modyfikacjom pod
wplywem wielu czynnikéw, zaréwno zewngtrznych (m.in. miejsce zamieszkania,
natogi, nawyki, miejsce zamieszkania, stosowanie roznych lekdw, w tym antybiotykow,
zabiegi terapeutyczne i diagnostyczne) lub zwigzanych z organizmem gospodarza (m.in.
wiek, wykonywana praca, stan immunologiczny, w tym odpornos$¢ nieswoista, choroby
przewlekte, immunosupresja, autoagresja). Poza okre§leniem czgsto$ci wystgpowania
wybranych gatunkéw bakterii w mikrobiocie oddechowej, zwtaszcza komensalnych
pateczek z rodziny Pasteurellaceae, ocenie poddawano takze cechy fenotypowe i
genotypowe izolatow. Izolaty identyfikowano w oparciu 0 metody biochemiczne i
molekularne oraz inne metody fenotypowe, w tym na podstawie profilu bialkowego z
wykorzystaniem spektrometrii mas. W zakresie charakterystyki fenotypowej okreslano

réwniez biotypy, zdolnosci tworzenia biofilmu oraz lekowrazliwo$¢ badanych pateczek
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glownie z rodzaju Haemophilus, izolowanych od ludzi w réznych grupach wiekowych,
zaréwno zdrowych, jak i z r6znorodnymi chorobami przewlektymi, w tym dotyczacymi
uktadu oddechowego.

Na podstawie przeprowadzonych badan wykazaliSmy wystgpowanie nizszego
odsetka pateczek hemofilnych u pacjentow =z wybranymi przewleklymi czy
nawracajacymi chorobami uktadu oddechowego. W obrebie H. influenzae najczgsciej
obserwowalismy biotypy II i III, natomiast w przypadku H. parainfluenzae
wystepowaty gtownie biotypy I i II niezaleznie od wieku pacjenta, stanu zdrowia czy
rodzaju probki. Ponadto odnotowaliSmy réznice w zdolno$ci tworzenia biofilmu,
waznego czynnika zwigzanego z patomechanizmem bakterii komensalnych, przez
izolaty H. parainfluenzae pochodzace z probek pobranych z jamy nosowo-gardtowej od
pacjentow z sarkoidozg w poroéwnaniu do izolatow pochodzacych od 0s6b zdrowych.
Zaobserwowali§my takze znaczny odsetek paleczek hemofilnych zasiedlajacych gorne
drogi oddechowe, zaréwno u ludzi chorych jak i zdrowych, opornych na antybiotyki -
laktamowe. Moze to powodowaé trudno$ci w leczeniu zwlaszcza, ze antybiotyki
nalezagce do tej grupy sa  najpowszechniej  stosowanymi  $rodkami
przeciwdrobnoustrojowymi podczas leczenia bakteryjnych schorzen u ludzi.

Uzyskane dane sugerowaly, ze na zmiany jakos$ciowe 1 iloSciowe w obrebie
mikrobioty oddechowej, dotyczace czestosci kolonizacji, liczby izolatdw H. influenzae
w potaczeniu ze zmniejszong liczbg szczepow H. parainfluenzae oraz zmniejszong
liczbg izolatéw H. parainfluenzae wytwarzajgcych biofilm w poréwnaniu do zdrowych
0s0b moga mie¢ wptyw przewlekte schorzenia uktadu oddechowego.

W kolejnym projekcie dotyczacym analizy mikrobioty uktadu oddechowego
wykazalisSmy, Ze ludzie Zyjacy na terenach podmiejskich sa czgsto narazeni na obecno$¢
wielu oportunistycznych patogendow $rodowiskowych, ktore kolonizujg blony sluzowe
gornego uktadu oddechowego. Obok typowych sktadnikéw mikrobioty, stwierdziliSmy
obecnos¢ Bacillus spp. oraz Escherichia coli. Rutynowe metody diagnostyki
mikrobiologicznej wraz z komercyjnymi testami pozwolity na doktadng identyfikacje
tylko najczesciej izolowanych mikroorganizméw, jak gronkowcow koagulazo-
dodatnich i koagulazo-ujemnych, czy E. coli. Dzi¢ki zastosowaniu identyfikacji opartej
na spektrometrii mas typu MALDI-TOF wykazali$my, Ze jame nosowo-gardlowag moga
kolonizowa¢ oportunistyczne gatunki takie jak Bacillus pumilus, B. licheniformis i B.
safenis, ktore wedlug danych literaturowych coraz czesciej powoduja zakazenia u

hospitalizowanych pacjentow.
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Dotychczasowe wyniki badan nad mikrobiota pacjentow z chorobami

przewlektymi i os6b zdrowych opublikowano w czasopismach znajdujacych si¢ w

wykazie A i B MNiSW:

>

Kosikowska U., Rybojad P., Stepien-Pysniak D., Zbikowska A., Malm A. Changes in the prevalence
and biofilm formation of Haemophilus influenzae and Haemophilus parainfluenzae from the
respiratory microbiota of patients with sarcoidosis. BMC Infectious Diseases, 2016, 16: 449.
Andrzejczuk S, Chwiejczak E., Kosikowska U., Stepien-Pysniak D., Malm A. Phenotypic diversity
of Haemophilus influenzae and Haemophilus parainfluenzae isolates dependingon origin and health
condition. Current Issues in Pharmacy and Medical Sciences, 2017, Vol. 30, No. 2, 90-99.
Kosikowska U., Stepien-Pysniak D., Ozga D., Wernicki A., Malm A.: Identification of Bacillus spp.
colonizing the nasal mucosa of healthy adults living in suburban area by using the matrix-assisted
laser desorption-ionization time-of-flight mass spectrometry (MALDI-TOF MS) system. Current
Issues in Pharmacy and Medical Sciences, 2014, 27(3): 137-141.

oraz przedstawiono na konferencyjnych krajowych i migdzynarodowych:

>

Kosikowska U., Chudzik-Rzad B., Kiciak S., Chwiejczak E., Stepien-Pysniak D., Malm A. The
differences in the respiratory microbiota composition in patients with chronic hepatitis C compared
with those of healthy people. 2-nd International Conference on Pharmaceutical and Medical Sciences,
Poprad-Slovakia, 21-23.09.2018, str. 89-90.

Kosikowska U., Chwiejczak E., Dtuski D., Stepien-Pysniak D., Leszczynska-Gorzelak B., Malm A.
Roznorodnos¢ gatunkowa Staphylococcus spp. w mikrobiocie nosogardzieli kobiet ciezarnych. 111
Ogolnopolska Konferencja ,,Drobnoustroje w $wiecie cztowieka — drobnoustroje oportunistyczne”,
Bydgoszcz 18-19.06.2018.

Kosikowska U., Chudzik-Rzad B., Juda M., Stepien-Py$niak D., Malm A. Tworzenie biofilmu na
cewnikach medycznych przez kliniczne izolaty Haemophilus parainfluenzae. Konferencja Nukowa
Polskiego Towarzystwa Mkrobiologéw. PTM wczoraj-dzis-jutro. Krakow 22-23.09.2017r. Str. 109,
A-143.

Kosikowska U., Andrzejczuk S., Gorajek A., Stepien-Pys$niak D., Malm A. Fenotypowa ocena
lekoopornosci izolatow Haemophilus parainfluenzae wyosobnionych z mikrobioty oddechowej w
oparciu o rekomendacje EUCAST. PTM weczoraj-dzis-jutro. Krakéw 22-23.09.2017r., Str. 110, A-
144,

Kierunek badan podejmowanych we wspotpracy z Katedra 1 Zakladem

Mikrobiologii Farmaceutycznej UM w Lublinie nad wyjasnieniem znaczenia bakterii

oportunistycznych w rozprzestrzenianiu lekoopornosci, zaowocowat takze moim

udziatem jako promotora pomocniczego w realizacji obronionej we wrzesniu 2017 r.
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pracy doktorskiej pracownika ww. Katedry, dr Sylwii Andrzejczuk (promotor dr hab.
Urszula Kosikowska).

Opis przypadkow klinicznych

Dodatkowo w ramach prowadzonej diagnostyki zwigzanej z dziatalnos$cia
lekarsko-weterynaryjng w przyzakladowym gabinecie, jestem autorkg opisow
przypadkow klinicznych nie tylko u drobiu, ale takze u ptakow ozdobnych. W pracy

opublikowanej w czasopismie znajdujagcym si¢ w bazie JCR:

> Stepien-Pysniak D.,Puk K., Guz L., Wawrzyniak A., Marek A., Kosikowska U. Avian
mycobacteriosis caused by Mycobacterium avium subspecies avium in four ornamental birds and in
vitro drug sensitivity testing of isolates. Berliner und Miinchener Tier&rztliche Wochenschrift, 2016,
129, 1/2, 61-65.

wykazalismy, ze przyczyng gruzlicy u czterech padtych ptakow ozdobnych byt pratek
Mycobacterium avium subspecies avium, co potwierdzilismy stosujac technike
sekwencjonowania z wykorzystaniem genéw hsp65 i 1S901. Udokumentowalismy
wystepowanie rozsianych gruzetkow w nietypowych lokalizacjach dla gruzlicy ptakow
jak: tchawicy, ptucach, jadrach, czy nerkach. Wykonali§my takze lekowrazliwos¢
wyizolowanych pratkow wykazujac, ze byly one oporne na leki pierwszego rzutu
powszechnie stosowane w medycynie ludzkiej przeciwko gruzlicy (ethambutol,
izoniazyd i ryfampicyna) oraz leki drugiego rzutu, w tym etionamid, kapreomycyng i
ofloksacyneg, zwracajac tym samym uwage na zagrozenia dla ludzi wynikajace z
kontaktu z chorymi ptakami i srodowiskiem ich utrzymania. Ponadto w gospodarstwie,
gdzie znajdowaly si¢ woliery z ptakami, u ktérych stwierdziliSmy gruzlicg,
utrzymywane byly rowniez alpaki. W zwigzku z tym, ze na przestrzeni czasu
odnotowywano u nich nietypowe objawy chorobowe, ktore obserwowano u tego
gatunku zwierzat przez innych autorow w przebiegu paratuberkulozy, przebadalismy 40
probek katu od tych zwierzat, a takze 60 probek katomoczu od pozostatych ptakow.
Okazato si¢, ze alpaki byly wolne od zakazenia pratkami, ale w katlomoczu dwdch
ptakobw nie wykazujacych objawow choroby w chwili badania, stwierdzili$my
odpowiednio obecnos¢ Mycobacterium chelonae i Mycobacterium avium subspecies
avium. Warto podkresli¢, ze ocene lekowrazliwosci Mycobacterium avium subspecies

avium przed nami wykonat tylko zespot ze Stanéw Zjednoczonych i Australii, ktory

Strona | 57



Zatqcznik nr 2a do wniosku o przeprowadzenie postgpowania habilitacyjnego
D. Stegpien-Pysniak - Autoreferat

zajmowal si¢ pratkami tego gatunku wyizolowanymi od cukrowek (Streptopelia
risoria).
Opisalis$my takze problematyke diagnostyki i leczenia w Polsce zatrucia otowiem

oraz w przebiegu makrorabdozy u ptakow ozdobnych:

» Stepien-PysniakD.,Marek A., D¢biak P., Lopuszynski W., Kosikowska U. Zatrucie otowiem papugi
nimfy (Nymphicus hollandicus). Magazyn Weterynaryjny, 2015, 24 (216), 405-408.

> Stepien-Py$niak D., Marek A., Pyzik E. Makrorabdoza — drozdzyca zotadka ptakow. Magazyn
Weterynaryjny, Choroby Ptakéw — Monografia, maj 2013, 365-368.

Usystematyzowalismy rowniez wiedz¢ obejmujacg zakazenia wywotane grzybami
z rodzaju Aspergillus oraz inwazje z udziatem Syngamus trachea w publikacjach

popularno-naukowych:

» Marek A., Pyzik E., Stepien-Pysniak D. Aspergiloza — najczesciej wystepujaca systemomykoza u
ptakow gospodarskich i domowych. Magazyn Weterynaryjny, Choroby Ptakéw — Monografia, maj
2013, 359-364.

> Marek A., Stepien-Pysniak D. Parazytoza gérnego odcinka uktadu oddechowego — syngamoza
drobiu. Magazyn Weterynaryjny, Choroby Ptakéw — Monografia, maj 2010, 414-417.

Realizowane projekty badawcze

Podczas prowadzonej dziatalnosci naukowo-badawczej bylam kierownikiem
zakonczonego juz projektu finansowanego przez NCN w ramach konkursu Miniatura 1
nr 2017/01/X/NZ6/00430 pt. ,,Struktura klonalna oraz analiza czynnikow zjadliwosci i
antybiotykoopornosci szczepéw Enterococcus faecalis wyizolowanych z woreczkow
zottkowych pisklat brojleréw kurzych”.

Bylam rowniez kierownikiem i wykonawca badan wykonywanych w ramach
projektu nr WZC/MN/6 w 2013r. dla mtodych naukowcow pt. ,,Charakterystyka
bakterii z rodzaju Enterococcus spp. izolowanych od réznych typow uzytkowych kur”.

Bytam takze glownym wykonawcg zadania badawczego pt.: ,,Analiza fenotypowa
1 genotypowa lekoopornosci 1 wybranych czynnikow zjadliwosci okreslonych typow
sekwencyjnych Enterococcus faecalis i Enterococcus faecium izolowanych od ptakow
dzikich zasiedlajacych rézne nisze ekologiczne” realizowanego w ramach tematu
badawczego z dziatalnosci statutowej WCZ/DS/8.

Wyniki badan dotyczacych E. faecalis zostaty juz opublikowane w publikacji nr 3

uwzglednionej w cyklu prac przedstawionych do postgpowania habilitacyjnego.
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Ponadto dwa manuskrypty, w ktorych przedstawiono wyniki pracy badawczej
dotyczacej lekoopornosci i chorobotworczosci izolatow E. faecium oraz innych
gatunkéw enterokokow 1 ich zroznicowania z uwzglednieniem metod typowania
genetycznego w kontek$cie zagrozen dla ludzi i zwierzat sg na etapie recenzji

edytorskich w czasopismach znajdujacych si¢ w bazie JCR:

> Stepien-Pys$niak D., Hauschild T, Dec M., Marek A., Urban-Chmiel R. Clonal structure and
antibiotic resistance of Enterococcus faecium, Enterococcus hirae, Enterococcus durans, and
Enterococcus casseliflavus from wild birds in Poland. (Microbial Drug Resistance, 25 pts, IF =
2.344).

> Stepien-Pysniak D., Hauschild T, Kosikowska U., Dec M., Urban-Chmiel R. Biofilm formation
capacity and its connection with potential phenotypic and genotypic virulence factors among gut

enterococcal isolates from wild birds. (Scientific Reports, pkt. 40, IF = 4,12).

Dzialalnos¢ aplikacyjna oraz wspolpraca naukowa

Moje badania z zakresu charakterystyki bakteriofagéw swoistych dla wybranych
drobnoustrojow izolowanych od zwierzat towarzyszacych majg rowniez charakter
aplikacyjny, co potwierdza wspétudziat w przygotowanych w roku 2018 dwaoch
whnioskach patentowych zgtoszonych do Urzedu Patentowego Rzeczpospolitej Polskiej.
Nalezy podkresli¢, ze badania naukowe prowadzone sg we wspdlpracy z Uniwersytetem

Medycznym w Lublinie:

» Wernicki A. i wsp. ,,Spos6b otrzymywania preparatu do leczenia bakteryjnego zapalenia spojéwek”
(Nr zgtoszenia P.427797)

> Wernicki A. i wsp. ,,Sposéb otrzymywania kompozycji do leczenia bakteryjnego zapalenia spojowek”
(Nr zgtoszenia P.427798)

W ramach swojej dziatalno$ci naukowej prowadze roéwniez badania we
wspolpracy z Katedrg Nauk Weterynaryjnych Uniwersytetu w Pizie (Wlochy)
dotyczacego oceny wystepowania oraz charakterystyki fenotypowej i genotypowej
bakterii z rodzaju Enterococcus izolowanych od zwierzat dziko zyjacych (wilki,
tasicowate, muflony, listy, dziki, borsuki) w Parku Aupan Alps. Manuskrypt
zawierajacy wyniki tych badan jest w koncowej fazie przygotowania.

Aktualnie prowadze takze wspotprace z Uniwersytetetm Medycznym w Lublinie
w  zakresie lekoopornosci drobnoustrojow  saprofitycznych 1 komensalnych,
pochodzacych z mikrobioty réznych uktadéw makroorganizmu, rzadziej bedacych

czynnikami etiologicznymi choréb, w tym chordb infekcyjnych, izolowanych zaréwno
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od ludzi w réznym wieku i stanie zdrowia, jak i od zwierzat, w tym ptakow, a takze z

otoczenia cztowieka (Srodowisko wodne).

Udzial w kongresach i konferencjach naukowych

W ramach prowadzonej dzialalnosci naukowej uczestniczylam czynnie w
kongresach oraz konferencjach naukowych obejmujacych zagadnienia z zakresu
chorob ptakoéw, czego potwierdzeniem jest wspoOtautorstwo w 35 zgloszeniach
konferencyjnych, ktore prezentowane byly w formie prezentacji ustnej badz postera
podczas 27 krajowych oraz 8 migdzynarodowych kongersach i konferencjach
naukowych (Zat. Nr 3, 11K).

Dzialalno$¢ organizacyjna i popularyzujaca nauke

Recenzowatam manuskrypty dla czasopism migdzynarodowych znajdujacych si¢
w bazie JCR (Avian Pathology, Journal of Wildlife Diseases, Environmental
Microbiology), kilkakrotnie dla czasopisma krajowego znajdujacego si¢ w wykazie B
MNISW (Current Issues in Pharmacy and Medical Sciences) oraz rozdzialu w
monografii dla Fundacji na rzecz promocji nauki i rozwoju Tygiel.

W ramach prowadzonej dzialalno$ci popularyzujacej nauk¢ bytam rowniez
wspotautorem siedmiu publikacji o tematyce zwiazanej z patologia drobiu (Zat. nr 3,
11D3).

Ksztalcenie kadry naukowej

Bytam promotorem jednej pracy inzynierskiej Kamila Jaworskiego pt. ,,Znaczenie
bakterii z rodzaju Enterococcus” na kierunku Biotechnologia Wydzialu Nauk o
Zywnosci i Biotechnologii UP w Lublinie (Zat. Nr 4, J).

Sprawowatam takze opieke naukowg w charakterze promotora pomocniczego
pracy doktorskiej dr Sylwii Andrzejczuk pt. ,,Fenotypowa i genotypowa ocena
oporno$ci na beta-laktamy szczepéw Haemophilus spp. izolowanych z mikrobioty
uktadu oddechowego” realizowanej w Katedrze i Zakladzie Mikrobiologii
Farmaceutycznej z  Pracownig  Diagnostyki  Mikrobiologicznej, = Wydzialu
Farmaceutycznego Uniwersytetu Medycznego w Lublinie (Zat. Nr 4, K1). Ponadto
obecnie sprawuj¢ opiek¢ naukowa w charakterze promotora pomocniczego pracy
doktorskiej lek. wet. Jarostawa Wilczynskiego pt. ,,Charakterystyka molekularna
czynikow wirulencji oraz lekowrazliwo$¢ szczepéw Escherichia coli (APEC)

izolowanych od drobiu na terenie Polski zachodniej” realizowanej] w Zaktadzie
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Prewencji Weterynaryjnej i Choréb Ptakdéw na Wydziale Medycyny Weterynaryjnej
UP w Lublinie (Zat. Nr 4, K2).

Dzialalnos$¢ dydaktyczna

0d 2003 r. do chwili obecnej prowadze zajecia dydaktyczne dla studentow V roku
kierunku Weterynaria z przedmiotow ,,Choroby ptakéw” oraz ,,Choroby ptakoéw- staz”.

Uczestniczg réwniez w prowadzeniu przedmiotéw fakultatywnych ,,Choroby
ptakéw ozdobnych” oraz ,,Chéw i1 choroby ptakow bezgrzebieniowych”.

Jestem osoba odpowiedzialng za przygotowanie oraz realizacj¢ przedmiotu
,,Choroby ptakow ozdobnych” dla VI roku Medycyny Weterynaryjnej

W ramach programu Erasmus prowadzitam wyktady pt. ,,Mechanisms of bacteria
resistance to antibiotics. Types of intrinsic and acquired antibiotics resistance in
Enterococcus” w jezyku angielskim dla stuchaczy studiow podyplomowych w
Uniwersytecie w Pizie (Wtochy) (Zat. Nr 4, I).

Jest cztonkiem minimum kadrowego nowego kierunku ,,Analityka weterynaryjna”
powstatego na Wydziale Medycyny Weterynaryjnej UP w Lublinie. Ponadto, jestem
odpowiedzialna za przedmiot ,,Procedury laboratoryjne w diagnostyce chorob ptakow”
na nowym kierunku Analityka Weterynaryjna na Wydziale Medycyny Weterynaryjnej
UP w Lublinie. Jestem takze autorem sylabuséw z przedmiotu ,,Procedury laboratoryjne

w diagnostyce chorob ptakow”.

Staze naukowe krajowe i zagraniczne oraz szkolenia

e Staze krajowe:
Odbytam 4-tygodniowy staz naukowy w Laboratorium Zastosowan Optycznych
Technik Pomiarowych Zaktadu Biogeochemii Srodowiska Przyrodniczego Instytutu
Agrofizyki Panstwowej Akademii Nauk w Lublinie (Zal. Nr 4, L1a).
Odbytam tygodniowy staz naukowy w Zaktadzie Immunologii Katedry Immunologii
Klinicznej Uniwersytu Medycznego w Poznaniu (Zat. Nr 4, L1b).

e Staze zagraniczne:
Odbytam dwa tygodniowe, zagraniczne staze nukowe w:
- University of Ondokuz Mayis w Samsun (Turcja, 2015) (Zat. Nr 4, L.2a),
- University of Copenhagen w Kopenhadze (Dania, 2016) (Zat. Nr 4, L2b).

e Szkolenia:
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Uczestniczytam w trzech krajowych szkolenia doskonalgcych techniki molekularne
W:
- Blirt S.A. - DNA Gdansk w Gdansku (2012) (Zat. Nr 4, Q1a),
- Novazym Polska s.c. w Poznaniu (2018) (Zatl. Nr 4, Q1b),
- MBS — Szkolenia, Konferencje, Ustugi Sp. z 0.0. w Warszawie (2018) (Zat. Nr 4,
Qlc),
oraz jednym szkoleniu zagranicznym w zakresie diagnostyki wykonywanej u drobiu:
- AniCon Labor GmbH w Holtinghausen, Niemcy (2018) (Zat. Nr 4, Q1d),

Odbytam rowniez szkolenie dla oséb wykonujacych czynno$ci zwigzane z
wykorzystaniem zwierzgt do celow naukowych lub edukacyjnych uzyskujac
certyfikat nr 244/2015 z dnia 22.12.2015r. (Lublin, 2015) (Zat. Nr 4, Q1e).

Plany naukowe na przyszlos¢

W przysztosci planuje kontynuacje aktualnie prowadzonych badan dotyczacych
enterokokow oraz Gallibacterium anatis. W zakresie tych badan bedzie charakterystyka
fenotypowa i genotypowa Enterococcus hirae, z probg wskazania czynnikow biorgcych
udzial w patogenezie zapalenia wsierdzia. W tym celu zgromadzitam juz ponad 50
izolatow tego gatunku. Przedmiotem badan bedg takze enterokoki, gtéwnie E. faecalis,
wyizolowane od indykoéw odmiany ci¢zkiej. Aktualnie zgromadzitam ponad 60
izolatéw tego gatunku.

Dodatkowo planuje analize lekowrazliwosci, cech zjadliwosci oraz zroznicowania
genetycznego zgromadzonych izolatdw G. anatis uzyskanych z klicznych przypadkow
zakazen od drobiu. Planowane badania majg takze na celu poszukiwanie alternatywnych
metod w kontrolowaniu zakazen tymi drobnoutrojami.

Bede uczestniczy¢ rowniez w badaniach dotyczacych izolacji bakteriofagéw dla
zroznicowanych drobnoustrojéw izolowanych od zwierzat gospodarskich, jak tez w
badaniach nad mozliwos$ciag wykorzystania fagdéw w alternatywnym dla antybiotykow
zwalczaniu zakazen u zwierzat i ludzi (jestem wykonawca w projektach ztozonych w
2018r. w ramach konkurséw finansowanych przez MNiSW: Dialog 2018r. Nr DIALOG
0321/2018 oraz NCN Nr 423631).

Podsumowanie dorobku naukowego

Moj dorobek naukowy obejmuje:
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wspotautorstwo 42 publikacji, w tym 23 prac oryginalnych opublikowanych w
czasopismach z listy filadelfijskiej, 18 artykutow w czasopismach spoza tej listy,
jednym rozdziale w monografii; w 15 publikacjach jestem pierwszym autorem (Zal.
Nr 3, 1B, lIA, 1ID),

wspotautorstwo 35 komunikatdw zjazdowych prezentowanych na konferencjach
krajowych i miedzynarodowych (Zat. Nr 3, Ka i Kb); aktywny udziat w 10
konferencjach naukowych (Zat. Nr 3, K.1),

sumaryczny Impact Factor wszystkich opublikowanych prac wynosi 30,834, a liczba
punktéw wg MNiSW 649; wg bazy Web of Science (na dzien 10.12.2018r.) indeks
Hirscha = 4; liczba cytowan wynosi 60, bez autocytowan wynosi 43; wg bazy
Scopus (na dzien 10.12.2018r.) indeks Hirscha = 5; liczba cytowan wynosi 72,
dwukrotna opieka w charakterze promotora pomocniczego pracy doktorskiej;
promotorstwo jednej pracy inzynierskiej (Zat. Nr 4, K1 i K2),

kierowanie jednym projektem badawczym NCN (w ramach konkursu Miniatura 1) i
jednym projektem w ramach dotacji dla mtodych naukowcoéw (Zat. Nr 3, 11.1),
odbytam 4-tygodniowy staz naukowy w Panstwowej Akademii Nauk w Lublinie
(Polska, 2017) oraz jeden krajowy i dwa zagraniczne staze tygodniowe: W Samsun —
Ondokuz Mayis University (Turcja, 2015), w Kopenhadze - University of
Copenhagen (Dania, 2016), w Poznaniu — Uniwersytet Medyczny (Polska, 2016)
(Zal. Nr4,L1iL2),

odbylam trzy krajowe szkolenia doskonalgce techniki molekularne w Gdansku
(2011), Poznaniu (2018) i Warszawie (2018), jedno szkolenie zagraniczne w
zakresie diagnostyki wykonywanej u drobiu (Niemcy, 2018) oraz jedno szkolenie dla
0osOb wykonujacych czynnosci zwigzane z wykorzystaniem zwierzat do celow
naukowych lub edukacyjnych (Zat. Nr 4, Q1 i Q2),

wykonatam recenzje manuskryptow dla redakcji czasopism naukowych z listy A i B
MNIiSW oraz recenzje rozdzialu w monografii dla Fundacji na rzecz promocji nauki i
rozwoju Tygiel (Zal. Nr 4, P i M),

wspoOtpraca naukowa:

a) miedzyzaktadowa w obrebie Wydziatu Medycyny Weterynaryjnej UP w Lublinie —

Katedra Epizootiologii i Klinika Choréb Zakaznych, Zaktad Histologii i Embriologii,
Zaktad Fizjologii Zwierzat, Zaklad Patomorfologii 1 Weterynarii Sadowej, Zaktad
Chorob Ryb, Katedra Biochemii; Zaktad Farmakologii, Toksykologii i Ochrony
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Srodowiska; Pracownia Radiologii i Ultrasonografii, Katedra i Klinika Chirurgii
Zwierzat;

b) miedzywydzialowa - Katedra Higieny Zwierzat i Zagrozen Srodowiska, Wydziat
Biologii, Nauk o Zwierzetach 1 Biogospodarki UP w Lublinie;

€) mig¢dzyuczelniana - Uniwersytet w Biatlymstoku (Zaktad Mikrobiologii, Instytut
Biologii, Wydziat Biologiczno-Chemiczny); Uniwersytet Medyczny w Lublinie

(Katedra i1 Zaklad Mikrobiologii Farmaceutycznej z Pracownig Diagnostyki
Mikrobiologicznej, Katedra i1 Zaklad Farmakognozji z Pracownig Roslin
Leczniczych - Wydziat Farmaceutyczny z Oddzialem Analityki Medycznej; Zaktad
Farmakologii - Wydziat Nauk o Zdrowiu; Zaktad Zintegrowanej Stomatologii Wieku
Rozwojowego, Katedra Stomatologii Wieku Rozwojowego - I Wydziat Lekarski z
Oddzialem Stomatologicznym; Katedra i Klinika Potoznictwa i Perinatologii - Il
Wydzial Lekarski z Oddzialem Anglojezycznym; Klinika Potoznictwa i
Perinatologii; Klinika Chirurgii Klatki Piersiowej - Samodzielny Publiczny Szpital

Kliniczny Nr 4 w Lublinie); Panstwowa Akademia Nauk w Lublinie (Zaktad

Biogeochemii Srodowiska Przyrodniczego z Laboratorium Zastosowan Optycznych
Technik Pomiarowych; Zaktad Fizycznych Wtasciwosci Materiatow Roslinnych z
Laboratorium Oceny Jako$ci Surowcéw Zbozowych 1 Oleistych; Zaktad
Fizykochemii Materialtow Porowatych - Instytut Agrofizyki im. Bohdana

Dobrzanskiego); Szkota Gtéwna Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie (Katedra

Technologii Zywno$ci, Wydzial Nauk o Zywnosci); Uniwersytet Technologiczno-

Humanistyczny im. Kazimierza Pufaskiego w Radomiu (Zaktad Chemii i

Technologii Polimerow - Wydziat Materiatoznawstwa, Technologii i Wzornictwa);

Instytut Nowych Syntez Chemicznych, Putawy (Zaktad Ekstrakcji Nadkrytycznej);

d) miedzynarodowa — Uniwersytet w Pizie (Katedra Nauk Weterynaryjnych);

co potwierdzajg afiliacje w publikacjach i/lub przebyte staze.
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Zestawienie liczbowe dorobku naukowego z uwzglednieniem punktacji MNiSW

oraz wspélczynnika wplywu (Impact Factor, IF)

Przed uzyskaniem stopnia doktora

Po uzyskaniu stopnia doktora

Liczba
publikaciji

IF

Punkty

MNiSW

Liczba
publikacji

IF

Punkty
MNiSW

Czasopisma z listy JCR
Publikacje stanowigce
osiagniecie naukowe

5

7,981

150

Czasopisma z listy JCR
Publikacje oryginalne

18

22,853

455

Pozostate czasopisma
Prace oryginalne

32

Pozostale czasopisma
Prace przegladowe

12

Rozdzialy w monografiach

Publikacja popularnonaukowe

Razem

40

30,834

649

Laczna liczba publikacji

42

Yaczny IF

30,834

Laczna liczba pkt MNiSW

649

Komunikaty zjazdowe
Konferencje krajowe

24

Komunikaty zjazdowe
Konferencje miedzynarodowe

Razem

32

Lacznie liczba komunikatéw

35

Pelny wykaz opublikowanych przeze mnie publikacji naukowych znajduje si¢ w

Zalgczniku nr 3 do wniosku o przeprowadzenie postepowania habilitacyjnego.

Szczegbtowe informacje o osiagnieciach dydaktycznych, wspolpracy z

instytucjami naukowymi, odbytych stazach naukowych i szkoleniach,  dziatalnosci

popularyzujgcej nauke przedstawilam w Zataczniku nr 4 do wniosku o przeprowadzenie

postepowania habilitacyjnego.

Lublin, dn. /1 4. 3048
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