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1. Imie i Nazwisko.
Aneta Matgorzata Nowakiewicz

2. Posiadane dyplomy, stopnie naukowe/ artystyczne — z podaniem nazwy,
miejsca i roku ich uzyskania.

- stopien naukowy: doktor nauk weterynaryjnych, specjalnos¢ — mikrobiologia
weterynaryjna, nadany uchwatg Rady Wydziatu Medycyny Weterynaryjne;j
Akademii Rolniczej w Lublinie w dniu 20 wrze$nia 2005 roku; tytut rozprawy
doktorskiej: ,,Wspotczesne metody roznicowania diagnostycznego szczepow z
rodzaju Malassezia izolowanych z przypadkoéw klinicznych” (promotor prof. dr
hab. Grazyna Ziotkowska)

- tytut: lekarz weterynarii (dyplom lekarza weterynarii nr 30290 z dnia 1 marca
2001 roku wydany przez Akademi¢ Rolniczg w Lublinie)

3. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych/
artystycznych.

Od 2006 roku do dnia dzisiejszego: Zaktad Mikrobiologii Weterynaryjnej,
Instytut Biologicznych Podstaw Chordb
Zwierzat, Wydziat Medycyny
Weterynaryjnej, Uniwersytet Przyrodniczy w
Lublinie (do 2008 roku Akademia Rolnicza
w Lublinie); adiunkt

Od 2005 do 2006: Zaktad Mikrobiologii Weterynaryjnej,
Instytut Biologicznych Podstaw Chordb
Zwierzat, Wydziat Medycyny
Weterynaryjnej, AR w Lublinie; asystent

Od 2000 do 2005: Zaktad Mikrobiologii Weterynaryjnej,
Instytut Chorob Zakaznych 1 Inwazyjnych,
Wydziat Medycyny Weterynaryjnej, AR w
Lublinie; doktorant



4. Wskazanie osiagni¢cia* wynikajacego z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14
marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i
tytule w zakresie sztuki (Dz. U. nr 65, poz. 595 ze zm.):

a) osiagni¢ciem naukowym jest tematyczny cykl publikacji objety tytulem:
Fenotypowa i genotypowa analiza opornosci szczepdéw Enterococcus spp. w
aspekcie gatunku drobnoustroju i zrédta pochodzenia

b) publikacje stanowiace osiagniecie naukowe:

1. Nowakiewicz A., Zidtkowska G., Zigba P., Kostruba A.: Undomesticated animals as a
reservoir of multidrug resistant Enterococcus in Eastern Europe. JOURNAL OF
WILDLIFE DISEASES. 2014; 50(3): 645-650. IF (2014): 1,355, punkty MNiSW
(2014): 30
Moj wklad w powstanie tej pracy polegal na opracowaniu koncepcji badan,
wykonaniu wigkszosci oznaczen fenotypowych szczepow, analizie | interpretacii
wynikow badan, napisaniu manuskryptu (autor korespondencyjny). Moj udzial szacuje
na 85%

2. Nowakiewicz A; Zidtkowska, G; Zigba, P; Troécianczyk, A; Banach, T; Kowalski, C.:
Modified 16S-23S rRNA intergenic region restriction endonuclease analysis for
species identification of Enterococcus strains isolated from pigs, compared with
identification using classical methods and matrix-assisted laser desorption/ ionization
time of flight mass spectrometry. JOURNAL OF MEDICAL MICROBIOLOGY.
2015; 64: 217-223. IF (2015): 2,269, punkty MNiSW (2015): 25
Moj wklad w powstanie tej pracy polegal na opracowaniu koncepcji badan,
przeprowadzeniu oznaczen biochemicznych, wystandaryzowaniu i przeprowadzeniu
identyfikacji metodq analizy restrykcyjnej 16S-23S ITS, analizie i interpretacji
wynikow badan, napisaniu manuskryptu (autor korespondencyjny). Moj udzial szacuje
na 80%

3. Nowakiewicz A., Zidtkowska G., Troécianczyk A., Zigba P., Gnat S.: Determination
of resistance and virulence genes in Enterococcus faecalis and E. faecium strains
isolated from poultry and their genotypic characterization by ADSRRS-fingerprinting.
POULTRY SCIENCE (po raz pierwszy opublikowany online 4 pazdziernika 2016)
doi.:10.3382/ps/pew365. IF (2016): 1,685, punkty MNiSW (2016): 35
Moj wkiad w powstanie tej pracy polegal na opracowaniu koncepcji badan, zebraniu
kolekcji szczepow bakteryjnych, wykonaniu wigkszosci oznaczen fenotypowych |
genotypowych szczepow, analizie | interpretacji wynikow badan, napisaniu
manuskryptu (autor korespondencyjny). Moj udziat szacuje na 85%

4. Nowakiewicz A., Zidtkowska G., Troscianczyk A., Zicba P, Gnat S.: Determination
of antimicrobial resistance of Enterococcus strains isolated from pigs and their
genotypic characterization by method of amplification of DNA fragments surrounding
rare restriction sites (the ADSRRS-fingerprinting). JOURNAL OF MEDICAL



MICROBIOLOGY (po raz pierwszy opublikowany online 28 listopada 2016) doi.:
10.1099/jmm.0.000400. IF (2016): 2,269, punkty MNiSW (2016): 20

Moj wktad w powstanie tej pracy polegalt na opracowaniu koncepcji badan,,
przeprowadzeniu analizy fenotypowej opornosci szczepow, standaryzacji i oznaczeniu
szczepow metodg ADSRRS-fingerprinting, analizie i interpretacji wynikow badan,
napisaniu manuskryptu (autor korespondencyjny). Moj udziat szacuje na 85%

5. Nowakiewicz A., Zidtkowska G., Zigba P., Gnat S. Trosécianczyk A., Adaszek L.
Characterization of multidrug resistant E. faecalis strains from pigs of local origin by
ADSRRS-fingerprinting and MALDI -TOF MS; evaluation of the compatibility of
methods employed for multidrug resistance analysis. PLoSOne 12(1): e0171160.
doi:10.1371/journal.pone.0171160 IF (2016): 3,057, punkty MNiSW (2016): 35
Moj wkiad w powstanie tej pracy polegat na opracowaniu koncepcji badan,, analizie
fenotypowej opornosci szczepow, wykonaniu wigkszoSci oznaczen genotypowych
szczepow  (profil genowy szczepow oraz ADSRRS-fingerprinting), analizie i
interpretacji wynikow badan, napisaniu manuskryptu (autor korespondencyjny). Moj
udzial szacuje na 85%

¥.aczna punktacja prac wchodzacych w sktad jednotematycznego cyklu
publikaciji:

- wedhug listy Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego: 145pkt.

- faczny impact factor wedtug listy JCR: 10,635

Dla publikacji nr 3 i 4 (opublikowanych w wersji online w 2016 roku) i nr 5
(opublikowanej w 2017 roku) podano aktualne dane z roku 2016

c) oméwienie celu naukowego ww. prac i osiggnietych wynikéw wraz z
omowieniem ich ewentualnego wykorzystania.

Bakterie z rodzaju Enterococcus nalezg do ubikwitarnych, gram dodatnich,
kulistych lub owalnych drobnoustrojow; wigkszo$¢ gatunkow nie wytwarza
rz¢sek oraz typowych otoczek. Wystepuja one powszechnie w $srodowisku, a
takze moga kolonizowa¢ przewdd pokarmowy ssakow, gadow, ptakow oraz
bezkregowcow [9].

Komensaliczny charakter tych bakterii ulegat systematycznej zmianie w
ostatnich kilkudziesigciu latach. Obecnie bakterie z rodzaju Enterococcus ze
wzgledu na wysoki udziat w infekcjach szpitalnych oraz co raz czgstsze
zachorowania u zwierzat (gldwnie bydla, §win i drobiu) [23,33] stanowig
powazne zagrozenie zdrowia publicznego.

Przyczyny zmiany statusu epidemiologicznego tych drobnoustrojow sa ztozone;
wydaje si¢, ze do najbardziej istotnych obok czynnikéw wirulencji, zaliczy¢
nalezy naturalng oporno$¢ na szerokie spektrum substancji przeciwbakteryjnych


http://dx.doi.org/10.1099/jmm.0.000400

(min. obnizona wrazliwo$¢ na [-laktamy i aminoglikozydy) [10], tatwosc
nabywania i przekazywania determinant lekoopornosci oraz wysoka oporno$é
na niesprzyjajace warunki $rodowiska (min. promieniowanie UV, metale
ciezkie, alkohole, detergenty, zdolno$¢ do wzrostu niektérych gatunkow nawet
w temperaturze do 45°C)

Sposréod  znanych obecnie 55 gatunkow  Enterococcus, znaczenie
epidemiologiczne maja przede wszystkim E. faecium i E. faecalis (wymieniane
jako trzecia i czwarta przyczyna infekcji szpitalnych na §wiecie) [9], szczegdlnie
szczepy wielolekooporne i/lub oporne na glikopeptydy (VAN+), wysokie
stezenie aminoglikozydoéw (HLAR+) oraz streptograminy (E. faecium) [9,21].
Zjawisko narastania i rozprzestrzeniania si¢ opornosci drobnoustrojow stanowi
obecnie jeden z  najistotniejszych  ogolnoswiatowych  probleméw
terapeutycznych, a wedlug danych publikowanych w ciggu ostatnich dwéch
dekad, obejmujacych analize wielolekoopornych szczepow izolowanych
zarowno od ludzi jak 1 zwierzat, znaczacy udzial w tym procesie majg rowniez
bakterie nalezace do gatunku E. faecium i E. faecalis.

Cyrkulacja 1 rozprzestrzenianie si¢ tych drobnoustrojow jest stosunkowo
ztozonym zjawiskiem zachodzacym nie tylko na drodze bezposredniego
kontaktu pomiedzy cztowiekiem a zwierzgciem hodowlanym/ domowym, ale w
proces ten moga by¢ wiaczone rowniez populacje zwierzat wolno zyjacych,
szczegbOlnie gatunkow, ktore cechuje wysoki wspolczynnik synatropizacyi.
Poprzez kontakt ze srodowiskami zantropogenizowanymi, moga one nabywaé
klony szczepoéw wysoce opornych i stanowi¢ posrednie ogniwo w tancuchu
rozprzestrzeniania si¢ zjawiska opornosci.

Istotnym elementem odpowiedzialnym za znaczenie 1 udziat szczepdw
Enterococcus w rezerwuarze opornosci jest tatwos¢ nabywania i przekazywania
droga horyzontalng, mobilnych determinant opornosci polaczonych czesto z
genami wirulencji (plazmidy, transpozony etc.). Co istotne, transfer moze
odbywac si¢ nie tylko pomigdzy szczepami teg0 samego gatunku i rodzaju ale
rOwniez moze obejmowa¢ patogeny nalezagce do innych taksondéw, jak np.
Staphylococcus, Streptococcus i Listeria [39].

Zréznicowany poziom lekoopornosci w populacji szczepdéw Enterococcus
izolowanych od czlowieka 1 réznych gatunkéw zwierzat, a nawet grup
produkcyjnych w obrebie tego samego gatunku jest zjawiskiem dynamicznym
dlatego obok wieloletnich programoéw monitoringowych majacych na celu
globalng ocen¢ trendow ksztaltowania si¢ opornosci, niezbedne sg rowniez
krotkoterminowe badania o zasiegu lokalnym umozliwiajace analize 1 oceng



stopnia rozprzestrzeniania si¢ szczepow wywotujacych lokalne epidemie oraz
poziom opornosci w odniesieniu do poszczegolnych lekow (ocena mozliwosci
terapeutycznych).

Prowadzony od szeregu lat monitoringowy program globalnej oceny poziomu
opornosci drobnoustrojow zoonotycznych 1 wskaznikowych u zwierzat
hodowlanych w krajach europejskich, od dwoch lat nie obejmuje danych
odnos$nie opornosci Enterococcus spp [7,8]. Do chwili obecnej rowniez Polska
nie uczestniczy w programach monitoringu opornosci Enterococcus u zwierzat
[6], a dane z tego zakresu dotyczace naszego kraju sg fragmentaryczne i
nieregularne [30,36].

Pomimo prowadzonych intensywnych badan, analiza lekoopornos$ci
Enterococcus w aspekcie molekularnego typowania epidemiologicznego,
odzwierciedlajacego rozprzestrzenianie si¢ klonow o specyficznych profilach
opornos$ci, nadal wymaga opracowania specyficznych, powtarzalnych 1 tatwych
do zastosowania narzedzi.

Celem prowadzonych w ramach osiaggnigcia naukowego badan byto:

- opracowanie prostej, powtarzalnej i wiarygodnej metody identyfikacji
gatunkow Enterococcus najczgsciej izolowanych od zwierzat z uwzglednieniem
gatunkdéw najbardziej istotnych epidemiologicznie

- Okreslenie zréznicowania gatunkowego 1 opornosci fenotypowej szczepow
Enterococcus

- analiza geno-profili opornosci i wirulencji u szczepéw izolowanych od drobiu i
trzody chlewnej

- dobor 1 standaryzacja warunkéw molekularnej metody typowania
lekoopornych szczepoéw Enterococcus; analiza i ocena korelacji fenotypowych
profili oporno$ci z genotypami (uzyskanymi metoda ADSRRS-fingerprinting) i
profilami proteomicznymi (uzyskanymi metodg MALDI-TOF MS)

Izolacja i identyfikacja gatunkowa szczepow Enterococcus u zwierzat wolno
zyjacych, egzotycznych i hodowlanych ($win, drobiu i bydla)
(pracanrl, 2, 3,4,5)

Bakterie z rodzaju Enterococcus stanowig wazny element fizjologicznej bioty
przewodu pokarmowego ludzi zwierzat. Profil gatunkowy tych bakterii jest
zréznicowany 1 zalezy w duzym stopniu od gatunku gospodarza, przy czym
dominuje na ogot E. faecalis, E. faecium i E .hirae). W obecnych badaniach
przeanalizowatam ponad 350 probek od kilkunastu roznych gatunkow zwierzat,
wsrod ktorych najwiekszy udzial miaty: Gallus gallus domesticus oraz Sus
scrofa domestica, Vulpes vulpes, Testudo horsfieldii i Bos taurus. Majac na



wzgledzie precyzje prowadzonych badan, zmodyfikowatam procedurg izolacji w
przypadku prob pochodzacych od drobiu 1 §win; tzn. z kazdej prébki typowatam
do dalszych badan nie jedng a 4 lub 5 kolonii, fenotypowo klasyfikowanych
jako Enterococcus spp. Taka strategia pozwolita oceni¢ zrdznicowanie
gatunkowe szczepdéw Enterococcus, nie tylko w obrebie poszczegdlnych
gatunkéw zwierzat lub stad, a le rowniez u pojedynczych osobnikéw. Jest to
niezwykle pracochtonna i kosztochtonna procedura, szczegoélnie w przypadku
badan przesiewowych ale umozliwia precyzyjng ocen¢ dystrybucji
poszczegdlnych gatunkow bakterii w obrebie puli badanych zwierzat, a w
konsekwencji ustalenie prawidlowych profili ich lekoopornosci. Przyktadowo,
w pracy nr 4 wykazalam 32.6% probek heterogennych pod wzgledem
izolowanych gatunkéw, tj. od jednego zwierzecia uzyskiwatam 2 lub 3 odrebne
gatunki Enterococcus, a w przypadku puli zwierzat badanych w pracy nr 3,
warto$¢ ta wynosita 27%.

Fenotypowa 1 genotypowa identyfikacja gatunkowa szczepow Enterococcus
spp. jest trudna 1 pomimo szerokiego panelu dostepnych metod nie zawsze
pozwala na uzyskanie jednoznacznych wynikow.

Dostepne testy komercyjne typu API (ang. analytical profile index) zastosowane
do analizy porownawczej metod identyfikacji w pracy nr 2 (zastosowano dwa
testy komercyjne firmy Erba Lachema obejmujace 8 i 24 cechy biochemiczne)
nie pozwolily na wiarygodng identyfikacj¢ fenotypowa na poziomie gatunku (w
zaleznos$ci od testu uzyskano miarodajng identyfikacje jedynie 19% lub 57%
badanych szczepdéw). Dlatego wydaje sie, ze mogg by¢ one stosowane jedynie
jako badanie potwierdzajace wiarygidne rozpoznanie na poziomie rodzaju
bakterii.

Molekularna identyfikacja gatunkowa Enterococcus w oparciu o analiz¢
polimorfizmu genéw min. genu ddl kodujacego ligaze D-Ala-D-Ala [4] oraz
genu sodA kodujacego dysmutaze nadtlenkowa [16] pozwolita na uzyskanie
wiarygodnego wyniku, ale w przypadku genu ddl uzyskatam identyfikacje
jedynie dwoch gatunkow (E. faecium i E. faecalis) (praca nr 2), natomiast
analiza polimorfizmu genu sodA wymagata uzycia kilkudziesigciu odrebnych
par starterow specyficznych gatunkowo i1 przeprowadzenia siedmiu roéznych
reakcji multiplex-PCR, co znacznie wydluzylo czas i podniosto koszty
oznaczenia (dane niepublikowane).

Przeprowadzajac analize gatunkowag stosunkowo duzej puli szczepoéw
Enterococcus wypracowatam wtasng metodyke identyfikacji gatunkowej oparta
o analize restrykcyjng regionu zlokalizowanego pomigdzy genami rrs i rrl (ang.



ITS — Internal Transcribed Spacer) nalezacego do gendéw kodujacych
rybosomalne RNA (rRNA) znajdujacych si¢ w operonach rrn. W genomie
bakteryjnym moze znajdowac si¢ od kilku do kilkunastu kopii tego operonu. W
kazdym operonie region polimorficzny moze cechowac si¢ r6zng dtugoscia oraz
sekwencjg. Ze wzgledu na duzy polimorfizm, fragmenty DNA powstate w
wyniku amplifikacji, po rozdziale elektroforetycznym dajg charakterystyczny
dla danego rodzaju/gatunku profil prazkow.

Opracowana procedura identyfikacji gatunkowej cechuje si¢ wysoka
wiarygodnos$cig 1 powtarzalnos$cig, a takze jest prosta w wykonaniu: calo§¢
badania sktada si¢ jedynie z klasycznej reakcji PCR oraz analizy restrykcyjnej
polimorfizmu jej produktow; co wazne enzymy do analizy restrykcyjnej zostaty
dobrane w taki sposob aby mozna bylo przeprowadzi¢ wizualizacje w 2% zelu
agarozowym. ldentyfikacja gatunkowa Enterococcus w oparciu o ITS PCR
opisywana wczesniej przez innych autoréw, wymagata wizualizacji za pomoca
zelu poliakrylamidowego ze wzgledu na niewielkie rdéznice w wielko$ci
produktéow [37]. Rozwigzanie zaproponowane przeze mnie znacznie skrocito
czas przeprowadzenia identyfikacji (do 4 godzin), a takze pozwolito na
zwigkszenie bezpieczenstwa procedury (eliminacja toksycznego akrylamidu).
Istotng zaleta opracowanego rozwigzania jest rowniez mozliwos¢ identyfikacji
dziewieciu gatunkéw Enterococcus najczesciej izolowanych od zwierzat (E.
faecium, E. faecalis, E. durans, E. hirae, E. avium, E. columbae, E.
casseliflavus, E. gallinarum, E. thailandicus) w tym rowniez tych, ktore
stanowig potencjalne zagrozenie dla zdrowia publicznego.

Dystrybucja szczepow Enterococcus spp. u zwierzat
(pracanr 1,3,4)

W przeprowadzonych badaniach wyizolowatam i okreslitam przynalezno$é
gatunkowg ponad 1100 szczepow z rodzaju Enterococcus spp. Badania
koncentrowaly si¢ przede wszystkim na gatunkach E. faecium i E. faecalis ze
wzgledu na ich znaczenie epidemiologiczne. W przypadku trzody chlewne;j
gatunkiem dominujagcym byt E. faecalis, przy czym odsetek izolowanych
szczepow byl zréznicowany (od 80% do 4%), w zalezno$Sci od zrddia
pochodzenia zwierzat (farmy o zrdéznicowanych sposobach zywienia oraz
odmiennych panelach stosowanych lekow przeciwbakteryjnych) (praca nr 4). Ze
wzgledu na odmienny profil gatunkowy szczepéw Enterococcus izolowanych z
katu bydta, tj. glownie E. casseliflavus, E. mundtii i E. hirae, ktore majg
niewielkie znaczenie epidemiologiczne i cechujg si¢ zwykle wysoka
wrazliwoscig na preparaty przeciwbakteryjne (dane niepublikowane), do badan



porownawczych wytypowatam wylacznie probki mleka. W tym przypadku u
zdrowych klinicznie krow wykazatam przede wszystkim obecno$¢ E. faecalis
(100%) (praca nr 1). Przewdod pokarmowy drobiu byt z kolei gléwnie
kolonizowany przez E. faecium (72,9%) (praca nr 3). Wynik taki byt duzym
zaskoczeniem, poniewaz w wigkszosci opracowan naukowych, u drobiu
odnotowuje si¢ przewage E. faecalis lub wartosci dla obu gatunkéw sa na
zblizonym poziomie [2,33]. Notowana rozbiezno$¢ moze byC nastepstwem
odmiennego sposobu zywienia i/lub stosowanej terapii ale moze roéwniez
wynika¢ z odmienne] procedury izolacji bakterii zastosowanej w badaniach
(analiza 4 izolatow od pojedynczego osobnika)

W przypadku zwierzat wolno zyjacych (gtownie lisy 1 kuny) i egzotycznych
(zotwie stepowe) wykazano rowniez wysoki odsetek izolacji E. faecalis
(odpowiednio 42,8% 1 82,3%), co w potaczeniu z odnotowanym w kolejnym
etapie badan, wysokim poziomem opornosci tych szczepoOw moze wskazywac
na potencjalny udzial tych grup zwierzat w tworzeniu rezerwuaru opornych i
wielolekoopornych szczepow Enterococcus. Nalezy zaznaczyC, ze analiza
dystrybucji szczepdéw Enterococcus w grupie zwierzat wolno zyjacych i
egzotycznych jest pierwszym takim doniesieniem z Polski.

Analiza fenotypowych profili opornosci szczepow Enterococcus
(pracanr 1,3,4,5)
Analize fenotypowych profili opornosci szczepéw Enterococcus spp.
przeprowadzitam ze szczegdlnym uwzglednieniem gatunkéw E. faecalis i1 E.
faecium (najwazniejsze gatunki pod wzgledem epidemiologicznym i
klinicznym). Oznaczenie poziomu opornosci 1 interpretacja uzyskanych
wynikow dotyczyta przede wszystkim opornosci nabytej, zwigzane] z
horyzontalnym przekazywaniem genow lub sporadycznymi mutacjami. Nie
uwzglednitam natomiast opornosci naturalnej, cechujacej; wigkszos¢ gatunkow
Enterococcus  (niskie  stezenie  antybiotykéw  beta  laktamowych,
aminoglikozydow, linkozamidéw) lub tylko pojedyncze gatunki (E. faecalis na
na chinupristing —dalfopristing oraz obnizona wrazliwo$¢ szczepoéw E.
casseliflavus i E. gallinarum na wankomycyng). W poczatkowym etapie badan
do fenotypowej analizy oporno$ci u zwierzat wolno zyjacych 1 egzotycznych
oraz 1izolatow od bydla, wykorzystatam metod¢ dyfuzyjno-krazkowa,
wystarczajacag do standardowej analizy, tj. w przypadku izolacji pojedynczego
szczepu od kazdego osobnika (praca nr 1). Jednakze w przypadku izolacji 1
analizy wigcej niz jednego szczepu od tego samego osobnika (szczegélnie



szczepow nalezacych do tego samego gatunku Enterococcus), niezbedne jest
bardziej precyzyjne okreslenie 1 porownanie poziomu opornosci. W pracy nr 3,4
I 5 wykorzystatam zatem metode mikrorozcienczen, okre$lajagc minimalne
stezenie hamujace MIC (ang. minimal inhibitory concentration).

Fenotypowe profile opornosci badanych szczepow cechowaty si¢ bardzo duzym
zroznicowaniem; obejmowaly oporno$¢ na kilka do kilkunastu substancji
przeciwbakteryjnych w zalezno$ci od gatunku i zréznicowania badanej grupy
zwierzat.

Wykazatam, ze w przypadku drobiu, $win i bydla, najcze$ciej notowanym
typem opornosci jest opornos¢ na erytromycyneg i tetracykling oraz wysokie
stezenie kanamycyny i streptomycyny (ang. HLKR i HLSR) (praca nr 3, 4 i 5).
U zwierzat wolno zyjacych i egzotycznych dominowaty natomiast szczepy
oporne na fluorochinolony i rifampicyne (praca nr 1).

Wykazatam rowniez, ze izolaty oporne na tylozyne (pochodzace od swin)
cechowaty si¢ w kazdym przypadku krzyzowa opornoscig na erytromycyne, a z
kolei opornosci na enrofloksacyne towarzyszyta niewrazliwos¢ na
ciprofloksacyng. Obserwacje te potwierdzaja poglad, ze w przypadku
stosowania u ludzi 1 zwierzat r6éznych substancji przeciwbakteryjnych ale
nalezacych do tej samej klasy lekoéw, istnieje wysokie prawdopodobienstwo
koselekcji szczepow cechujacych si¢ opornoscia krzyzowa [15].

Z kolei brak opornosci na wankomycyne w badanej puli szczepow
pochodzacych od zwierzat domowych zwigzany jest prawdopodobnie z zakazem
stosowania w krajach Uniii Europejskiej awoparcyny jako promotora wzrostu u
zwierzat [1], natomiast obecno$¢ niewrazliwych na wankomycyne szczepoéw E.
faecalis i E. faecium wykazana we wczesniejszych badaniach u zwierzat wolno
zyjacych, egzotycznych oraz pojedynczych izolatoéw u bydla stanowi kolejne
potwierdzenie tego zjawiska (praca 1).

Analizujac  poziom opornosci badanych szczepéw na wysokie stezenie
aminoglikozydow, wykorzystatam kryteria interpretacji rekomendowane przez
CLSI (ang. Clinical and Laboratory Standards Institute),odpowiednio dla
gentamycyny > 512 ul ml? i streptomycyny > 1024 ul ml* oraz NARMS (ang.
National Antimicrobial Resistance Monitoring System Animal Isolates) dla
kanamycyny > 1024 (poniewaz CLSI nie definiuje wartosci MIC dla tego
antybiotyku) Kliniczne wartos$ci odcigcia proponowane przez EUCAST (ang.
European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing) sa nieco nizsze
dla gentamycyny (> 128 pl ml* ) ale w toku prowadzonych badan stwierdzitam,
ze réznica ta nie wplyneta na interpretacje wynikdéw, poniewaz wartosci MIC
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badanych przez mnie szczepéw opornych na wysokie st¢zenie gentamycyny
(HLGR) 1 szczepow wrazliwych byly wyraznie zr6znicowane (odpowiednio >
512 ul mIt i < 32 pl ml?) co wykluczato potencjalng mozliwo$é bledu
oszacowania. Decydujac si¢ na rozszerzenie panelu badanych antybiotykow
aminoglikozydowych (na ogét zalecana jest analiza oporno$ci na gentamycyng i
streptomycyng¢), kierowalam si¢ argumentem, ze fenotypowa oporno$¢ na
aminoglikozydy determinowana jest przez bardzo szeroki panel enzymow,
kodowanych przez wiele roznorodnych genow i jak wykazalam w dalszym
ctapie badan genotypowych (praca nr 3,4 i1 5) zroznicowanie wysokiego
poziomu opornos$ci na trzy wytypowane aminoglikozydy miato ogromny wplyw
na profil genetyczny izolatu.

Wykazany w obecnych badaniach wysoki odsetek szczepow HLAR
1zolowanych od r6znych gatunkow zwierzat (od 5,3% HLGR do 34,2% HLSR)
stanowi uzupelnienie bardzo istotnych danych, poniewaz doniesienia z naszego
kraju obejmuja w wigkszosci prace prezentujace poziom i zakres opornosci
szczepdw izolowanych od ludzi, natomiast istniejg jedynie fragmentaryczne
informacje dotyczace izolacji szczepoéw o fenotypie HLAR od zwierzat [30,36].
Co wigcej, poziom 1 zakres opornosci na aminoglikozydy w opublikowanych
przeze mnie pracach jest bardzo zblizony do fenotypu opornosci szczepow
statystycznie najczeSciej i1zolowanych z przypadkow infekeji szpitalnych w
Polsce [8,35]. Zaobserwowane zjawisko wydaje si¢ bardzo niepokojace ze
wzgledu na fakt, ze wystapienie opornosci typu HLAR niweluje synergistyczng
aktywno$¢ aminoglikozydéw stosowanych w kombinacji z antybiotykami
dziatajacymi na $ciang komorkowa bakterii (np. PB- laktamowych), ktore
stanowig istotny element terapii wysokoopornych infekcji na tle Enterococcus,
np. endocarditis u ludzi.

Pul¢ badanych szczepéw E. faecium i E. faecalis niezaleznie od zrodta ich
pochodzenia (gatunek zwierzat), charakteryzowatl wysoki odsetek izolatow
wielolekoopornych (ang. multi drug resistant MDR) i wynosit on odpowiednio
84% 1 42% u swin; 58,6% 1 56,8% u drobiu; 57% u bydla; 46% u zwierzat
wolno zyjacych oraz 59% u zwierzat egzotycznych. Ze wzgledu na zaskakujaco
wysoki odsetek szczepow MDR wykazany u zwierzat wolno zyjacych, badania
w zakresie opornosci szczepéw Enterococcus zostaly przeprowadzone
ponownie ale na znacznie wigkszej puli zwierzat (okoto 350 osobnikéw) [28].
Uzyskane wyniki potwierdzily wczesniejsze dane (okoto 45% wszystkich
izolatow cechowato si¢ fenotypem MDR), wskazujac z jednej strony na
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prawidlowo$¢ przeprowadzonych analiz, z drugiej za$ na znaczenie tej grupy
zwierzat jako potencjalnego rezerwuaru szczepéw MDR.

Na podkreslenie zastuguje fakt, ze prezentowane w powyzszych pracach dane
uzupetniajg w sposob istotny charakterystyke rezerwuaru lekoopornosci na
terenie Polski.

Analiza genetycznych profili opornosci i wirulencji szczepéw E. faecium i E.
faecalis (praca nr 31i5)

Molekularna analiza opornosci szczepow E. faecium i E. faecalis zostala

przeprowadzona dla szczepéw izolowanych od drobiu (praca nr 4), §win (praca

nr 5) oraz zwierzat wolno zyjacych (dane niepublikowane prezentowane na

konferenciji),[28].

Ze wzgledu na zlozony proces 1 mechanizmy ksztaltowania si¢ opornosSci

Enterococcus, strategi¢ identyfikacji gendw opornosci przeprowadzitam wedtug

schematu uwzgledniajacego nastepujace typy opornosci:

- aminoglikozydy — 10 genow [aac(6’)-le-aph (2”)-la, aph(3’)-llla, ant(6)-la,

aph(2")-Ib , aph(2")-Ic, aph(2")-1d, aadA, ant(4’)-la, ant(9)-1a]

- makrolidy — 6 gendéw (ermA, ermB, ermC, ermF, mefA, msrA) oraz

linkozamidy (InuB, InuF)

- tetracykliny — 5 gendw (tetM, tetK, tetO,tetL, tetS)

- fenikole — geny z grupy cat (catA-7, catA-8 i catA-9) oraz geny cfr, fexA

- streptograminy (E. faecium) - geny vatD i vatE.

- miedz (izolaty pochodzace od §win) — gen tcrB

Dobrany profil gendéw opornosci okazatl si¢ specyficzny oraz stosunkowo

precyzyjny;  oporno$¢  fenotypowa  na  poszczegdlne  substancje
przeciwbakteryjne zostata potwierdzona obecnoscig co najmniej jednego genu w
materiale genetycznym wszystkich izolatow E. faecium 1 E. faecalis

pochodzacych od drobiu i $§win (praca nr 4 i 5). W przypadku izolatow
pochodzacych od zwierzat wolno zyjacych [28] 98% szczepdéw opornych, byto
nosicielami co najmniej jednego badanego genu kodujacego specyficzny typ
opornosci.

Poréwnujac profile genowe we wszystkich badanych grupach zwierzat,
stwierdzilam Ze bez wzgledu na gatunek zwierzat od ktorych pochodzity izolaty,
oporno$¢ na poszczegdlne antybiotyki byla determinowana przez bardzo
podobny panel genoéw, a ich procentowy udziat byt zblizony. U 99% szczepow
opornych na tetracykline i/lub makrolidy oporno$¢ byta determinowana przez
gen tetM i ermB, przy czym u znacznego odsetka szczepow
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tetracyklinoopornych wykazatam wspotobecnos¢ tetL lub tetO (ten ostatni tylko
u szczepoéw izolowanych od drobiu). Wartym podkreslenia wydaje si¢ fakt, ze
obecnosé u tego samego szczepu genow tetM i tetL (determinanty kodujace dwa
odrgbne mechanizmy opornosci) znaczgco podnosita wartos¢ MIC dla
tetracykliny w poréwnaniu do tetracyklinoopornych szczepow cechujacych si¢
obecnoscia pojedynczych gendéw tet (praca nr 5). Gen ermB wykazany u
szczepéw opornych na makrolidy na ogdt wystepowat pojedynczo. Jedynie u
szczepow pochodzacych od §win stwierdzitam jednoczesng obecno$¢ genu
ermF, prawdopodobnie $ci$le zwigzanego z opornosciag szczepow izolowanych
od tego gatunku gospodarza [12,31].

Pomimo zastosowania szerokiego panelu badanych genow opornosci na
aminoglikozydy wykazatam, ze genami dominujacymi wsrod polskich szczepow
odzwierzecych sa: aac(6’)-le-aph(2”)-la, aph(3’)-llla i ant(6)-la oraz ant(9)-
la (wsrdd izolatéw pochodzacych od drobiu). Co wazne, u wysokiego odsetka
badanych szczepow HLAR (szczegodlnie u szczepdw izolowanych od swin) geny
te wystepowaly jednoczesnie (dwa lub trzy) u tego samego szczepu. Jest to
szczegoOlnie istotne w przypadku szczepow HLKR, u ktérych opornos¢ na
kanamycyne moze by¢ determinowana jednocze$nie przez dwa geny, tj.
aac(6’)-le-aph(2”)-la i aph(3’)-1lla (zjawisko to zaobserwowatam u
wszystkich szczepéw HLKR izolowanych od $§win), natomiast prawidlowos¢ ta
nie wptywa na poziom wartosci MIC.

Opornos¢ na chloramfenikol wystgpowata jedynie u szczepow izolowanych od
swin 1 zwierzat wolnozyjacych. Warunkowana byla ona gléwnie obecno$cig
gendw kodujacych acetylotransferazy z grupy A-8 i A-9 (catA-8 1 9). W zadnym
przypadku nie wykazatam obecnosci genu cat z grupy A-7, ktora jak dotad
uznawana byla za najcze$cie] wykazywang determinante odpowiedzialng za
oporno$¢ na chloramfenikol ws$rod szczepéw Enterococcus izolowanych od
zwierzat [2]. Zastosowanie w obecnych badaniach rozszerzonego panelu genéw
catA umozliwilo nie tylko molekularne potwierdzenie opornosci fenotypowe]
ale pozwolito rowniez na wykazanie odrgbnosci genetycznej badanych
szczepow. Zaobserwowana przeze mnie odmienno$¢ wydaje si¢ dodatkowo
potwierdza¢ zjawisko horyzontalnej wymiany gendow opornosci pomiedzy
odrebnymi rodzajami bakterii [32]. Obecnos¢ gendéw catA-9 oraz fexA u
niewielkiego odsetka szczepow opornych na chloramfenikol (praca nr 5) moze
sugerowac¢ ich horyzontalny transfer ze szczepami Staphylococcus spp, ktore
byly pierwotnie gtéwnymi nosicielami tych genoéw [32].
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Przeprowadzone badania wykazaly potwierdzong statystycznie, zgodno$¢
fenotypowych 1 genotypowych profili opornosci badanych szczepow
Enterococcus, wskazujac rownoczesnie na prawidlowy dobor stosowanych
metod i procedury ich przeprowadzenia (praca nr 5). Na podkreslenie zastuguje
rowniez fakt, ze sa to wedlug dostepnej literatury, pierwsze w Polsce, w tak
szerokim aspekcie przeprowadzone badania, obejmujace rownoczesng analize
fenotypowej 1 genotypowej opornosci izolatéw Enterococcus pochodzacych od
drobiu , $win 1 zwierzat wolno zyjacych.

Analiza genetycznych profili wirulencji badanych szczepow E. faecium i E.
faecalis stanowitla kolejny etap majacy na celu weryfikacje poziomu
zroznicowania genomow badanych szczepéw. Do badan wytypowatam
nastepujacy panel genow wirulencji: gen kodujacy zelatynaze (gelE),
hialuronidaze (hly), hemolizyny (cylA, B i M), specyficzne gatunkowo
adhezyny $ciany komorkowej (efaAsmrs), czynnik agregacyjny (agg), ochronne
biatko zwigzane ze $ciang komorkowsa (esp) oraz tzw. feromony utatwiajace
proces koniugacji (cpd, cob i ccf). Genetyczne profile wirulencji badanych
szczepOdw cechowaly si¢ znacznie wigksza 1 bardziej zroznicowang pulg genow
w przypadku szczepow nalezacych do gatunku E. faecalis (profil obejmowat od
5 do 9 determinant) anizeli szczepow E. faecium. Wszystkie szczepy E. faecium
1zolowane od drobiu cechowata homogennos¢ przejawiajaca si¢ obecnoscig w
genomie jedynie dwu genow: efaAsm kodujacego specyficzng gatunkowo
adhezyne, oraz genu ccf zwigzanego z utatwianiem procesu koniugacji bakterii.
Niezaleznie od zroédla pochodzenia szczepu (gatunek zwierzat) wszystkie
badane szczepy E. faecalis posiadaly gen efaAs oraz geny cpd, cob i ccf; u
wigkszosci wystepowaty rowniez gelE i agg, w nieco mniejszym zakresie gen
esp, natomiast jedynie u czgéci szczepoéw izolowanych od trzody chlewnej
wykazatam geny kodujace hemolizyny (cylA, B i M).

Wielosktadnikowy geno-profil wirulencji szczepéw E. faecalis zawierajacy
réwniez geny cpd, cob i ccf oraz agg $wiadczy nie tylko o ich wysokim
potencjale wirulencji ale rowniez o zdolnosci tych szczepdéw do transferu tzw.
feromono-wrazliwych plazmidow o szerokim (E. faecalis) lub waskim spektrum
(E. faecium) gospodarza, bg¢dgcych no$nikami min. cech opornosci i wirulencji
[13].

W swoich pracach analizowalam rowniez obecnos$¢ genéw zwigzanych z innymi
mechanizmami horyzontalnego przekazywania genéw opornosci. Wskazoéwka
do prowadzenia dalszych badan byt stosunkowo wysoki odsetek szczepow
jednoczes$nie opornych na tetracykliny, makrolidy i aminoglikozydy. Obecnosé
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genu kodujacego integraze (Tn-Int) charakterystyczng dla Tn1545-like
transpozondw u izolatow pochodzacych zaro6wno od §win 1 drobiu, posrednio
potwierdza zdolno$¢ szczepow do jednoczesnego horyzontalnego transferu
genoéw tetM, ermB, 1 aph(3’)-llla czesto wspdlnie zlokalizowanych na tej
mobilnej determinancie genetycznej. Biorac pod uwage fakt, ze genetyczne
profile opornosci szczepow izolowanych od réoznych gatunkéw zwierzat byty do
siebie zblizone, shusznym wydaje si¢ spostrzezenie i1z istnieje wiele
genetycznych powigzan pomiedzy genami opornosci, a wysoki odsetek
szczepow wielolekoopornych stwierdzony rowniez w obecnych badaniach jest
racze] efektem regularnej 1 skonsolidowanej wymiany anizeli przypadkowego
przekazywania pojedynczych genow [11].

Analiza fenotypowych i genotypowych profili opornosci szczepow E.

faecium i E. faecalis w kontekscie molekularnych metod typowania.

(pracanr 3, 4, 5)

Wysoka opornos¢ na substancje przeciwbakteryjne szczepéw E. faecalis i E.
faecium jest zjawiskiem szeroko analizowanym i opisywanym na calym $wiecie
szczegblnie w aspekcie zmian zachodzacych w genomie wraz ze zmieniajagcym
si¢ profilem oporno$ci fenotypowej [13,39]. Wydaje si¢ , ze w przypadku
szczepow nalezacych do tego rodzaju, profil genetycznych determinant
oporno$ci oraz czynnikdw wirulencji odgrywa bardzo wazng role W procesie
roznicowania poszczegolnych izolatow. Jednakze ze wzgledu na ogromng
réznorodno$¢ genow i zjawisk (np. zmian zachodzacych na drodze mutacji),
biorgcych udziat w ksztaltowaniu obu tych cech, nie zawsze mozliwe jest
zroznicowanie szczepoOw jedynie na tej podstawie. Dlatego tez wybierajac
metod¢ typowania przydatng w dywersyfikacji szczepow Enterococcus bratam
pod uwage przede wszystkim stopien korelacji pomiedzy fenotypowymi
profilami opornosci, ktére stanowily pierwsze kryterium rdéznicowania,
genotypowymi profilami obejmujgcymi zarbwno geny opornosci jak i wirulencji
a profilami uzyskanymi za pomocg wybranej metody typowania molekularnego.
Aby uzyska¢ pozadany wynik musiatam roéwniez przeanalizowal potencjat
dyskryminacyjny i powtarzalno$¢ metody, a w dalszej kolejnosci takze stopien
trudno$ci oraz czaso- 1 kosztochlonno$¢ poszczegdlnych procedur z
uwzglednieniem aktualnych metod, najczeSciej wykorzystywanych w
molekularnym typowaniu drobnoustrojow. Sposrod stosowanych 1 cytowanych
w piSmiennictwie mi¢dzynarodowym metod, najczesciej wymieniane s3:
wielolokusowa analiza sekwencji genow (ang. MLST), analiza restrykcyjna
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chromosomalnego DNA potaczona z elektroforeza pulsowa (ang. PFGE) oraz
stale rozwijajaca si¢ spektrometria mas (ang. MS)

Metoda MLST stanowi doskonate narzedzie do zakrojonych na szeroka skalg
analiz populacyjnych, natomiast ze wzgledu na procedur¢ badawcza
ograniczong jedynie do analizy sekwencji gendw metabolizmu podstawowego
(w przypadku Enterococcus wymagana jest amplifikacja i analiza sekwencji 7
réoznych genow dla kazdego badanego szczepu) posiada zbyt niski potencjat
dyskryminacyjny umozliwiajacy zroéznicowanie blisko  spokrewnionych
szczepodw lub szczepow o odmiennych profilach opornosci [38]. Co wigcej geny
metabolizmu podstawowego sa wysoce konserwatywne 1 rzadko ulegaja
mutacjom oraz presji selektywnej, w przeciwienstwie do determinant opornos$ci.
Zaleta gwarantujacg powtarzalnos¢ wynikow sa doskonale opracowane 1 ogdlno
dostepne procedury, z drugiej jednak strony technika ta w porOwnaniu z innymi
jest bardzo kosztowna 1 pracochtonna.

Metoda PFGE ze wzgledu na  powtarzalno$¢ oraz  wysoki potencjat
dyskryminacji wcigz uwazana jest za tzw. ,zloty standard” metod
wykorzystywanych w typowaniu wigkszosci drobnoustrojow [18]. Jednakze
sporym problemem, podnoszonym przez wielu badaczy sa z jednej strony
bardzo czasochtonne 1 wymagajace przeprowadzenia przez wykwalifikowany 1i
doswiadczony personel procedury, z drugiej za$ wymagane jest spore
doswiadczenie osoby interpretujgcej wyniki [38]. W oparciu o przeprowadzone
badania [19,20] oraz wtasne do§wiadczenia badawcze [3,27] podjetam probe
zastosowania alternatywnej do PFGE metody, opracowanej przez Krawczyk i
wsp. [19]. Jest to jedna z technik opartych na ligacji adaptorow
oligonukleotydowych, tj. amplifikacja fragmentow DNA otaczajacych rzadkie
miejsca restrykcyjne (ang. ADSRRS-fingerprinting).

Decydujac si¢ na wykorzystanie metody ADSRRS-fingerprinting kierowatam
sie¢  przede  wszystkim  wysokim  potencjalem  dyskryminacyjnym
porownywalnym do metody PFGE [19] oraz powtarzalno$cig oznaczen, ktorg
ocenitam rowniez w badaniach wlasnych poprzez trzykrotne powtdrzenie petne;
procedury analizy tego samego szczepu ale uzyskanego z trzech odrebnych,
przesuni¢tych w czasie kultur hodowlanych (praca nr 3,4 i 5). Dodatkowymi
czynnikami determinujagcymi wybor metody jest brak konieczno$ci znajomosci
sekwencji genomowego DNA, tatwos¢ przeprowadzenia poszczegdlnych
procedur oraz stosunkowo krétki w porownaniu do PFGE czas analizy (okoto
7 godzin Iacznie z etapem elektroforezy). Jednakze najistotniejszym wykazang i
potwierdzong W obecnych badaniach zaleta, jest bardzo wysoki stopien korelacji
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fenotypowych 1 genotypowych profili opornosci badanych szczepoéw, z
profilami uzyskanymi za pomocag ADSRRS-fingerprinting (praca nr 3,4 i 5).
Analizy prowadzone na puli szczepoéw nalezacych do gatunku E. faecium i E.
faecalis izolowanych od drobiu i trzody chlewnej wskazujg na duzy udziat
genetycznych determinant opornosci i wirulencji w ksztaltowaniu genotypow
uzyskanych ta metoda. Dodatkowym potwierdzeniem wysokiej precyzji i
potencjatu dyskryminacyjnego zastosowanej metody, bylo wykazanie wigcej niz
jednego profilu ADSRRS w przypadku czesci szczepow nalezacych do tego
samego gatunku 1 cechujacych si¢ tym samym fenotypem opornoSci oraz
panelem genow wirulencji. Jak wykazaty badania przeprowadzone w pracy nr 3
I 5, heterogennos¢ profili ADSRRS zwigzana byla przede wszystkim z
odmiennymi mechanizmami opornosci bakterii na ten sam antybiotyk (rézne
panele genow).

Analiza uzyskanych wynikow wskazuje rowniez w sposob posredni na
mozliwo$¢ przenoszenia si¢ okreslonych klonéw opornych i wielolekoopornych
szczepéw Enterococcus pomiedzy sagsiednimi gospodarstwami. Stwierdzitam
obecnos¢ homogennych genotypéw ADSRRS u zwierzat pochodzacych z
réznych farm (odpowiednio z trzech farm s$win i siedmiu farm drobiu).
Typowanie przy uzyciu metody ADSRRS-fingerpinting umozliwilo réwniez
wykazanie i potwierdzenie nosicielstwa szczepdéw nalezacych do tego samego
gatunku ale zréznicowanych pod wzgledem genotypu U tego samego osobnika.
W polaczeniu z wprowadzong 1 zmodyfikowang przeze mnie strategig analizy
prob opisang powyzej, wykazalam, ze bardzo duzy odsetek zwierzat
(szczegblnie wérod drobiu) cechuje nie tylko nosicielstwo wigcej niz  jednego
gatunku Enterococcus (nawet do 27% zwierzat) ale rowniez, ze pojedynczy
osobnik moze by¢ zrédtem dwoéch lub trzech odrebnych klonow szczepow E.
faecium lub E. faecalis zré6znicowanych zarowno pod wzgledem opornosci jak i
profilu genotypowego (praca nr 3,4 i 5).

Kolejng technikg typowania zastosowang w obecnych badaniach byla
spektrometria mas (MS). MS obejmuje rézne techniki jonizacji oraz analizatory
masy; w identyfikacji 1 typowaniu drobnoustrojéw najczescie] wykorzystywana
jest desorpcja laserowa z udziatem matrycy oraz analizator czasu przelotu (ang.
MALDI-TOF MS). Technika ta z powodzeniem stosowana jest w identyfikacji
gatunkowej szerokiego panelu drobnoustrojow, w tym roéwniez z rodzaju
Enterococcus, co potwierdzily rowniez wyniki obecnych badan zaprezentowane
w pracy nr 21 5.
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Jednoczesnie podejmowane sg roéwniez liczne proby wykorzystania tej techniki
do analizy poréownawczej i typowania drobnoustrojéw nalezacych do tego
samego gatunku. Pomimo, intensywnych badan prowadzonych w ostatnich
latach na zréznicowanej gatunkowo puli badanych drobnoustrojow, nie
uzyskano jak dotad jednoznacznych wynikow w zakresie przydatnosci metody
MALDI-TOF MS do typowania drobnoustrojéw, w tym rowniez bakterii E.
faecalis 1 E. faecium [14,17,22,26]. Ze wzgledu na duza precyzyjnos¢ i
dostepnos¢ metody, a jednocze$nie wrecz sprzeczne Wyniki innych autorow
dotyczace typowania zrdéznicowanych pod wzgledem opornosci szczepow
Enterococcus [22,25], podjetam probe analizy przydatno$ci metody MALDI-
TOF MS w wewnatrzgatunkowym typowaniu blisko spokrewnionych
wielolekoopornych szczepow E. faecalis (praca nr 5). W pierwszym etapie
profile proteomiczne uzyskane dla poszczegolnych szczepoéw zostaty poddane
analizie poréwnawczej, ktora wykazata obecno$¢ wspdlnych specyficznych
rodzajowo 1 gatunkowo bialek tzw. markerow, co potwierdzito znakomitg
identyfikacje taksonow w obrebie Enterococcus [29]. W kolejnym etapie
profile proteomiczne zostaly poddane analizie poréwnawczej, majacej na celu
okreslenie stopnia korelacji pomigdzy specyficznym fenotypem i1 genotypem
opornosci szczepu a profilem biatkowym (praca nr 5).

Najwazniejsza 1 podsumowujaca cz¢s¢ analizy objeta statystyczne poroOwnanie
odwzorowania poszczegdlnych dendrograméw  uzyskanych na podstawie
fenotypowego zroznicowania opornosci, profili genow, profili ADSRRS-
fingerprinting oraz profili proteomicznych. W badaniu tym zastosowatam
odpowiednio dobrane wspoétczynniki : index Simpsona (ang. Simpson’s index of
diversity, SID) w celu porownania sity dyskryminacyjnej poszczegdlnych metod
oraz wspotczynnik Rand i wspotczynnik Wallace celem okreSlenia zgodnosci
pomigdzy grupowaniem szczepOw réznymi technikami.

W  przeprowadzonych badaniach metoda MALDI-TOF MS wykazala
minimalnie wyzszg sitg¢ dyskryminacji wielolekoopornych szczepoéw E. faecalis,
niz metoda ADSRRS-fingerprinting (0.941 vs. 0.884, odpowiednio),
aczkolwiek, co wazniejsze, technika ADSRRS pozwolita rzetelnie odwzorowac
grupowanie izolatow uzyskane technikami fenotypowej analizy opornosci i
profili genow oporno$ci i wirulencji. Prawidtowos$¢ tg potwierdzity rowniez
wyniki wczesniejszych badan. (praca nr 3 i 4). Ponadto wartos¢ wspdtczynnika
Rand wykazana w przeprowadzonej analizie wskazuje na jednolity sposéb
grupowania szczepow metoda ADSRRS-fingerprinting co statystycznie
eliminuje wrecz potrzebg stosowania fenotypowych testow opornosci oraz
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analiz¢ profilu determinant genowych. Z drugiej jednak strony fenotypowy
profil opornosci ma kluczowe znaczenie jako element standardowych procedur
diagnostycznych (determinuje potencjalny sukces terapeutyczny) i badawczych
poniewaz stanowi na ogdt pierwotne Kkryterium wykrywania i réznicowania
szczepéw MDR dlatego tez nie moze zosta¢ pominigty.
Analiza statystyczna wykazata rowniez, ze uzyskane roznice wartosci indeksu
Simpsona pomiedzy wynikami grupowania za pomocag MALDI-TOF MS i
ADSRRS-fingerprinting nie posiadajg istotnoSci statystycznej, a zgodnos¢
wynikéw dla ostatniej metody znajduje sie na wyzszym poziomie (50-90%)
anizeli w przypadku MALDI-TOF MS (40-85%). Rozbieznosci te
prawdopodobnie wynikajag z faktu, Zze oba narzedzia bazuja na zupelnie
odmiennych podstawach metodycznych: metoda ADSRRS-fingerprinting
analizuje zroznicowanie catkowitego, genomowego DNA w oparciu o
polimorfizm miejsc restrykcyjnych, natomiast widma uzyskane za pomoca
MALDI-TOF MS obejmuja raczej biatka rybosomalne i w duzej mierze biatka
konserwatywne, dlatego tez sposdb grupowania za pomocg tej ostatniej metody
bedzie raczej bardziej zgodny z wynikami typowania metodg MLST
[22,24,26,34]. Ze wzgledu jednak na wysoki potencjat dyskryminacyjny, wydaje
si¢, ze metoda MALDI-TOF MS moze stanowi¢ cenne uzupetnienic metod
typowania 1 réznicowania opornych szczepow Enterococcus. Jednak, co
wazniejsze, jest ona doskonalym 1 szybkim narzgdziem do identyfikacji
gatunkowej, ktorej wysoka jakos¢ i precyzja decyduje o prawidtowosci dalszych
analiz .

Podsumowanie
Reasumujac prezentacje i omowienie prowadzonych przeze mnie badan
chciatabym wskaza¢ na najwazniejsze uzyskane osiggnigcia i wnioski.
- w oparciu o analiz¢ restrykcyjng regionu 16S-23S rRNA ITS opracowatam i
wystandaryzowatam szybka 1 powtarzalng metode identyfikacji gatunkowe;,
pozwalajaca na prawidtowe okreslenie przynaleznosci badanych szczepow do 9
roznych gatunkéw Enterococcus najczesciej izolowanych od zwierzat. Metoda
ta moze by¢ stosowana z powodzeniem we wszystkich analizach wymagajacych
szybkiej 1 prostej identyfikacji gatunkowej izolatow Enterococus (cato$¢
procedury zajmuje jedynie 4 godziny 1 wymaga znajomosci podstawowych
procedur badan molekularnych)
- przeprowadzitam analize dystrybucji gatunkoéw Enterococcus i okreslitam
procentowy udzial szczepow E. faecium i E. facalis (dwoch najistotniejszych z
epidemiologicznego punktu widzenia gatunkéw Enterococcus) w biocie
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przewodu pokarmowego zwierzat hodowlanych, wolno zyjacych oraz
egzotycznych; w przypadku dwoéch ostatnich grup zwierzat bylo to pierwsze
tego typu doniesienie z Polski.

- przeprowadzitam analiz¢ fenotypowego poziomu i zréznicowania opornosci
szczepoéw Enterococcus na antybiotyki i chemioterapeutyki nalezace do siedmiu
r6znych klas substancji przeciwdrobnoustrojowych. Badania poziomu opornosci
szczepéw Enterococcus izolowanych od zwierzat wolno zyjacych i
egzotycznych stanowia pierwszg tego typu analiz¢ w Polsce, natomiast biorac
pod uwage fakt, ze Polska nie uczestniczy w programach monitoringu opornosci
Enterococcus u zwierzat, dane odnosnie szczepéw izolowanych od zwierzat
hodowlanych stanowig obszerne uzupehlnienie fragmentarycznych doniesien
dostepnych do tej pory.

- we wszystkich badanych grupach zwierzat wykazatam poréwnywalny zakres i
stosunkowo wysoki poziom opornosci na zblizony panel substancji
przeciwbakteryjnych, w tym rowniez antybiotykoéw 1 chemioterapeutykow
stosowanych wylacznie w medycynie czlowieka. Co wigcej, wykazatam
roOwniez znaczaco wysoki odsetek szczepoéw klasyfikowanych jako
wielolekooporne, réwniez w puli szczepoéw izolowanych od zwierzat wolno
zyjacych; uzyskane przez mnie wyniki sugeruja znaczacy udzial tej grupy
zwierzat jako potencjalnego rezerwuaru opornosci dla czlowieka 1 zwierzat
domowych, a takze dajg realng przestanke do objecia w przysztosSci zwierzat
wolno zyjacych regularnym badaniem monitorujacym poziom 1 zakres
opornosci

- wykazany w obecnych badaniach typ i zakres opornosci fenotypowej
szczepow zostal potwierdzony molekularnie (z wyjatkiem oporno$ci begdace]
efektem mutacji w genie docelowym, tj. oporno$ci na rifampicyne 1
fluorochinolony) obecnos$cig przynajmniej jednego specyficznego genu
determinujacego okreslony typ opornosci. Bez wzgledu na gatunek zwierzat,
wsréd najczesciej wykrywanych genow, (gros stanowily molekularne
determinanty obecne réwniez u wysoce opornych szczepow izolowanych z
przypadkow infekcji szpitalnych zaré6wno w Polsce jak 1 na $wiecie, co
wskazuje na istotny udziat wszystkich badanych grup zwierzat w
rozprzestrzenianiu si¢ opornosci, przede wszystkim na drodze horyzontalnej
wymiany. Zjawisko to potwierdzita rowniez obecno$¢ U znacznego odsetka
badanych szczepdéw genow charakterystycznych dla specyficznych traspozonow
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niosgcych zwykle kilka determinant opornosci jednoczes$nie, co zwigksza
prawdopodobienstwo regularnej 1 powigzanej wymiany gendéw miedzy
szczepami
- odzwierzgce szczepy E. faecium i E. faecalis cechowal réwniez bogaty i
zroznicowany panel gendéw wirulencji, szczegdlnie w przypadku ostatniego
gatunku, co sugeruje potencjalnie wysokg patogennos$¢ tych szczepow i
zdolno$¢ do wywolywania infekcji. Obecnos¢ gendow utatwiajacych proces
koniugacji u wiekszosci badanych szczepow E. faecalis izolowanych u §win i
drobiu wskazuje rowniez na wysokie prawdopodobienstwo wymiany i transferu
plazmidow niosgcych zarbwno geny opornosci jak 1 wirulencji
-po raz pierwszy wykazalam roéwniez wysoki stopien Kkorelacji fenotypowych
profili oporno$ci badanych szczepow z ich genotypowymi profilami uzyskanymi
metodg ADSRRS-fingerprinting co potwierdza przydatno$¢ wyzej wymienionej
metody w epidemiologicznych, krdtkoterminowych analizach poréwnawczych
wielolekoopornych szczepow Enterococcus. Powtarzalnos¢ 1 wysoka precyzja
metody pozwolita réwniez na analize¢ stopnia rozprzestrzeniania si¢
poszczegbdlnych klondw, w tym réwniez wielolekoopornych, zard6wno pomiedzy
zwierzetami tego samego stada jak i pomiedzy odrgbnymi stadami zwierzat
- wprowadzenie niestandardowej strategii polegajacej na analizie wigcej niz
jednego reprezentanta Enterococcus od kazdego badanego zwierzecia
umozliwito uzyskanie bardzo precyzyjnych wynikow, obejmujacych zar6wno
gatunkowa dystrybucje szczepoOw jak 1 analiz¢ poziomu opornosci. W
przeprowadzonych badaniach wykazatam, ze poszczegdlne osobniki mogg by¢
nosicielami kilku odrebnych klondéw nalezacych do tego samego gatunku
Enterococcus, zréznicowanych pod wzgledem opornosci, w tym rdéwniez
dwoch- lub trzech réznych klondéw szczepoéw wielolekoopornych. Z tego
wzgledu wydaje si¢ ze w przypadku szczegdlowych badan dotyczacych analizy
zakresu 1 poziomu opornosci taka procedura powinna zosta¢ rozwazona.
- potwierdzitam réwniez, ze technika MALDI-TOF MS stanowi znakomite i
wiarygodne narzedzie identyfikacji gatunkowej szczepdéw Enterococcus. Jako
metoda typowania opornych szczepow E. faecalis w znacznie mniejszym
stopniu koreluje natomiast z wynikami grupowania szczepow w oparciu O
analiz¢ oporno$ci w porownaniu do metody ADSRRS-fingerprinting. Niemnigj
metoda ta cechuje si¢ wysokim potencjatem dyskryminacyjnym i z tego
wzgledu moze stanowi¢ uzupetlienie innych metod typowania lekoopornych
szczepOdw Enterococcus.
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5. Omowienie pozostalych osiagnie¢ naukowo - badawczych.
A) Aktywnos$¢ naukowa
Moj dorobek naukowy nie wchodzacy w skilad gléwnego osiggniecia

naukowego obejmuje 32 publikacje, w tym 14 oryginalnych prac znajdujacych
si¢ w bazie JCR. Jestem réwniez wspotautorka 14 doniesien zjazdowych
prezentowanych na konferencjach krajowych i zagranicznych. Gtowne kierunki
badan realizowanych przeze mnie w Zaktadzie Mikrobiologii Weterynaryjne;j,
obejmuja  zagadnienia zwigzane przede wszystkim z identyfikacja
drobnoustrojow  bakteryjnych i grzybiczych, problematyka infekcji
oportunistycznych oraz szeroko pojeta analizg zjawiska opornoSci
drobnoustrojéw  odzwierzecych. Jednym z  wazniejszych  zagadnien
realizowanym przeze mnie w ciggu ostatnich czterech lat, byly badania majace
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na celu okreslenie udziatu zr6znicowanych populacji zwierzat wolno zyjacych i
egzotycznych jako wektorow  drobnoustrojoéw stanowigcych potencjalne
zagrozenie dla zdrowia publicznego.
Szczegbdtowa tematyka zagadnien przedstawiona zgodnie z chronologicznym
porzadkiem rozpoczecia ich realizacji:
1. Grzyby z rodzaju Malassezia jako przyczyna infekcji oportunistycznych:
a. analiza probleméw diagnostycznych oraz opracowanie metod
identyfikacji gatunkowej
b. Malassezia pachydermatis jako komensal i patogen — analiza
potencjalnych markeréw patogennosci
2. Alternatywne metody terapii: analiza aktywno$ci
przeciwdrobnoustrojowej  antywitamin, antymetabolitow i ekstraktow
ro§linnych w  stosunku do wybranych  gatunkow  grzybow
drozdzopodobnych i bakterii
3. Zjawisko opornosci drobnoustrojow:
a. aktualne problemy zwigzane z okreSlaniem wrazliwosci grzybow
plesniowych na preparaty przeciwgrzybicze
b. analiza opornosci fenotypowej i genotypowej bakterii z rodzaju
Staphylococcus spp, Enterococcus spp. , E. coli, Aeromonas spp. ze
szczegolnym uwzglednieniem szczepow izolowanych od zwierzat
wolno zyjacych
4. Zwierzgta wolno zyjace 1 egzotyczne jako potencjalny rezerwuar
drobnoustrojow stanowigcych zagrozenie zdrowia publicznego
5. Dermatofity: diagnostyka i problematyka zwigzana z identyfikacja
gatunkowa w aspekcie fenotypu i genomu.
1) Infekcje oportunistyczne wywotywane przez grzyby z rodzaju Malassezia
stanowig wcigz aktualny problem zdrowotny 1 terapeutyczny. Moje
zainteresowania badawcze tg grupga drobnoustrojéw zwigzane byly z wysokim
odsetkiem izolacji szczepow Malassezia z przypadkéw klinicznych zapalenia
zewnetrznego kanatu shluchowego i1 skory u psow opisywanym w literaturze
Swiatowej. Ze wzgledu na fakt, ze schorzenia te stanowig znaczny odsetek
chorob dermatologicznych u zwierzat towarzyszacych istniata potrzeba
poszerzenia wiedzy z zakresu charakterystyki zarazka oraz analizy czynnikow
potencjalnie predysponujacych do zmiany statusu klinicznego drobnoustroju i
jego konwersji w forme patogenng. Analiza wystepowania grzybow z rodzaju
Malassezia w zewngtrznym kanale stuchowym u pséw stanowila pierwszy etap
badania, pozwalajacy na ocen¢ skali problemu u zwierzat pochodzacych z
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regionu potudniowo-wschodniej Polski. Efekty mojej pracy zostaly

przedstawione w formie nastepujacej publikacji:
- Zidtkowska G., Nowakiewicz A. : Wystepowanie grzybow z rodzaju Malassezia w
zewnetrznym kanale stuchowym u psow. Medycyna Weterynaryjna, 60, 310-313,
2004.

Uzyskany w prezentowanej pracy wysoki odsetek izolatoéw pochodzacy zaréwno
od zwierzat z objawami otitis externa jak i zdrowych klinicznie (odpowiednio
36,7% 1 81,7%) ukierunkowal moje badania na probg okreslenia czynnikow
determinujgcych konwersje formy komensalicznej drobnoustroju do formy
odpowiedzialnej za objawy otitis externa. Podjete przeze mnie w O6wczesnym
czasie badania obejmowaly pierwsze tego typu analizy przeprowadzone w
Polsce. Charakterystyka izolatow Malassezia pachydermatis w aspekcie
patogennosci stala si¢ roéwniez tematem mojej pracy doktorskiej pt.
»Wspotczesne metody roznicowania diagnostycznego szczepéw z rodzaju
Malassezia izolowanych z przypadkéw klinicznych” prowadzonej pod
kierunkiem prof. dr hab. Grazyny Ziotkowskiej w latach 2001-2005. Celem
pracy bylo przeprowadzenie fenotypowej charakterystyki szczepow M.
pachydermatis ze szczegdlnym uwzglednieniem potencjalnych cech
odpowiedzialnych za wirulencj¢. Badania realizowane w ramach pracy
doktorskiej  objety  analiz¢  porownawcza  morfologii, wlasciwosci
biochemicznych, ekspresji zewnatrzkomoérkowych hydrolaz oraz analizg profili
proteomicznych szczepow metodg SDS-PAGE. Analiza uwzgledniajaca
morfologie 1 wilasciwosci biochemiczne wykazala zréznicowanie badanych
szczepOdw 1 pozwolita na wygenerowanie 6 roznych biotypow, ktére korelowaly
ze zrodlem pochodzenia szczepu (zwierzeta zdrowe klinicznie 1 z objawami
otitis externa). Co wigcej szczepy wyizolowane z przypadkéw chorobowych
cechowata ogo6lna wyzsza aktywno$¢ fosfataz i enzymow lipolitycznych
(gtéwnie fosfolipazy), ktore biorgc udziat w degradacji powierzchniowych
lipidow skory ulatwiaja min. proces adherencji drozdzakéw do komorek
gospodarza. Rdznicowanie szczepow komensalicznych 1 patogennych
przeprowadzitam réwniez w oparciu o analiz¢ profili biatkowych. Nasz zespot
badawczy jako jeden z pierwszych w Owczesnym czasie przeprowadzit
standaryzacj¢ warunkow uzyskiwania profili biatkowych izolatow M.
pachydermatis, metodg SDS-PAGE, dobierajgc wiek hodowli oraz warunki
inkubacji drobnoustrojow. Przeprowadzone badania wykazaty, ze szczepy
1zolowane z przypadkoéw klinicznych cechowaty si¢ znacznie bogatszym 1 silniej
wyrazonym profilem proteomicznym, cechowata je rowniez w wiekszosci
przypadkow obecnos$¢ biatek o specyficznej masie, ktore nie wystepowaty w
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przypadku izolatow komensalicznych. Analiza statystyczna elektroforegramow
dodatkowo potwierdzita zaobserwowane réznice 1 pozwolita na wygenerowanie
dendrogramu grupujacego badane szczepy do dwu odrebnych klasteréw.
Uzyskane wyniki zostaty opublikowane w formie nastepujacych prac:

- Zidtkowska G., Nowakiewicz A.: Protein profiles of antigenic preparations obtained
from Malassezia pachydermatis strains freshly isolated from dogs. Central European J.
Immun., 27, suppl. I, 148, 2002.

- Zidtkowska G., Nowakiewicz A., Puchalski A.: Profile biatkowe preparatow
antygenowych uzyskiwanych ze szczepéw Malassezia pachydermatis. Medycyna
Weterynaryjna 60, 1118-1123, 2004.

- Nowakiewicz A., Zidtkowska G.: Fenotypowy profil patogennosci szczepow
Malassezia pachydermatis Medycyna Weterynaryjna 2007, 63,6, 721-726
-Nowakiewicz A., Ziotkowska G.: Fenotypowa charakterystyka szczepow Malassezia
pachydermatis Medycyna Weterynaryjna 2007, 63,4, 448-454

- Ziotkowska G., Nowakiewicz A.: Profile biatkowe antygenow powierzchniowych
Malassezia pachydermatis Mikologia Lekarska 2007, 14,4, 221-226

- Nowakiewicz A., Ziotkowska G.: Comparative analysis of protein profiles of
Malassezia pachydermatis strains isolated from healthy dogs and dogs with otitis
externa . Bulletin of the Veterinary Institute in Pulawy ,2013, 57, 41-46

oraz publikacjach konferencyjnych: zat. nr 3, pkt. B.1, 3 i5

W trakcie realizacji badan wykazalam, ze gatunkiem dominujacym w etiologii
grzybiczych schorzen skory i zewngtrznego przewodu stuchowego u psow jest
M. pachydermatis, niemniej nie jest to jedyny gatunek Malassezia izolowany od
zwierzat towarzyszacych, cO zostalo potwierdzone w trakcie badan
przesiewowych puli zwierzat towarzyszacych (psy 1 koty). Wykazatam, ze
udziat lipidozaleznych gatunkow w procesie zapalnym zewnegtrznego kanatu
stuchowego pséw wynosit odpowiednio 2,6% i 28%. Ponadto po raz pierwszy
wykazatam szczepy lipidozalezne, nalezace do gatunku M. pachydermatis wsrod
odzwierzgcych 1zolatow. Uzyskane w badaniach wyniki sugerujg wprowadzenie
podtéz z suplementacja lipidow do rutynowej diagnostyki schorzen na tle
Malassezia Wyniki badan zostaty opublikowane w nastepujacej pracy:

- Zidtkowska G., Nowakiewicz A.: Izolacja lipidozaleznych szczepow Malassezia od
psow 1 kotdéw. Medycyna Weterynaryjna 2006, 62, 913-916

Analiza duzej puli zréznicowanych izolatow Malassezia wymagata rowniez
zastosowania techniki umozliwiajacej precyzyjng identyfikacje gatunkowa
zarazka Identyfikacja gatunkowa szczepéw z rodzaju Malassezia wcigz
nastrecza wiele trudno$ci ze wzgledu na wysoki stopien podobienstwa
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fenotypowego szczepoéw lipidozaleznych, a badania w zakresie identyfikacji
molekularnej prowadzone w Owczesnym czasie byly bardzo unikatowe. Aby
uzyska¢ wiarygodny wynik identyfikacji niezbedne bylo zastosowanie
zroznicowanej metodyki obejmujacej zaréwno cechy fenotypowe jak 1 analize
genomowego DNA drobnoustroju. Ze wzgledu na zlozong budowg S$ciany
komorkowej dodatkowe wyzwanie stanowi rowniez dobor odpowiedniej metody
pozwalajacej na uzyskanie materialu genetycznego do analiz molekularnych.
Adaptacja oraz standaryzacja techniki umozliwiajgcej tatwa i1 powtarzalng
identyfikacje gatunkowa stanowita rowniez czg$¢ tematyki badawcze]
opracowywanej w trakcie pracy doktorskiej. Badania dotyczace molekularne;j
identyfikacji gatunkowej grzybdéw z rodzaju Malassezia zostaty zrealizowane w
ramach grantu promotorskiego pt. ,Malassezia species, jako potencjalne
zagrozenie chorobami odzwierzecymi, w S$wietle wspotczesnych metod
diagnostycznych” kierowanego przez prof. dr hab. Grazyng Zidtkowska. W
swoich badaniach przeanalizowatam 1 porownatam cztery niezalezne metody
uzyskiwania genomowego DNA z komoérek Malassezia (metodg enzymatyczna,
termiczng, chemiczng 1 mechaniczng). W trakcie prowadzonych badan
potwierdzitam  przydatnos¢ metody mechanicznej do  uzyskiwania
wysokojakosciowego, stezonego DNA, wykorzystywanego zaréwno do
prostych analiz molekularnych jak i w metodach genotypowania wymagajacych
minimum 200 ng czystego materialu genetycznego. Zaprojektowany przeze
mnie w dalszych badaniach model molekularnej identyfikacji gatunkowej
szczepow Malassezia zostal z powodzeniem zastosowany w badaniach
prowadzonych w ramach pracy doktorskiej. Uzyskane wyniki zostaty
opublikowane w nastepujacej pracy:

- Nowakiewicz A., Zidtkowska G.: Wewnatrzgatunkowe réznicowanie szczepow
Malassezia pachydermatis z wykorzystaniem PCR-REA. Medycyna Weterynaryjna.
2008,64(6), 822-827

oraz w publikacji konferencyjnej: zat.nr3, pkt. B.2

Metodyka identyfikacji gatunkowej opracowana w trakcie pracy doktorskiej
zostata rowniez wykorzystana w kolejnych badaniach z zakresu diagnostyki
Malassezia u innych gatunkow zwierzat i analizy potencjalnych markerow
wirulencji szczepow M. pachydermatis izolowanych od psow. Efektem badan
byly dwie prace oryginalne oraz praca magisterska zrealizowana pod moim
kierunkiem pt. ,Malassezia pachydermatis- proby okreslenia markerow
patogennosci szczepow”(zal. nr 4,pkt. J.1). W pracy tej po raz pierwszy
zastosowatam metode ADSRRS-fingerpinting do réznicowania komesalicznych
1 patogennych szczepow M. pachydermatis, pozwalajaca na wyrazne
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zgrupowanie szczepOw do dwu odrgbnych klasterow w zalezno$ci od Zrdédta
pochodzenia.

- Zidtkowska G. , Budziwojska M., Nowakiewicz A., Zigba P.: Mikrobiota
grzybicza powlok zewnetrznych zwierzat wolno zyjacych. Medycyna
Weterynaryjna. 2009, 65 (10), 715-718.

- Czyzewska, U; Siemieniuk, M; Pyrkowska, A; Nowakiewicz, A; Bieganska, M;
Dabrowska, I; Bartoszewicz, M; Dobrzyn, P; Tylicki, A.: Comparison of lipid
profiles of Malassezia pachydermatis strains isolated from dogs with otitis externa
and without clinical symptoms of disease. Mycoses 2016 59, 20-279

oraz w publikacjach konferencyjnych: zat. nr 3, pkt. B.419

2) Problematyka infekcji bakteryjnych i grzybiczych zwigzana jest nie tylko z
prawidlowym rozpoznaniem 1 identyfikacja potencjalnych czynnikow
odpowiedzialnych za patogeneze infekcji ale roéwniez z wihasciwym 1
skutecznym  postgpowaniem terapeutycznym. Dlatego tez naturalng
konsekwencjg moich badan byla analiza mozliwosci terapeutycznych w
stosunku  do  grzybow  drozdzopodobnych  wywotujacych  infekcje
oportunistyczne u ludzi 1 zwierzat. Wraz z zespolem badawczym pod
kierunkiem dr hab. Adama Tylickiego z Uniwersytetu w Bialymstoku
wspotuczestniczytam w badaniach majacych na celu analize¢ wybranych
elementow metabolizmu komoérkowego Candida albicans, M. pachydermatis i
S. cerevisiae odpowiedzialnych miedzy innymi za biochemiczng adaptacj¢ tych
grzybdéw do bytowania 1 wywotywania infekcji w organizmie gospodarza. Majac
na uwadze fakt, ze roznice metaboliczne w aktywnos$ci dwoch najistotniejszych
metabolitow, tj. dehydrogenazy jablczanu (MDH) 1 dekarboksylazy
pirogronianowej (PDC) u badanych gatunkéw drobnoustrojow stanowig
kluczowy element determinujacy zdolnos¢ interferowania grzybow z
komoérkami gospodarza, analizowano wptyw oksytiaminy na metabolizm tych
zwigzkow. Wykazano, ze stanowi ona aktywny inhibitor szlakow
metabolicznych zarowno fermentatywnych jak 1 oksydatywnych u grzybow
nalezacych do gatunku M. pachydermatis, dzigki czemu skutecznie hamuje ich
wzrost in vitro i posrednio ogranicza zdolno$¢ do wywotywania infekcji
oportunistycznych.

Kolejnym projektem, w ktorym bratam udzial byla analiza aktywnoSci
przeciwgrzybiczej syntetyzowanych de novo heterocyklicznych pochodnych
oksymu. Prace prowadzone pod kierunkiem dr Tomasza Kosmalskiego z
Uniwersytetu Mikotaja Kopernika w Bydgoszczy obejmowaly ewaluacje
aktywnosci przeciwgrzybiczej in vitro, o$miu réznych zwigzkow w stosunku do
M. pachydermatis i C. albicans. Przeprowadzone badania wykazaty aktywnosc¢
inhibicyjng wyselekcjonowanych zwigzkéw w stosunku do analizowanych
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szczepdw, niemniej ze wzgledu na wysokie stezenia konieczne do zahamowania
wzrostu, badania te wymagaja kontynuacji

Efektem przeprowadzonych dotychczas analiz byly nastepujace prace:

- Tylicki A., Ziolkowska G., Bolkun A., Siemieniuk M., Czerniecki J.,Nowakiewicz
A.: Comparative study of the activity and kinetic properties of malate dehydrogenase
and pyruvate decarboxylase from Candida albicans, Malassezia pachydermatis, and
Saccharomyces cerevisiae. Canadian Journal of Microbiology 2008,54(9), 734-741

- Kosmalski, T; Kutkowska, J; Gzella, A, K; Nowakiewicz, A. : New heterocyclic
oxime-ethers of 1-(benzofuran-2-yl)ethan 1-one and their antimicrobial activity. Acta
Poloniae Pharmaceutica — Drug Research 2015, 72(2): 289-295

oraz doniesienie zjazdowe z konferencji mi¢edzynarodowej, opublikowane w
czasopismie z listy JCR (zal. nr 3,pkt.A.2.1)

W ostatnim czasie zostaty rowniez podjete badania pod kierunkiem prof. dr
hab. Barbary Majer Dziedzic, majace na celu okreslenie aktywnosci
przeciwbakteryjnej ekstraktow ro§linnych. Wyniki przeprowadzonych wstepnie
analiz dla dziewigciu ekstraktow roslinnych wykazaty obiecujace rezultaty w
stosunku do kilku istotnych klinicznie gatunkéw bakterii, tj. Staphylococcus
aureus, Listeria monocytogenes i Yersinia enterococlitica. Wyniki zostaty
przedstawione w publikacji konferencyjnej (zat. nr 4, pkt B.15)

3) Szeroko pojeta analiza mechanizméw determinujacych opornosé
drobnoustrojow stanowi jeden z gtdéwnych tematow badawczych realizowanych
w Zaktadzie Mikrobiologii Weterynaryjnej. Od kilku lat jestem aktywnym
uczestnikiem 1 wykonawca projektow realizowanych w ramach tego tematu nie
tylko ze wzgledu na tematyke publikacji wchodzacych w sktad osiggniecia, ale
rébwniez bior¢ czynny udziat w opracowywaniu i standaryzacji metodyki
oznaczen wrazliwosci in vitro innych grup drobnoustrojéw, min. Staphylococcus
spp., E. coli, Salmonella oraz grzybow plesniowych, grzybow
drozdzopodobnych i dermatofitow.

a. Pomimo istniejagcych procedur opracowanych przez CLSI dla metody
mikrorozcienczen 1 metody dyfuzyjno-krazkowej nadal potrzebna jest dalsza
standaryzacja warunkéw wykonania metody i interpretacji wynikow, przede
wszystkim w odniesieniu do komercyjnych zestawow (E-testy) najczeSciej
wykorzystywanych w standardowej diagnostyce grzybow. Duzy problem
stanowig rowniez nie do konca okreslone wartosci definiujagce opornosé
poszczegbdlnych gatunkéw grzybdéw plesniowych oraz konieczno$¢ oznaczania
tych wartosci dla pojawiajacych si¢ na rynku weterynaryjnym nowych
substancji o dziataniu przeciwgrzybiczym. W przypadku grzybow plesniowych
jednym z elementow decydujacych o poprawnosci przeprowadzonych oznaczen
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1 interpretacji wynikow jest wtasciwa standaryzacja inokulum grzyba. W trakcie
przeprowadzonych analiz okreslono odpowiedni czas wzrostu 1 rodzaj hodowli,
metod¢ zbierania materiatu oraz wlasciwa gestos¢ zarodnikdéw. Ze wzgledu na
duze znaczenie kliniczne grzybow z rodzaju Aspergillus spp., szczegélnie
izolowanych z przypadkéw aspergilozy u drobiu oraz brak danych dotyczacych
oporno$ci odzwierzecych izolatdow grzybow plesniowych z obszaru naszego
kraju, podjeto badania majace na celu okreslenie zakresu i poziomu opornosci
szczepdw w puli zwierzat hodowlanych oraz poréwnanie i wyselekcjonowanie
najbardziej wiarygodnej metody oznaczania opornosci A. fumigatus i A. niger.
Wykazano statystycznie wyzszy poziom opornosci u szczepow izolowanych z
przypadkow klinicznych anizeli szczepow tego samego gatunku pochodzacych
ze $rodowiska. Ponadto w przypadku szczepow A. fumigatus zanotowano
wysoki poziom opornosci na amfoterycyng B, stosowang generalnie w
medycynie cztowieka, co sugeruje, ze odzwierzece szczepy moga stanowic
potencjalny rezerwuar amfoterycynoopornych szczepdéw dla cztowieka. Nalezy
rowniez podkresli¢, ze badania dotyczace opornosci grzyboéw nalezacych do
gatunku A. niger byly pierwszym tego typu opracowaniem w Polsce. WyniKi

badan zostaly opublikowane w nast¢pujacych pracach:
- Ziotkowska G., Tokarzewski S., Nowakiewicz A.. Leki przeciwgrzybiczne i ich
zastosowanie w terapii infekcji grzybiczych u ptakow. Magazyn Weterynaryjny
suplement Choroby Ptakow, 2010, 457-462
- Tokarzewski S., Zidtkowska G., Nowakiewicz A. Susceptibility testing Aspergillus
niger strains isolated from poultry to antifungal drugs- a comparative study of the disk
diffusion, broth microdillution (M38-A) and E-test methods. Polish Journal of
Veterinary Sciences 2012 , 15.1, 125-133
-Ziotkowska G., Tokarzewski S., Nowakiewicz A. Grzyby z rodzaju Aspergillus-
roznicowanie gatunkowe a wrazliwo$¢ na preparaty antygrzybicze. Mikologia
Lekarska. 2010, 17(2), 97-102.
- Ziotkowska G., Tokarzewski S., Nowakiewicz A.: Drug resistance of Aspergillus
fumigatus strains isolated from flocks of domestic geese in Poland. Poultry Science,
2014, 93(5), 1106-1112.

b. Problematyka opornosci klinicznej szczepéw bakteryjnych izolowanych od
zwierzat obejmuje niezwykle szeroka tematyke badawcza. Ze wzgledu na duze
prawdopodobienstwo bezposredniego kontaktu 1 przenoszenia opornych
szczepdw pomiedzy zwierzetami hodowlanymi a cztowiekiem, staty si¢ one
najlepiej przebadanym w Europie i w Polsce rezerwuarem opornosci zardéwno
pod wzgledem drobnoustrojow wskaznikowych jak i1 zoonotycznych. Wyjatek
stanowig dane dotyczace opornosci szczepdw nalezacych do rodzaju
Enterococcus. Dlatego tez analiza zakresu 1 poziomu opornosci oraz
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mechanizmoéw determinujacych to zjawisko wsrdd odzwierzecych szczepow
Enterococcus (gtownie E. faecium i E. faecalis) stata si¢ przedmiotem badan,
ktorych wyniki zostaly opublikowane w pracach stanowigcych osiggniecie
naukowe (zal. nr 2, pkt B.1,3.,4,5).

Zagadnienie zwigzane z wystgpowaniem zjawiska opornosci szczepow
izolowanych od zwierzat wolno zyjacych jest stosunkowo malo poznanym
problemem; jak dotad notowane sg jedynie pojedyncze doniesienia z Polski
dotyczace izolacji opornych szczepow Salmonella i E. coli opornych na
cefalosporyny.

Z tego wzgledu, analizujac probki uzyskane od zwierzat wolno zyjacych w
kierunku opornych szczepow Enterococcus, poszerzytam strategie badawczg o
izolaty nalezace do koagulazo dodatnich gatunkow Staphylococcus oraz bakterie
z gatunku E. coli. Badania dotyczace szczepow z rodzaju Staphylococcus miaty
na celu przede wszystkim wyodrebnienie metycylinoopornych szczepéw S.
aureus i S. pseudintermedius (MRSA i MRSP) jako potencjalnie najbardziej
niebezpiecznych oraz okreslenie ogdlnego poziomu opornosci wsrod koagulazo
dodatnich szczepoéw Staphylococcus obejmujacych przede wszystkim S. aureus
oraz izolaty nalezace do SIG ( ang. Staphylococcus intermedius group). Drugi
kierunek badan obejmowat izolacje 1 identyfikacje¢ opornych na cefalosporyny
szczepow E. coli i Klebsiella spp. (ESBL i AmpC) jako gatunkéw cechujacych
si¢ plazmidowym transferem opornosci.

Wytypowane przeze mnie izolaty o specyficznych typach opornosci stanowig
obecnie jedne z wazniejszych przyczyn niepowodzen terapeutycznych w
medycynie cztowieka ze wzgledu na fakt, ze metycylinooporne szczepy S.
aureus lub S. pseudintermedius posiadajg gen mec, kodujgcy zmienione biatko
wigzace penicyliny, ktore ma niskie powinowactwo do antybiotykéw beta
laktamowych, ponadto szczepy MRSA/MRSP cechuje rowniez zwykle
wielolekoopornos¢. Plazmidowa opornos¢ na cefalosporyny III 1 IV generacji
wsrod szczepow E. coli to rdwniez narastajacy problem poniewaz beta laktamy
sg jedng z najczescie] stosowanych grup lekéw zaro6wno w medycynie jak 1
weterynarii.

Celem podjetych badan bylo okreslenie znaczenia epidemiologicznego innych
potencjalnych rezerwuaré6w opornos$ci, jakimi mogg by¢ populacje zwierzat
wolno zyjacych. Wyniki badan potwierdzity wstepne przypuszczenia dotyczace
nosicielstwa szczepéw o fenotypie MRSA oraz ESBL u lisow i kun oraz
stosunkowo wysoki odsetek (10%) wielolekoopornych szczepow E. coli
(przede wszystkim na tetracykling, chloramfenikol i kanamycyne) i znacznie
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nizszy (3%) koagulazododatnich gatunkow Staphylococcus, glownie S. aureus i
S. pseudintermedius. Ze wzgledu na staly dostep do prob pochodzacych od
zwierzat wolno zyjacych (wspolpraca z Zakladami Higieny Weterynaryjnej)
oraz znaczenie uzyskanych wynikow badan wstepnych, prace w tym zakresie sg
nadal kontynuowane i poszerzane o wykrywanie kolejnych istotnych klinicznie
fenotypow opornosci. Obecnie przygotowywana jest praca dotyczaca analizy
porOwnawczej poziomu opornosci na  tetracykliny  drobnoustrojow
wskaznikowych izolowanych od lisow 1 obecnos$ci tetracykliny w szlifach
kostnych, bedacej wskaznikiem skutecznosci szczepien przeciwko wsciekliznie
(szczepionka zawiera tetracykline jako marker). Dotychczas uzyskane wyniki
zostaty opublikowane w pracy nr 1 wchodzacej w sktad osiggnigcia naukowego
oraz w nastepujacej publikacji:

- Nowakiewicz A, Ziotkowska G, Zigba P, Gnat S, Wojtanowicz-Markiewicz K,

Troécianczyk A: Coagulase-positive Staphylococcus isolated from wildlife:

Identification, molecular characterization and evaluation of resistance profiles with

focus on a methicillin-resistant strain. Comparative Immunology, Microbiology and
Infectious Diseases 44, 21-28 (2016)

Czes¢ wynikdw zostala rowniez przedstawiona w formie publikacji
konferencyjnych (zat. nr 4, pkt. B.10 1 12)

4) Zwierzgta wolno zyjace, a szczegdlnie gatunki drapiezne, stanowig istotne
ogniwo ‘tancucha epidemiologicznego wigkszosci zoonoz, gtéwnie jako
rezerwuar czynnikéw patogennych dla cztowieka 1 zwierzat domowych.

W  Polsce kompleksowe badania dotyczace tego zagadnienia zostaty
przeprowadzone jedynie fragmentaryczne i jedynym usankcjonowanym prawnie
badaniem monitoringowym jest wykrywanie wirusa wscieklizny.

Problematyka prowadzonych badan objeta kilka odrgbnych rezerwuarow
nosicieli, dla ktérych okreslono wstgpnie grupe badanych drobnoustrojow
stanowigcych potencjalne zagrozenie zoonotyczne. Najwigkszg badang grupe
stanowily migsozerne ZzZwierzeta wolno zyjace obejmujace najliczniej
wystepujace w Polsce gatunki (lis rudy, kuna lesna i kuna domowa oraz szop
pracz), cechujace si¢ jednocze$nie wysokim potencjalem migracyjnym
(aktywne rozprzestrzenianie drobnoustrojow). Grupa ta zostata kompleksowo
przeanalizowana w kierunku nosicielstwa bakterii z rodzaju Salmonella spp,
Yersinia spp, Listeria spp i koagulazo dodatnich gatunkow Staphylococcus ze
szczegolnym  uwzglednieniem  czynnikéw  wirulencji  determinujacych
patogenno$¢ poszczegdlnych szczepoéw. Druga grupe badang ograniczong do
jednego gatunku stanowily dzikie przezuwacze (jelen szlachetny), ktore zostaty
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ocenione w aspekcie nosicielstwa przede wszystkim enterokrwotocznych i
enteropatogennych patotypow E. coli oraz drobnoustrojéw nalezacych do
rodzaju Yersinia spp. i Listeria spp. Kolejng specyficzng grupe badanych
zwierzat stanowily dwa gatunki zotwi (z6lw stepowy — gatunek egzotyczny,
powszechny w hodowli terrariowej i zotw blotny — jedyny gatunek zotwi
naturalnie wystepujacy w Polsce) analizowane przede wszystkim w aspekcie
nosicielstwa pateczek Salmonella bedacych przyczyna jednej z wazniejszych
zoonoz w Polsce. Podobnie jak w innych krajach réwniez w Polsce, badane
zwierz¢ta bez wzgledu na gatunek okazaly sie nosicielami potencjalnie
patogennych bakterii. Przeprowadzone badania potwierdzily wysoki udzial
gadow w nosicielstwie pateczek Salmonella (18,8%- 11,7% w zalezno$ci od
gatunku) ale wykazano rowniez ze migsozerne zwierzeta wolno zyjace stanowig
réwnie istotny rezerwuar, bedac od 2,8% do 9,2% nosicielami Salmonella w
zaleznosci od gatunku. We wszystkich badanych grupach zwierzat wykazano
réwniez obecnos¢ Listeria spp., w tym L. monocytogenes, ktorg wyizolowano od
4,5% - 6,6% badanych zwierzat; w podobnej ilosci izolowano rowniez bakterie
z gatunku Yersinia enterococlitica, ktora stanowi przyczyne 96% przypadkoéw
jersiniozy u ludzi. Jednakze najliczniejszg grupg¢ drobnoustrojow mogacych
stanowi¢ zagrozenie dla zdrowia publicznego stanowity drobnoustroje z gatunku
S. aureus, ktore mialy najwyzszy, 12% udziat w biocie przewodu pokarmowego
zwierzat mi¢sozernych 1 co najwazniejsze cechowat je bardzo zrdéznicowany i
bogaty panel czynnikow wirulencji, w tym genow kodujacych enterotoksyny 1i
toksyne szoku toksycznego. Co wazne, W przypadku wszystkich grup zwierzat
material badawczy stanowity wymazy z prostnicy, lub kloaki oraz prébki kahu.
Wykazane w nich drobnoustroje patogenne zasiedlajac koncowy odcinek
przewodu pokarmowego moga zosta¢ tatwo wprowadzone do srodowiska wraz
z wydalanym katem, a stad przeniesione na cztowieka i inne gatunki zwierzat.
Uwzgledniajgc bogata 1 zr6znicowang pule czynnikow wirulencji wykazang w
trakcie przeprowadzonych badan oraz tatwos¢ kontaminacji srodowiska, wydaje
si¢ ze potencjat zoonotyczny drobnoustrojéw izolowanych od zwierzat wolno
zyjacych i egzotycznych jest stosunkowo wysoki, a zaobserwowane zjawisko
potwierdza celowo$¢ prowadzonych badan.

Ze wzgledu na znaczenie zoonotyczne wyizolowanych  gatunkow
drobnoustrojoéw, badania w tym zakresie sg nadal kontynuowane i poszerzane o
kolejne gatunki i grupy badanych =zwierzat. Efektem dotychczas
przeprowadzonej analizy s3 nastgpujgce publikacje naukowe:
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- Nowakiewicz A., Zidtkowska G., Zigba P., Stepniewska K., Tokarzewski S. Russian
tortoises (Agrionemys horsfieldi) as potential reservoir for Salmonella spp. Research
in Veterinary Science 2012, 92, 187-190

- Nowakiewicz A., Ziotkowska G., Zigba P., Majer Dziedzic B., Gnat S., Wojcik M.,
Dziedzic R., Kostruba A.: Aerobic Bacterial microbiota isolated from the cloaca of the
European Pond Turtle (Emys orbicularis) in Poland. Journal of Wildlife Diseases.
2015 51(1):255-259 .doi: 10.7589/2013-07-157.

- Gnat, S; Troscianczyk, A; Nowakiewicz, A; Majer-Dziedzic, B; Ziotkowska, G;
Dziedzic, R; Zigba, P; Teodorowski, O. Experimental studies of microbial populations
and incidence of zoonotic pathogens in the faeces in red deer (Cervus elaphus). Letters
in Applied Microbiology 2015 61: 446-452

- Nowakiewicz A., Zigba P., Ziotkowska G., Gnat S., Muszynska M., Tomczuk K.,
Majer Dziedzic B., Ulbrych L., Troscianczyk A.: Free-living species of carnivorous
mammals in Poland: red fox, beech marten, and raccoon as a potential reservoir of
Salmonella, Yersinia, Listeria spp. and coagulase-positive Staphylococcus. PLoSOne,
DOI:10.1371/journal.pone.0155533

oraz doniesienia zjazdowe z konferencji (zal. nr 4, pkt B.8, 10, 12)

Efektem badan byla rowniez praca magisterska pt. “Fenotypowa i genotypowa
charakterystyka bakterii z rodzaju Staphylococcus izolowanych od zwierzat
wolno zyjacych” realizowana pod moim kierunkiem

5) Zagadnienie dotyczace diagnostyki i patogenezy dermatofitoz u zwierzat jest
jednym z wieloletnich tematow badawczych realizowanych w Zakladzie
Mikrobiologii Weterynaryjnej. Giéwna problematyka tego zagadnienia dotyczy
heterogennej grupy grzybow Trichophyton mentagrophytes (ang. Trichophyton
mentagrophytes complex), ktore stanowig drugi po T. rubrum complex czynnik
etiologiczny dermatofitoz u ludzi 1 zwierzat. Ze wzgledu na duze zrdznicowane
w obrebie taksonu, prawidtowa diagnostyka 1 identyfikacja drobnoustroju wcigz
nastrecza wiele trudno$ci. Techniki badawcze bazujace do tej pory na
wlasciwosciach morfologicznych 1 fizjologicznych badanych szczepow okazaty
si¢ niewystarczajace do prawidtowej identyfikacji 1 réznicowania, dlatego tez
badania naszego zespolu skoncentrowaly si¢ na opracowaniu testow
molekularnych umozliwiajacych typowanie szczepow. Przeanalizowalismy
kilkadziesigt szczepow pochodzacych zaréwno od czitowieka jak 1 réznych
gatunkéw zwierzat. W naszych badaniach skonfrontowali§my metody
fenotypowe i molekularne (ITS-RFLP) z metodg uznawang za “ztoty standard”
w identyfikacji dermatofitow (analiza sekwencji ITS). Uzyskane wyniki
pozwolity na wykazanie 6 r6znych genotypow korespondujacych z
odpowiednimi taksonami wchodzacymi w sktad Trichophyton mentagrophytes
complex. Ze wzgledu na potwierdzong przydatno$¢ zastosowanej techniki
molekularnej, badania w zakresie typowania sg obecnie kontynuowane na
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szerszej puli gatunkowej dermatofitdéw, obejmujacej rowniez Trichophyton
verrcucosum i Microsporum canis jako gatunki majace gltowny udzial w
dermatofitozach bydta i zwierzat towarzyszacych.
Efektem dotychczas przeprowadzonej analizy jest nastepujaca publikacja:
- Zidtkowska G., Nowakiewicz A., Gnat S., Tro$cianczyk A., Zigba P. Majer Dziedzic
B.: Molecular identification and classification of Trichophyton mentagrophytes
complex strains isolated from humans and selected animal species. Mycoses 2015,
58(3):119-126.
oraz doniesienie zjazdowe z konferencji (zat. nr 4, pkt B6 1 7)
Efektem badan byta roéwniez praca magisterska pt. “Fenotypowe i genotypowe
réznicowanie szczepoOw Trichophyton mentagrophytes.” realizowana pod moim
kierunkiem

B) Dzialalnos¢ dydaktyczna

Poczawszy od 2002 roku do chwili obecnej prowadze zajecia dydaktyczne z
przedmiotu Mikrobiologia weterynaryjna dla studentéw II i III roku Wydziatu
Medycyny Weterynaryjnej

W latach 2006-2008 prowadzitam rowniez zajecia z przedmiotu Mikrobiologia
dla studentow Wydzialu Biologii 1 Hodowli Zwierzat, kierunek Biologia

W latach 2006-2010 realizowatam zajecia dla stuchaczy podyplomowego
studium ,,Analityka laboratoryjna w ochronie $rodowiska” z nastgpujacych
przedmiotow:

- w latach 2006-2010: Mikologia

- w latach 2007-2008: Zatrucia i zakazenia pokarmowe pochodzenia
bakteryjnego

Wielokrotnie bytam wspoétautorem lub kierownikiem projektow prezentowanych
w trakcie Lubelskiego Festiwalu Nauki (zat. 41)

Jestem promotorem 4 prac dyplomowych, w tym trzech magisterskich i jednej
inzynierskiej (zat. 4]) studentdow wydzialu Nauk o Zywnosci i Biotechnologii i
Wydziatu Biologii i Hodowli Zwierzat UP w Lublinie

Sprawuje rowniez opieke¢ naukowa w charakterze promotora pomocniczego
dwoch doktorantow realizujacych prace badawcze w Instytucie Biologicznych
Podstaw Chorob Zwierzat na Wydziale Medycyny Weterynaryjnej UP w
Lublinie (zat. 4K)
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Bratam aktywny udziat wyktadach specjalistycznych 1 warsztatach
szkoleniowych z zakresu wdrazania nowych $rodkow dydaktycznych — e-
learning ,,Novice Summerschool 20117 (zat. 4L)

D) Inna dziatalno$¢

Od poczatku mojej pracy w Zaktadzie Mikrobiologii Weterynaryjnej biore
aktywny udziat w pracach badawczych oraz diagnostyce i analizie
drobnoustrojéow izolowanych od zwierzat domowych. Stale uzupelniam swoja
wiedzg¢ zakresu aktualnych problemow diagnostycznych dotyczacych patologii i
terapii zwierzat, biorgc aktywny udzial w diagnozowaniu i analizie rzadkich
przypadkow klinicznych, czego efektem sg liczne prace kazuistyczne (zal. nr 3,
pkt. 3.4.5.6.13.14). Dzicki nawigzane] wspélpracy z Zakladami Higieny
Weterynaryjnej w Lublinie, Kro$nie i Bialymstoku, oraz aktywnej kooperacji z
Poleskim Parkiem Narodowym oraz Parkiem Narodowym ,,Ujscie Warty”,
mam réwniez sposobno$¢ pracy z materiatem pochodzacym od zwierzat wolno
zyjacych, w aspekcie patogendow stanowigcych nie tylko potencjalne zagrozenie
zdrowia publicznego ale rowniez drobnoustrojow stanowigcych potencjalne
zagrozenie dla samych populacji zwierzat wolno zyjacych. Ponadto badajac
poziom lekowrazliwo$ci izolatdw pochodzacych ze S$rodowisk stabo
zantropogenizowanych analizuj¢ dane nie tylko w aspekcie zagrozenia jakie
stanowig zwierzgta wolno zyjace jako rezerwuar opornosci dla cztowieka i
zwierzagt domowych ale rowniez uzyskane informacje moga by¢ wykorzystane
jako wskazowka do tworzenia ewentualnych procedur terapeutycznych
stosowanych w populacjach dzikich zwierzat.

Oprocz analizy mikrobiologicznej materialu odzwierzecego prowadz¢ rowniez
aktywng wspotprace z Uniwersytetem Medycznym w Lublinie, min. realizujac
zagadnienia projektu z zakresu oceny czystosci mikrobiologicznej narzedzi
stomatologicznych w zaleznosci od procedury sterylizacji oraz projektu
majacego na celu analize zroéznicowania mikrobioty przewodu pokarmowego
pacjentow cierpigcych na anoreksje

Dziatalno$¢ organizacyjna na Wydziale Medycyny Weterynaryjnej UP w
Lublinie:

- Cztonek Wydziatowej Komisji Rekrutacyjnej 2006/07 lipiec-wrzesien
- Sekretarz Wydziatowej Komisji Rekrutacyjnej 2007/08 lipiec-wrzesien

- Koordynator ds. ERASMUS+ na Wydziale Medycyny Weterynaryjnej od 2016

roku
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Pelny wykaz opublikowanych przeze mnie prac naukowych znajduje si¢ w
zalgezniku nr 3 do wniosku o wszczgcie postepowania habilitacyjnego.

Szczegdtowe informacje o dorobku dydaktycznym i popularyzatorskim oraz
wspolpracy naukowej miedzynarodowej i krajowej oraz innej dziatalnosci (wg
DzU. Nr 196, poz 1165) zebralam i przedstawitam w zalaczniku nr 4 do
wniosku 0 wszczecie postepowania habilitacyjnego.

Lublin, dn. ,5 A C1. 2071 ? %/ﬂ ("/’Q //%)Nébgc{ &ou“?izé
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