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1. Imig i nazwisko: Ksenia Szymanek-Majchrzak

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

oraz tytulu rozprawy doktorskiej:

18.06.2003 — uzyskanie tytulu zawodowego licencjata w zakresie biotechnologii, na Wydziale
Biologii Uniwersytetu Warszawskiego; praca licencjacka wykonana w Zaktadzie Genetyki

Bakterii, Instytutu Mikrobiologii UW

17.06.2005 - uzyskanie tytulu zawodowego magistra biotechnologii, specjalnosé
biotechnologia na Wydziale Biologii Uniwersytetu Warszawskiego, praca magisterska
pt.. , Wplyw mutacji w genach cjaA, dsbl i dsbB Campylobacter coli na zdolnosé kolonizacji
przewodu pokarmowego kurczat”, wykonana w Zakladzie Genetyki Bakterii, Instytutu

Mikrobiologii UW, promotor Elzbieta Katarzyna Jagusztyn-Krynicka

08.12.2010 — uzyskanie stopnia doktora nauk medycznych w zakresie biologii medycznej,
z wyrdznieniem, nadanym przez Radg [ Wydzialu Lekarskiego, Warszawskiego Uniwersytetu
Medycznego

Praca doktorska wykonana w Katedrze i Zaktadzie Mikrobiologii Lekarskiej WUM, promotor
prof. dr hab. n. med. Grazyna Mlynarczyk, recenzenci pracy: prof. dr hab. n. med. Danuta
Dzierzanowska, prof. dr hab. n. farm. Stefan Tyski. Tytul rozprawy: ,,Wykrywanie
i charakterystyka szezepdw VISA i hetero-VISA wsrdd szczepow Staphylococcus aureus

pochodzacych z materialéw klinicznych”

10.05.2017 - ukonczenie kursow i stazy oraz zaliczenie programu specjalizacyjnego w ramach
specjalizacji z ,,Mikrobiologii” (opiekun specjalizacji prof. dr hab. n. med. Grazyna

Mlynarczyk)

3. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych i innych:

01.10.2005 - 30.09.2009 - Warszawski Uniwersytet Medyczny, | Wydzial Lekarski, Katedra
i Zaklad Mikrobiologii Lekarskiej — studia doktoranckie

01.11.2008 — do chwili obecnej - Szpital Kliniczny im. Dziecigtka Jezus w Warszawie
(od 01.01.2019 r. Uniwersyteckie Centrum Kliniczne WUM), Zaktad Mikrobiologii
Lekarskiej, stanowisko - mlodszy asystent, w niepelnym wymiarze czasu pracy, obecnie 1/8
etatu

05.01.2009 - 30.06.2009 - Warszawski Uniwersytet Medyczny, | Wydziat Lekarski, Katedra

i Zaktad Mikrobiologii Lekarskiej, stanowisko — asystent, w wymiarze 1/2 etatu
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01.10.2009 — 30.09.2011 - Warszawski Uniwersytet Medyczny, I Wydzial Lekarski, Katedra
i Zaktad Mikrobiologii Lekarskiej, stanowisko — asystent, w petnym wymiarze czasu pracy
01.10.2011 - do chwili obecnej - Warszawski Uniwersytet Medyczny, 1 Wydzial Lekarski,

Katedra i Zaktad Mikrobiologii Lekarskiej, stanowisko — adiunkt, w pelnym wymiarze czasu

pracy

4. Wskazanie osiagniecia wynikajacego z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14 marca 2003 r.

o stopniach naukowych i tytule nankowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki
(Dz. U. 2016 r. poz. 882 ze zm. w Dz U. z 2016 r. poz. 1311.):

4.1. Tytul osiagnigcia naukowego:

»Charakterystyka fenotypowa oraz molekularna meticylino-opornych szczepéw Staphylococcus

aureus, pochodzacych od pacjentow warszawskich szpitali klinicznych, ze szczegélnym

uwzgl¢dnieniem izolatéw pochodzacych od pacjentéw z oddzialéw chirurgii i transplantologii”

Osiagnigcie naukowe stanowiace podstawe ubiegania si¢ o nadanie stopnia naukowego doktora

habilitowanego stanowi cykl siedmiu powigzanych tematyczne prac naukowych, opublikowanych

w czasopismach recenzowanych, ktérych laczny IF wynosi 7,341; punktacja MNiSW 112.

4.2. Spis publikacji stanowigcych osiggnigcie naukowe:

H1. Szvmanek-Majchrzak K, Miynarczyk A, Dobrzaniecka K, Majchrzak K, Mierzwirska-
Nastalska E, Chmura A, Kwiatkowski A, Durlik M, Deborska-Materkowska D, Paczek L,
Mtynarczyk G. Epidemiological and drug-resistance types of methicillin-resistant
Staphylococcus aureus strains isolated from surgical and transplantation ward patients during
201010 2011, Transplant Proc. 2016;48(5):1414-7. IF 0,908; MNiSW 15

H2. Mlynarczyk A, Szymanek-Majchrzak K, Grzybowska W, Durlik M, Deborska-
Materkowska D, Paczek L, Chmura A, Swoboda-Kope¢ E, Tyski S, Mlynarczyk G. Molecular
and phenotypic characteristics of methicillin-resistant Staphviococcus aureus strains isolated
from hospitalized patients in transplantation wards. Transplant Proc. 2014;46(8):2579-82.
IF 0,982; MNiSW 15

H3. Szymanek-Majchrzak K, Miynarczyk A, Kawecki D, Pacholczyk M, Durlik M,
De¢borska-Materkowska D, Pgezek L, Mlynarczyk G. Resistance to aminoglycosides

of methicillin-resistant strains of Staphylococcus aureus, originating in the surgical and
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transplantation wards of the Warsaw clinical center - a retrospective analysis. Transplant Proc.
2018;50(7):2170-5. IF 0,806; MNiSW 15

e H4. Szymanek-Majchrzak K, Mlynarczyk A, Bilifiska M, Rownicki M, Majchrzak K,
Chmura A, Kwiatkowski A, Durlik M, De¢borska-Materkowska D, Paczek L, Miynarczyk G.
The effect of selective antibiotic pressure on the MLS-B phenotype in methicillin-resistant
Staphylococcus aureus strains originating from patients from transplantation wards: 24 years
of observations. Transplant Proc. 2018;50(7):2164-9. IF 0,806; MNiSW 15

* HS5. Szymanek-Majchrzak K, Mlynarczyk A, Miynarczyk G. Opornos¢ Staphylococcus
aureus na glikopeptydy. Post Mikrobiol. 2013;52(2):171-84. IF 0,271; MNiSW 15

e H6. Szymanek-Majchrzak K, Miynarczyk A, Miynarczyk G. Characteristics
of glycopeptide-resistant Staphylococcus aureus strains isolated from inpatients of three
teaching hospitals in Warsaw, Poland. Antimicrob Resist Infect Control. 2018;7(105):1-6.
IF 3,568; MNiSW 25

¢ H7. Szymanek-Majchrzak K, Wodzynska S, Mlynarczyk A, Mtiynarczyk G. Produkcja
zewngtrzkomérkowego mukopolisacharydu oraz biofilmu w warunkach zréznicowanej
dostgpnosci  tlenu, przez kliniczne izolaty Staphylococcus auwreus niewrazliwe
na glikopeptydy. Epidemiol Rev. 2018;72(4):487-98. MNiSW 12

4.3. Oméwienie celn naukowego ww. prac i osiggnigtych wynikéw wraz z omdwieniem

ich ewentualnego wykorzystania:

4.3.1. Wprowadzenie oraz uzasadnienie celu przeprowadzonych prac badawczych

Staphylococcus aureus, biorgc pod uwagg zardwno czestosé, jak i postaci kliniczne zakazen,
jest jednym z najbardziej niebezpiecznych ludzkich patogendéw bakteryjnych. Wykazuje zlozone
mechanizmy chorobotwdrczosci oraz posiada bogaty arsenat czynnikow zjadliwosci. Powszechno$é
stosowania antybiotykoterapii w leczeniu oraz profilaktyce zakazefi, jak réwniez szerokie
zastosowanie antybiotykéw poza medycyna, prowadzily i prowadza do selekcji szczepéw bakterii
wysoce opornych na chemioterapeutyki. Szczegolnie niebezpieczne okazaly sie meticylinooporne
szczepy S. aureus (methicillin-resistant 8. aureus, MRSA), ktére po raz pierwszy opisano w roku
1961. Warianty MRSA, dzigki obecnosci genu mecA (najczesciej), mecC lub opisanego w 2018 roku
genu mecB, kodujacych zmodyfikowane biatko PBP2a (PBP2’), wykazuja oporno$¢ na prawie

wszystkie antybiotyki beta-laktamowe, z wyjatkiem najnowszych cefalosporyn (V generacji),
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do ktorych nalezy fosamil ceftaroliny i ceftobiprol. Eksperci World Health Organization, podczas
spotkania w Genewie w lutym 2017 roku zdecydowali ¢ umieszczeniu MRSA na liscie dwunastu
szczegllnie niebezpiecznych patogendéw “global priority pathogens list (global PPL) of antibiotic

resistant bacteria”, stanowigcych zagrozenie dla zdrowia publicznego.

Grupg pacjentéw szczegélnie predysponowanych do zakazen, w tym réwniez o etiologii
MRSA, stanowig chorzy leczeni przeszczepami narzadowymi. Medycyna transplantacyjna jest
w ostatnich latach bardzo prgznie rozwijajaca sig¢ dziedzing poprawiajaca komfort, przedtuzajaca lub
nawet czgSciej, ratujaca zycie chorych. Niestety ten postgp wspdlczesnej medycyny pociaga
w konsekwencji podwyzszone ryzyko powikian oraz niepozadanych nastepstw w postaci infekcji
o charakterze pierwotnym, jak réwniez reaktywacji zakazen zarowno bakteryjnych, grzybiczych,
jak i wirusowych. Zaréwno sam zabieg chirurgiczny, jak i pézZniejsze dlugoterminowe leczenie
immunosupresyjne prowadza do obnizenia wydolnosci immunologicznej organizmu biorcy. Stanowia
przez to istotny czynnik sprzyjajacy rozwojowi infekeji, ktore w tych grupach pacjentéw wystepuig
szczegllnie czgsto, a ich przebieg jest z reguly szybszy, bardziej rozlegly i trudniejszy w terapii,
w poréwnaniu do analogicznych wystgpujacych u oséb immunokompetentnych. Infekcje jako
powiklania post- transplantacyjne mogg stanowi¢ bezposrednia przyczyne $mierci pacjenta
po przeszczepieniu narzadu, ale mogg réwniez posrednio prowadzi¢ do przelamania tolerancji
transplantacyjnej, niewydolnosci lub odrzucenia przeszczepionego narzadu, co réwniez

w konsekwencji moze doprowadzi¢ do zgonu chorego.

Szczepy §. aureus, a zwlaszcza MRSA stanowia istotny czynnik etiologiczny zakazen
bakteryjnych, szczegdlnie we wczesnym okresie post- transplantacyjnym, ale rowniez w okresach
pdZniejszych. Pacjenci po przeszczepie narzadowym, z racji obnizonej wydolnosci immunologicznej,
czgstych i dtugich hospitalizacji, jak réwniez czgstych i dlugich antybiotykoterapii sg czgsciej
kolonizowani przez bakterie wielolekooporne, co w sytuacji zakazenia stwarza dodatkowe problemy
natury terapeutycznej. Wsréd szczepéw MRSA szczeg6lnie istotne sa warianty o fenotypie
HA-MRSA (health care associated MRSA). Dlatego tez we wspoélpracy z Klinikami: Chirurgii
Ogolnej i Transplantacyjnej; Immunologii Transplantologii i Chordb Wewngtrznych oraz Medycyny
Transplantacyjnej, Nefrologii i Choréb Wewngtrznych, Instytutu Transplantologii, Warszawskiego
Uniwersytetu Medycznego podjeto badania, ktérych celem byla charakterystyka fenotypowa
oraz molekularna szczepéw HA-MRSA, pochodzacych od pacjentéw zakwalifikowanych
lub po przeprowadzonym przeszczepie narzadowym. Wyniki przeprowadzonych analiz zostaly
opublikowane w latach 2014-2018, w czasopismie Transplantation Proceedings w pracach:
H1, H2, H3 i H4, o lgcznym IF 3,502; MNiSW 60. Przeprowadzone badania byty czesciowo
finansowane z Projektu Mlodego Badacza nr 1M20/PM11/13, pt.: ,Ocena przydatnosci metod

réznicowania szczepéw bakteryjnych mozliwych do zastosowania w rutynowym dochodzeniu
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epidemiologicznym. Analiza epidemiologiczna zakazet MRSA na oddzialach warszawskiego szpitala

klinicznego”, realizowanego w latach 2013-2014, ktérego bylam kierownikiem naukowym.

W ramach podjgtego projektu przeprowadzono genetyczne réznicowanie szezepdw, ktérego
zasadniczym celem bylo: i) poréwnanie oraz ocena stopnia pokrewiefistwa szczepéw HA-MRSA,
izolowanych na poszczegdlnych oddzialach w klinikach chirurgicznych i transplantacyjnych
analizowanego szpitala; ii) ocena wystgpowania typow gronkowcowych kaset chromosomowych
SCCmec (staphylococcal chromosome cassettes mec), ocena przynaleznosci do typu kompleksu
genow ccr oraz klasy kompleksu genu mec; iii) ocena przynaleznosci szczepdw
do mi¢dzynarodowych typéw sekwencyjnych (ST), komplekséw klonalnych (CC) oraz klonéw
epidemicznych; jak rowniez iv) ocena tendencji ewolucyjnej S. aureus w badaniach zardwno krétko- ,
jak i dlugo- okresowych. Do realizacji postawionych celéw postuzono si¢ kilkoma metodami
genotypowania, tj.. RFLP-PFGE (restriction fragment length polymorphism analysis pulsed-field
gel electrophoresis); SCCmec typing (staphylococcal chromosome cassettes mec typing); MLST
(multi-locus sequence typing) dia siedmiu genow metabolizmu podstawowego, u S. aureus:
arcC, aroE, glpF, gmk, pta, tpi oraz ygiL; VNTR/MLVA (multi-locus variable-number tandem repeat
analysis) oraz RAPD/AP-PCR (random amplified of polymorphic DNA/arbitrarily primed PCR).
Mozliwosci przeprowadzenia oraz przydatnosé¢ poszczegélnych metod moga sie znaczaco rdznié,
dlatego zastosowanie kilku z nich jednoczesnie pozwolilo na uzyskanie petniejszej charakterystyki

analizowanych szczep6w.

Drugim zasadniczym celem projektu bylo oznaczenie profilu lekowrazliwosci
oraz mechanizméw opornosci analizowanych szczepéw HA-MRSA. Postuzono si¢ standardowymi
metodami okreslajacymi fenotypowa wrazliwosé, nalezaly do nich: system automatyczny Vitek 2,
(bioMerieux); metoda dyfuzyjno-krazkowa; metoda E-testu; metoda rozcieficzen antybiotyku
w podlozu statym. Stosowano réwniez metody fenotypowe majgce na celu okreslenie mechanizmu
opornosci szczepéw bakteryjnych — metodg D-testu i testu GRD (glycopeptide resistance detection
test), zgodnie z rekomendacjami EUCAST lub instrukcja producenta. Uzyskane wyniki moga
stanowi¢ warto$ciowe dane do opracowan o charakterze epidemiologicznym, mogg byé réowniez
przydatne do ustalenia wzorcow farmakologicznych antybiotykoterapii empirycznych dedykowanych
indywidualnie dla poszczegélnych klinik lub oddzialéw. Dla izolatéw klinicznych HA-MRSA
niewrazliwych na antybiotyki z wybranych grup, przeprowadzono bardziej szczegdlowe analizy,
polegajagce na wykazaniu obecnosci gendw ilub okresleniu mechanizméw genetycznych
determinujgcych ekspresje cechy opornosei, przy uzyciu metod molekularnych (klasyczny PCR oraz
modyfikacje tej metody). Prace H3, H4, H6, wchodzace w skiad dziela habilitacyjnego szczegétowo
charakteryzuja izolaty MRSA oporne na: aminoglikozydy, makrolidy, linkozamidy, streptograminy B
{MLS-B) oraz glikopeptydy.
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Problemy z leczeniem zakazen o etiologii GRSA (glycopeptide-resistant S. aureus, GRSA),
a wlasciwie HA-MRSA-GRSA, oprécz specyficznych mechanizméw opornosci na liczne antybiotyki,
moga by¢ réwniez zwigzane z wystgpowaniem mechanizmow o charakterze niespecyficznym. Wazna
role w wyrazaniu fenotypu braku wrazliwosci na leki przypisuje si¢ zdolnosci szczepow
do formowania biofilmu. W ostatnich latach wlasciwos¢ ta jest uznawana za jeden z najwazniejszych
czynnikéw wirulencji S. aureus. O ile wiadomo, ze bakterie znajdujace si¢ w biofilmie s3 mniej
wrazliwe na antybiotyki, o tyle niewyjasnione jest, czy sama potencjalna zdolno$é do tworzenia
biofilmu jest w jakikolwiek sposéb skorelowana z opornoscia na niektore antybiotyki, stwierdzona
u bakterii rosngcych w formie ,planktonowej”. Szczegélnie interesujgca wydawata si¢ korelacja
z opornoscia na glikopeptydy, poniewaz u gronkowcow ten mechanizm opornosci nie jest do korica
poznany. Poszczegdlne szczepy S. aureus wykazuja zréznicowana zdoino$é¢ do wytwarzania biofilmu.
Dlatego trzecim celem omawianego cyku publikacji bylo ustalenie zwigzku pomiedzy zdolnoscia
do wytwarzania biofilmu, a opornoscig na glikopeptydy. Badanie obejmowalo dwa etapy, pierwszy
to oznaczenie zdolnosci szczepéw do wytwarzania zewnatrzkomdrkowego mukopolisacharydu,

a drugi oceng zdolnosci do adhezji i produkcji biofilmu.

Wszystkie przedstawione zatozenia i cele zostaly zrealizowane, a wyniki przeprowadzonych
badar zostaty opublikowane w cyklu siedmiu prac (szesciu artykulow oryginalnych oraz jednej pracy
pogladowej), ktdre stanowia podstawe ubiegania si¢ przeze mnie o nadanie stopnia naukowego
doktora habilitowanego. W szesciu z przedstawionych publikacji jestem zaréwno pierwszym autorem,
jak i autorem korespondencyjnym. Najwazniejsze wyniki uzyskane w poszczegélnych pracach

przedstawiono ponizej.

4.3.2. Omoéwienie uzyskanych wynikow

* Analizy z zakresu typowania molekularnego - genetyczne réznicowanie szczepow

Publikacja H1: Epidemiological and drug-resistance types of methicillin-resistant
Staphylococcus aureus strains isolated from surgical and transplantation ward patients
during 2010 to 2011

Publikacja_H2: Molecular and phenotypic characteristics of methicillin-resistant
Staphylococcus aureus strains isolated from hospitalized patients in transplantation

wards

Obydwie prace poswigcone byly przede wszystkim typowaniu molekularnemu HA-MRSA,
pochodzacych z zakazeit oraz nosicielstwa od pacjentéw z trzech powiazanych ze sobg klinik jednego

szpitala. Szczepy stanowigce materiat badan, w przypadku jednej pracy pochodzily z okresu
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1991-2007, wszystkie pochodzity z objawowych zakazen. W przypadku drugiej pracy, polowa
szczepdw pochodzila z bezobjawowej kolonizacji, a potowa z objawowych zakazen, i wszystkie byly
izolowane w ciggu jednego roku od paidziernika 2010 do wrzesnia 2011. Opornoéé na meticyline
dla wszystkich szczepéw byla udokumentowana testem fenotypowym z cefoksytyna oraz poprzez
wykazanie obecnosci genu mecA. Badane szczepy zostaly poddane typowaniu molekularnemu przy
zastosowaniu metod: RFLP-PFGE; SCCmec typing; MLST; VNTR/MLVA i/lub RAPD/AP-PCR,

a uzyskane wyniki poddano analizie pordwnawczej.

Na podstawie typowania metodg MLST oraz typu kasety SCCmec w publikacjach wykazano,
ze analizowane HA-MRSA pochodzace z lat 1991-2007 nalezaly do pieciu komplekséw klonalnych:
CC8 (78%), CC5 (12%), CCl (ST1-SCCmec-1V, 4%), CC51 (ST120-SCCmec-1A, 4%) oraz
CC30 (ST30-SCCmec-IIl, 2%). W obrgbie dominujacego kompleksu CC8 wyodrebniono pieé¢ grup,
ktore zakwalifikowano do migdzynarodowych klondéw: ST239-SCCmec-11l (EMRSA-1, -4, -11,
Brazilian-Hungarian), (35,9%); ST254-SCCmec-1V  (EMRSA-10, Hannover), (33,3%);
ST247-SCCmec-1 (EMRSA-5,-7, Iberian), (20,5%); ST241-SCCmec-Ill (Finland-UK), (5,15%)
oraz ST8-SCCmec-IV (EMRSA-2,-6), (5,15%). W obrgbie CC5 zidentyfikowano dwa klony:
8T461-SCCmec-1, (83,3%) oraz ST5-SCCmec-1V (Pediatric), (16,7%). Zaobserwowano wyrazne
zmiany jesli chodzi o dominacjg okreslonych klonéw w poszczegdlnych latach. W roku
1991 dominowal klon EMRSA-10 (Hannover), (50%); w 1994 klon EMRSA-1, -4, -11 (Brazilian-
Hungarian), (36,4%); w roku 1996 klon EMRSA-5,-7 (Iberian), (50%); a w latach 2005-2007,
ponownie klon EMRSA-I1, -4, -11 (Brazilian-Hungarian), (41,7%). Wszystkie izolaty byly typowane
réwniez metodg PFGE, wykazano 18 typow.

W pracy, w ktorej badano izolaty MRSA pochodzace z lat 2010-2011, wykazano, ze
dominujacym byt CC30/ST36 (65,4%), najprawdopodobniej byt to klon UK EMRSA-16 lub USA200
(typ kasety SCCmec-Il), ktérego obecnosci nie  stwierdzono  wéréd  szczepdw
HA-MRSA pochodzagcych z lat 1991-2007. Pozostate zidentyfikowane w pracy klony to:
CC8/ST8 (15,4%), CC5/ST1827 (11,5%) oraz CCI1/ST1 (7,7%). Nie stwierdzono wystepowania
dominujgcych w poprzednim badaniu klonow CC8/5T239, CC8/ST254 ani CC8/ST247. Analizowane
szczepy zostaly przyporzadkowane do szesciu typéw MLVA oraz szesciu typéw RAPD. Dominujacy
typ CC30/ST36 nalezat do jednego typu MLVA-1 oraz dwdch blisko spokrewnionych typow
RAPD-1A i IB. ST8 nalezat do dwéch blisko spokrewnionych typow MLVA-2 i 2A i trzech typow
RAPD-2, 2B i 3; STI1827 do jednego typu MLVA-2B i jednego RAPD-2A; STI zostal
przyporzadkowany do dwéch blisko spokrewnionych typow MLVA-3A i 3B oraz jednego RAPD-3.

Wszystkie analizowane szczepy, pochodzace z lat 2010-2011 wykazywaly fenotyp MDR
(multidrug resistant) i oprécz braku wrazliwosci na antybiotyki beta-laktamowe, wszystkie réwniez

wykazywaty brak wrazliwosci na ciprofloksacyng. Szczegdlnie wysoka opornoscig odznaczaly sie
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izolaty zaklasyfikowane do klonu MRSA CC30/ST36, gdzie 100% izolatow bylo konstytutywnie
opornych réwniez na antybiotyki z grupy MLS-B oraz na neomycyne, a 23,5% na gentamycyne.
Wsréd izolatéw z tat 1991-2007 opornoéé na ciprofloksacyne wykazano jedynie u 44% izolatow,

na erytromycyne i klindamycyne u 82%, zas na gentamycyng u 60%.

Warte podkresienia jest, iz polowa pacjentéw, od kiérych w latach 2010-2011 pozyskano
te wiclolekooporne izolaty MRSA byla bezobjawowymi nosicielami. Dane te pokazujg, Zze pacjenci
z obnizong reaktywnoscig immunologiczng tatwo ulegaja kolonizacji MDR, w tym tez HA-MRSA,

stanowiac rezerwuar patogenu oraz potencjalne zagrozenie dla siebie i innych oséb z kontaktu.

» Analizy z zakresu opornosci szczepéw na wybrane grupy antybiotykow

o Opornosé na aminoglikozydy

Publikacia H3I: Resistance to aminoglycosides of methicillin-resistant strains
of Staphylococcus aureus, originating in the surgical and transplantation wards

of the Warsaw clinical center - a retrospective analysis

Aminoglikozydy (AGs) stanowig wazng grupg lekow przeciwgronkowcowych. Pojawianie sie
wariantow MRSA  dodatkowo niewrazliwych na aminoglikozydy, znacznie redukuje
i tak juz ograniczone mozliwosci terapeutyczne zakazen tymi drobnoustrojami. Dodatkowym
czynnikiem ograniczajacym zastosowanie tej grupy antybiotykdéw jest silna nefro- oraz
ototoksyczno$¢ AGs. Mechanizm opornosci na aminoglikozydy, najbardziej istotny u S. aureus,
zwigzany jest ze zdolnoscig szczepow do produkcji enzymdéw modyfikujacych antybiotyk
(AME, aminoglycoside modifying enzymes). U HA-MRSA najczesciej wystepujg: dwudomenowa,
bifunkcyjna acetylotransferaza/ fosfotransferaza AAC(6°)-lefAPH(2")-Ia, nukleotydylotransferaza
ANT(4’)-1a oraz fosfotransferaza APH(3”)-llla, kodowane przez geny: aacA-aphD, aadD oraz
aph(3")-1lla. Geny te sg przenoszone na ruchomych elementach genetycznych, na drodze réznych
mechanizméw horyzontalnego transferu genéw, dlatego tez cecha opornosci warunkowana obecnosécia
AMES jest cechg nabyta i wysoce zmienna. Oznaczenie poziomu opornosci (wartosci MIC) pozwala
na weryfikacje mozliwosci zastosowania terapii skojarzonej aminoglikozydéw z penicylinami

lub glikopeptydami oraz ustalenie optymalnych dawek leku.

Analizy obejmowaty okreslenie poziomu wrazliwosci (wartosci MIC) na cztery
najpowszechniej stosowane AGs; oceng wystgpowania wybranych gendéw  opornosci
na aminoglikozydy; okreslenie typow genetycznych gronkowcowych kaset chromosomowych
SCCmec; okreslenie typéw (STs) oraz (CCs) w genotypowaniu MLST oraz zdefiniowanie

przynaleznosci do miedzynarodowych klonow epidemicznych.
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Material badan stanowily 54 szczepy HA-MRSA, pochodzace z objawowych zakazen
od 54 chorych hospitalizowanych w latach 1991-2007. Oznaczano MIC dla czterech antybiotykow
aminoglikozydowych: gentamycyny (GEN), tobramycyny (TOB), amikacyny (AMI) oraz
netylmycyny (NET) metodg E-testu (bioMerieux), wg rekomendacji EUCAST. Geny opornosci:
aacA-aphD, aadD oraz aph(3")-11la wykrywano przy zastosowaniu techniki PCR oraz odpowiednich
par starterow. U wszystkich szczepéw GEN-R stwierdzono obecnos¢ genu aacA-aphD,
ktory warunkuje opornos¢ m.in. na GEN, TOB, NET oraz AMI i jest dotychczas jedynym znanym
enzymem AME, ktéry determinuje oporno$¢ na GEN i NET. Fenotypy TOB-R oraz AMI-R
wystepowaly réwniez pojedynczo, a poziom wyrazanej opornoéci byt bezposrednio zwiazany z liczba
determinant genetycznych. Potwierdzono to wynikami oznaczen wartosci MIC. W przypadku szczepu
zawierajgcego tylko gen aadD, MICrog = 16 mg/L, szczepu zawierajgcego tylko gen aacA-aphD,
MiCrop = 64 mg/L, natomiast w przypadku szczepéw kodujgcych obywa te geny,
MICyos = 256-512 mg/L. W konsekwencji, wsrad badanych izolatéw opornoé$¢ na tobramycyne
stwierdzano najczesciej i wyrazala si¢ na najwyzszym poziomie. Obecnos¢ przynajmniej jednego genu
warunkujacego oporno$¢ na antybiotyki aminoglikozydowe stwierdzono u 77,8% badanych
HA-MRSA, w tym u wszystkich wariantéw AG-R. Najczgsciej wystepowat gen aacA-aphD (29/54),
co stanowilo 80,6% wszystkich wariantéw opornych. Warianty AG-R zaklasyfikowano do siedmiu
typéw sekwencyjnych (ST239, ST247, ST241, ST254, ST120, ST30, STR); trzech kompleks6w
klonalnych (CC8, CC30, CC120) oraz pigciu klondw epidemicznych (Brazilian, Iberian, Finland-UK,
Hannover oraz UK EMRSA-2). Zidentyfikowano u nich kasety SCCmec typu I/IA, Il oraz 1V.
27/36  (75%) wyselekcjonowanych AG-R-MRSA nalezalo do kompleksu klonalnego CC8
(ST239, ST247, ST241, ST254 oraz ST8) i =zawieralo Kkasety SCCmec typu Il
(15/27; 55,6% AR-CC8-MRSA), IA (8/27; 29,7% AR-CC8-MRSA) oraz 1V (4/27; 14,9% AR-CC8-
MRSA). Klony: Brazilian — CC8/ST239 oraz Finland-UK - CC8/ST241, ktére stanowily
15/36 (prawie 42%) wariantow opornych, zawieraly gronkowcowe kasety SCCmec typu III.
S3 to najwigksze kasety, osiagajace rozmiary nawet 34-67 kbp, na ktorych moga byé przenoszone

transpozony Tn4001 oraz Tn4001-like, kodujace gen aacA-aphD.

Najstarszy szczep AR-MRSA, pochodzacy z roku 1975 nalezat do najliczniej
reprezentowanego typu CC8/8T239-SCCmec-Ill, kionu Brazilian, ktéry stabilnie utrzymywat sig
w populacji polskich HA-MRSA, az do poczatku XXI wieku. Izolat ten byt jedynym, ktéry wyrazal
oporno$¢ na tobramycyng zwigzang z obecnosdcia tylko jednego genu - aadD. Dowodzi to, ze gen
O-nukleotydylo-transferazy ANT jest ewolucyjnie starszy od genu aacA-aphD, ale przez komoérki

patogenu jest mniej promowany, niz gen enzymu bifunkcyjnego.
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o Opornosé na makrolidy, linkozamidy i streptograminy B (MLS-B)

Publikacja H4: The effect of selective antibiotic pressure on the MLS-B phenotype
in methicillin-resistant Staphylococcus aureus strains originating from patients

from transplantation wards: 24 years of observations

Antybiotyki MLS-B, cho¢ naleza do trzech zréznicowanych pod wzgledem struktury i zastosowania
grup lekéw przeciwdrobnoustrojowych, taczy wspdlny mechanizm dzialania na komorke bakteryjna.
W konsekwencji niektore z mechanizméw opornosci majg charakter krzyzowy i prowadza do braku
wrazliwosci szczepéw na wszystkie antybiotyki MLS-B. U S. aureus najczgstsza przyczyng opornosci
na MLS-B jest synteza N6-dimetylotransferaz Erm (najczesciej ErmA), powodujacych dimetylacje
adeniny (A2058) w V domenie 235 rRNA. Opornos¢ ta moze mie¢ charakter indukcyjny iMLS-B
lub konstytutywny ¢cMLS-B. W podjgtych badaniach oceniano czgsto$¢ wystepowania poszczegdlnych
fenotypéw opornoéci na MLS-B u HA-MRSA, izolowanych od pacjentéw kwalifikowanych
lub po przeprowadzonych przeszczepach narzagdowych. Oceniano réwniez, czy zuzycie klindamycyny
na badanych oddziatach koreluje z czgstoscia wystgpowania opornosci na MLS-B, a zwlaszcza
fenotypu cMLS-B. Przeprowadzone badania finansowanie byly z Projektu Mlodego Badacza
nr 1M20/WB2/10, pt.: ,,Badanie mechanizméw molekularnych prowadzacych do braku wrazliwosci
na klindamycyng szczepéw MRSA, izolowanych z materiatéw klinicznych”, realizowanego w latach

20102012, ktdrego bylam kierownikiem naukowym.

Do badan uzyto 112 szczepéw HA-MRSA, izolowanych z réznych materialow od réznych
pacjentow z trzech oddzialow, chirurgicznego i dwoch transplantacyjnych analizowanego szpitala
klinicznego (TW1, TW2 i SW), w wybranych latach w okresie od 1991 do 2014, Wartos¢ MIC
klindamycyny oznaczano przy uzyciu metody E-testu. Fenotyp opornosci na MLS-B, oznaczano
metoda D-testu. Analizg zuzycia klindamycyny przeprowadzono dla klinik w latach 2008-2014,
zgodnie z wytycznymi WHO. Wyliczono liczbg zdefiniowanych dawek dobowych (DDD, srednia
podtrzymujaca terapeutyczna dawka dobowa, stosowana w glownym wskazaniu u oséb dorostych),
przypadajacych statystycznie na 1000 osobodni. Wyniki zostaly poddane analizie statystycznej przy

zastosowaniu testu korelacji liniowej Pearsona. Przyjgto wspélczynnik istotnosci statystycznej p < 0,5.

W wyniku przeprowadzonych badan, najnizszy odsetek szczepdw opornych na klindamycyne
stwierdzono w roku 1991 (11,8%). W kolejnych latach obserwowano tendencje wzrostowa (wzrost
statystycznie znamienny) tego odsetka do maksimum, ktére zostalo osiggnigte w 2014 i wynosilo
83,3%. W tym samym okresie czgstos¢ pojawiania si¢ wariantow ¢MLS-B wzrosta znamiennie
od 5,9% do 83,3%. W podobnym przedziale czasowym oporno$¢ wyselekcjonowanych MRSA
na erytromycyng wzrosta z 64,7% w 1991 do 100% w latach 2004-2007, a nastgpnie lekko spadia
do 91,7% w 2014. Wsrod izolatéw wrazliwych na klindamycyne, ktorych odsetek sukcesywnie maiat
z poziomu 88,2% w 1991 roku do 16,6% w 2014, stwierdzono zaréwno warianty nieposiadajace
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swoistego mechanizmu opornosci, jak réwniez warianty iMLS-B (znamienny statystycznie spadek
czestosci izolacji z 52,9% w 1991 do 8,3% w 2014).

Na podstawie danych uzyskanych z archiwum szpitalnego wyliczono, ze na oddziale
TWI zuzycie klindamycyny w latach 2008-2010 bylo dosé niskie i wynosilo 1,342; 1,214 i 0,861
DDD na 1000 osobodni, w roku 2011 wzroslo 5,5- krotnie, w pordwnaniu z rokiem poprzednim,
do wartosci 4,767, a nastgpnie naprzemiennie spadalo i wzrastalo osiagajac wartosci: w roku
2012 — 2,29; 2013 — 4,184; 2014 — 2,094 DDD/1000 osobodni. Na oddziale TW2 obserwowano
podobng tendencje, z ta tylko réznica, ze w roku 2008 zuzycie klindamycyny w poréwnaniu z TW1
bylo wysokie i wynosilo 4,523 DDD/1000 oscbodni. W latach 2009-2010 spadio do wartosci
0,455 oraz 1,37, natomiast w roku 2011 ponownie wzrosto do wartosci 5,137 DDD/1000 osobodni.
W latach 2012-2014 na TW2 obserwowano naprzemiennie wzrosty i spadki zuzycia antybiotyku
linkozamidowego, wartosci wspdlczynnika DDD/1000 osobodni wynosily wéwczas 1,142, 4,961 oraz
3,153. Srednie zuzycie klindamycyny w latach 2008-2014 na oddzialach chirurgicznych (SW)
wynosilo 6,89 DDD/1000 osobodni i bylo 2,3- do 2,9- krotnie wy2sze niz w dwdch pozostalych
klinikach transplantacyjnych. Wskaznik zuzycia antybiotyku najnizszy byl, podobnie jak na TW2,
w roku 2009 (2,288 DDD/1000 osobodni), lecz od tamtej pory sukcesywnie wzrastal, osiagajac
w roku 2014 wartosé 11,161,

Analize uzyskanych wynikéw badania fenotypowego przeprowadzono dla izolatow
uzyskanych od pacjentéw kazdej kliniki indywidualnie w latach 2010-2012. W kiinice TW1 90%
izolatdbw pochodzacych z 2010 i 2011 roku, bylo konstytutywnie opornych na wszystkie MLS-B,
natomiast 10% bylo SMLS-B. W roku nastgpnym szczepy cMLS-B oraz iMLS-B stanowily po 50%
wyizolowanych MRSA. Na TW2 100% izolatéw wykazywato fenotyp oporny w 2010 i 2011 roku,
zas w 2012 odsetek wariantéw c¢cMLS-B spadl do 61,5%, a sMLS-B wzrést od zera do 30,8%.
W klinice chirurgicznej w 2010 i 2011 roku wyselekcjonowano 64,3% oraz 14,3% wariantow
¢MLS-B oraz iMLS-B, natomiast w 2012 87,5% oraz 12,5% wariantéw odpowiednio ¢MLS-B
oraz sMLS-B.

o Oporno$é na glikopeptydy

Publikacja HS: Opornoéé Staphylococcus aureus na glikopeptydy

Praca pogladowa, wydana w roku 2013 stanowila podloze merytoryczne do przeprowadzonych
w pozniejszych latach badan laboratoryjnych. Przedstawiono w niej podstawowe informacje dotyczace
wankomycyny, najwazniejszego przedstawiciela antybiotykdw z grupy glikopeptydow.
Charakterystyka dotyczyla pochodzenia, budowy, mechanizmu dziatania na komérke baktervjna,
spektrum przeciwdrobnoustrojowego tego antybiotyku, jak rowniez jego podstawowych wlasciwosci
farmakokinetycznych oraz farmakodynamicznych. Scharakteryzowano réwniez inne zarejestrowane
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w UE glikopeptydy i glikolipopeptydy: teikoplaning, telawancyne, dalbawancyne oraz oritawancyne.
Ponadto, poniewaz kryteria oznaczania wrazliwoéci na glikopeptydy roznia sie w zaleznosci
od stosowanego systemu: CLSI (The Clinical and Laboratory Standards Institute) oraz EUCAST
(European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing) i na przestrzeni ostatnich lat ulegalty
czgstym modyfikacjom, w publikacji przedstawiono kryteria opornosci na wankomycyne
i teikoplaning, wediug rekomendacji CLSI oraz EUCAST, obowiazujace w latach od 2002 do 2013.
Ta niejednolitodé kryteriow jest przyczyng stosowania réznej kwalifikacji izolatéw bakteryjnych,
zwlaszcza S. aureus o takich samych wartosciach MIC dla glikopeptydéw przez réznych autorow
i w réznych latach jako ,wrazliwe”, ,$redniowrazliwe”, .0 obnizonej wrazliwosci” lub ,,oporne™.
Obecnie obowigzujace w Polsce rekomendacje EUCAST, w przypadku S. qureus definiuja szczepy
jako oporne na wankomycyne i teikoplaning, jesli MIC > 2 mg/L, a np.: koagulazo- ujemne
gronkowce oraz enterokoki sg oporne na wankomycyne jesli MIC > 4 mg/L. W dalszej czesci artykutu
przedstawiono mechanizmy prowadzace do powstawania szczepéw bakteryjnych opornych
na glikopeptydy. Jako pierwsze opisano wankomycynooporne Enterococcus spp. (vancomycin-
resistant Enferococcus, VRE), u ktérych opornoéé na wankomycyne wystgpita historycznie jako
pierwsza. Nastepnie scharakteryzowano mechanizmy prowadzace do powstawania opornosci
na glikopeptydy wystgpujace u szczepdw S. awreus. Opisano mechanizm opornosci wystepujacy
u wariantéw VRSA (vancomycin-resistant S. auwreus, VRSA), warunkowany obecnoscig operonu
zawierajacego gen vanA i heterologiczng ekspresje tego operonu u wankomycynoopornych S. aureus.
Przedstawiono analiz¢ przypadkéw klinicznych oraz  wystepowanie szczepdw VRSA
vanA- pozytywnych, ktdre zostaty opisane w literaturze w latach 2002-2013. W dalszej czesci pracy
zamieszczono charakterystyke wariantéw VRSA - vanA- negatywnych, czyli dawnych S. aureus
o obnizone] wrazliwosci na wankomycyne (vancomycin-intermediate S. aureus, VISA) oraz
wykazujgcych fenotyp zréznicowany heterogeneous-VISA (hetero-VISA/hVISA). Scharakteryzowano
rowniez rozprzestrzenienie szczepoéw oraz wystepowanie zakazen wywolywanych przez warianty
hVISA i VISA. W ostatniej cz¢sci artykulu przedstawiono informacje na temat potencjalnych opcji
terapeutycznych (stan wiedzy do poczatku roku 2013), mozliwych do zastosowania w leczeniu

cigzkich zakazen o etiologii S. awreus, wobec ktérych terapia wankomycyng pozostaje nieskuteczna.

Publikacja H6: Characteristics of glycopeptide-resistant Staphylococcus aureus strains

isolated from inpatients of three teaching hospitals in Warsaw, Poland
Niniejsze opracowanie powstalo w powigzaniu z przedstawiong powyzej pracg poglgdowa.

Glikopeptydy, a w szczeg6lnosci wankomycyna przez wiele lat stanowily skuteczng opcje
terapeutyczng w leczeniu cigzkich, zagrazajacych zyciu zakazen o etiologii MRSA. Przez ponad 30 lat
od wprowadzenia w 1958 roku wankomycyny do lecznictwa, nie odnotowano przypadku izolacji
szczepu gronkowca zlocistego opornego (VRSA). Uwazano wrecz, ze S. aureus wykazuja gatunkowa
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wrazliwoéé na ten glikopeptyd. Dlatego tez odnotowanie na poczatku lat ‘90 XX wieku pierwszych
przypadkéw niepowodzen terapeutycznych przy zastosowaniu tego antybiotyku, wzbudzilo duzy
niepokdj w srodowisku mikrobiologdw oraz klinicystdw. Dodatkowym problemem jest wystgpowanie
réznych, o odmiennym podlozu genetycznym, mechanizmow opornosci na glikopeptydy. W Polsce
sytuacja dotyczaca wystepowania oraz charakterystyki VRSA byla jeszcze do niedawna slabo
poznana, a w literaturze byly dostgpne jedynie pojedyncze doniesienia na ten temat. Dlatego tez
podjeto badania, ktdrych celem byla ocena wystgpowania oraz charakterystyka szczepdw S. aureus
opornych na wankomycyne (VRSA) i/lub teikoplaning (teicoplanin-resistant S. aureus, TRSA)
w Polsce. Poniewaz opornosc na glikopeptydy wystepuje wirdd izolatéw S. aureus bardzo rzadko,
do badan zostaly wlaczone szczepy HA-MRSA, pochodzace od pacjentéw z trzech duzych
warszawskich osrodkéw klinicznych, izolowane w okresie 17- letnim. Zakres analiz obejmowal
okreslenie mechanizmu prowadzacego do wyrazenia fenotypu GRSA (glycopeptide-resistant
S. aureus) oraz szczegotowa charakterystyke molekularng wyselekcjonowanych izolatow. Poniewaz
tematyka braku wrazliwosci S. aureus na wankomycyng zajmowalam sig jeszcze przed uzyskaniem
stopnia doktora nauk medycznych, przeprowadzone po roku 2010 analizy stanowily kontynuacje
badan. W prezentowanej pracy scharakteryzowano 47 izolatdw klinicznych HA-MRSA,
ktore wykazywaly fenotyp opornosci na przynajmniej jeden antybiotyk glikopeptydowy. Selekcji
szczepodw dokonywano na podstawie testéw wstepnych AST-P580 (Vitek 2, bioMerieux), E-testéw
z wankomycyna i teikoplaning, testu GRD, firmy bioMerieux oraz metody rozcienczen antybiotyku
w podlozu stalym, zgodnie z wytycznymi EUCAST lub instrukcja producenta. Charakterystyka
wyselekcjonowanych izolatdw obejmowala wykrywanie gendéw: vanA i vanB, warunkujacych wysoki
poziom opornosci na glikopeptydy; gendw: ermA, ermB, ermC, msrA, msrB, linA 1 [inA’

warunkujacych oporno$é na makrolidy, linkozamidy i streptograminy B (MLS-B); gendw aacA-aphD,
aadD, i aph(3”)-llla — determinujagcych opornos¢ na aminoglikozydy; okreslenie typu
gronkowcowych kaset chromosomowych SCCmec, przynaleznoici do kompleksu gendow ccr oraz

klasy kompleksu genu mec, jak rowniez genotypowanie MLST.

W wyniku przeprowadzonych analiz stwierdzono, Zze wsréd 47 badanych szczepéw
HA-MRSA-GRSA 45 (95,7%) wykazywalo opornos¢ na teikoplaning, przy jednoczesnej opornosci
na wankomycyng lub wrazliwosci na wankomycyne (vancomycin-susceptible S. aureus, VSSA)
(VRSA/TRSA, VSSA/TRSA), a 11 (23,4%) wykazywalo opornos¢ na wankomycyne, i tu réwniez
byly mozliwe fenotypy VRSA/TRSA lub VRSA/TSSA (teicoplanin-susceptible S. aureus, TSSA).
Jednoczesna opornos¢ na VAN (wankomycyna) i TEI (teikoplanina) wystepowata u 9 (19,1%)
izolatéw klinicznych (VRSA/TRSA), pojedyncza, tylko na VAN — u 2 (4,2%) (VRSA/TSSA),
a pojedyncza tylko na TEI - v 36 (76,6%) (VSSA/TRSA) szczepdw. Wszystkie badane HA-MRSA -
GRSA byly vanA/vanB- negatywne i wyrazZaly fenotyp opornosci na obydwa glikopeptydy na niskim
poziomie (MIC w zakresie od 4 — 16 mg/L). Wigkszos¢ szczepdw GRSA (45/47, 95,8%) posiadato
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kasety SCCmec (kompleks gendw cer, klasa kompleksu genu mec) typu: SCCmec-I/IA (1B),
19 izotatéw; SCCmec-l1I (3A), 16 izolatow; SCCmec-IV (2B), 10 izolatéw, ktére sa typowe
dla wariantow MRSA pochodzenia szpitalnego. Ponad 80% szczepéw nalezalo do kompleksu
klenalnego MLST CC8, wsréd ktdrych dominowaly typy sekwencyjne oraz klony (STs/clones):
ST247-SCCmec-1A/lberian, ST241-SCCmec-llI/Finland-UK oraz  ST239-SCCmec-111/Brazilian.
Wszystkie warianty VRSA/TRSA pochodzily z lat 2003 i 2005, nalezaly do jednego kompleksu
klonalnego CC8 i reprezentowaly dwa migedzynarodowe klony: ST247-SCCmec-1A/Iberian oraz
ST241-SCCimnec-11l/Finland-UK., W ciggu 17- letniego okresu obejmujacego badanie dalo sie
zachserwowac ewolucjg szczepow blisko spokrewnionych ze soba, w obrebie tego samego kompleksu
klonalnego CC8 (ewolucja klonalna) oraz tzw. zjawisko wypierania kompetycyjnego. Przedstawiciele
klonu ST239-SCCmec-Ill/Brazilian wystgpowali wylacznie w latach 90- tych, ST241-SCCmec-
[II{Finland-UK wylacznie po roku 2000, natomiast klon ST247-SCCmec-1A/Iberian wydawal sie
stabilnie utrzymywaé w populacji polskich HA-MRSA-GRSA. Zaobserwowana ewolucja dotyczyla
réwniez samego antybiotypu szczepéw. Wykazano, iz dominujacy w latach 90- tych klon $T239-
SCCmec-11l/Brazilian wyrazal fenotyp opornosci przede wszystkim na tetkoplaning (warianty
VSSA/TRSA), natomiast miodszy klon ST241-SCCmec-111/Finland-LK, to wariant VRSA/TRSA.

U 91,5% analizowanych szczepéw wykryto obecno$é przynajmniej jednego genu zwigzanego
Z opornoscia na antybiotyki z grupy MLS-B oraz przynajmniej jednego genu warunkujacego opornosc
na antybiotyki aminoglikozydowe. Dominowaly geny ermA u 80,9% (oporno$é na makrolidy) oraz
aacA-aphD u 723% (oporno$¢ na aminoglikozydy) u analizowanych HA-MRSA-GRSA.
Ich obecnos¢ stwierdzono u wszystkich izolatow VRSA/TRSA, jak rowniez u wszystkich
przedstawicieli klondw: ST247-1A/Iberian, 8T241-1I/Finland-UK oraz ST239-111/Brazilian.

Publikacia H7: Produkcja zewnatrzkomorkowege mukopolisacharydu oraz biefilmu
w warunkach zréznicowanej dostepnosci tlenu, przez kliniczne izolaty Staphylococcus

aureus niewrazliwe na glikopeptydy

Biofilm jest trojwymiarows, dynamiczng spolecznoicia bakteryjna, osadzong w macierzy
zewnatrzkomérkowej, zbudowanej z lipidéw; polisacharydow (PIA/PNSG, polysaccharide
intercellular adhesin/ poly-N-succinyl-B-1,6-glucosamine), determinowanych obecnoscia genow
icaABCD; adhezyn (m.in. CIfA/B, FnbA/B, Cna, SpaA, Emb, Alt, Bap, SasG) oraz eDNA
(extracellular DNA). Moze powstawaé na powierzchniach nieozywionych oraz tkankach zywych,
a wieloetapowy proces formowania tej naturalnej biostruktury moze przebiega¢ w mechanizmie
zaleznym lub niezaleznym od genéw operonu ica i podlega zlozonym wewnatrzkomérkowym
mechanizmom regulacyjnym (m.in. AgrAC, SrrAB, SigB, SarA, Spx, Rbf, ArlRS, CidA). Biofilm

S. aureus odgrywa szczegolna role w rozwoju zakazen, zarowno o charakterze przewleklym,
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jak i uogdlnionym. Zakazenia te czesto sa zwigzane z wprowadzeniem do organizmu czlowieka ciata
obcego: implantu, protezy czy cewnika. Uznaje sig, iz w warunkach szpitalnych nawet 80% zakazent
o etiologii gronkowcowej, moze by¢ zwigzane ze zdolnoscig szczepow do produkcji biofilmu. Jeszcze
do niedawna, to wlasnie wankomycyna stanowila lek z wyboru, skuteczny w leczeniu cigzkich postaci
zakazen o etiologii MRSA. Pojawianie sig wariantow 8. awreus opornych na glikopeptydy
w mechanizmie vanA- niezaleznym, przede wszystkim wigzane jest z wystepowaniem sSciany
komoérkowe| o nietypowej strukturze oraz grubosci. Modyfikacjom tym z reguly towarzyszg rowniez
zaburzenia procesow autolitycznych w peptydoglikanie, co moze potegowaé efekt amorficznosci
$ciany komoérkowej i jednoczesnie stanowi¢ wazny czynnik predysponujacy do tworzenia biofilmu,
Przeprowadzono badania, ktorych celem bylo okreslenie zdolnosci szczepéw S. aureus opornych
na glikopeptydy w mechanizmie niezwigzanym 2z operonem genu vanA, do produkeji
zewngtrzkomorkowego mukopolisacharydu oraz biofilmu, przy zastosowaniu dwdch metod
fenotypowych. Uzyskane wyniki zostaly opublikowane w roku 2018 w czasopismie Epidemiological
Review (H7, MNiSW 12). Przeprowadzone badania czesciowo finansowane byly w ramach dwoch
Projektéw Mlodego Badacza WUM, o numerach 1M20/PM11/1S oraz 1M20/PM15/16,

realizowanych w latach 2014-2016, ktérych bylam kierownikiem naukowym.

W omawianej pracy postanowiono okresli¢, czy szczepy GRSA vanA- negatywne, wykazujg
podwyzszong zdolno$¢ do produkcji biofilmu, czy proces formowania biostruktury u GRSA przebiega
w mechanizmie ica- zaleznym czy adherentnym oraz czy majg na niego wplyw warunki stresu
oksydacyjnego. Uzyskane wyniki dla szczepéw GRSA, begdacych jednoczesnie HA-MRSA,
postanowiono odnie$¢ i poréwnaé z analogicznymi uzyskanymi dla: szczepdw HA-MRSA,
wyrazajacych fenotyp obnizonej wrazliwosci na wankomycyne na zroZnicowanym poziomie
(MRSA/MVISA);, HA-MRSA wrazliwych na wankomycyng (MRSA/VSSA) oraz szczepéw
wrazliwych zardéwno na meticyling (methicillin-susceptible S. aureus, MSSA), jak i wankomycyne
(MSSA/VSSA).

Materiat badan stanowilo lacznie 129 klinicznych izolatow S. awreus, pochodzacych
od pacjentdw z 12 oddzialdéw, z trzech warszawskich osrodkow klinicznych. Wéréd nich 47 szezepdw
wykazywalo fenotyp MRSA/GRSA, 8 MRSA/hVISA, 55 MRSA/VSSA oraz 19 MSSA/VSSA.

Oznaczenie zdolnosci szczepow do wytwarzania zewnatrzkomorkowego mukopolisacharydu
przeprowadzono na podlozu tryptozowo-sojowym 2z dodatkiem czerwieni kongo (CRA), przy
zastosowaniu metody jakosciowej wedlug Freeman oraz jej modyfikacji. Ocene zdolnosci do adhezji
oraz produkcji biofilmu przeprowadzono przy zastosowaniu metody polilosciowej z fioletem

krystalicznym wedtug Christensena oraz jej modyfikacji.
Szczepy MRSA wykazujace fenotyp braku wrazliwosci na antybiotyki glikopeptydowe
(47 MRSA/GRSA oraz 8 MRSA/-VISA), produkowaly mukopolisacharyd (fenotyp
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mucopolysaccharide producer, MP- pozytywny) w warunkach tlenowych na wysokim i zblizonym
poziomie 87,3% i 87,5%, ale wyniki te byly znaczaco nizsze od analogicznych uzyskanych
dla wariantow MSSA/VSSA  (100%). Najwigkszy odsetek wariantow SMP (strong
mucopolysaccharide producer) w puli szczepdw biofilm- pozytywnych odnotowano wirdd izolatdw
MRSA niewrazliwych na glikopeptydy. W atmosferze beztlenowej w metodzie Freeman wszystkie
analizowane warianty S. aureus wykazywaly fenotyp MP i u wszystkich izolatéw zacbserwowano
wzrost zdolnosci do produkcji zewnatrzkomdrkowego mukopolisacharydu w  poréwnaniu
do warunkdw tlenowych (wzrost od 2,6- do 15,8 krotny). Podobnie jak w warunkach tlenowych
najwyzszy odsetek wariantdw SMP odnotowano wsréd szczepow MRSA/M-VISA (75%), natomiast
najnizszy u izolatéw wrazliwych MSSA/VSSA (15,8%). Zastosowana w niniejszym opracowaniu
metoda z fioletem krystalicznym wg Christensena umozliwita potiloiciowa ocene zdolnosci szczepow
bakteryjnych do adhezji na powierzchni polistyrenowej. Uzyskane wyniki powinny byé traktowane
jako bardziej miarodajne, zarowno dla mechanizmu zaleznego od gendw ica, jak i dla mechanizmu
adherentnego tworzenia biofilmu w warunkach in vitro, a oznaczony fenotyp jako wypadkowa
dzialania obydwu mechanizméw. Dodatnie wyniki uzyskane w tej metodzie dla szczepow
wykazujacych fenotyp braku wrazliwosci na antybiotyki glikopeptydowe (MRSA/GRSA oraz
MRSA/h-VISA) wynosily, w warunkach tlenowych 63,9% i 62,5%, natomiast w grupach kontrolnych
odpowiednio: 80% dla MRSA/VSSA i 94,7% MSSA/VSSA, co daje wartosci nizsze dla produkceiji
biofilmu od uzyskanych w metodzie Freeman. W kazdej analizowanej puli szczepow wystepowaly
warianty SSP, a ich udzial w puli szczepéw biofilm- pozytywnych miescit sie¢ w zakresie 30 — 60%
i byly to wyniki wyzsze od uzyskanych dla tych samych izolatéw w metodzie plytkowej z czerwienia

kongo.

4.3.3. Podsumowanie cyklu prac stanowiacych dzielo habilitacyjne

1. Przeprowadzone badania, ze wzgledu wieloletni charakter, pozwolily zaobserwowal wyrazne
trendy w zastepowaniu jednych klonéw MRSA przez inne na tych samych oddziatach

szpitalnych.

2. Wsrdd szezepoéw pochodzacych z oddzialéw chirurgiczno-transplantacyjnych, izolowanych
w latach 1991-2007 najwigce] izolatdow HA-MRSA nalezalo do CC8 (78%), a wérdd nich
dominowaly klony: CC8/ST239-SCCmec-111, CC8/ST254-SCCmec-1V oraz CC8/ST247-
SCCmec-l. Nie stwierdzono wystgpowania CC30/ST36.

3. W latach 2010-2011 dominowaly (65%) izolaty nalezace do CC30/ST36-SCCmec-ll,
nie stwierdzono wystepowania CC8/ST239, CC8/5T254 ani CC8/8T247.

~1g%
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4. Na podstawie przeprowadzonych badan obejmujacych okres 21 lat, wyraznie daje sig
zaobserwowa¢ zardwno zjawisko, ,ewolucji klonalnej”, polegajace na zmiennocsci
genetycznej w obrebie klonu, prowadzacej do powstawania nowych typéw sekwencyjnych,
jak rowniez zjawisko ,wypierania kompetycyjnego™ przez przedstawicieli innych klondw

zawleczonych z innych osrodkéw.

5. Konsekwencja tych zjawisk jest takze ewolucja profili lekowrazliwosci szczepow

endemicznych.

6. Czesto$¢ wystepowania determinant opornosci na antybiotyki inne niz beta-laktamowe
u szczepow MRSA, pochodzacych z lat 2010-2011, byla ogdlnie wyzsza niz u szczepdw
MRSA z lat 1991-2007.

7. Wsrod szczepdw pochodzacych z oddziatow chirurgicznych i transplantacyjnych, opornosé

na aminoglikozydy wystepowala u 66,7% badanych HA-MRSA.

8. Najczgsciej, u ponad 80% szczepdéw AG-R wystepowal gen aacA-aphD, ktéry warunkuje
opornos¢ m.in. na GEN, TOB, NET oraz AMI i jego obecnos¢ jest wystarczajaca
do wyrazenia fenotypu opornosci na wszystkie cztery antybiotyki. U wszystkich szczepow

GEN-R stwierdzono obecno$¢ genu aacA-aphD.

9. Wielogenowos¢ determinowanego mechanizmu opornosci na AGs oraz nakladanie sig¢
efektéw fenotypowych, warunkowanych przez poszczegdlne geny kodujace AME, prowadza
do wyrazenia opornosci na zrdznicowanym poziomie. Narzuca to konieczno$¢ oznaczania

wartosci MIC na AGs dla kazdego szczepu indywidualnie.

10. Wigkszos¢ (75%) wyselekcjonowanych AG-R-MRSA  nalezato do  kompleksu
klonalnego CC8, zawierajacego kasety SCCmec typu III, dominowaly klony: Brazilian —
CC8/8T239-SCCmec-1l1 oraz Finland-UK — CC8/ST241-SCCmec-l111, ktdre stanowity prawie

42% wariantow opornych.

11. Opornos¢ na antybiotyki z grupy MLS-B u HA-MRSA najczesciej zwiazana
jest z wystepowaniem genu ermA, ktory moze ulega¢ ekspresji w mechanizmie

konstytutywnym lub indukowanym.

12. Konwersja fenotypu iMLS-B na cMLS-B zachodzi w wyniku mutacji (SNP, insercji, delecji,
duplikacji, transpozycji), zachodzacych in vivo najcz¢sciej w obrebie regionu regulatorowego

ermAR, znajdujacego si¢ powyzej sekwencji kodujacej genu ermA.

13. Czynnikiem sprzyjajacym powstawaniu mutanidéw jest presja selekcyjna klindamycyny.

Obserwowany w okresie 24- letnim ponad 14- krotny wzrost odsetka szczepow S. aureus
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konstytutywnie opornych na MLS-B koreluje ze spadkiem cze¢stosci izolacji wariantow

iMLS-B (spadek 12,3- krotny).

Konwersja fenotypu iMLS-B na ¢cMLS-B jest zjawiskiem odwracalnym, a zredukowanie
presji selekcyjnej klindamycyny moze prowadzi¢ do rewersji ¢cMLS-B do wariantu

indukcyjnego lub nawet w pelni wrazliwego.

U zadnego ze szczepow HA-MRSA-GRSA pochodzacych z réznych o$rodkéw klinicznych
nie stwierdzono obecnosci genu vanA, co oznacza, ze opornos¢ ta ma charakter endogenny

i nie ma ryzyka jej przekazania na drodze mechanizméw horyzontalnego transferu genéw.

W populacji badanych HA-MRSA-GRSA dominuja warianty oporne na teikoplanine,

natomiast jedynie co czwarty izolat wykazuje fenotyp VRSA.

Wyselekcjonowane HA-MRSA-GRSA nalezaly przede wszystkim do kompleksu CC8 i niosty
kasety SCCmec typu IA i Ill, byly to: CC8/ST247-SCCmec-lA - klon Iberian oraz
CCB/ST241-SCCmec-1l1 - klon Finland-UK. Obserwowane w tym przypadku wypieranie
kompetycyjne dotyczylo przede wszystkim klonéw CC8/ST239-SCCmec-111/Brazilian
oraz CC8/8T241-SCCmec-111/Finland-UK.

Wigkszos¢ analizowanych HA-MRSA-GRSA wykazywala fenotypowa opornosé rowniez

na aminoglikozydy i antybiotyki MLS-B, co zostato potwierdzone badaniami molekularnymi.

Szczepy GRSA  wykazuja podwyzszong zdolnos¢ do  produkcji  zaréwno
zewngtrzkomdrkowego mukopolisacharydu, jak i biofilmu (SMP/SSP), co zwiazane
jest najprawdopodobniej z wystepowaniem zaburzen struktury i funkcji peptydoglikanu
$ciany komorkowej oraz defektem globalnego systemu regulatorowego Agr. Posrednim
skutkiem dysfunkcji Agr jest przelaczenie fenotypu toksynotwdrczego na fenotyp adhezyjny,
czyli biofilm- pozytywny.

Na podstawie wynikéw uzyskanych w metodzie Freeman mozliwa jest ocena jedynie
zdolnodci  szczepdw do wytwarzania zewnatrzkomérkowego mukopolisacharydu oraz
mozliwos¢ wystgpienia mechanizmu ica- zaleznego, kiory nie zawsze prowadzi do utworzenia
biofilmu. W metodzie Christensena ustalono faktyczng zdolno$é do formowania biofilmu.
Daje si¢ tu zaobserwowa¢ wzmocnienie efektu tworzenia biostruktury tzw. ,,biofilm booster
effect” (dotyczy udziatu wariantow SSP w puli SP), najprawdopodobniej o efekt mechanizmu
zwigzanego z produkcja bialek adhezyjnych z rodziny MSCRAMM (microbial surface
components recognizing adhesive matrix molecule), bialka SasG, Bap, otoczki

polisacharydowej oraz z uwalnianiem eDNA.
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21. Cecha SMP/SSP wyraza si¢ przede wszystkim w mechanizmie ica- niezaleznym i wykazuje
nizszg wrazliwosé¢ na warunki stresu oksydacyjnego, w pordwnaniu do szczepdw S. aureus

wrazliwych zaréwno na meticyline, jak i wankomycyne.

22, Uzyskana w trzech ostatnich pracach charakterystyka szczepow S. awreus niewrazliwych
na glikopeptydy potwierdza i dokumentuje, iz warianty GRSA naleza do wysoce opornych,
wysoce zjadliwych i przez to niezwykle niebezpiecznych patogenéw, a problem zakazen

przez nie wywolywanych jest aktualny réwniez w Polsce.

23. Uzyskane w cyklu prac wyniki moga stanowi¢ wartosciowe dane do opracowan o charakterze
epidemiologicznym, do oceny tendencji ewclucyjnych szczepéw HA-MRSA wystepujacych
na analizowanych oddzialach chirurgicznych oraz transplantacyjnych; moga by¢ réwniez
przydatne do ustalenia wzorcéw farmakologicznych antybiotykoterapii empirycznych

dedykowanych indywidualnie dla poszczegdlnych klinik lub oddziatéw.

5, Omoéwienie pozostalych osiagni¢é naukowo — badawczych®:
* numery wymienianych prac odpowiadajq pozycjom w wykazie dorobku publikacyjnego (Zalgeznik nr 5,

sekcja {14 i D)

5.1. Badania dotyczace opornosci S. awreus na antybiotyki z grupy MLS-B, prace
nr: 18, 19, 20, 30

Tematyka opornosci S. aureus na antybiotyki stanowila jeden z gléwnych przedmiotow moich badan,
zaréwno przed, jak i po doktoracie. Oprocz prac wchodzacych w sklad dziela, jeszcze 6 publikacji
bylo poswigconych opornosci S. aureus na leki. Szczegblng uwage poswigcitam badaniom
mechanizméw opornosci na antybiotyki z grupy MLS-B, i tej tematyki dotyczg prace (18, 20 i 30)
w wykazie publikacji.

W pracy nr (18) wykazano, ze polowa analizowanych szczepéw MRSA wyrazala fenotyp
iMLS-B, dominujacym genem byl ermA, ktdry wystepowal najczesciej pojedynczo lub {facznie
z ermC. Izolaty zawierajgce gen ermA byly oporne réwniez na spektynomycyne, a ponadto w tescie
indukcyjnosci (D-test) w obrgbie strefy zahamowania wzrostu nie obserwowano zadnych
pojedynczych kolonii. W przypadku szczepow zawierajacych pojedyfnczy gen ermC, genotyp
korelowal z wrazliwoscia na spektynomycyne, a w strefie D-testu obserwowano wystepowanie
pojedynczych kolonii bakteryjnych opornych na klindamycyne (praca 20). Przeprowadzone w latach
pozniejszych (2012-2014) analizy poréwnawcze wykazaly znaczacy wzrost odsetka wariantow

szczepow konstytutywnie opornych na MLS-B, ktéremu jednoczeénie towarzyszyl spadek udzialu
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iMLS-B oraz wzrost odsetka wariantow wrazliwych. Znaczgco wzrdst rdwniez udzial szczepéw
ermC- pozytywnych (praca 30). W przedstawionych pracach wykazano, ze szczepy MRSA
pochodzace od pacjentéw warszawskiego szpitala klinicznego nieustannie ewoluuja w kierunku
wariantow konstytutywnie opornych na MLS-B oraz w kierunku wariantéw zawierajacych gen ermC,
ktére ulegaja spontanicznym mutacjom do fenotypu c¢MLS-B ze znacznie wyzsza czestoscig
niz izolaty zawierajagce gen ermA. Wyniki te skionity mnie do przeprowadzenia analizy
retrospektywnej opornosci szczepéw MRSA na antybiotyki MLS-B na przestrzeni 24 lat oraz oceny
korelacji uzyskanych fenotypéw ze zuzyciem klindamycyny na wybranych oddzialach szpitalnych

analizowanego osrodka klinicznego, co stalo si¢ zasadniczym celem pracy (H4).

W powigzaniu z pracami dotyczacymi opornosci szczepéw S awreus na MLS-B,
przeprowadzono réwniez badania oceny wrazliwosci klinicznych izolatbw MRSA na komercyjny
preparat zlozony, chinupristina/dalfopristina. Na podstawie danych literaturowych wiadomo bylo,
iz szczepy S. awreus zawierajgce geny erm zachowuja wrazliwo$¢ na dzialanie bakteriostatyczne
chinupristiny/dalfopristiny. Brakowato jednak danych na temat wlasciwosci bakteriobojczych
tego preparatu w stosunku do szczepéw MRSA. Przeprowadzono badania, ktérych celem byla ocena
wartosci minimalnych  stgzed bdjczych (MBC) oraz tolerancji szczepéw opornych
na chinupristing/dalfopristine. Material do badan stanowily szczepy MRSA o fenotypie iMLS-B
i réznych genotypach erm oraz odpowiadajace im mutanty wykazujace fenotyp konstytutywnej
opornosci na MLS-B. Wykazano, ze analizowane iMLS-B wykazywaly wrazliwo$¢ na zabijanie przez
chinupristing/dalfopristing, a odpowiadajagce im mutanty ¢MLS-B charakteryzowaly sie nawet
16- krotnym wzrostem wartosci MBC w pordwnaniu do wariantow macierzystych. Wyniki

niniejszych analiz zostaly opublikowane w pracy nr (19).

5.2. Badanie nosicielstwa §. aureus wirdd studentéw wydzialéw lekarskich, praca nr 32

Praca (32) jest efektem wspotpracy o charakterze naukowo-dydaktycznym ze studentami
Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego. Badania zostaty przeprowadzone w ramach dziatalnosci
Studenckiego Kolta Naukowego przy Katedrze i Zakladzie Mikrobiologii Lekarskiej WUM, ktorego
jestem opiekunem. Publikacja dotyczy oceny wystepowania meticylinoopornych oraz
mupirocynoopornych szczepdw S. awreus wsrdd studentow kierunku lekarskiego WUM, w latach
2014-2016. W pracy wykazano, iz studenci medycyny moga by¢ bezobjawowo skolonizowani
zardwno szczepami MRSA, jak i wariantami niewrazliwymi na mupirocyne, przez co mogg stanowic
potencjalne zagrozenie dla siebie oraz innych osoéb z kontaktu, w tym rowniez dla leczonych

pacjentow.
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5.3. Mechanizmy regulacyjne u S, aureus (praca pogladowa), praca nr 3

Wyrazenie fenotypu bakteryjnego o okreslonej charakterystyce jest uzaleznione od wielu czynnikéw
i podlega zlozonym, zaréwno wewnatrz- , jak i zewnatrzkomérkowym mechanizmom regulacyjnym.
W kolejne] pracy poswigconej tematyce S. auwreus podjelam temat globalnych systemow
regulacyjnych u gronkowca zlocistego. W efekcie zostala wydana publikacja pogladowa (3).
Analizowane w niniejszej pracy mechanizmy podzielilam na dwie zasadnicze grupy,
tj.: dwuskiadnikowe systemy przekazywania sygnatu (TCSTS - two component signal transduction
system), aktywne rowniez w ukltadach ,quorum sensing”, takie jak: AgrAC, SaeSR, SrrAB, ArlISR,
LytSR, Rap/TraP oraz czynniki transkrypcyjne np.: Rot, Sigmag, MgrA, biatka SarA, SarR, Sar§,
SarT, SarU, SarV, SarX, SarY czy SarZ. Modyfikacja ekspresji genéw u S. aureus moze przebiegac
rowniez na poziomie inicjacji translacji, przy wykorzystaniu mechanizmu matych antysensownych
czasteczek RNA, RNA III lub na poziomie dojrzalego produktu genu, przy udziale proteaz Clp,
0 czym takze wspomniatlam w niniejszym opracowaniu. W poszczegdlnych akapitach pracy
szczegOlowo opisano strukture i organizacje TCSTS na przykladzie najlepiej poznanego globalnego
systemu regutacyjnego gendéw agr (accessory gene regulator). W przedstawionej pracy pogladowej
duzo uwagi podwigcilam rowniez na charakterystyke znaczenia systemu genéw agr w wyrazaniu
zroznicowanego fenotypu, ze szczegblnym uwzglednieniem fenotypu: adherentnego, czyli zdolnego
do kolonizacji i tworzenia biofilmu; fenotypu toksynotworczego (inwazyjnego) oraz fenotypu

niewrazliwego na antybiotyki, zwlaszcza z grupy glikopeptydéw.

5.4. Prace dotyczace charakterystyki Kklinicznych izolatdbw Bacteroides fragilis oraz

Parabacteroides sp., prace nr: 16, 17, 31

Poniewaz jednym z moich gléwnych zainteresowan naukowych byta tematyka zwigzana z opornoscia
szczepéw bakteryjnych na antybiotyki z grupy MLS-B, zdecydowalam sie na uczestnictwo
w projekcie, ktorego celem bylo oznaczenie fenotypu oraz genotypu opornosci typu MLS-B
u klinicznych izolatéw bezwzglednie beztlenowych pateczek Gram-ujemnych z rodzaju Bacteroides
oraz Parabacteroides. W toku przeprowadzanych badan oceniano wystepowanie opornosci
na klindamycyng (metoda E-testu), wystgpowanie opornosci krzyzowej na makrolidy, linkozamidy
i streptograminy B, jak rdwniez, przy zastosowaniu techniki PCR, wykrywano determinanty
genetyczne, ktére najczgsciej warunkuja fenotyp MLS-B u bezwzglednych beztlenowcdw
(ermF, ermB oraz ermG). Podjgto takze prébe korelacji uzyskanych wynikéw fenotypowych
z genotypem. W wyniku przeprowadzonych badan stwierdzono, pozytywna korelacje fenotypu
opornosci na klindamycyne z obecnoscig genu ermF. Ponadto stwierdzono, ze wsréd 42% izolatdw
wrazliwych na klindamycyng, przy jednoczesnej opornosci na erytromycyne, u 7,1% wystepuje

w genomie gen ermF. W zaleceniach EUCAST wrazliwo$¢ bezwzglednych beztlenowcéw powinna
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by¢ badana tylko wobec klindamycyny. Uzyskane wyniki zostaly opublikowane w dwdch pracach
oryginalnych (16 i 31), o tacznym IF 2,022, MNiSW 22. Ostatnia praca (17), powiazana z tematykg
Bacteroides oraz Parabacteroides, kibra zostala opublikowana w marcu 2019 w czasopi$mie
Anaerobe, IF 2,742; MNiSW 25 dotyczyla charakterystyki fenotypowej oraz genetycznej
analizowanych szczepéw paleczek Gram- ujemnych na antybiotyki z innych grup oraz wystgpowania

genu bfr.

5.5. Prace dotyczace typowania molekularnego izolatéw Enterococcus faecium, prace nr: 6, 10

W toku swojej dzialalnosci bratam réwniez udzial w realizacji projektu dotyczacego charakterystyki
molekularnej wankomycynoopornych szczepéw Enterococcus faecium (VRE), pochodzacych
od pacjentow z klinik chirurgicznych i transplantacyjnych warszawskiego szpitala klinicznego.

Efektem wspélpracy byla publikacja dwdch prac oryginalnych (6) oraz (10).

W pracy z roku 2011 {6) przeprowadzono analiz¢ ré6znicowa klinicznych izolatéw VRE, przy
zastosowaniu dwéoch metod typowania genetycznego, tj.. PFGE oraz MLST. Na podstawie
uzyskanych wynikow stwierdzono, ze wszystkie badane szczepy sa blisko spokrewnione ze soba
i naleza do jednego kompleksu klonalnego CC17, kt6ry zaliczany jest do klonow epidemicznych
i charakteryzuje si¢ globalnym rozprzestrzenieniem w Polsce, w Europie i na swiecie. W obrebie
CC17 zidentyfikowano przedstawicieli osmiu typéw sekwencyjnych ST, z czego trzy byly dominujgce
(ST78, ST440 oraz ST192) i stanowily lacznie 82,8% wszystkich analizowanych szczepéw VRE.
Uzyskane wyniki sugerowaly wprowadzenie na wiasciwych oddzialach wzmozonego nadzoru
sanitarno-epidemiologicznego. Rezultaty dalszych badafn (10) pozwolity na wzbogacenie
charakterystyki szczepow VRE, o wykrywanie obecnosci w genomie izolatéw sekwencji insercyjnej

1816, specyficznej dla wariantow pochodzenia szpitalnego.

5.6. Prace dotyczace kolonizacji protez z¢bowych przez mikroflore gronkowcows u pacjentéow

leczonych przeszczepem narzadowym, prace nr: 12, 13, 27, 28, 33

Niniejsze prace powstaly we wspélpracy z Katedrg Protetyki Stomatologicznej oraz klinikami
transplantacyjnymi Szpitala Dziecigtka Jezus. Zakazenia bakteryjne u pacjentéw leczonych
przeszczepem narzadowym stanowig w ostatnich latach narastajacy problem. Zagadnienie
to poruszatam juz na poczatku mojego autoreferatu, uzasadniajac celowo$é przeprowadzanych badan,
bedacych waiznym elementem mojego dorobku habilitacyjnego. Zasadniczym celem projektu
badawczego byla weryfikacja, jakie oprécz endemicznej mikroflory szpitalnej oraz endogennej flory
fizjologiczne] pacjentéw mogg byc inne potencjalne Zrédia infekeji u oséb poddawanych

transplantacjom narzgdowym. Ze wzgledu na specyfike wieku tej grupy pacjentow (sg to najczesciej
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osoby powyzej 50 roku zycia), dtugi czas utrzymywania w organizmie oraz porowato$é struktury
tworzywa akrylowego, ocenie postanowiono podda¢ ruchome uzupelnienia protetyczne. Warte
zaznaczenia jest, iz w przypadku oséb przygotowywanych do zabiegu transplantacji narzgdowej,
rutynowo sg wykonywane badania przesiewowe w kierunku kolonizacji wielolekoopornymi
szczepami bakteryjnymi. Jednak zakres tych badan jest ograniczony do poczatkowego i koncowego
odcinka przewodu pokarmowego (wymazy z blony sluzowej gardla i odbytu) oraz gérnych drog
oddechowych (wymazy z blony §luzowej przedsionka jamy nosowej). Protezy zebowe, ktdre sg czgsto
uzytkowane przez pacjentéw z tej grupy ryzyka moga stanowi¢ wazny rezerwuar potencjalnych
patogendw, pomijanych w postgepowaniu standardowym. Podjety projekt naukowy zostal
przeprowadzony w latach 2012-2017, przy wspdtpracy czterech jednostek, tj.: Katedry Protetyki
Stomatologicznej, Katedry i Zaktadu Mikrobiologii Lekarskiej, Kliniki Chirurgii Ogoblnej
i Transplantacyjnej oraz Kliniki Immunologii, Transplantologii i Choréb Wewngtrznych,
Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego. Efektem przeprowadzonych badan bylo opublikowanie
cyklu pigciu prac oryginalnych, oznaczonych numerami: 12, 13, 27, 28 i 33. Badanie dotyczyto
pacjentéw kwalifikowanych lub po przeprowadzonym przeszczepie narzadowym nerki, uzytkujacych
trwate uzupelnienia protetyczne. Jako marker mikrobiologiczny podjetych analiz postanowiono

potraktowac ziarenkowce z rodzaju Staphylococcus.

Grupg badana, ktorg stanowilo facznie 57 pacjentow kwalifikowanych do leczenia przeszczepem
narzagdowym nerki oraz 27 osdb z grupy kontrolnej, ktéra stanowili pacjenci ogdlnie zdrowi,
uzytkujgcy protezy zebowe, leczeni stomatologicznie w Katedrze Protetyki Stomatologicznej WUM.
Od pacjentéw pobierano wymazy z gardla oraz powierzchni dosluzéwkowej plyty akrylowej protezy
gornej. Uzyskane wyniki poddano analizie statystycznej, przy wykorzystaniu oprogramowania
STATISTICA 6.1.

Lacznie, wyizolowane od grupy badanej oraz kontrolnej szczepy, przyporzadkowano
do 15 gatunkéw w obrgbie rodzaju Staphylococcus. Zaréwno w grupie pacjentéw badanych,
jak i grupie kontrolnej, najczgsciej izolowanym gatunkiem byl Staphyiococcus epidermidis
(46,7% oraz 38,5%). Obecnos¢ S. gureus stwierdzono jedynie w grupie badanej. W okresie rocznej
obserwacji grupy badanej udzial szczepow S. epidermidis w kolonizacji gardet ulegt znaczacemu
obnizeniu z prawie 57% do 27%, natomiast udziat S. aureus w tej samej lokalizacji oraz w tym samym
okresie czasu ulegl znacznemu podwyzszeniu z 5,4% do 16,7%. Poziom kolonizacji protez przez
gatunek S. epidermidis utrzymywal si¢ stabilnie (ok. 47,7%) przez caly okres badany, natomiast
S. aureus po caltkowitej eliminacji w wyniku zastosowania profilaktyki okolooperacyjnej, pod koniec
analizowanego okresu ponownie kolonizowat protezy na poziomie zblizonym do stanu wyjéciowego.
Czgstos¢  izolacji szczepow Staphylococcus wykazywala tendencje wzrostowa w  okresie
przyjmowania terapii immunosupresyjnej, co w niniejszych badaniach bylo skorelowane
ze wzrastajacymi dawkami lekéw immunosupresyjnych: mykofenolanu mofetylu oraz azatiopryny.
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5.7. Praca z zakresu protetyki estetycznej, praca nr 25

Niniejsza praca jest to opis przypadku klinicznego, dotyczacy zastosowania licéwek ceramicznych,
wykonanych w technice napalania na folii platynowej, w celu poprawy estetyki uzebienia,
po zastosowanym uprzednio leczeniu ortodontycznym. Jest to innowacyjna i mato inwazyjna metoda,
ktéra umozliwia poprawe jakosci uzebienia, z pominigciem etapu preparacji filaréw. Efektem
zastosowanego leczenia byla poprawa estetyki uzgbienia oraz zadowolenie pacjentki,
przy jednoczesnie minimalnym uszkodzeniu tkanek twardych wiasnych. Praca (25) zostala

opublikowana w czasopi$mie Protetyka Stomatologiczna.

5.8. Prace dotyczgce analizy wrailiwoSci na antybiotyki oraz charakterystyki genetycznej
wielolekoopornych szczepéw paleczek Gram-ujemnych, pochodzacych od pacjentéw

Z oddzialéw chirurgicznych i transplantacyjnych, prace nr: 1, 2, 5, 7, 11, 14, 15, 26

Problemy zakazen wywolywanych przez wielolekooporne szczepy bakteryjne (MDR), szczegdlnie
na oddzialach szpitalnych, na ktorych hospitalizowani sg pacjenci z obnizong reaktywnoscia
immunologiczng, s3 niewatpliwym faktem. W dotychczas opisywanych przeze mnie projektach
naukowych nasza uwaga koncentrowala si¢ przede wszystkim na ziarenkowcach Gram-dodatnich
z rodzajdw Staphylococcus oraz Enterococcus. | jak poczatek problemu z wystepowaniem infekcji
o etiologii MRSA, gléwnym obiektem moich zainteresowan, sigga poczatku lat 60 XX wieku,
co czyni ten problem starym, ale jednoczesnie wcigz bardzo aktualnym, tak trudnosci zwigzane
z pojawianiem si¢ wielolekoopornych paleczek Gram-ujemnych (MDR-PGN) sa istotnym problemem
ostatnich kilkunastu lat. Dlatego tez, dotychczasowa wspolpracg z klinikami chirurgiczno-
transplantacyjnymi warszawskiego szpitala klinicznego postanowilidmy poszerzy¢ rowniez
o zakres MDR-PGN.

Do szczegblnie niebezpiecznych zaliczamy pateczki, ktére wykazuja fenotyp braku
wrazliwosci na antybiotyki z grupy karbapenemdw, w mechanizmie polegajacym na wytwarzaniu
karbapenemaz kodowanych plazmidowo. W zakazeniach u ludzi waznag role odgrywaja paleczki
fermentujace glukoze z rodzin Enterobacteriaceae, Morganellaceae i Yersiniaceae, jak rowniez
paleczki niefermentujace, z rodzajéw Pseudomonas czy Acinetobacter. Wsréd karbapenemaz
najbardziej istotne z klinicznego i epidemiologicznego punktu widzenia sa KPC (Klebsiella
pneumoniae carbapenemases), zaliczane do beta-laktamaz klasy A oraz metalo-beta-laktamazy MBL
(NDM, IMP, VIM, GIM, SIM, SPM), zaliczane do klasy B wg klasyfikacji Amblera. Na szczegdlng
uwage zastuguja szczepy posiadajace zdolnosé do produkeji karbapenemaz KPC i NDM (New Delhi
metallo beta-lactamases), ze wzgledu na bardzo szerokie spektrum tych enzyméw wobec
antybiotykow beta-laktamowych, jak réwniez latwosci przekazywania determinant pomiedzy
szczepami tego samego lub rdznych gatunkéw. Prowadzone badania dotyczyly wykrywania, oceny
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profilu lekowrazliwosci oraz mechanizmu molekularnego w przypadku wariantéw opornych,
jak réwniez typowania genetycznego szczepdw w celu oceny pokrewienistwa izolatow bakteryjnych
i ich potencjalu epidemicznego (RLFP-PFGE) i/lub okreslenia przynaleznosci do miedzynarodowych
klonéw (MLST). Rezultaty przeprowadzonych badan zostaly opublikowane w cyklu o$miu prac
oryginalnych (1, 2, §, 7, 11, 14, 15, 26), wydanych w okresie od 2009 do 2018 (najwazniejsze z nich
zostaly wypunktowane ponizej). Jedna praca, w ktdrej uwzglednione zostaly izolaty K. preumoniae
KPC- pozytywne z réznych oddzialow analizowanego szpitala klinicznego, stanowila wieloosrodkowe
opracowanie koordynowane przez Krajowy Ogrodek Referencyjny ds. Lekowrazliwosci

Drobnoustrojéw (KORLD) (publikacja 7; IF 4,841).

» W latach 2003-2009 na oddziatach warszawskiego szpitala klinicznego opornosé
na karbapenemy wystgpowata czgsciej u paleczek Gram-ujemnych niefermentujacych

niz u Enterobacteriaceae.

* Szczepy Pseudomonas aeruginosa niewrazliwe na karbapenemy, wystepujace na oddziatach
chirurgiczno-transplantacyjnych analizowanego szpitala, w latach 2007-2011, wyrazaly
fenotyp opornosci w 60-82% w mechanizmie zwiazanym z produkcja beta-laktamaz MBL,

determinowanym przede wszystkim obecnoscia genu blaVIM.

¢ Od 2008 roku na oddziatach analizowanego o$rodka klinicznego (w tym réwniez w klinikach
chirurgicznych i transplantacyjnych) s3 odnotowywane przypadki izolacji, szczepow
PGN (gléwnie K. pneumoniae) posiadajacych zdolnos¢ do produkeji karbapenemaz typu

KPC. Przypadki te dotycza przede wszystkim z zakazen petno- objawowych.

¢ lzolowane szczepy KPC- pozytywne najczesciej wyrazaja fenotyp MDR lub nawet XDR
(extensively drug resistant), z fenotypowa wrazliwoscig jedynie na kolistyne, tigecykling

iflub amikacyne.

e lzolowane szczepy K. prewmonice KPC- pozytywne najczeiciej nalezg do wysoce
epidemicznego typu sekwencyjnego ST258, ktéry charakteryzuje si¢ wysoka heterogennoscia

oraz globalnym rozprzestrzenieniem o charakterze klonalnym.

e Od 2014 roku na oddzialach chirurgiczno-transplantacyjnych analizowanego szpitala
pojawiajg si¢ przypadki izolacji szczepdw, gtéwnie z gatunku K. preumoniae, posiadajgcych

zdolno$é do produkceji karbapenemazy NDM.

e [zolowane szczepy wytwarzajgce NDM, najczesciej wyrazaja fenotyp MDR, a potencjalne
opcje terapeutyczne stanowia jedynie: kolistyna, gentamycyna, amikacyna, tigecyklina

i/lub trimetoprim/sulfametoksazol.
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¢  Wprowadzenie obowigzkowych badan przesiewowych w kierunku bezobjawowe) kolonizacji
paleczkami NDM przy przyjeciu pacjentdéw na oddzialy szpitalne, skutkowato ogdlnym
wzrostem czg¢stosci izolacji szczepow NDM- pozytywnych (izolacje od pacjentéw
skolonizowanych), przy jednoczesnym spadku czestosci izolacji z zakazen o charakterze

objawowym.
e W 2008 roku wyizolowano trzy pierwsze izolaty S. marcescens oporne na karbapenemy.

* Wazng rol¢ w zakazeniach o charakterze inwazyjnym u pacjentéw poddawanych leczeniu
immunosupresyjnemu odgrywaja paleczki Stenotrophomonas maltophilia, charakteryzujace

si¢ naturaing opornoscia na karbapenemy.

5.9. Prace dotyczace badania aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej nowo zsyntetyzowanych

zwigzkéw chemicznych, prace nr: 8,9, 23, 24

W latach 2009-2012 uczestniczytam réwniez w badaniach prowadzonych we wspélpracy z Katedrg
i Zakladem Chemii Medycznej WUM. Celem prowadzonych analiz byla ocena aktywnosci
przeciwdrobnoustrojowej nowo zsyntetyzowanych zwigzkéw, bedacych pochodnymi kwasu
2-benzofuranokarboksylowego, pochodnymi 17-azapentacyclo [6.6.5.0°7.0>".0""""] nonadec-
2,4,6,9,11,13-heksaen-16,18-dionu i I-bromo-17-azapentacyclo [6.6.5.0"7.0*".0""""] nonadec-
2,4,6,9,11,13-heksaen-16,18-dionu oraz /H -benzo[ de Jizokwinolino-1,3( 2H )-dionu. Efektem
publicystycznym tej wspétpracy byla publikacja czterech artykuléw oryginalnych (8, 9, 23, 24),
za ktore autorzy prac zostali nagrodzeni w roku 2013 Nagroda Rektora: ,,Nagroda Naukowa I stopnia

za wspolautorstwo cyklu prac dotyczacych syntezy zwigzkow biologicznie czynnych™.

5.10. Prace dotyczgce wykrywania oraz charakterystyki czynnikéw wirulencji u paleczek

Campylobacter, prace nr: 4, 21

W roku 2007 i 2010 zostaly opublikowane dwie prace, ktére powstaly w powiazaniu z tematyka, ktérg
zajmowalam si¢ podczas wykonywania pracy magisterskiej w Instytucie Genetyki Bakterii, Wydziatu
Biologii Uniwersytetu Warszawskiego. Pierwsza z nich (21) byla to praca pogladowa, w ktorej
scharakteryzowano podstawy genetyczne kolonizacji przewodu pokarmowego u drobiu przez szczepy
mikroaerofilnych paleczek Gram-ujemnych Campylobacter jejuni. Natomiast druga publikacja (4)
stanowila oryginalne opracowanie dotyczace wykrywania i charakterystyki molekularnej
potencjalnych czynnikéw zjadliwosci C. jejuni, determinujacych kolonizacje oraz inwazyjnosé tych

drobnoustrojow. Laczna punktacja opublikowanych prac wynosila IF 1,482; MNiSW 29,
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5.11. Praca dotyeczgca wystepowania wiruséw HPV w wycinkach z polipéw jelita grubego,

praca nr 29

W toku wspdlpracy naukowej, jakg nasza Katedra prowadzila z Klinikag Dermatologii i Wenerologii
WUM, uczestniczylam réwniez w badaniach z zakresu wirusologii. Celem podjetego projektu byla
ocena, czy wirusy HPV moga stanowic czynnik sprzyjajacy powstawaniu lagodnych oraz ztosliwych
zmian nowotworowych w jelicie grubym. Przeprowadzono badanie wystepowania wiruséw HPV-6,
-11, -16 i -18 w wycinkach z polipéw jelita grubego pobranych od pacjentow Kliniki
Gastroenterologii i Choréb Wewngtrznych WUM. Badanie przeprowadzono na wycinkach pobranych
od 24 pacjentow. Obecnos¢ DNA HPV-6, -11, -16 i -18 badano przy zastosowaniu metody real-time
PCR w aparacie Smart CyclerDx, Cepheid. Stwierdzono, ze udzial HPV w patogenezie polipéw jelita
grubego i ewentualna ich rola w transformacji nowotworowej polipéw nadal pozostaja niewyjasnione,

a onkogenne HPV najprawdopodobniej nie odgrywajg roli w patogenezie polipéw jelita grubego (29).

5.12. Kierowanie i/lub udzial w realizacji projektow naukowo-badawczych

W trakcie swojej dzialalnosci naukowo-badawczej uczestniczylam w realizacji jednego grantu
finansowanego z funduszy KBN (zrealizowanego oraz pozytywnie rozliczonego w latach
2008-2010). Bytam rowniez kierownikiem oraz wykonawca w czterech Projektach Milodego
Badacza, finansowanych z funduszy Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego (zrealizowanych oraz
pozytywnie rozliczonych w latach 2010-2016). Szczegolowe informacje o udziale w projektach
naukowych zostaly zamieszczone w Zalgezniku nr § pt.: ,,Wykaz opublikowanych prac
naukowych lub twérezych prac zawodowych oraz informacja o osiggnieciach dydaktycznych,

wspolpracy naukowej i popularyzacji nauki”.

5.13. Moje osiagni¢cia naukowe otrzymaly nastgpujace nagrody oraz wyrdznienia

¢ Nagroda Naukowa im. Janusza Jeljaszewicza, nadana przez: Anng Dabrowskg-
Jeljaszewicz, Danute Dzierzanowska, Jana Wiliama oraz Wydawnictwo Medyczne
Alfa-Medica Press, dla Kseni Szymanek-Majchrzak za prace doktorska pt.: ,,Wykrywanie
i charakterystyka szczepow VISA i hetero-VISA wirod szczepow Staphylococcus aureus

pochodzacych z materiatéw klinicznych" (2010)

* Wyréinienie nadane uchwala Rady Wydzialu I Wydzialu Lekarskiego WarszawskKiego
Uniwersytetu Medycznego dla Kseni Szymanek-Majchrzak za prace doktorska

pt.: ,Wykrywanie i charakterystyka szczepow VISA i hetero-VISA wsréd szczepow

Staphylococcus aureus pochodzacych z materiatéw klinicznych" (2010)
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Nagroda Naukowa im. Prof. Edmunda Mikulaszka, przyznana przez Zarzad Gléwny
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im. Prof. E. Mikulaszka, za prace naukowsg: Lasica A, Wyszyniska A, Szymanek K, Majewski
P, Jagusztyn-Krynicka EK. ,Inactivation of the Campylobacter Dsb oxidative pathway
Walters invasion and colonization”. J Appl Gen. 2010;51:383-93. (2012)

Wyrdznienie nadane przez Polskie Towarzystwo Mikrobiologéw za prace naukowa:

Szymanek-Majchrzak K, Majchrzak K, Wodzynska S, Miynarczyk A, Miynarczyk G.

» Wplyw atmosfery beztlenowej na zdolnos¢ klinicznych izolatéw Staphylococcus aureus oraz

S. epidermidis do produkcji zewngtrzkomorkowego mukopolisacharydu oraz biofilmu” (2014)

5.14. W ramach samodoskonalenia oraz rozwoju zawodowo-naukowego uczestniczylam réwniez

w stazach, kursach oraz warsztatach zaréwno w zagramicznych, jak i krajowych osrodkach

naukowych lub akademickich

Staz zagraniczny - European Centre for Disease Prevention and Control (ECDC),
Public Health England (PHE), Colindale, London NW9 SHT, UK, 17-21.11.2014

Staze oraz kursy w ramach specjalizacji z ,,Mikrobielogii” (w toku) organizowane przez

instytucje oraz jednostki szkolace, uprawnione do przeprowadzania kurséw specjalizacyjnych

Kursy, staze, szkolenia, warsztaty doskonalace w zakresie pracy dydaktycznej i naukowej
oraz posiedzenia i wyklady organizowane m.in. przez: European Centre for Disease
Prevention and Control, Technical University of Denmark (DTU), Krajowy Osrodek
Referencyjny ds. Lekowrazliwosci Drobnoustrojéow (KORLD), Centralny Osrodek
Badan Jako$ci w Diagnostyce Mikrobiologicznej, Fundacje Centrum Mikrobiologii
Klinicznej, Naredowy Program Ochrony Antybiotykéw, Polskie Towarzystwo
Mikrobiologdéw. Niniejsze formy doskonalenia dotyczyly przede wszystkim zastosowan
nowoczesnych metod biologii molekularnej w  diagnostyce mikrobiologicznej
oraz w genetycznych analizach genoméw mikroorganizméw. Ostatnie szkolenie, w ktérym
bratam udzial pt.: ,Whole genome sequencing of bacterial genomes - tools
and applications”, zorganizowane przez Technical University of Denmark (DTU),
w terminie 30.04 - 11.06.2018, dotyczylo mozliwosci zastosowania technologii
sekwencjonowania nowej generacji (NGS) w globalnych oraz pordwnawczych analizach

genomow bakteryjnych.
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Wykaz opublikowanych prac naukowych oraz szczegotowe informacje o pozostalych osiggnieciach
habilitanta (m.in.: udziale w projektach naukowych, uzyskanych nagrodach, udziale w licznych
kursach, stazach oraz warsztatach, promotorstwie pomocniczym w otwartym przewodzie doktorskim,
opiece nad pracami magisterskimi, opiece nad Studenckim Kotem Naukowym oraz innych
osiggnigciach o charakterze dydaktycznym i/lub organizacyjnym), zostaly zamieszczone
w Zalgczniku nr 5 pt: ,Wykaz opublikowanych prac naukowych lub twérczych prac
zawodowych oraz

informacja o osiggnigeiach dydaktycznych, wspélpracy naukowej

i popularyzacji nauki”,

Podsumowanie osiggnie¢ naukowo — badawezych

Jestem autorem lub wspélautorem 40 publikacji naukowych, w tym 35 prac oryginalnych,
petnotekstowych (IF 23,995; MNISW 449), trzech prac pogladowych (IF 0,379; MNiSW 37),
jednej pracy wieloosrodkowej (IF 4,841) oraz jednego opisu przypadku (MNiSW 5).

Tabela: Prace opublikowane przed i po uzyskaniu stopnia naukowego doktora

Dorobek Przed doktoratem Po doktoracie
publikacyjny Liczba | IF | MNiSW | Liczba | IF | MNiSW
Prace oryginalne 9 3.47 106 26 20,525 343
Opisy przypadkdéw - - - 1 - 5
Prace pogladowe 2 0,108 22 1 0,271 15
Prace wieloosrodkowe |- - - 1 4,841 -
RAZEM 11 3,578 128 29 25,637 363

Laczny IF mojego dorobku naukowego wynosi: 29,215
1 gczna punktacja MNISW: 491

Liczba cytowani wg Bazy Web of Science (bez autocytowan): 107

Indeks Hirscha wedlug bazy Web of Science: §
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