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tytul osiagnigcia naukowego:

Analiza struktur klonalnych wybranych populacji bakterii rzedu Enferobacterales
niewrazliwych na dzialanie cefalosporyn o rozszerzonym spektrum substratowym,
wytwarzajacych karbapenemazy typu VIM/IMP lub OXA-48/181 w Polsce i w Europie,
2006-2017.

Osiggniecie naukowe stanowi monotematyczny cykl 7 oryginalnych, pelnotekstowych
publikacji naukowych. Sumaryczny Impact Factor prac stanowigcych osiagniecie naukowe
wynosi 34,093. Laczna liczba punktéw zgodnie z obowigzujagcymi kryteriami MNiSW
wynosi 280.



b) wykaz publikacji stanowiacych osiaggni¢cie naukowe:

Publikacja 1.
Izdebski R#*, Baraniak A*, Fiett J, Adler A, Kazma M, Salomon J, Lawrence C, Rossini A,

Salvia A, Vidal Samso J, Fierro J, Paul M, Lerman Y, Malhotra-Kumar S, Lammens C,
Goossens H, Hryniewicz W, Brun-Buisson C, Carmeli Y, Gniadkowski M; MOSAR WP2
and WP5 Study Groups. Clonal structure, extended-spectrum p-lactamases, and acquired
AmpC-type cephalosporinases of Escherichia coli populations colonizing patients in
rehabilitation centers in four countries. Antimicrob Agents Chemother. 2013 Jan;57(1):309-
16. PMID: 23114774 *- réwne wspotautorstwo. IF 4,451; MNiSW 40

Mo6j udziat wyniost 25% i polegal na zaplanowaniu i doborze metod badawczych, wykonaniu
badan laboratoryjnych (identyfikacja gatunkowa metoda automatyczng Vitek 2, analiza
fenotypow ESBL i AmpC tzw. testem dwoch krgzkéw na podlozach z i bez kloksacyliny,
typowanie metodami PFGE i MLST, analiza eBURST,), analizie i opracowaniu wynikow.

Publikacja 2.
Baraniak A*, Izdebski R*, Fiett J, Sadowy E, Adler A, Kazma M, Salomon J, Lawrence C,

Rossini A, Salvia A, Vidal Samso J, Fierro J, Paul M, Lerman Y, Malhotra-Kumar S,
Lammens C, Goossens H, Hryniewicz W, Brun-Buisson C, Carmeli Y, Gniadkowski M;
MOSAR WP2 and WP5 Study Groups. Comparative population analysis of Klebsiella
pneumoniae strains with extended-spectrum B-lactamases colonizing patients in rehabilitation
centers in four countries. Antimicrob Agents Chemother. 2013 Apr;57(4):1992-7. *-réwne
wspoélautorstwo. IF 4,451; MNiISW 40

M¢j udziat wynidst 25% 1 polegal na zaplanowaniu i doborze metod badawczych, wykonaniu
badaf laboratoryjnych (identyfikacja gatunkowa metods automatyczng Vitek 2, analiza
fenotypow ESBL i AmpC tzw. testem dwoch kragzkéw na podlozach z i bez kloksacyliny,
typowanie metodami PFGE 1 MLST), analizie 1 opracowaniu wynikow.

Publikacja 3.
Izdebski R, Baraniak A, Herda M, Fiett J, Bonten MJ, Carmeli Y, Goossens H, Hryniewicz

W, Brun-Buisson C, Gniadkowski M; MOSAR WP2, WP3 and WP5 Study Groups. MLST
reveals potentially high-risk international clones of Enterobacter cloacae. J Antimicrob
Chemother. 2015 Jan;70(1):48-56. IF 4,919; MINiSW 40

Moj udzial wynidst 65% 1 polegal na opracowaniu koncepcji pracy, zaplanowaniu i doborze
metod badawczych, wykonaniu badan laboratoryjnych (identyfikacja gatunkowa metoda
automatyczng Vitek 2, analiza fenotypéw ESBL i AmpC tzw. testem dwoch krazkow na
podiozach z i bez kloksacyliny, typowanie metodami PFGE i MLST, analiza eBURST,
analiza filogenetyczna na podstawie konkatamerdow sekwencji alleli MLST, charakterystyka
B-laktamaz za pomoca reakcji PCR i sekwencjonowania), analizie i opracowaniu wynikow
oraz przygotowaniu manuskryptu.

Publikacja 4.
Papagiannitsis CC*, Tzdebski R*, Baraniak A, Fiett J, Herda M, Hrab4k J, Derde LP, Bonten
MJ, Carmeli Y, Goossens H, Hryniewicz W, Brun-Buisson C, Gniadkowski M; MOSAR
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WP2, WP3 and WP35 study groups; MOSAR WP2 WP3 and WPS study groups. Survey of
metallo-B-lactamase-producing Enterobacteriaceae colonizing patients in European ICUs and
rehabilitation units, 2008-11. J Antimicrob Chemother. 2015 Jul;70(7):1981-8. *-réwne
wspotautorstwo. IF 4,919; MNiSW 40

Méj udziat wyniost 25% i polegal na zaplanowaniu i doborze metod badawczych, wykonaniu
badan laboratoryjnych (identyfikacja gatunkowa metoda automatyczna Vitek 2, analiza
fenotypéw MBL testem dyfuzyjno-krazkowym z EDTA, typowanie metodami PFGE 1
MLST, sekwencjonowanie gendow blayy oraz integronow je zawierajacych, charakterystyka
plazmidow metoda PFGE S1 i hybrydyzacja z sonda blavpy), analizie i opracowaniu

wynikow.

Publikacija 3.

Izdebski R, Fiett J, Urbanowicz P, Baraniak A, Derde LP, Bonten MJ, Carmeli Y, Goossens
H, Hryniewicz W, Brun-Buisson C, Brisse S, Gniadkowski M; MOSAR WP2, WP3 and WP5
Study Groups; MOSAR WP2 WP3 and WP35 Study Groups. Phylogenetic lineages, clones
and B-lactamases in an international collection of Klebsiella oxytoca isolates non-susceptible
to expanded-spectrum cephalosporins. J Antimicrob Chemother. 2015 Dec;70(12):3230-7. IF
4,919; MINiSW 40

Moj udzial wynidst 65% i polegat na opracowaniu koncepcji pracy, zaplanowaniu 1 doborze
metod badawczych, wykonaniu badan laboratoryjnych (identyfikacja gatunkowa metoda
automatyczng Vitek 2, analiza fenotypéw ESBL i AmpC tzw. testem dwoch krazkow na
podiozach z i bez kloksacyliny, typowanie metodami PFGE i MLST, analiza eBURST,
analiza filogenetyczna na podstawie konkatameréw sekwencji alleli MLST, charakterystyka
B-laktamaz OXY za pomoca reakcji PCR i sekwencjonowania, charakterystyka nabytych [3-
laktamaz za pomocg reakcji PCR 1 sekwencjonowania), analizie i opracowaniu wynikoéw oraz
przygotowaniu manuskryptu.

Publikacja 6.
Izdebski R, Baraniak A, Zabicka D, Machulska M, Urbanowicz P, Fiett J, Literacka E,

Bojarska K, Kozinska A, Zieniuk B, Hryniewicz W, Gniadkowski M. Enferobacteriaceae
producing OXA-48-like carbapenemases in Poland, 2013-January 2017. J Antimicrob
Chemother. 2018; 73(3):620-5. IF §5,217; MNiSW 40

Moj udziat wynidst 55% i polegal na opracowaniu koncepcji pracy, zaplanowaniu i doborze
metod badawczych, wykonaniu badan laboratoryjnych (typowanie metodami PFGE i MLST,
sekwencjonowanie genow typu blapxa oraz transpozondw je zawierajacych, charakterystyka
plazmidéw metodg PFGE S1 i hybrydyzacja z sonda blapgxa-as, charakterystyka B-laktamaz za
pomoca reakcji PCR 1 sekwencjonowania), analizie 1 opracowaniu wynikéw oraz
przygotowaniu manuskryptu.

Publikacja 7.
Tzdebski R, Baraniak A, Zabicka D, Sekowska A, Gospodarek E, Hryniewicz W,

Gniadkowski M. VIM/IMP carbapenemase-producing Enterobacteriaceae in Poland:
epidemic Enterobacter hormaechei and Klebsiella oxytoca lineages. J Antimicrob Chemother.
2018; 73(10):2675-81. IF 5,217; MNiSW 40



Moj udzial wynidst 50% i polegal na zaplanowaniu i doborze metod badawczych, wykonaniu
badaf laboratoryjnych (typowanie metodami PFGE i MLST, sekwencjonowanie genow
blaypy oraz integrondw je zawierajgcych, charakterystyka plazmidow metoda PFGE S1 i
hybrydyzacja z sonda blavpv, charakterystyka [-laktamaz za pomoca reakcji PCR 1
sekwencjonowania), analizie i opracowaniu wynikow.

omowienie celu naukowego ww. prac i osiagnietych wynikow

Ostatnie dziesigciolecia to czas ogromnego postepu medycyny zwigzanego z rozwojem
naukowym 1 technologicznym. W obliczu tych pozytywnych zmian, u progu powaznego
kryzysu znajduje si¢ niewatpliwie obszar, coraz czesciej nazywany, medycyna zakazen.
Zwigzane jest to z szybkim narastaniem opornosci bakterii na antybiotyki, napedzanym m. in.
masowym ich stosowaniem w medycynie, weterynarii i rolnictwie. Dodatkowo, narastaniu
opornosci towarzyszy staly wzrost liczby pacjentdw z podwyzszonym ryzykiem nabycia
infekeji tj. ze skrajnych grup wiekowych, o przedhuzonej hospitalizacji, poddawanych
immunosupresji czy intensywnej opiece medycznej. Nie bez znaczenia pozostaje tu réwniez
czesto$¢ przenoszenia pacjentow pomiedzy szpitalami o réznym stopniu referencyjnosci,
masowe podréze czy migracje umozliwiajgce przenoszenie drobnoustrojéw na duze
odlegtosci. Opornos¢ bakterii obejmuje wszystkie stosowane grupy lekéw, a poprzez
akumulacje w pojedynczych szczepach moze prowadzié¢ do powaznych ograniczen opcji
terapeutycznych, a w skrajnych przypadkach do ich catkowitego braku. Wobec zaistnialych
faktow, liczne sSwiatowe autorytety zaczety przedstawiac realng grozbe nadejscia tzw. ery
postantybiotykowej. W obliczu tego narastajgcego problemu, ogromnego znaczenia nabierajg
badania naukowe w zakresie epidemiologii lekoopornych szezepéw bakteryjnych, polegajace
na analizie struktur ich populacji, wyréznianiu i sledzeniu tempa rozprzestrzeniania
pandemicznych klonoéw tzw. wysokiego ryzyka, oraz charakterystyce elementow
genetycznych  determinujacych  lekoopornosé. Akumulacja wiedzy o  biologii
chorobotwoérczych patogendw jest konieczna do wyjasnienia powstania, drog i mechanizmow
ciaglego ich rozprzestrzeniania si¢, a uzyskane wyniki pomagaja opracowaé strategie
ograniczajace 1 w jak najwigkszym stopniu eliminujgce ten niebezpieczny proces, wliczajgc w
to nowe leki oraz szczepionki. Nowoczesna epidemiologia zrewolucjonizowana dzieki
wykorzystywaniu technik biologii molekularnej znacznie przyczynita sie do rozwoju wiedzy
w zakresie genetyki molekularnej, populacyjnej i ewolucyjnej bakterii.

Badania epidemiologiczne drobnoustrojéw patogennych sa fundamentem tworzenia
racjonalnej polityki antybiotykowej oraz zwalczania zakazen i choréb zakaznych, od
lokalnego poziomu pojedynczego oddziatu czy szpitala, poprzez regiony i kraje, koficzac na
kontynentach i catym globie. Jednym z gtéwnych narzedzi stosowanych w epidemiologii jest
réznicowanie wewnatrzgatunkowe izolatow bakteryjnych, zwane typowaniem lub
genotypowaniem. Umozliwia ono identyfikacje, charakterystyk¢ oraz ewentualne Sledzenie
drog i tempa rozprzestrzeniania si¢ poszczegolnych szeczepéw bakteryjnych. Na poziomie
oddzialu szpitalnego typowanie moze potwierdzi¢ lub wykluczyé wystgpienie ogniska
epidemicznego, dostarczajac jednoczesnie wskazowek umozliwiajacych wygaszenie i
zapobieganie ich wystgpowaniu w przyszlosci. W wiekszej skali, poprzez poznanie
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drobnoustrojow odnoszacych sukces epidemiczny i Sledzenie drég ich rozprzestrzeniania,
pozwala opracowa¢ skuteczne metody profilaktyki, zaréwno na poziomie indywidualnym jak
1 populacji, oraz leczenia 0sob zakazonych.

Metody typowania oparte na analizic DNA, maja na celu wyrdznienie
charakterystycznych cech poszczegdlnych izolatow bakteryjnych, umozliwiajac tym samym
ich zaszeregowywanie w grupy wykazujace podobienstwo lub pokrewienstwo. W zaleznosci
od potrzeb, w réznicowaniu wewnatrzgatunkowym stosuje si¢ szeroki wachlarz technik
badania DNA, od pojedynczych reakcji PCR, poprzez analizg restrykeyjna, hybrydyzacje czy
sekwencjonowanie, konczac na réznorodnych metodach elektroforetycznego rozdzialu DNA.
W ostatnich latach do repertuaru metod genetycznych wykorzystywanych w genotypowaniu
zostaly dolgczone techniki bazujace na sekwencjonowaniu genomowym (ang. whole genome
sequencing, WGS). WGS umozliwia uzyskanie kompleksowe], genetycznej charakterystyki
badanego izolatu, na poziomie rozdzielczym niespotykanym do tej pory w tradycyjnych
metodach. Z tego tez wzgledu, w polaczeniu z stale zmniejszajacymi si¢ cenami, WGS
rewolucjonizuje nie tylko badania naukowe, czy podejscie do rutynowych dochodzen
epidemiologicznych, ale réwniez otwiera nowe mozliwosci prowadzenia analiz o szerszym
zakresie terytorialnym i czasowym. Chociaz zastgpowanie konwencjonalnych metod
typowania przez WGS jest procesem nieodwracalnym, w dalszym ciggu ze wzgledu na
koszty, dostep do technologii oraz niezbedny warsztat bioinformatyczny, w krajach o
ograniczonych budzetach stuzby zdrowia i nauki pozostaje technologia relatywnie bliskie]
przysztosci. Dlatego tez, niektére metody typowania oparte na tradycyjne) biologii
molekularnej, ze wzgledu na stosunkowo wysokq site rozdzielcza, w dalszym ciagu zaliczane
sa do metod referencyjnych i powszechnie stosowane sg w badaniach epidemiologicznych.
Analiza zmiennos$ci dilugosci fragmentéw restrykcyjnych genomowego DNA z uzyciem
elektroforezy w zmiennym polu elekirycznym, potocznie zwana elektroforeza pulsacyjna
(ang. restriction fragment length polymorphism — pulsed-field gel electrophoresis, RFLP-
PFGE lub PFGE), przez wiele lat byla uwazana za metode referencyjng w typowaniu
molekularnym wielu gatunkéw bakterii. Poprzez rozdzial w zmiennym polu elektrycznym
fragmentow genomu, powstalych w wyniku trawienia rzadko tnacg endonukleazg
restrykcyjna, uzyskuje sie charakterystyke catego chromosomu bakteryjnego. Podobienstwa i
roznice uzyskiwanych wzoréw restrykcyjnych, regulowane $ci$le okreslonymi kryteriami,
odzwierciedlaja relacje pokrewiefistwa zachodzace miedzy badanymi izolatami. Metoda
PFGE doskonale sprawdza sie w analizach zaréwno pojedynczych ognisk epidemicznych, jak
rowniez w szeroko zakrojonych badaniach poréwnawczych. Niewatpliwa wada metody,
oprocz czasochtonnosei sa trudnosei w porownywaniu uzyskiwanych wynikow pomiedzy
roznymi osrodkami. Dlatego tez, w uzupelnieniu analiz PFGE stosuje si¢ czgsto metode
typowania poprzez sekwencjonowanic wybranych loci (ang. multilocus sequence typing,
MLST). Technika MLST polega na sekwencjonowaniu, najczesciej siedmiu, wybranych
fragmentéw gendw metabolizmu podstawowego komoérki. Warianty otrzymanych sekwencji
sq przypisywane zapisowi numerycznemu, ktory z kolei przeklada si¢ na profil alleliczny .
uszeregowany zestaw numeréw alleli poszczegolnych genéw badanych w ramach,
wladciwego dla gatunku, schematu MLST. Do kazdego profilu allelicznego jest rowniez
przypisywany unikatowy numer i okreslany jako typ sekwencyjny (ang. sequence type, ST).
Metoda MLST stosowana jest powszechnie w typowaniu drobnoustrojéw, zaréwno na

6



poziomie lokalnym jak i globalnym, zwlaszcza w wicloosrodkowych analizach
poréwnawczych, poruszajacych zagadnienia rozprzestrzeniania si¢ szczepéw na duzych
obszarach i w diuzszej skali czasowej. Ogromng zaletq metody MLST jest jednoznacznosé
otrzymywanych wynikéw i tatwo$¢ wymiany danych, uzyskiwanych w laboratoriach na
calym $wiecie. Stosowanie tej metody umozliwilo identyfikacje wielu szczegdlnie
niebezpiecznych, pandemicznych klondw rozprzestrzeniajacych si¢ na catym swiecie, czgsto
zwigzanych z szerzeniem lekoopornosci w populacjach drobnoustrojow.

Rzad Enterobacterales (od 2016 r. zmiana w taksonomii, dawniej rodzina
Enterobacteriaceae) sklada sig¢ z szeregu powszechnie wystepujacych organizmow,
kolonizujacych przewody pokarmowe ssakow i1 bgdacych naturalng komensalng mikroflora
jelitowa. Przedstawiciele tego rzedu s rowniez oportunistycznymi patogenami
powodujgcymi szereg zakazen zarowno szpitalnych, jak i poza szpitalnym pochodzeniu. Do
najczestszych infekeji wywolywanych przez te bakterie nalezy wymieni¢ zakazenia ukladu
moczowego, bakteremie, pozaszpitalne zapalenia pluc oraz zakazenia skory i tkanki migkkie;j.
Dwa glowne gatunki Escherichia coli oraz Klebsiella pneumoniae sa odpowiedzialne za
ogromna liczbg zakazen ukladu moczowego w skali calego $wiata. Szacuje sig, ze ok. 25%
wszystkich zakazen uktadu moczowego jest wywolywanych przez E. coli, natomiast ok. 15%
szpitalnych zakazen ukladu moczowego jest powodowane przez K. pneumoniae. Dwa
wspomniane gatunki s3 roéwniez najczestszymi, sposrdd bakterii Gram-ujemnych,
przyczynami bakteriemii i sepsy. E. coli jest takze czgstym czynnikiem zakazen jamy
brzusznej lub zapalen opon mézgowo-rdzeniowych u noworodkéw, a K. preumoniae jednym
z kluczowych czynnikéw szpitalnych zapalers phuc. Pomimo potencjalnie ogromnego zestawu
lekéw antybakteryjnych, ktore w teorii moglyby by¢ stosowane w leczeniu zakazen
wywotywanych przez Enterobacterales, wiele sposrdéd nich, a w skrajnych przypadkach
wszystkie, nie wywotujg pozadanego efektu w zwigzku z coraz powszechniejsza
wielolekoopornoscig. Liste potencjalnych lekéw stanowig przede wszystkim antybiotyki -
laktamowe, od penicylin o szerokim spektrum dziatania, poprzez cefalosporyny i
monobaktamy do karbapenemoéw, jak rowniez aminoglikozydy, fluorochinolony, tetracykliny
oraz kotrimoksazol. Wytwarzanie -laktamaz, czyli enzymow hydrolizujgcych antybiotyki B-
laktamowe, jest u Enterobacterales gtdwng strategiag prezentowania opornosci na antybiotyki
B-laktamowe. Zdecydowana wigkszos¢ Entferobacterales wytwarza naturalne p-laktamazy,
enzymy hydrolizujace antybiotyki B-laktamowe, o najrézniejszych cechach biochemicznych 1
reprezentujagce rozne klasy strukturalne. Wytwarzanie naturalnych B-laktamaz, bez
modyfikacji w rejonach promotorowych, podnosi poziom niewrazliwosci na antybiotyki -
laktamowe w sposob nieznaczny lub, z punktu widzenia klinicznego, nie zmienia go wcale.
W przeciwienstwie do naturalnych enzymoéw, nabyte B-laktamazy klas A-D odgrywaja
gtowng rolg¢ w prezentowaniu opornosci na antybiotyki B-laktamowe. Enzymy te bardzo
czesto sg ulokowane na plazmidach nalezgcych do réznych grup niezgodnoéci, czasami o
wysokim potencjale koniugacyjnym i szerokim spektrum gospodarzy. Dodatkowym
czynnikiem sprzyjajacym rozprzestrzenianiu si¢ opornosci na antybiotyki, w tym antybiotyki
B-laktamowe, jest klonalne rozprzestrzenienie si¢ mikroorganizmdéw je wytwarzajacych.
Wyréznienie wielu takich klondéw, cz¢sto tworzacych kompleksy klonalne, ktore
rozprzestrzenily si¢ na wszystkich kontynentach, odgrywajgec tym samym kluczowg role w
szerzeniu si¢ oporno$ci na antybiotyki bylo mozliwe dzigki wprowadzeniu schematow MLST
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dla ré6znych gatunkéw Enterobacterales. Prace prowadzone nad strukturami populacji bakiterii
umozliwiaja poszerzenie wiedzy na temat ich biologii, pozwalaja zrozumie¢ podstawy
sukcesu epidemicznego oraz dostarczaja wskazowek do kontroli ich rozprzestrzeniania.

Przedstawiane osiggniecie naukowe sktada sie z dwoch przenikajacych sie czesci. W
pierwszej zostaly przedstawione wyniki uzyskane podczas realizacji miedzynarodowego
projecktu EU MOSAR, w drugiej opisano rezultaty molekularnych analiz izolatow
nadestanych do Krajowego Osrodka Referencyjnego ds. Lekowrazliwosci Drobnoustrojow
(KORLD). Uzyskane wyniki w znaczacy sposob przyczynily sie do poglebienia wiedzy na
temat struktur populacji badanych gatunkéw, wyrdznienia dominujacych klonow 1 sledzenia
dynamiki zmian zachodzgcych zaréwno w kraju jak i Europie.

Projekt MOSAR (ang. Mastering hOSpital Antimicrobial Resistance) sfinansowany przez
Komisje Europejska w ramach 6 Programu Ramowego, miatl na celu wieloaspektowe badania
rozprzestrzeniania si¢ lekoopornosci u istotnych klinicznie drobnoustrojow na oddziatach
intensywnej opieki medycznej, oddziatach chirurgicznych oraz rehabilitacyjnych
zlokalizowanych w wielu krajach FEuropy i na terytorium Izraela. Jednym z celow projektu
byla analiza struktur populacji gatunkéw nalezacych do rodziny Enterobacteriaceae (obecnie
rzad Enterobacterales) niewrazliwych na dziatanie cefalosporyn o rozszerzonym spektrum
substratowym wraz z molekularng analiza determinant opornosci. Badaniem zostali objeci
pacjenci 13 oddzialow intensywnej opieki medycznej zlokalizowanych w szpitalach we
Francji (3 szpitale), Grecji (2), Hiszpanii (1), Luksemburgu (1), Lotwie (1), Portugalii (2),
Stowenii (2) i Wiloszech (1), oraz pigeiu oddzialow rehabilitacyjnych z Francji (2 szpitale),
Hiszpanii (1) i Izraela (2 szpitale). Od polowy 2008 do potowy 2011 roku wszystkim 17945
pacjentom przyjmowanym na wymienione oddzialy zostaly pobrane wymazy z odbytu w
kierunku nosicielstwa d. Enterobacteriaceae i byly one powtarzane regularnie podczas
hospitalizacji i w momencie wypisu. Pobrany materiat byl nastepnie wysiewany na podtoza
chromogenne w kierunku bakterii wytwarzajacych ESBL i interpretowane zgodnie z
instrukcja producenta. Material zinterpretowany jako d. FEnferobacteriaceae oporne na
cefalosporyny o rozszerzonym spektrum substratowym (n=8230) zostat przestany do
Narodowego Instytutu Lekow w celu dalszych badan molekularnych. W ramach
prezentowanego osiggniecia naukowego przedstawiono prace dotyczace nastepujacych
gatunkéw: Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Enterobacter cloacae 1 Klebsiella
oxytoca, jak rdéwniez omoOwiono analize wszystkich zidentyfikowanych izolatow
wytwarzajacych metallo-f-laktamazy typu VIM.

Krajowy O$rodek Referencyjny ds. Lekowrazliwos$ci Drobnoustrojow (KORLD),
wchodzgey w struktury Narodowego Instytutu Lekéw, w ramach dziatalnosci referencyjno-
diagnostycznej i monitorujacej wykonuje m. in. badania potwierdzenia istotnych
mechanizméw opornosci zar6wno metodami fenotypowymi jak 1 molekularnymi dla
laboratoriow 1 szpitali z terenu catej Polski. Przeprowadzane sa réwniez typowania metodami
biologii molekularnej szczepéw pochodzacych w ognisk epidemii szpitalnych i
pozaszpitalnych z opracowywaniem ekspertyz dla celéw epidemiologicznych, jak réwniez
monitorowaniem rozprzestrzeniania si¢ w $rodowisku szpitalnym 1 pozaszpitalnym
wieloopornych szczepéw bakteryjnych tzw. patogendéw alarmowych istotnych z punktu
widzenia klinicznego i1 epidemiologicznego. W skiad opisywanego osiagnigcia naukowego
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zostaty wlaczone dwie prace opisujace analizy struktur populacji Enterobacterales
wytwarzajacych karbapenemazy typu VIM/IMP MBL z lat 2006-12 oraz typu OXA-48/181 z
lat 2013-17 nadestanych do KORLD w celu potwierdzenia mechanizmdéw opornosci.

Publikacja 1. — Clonal structure, extended-spectrum B-lactamases, and acquired AmpC-
type cephalosporinases of FEscherichia coli populations colonizing patients in
rehabilitation centers in four countries.

Tytul polski: Struktura klonalna izolatow Escherichia coli wytwarzajacych cefalosporynazy o
rozszerzonym spektrum substratowym oraz nabyte AmpC, kolonizujagcych pacjentow
oddzialéw rehabilitacyjnych zlokalizowanych w czterech krajach.

Omawiana publikacja jest pierwszg z cyklu prac zrealizowanych w ramach projektu EU
MOSAR ukierunkowanego na nosicielstwo Enterobacteriaceae opornych na cefalosporyny o
rozszerzonym spektrum substratowym. Celem omawianego manuskryptu byla analiza
klonalna izolatow Escherichia coli zebranych od pacjentow oddzialéw rehabilitacyjnych kilku
europejskich szpitali oraz z lzraela, wraz z charakterystyka wytwarzanych przez nie (-
laktamaz.

Badaniem objeto 376 izolatéw E. coli zebranych w latach 2008-09 od pacjentéw pigciu
szpitali zlokalizowanych we Francji (n=31 pacjentéw), Hiszpanii (n=32), Wtoszech (n=108) i
[zraelu (dwa szpitale oznaczone jako LH n=64 i TA=141). Wszystkie izolaty zostalty poddane
analizie PFGE. Na podstawie uzyskanych wynikow, 240 izolatow reprezentujgcych gidwne
typy PFGE oraz po kilka izolatéw reprezentujacych najliczniejsze typy, zostato poddanych
analizie MLST umozliwiajace] wyrdznienie 76 typdéw sekwencyjnych (ST). Wskaznik
zréznicowania klonalnego badane] populacji zostal okreslony na poziomie 81,9% (z
przedziatem ufnosci 77,9%-85,8%) i réznit si¢ w zaleznosci od osérodka: 73,8% (64,3%-
83,2%) we Wtoszech, 80,9% (74,8%-87,0%) w szpitalu TA w Izraelu, 83,0% (69,4%-96,2%)
we Francji, 86,0% (79,6%-92,4%) w szpitalu LH w Izraelu oraz 91,3% (85,4%-97,3%) w
Hiszpanii. Uzyskane wyniki pokazaly znaczace zrdéznicowanie w strukturze klonalnej E. coli
w zaleznosci od osrodka, z wigkszym rozprzestrzenieniem spokrewnionych izolatdw we
Wioszech i Izraelu (szpital TA) oraz wskazaly na wysokg roznorodnos¢ genetyczng badangj
grupy izolatow w Hiszpanii.

W  przynajmniej dwoch szpitalach umiejscowionych w  roznych  krajach
scharakteryzowano 22 ST skupiajace 292 izolaty (77,7%). Sposrdéd 10 ST zaobserwowanych
W co najmniej trzech szpitalach, siedem liczyto 10 lub wiecej reprezentantéw. Do ST10,
ST38, ST69, ST131, ST405, ST410 1 ST648 przyporzadkowano 245 izolatdow (65,2%).
ST131 (n=1335; 41,2%) okazat si¢ by¢ najliczniej reprezentowanym typem sekwencyjnym, w
réznej skali dominujacym w kazdym z badanych o$rodkéw, od 25,0% w Hiszpanii, 32,8% i
41,1% w Izraelu (szpitale LH i TA), 41,9% we Francji do 50,9% we Wioszech. Dodatkowo,
pojedynczy izolat z Wioch, prezentowat nowy typ sekwencyjny ST1827 po raz pierwszy
opisany w omawianej pracy, bedacy wariantem ST131 w pojedynczym allelu (ang. single
locus variant, SLV). Izolaty ST131 i ST1827 tworzyly, najliczniejszy w badanej populacii,
kompleks klonalny (CC) 131. ST131 budzit juz wczesniej szczegdlne zainteresowanie wielu



badaczy ze wzgledu na powszechne, globalne wystepowanie i czgste wytwarzanie CTX-M-
15. Czesto$¢ jego wystepowania w Hiszpanii oraz Francji i Wioszech byla zgodna z
wezesniejszymi doniesieniami, natomiast dane z Izraela byly pierwszymi tego rodzaju i
jednymi z pierwszych z rejonu Srodkowego Wschodu. ST10 byt znacznie mniej licznie
reprezentowany (n=19; 5,1%), ale podobnie jak STI131, wystgpowal we wszystkich
szpitalach. ST10 wraz z ST48, ST167, ST617, ST744, ST1488, ST1830, ST1831 1 ST2519
tworzyl CC10 grupujacy 34 izolaty (9,0%). Cztery sposréd nich ST1488 1 ST1831 (Wlochy),
ST1830 (Hiszpania) oraz ST2519 (Izrael szpital LH) =zostaly po raz pierwszy
scharakteryzowane podczas realizacji projektu. Trzy sposréd wymienionych zostaly
zidentyfikowane w szpitalu w ktérym stwierdzono wystepowanie ich wczedniej znanych
SLV, co mogloby sugerowaé ewolucje ST w danym szpitalu. Wystgpowanie ST10 1 jego rola
w rozprzestrzenianiu opornosci byty wezesniej raportowane w Hiszpanii, Wtoszech, Egipcie i
Kanadzie. Pigédziesiat cztery ST, w tym 16 nowych, zostalo zidentyfikowanych w zaledwie
jednym szpitalu. Stanowity one 22,6% wszystkich izolatow (n=84), ze szczegdlnym udziatem
w Hiszpanii (40,6%) i Francji (32,3%). Niektore sposrod nich odgrywaly lokalnie znaczacg
role np. ST156 (12,5%) i ST393 (9,4%) w Hiszpanii oraz ST372 (9,2%) 1 ST398 (6,4%) w
Izraelu (szpital TA), bedac jednoczesnie posrednig przyczyng réznorodnosci badanych
populacji.

Najliczniej reprezentowane klony E. coli o szerokim zasiggu rozpowszechnienia
prezentowaly wiele typéw PFGE, réwniez w pojedynczych osrodkach. Niektore sposrod nich
tworzyly wieksze liczebnie grupy, siggajace powyzej 5% izolatéw w osrodku i osiggajgce
maksymalne wartosci przekraczajace 20% we Wioszech i Izraelu. Najbardziej zréznicowany
pod tym wzgledem byl ST131 reprezentowany przez 5-7 typéw PFGE pochodzacych z
poszczegblnych o$rodkéw we Francji, Hiszpanii i Izraelu (szpital TA), 13 typow z drugiego
izraelskiego szpitala oraz 19 typéw z Wiloch. Roéznorodno$é wzordw rozdziahu
elektroforetycznego wspomnianych typéw osiaggalo wartoSci nawet ponizej 60%
podobienistwa. Heterogenno$¢ typéw PFGE ST131 byla juz wezesniej obserwowana, i
najprawdopodobniej zwiazana jest z dlugotrwata ewolucja klonu, prowadzacg do wyrdznienia
kilku linii klonalnych o mozliwym zwigkszonym potencjale epidemicznym. Podobnie, sukces
ewolucyjny niektérych typéw PFGE ST10, ST69 i ST648 wystepujacych w poszczegolnych
o$rodkach, moégl by¢ zwigzany ze zwiekszong ich wirulencjg w polaczeniu z nabyta
opornoscia na antybiotyki.

Zdecydowana wiekszoé¢ analizowanych izolatow E. coli wytwarzala B-laktamazy typu
ESBL (n=356; 94.7%), i wliczajac dwa izolaty wytwarzajace dwa enzymy, byli to
przedstawiciele rodzin CTX-M (n=303; 79,9%), SHV (n=51; 13.5%) i TEM (n=4; 1,1%).
Czestosé wystepowania enzymoéow CTX-M byta rozna w zaleznodciom osrodka, od 66,7% w
Hiszpanii, 69,2% 1 77,3% w Izraclu, 78,1% we Francji do 94,4% we Wloszech.
Reprezentowane one byly przez cztery grupy CTX-M-1, -2, -9 i -25, z 1-5 wariantami. Grupy
CTX-M-1 i CTX-M-9 byly najliczniejsze i wystgpowaly powszechnie (odpowiednio 50,1% i
23,5%). Najliczniej scharakteryzowanym enzymem byl CTX-M-15 produkowanym przez 154
izolaty nalezace do 29 klonéw (40,6% sposrod wszystkich enzymdéw). Czestosé
wystepowania CTX-M-15 réznita si¢ znaczaco w zaleznosci od osrodka, wahajac sie 60,2%
we Wiloszech od 12,1% w Hiszpanii. W tym ostatnim kraju najliczniej reprezentowany byt
CTX-M-14 (39,4%). Ciekawym spostrzezeniem bylo poréwnanie czgstosci wystgpowania i
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dystrybucji klonéw wytwarzajacych CTX-M-27 i CTX-M-1, obecnych w trzech oérodkach i
liczacych odpowiednio 42 i 30 producentéw (11,1% i 7,9% sposrod wszystkich enzymow).
CTX-M-27 byt najliczniej charakteryzowanym enzymem w jednym ze szpitali izraelskich
(TA; 24,8%), wytwarzanym przez zaledwie trzy ST, podczas gdy CTX-M-1 byt powszechny
w os$rodku wioskim (23,1%) byl zwigzany z 26 klonami. Powyzsze spostrzezenia ukazaty
powszechne rozprzestrzenienie enzymow CTX-M, ze szczegolnym uwzglednieniem CTX-M-
15 i CTX-M-14, obserwowane wczesnie] w ostatnich latach w roéznych rejonach $wiata.
Enzymy SHV (cztery warianty) najliczniej reprezentowane byly wsrod izolatéw z Hiszpanii
(27,3%) 1 lzraela (szpital TA; 17,7%), podczas gdy enzymy TEM (dwa warianty)
wystepowaly jedynie we Francji, w kraju w ktérym w przesztosci doszto do intensywnego ich
rozprzestrzenienia. f-laktamazy typu AmpC zostaly zidentyfikowane w niewielkiej liczbie
izolatéw (n=21; 5,6%) 1 byly to enzymy typu CMY-2 (n=20; 5,3%) oraz DHA-1 (n=1; 0,3%).
Enzymy typu CMY-2 byly oprécz CTX-M-15 i CTX-M-14, jedynymi [-laktamazami
obecnymi we wszystkich osrodkach.

Analiza poréwnawcza klondw cechujacych si¢ duzym rozpowszechnieniem i
wytwarzanych przez nie f-laktamaz, wykazala brak s$cistej korelacji. Przedstawiciele
poszezegolnych klondéw wytwarzali rozne B-laktamazy, jednak mozna bylo zaobserwowaé
zwigzek pomiedzy typem PFGE 1 wytwarzang [-laktamazg. U STI131 zostalo
zidentyfikowanych 10 roznych B-laktamaza, z dominacja CTX-M-15 (58,7% izolatéw
ST131), jednakze przedstawiciele poszczegdlnych podtypéw PFGE (izolaty prezentujace
identyczne wzory rozdziatlu -elektroforetycznego) wytwarzali jeden wariant enzymu.
Uzyskane wyniki potwierdzaja wczesniejsze doniesienia o pandemicznych klonach E. coli i
ich niezaleznym rozprzesirzenianiu, oraz lokalnym nabywaniu plazmidéw z genami
opornosci bgdacych dodatkowym wzmocnieniem i czynnikiem ulatwiajacym dalszg
ckspansje. “

Podsumowujgc, omawiana praca byla jedng z wiekszych miedzynarodowych analiz
populaciji £. coli w chwili jej publikowania, ukazujacg kompleksowy obraz epidemiologii E.
coli z uwzglednieniem wielu podobienstw i réznic pomiedzy osrodkami reprezentujacymi
trzy europejskie kraje i Izrael. Do podobienstw nalezy zaliczy¢ niewatpliwie wystgpowanie
klonéw o zasiggu globalnym, gtéwnie ST131, i dominacje enzyméw typu ESBL, glownie
CTX-M-15 i CTX-M-14. Z drugiej strony, lokalne populacje roznity si¢ migdzy sobg w
sposob zasadniczy, skladajac sie¢ w potowie z ST nie widzianych w innych osrodkach. Na
podstawie otrzymanych wynikdw wyrézniono kilka wariantéw klondw, ktore moga stac sie w
przysztodci liniami filogenetycznymi o potencjalnie istotnym znaczeniu klinicznym.

Publikacja 2. — Comparative population analysis of Klebsiella pneumoniae strains with
extended-spectrum P-lactamases colonizing patients in rehabilitation centers in four
countries.

Tytut polski: Analiza pordwnawcza populacji izolatow Klebsiella pneumoniae
wytwarzajacych cefalosporynazy o rozszerzonym spektrum substratowym, kolonizujacych
pacjentow oddziatéw rehabilitacyjnych zlokalizowanych w czterech krajach.
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Celem omawianej pracy byla analiza klonalna izolatow Klebsiella pneumoniae
wytwarzajgcych ESBL lub AmpC, zebranych podczas realizacji projektu EU MOSAR,
pochodzacych z nosicielstwa jelitowego pacjentéw pieciu oddzialdéw rehabilitacyjnych
zlokalizowanych w czterech krajach. '

Dwiescie dwadziescia dziewie¢ izolatow K. pneumoniae z lat 2008-09 reprezentowato
Francje (n=19), Hiszpanie (n=25), Wiochy (n=41) i Izrael (dwa szpitale oznaczone jako LH
n=26 i TA=118). Wszystkie izolaty zostaly poddane analizie PFGE, a izolaty reprezentujace
wyrdznione na tej podstawie typy i podtypy PFGE zostaly skierowane do analizy MLST. Na
tej podstawie scharakteryzowano 56 typoéw sekwencyjnych (ST) sposrod ktorych 17 okazato
sie by¢ nowymi: ST378, ST483-485, ST630, ST833-836, ST843-846, ST869, ST904, ST906 i
ST910. Porownanie wynikow analiz PFGE i MLST potwierdzilo wczesniejsze doniesienia o
dobrej korelacji zastosowanych metod, z jednoczesnym wskazaniem na technike PFGE
prezentujacg wyzszg site rozdzielcza. Analiza eBURST wszystkich 1001 ST zdeponowanych
w bazie danych K. preumoniae MLST (sierpiefi 2012r.) ukazala relacje pokrewienstwa i
przynaleznoé¢ klonalng poszczegdlnych ST badanej kolekeji. Trzydziesci ST, reprezentujace
138 izolatéw, zostato zaklasyfikowanych do jednego centralnego kompleksu klonalnego
(CC), sktadajacego sie z 319 (31,9%) znanych ST. Zgodnie z wezesniejszymi doniesieniami,
pojedyncze CC zawierajace powyzej 25% znanych ST powinny ulec rozgrupowaniu na
mniejsze grupy. Tworzenie duzych, nieprawdziwych CC zwiazane jest z powstawaniem tzw.
polifiletycznych grup, powstatych w wyniku transferu DNA i rekombinacji pomiedzy
pokrewnymi i niespokrewnionymi ST. W takich przypadkach przyjeto rozdziela¢ sztuczny
CC na grupy klonalne (CG), skladajace sie¢ z centralnego ST oraz jego warianty w
pojedynczym allelu (ang. single locus variant, SLV) 1 w dwoch allelach (ang. double locus
variant, DLV). Przyjmujac wspomniang zasade, 30 ST wchodzace w sktad fatszywego CC
zostato przyporzadkowanych do 12 CG: wyréznionych wczesniej CG15, CG17, CG39,
CG65, CG101 1 CG258, o zmienionych centralnych genotypach CG35, CG37 1 CG4835, oraz
nowo zaproponowanych CG22, CG76 1 CG292. Sposréd pozostatych ST, dziewigé
skupiajacych 71 izolatow (31,0%) zostalo zaklasyfikowanych do szesciu komplekséow
klonalnych: CC34, CC42, CC147, CC221, CCo611 i CC656. Siedemnascie pozostatych ST
zostato sparowanych z pojedynczym SLV lub nie tworzyto zadnych grup.

Jedenascie ST bylo reprezentowane przez przynajmniej pigé¢ izolatdw (Nmax=26) W
przynajmniej dwoch szpitalach, grupujac 158 izolatow (69,0%). Nalezaly one do dziewigciu
CG lub CC w wigkszosci opisywanych weczesnie] jako globalne genotypy: ST15 (CG15),
ST16 i ST20 (CG17), ST37 (CG37), ST45 (CG485), ST101 (CG101), ST147 1 ST392
(CC147), ST327 (CG35), ST383 (CC42) oraz ST833 (CG258). Dodatkowo, trzy kolejne ST
reprezentowane przez 2-3 izolaty byly widziane w dwoch placowkach. Czterdziesei dwa ST
skupiajace 64 izolaty (27,9%) zidentyfikowano w pojedynczych placowkach. W grupie tej
wystepowaly rowniez genotypy o zasiegu globalnym, na czele z ST11 (CG258; Hiszpania).
Udzial ST charakterystycznych dla pojedynczych os$rodkdw rdznit si¢ znaczaco w zaleznosci
od kraju, od 4,9% we Wioszech do 64,0% w Hiszpanii. Obecno$¢ nowych ST stwierdzono we
wszystkich oérodkach.

Cztery sposréd CG/CC byly reprezentowane przez wyraznie wigksza liczbe izolatow,
szczegdlnie w niektérych lokalizacjach. Izolaty nalezace do CGI5 wystepowaly we
wszystkich szpitalach i1 stanowily najliczniejszg zidentyfikowang grupe klonalng (n=33;
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14,4%). Sposrod czterech ST reprezentujacych t¢ grupe: ST15, ST277, ST326 i ST709,
dominujacym byt ST15 (n=25) bedac jednoczesnie jedynym ST obecnym we wszystkich
ofrodkach. Przedstawiciele CG1S (ST15 i ST326) stanowili najliczniejsza grupg w
hiszpanskim osrodku (48,0%), ukazujac tym samym znaczaco wyzsza czgstose
wystgpowania, w porownaniu z danymi raportowanymi przez inne grupy z tego kraju w
analogicznym okresie czasu. Najwickszg grup¢ izolatdw w omawianym badaniu tworzyly
izolaty sklasyfikowane w CC147 (n=42; 18,3%) wyst¢pujace w czterech szpitalach. Grupe
tworzyly ST147 1 ST392, opisane gléwnie w izraelskich osrodkach, gdzie stanowily
najliczniejsza grupg klonalng (26,9-28,0%). W chwili pisania manuskryptu, ST147 byt czesto
wigzany z opornoscia na karbapenemy ale nie odnotowano jego wystepowania w lzraclu.
Kolejng znaczaca grupe, CG17, skupiajaca sze$é genotypdw: ST16, ST17, ST20, ST630,
ST676 1 ST84S5, zaobserwowano w czterech szpitalach, w tym w osrodku francuskim gdzie
stanowila dominujaca grup¢ (42,1%). W przesztosci, CG17 byla jedng z gtownych grup
zwigzanych z wytwarzaniem ESBL w Kandzie, jak réwniez byla obserwowana w wielu
innych zakatkach $wiata. ST101 zaobserwowano jedynie w dwoch osrodkach, z ogromna
dominacjg we wloskim szpitalu (58,5%), w kraju w ktérym wspomniany ST byl juz wezesniej
opisywany.

Dwiescie dwadzie$cia szes¢ (98,7%) izolatoéw wytwarzato ESBL nalezgce do trzech
rodzin: CTX-M (n=202; 88,2%), SHV (n=22; 9,6%) i TEM (n=2; 0,9%). Czestos¢
wystepowania ESBL typu CTX-M byla rdézna w zaleznoS$ci od oérodka i wahata sie miedzy
63.2% we Francji a 97,5% we Wloszech. Stwierdzono wystepowanie 8 wariantéw nalezacych
do wszystkich znanych pieciu podgrup CTX-M: -1, -2, -8, -9 1 -25. Podgrupa CTX-M-1 byla
najliczniej reprezentowana (n=180; 78,6%)., z najczegscie] wystepujacym przedstawicielem
CTX-M-15 (n=175; 76,4%), potwierdzonym u izolatéw pochodzacych ze wszystkich
oérodkéw, z bardzo duza rézmica czestodei wystepowania w zaleznosci od kraju, od 52,6% we
Francji do 92,7% we Wloszech. Obecno$é CTX-M-15 zostata stwierdzona u 27 ST. Obecno$é
enzyméw SHV, najliczniejsze SHV-5 1 SHV12, zostal potwierdzona we wszystkich krajach,
natomiast -laktamazy typu AmpC zostaly wyrdznione u trzech izolatow i byty to CMY-2
(n=2; 0,9%) oraz DHA-1 (n=1; 0,5%). Izolaty reprezentujgce ST o licznym udziale w badanej
populacji lub szeroko rozpowszechnione wytwarzaly od dwodch do czterech roznych
enzymoOw. Obserwacja ta byla zgodna z wezesniejszymi doniesieniami o rozprzestrzenianiu
si¢ enzymow CTX-M, w szeczegolnosci CTX-M-15 czgsto przypisywanemu
rozprzestrzenianiu si¢ plazmidow niosacych geny blacrx-m-15, jak réwniez rozprzestrzenianiu
si¢ klonalnemu. Brak bezposredniej korelacji pomiedzy klonami a wytwarzanymi przez nie -
laktamazami ukazal niezalezne rozprzestrzenianie si¢ klonéw oraz lokalne nabywanie genow
B-laktamaz. Obserwacja ta byla wcze$niej podkred§lana w przypadku FE. coli, natomiast
postulat zwigzany z K. pneumoniae byl znacznie mniej udokumentowany.

Podsumowujgc, omawiana publikacja byla jedng z pierwszych miedzynarodowych i
kompleksowych prac opisujacych, z wykorzystaniem techniki MLST, populacie K
pneumoniae  wytwarzajgce] ESBL  izolowane w  oérodkach  rehabilitacyjnych.
Wieloosrodkowy material ukazal niezwyklg roznorodnosé organizméw kolonizujgcych
pacjentdw, pozwolil wyrézni¢ migdzynarodowe klony, podkreslit roznorodnosé¢ B-laktamaz
zwigzanych z niewrazliwoscig na cefalosporyny o rozszerzonym spektrum substratowym oraz
umozliwit zaobserwowanie réznic pomiedzy osrodkami. Uzyskane dane w znaczgcy sposéb
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przyczynily sie do uaktualnienia wiedzy o migdzynarodowych klonach i ich cyrkulacji w
Europie i Tzraelu, jak réwniez pozwolily poznaé klony o istotnym znaczeniu lokalnym,
wskazujagc miejscowym zespotom kontroli zakazern wskazéwki do ograniczenia ich
rozprzestrzenania.

Publikacja 3. — MLST reveals potentially high-risk international clones of Enterobacter
cloacae.

Tytul polski: Wyrdznione metoda MLST miedzynarodowe klony tzw. wysokiego ryzyka
Enterobacter cloacae.

Impulsem do rozpoczgeia prac nad poznaniem struktury klonalnej kompleksu
Enterobacter cloacae w Europie bylo opracowanie w 2013 roku schematu MLST przez
badaczy z Japonii. Metoda MLST stata si¢ w ostatnich latach podstawowa metoda stuzaca do
wyrozniania klonéw bakteryjnych roznych gatunkow, obserwowania wewnatrzgatunkowe]
zmienno$ci i Sledzenia geograficznego rozprzestrzeniania istotnych klinicznie klonow czy
grup klonalnych. Schemat MLST kompleksu E. cloacae opracowany zostat na pigciu
szczepach wzorcowych m.in. z kolekcji ATCC a nastgpnie przetestowany na izolatach
klinicznych pochodzacych wylacznie z Japonii. Z tego tez powodu wiedza o molekularne]
epidemiologii kompleksu E. cloacae w momencie prezentacji schematu byla bardzo
ograniczona. Dodatkowo autorzy nie poréwnali opracowanego schematu z innymi metodami
typowania molekularnego, nie przedstawiajac tym samym srodowisku naukowemu dowodow
na prawidlowe opracowaniec metody. Celem omawianej publikacji byla ewaluacja metody
MLST poprzez porownanie z referencyjng metodg PFGE, oraz przeprowadzenie analizy
klonalnej miedzynarodowej kolekcji E. cloacae wraz z charakterystyka wytwarzanych [3-
laktamaz.

Materialem badawczym omawianej pracy byla kolekcja 195 izolatéw klinicznych,
pochodzacych z nosicielstwa jelitowego, zebranych podczas realizacji projektu EU MOSAR
od pacjentéw siedmiu oddzialéw intensywnej opieki medycznej zlokalizowanych we Francii,
Grecji, Luksemburgu, L.otwie, Stowenii i Wtoszech oraz pieciu oddzialow rehabilitacyjnych z
Francji, Hiszpanii, Wtoch i Izraela. W wyniku przeprowadzonej analizy klonalnej wyrézniono
88 typow sekwencyjnych (ST) z czego 77 zostato po raz pierwszy scharakteryzowane w tej
pracy. Nowe typy sekwencyjne: ST85, ST86, ST88, ST90, ST92, ST93, ST98, ST105-171
oraz ST187-189 =zostaly zdeponowane w bazie danych £ cloacae MLST
(https://pubmlst.org/ecloacae/) i w chwili zakonczenia projektu stanowily najwieksza grupe
zgloszong przez pojedyncza grupe badawcza (ok. 32%; maj 2014). Wskaznik zréznicowania
klonalnego badanej populacji zostal okreslony na poziomie 97,5% (z przedziatem ufnosci
96,6%-98,4%), wskazujac na wysokg roznorodnos¢ genetyczng. Uzyskane wyniki ukazaty
korelacje opracowanego schematu MLST z metoda PFGE tzw. ,zlotym standardem”
typowania molekularnego, ze wskazaniem na PFGE jako metodg o wigkszej sile rdznicujace;,
rozdzielajac dwadziescia dwa sposrod wyrdznionych ST na 2-6 pulsotypow PFGE. Analiza
eBURST wszystkich znanych 241 ST zdeponowanych w bazie danych E. cloacae MLST
(Maj 2014r.) pozwolila na okreslenie stopnia ich pokrewienstwa i wyréznienie 53 ST (60,2%)
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niespokrewnionych z zadnym innym znanym ST, 8 ST (9,1%) posiadajacych jeden blisko
spokrewniony ST (ang. single-locus variant, SLV), oraz 27 ST (30,7%) zaszeregowanych w
13 grup, w tym 5 podniesionych do rangi kompleksow klonalnych (ang. clonal complex, CC)
liczacych 3-14 ST. Pig¢ CC skupialo 76 (39,0%) badanych izolatow reprezentowanych przez
13 ST zidentyfikowanych w przynajmniej czterech krajach. Do najliczniej reprezentowanego
w badanej populacji CC74 zostalo sklasyfikowanych 21 izolatoéw z szesciu szpitali na terenie
Francji, Lotwy, Wloch i Izraela reprezentujgcych ST78 (n=20) 1 ST86 (n=1) oraz dodatkowo
10 ST z bazy danych pochodzacych z Francji 1 Japonii. Kompleks CC114 tworzyly 23 izolaty
z Francji, Grecji, Hiszpanii, Wioch i Izraela o ST66 (n=10) 1 ST114 (n=13) oraz dodatkowo 4
ST z Francji 1 Japonii. Kolejng grupe, CC234, formowato 14 izolatow z 7 szpitali z Franciji,
Y otwy, Hiszpanii, Wioch 1 Izraela reprezentujacych ST45 (n=3), ST50 (n=6), ST107 (n=1),
ST112 (n=1) 1 ST124 (n=2) oraz dziewig¢ innych ST z Francji, Japonii i Zjednoczonych
Emiratow Arabskich. Dwa kolejne wyréznione kompleksy klonalne CC182 i CC133 tworzyly
po trzy izolaty z odpowiednio Grecji, Lotwy i Wloch oraz Grecji i Izraela, a takze po 4 ST z
bazy danych. Na uwage zastluguja jeszcze bardzo licznie reprezentowany w badanej populacji
ST108 (n=11) z Francji, Grecji, Luksemburga i Wioch oraz grupa klonalna ST118-ST145-
ST152 (odpowiednio n=4, n=2 i n=1) z Francji, Luksemburga, Lotwy i Izraela. Poréwnanie
sktadu grup eBURST 2z liniami filogenetycznymi wyréznionymi na podstawie analizy
konkatamerow sekwencji alleli MLST wykazata pelng korelacje, grupujgc ST reprezentujace
poszczegdlne grupy eBURST w odpowiednie linie filogenetyczne z wyraznym bliskim
ulokowaniem par SLV. Szerokie rozpowszechnienie wyréznionych ST wraz z ich grupami
klonalnymi, wskazywato na potencjalnie epidemiczny a nawet pandemiczny ich charakter, jak
to miato miejsce w przypadku niektérych klonéw K. pneumoniae 1 E. coli.

Fenotyp nadprodukcji AmpC, zwigzany z derepresja, byl prezentowany przez 101
izolatéw, z posréd ktérych 95 (48,7%) o 66 ST nie wytwarzalo innych B-laktamaz
zwigzanych z opornoscig na cefalosporyny o rozszerzonym spektrum substratowym. Takie
izolaty dominowaly (ponad 75%) w jednym francuskim i dwu greckich szpitalach. Pozostate
100 izolatéw, wliczajgc w to sze$¢ z nadprodukcja AmpC, o 38 ST wytwarzato ESBL (n=96;
49,2% wszystkich 1zolatow), oraz karbapenemazy typu MBL (n=6; 3,1%) i KPC (n=3; 1,5%).
Dwadziescia dwa izolaty wytwarzaly dwie a nawet trzy wspomniane B-laktamazy. Sposrod
ESBL najliczniej reprezentowane byly enzymy typu CTX-M (n=74; 77,1% izolatow z ESBL)
z CTX-M-15 (n=58; 60,4% izolatow z ESBL; 15 ST w siedmiu krajach) z szescioma innymi
wariantami. Enzymy typu SHV (n=32; 33,3% izolatéw z ESBL) ograniczaly sie do czterech
wariantéw z dominujacym SHV-12 (n=24; 25,0% izolatéw z ESBL; 15 ST w szesciu krajach)
1 nowym wariantem SHV-183 opisanym w ST62 ze Stowenii. ESBL typu TEM =zostaty
zidentyfikowane w dwoch przypadkach. Sze$é izolatbw MBL, prezentujacych rdézne ST,
pochodzito z Grecji, Eotwy 1 Wloch i wytwarzato karbapenemaze VIM-1. Trzy izolaty KPC-
dodatnie o réznych ST pochodzity wytacznie z Tzraela i wytwarzaly karbapenemaze KPC-2.
Obserwacje te pokazaly, ze mimo dhugotrwatego rozprzestrzeniania si¢ mechanizmow ESBL,
derepresja AmpC pozostawata réwnie waznym mechanizmem opornosci na cefalosporyny o
rozszerzonym spektrum substratowym u przedstawicieli kompleksu E. cloacae. Wykazaly
rowniez, brak Scislej korelacji pomigdzy wytwarzanymi B-laktamazami, a przynaleznoscia do
najliczniej i powszechnie rozprzestrzenionych klonow. Sugerowalo to, podobnie jak w
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przypadku K. pneumoniae i E. coli, rozprzestrzenianie si¢ niezalezne klonéw kompleksu E.
cloacae i lokalne nabywanie plazmidéw z genami kodujgcymi rézne typy p-laktamaz.

Podsumowujac, wyniki uzyskane podczas realizacji opisywanego projektu staly sie
podstawg do poznania struktury klonalnej kompleksu E. cloacae opartej o migdzynarodowe
dane. Analiza pozwolila na wyr6znienia kilku grup pokrewiefistwa, ktore ze wzgledu na
miedzynarodowe rozptzestrzenienie nazwano kompleksami klonalnymi. Praca stala sie
podstawa nomenklatury klonéw kompleksu E. cloacae, bedac punktem wyjsciowym wielu
innych opracowan. W pdzniejszych latach badania wielu grup doprowadzity do znacznego
poszerzenia wiedzy na temat struktury klonalnej omawianego drobnoustroju, jednakze
zaproponowany podzial i nazewnictwo CC nie uleglo zasadniczym zmianom. Analiza
filogenetyczna oparta na konkatamerach alleli MLST pozwolita na wyrdéznienie kilku grup,
skupiajacych blisko spokrewnione ze soba izolaty, pokazujgc prawdopodobne zréznicowanie
gatunkowe w obrebie kompleksu E. cloacae. Dopiero rozwéj i rozpowszechnienie techniki
sekwencjonowania genomowego (WGS), umozliwit wyréznienie nowych gatunkéw i
podgatunkéw w pelni korelujacych z opisanymi kompleksami klonalnymi. Znaczenie
przeprowadzonej analizy i wprowadzenie nomenklatury klonéw znalazlo odzwierciedlenie w
duzej liczbie cytowan omawiane] pracy.

Publikacja 4. — Survey of metallo-B-lactamase-producing Enferobacteriaceae colonizing
patients in European ICUs and rehabilitation units, 2008-11.

Tytul polski: Analiza wytwarzajacych metalo-B-laktamazy izolatdow Enterobacteriaceae
kolonizujgcych pacjentdw wybranych europejskich oddzialdw intensywnej opieki medyczne]
i rehabilitacyjnych w latach 2008-11.

Celem omawianej pracy byla analiza klonalna kolekcji szczepow Enterobacteriaceae
wytwarzajacych karbapenemazy typu MBL zebranych podczas realizacji projektu EU
MOSAR wraz z molekularng charakterystyka struktur genetycznych zawierajgcych geny
warunkujgce ten mechanizm opornosci.

Materiatlem wyjsciowym omawianej pracy byly izolaty pochodzace z nosicielstwa w
przewodzie pokarmowym pacjentéw hospitalizowanych w siedmiu oddzialach intensywnej
opieki medycznej (OIOM) we Francji (2 szpitale), Grecji (2), F.otwie, Portugalii 1 Wloszech,
oraz dwbéch oddziatach rehabilitacyjnych w Hiszpanii i Wloszech. Od 91 skolonizowanych
pacjentéw zostaly wyhodowane 94 izolaty, w tym od trzech pacjentéw po dwoch réznych
producentow MBL. Szesédziesigciu dwoch (68,1%) pacjentow pochodzitlo z greckich
oddziatow OIOM, gdzie 52 pacjentéw skolonizowanych MBL Enferobacteriaceae stanowito
9,3% wszystkich badanych. Wsréd izolatow wytwarzajacych MBL wyr6zniono dziewied
gatunkéw 1 kompleksow gatunkowych: Klebsiella pneumoniae (n=65; 69,1%), Enterobacter
cloacae (n=9; 9,6%), Citrobacter freundii (n=7; 7,4%), Escherichia coli (n=5; 5,3%), Proteus
mirabilis (n=2; 2,1%), Enterobacter aerogenes (n=2; 2,1%), Klebsiella oxytoca (n=2; 2,1%),
Enterobacter asburiae (n=1; 1,1%) 1 Providencia stuartii (n=1; 1,1%). Dominujgca pozycja
K. pneumoniae wynikala z rozprzestrzenienia si¢ tego gatunku z mechanizmem MLB w
Grecji (n=57; 89,1% sposréd wszystkich izolatow w tym kraju). Wszystkie izolaty K
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pneumoniae analizowane w omawianej pracy prezentowaly dziewige¢ ST, sposréd ktérych
siedem zostalo zidentyfikowanych wylgcznie w Grecji. Najliczniej reprezentowany byt
ST147 (n=30), podobnie jak ST383 (n=7), obecne w obu greckich szpitalach. Pozostate ST
wystepowaly w jednym z greckich szpitali: ST36 (n=13), ST17 (n=3), ST427 (n=2), ST323
(n=1) i ST29 (n=1). ST252 wystgpowal w dwéch krajach, w Hiszpanii (n=3) i Portugalii
(n=1), natomiast ST1067, po raz pierwszy opisany podczas realizacji omawianego projektu i
nalezacy do globalnego kompleksu klonalnego CG101, we Francji (n=4). [zolaty kompleksu
E. cloacae reprezentowaly siedem ST, kazdy obecny wylacznie w jednym sposrod trzech
osrodkow: w Grecji (ST88 1 ST98), na Lotwie (ST85 1 ST87) lub we Wloszech (ST86, ST114
i ST134). Sposr6d wymienionych ST kompleksu E. cloacae, po raz pierwszy opisany w
omawianej pracy zostal ST87, natomiast pierwsza informacja o pozostatych ST znalazta sie w
Publikacji 3 omawianego osiagniecia naukowego. Pie¢ izolatéw E. coli z Francji i Wioch
prezentowato rézne ST, wlaczajgc w to ST410 bedacy reprezentantem pandemicznego
kompleksu klonalnego CC23. Wszystkie zidentyfikowane ST C. freundii (ST9, ST16-19 z
Grecji 1 Lotwy) oraz K. oxytoca (ST137 z Hiszpanii) byty wczeéniej nieznane i informacje o
nich zostaly zdeponowane w odpowiednich bazach danych. Uzyskane wyniki ukazatly
réznorodnod¢ gatunkows i klonalng MBL CPE w badanych osrodkach, ze szczegolng rolg
rozprzestrzenienia klonalnego K. preumoniae ST147 w Grecji.

Wszystkie izolaty, z wyjatkiem jednego, wytwarzaly karbapenemazy MBL typu VIM-1.
Jedynym wyjatkiem byl szczep K. pneumoniae ST252 z Portugalii ktory okazal si¢ by¢
producentem karbapenemazy IMP-8 i zostal opisany w publikacji nie wchodzgcej w skiad
osiggni¢cia naukowego (Papagiannitsis CC, Izdebski R, Baraniak A, Fiett J, Herda M, Hrabdk
J, Derde LP, Bonten MJ, Carmeli Y, Goossens H, Hryniewicz W, Brun-Buisson C,
Gniadkowski M. Survey of metallo-p-lactamase-producing Enterobacteriaceae colonizing
patients in European ICUs and rehabilitation units, 2008-11. J Antimicrob Chemother. 2015
Jul;70(7):1981-8.). W izolatach z Grecji wyrdzniono pie¢ gendw typu blaviv: blaviv-1, blaviv.
12, blaviv-1e, blaypvas oraz blaypae. Wsrdd izolatdw pochodzacych z pozostatych krajow
stwierdzono wystgpowanie jedynie blayp.;. VIM-39 zostal po raz pierwszy opisany w
omawianej pracy i réznit si¢ od VIM-1 dwoma substytucjami aminokwasowymi Thr35Ala i
His201Leu. Geny typu blayp byly zlokalizowane na siedmiu typach integronéw, sposéréd
ktérych cztery byly identyfikowane gléwnie w Grecji. Najliczniej reprezentowany byt
integron typu In-e541 (n=53; 56.4%) wystepujacy u roéznych gatunkéw o réznych ST.
Klasyczna struktura integronu z ukladem kaset blavpy.-aacA7-dfrAl-aadAl zostala
zidentyfikowana w jednym greckim izolacie C. freundii ST18. Najliczniej reprezentowanymi
wariantami typu In-e541 byly klasyczne uklady kaset z delecjg genu AaadAl (n=26), wsrdd
ktorych warianty z kasetami blayp6 (n=4) oraz blayn.se (n=1) zostaly opisane w omawiane;j
pracy po raz pierwszy i1 wystepowaly jedynie u K. pneumoniae ST147 w Grecji. Kolejny
wariant In-e541 z kaseta blaypgze 1 klasycznym ukiadem pozostatych kaset (n=13) zostat
wyrozniony u K. pneumoniae ST36 w jednym greckich szpitali. Ostatni z wariatow In-e541 o
klasycznym ukiadzie kaset zakonczonym insercja IS1-AIS26 (n=13) wystepowat w Grecji,
gléwnie u K. preumoniae o réznych ST, jak réwniez u P. mirabilis i P. stuartii, oraz w
Jjednym szezepie E. coli ST3188 we Francji. Oméwione wyniki ukazaty ewolucje In-e541 w
Grecji zwigzang z generowaniem nowych wariantéw genu blayny oraz zmianami w kasetach
genowych. Wsrod greckich izolatow wyrézniono jeszeze Ind873 z blaypay (n=1; E. cloacae
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ST88) oraz In4863 z blavpv.19 (n=7; K. pneumoniae ST383) bedace nowymi wariantami
Ind16 z ukladem kaset blayna-aacA7-dhfrl-AaadAl-smr-ISPa2l. Obecno$¢ integronow
typu In-416 w Grecji, w przesztosci obserwowanych réwniez we Wloszech, Rosji oraz
Zjednoczonych Emiratach Arabskich, wzmacnia hipoteze o wspolnym ewolucyjnym przodku
z elementami In-e541 zawierajacymi AaadAl, ze wzgledu na bardzo podobny uklad kaset
genowych. In916 blaym.1-aacA4-aphAl5-aadAl-catB2 (n=16) byl najliczniej reprezentowang
strukturg w grupie izolatdw miedzynarodowych (Francja, Hiszpania i Wilochy) i
reprezentujacych rézne gatunki (K. pneumoniae, E. coli, E. cloacae, E. aerogenes). Integron
In110 blayp.1-aacA4-aadAl (n=10) wykazywat specyficznos¢ geograficzng wystepujac
jedynie we wszystkich izolatach z Lotwy niezaleznie od przynaleznosci gatunkowej (C.
freundii 1 E. cloacae) czy klonalnej. Byly to pierwsze, potwierdzone przypadki izolatow
Enterobacteriaceae VIM na Lotwie.

Na podstawie analizy S1 PFGE stwierdzono duza réznorodno$¢ plazmidow w badane;j
grupie izolatéw, widziang réwniez wsréd plazmidéw niosacych geny blayiv u 20
rekombinantow E. coli. Najliczniej reprezentowane integrony, typu In-e541, znajdowaty si¢
na plazmidach z replikonami typu IncR lub IncFIly, jak réwniez z dwoma replikonami IncR z
IncFIly lub IncR z IncA/C, oraz plazmidach nietypowalnych lub posiadaty lokalizacje
chromosomalng. Plazmidy IncR byly niekoniugujace i o wielkosci ~50kb, podczas gdy
pozostate, o innych replikonach, réznily si¢ wielkoscig i posiadaty zdolno$¢ koniugacyjna.
Pozostale integrony pochodzace z greckich izolatéw byty ulokowane na plazmidach IncA/C
(In4873), IncHI2 (In87) lub na plazmidach niepoddajacych si¢ typowaniu (In4863 1 In-h12).
Integrony In916 we Wioszech byly zwigzane albo z plazmidami IncA/C (~150kb) albo
IncFIIi (~110kb), natomiast w Hiszpanii z IncHI2 (~330kb) lub plazmidami nietypowalnymi
(~80kb). Wiekszos¢ wymienionych byta plazmidami koniugujacymi. Inl110 znajdowat si¢ na
koniugujgcym plazmidzie ~330kb. ‘

Podsumowujge, omawiana praca byla pierwsza wieloosrodkows, migdzynarodows
analiza nosicielstwa Enterobacteriaceae wytwarzajacych MBL wsrdéd pacjentow OIOM i
oddziatow rehabilitacyjnych w Europie. W zwigzku z tym, ze material zostal pobrany w tym
samym czasie i opracowany ta samg metods, uzyskane wyniki przedstawialy w pehni
poréwnywalne wyniki i znaczaco przyczynily si¢ do aktualnej, w momencie publikowania
wynikow, wiedzy o czesto$ci wystgpowania, strukturze klonalne] i mechanizmach
zwiazanych z rozprzestrzenianiem si¢ mechanizmu MBL pomigdzy réznymi europejskimi
ofrodkami. Uzyskane wyniki potwierdzity wiele wczesniejszych, lokalnych doniesien o
wystepowaniu Enterobacteriaceae MBL w Europie i ich molekularnej charakterystyce, ze
szczegoOlna rolg szczepow greckich lub o greckim pochodzeniu, w tym K. pneumoniae ST147.
Ukazaly ponadto, zmiany zachodzace w integronach typu In-e541 i ich role w Grecji,
wskazujac na ich ewentualne powigzania ewolucyjne z In-416, jak rowniez podkreslity
wzrastajgce znaczenie plazmidow IncR i IncFIlx niosacych geny blaynv u Enterobacteriaceae
w Europie.

Publikacja 5. — Phylogenetic lineages, clones and B-lactamases in an international
collection of Klebsiella oxyfoca isolates non-susceptible to expanded-spectrum
cephalosporins.
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Tytul polski: Linie filogenetyczne, klony i B-laktamazy wyréznione w migdzynarodowej
kolekcji izolatéw Klebsiella oxytoca niewrazliwych na cefalosporyny o rozszerzonym
spektrum substratowym.

Celem omawianej publikacji byla analiza klonalna miedzynarodowej kolekeji
niewrazliwych na cefalosporyny o rozszerzonym spektrum substratowym izolatow Klebsiella
oxytoca, zebranych podczas realizacjii projektu EU MOSAR, z wykorzystaniem
zaproponowanej kilka miesigcy wczesnie] nowej metody MLST dedykowanej typowaniu
molekularnemu 1zolatdow tego gatunku. Metoda zostala opracowana przez badaczy
austryjackich na izolatach pochodzacych gltownie z tego kraju i w chwili rozpoczecia
opisywanego projekty znanych bylo 44 typéw sekwencyjnych (ST) K. oxyroca.

Szescdziesiat osiem izolatow objetych analizg pochodzito z 14 osrodkéw medycznych
zlokalizowanych w 8 krajach: Francji, Grecji, Hiszpanii, Luksemburgu, Lotwie, Portugalii,
Wtoszech oraz w Izraelu. Poszczegblne osrodki reprezentowane byly przez 1-20 izolatéw.
Wsrdd 68 badanych izolatéw zidentyfikowano 34 ST w tym 24 nowe typy sekwencyjne:
ST137, ST141-144, ST147-163, ST165 1 ST167, zdeponowane nastepnie w bazie danych K.
oxytoca MLST (https://pubmist.org/koxytoca/). Wyrdzniono réwniez 61 wzory rozdziahu
elektroforetycznego  PFGE,  zaklasyfikowane  nastgpnie do 47  pulsotypow
charakterystycznych dla poszczegdlnych osrodkéw. Analiza poréwnawcza wynikéw
otrzymanych za pomocg nowego schematu MLST z pulsotypami uzyskanymi technikg PFGE
wykazata wysokg korelacj¢ metod, ze wskazaniem na PFGE jako metode typowania
charakteryzujgca si¢ wyzsza silg rozdzielczg 1 bardziej wskazang w opracowywaniu lokalnych
ognisk  epidemicznych.  Drzewo  filogenetyczne  opracowane na  podstawie
skonkatameryzowanych sekwencji alleli MLST pozwolilo na wyrdznienie czterech linii
filogenetycznymi A-D, skupiajacych spokrewnione ST. Dominujace linie A i D skupialy
odpowiednio 17 ST (n=23) oraz 14 ST (n=42). Osiem ST bylo reprezentowanych przez
wiecej niz jeden izolat (n=42; 61,8%), w tym pig¢ ST zostalo zidentyfikowanych w wigcej niz
jednym szpitalu 1 kraju: ST9 (n=9), ST2 (n=8), ST88 (n=6), ST141 (n=3) i ST36 (n=2).
Catosciowy udzial wymienionych ST w ogolnej liczbie izolatdow w poszczegélnych
osrodkach medycznych znaczaco si¢ réznil, osiggajac najwyzsze wartosci na oddziale
rehabilitacji w hiszpanskim szpitalu (n=13; 86,7%), najnizsze za$§ na oddziale intensywnej
terapii na Lotwie (n=4; 20,0%). Dwadzie$cia dziewie¢ ST bylo obserwowanych wylacznie w
pojedynczych osrodkach, w tym najliczniej reprezentowany w omawianej pracy ST153
(n=10) obecny jedynie na fotwie. Analiza eBURST wszystkich dostgpnych 161 typow
sekwencyjnych (Maj 2015) pozwolita na wyroznienie grup pokrewienstwa. Sposrod 34 ST
wyroznionych w omawianej pracy 12 zostalo przydzielonych do pieciu grup zawierajgcych co
najmniej trzy ST. Do najwigkszego kompleksy klonalnego CC2 z ST2 jako centralnym
genotypem zostalo zaliczonych 5 ST: ST2, ST9, ST141, ST154 i ST155 liczacych tacznie 22
izolaty (32,4%) pochodzacych z dziewigciu szpitali we Francji, Hiszpanii, Lotwy, Portugali,
Wiloszech i Izraela. Do CC2 zostato dodatkowo wigczonych szesé kolejnych ST nadestanych
do bazy danych danych K. oxyfoca MLST z Austrii, Holandii i Chin. Rozpowszechnienie
geograficzne CC2 moze wskazywac na globalny charakter tego kompleksu, podobnie jak to
bylo obserwowane wczesniej z niektérymi CC lub ST u K. prneumoniae, E. coli czy E.
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cloacae. Kolejne grupy tworzyly: i) ST4 (Lotwa oraz Austria), STS (Austria) i ST161
(Grecja), i1) ST43 1 ST108 (Austria) oraz ST144 (Izrael), iii) ST30 1 ST 53 (USA) oraz ST150
(Grecja), iv) ST135 (Francja oraz Austria), ST149 (Luksemburg) i ST138 (Francja).

W badanej grupie izolatdéw wyrdzniono 22 warianty B-laktamazy typu OXY, gatunkowo
specyficznego enzymu warunkujacego naturalng opornos¢ K. oxyfoca na amino- |
karboksypenicyliny. Szacuje si¢, ze 10-20% Kklinicznych izolatow w skutek nadprodukcji
wspomnianych enzymow moze prezentowaé fenotyp obnizonej wrazliwosei lub nawet
opornosci na inne antybiotyki B-laktamowe jak penicyliny z inhibitorami, cefuroksym,
cefotaksym i aztreonam. Nadprodukcja zwigzana jest z mutacjami w rejonie promotorowym
genéw blapxy. Dwadziescia jeden wyrdznionych enzymoOw zostalo sklasyfikowanych w
cztery sposrdd szedciu okreslonych wezesniej typdw OXY-1, -2, -4 oraz -5. Jeden izolat
ST165 pochodzacy z Izraela posiadat enzym wyraznie rdzny od znanych typow OXY, dlatego
tez =zostal zaproponowany jako przedstawiciel nowego typu OXY-7. Najliczniej
reprezentowanymi typami byly OXY-2 z 12 wariantami obecnymi w 42 izolatach (61,8%) o
15 ST oraz OXY-1 z 5 wariantami w 17 izolatach (25,0%) o 12 ST. Dodatkowo, 6 (8,8%) 1 2
(2,9%) izolaty posiadaly odpowiednio typy OXY-5 i -4. Oprécz nowego typu OXY-7
wyrdzniono osiem nowych wariantow OXY-1-8, -1-9, -2-16, -2-17, -2-18, -2-19, -2-20 oraz -
5-3. Stosunkowo duzy udzial nowych wariantow w ich calkowitej znanej liczbie (n=37; Maj
2015r.) wskazywal na niedoszacowanie ich réznorodnosci, ktérych liczba powinna sie
zwigksza¢ wraz z kolejnymi pracami nad K. oxyraca. W przypadku ST reprezentowanego
przez wigcej niz jeden izolat, z jednym wyjatkiem, wariant obserwowanej pB-laktamazy typu
OXY korelowat z ST. ST141 w zaleznosci od obszaru geograficznego izolacji posiadal albo
OXY-2-7 (Hiszpania i Portugalia) albo OXY-2-14 (Francja). Zaobserwowano réwniez
korelacje sekwencji aminokwasowych f-laktamaz OXY 2z liniami filogenetycznymi
stworzonymi na podstawie skonkatameryzowanych sekwencji alleli MLST. Obserwacja ta
byta zgodna z wczesniejszymi pracami nad filogeneza K. oxyfoca opierajacymi si¢ na analizie
sekwencji pojedynczego lub kilku genéw metabolizmu podstawowego oraz sekwencji -
laktamaz OXY. Na podstawie przyjetego wczesniej nazewnictwa, wyrdznione linie
filogenetyczne zostaly przypisane do filogenetycznych grup Kol (n=23), Koll (n=42), KolV
(n=2) oraz zaproponowano nowg KoVII (n=1). Mutacje w rejonie promotorowym zostaly
stwierdzone u 27 izolatow (38,2%) reprezentujgcych 13 ST. Zdecydowana wigkszos¢ z tych
izolatbw (n=26) posiadata gen typu blaoxy. i nalezala do filogenetycznej grupy Koll.
Wspomniane mutacje wystepowaly stosunkowo czgsto u najliczniejszych ST Koll: 8/8 ST2,
6/9 ST9, 1/2 ST36 i 3/3 ST141. U 21/27 izolatéw ze stwierdzonymi mutacjami w obszarze
promotorowym nie stwierdzono obecnosci gendw nabytych B-laktamaz, co wskazuje
nadprodukcje OXY jako glownym mechanizm opornosei na cefalosporyny o rozszerzonym
spektrum substratowym w tych przypadkach. Czterdziesci siedem izolatéw (69,1%)
wytwarzato nabyte cefalosporyny o rozszerzonym spektrum substratowym, w tym 44 (64,7%)
ESBL, 2 (2,9%) MBL 1 1 (1,5%) AmpC. Fenotyp ESBL byl prezentowany przez 24 ST
reprezentujace wszystkie linie filogenetyczne, jednakze ciekawe rbznice zostaly
zaobserwowane pomigdzy Kol i Koll. Posréd izolatéw Kol zdecydowanie dominowali
producenci ESBL (n=21; 91,3%) reprezentujacy wszystkie ST nalezace do tej linii
filogenetycznej. W przypadku Koll producenci ESBL stanowili jedynie polowe izolatow
(n=20; 47.6%), reprezentujac 5 z 14 ST. Enzymy typu CTX-M oraz SHV zostaly
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zidentyfikowane odpowiednio u 22 i 21 izolatow. Najliczniej reprezentowanymi enzymami,
wytwarzanymi niezaleznie przez 12 izolatow (27,3%) o 8 ST, byly CTX-M-15 oraz SHV12.
Kazdy z gtéwnych klonéw tj. ST2, ST9 i ST88, wytwarzal rdzne typy ESBL, co korelowato z
miejscem izolacji i pulsotypem PFGE. Spostrzezenie to, potwierdza wczesniejsze doniesienia
zaobserwowane u innych gatunkéw Enterobacteriaceae o braku Scistego zwigzku szeroko
rozpowszechnionych ST z wytwarzanymi przez nie ESBL.

Podsumowujgec. omawiana praca byla pierwszym migdzynarodowym, molekularnym
badaniem szczep6w K. oxytoca niewrazliwych na cefalosporyny o rozszerzonym spektrum
substratowym ukierunkowanym na analizy klonalng i filogenetyczng w oparciu o nowo
zaproponowang metode MLST, wraz z charakterystyka gatunkowo specyficznych -laktamaz
typu OXY. Analiza wykazala duzg genetyczng réznorodnos¢ badanych izolatow
kolonizujacych pacjentow w osrodkach medycznych w Europie i [zraclu. Wyniki uzupehione
o dane z innych krajow pozwolily na wyrdznienie kilku ST i grup klonalnych o wyraznym
migdzynarodowym charakterze. Potwierdzily réwniez zwigzek linii filogenetycznych z
produkcja okreslonych typow OXY oraz dominacj¢ dwoch sposrdd nich Kol (OXY-1/-5) i
Koll (OXY-2), oraz wyrdznienic osobnej linii filogenetycznej wytwarzajacej nowy typ OXY-
7. Uzyskane wyniki pozwolity rowniez zaobserwowaé znaczace roznice pomiedzy gldéwnymi
grupami w prezentowanych przez nie mechanizmach opornosci na cefalosporyny o
rozszerzonym spekirum substratowym, z wyraznie czestszym nabyciem ESBL i sporadyczng
nadprodukcjg OXY u Kol, oraz nadprodukejg OXY 1 znacznie rzadziej wytwarzaniem ESBL
u Koll.

Publikacja 6. — Enterobacteriaceae producing OXA-48-like carbapenemases in Poland,
2013-January 2017. "

Tytul polski: Izolaty Enterobacteriaceae wytwarzajgce karbapenemazy typu OXA-48 w
Polsce, 2013 — styczen 2017.

Opisywana praca byla pierwsza w Polsce, molekularng analiza kolekcji izolatow
Enterobacteriaceae wytwarzajacych karbapenemazy typu OXA-48/181, obejmujgca
wszystkie przypadki potwierdzone przez KORLD w okresie 2013 — styczen 2017. Badaniami
objetych zostato 54 izolaty pochodzace od 52 pacjentéw z 20 szpitali zlokalizowanych w 14
miastach na terenie 11 wojewddziw. W 14 przypadkach zostat potwierdzony fakt lub istniato
wysokiego stopnia prawdopodobienstwo introdukcji szczepéw Enterobacteriaceae OXA-
48/181 do kraju, zwigzane z poprzedzajgcym hospitalizacje w Polsce diugotrwatym
przebywaniem pdzniejszych pacjentéw za zagranica, w niektérych przypadkach potaczone z
pobytem w lokalnych szpitalach. Do krajow z ktoérych doszlo lub moglo dojsé¢ do
potencjalnego przeniesienia nalezy zaliczy¢ Egipt, Gruzje, Kambodzg, Oman, Rosjg,
Rumunig, Tunezje, Turcje oraz Ukraing. Potwierdzenie lub zwigkszenie prawdopodobiefistwa
przeniesienia utrudnia dodatkowo niewielki stan wiedzy na temat rozprzestrzenienia
Enterobacteriaceae OXA-48/181 w nicktorych wspomnianych krajach. Z jednej strony w
Turcji epidemiologia OXA-48/181 jest dobrze poznana, z drugiej strony, w niektérych
panstwach, jak Rosja i Gruzja, ogranicza si¢ do kilku pojedynczych doniesie lub, jak
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Ukraina czy Kambodza, catkowitego braku informacji. Materialem do badan byl materiat
wyhodowany z zakazen (34 pacjentow) lub z nosicielstwa (18 pacjentéw). Glownymi
materialami byly mocz (n=16), wymaz z ran (n=9) i popluczyny pecherzykowo-oskrzelikowe
(n=8), oraz wymaz o odbytu (n=11).

Identyfikacja gatunkowa badanej grupy izolatdow Enterobacteriaceae OXA-48/181
wykazata dominacje gatunkow Klebsiella pneumoniae (n=37) oraz Escherichia coli (n=14),
przy jednoczesnym sporadycznym reprezentowaniu Citrobacter freundii (n=1), Enterobacter
aerogenes (Klebsiella aerogenes, n=1) oraz kompleksu Enterobacter cloacae (n=1).
Wewnatrzgatunkowa analiza molekularna wykazala natomiast duza réznorodnos¢ genetyczna
badanych organizmdw. Wsrod izolatow K. preumoniae wyrézniono 11 typéw sekwencyjnych
(ST) z dominujgcym ST395 (n=23) zidentyfikowanym w 6 szpitalach gtéwnie na terenie
potudniowej Polski. Analiza PFGE wykazala wystgpowanie pojedynczego pulsotypu (n=18
izolatéw) w 4 szpitalach, z jednym krakowskim osrodkiem szczegolnie dotknietym tym
problemem (n=13). Pozostale ST byly reprezentowane przez 1-2 izolaty. Wsréd 14 izolatow
E. coli wyrézniono 4 ST. Dominujacy okazal si¢ by¢ ST38 (n=8) zidentyfikowany w 6
szpitalach, zréznicowany pod wzgledem pulsotypéw. ST410 z trzema nierozrdznialnymi
miedzy sobg izolatami pochodzil z jednego szpitala w centralnej Polsce. Wigkszos¢ z
wymienionych typdw sekwencyjnych roznych gatunkéw np. K. preumoniae ST11, ST101,
ST395 oraz E.coli ST38, bylo obserwowanych wczeéniej z szeregiem determinant opornosci
w tym OXA-48/181 w wielu krajach europejskich. K. pneumoniae ST395 odpowiedzialna z
lokalne ognisko epidemiczne w Krakowie byla rOwniez opisywana we Francjl oraz na
Wegrzech.

Potwierdzenie wytwarzania karbapenemaz OXA-48/181 zostalo przeprowadzone poprze
sekwencjonowanie genow je kodujacych. Zdecydowana wigkszos¢ izolatéw (n=49) posiadata
gen blapgxa.4s, natomiast u pozostatych izolatow stwierdzono wyst¢powanie genow blaoxa-1s1
(n=4) oraz blaoxaz232 (n=1). Analiza bezposredniego otoczenia genéw kodujacych
karbapenemazy OXA-48/181 wykazata dominacje dwoch wczesniej opisanych struktur:
transpozonu Tn/999.7 (n=29) lub rzadziej Tn1999.2 (n=15). W przypadku trzech szczepow
K. pneumoniae ST15 (n=2) and ST11 (n=1) w odlegltosci 46 par zasad przed genem blaoxa.ss
zostal zidentyfikowany element ISEcp/. Podobny uklad gendéw byt wczesniej widziany
strukturze Tn2016, jednakze zamiast genu blaoxaus zostal wowczas zidentyfikowany gen
blaoxa20a- Geny blapxa-11 1 blaoxa23 wystepowaty w strukturach typu Tn2013, w ktdrych
element ISEcpl wystepuje w odleglodei 128 par zasad przed genem blaoxa-1g1232. W
przypadku 2 izolatéw E. coli ST648 nieudato sie ustali¢ otoczenia kontekstu genetycznego
genow blaoxa-as.

Plazmidowa lokalizacja genow blaoxa4sis1 zostata stwierdzona u 43 izolatow,
niezaleznie od ich przynaleznoéci gatunkowej oraz klonalnej. Jedynie 11 izolatow
reprezentujacych E. coli ST38 i ST648 oraz K. preumoniae ST336 posiadlo gen blaoxa-as
zlokalizowany na chromosomie. Analiza PBRT (ang. PCR-based replicon typing) wybranych
izolatdéw wykazata obecnos¢ gléwnie plazmidéw nalezacych do grupy niezgodnosci IncL
(~60kb zawierajace gen blaoxss; n=30), jak roéwniez IncM (~80-95kb zawierajace gen
blaoxa.ag; n=4), IncX (~50kb zawierajace gen blaoxa-1s1; n=4) lub plazmidéw niepoddajacych
si¢ typowaniu (~90-160kb zawierajace gen blaoxa4si232; n=3). Plazmidy IncL ~60kb byty
prawdopodobnie wariantem opisywanych wczesniej plazmidéw typu pOXA-48 IncL/M

22



(~62kb). Plazmidy te, zdefiniowane ostatnio powtdrnie jako IncL, byly wielokrotnie
raportowane w szeregu gatunkow i sa gléwnym czynnikiem rozprzestrzenianie si¢ genow
typu blaoxa.4s na $wiecie.

Podsumowujgc, karbapenemazy typu OXA-48/181 w latach 2013-17 byly relatywnie
rzadko spotykanym mechanizmem u Enterobacteriaceae w Polsce, zarbwno w pordwnaniu z
innymi europejskimi krajami dotknietymi tym problemem, jak Francja czy Hiszpania, jak
réwniez izolowanymi w Polsce Enterobacteriaceae wytwarzajagcymi karbapenemazy NDM
lub KPC. Poczatkowy etap ich rozprzestrzeniania si¢ zwigzany byl z kilkunastoma
prawdopodobnymi importami do kraju, lokalnym rozprzestrzenieniem kilku klonéw, jednym
wiekszym ogniskiem szpitalnym na poludniu kraju oraz transferem plazmidu typu IncL.
Badanie umozliwito rowniez opisanie nowych szczegdlnych cech Enterobacteriaceae OXA-
48/181, w tym obecnosci ISEcpl w bezposrednim sasiedztwie genu blaoxa.4s.

Publikacja 7. — VIM/IMP carbapenemase-producing Enterobacteriaceae in Poland:
epidemic Enterobacter hormaechei and Klebsiella oxytoca lineages.

Tytul polski: Karbapenemazy typu VIM/IMP wytwarzane przez izolaty Enterobacteriaceae w
Polsce: epidemiczne klony Enterobacter hormaechei i Klebsiella oxytoca.

Omawiana praca jest opisem molekularnej analizy wszystkich nadestanych do KORLD
izolatow FEnterobacterales (dawnie] rodzina Enferobacteriaceae) VIM/IMP MBL,
obejmujacej izolaty poczawszy od pierwszego przypadku K. preumoniae VIM z 2006 roku do
konea roku 2012. Celem projektu byto poznanie gatunkéw Enterobacterales wytwarzajgcych
VIM/IMP MBL w Polsce, wraz z ich klonalng charakterystyka oraz identyfikacja integronéw
zawierajacych geny blayinvmve.

Badaniu zostalo poddanych 121 izolatéw pobranych od 119 pacjentéw; od jednego
pacjenta wyizolowano trzech réznych producentow MBL. Badana populacja okazala si¢ by¢
zdominowana przez izolaty nalezace do kompleksu Enterobacter cloacae (n=64), Klebsiella
oxytoca (n=23), oraz Serratia marcescens (n=20), ze znacznie mnigjszym udzialem Klebsiella
prneumoniae (n=11), Citrobacter freundii (n=2) i Enterobacter amnigenus (n=1). Lacznie
izolaty Enterobacterales VIM/IMP MBL pochodzily z 54 szpitali zlokalizowanych w 33
miastach w 12/16 wojewodztw. Na podstawie badan molekularnych w 15 sposrod
wymienionych osrodkow medycznych stwierdzono wystapienie ognisk epidemicznych
liczacych od 2 do 8 izolatow, jak réwniez potwierdzono regionalne transmisje niektérych
organizmow. W 30 placéwkach odnotowano pojedyncze izolacje. W poczatkowym okresie
izolowania szczepdw Enterobacterales VIM/IMP MBL tj. w latach 2006-08, obserwowano
raczej sporadyczne przypadki liczace do 5 izolacji rocznie. W roku 2009 nastapit gwaltowny
wzrost notowan (22 przypadki), kontynuowany nastepnie w kolejnych latach (24, 29 i 36
przypadkow w latach 2010-12). Szczegdlng, unikatowa cechg polskiej populacji
Enterobacterales VIM/IMP MBL w latach 2006-12 byta dystrybucja gatunkéw, z dominacja
kompleksu E. cloacae (52,9%) oraz znaczny udzial izolatow reprezentujacych K. oxyroca
(19,0%) 1 S. marcescens (16,5%). Izolaty nalezace do kompleksu E. cloacae wytwarzajace
VIM MBL byly w podobnym okresie izolowane w roznych europejskich krajach, jednakze

23



nigdzie nie stanowily tak dominujacej roli jak w Polsce. Ponadto, nasz kraj, w odréznieniu do
wielu innych europejskich obszarow dotknigtych problemem Enterobacterales VIM/IMP
MBL., charakteryzowal si¢ stosunkowo niewiclkim udzialem izolatow K. pneumoniae MBL
(9,1%).

Analiza klonalna izolatow nalezacych do kompleksu E. cloacae pozwolila na
wyroznienie i opisanie 10 nowych typdw sekwencyjnych (ST), zdeponowanych nastgpnie w
bazie E. cloacae MLST. Wiekszo$¢ izolatow kompleksu E. cloacae (n=37) nalezalo do ST90,
reprezentowanego gléwnie przez jeden typ PFGE (n=35) i obserwowanego od 2009 roku w
23 oérodkach medycznych, w niemalze potowie kraju. Na podstawie aktualnej wiedzy o
strukturze globalnej populacji kompleksu E. cloacae stwierdzono, ze ST90 jest
prawdopodobnym zatozycielem kompleksu klonalnego (CC) 90 skupiajacego ST90 1 kilka
jego wariantéw (ang. single locus variant, SLV). ST90 zostal zidentyfikowany przez inne
grupy badawcze jako Enterobacter hormaechei ssp. steigerwalfii wytwarzajacy w roznych
rejonach $wiata -laktamazy w tym VIM MBL. Drugi z wyroznionych klonow (n=15), ST89,
rowniez scharakteryzowany jako Enterobacter hormaechei ssp. steigerwaltii, byt
obserwowany od 2006 roku w zachodnich a nastepnie w péinocnych rejonach kraju. Izolaty
nalezace do tego typu sekwencyjnego charakteryzowaly si¢ degradacjg DNA podczas analizy
PFGE, dlatego tez dalsze ich r6znicowanie mozliwe bylo dzigki analizom genow blayi.
ST89 w czasie pisania publikacji byl pojedynczym typem sekwencyjnym (ang. singleton)
raportowanym uprzednio w Polsce jako producent OXA-48 oraz w Niemczech jako producent
GIM-1 MBL. Dwadziescia trzy izolaty K. oxytoca reprezentowaly trzy nowe ST, sposrod
ktorych ST145 (n=19), raportowany od 2009 roku w centralnej i zachodniej Polsce, byt
drugim najliczniej reprezentowanym typem sekwencyjnym w badanej populacji izolatow. Ze
wzgledu na szczatkowe, jak dotad, dane zdeponowane w bazie K. oxyfoca MLST, nic bylo
mozliwe oszacowanie rzeczywistego zasiegu wystepowanie ST145 na swiecie. Izolaty K.
pneumoniae (n=11) reprezentowaty 5 ST, wykazujgcych gléwnie charakter sporadycznych
przypadkow. Pierwszy izolat d. Enterobacteriacae MBL w Polsce, wytwarzajacy
karbapenemaze VIM-1 z 2006 roku reprezentowat ST1237, bedacy SLV ST147 ktory w
Grecji jest gldwnym producentem VIM u Enterobacteriacae.

Wystepowanie karbapenemazy typu VIM zostalo potwierdzone u 118 izolatow.
Wyr6zniono pig¢ wariantow karbapenemazy VIM-1: -1, -4, -28, -37 1 -40, z dominacjg VIM-4
(n=66) i VIM-1 (n=23). Nowo opisana w tej pracy karbapenemaza VIM-40 roznifa si¢ jedng
zmiang aminokwasowg A146V z karbapenemazg VIM-4. Karbapenemaza VIM-2 byla
reprezentowana przez VIM-20 (n=11) oraz VIM-2 (n=8). Trzy izolaty wytwarzaly
karbapenemaze IMP-19. Geny -blavpuave ulokowane byty w 12 roznych integronach klasy 1,
wlaczajagc w to sze$¢ nowych struktur opisanych po raz pierwszy w omawiane] pracy.
Najliczniej reprezentowana grupe stanowilo pieé wariantow integronu typu In238 (n=96;
79.3%) zawierajacych wiekszo$¢ ze scharakteryzowanych w pracy genow typy blavpui:
In238 (n=64), In238a (n=2), In1445 (n=7), In1451 (n=4) oraz integron typu In237 (n=19).
Integrony typu In238 zawieraly uktad kaset aacA4-blayiv, z wyjatkiem In238a dodatkowo
zakonczonym na koficu 3 169-nukleotydowym powtdrzeniem genu blaym (blavivpowt)-
Integron In238 z uktadem kaset aacA4-blaynyapowt byl najliczniej reprezentowang strukturg
obecng we wszystkich wyr6znionych gatunkach i w wielu klonach, wlaczajac w to wigkszos¢
E. hormaechei ST90, podczas gdy obecno$¢ In238a z uktadem aacA4-blavim.s bez
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charakterystycznego powtérzenia zostala potwierdzona w dwdch izolatach ST90. Nowe
integrony In1445 oraz In1451, o strukturach odpowiednio aacA4-blayn.sopowt 1 aacA4-blayy.
37powt, DYl pojedynczymi mutantami In238 w obrebie gendéw blayns. Wystepowaly one
wylacznie w wariancie klonu E. hormaechei ST89 (In1445) oraz w pojedynczym pulsotypie
PFGE S. marcescens (Inl451). Integron In238 po raz pierwszy w Polsce zostal
zidentyfikowany w 1998 w szczepie Pseudomonas aeruginosa wyizolowanym w jednym z
warszawskich szpitali, natomiast u FEnterobacteriaceae w 2008 roku w szczepie K
pneumoniae ST11 pochodzacym z okolic Warszawy. Te nastepujace po sobie wydarzenia
pozwolity wysnué hipoteze, o mozliwym przekazaniu In238 przez szczepy Pseudomonas do
Enterobacteriaceae, oraz nastgpujacym pdzniej dalszym jego rozprzestrzenieniu i
modyfikacji. Integron typu In237 z ukladem kaset aacA4-blayms.ipowt zostal stwierdzony
wylacznie u izolatdéw K. oxyroca ST145. Cechg charakterystyczna tego integronu byly dwie
nukleotydowe substytucje w obrg¢bie elementu 59-be genu blaypy (C oraz T w pozycjach 60 i
68), znalezione pierwotnie w E. coli z 2001 w Grecji, w jednym z pierwszych przypadkéw na
$wiecie Enferobacteriaceae VIM. Wszystkie tec obserwacjc wskazuja rejony centralnej i
potudniowej Europy jako tereny rozprzestrzeniania, cyrkulacji i ewolucji integronow typu
In238. Pozostale integrony kodujace karbapenemazg typu VIM-1 zostaly scharakteryzowane
jako: nowy integron Inl517 (geui80-blayiviospowr), integron typu In590 (blaypi-aacA7-
dfrAl-aadAl) obserwowany wczesniej u K. prneumoniae ST147 w Grecji oraz In70 (blaym.1-
aacA4-aphA15-aadAl) opisany w szczepach P. aeruginosa we Whoszech i Francji. Integrony
zawierajgce gen typu blaynv zostaly zidentyfikowane u 17 izolatéw reprezentujgcych rozne
gatunki. Byly to integrony typu In1008: In1008 z uktadem kaset blaypya-aacA4 (n=5) oraz
In1444 z ukladem kaset blayiao-aacA4 (n=11), rdéznigce si¢ migdzy soba pojedyncza
mutacja w obrgbie gendw blayps. Pierwotnie, integron Inl1008 byt obserwowany u P.
aeruginosa w latach 2001-04 w poludniowej Polsce, czeéciowo pokrywajac terytorium na
terenach ktorych od 2006 roku stwierdzano jego obecno$é w szczepach Enterobacteriaceae.
Geny blapp.19 zostalty zlokalizowane w obrebie integronéw Inl518 (n=3: aadB-blanis-
aadA6) jedynie u S. marcescens.

Hybrydyzacja z sonda blaviy wykazala chromosomalng lokalizacje integronéw u 32
izolatdw posiadajgcych szes$é typdw integrondéw, w tym 18 K. oxytoca ST145. U pozostalych
izolatéw stwierdzono wystepowanie integronéw zawierajgcych geny kodujace VIM MBL na
szeregu koniugacyjnych i niekoniugacyjnych plazmidach o réznych typach replikonow:
IncM, IncHI2, IncA/C, oraz na plazmidach niepoddajacych si¢ typowaniu. Hipoteza o
horyzontalnym rozprzestrzenieniu gendéw blayiy u d. Enterobaceiriaceae znalazla
potwierdzenie w obserwacji plazmidéw typu IncM o wielkosci ~50-~80kb niosgcych integron
typu In238 w niespokrewnionych organizmach: C. freundii ST11, E. amnigenus, E. cloacae
complex ST92 czy K. oxytoca ST146 oraz ST166.

Podsumowujgc, omawiana praca porusza tematyke pierwszych siedmiu lat
rozprzestrzeniania si¢ szczepow Enterobacterales VIM/IMP w Polsce, ukazujge szereg
charakterystycznych cech badanej grupy izolatéw. Réznorodnosé populacji Enterobacterales
VIM/IMP w Polsce zwigzana jest zapewne z kilkoma wydarzeniami, do ktérych zaliczy¢
nalezy niczalezne importy np. z Grecji, jak réwniez z nabycie integronow zawierajacych geny
blayyy od lokalnej populacji P. aeruginosa i dalsze ich rozprzestrzenienie i réznicowanie u
Enterobacterales. Waznym czynnikiem bylo réowniez klonalne rozprzestrzenienie £E.
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hormaechei ST90 i ST89, oraz K oxytoca ST145. Wspomniane zjawisko bylo niemal
niezauwazone ze wzgledu na relatywnie niewielka liczbe przypadkéw opisywanych rocznie
oraz brak duzych ognisk szpitalnych.

Podsumowanie najwazniejszych osiggnie¢ naukowych cyklu prac:

Przedstawione prace wchodzace w sklad osiggnigcia naukowego byly jednymi
pierwszych lub jednymi z wigkszych kompleksowych analiz nad strukturami populacji E.
coli, K. pneumoniae, kompleksu E. cloacae i K. oxytoca w chwili ich publikowania.
Miedzynarodowy material ukazal niezwykla roéznorodnos¢ organizméw kolonizujacych
pacjentéw w Europie i Izraelu, pozwolil wyrdzni¢ klony o szerokim zasiggu wystepowania,
podkreslit réznorodnos$¢ B-laktamaz zwiazanych z niewrazliwoécia na cefalosporyny o
rozszerzonym spekirum substratowym oraz umozliwil zaobserwowanie réznic pomiedzy
ofrodkami reprezentujacymi poszczegélne kraje. Podczas realizacji prac wyrdzniono szereg
nowych typéw sekwencyjnych, oraz zidentyfikowano lub zdefiniowano na nowo struktury
klonalne, istotne z klinicznego punktu widzenia. Przyczynilo si¢ to w znacznym stopniu do
poglebienia wiedzy o roznorodnosci populacji wspomnianych patogenow w  Europie,
poznania lepiej dystrybucji poszczegélnych klonéw w skali miedzynarodowej oraz opisania
charakterystycznych cech lokalnych. Prace nad kompleksem E. cloacae, jak rowniez K.
oxytoca, staly sie podstawa nomenklatury klonow 1 dalszych prac nad poznaniem
roznorodnoéci wewnatrzgatunkowej wymienionych gatunkéw, jak rowniez staly sig
impulsem do rozpoczecia analiz zwiazanych 2z rozprzestrzenianiem si¢ klondw tych
drobnoustrojéw na $wiecie. Prace na temat szczepdw Enterobacteriaceae wytwarzajacych
karbapenemazy MBL typu VIM/IMP, przedstawily aktualny stan ich rozprzestrzenienia si¢ w
Polsce, oraz przyczynily si¢ do aktualizacji wiedzy o ich wystgpowaniu w Europie. Ukazatly
rowniez szereg charakterystycznych cech badanych grup izolatéw, opisujac ich dominujace
lokalnie klony, wystepowanie i ewolucje integronéw zawierajacych geny blavivivp oraz
mechanizmy zwigzane z ich rozprzestrzenianiem. Praca na temat karbapenemaz typu OXA-
48/181 u Enterobacteriaceae w Polsce byla pierwsza tego rodzaju opracowaniem z naszego
kraju, ukazujac poczatkowy etap ich rozprzestrzenienia, zwigzany byt z prawdopodobnymi
importami do kraju, lokalnym rozprzestrzenieniem kilku klonéw oraz transferem plazmidu.
Umozliwita réwniez wyréznienie nowych struktur zawierajacych geny typu blaoxa.4s-.

5. Omowienie pozostalych osiagnig¢ naukowo - badawezych.

a) Publikacje oryginalne pelno tekstowe, opisy przypadkoéw, prace pogladowe, listy do
redakeji czasopism oraz publikacje z badan wieloo$rodkowych.

Jestem wspétautorem 33 oryginalnych petotekstowych prac naukowych, z czego 27

zostato opublikowanych po otrzymaniu stopnia naukowego doktora nauk medycznych,
jednego opisu przypadku oraz trzech prac pogladowych.
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Przed doktoratem Po doktoracie
Liczba Punkty [ Liczba Punkty
prag ImpactFactor MNiSW | prac ImpactFactor MNiSW
Oryginalne
pelnotekstowe 6 24,931 158 T 108,671 960
prace naukowe
Opisy przypadkow - - - 1 4,476 40
Prace pogladowe 2 - 4,50 1 - 2
Razem 8 24,931 162,50 29 113,147 1002
Lacznie:
IF = 138,078;

MNiSW =1164,50

Dodatkowo, jestem wspolautorem trzech listéw do redakcji czasopism oraz jednej
publikacji w badaniach wieloosrodkowych.

Przed doktoratem Po doktoracie
Liczba | ImpactFactor | Punkty Liczba | ImpactFactor | Punkty
prac MNiSW | prac MNiSW
Publikacje - - - - '
petnotekstowe  w
suplementach
czasopism
Listy do redakeji | - - 3 14,026
czasopism
Publikacje A - 1 5,768
udziatem autora w
badaniach
wieloo$rodkowych
Razem - - 4 19,794

Sumaryczny IF calego dorobku wynosi 157,872.
Liczba cytowan z bazy Web of Science z dnia 31.01.2019, bez autocytowan = 620
Indeks Hirscha z bazy Web of Science z dnia 31.01.2019 = 15

b) Doniesienia zjazdowe

Jestem wspolautorem 30 doniesien zjazdowych na miedzynarodowych konferencjach
naukowych. Do najwazniejszych kongresow nalezy zaliczy¢:
- Beta-Lactamase Meeting (2014)
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- European Congress of Clinical Microbiology and Infectious Diseases (2005, 2010-18)
- International Meeting on Microbial Epidemiological Markers (2003, 2013, 2016)

- International Conference on Pseudomonas (2017)

- International Symposium on Pneumococci and Pneumococcal Diseases (2006)

- Interscience Conference on Antimicrobial Agents and Chemotherapy (2003)

Jestem wspotautorem 9 doniesiefnt zjazdowych na krajowych konferencjach naukowych.
Do najwazniejszych zjazdow nalezy zaliczyé:
- Sympozjum Naukowe "Postepy w Medycynie Zakazen” (2003, 2016-18)
- Zjazd Polskiego Towarzystwa Mikrobiologow (2012)

¢) Kurator bazy Instyfut Pasteur K. pneumoniae MLST and whole genome MLST databases.

Od marca 2013 roku jestem czlonkiem zespolu kuratoréw bazy danych K. preumoniae
MLST and whole genome MLST databases Instytutu Pasteura w Paryzu we Francji. Celem
funkcjonowania bazy jest dostarczenie uzytkownikom bezptatnego, publicznie dostepnego
narzedzia wykorzystywanego w genotypowaniu izolatdow K. preumoniae metodg MLST.
Baza umozliwia charakterystyke izolatow i ich opis w zunifikowany, numeryczny sposob, jak
réwniez przechowuje informacije o izolatach prezentujacych poszczegolne typy sekwencyjne
(ST). Dodatkowo baza dostarcza schematy typowania oparte na calym genomie (cgMLST),
genach zjadliwosci 1 opornosci. Od momentu rozpoczecia wspotpracy w bazie K. pneumoniae
MLST zostalo zarejestrowanych 356 nowych zglaszajgcych z calego $wiata, 2362 nowych
typdw sekwencyjnych oraz zdeponowano informacje o 6345 izolatach K. prneumoniae (stan
na dzien 31.01.2019).

d) Wspoélautor ksigzki pt. Genetyka medyczna i molekularna

Jestem wspdlautorem rozdziatu XV.2.2. Analiza genctyczna w bakteriologii 1
epidemiologii zakazen bakteryjnych, w ksiazce pt. Genetyka medyczna i molekularna, pod
redakcja naukowa prof. dr hab. Jerzego Bala, wydanej przez Wydawnictwo Naukowe PWN
SA w Warszawie w 2017r.

¢) Recenzje manuskryptéw wykonane na prosbe czasopism naukowych posiadajgcych
wspélezynnik wplywu Impact Factor

Bylem recenzentem prac badawczych zgloszonych do nastepujacych czasopism
naukowych:
- Antimicrobial Agents and Chemotherapy
- BMC Microbiology
- International Journal of Infectious Diseases
- International Journal of Medical Microbiology
- Journal of Antimicrobial Chemotherapy
- Polish Journal of Microbiology
- Scientific Reports
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f) Opiekun naukowy grantu ,,Preludium” Narodowego Centrum Nauki

Jestem opiekunem naukowym grantu ,.Preludium™ 2016/21/N/NZ7/03328 Narodowego

Centrum Nauki pt. Opracowanie schematu typowania sekwencyjnego MLST Pseudomonas
putida wraz z molekularng charakterystyka szczepdw tego gatunku wytwarzajacych metalo-p-
laktamazy w Polsce” realizowanego przez mgr. Pawta Urbanowicza. Termin zakonczenia
realizacji grantu przewidziano na 31.01.2020r.

g) Kierownik projektéw badawczych

Bylem kierownikiem dwoch projektow naukowych:

L

W okresie 9.12.2005-9.12.2006 pehilem funkcje kierownika projektu badawczego Nr. 2
PO5SD 095 29 Ministerstwa Edukacji i Nauki pt...Analiza klonalno$ci niewrazliwych na
antybiotyki tetracyklinowe izolatbw Streprococcus pneumoniae wraz z okreSleniem
molekularnych mechanizméw opornosci na te grupe lekéw™

W okresie 18.08.2017-18.08.2018 pelnilem funkcje kierownika projektu badawczego
Miniatura 1 Nr. DEC-2017/01/X/NZ7/00220 Narodowego Centrum Nauki pt.
~Sekwencjonowanie genomowe grupy szczepow klinicznych Klebsiella pneumoniae,
wytwarzajacych karbapenemazy typu KPC lub NDM, izolowanych z epidemii szpitalnych
w Polsce”

h) Wykonawca projektéw badawczych

Bratem udzial jako wykonawca/gléwny wykonawca nastepujacych projektow badawczych:

1.

»~Mastering hospital antimicrobial resistance and its spread into the community” (projekt
EU MOSAR). 6. Program Ramowy UE LSHP-CT-2007-037941. 2008-2012r.
»Ujarzmienie szpitalnej opornosci na antybiotyki i jej rozprzestrzeniania sie¢ w srodowisku
pozaszpitalnym”. Projekt badawczy MNiSW komplementarny do projektu UE ,MOSAR"
934/6.PR UE/2009/7. 2008-2012r.

. »Ruchome elementy genetyczne bakterii - analiza molekularna i wykorzystanie do

konstrukcji narzedzi dla przemyshi biotechnologicznego™ Projekt badawczy zamawiany
MNiSW PBZ-MNSiW-04/1/2007. 2009-2011r.

Narodowy Program Ochrony Antybiotykéw w Polsce (NPOA) na lata 2006-2010. Program
Polityki Zdrowotnej MZ.

NPOA Modut I: ,Monitorowanie zakazen szpitalnych oraz inwazyjnych zakazen
bakteryjnych dla celéw epidemiologicznych, terapeutycznych i profilaktycznych na lata
2009 —2013”. Program Polityki Zdrowotnej MZ.

. Narodowy Program Ochrony Antybiotykéw w Polsce (NPOA) na lata 2011-2016. Program

Polityki Zdrowotnej MZ.

29



D

7. NPOA Modut I: ,Monitorowanie zakazen szpitalnych oraz inwazyjnych zakazen
bakteryjnych dla celéw epidemiologicznych, terapeutycznych i profilaktycznych w roku
2015”. Program Polityki Zdrowotnej MZ.

8. Narodowy Program Ochrony Antybiotykéw w Polsce (NPOA) na lata 2016-2020. Program
Polityki Zdrowotnej MZ.

9. NPOA Modul I: ,Monitorowanie zakazen szpitalnych oraz inwazyjnych zakazen
bakteryjnych dla celéw epidemiologicznych, terapeutycznych i profilaktycznych na lata
2016 — 2020”. Program Polityki Zdrowotnej MZ.

10. ,Molekularna analiza epidemiologiczna szczepdw paleczek z rodziny Enterobacteriaceae
wytwarzajgcych karbapenemazy, izolowanych z polskich srodowisk szpitalnych”. Projekt
badawczy NCN 2012/07/B/NZ6/03528. 2012-2015r.

11. Projekt MNiSzW: Specjalne Urzadzenie Badawcze "MIKROBANK 2"

12. ,,Wielolekooporne szczepy Pseudomonas aeruginosa wytwarzajace metalo-p-laktamazy
w Polsce: rozwoj sytuacji epidemiologicznej na przestrzeni ponad 10 lat (2005-2015)”.
Projekt badawczy NCN 2016/21/B/NZ7/02075. 2017-2020r.

Nagrody i wyréznienia

1. W 2003 roku abstrakt pt. ,,Streptococcus pneumoniae from respiratory tract diseases in
Poland — complex relationships between drug — resistant isolates” prezentowany podczas
konferencji naukowej International Meeting on Microbial Epidemiological Markers, ktora
odbyla sie¢ w Szwajcarii w dniach 27-30 sierpnia, zostal wyrdzniony i opublikowany w
czasopismie Infection, Genetics and Evolution (Izdebski R., Sadowy E., Skoczynska A.
and Hryniewicz W. Selected abstracts from the 6th International Meeting on Microbial
Epidemiological Markers, Les Diablerets, Switzerland, 27-30 August 2003. Streptococcus
pneumoniae from respiratory tract diseases in Poland — complex relationships between
drug — resistant isolates. Infection, Genetics and Evolution 4, 253-292 (2004))

2. We wrzesniu 2008 roku Polskic Towarzystwo Mikrobiologéw przyznalo mi nagrode
pierwszego stopnia im. Profesora Edmunda Mikulaszka za prace z zakresu mikrobiologii
klinicznej dotyczgce opornosci Streptococcus pneumoniae na B-laktamy i tetracykliny na
tle struktury klonalnej tego drobnoustroju.

3. Dnia 18.03.2009 r. uchwala Rady 1 Wydzialu Lekarskiego WUM przyznano mi
wyroznienie za przedstawiong rozprawg doktorska pt.;"Opornos¢ Streptococcus
pneumoniae na B-laktamy i tetracykliny na tle struktury klonalnej tego drobnoustroju w
Polsce".

Stypendia i zagraniczne staze naukowe

1. W roku 2005 zostalem stypendysta Federation of European Microbiological Societes
(FEMS) na realizacje projektu badawczego pt.”Molecular studiem on the penicillin-
resistance determinants, pbp2x, pbp2b and pbpla genes in international clones of
Streptococcus pneumoniae”. (Grant umozliwil sfinansowanie 3-miesigcznego stazu
naukowego w laboratorium prof. Reginy Hakenbeck w Zakladzie Mikrobiologii
Uniwersytetu Kaiserslautern w Republice Federalnej Niemiec. Wrzesien-grudzien 2005.
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2. W marcu 2017 roku odbylem 2-tygodniowy staz naukowy w Instytucie Pasteura w Paryzu
we Francji w laboratorium prof. Sylvain Brisse (Prévention et Thérapie Moléculaires des
Maladies Humaines Laboratoire). Podczas stazu zajmowatem si¢ analiza bioinformatyczng
sekwencji genomowych K. pneumoniae.

3. W roku 2017 zostalem stypendysta rzadu francuskiego (Bourse du Gouvernement
Frangais, BGF) na realizacje projektu badawczego pt. “Klebsiella pneumoniae whole-
genome sequence data”. Grant umozliwit sfinansowanie miesigcznego stazu naukowego w
laboratorium prof. Sylvain Brisse (Prévention et Thérapie Moléculaires des Maladies
Humaines Laboratoire) w Instytucie Pasteura w Paryzu we Francji. Pazdziernik 2017r.

k) Wspoélpraca z osrodkami krajowymi i zagranicznymi

D)

Do moich najwazniejszych wspdlprac naukowych nalezy zaliczy¢ badaczy z nastepujacych
osrodkow:

- University of Kaiserslautern, Department of Microbiology, Kaiserslautern, Germany

- Charles University in Prague, Faculty of Medicine and University Hospital in Plzen, Plzen,
Czech Republic

- Tel-Aviv Souraski Medical Center, Section of Epidemiology, Tel-Aviv, Israel

- Universiteit Antwerpen, Department of Medical Microbiology, Antwerp, Belgium

- University Hospital for Infectious Diseases, Zagreb, Croatia

- Warszawski Uniwersytet Medyczny, Katedra i Zaktad Mikrobiologii Lekarskiej, Warszawa,
Polska

- Uniwersytet Rzeszowski, Katedra Biochemii i Biologii Komorki, Rzeszow, Polska

- National University of Ireland Galway, School of Medicine, Galway, Ireland

- Institut Pasteur, Paris, France

Wprowadzenie techniki sekwencjonowania genomowego i bioinformatyki do Zakladéw
Mikrobiologii Molekularnej oraz Epidemiologii i Mikrobiologii Klinicznej NIL

Jak juz wspomniano we wstepie do omowienia celu naukowego prac wchodzacych w
sktad osiggniecia naukowego, metoda sekwencjonowania genomowego (WGS) w niedalekiej
przyszloscl stanie si¢ glownym narzedziem biologii molekularne] wykorzystywanym w
epidemiologii. Ta niezwykle wydajna technika, ze wzgledu na ogromng ilo$é uzyskiwanych
danych wymaga do opracowania wynikéw zaréwno bardzo mocnych komputeréow jak
rowniez znajomosci  bioinformatyki, przynajmniej na podstawowym  poziomie
umozliwiajacym sprawne poruszanie si¢ w Srodowisku LINUX. Wychodzac naprzeciw
oczekiwaniom nowoczesnej epidemiologii, we wspdtpracy z Sekcjg Informatyki NIL, na
serwerach Instytutu przygotowalem maszyne wirtualng do pracy z tzw. surowymi danymi,
otrzymywanymi z sekwenatorow nowej generacji. W tym celu zostaly zainstalowane
niezbedne programy do skladania sekwencji (ang. assembling), opisywania sekwencji (ang.
annotation) oraz do analiz poréwnawczych calych genoméw. Nastepnie, dla pracownikow
Zaktadéw, przeprowadzitem cykl szkolenn wprowadzajgcych w pracg w $rodowisku LINUX
oraz praktyczne szkolenia z najwazniejszych programdéw. W pdzniejszym czasie zostaly
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zakupione cztery jednostki obliczeniowe, umozliwiajace prace kilku osobom réwnoczesnie
nad sekwencjami genomowymi.

W ostatnich dniach przygotowywania niniejszego autoreferatu zostata przyjeta do druku
pierwsza publikacja grupy wykorzystujaca technike WGS: Literacka E, Izdebski R, Baraniak
A, Zabicka D, Schneider A, Urbanowicz P, Herda M, Hryniewicz W, and Gniadkowski M.
Proteus mirabilis producing the OXA-58 carbapenemase in Poland. Antimicrob Agents
Chemother. 2019 in press

6. Osiagniecia dydaktyczne
a) Promotor pracy magisterskiej

Bytem promotorem pracy magisterskiej Pani Aleksandry Pajewskie) (numer indeksu
132407), studentki Wydzialu Rolnictwa i Biologii, Szkoly Glownej Gospodarstwa
Wiejskiego w Warszawie. Praca pt. ,,Czynniki zjadliwosci szczepow Klebsiella pneumoniae
wytwarzajgcych B-laktamazy o rozszerzonym spektrum substratowym izolowanych w
szpitalach w Polsce” zostala wykonana pod moim kierunkiem i zostala obroniona w styczniu
2015 .

b) Promotor pomocniczy pracy doktorskiej

Bylem promotorem pomocniczym pracy doktorskiej Pani Izabeli Wasko. Praca pt.
,.Charakterystyka populacji izolatow Neisseria meningitidis z kompleksu klonalnego ST-11
odpowiedzialnych za zakazenia inwazyjne w Polsce” zostala obroniona przed Radg Naukowa
Centrum Biostruktury, Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego W listopadzie 2016 r.

¢) Organizacja konferencji i kurséw miedzynarodowych:

Jako czionek lokalnego komitetu organizacyjnego bratem wudziat w organizacji
miedzynarodowej konferencji: 8th International Meeting on Microbial Epidemiological
Markers. Konferencja odbyta si¢ w Zakopanem, w dniach 14-17 maja 2008 r.

Réowniez jako cztonek lokalnego komitetu organizacyjnego bralem udzial w organizacji
kursu miedzynarodowego: 24th Postgraduate Education Course of EDCMID. Microbial
Typing Technologies: Practical Course with Theoretical Support. Kurs odbyt sie w
Warszawie w dniach 25-30 kwietnia 2004 r.

d) Wyklady szkoleniowe na kursach, szkoleniach i konferencjach

1. Wyklady i ¢wiczenia praktyczne podczas kurséw specjalizacyjnych wymaganych
programem specjalizacji z mikrobiologii dla lekarzy i diagnostéw laboratoryjnych (lata
2005-2012). Tytut kursow ,,Oporno$¢ drobnoustrojéw na antybiotyki, podstawy i
laboratoryjne metody oznaczania wrazliwo$ci szczepdw na  antybiotyki i
chemioterapeutyki, wykrywanie mechanizmoéw opornosci”. Organizatorzy Kursow:
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Centrum Medycznego Ksztalcenia Podyplomowego, Warszawski Uniwersytet Medyczny
i Krajowa Izba Diagnostéw Laboratoryjnych.

2. VII Warsztaty Mikrobiologiczne ,,Wiosenna Szkola Mikrobiologii Klinicznej”, wyklad
pt.: ,Acinetobacter baumannii — identyfikacja, mechanizmy opornosci, epidemiologia™.
Zakopane 14-17 kwietnia 2011r.

3. 1 Ogolnopolska Konferencja Naukowo Szkoleniowa "Stare i nowe patogeny - aktualne
problemy" Lublin, wyktad pt.: "Zastosowanie badan molekularnych w dochodzeniach
epidemiologicznych". Lublin 1-2 luty 2016r.

4. XII Warsztaty Mikrobiologiczne ,,Wiosenna Szkota Mikrobiologii Klinicznej”, wykiad
pt.: ,,Opornosé na kolistyne", Zakopane 12-15 maja 2016 1.

5. XII Warsztaty Mikrobiologiczne ,,Wiosenna Szkola Mikrobiologii Klinicznej”, wyklad
pt.: ,,Typowanie molekularne w epidemiologii zakazen" Zakopane 12-15 maja 2016 r.

6. V Kongres Genetyki, wyklad pt.: ,Molecular epidemiology of multidrug-resistant
Enterobacteriaceae”, £.0dZ 19-22 wrzesnia 2016 r.

7. XX Sympozjum naukowe “Postgpy w medycynie zakazen”, wykiad pt.: "Opornos¢
plazmidowa na kolistyne", Warszawa 2-3 grudnia 2016 1.

8. Posiedzenie Warszawskiego Oddziatu Polskiego Towarzystwa Mikrobiologow, wykiad
pt.: ,.Opornos¢ na polimyksyny”, Warszawa 8 czerwca 2017 r.

9. XIV Warsztaty Mikrobiologiczne ,,Wiosenna Szkota Mikrobiologii Klinicznej”, wyklad
pt.: ,,Charakterystyka genomowa Klebsiella pneumoniae w Polsce”, Zakopane 17-20
maja 2018 r.

10. Warsztaty NPOA, wyktad pt.: ,.Typowanie molekularne - co mozna powiedzie¢ o
sytuacji w Polsce na podstawie badan molekularnych”, Warszawa 15-16 czerwca 2018 r.

11. Warsztaty NPOA, wyklad pt.: ,Pateczki jelitowe wytwarzajace karbapenemazy —
polskie dane epidemiologiczne”, Kielce 15 listopada 2018 r.

e) Zajecia ze studentami

W latach 2004-18 sprawowalem opicke naukowa i/lub organizacyjng nad studentami
odbywajacymi praktyki zawodowe i staze naukowe w Zaktadach Mikrobiologii Molekularne;j
oraz Epidemiologii i Mikrobiologii Klinicznej, Narodowego Instytutu Lekow w Warszawie

Od 2008 roku organizuje dla studentow Wydziatu Biologii, Uniwersytetu Warszawskiego
coroczne wycieczki do NIL w ramach przedmiotu ,,Molekularna patogeneza bakteryjna”.
Podczas spotkania studenci wystuchujg wykladéw przedstawiajgcych aktualnie poruszane
zagadnienia naukowe w Zakladach Mikrobiologii Molekularnej oraz Epidemiologii i
Mikrobiologii Klinicznej oraz zapoznajg si¢ z pracg w laboratorium mikrobiologicznym.
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