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1. Imie i Nazwisko. Katarzyna Piekarska

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

tytutu rozprawy doktorskiej.

Mgr biologii (1999) — Wyisza Szkota Rolniczo-Pedagogiczna w Siedlcach (obecnie Uniwersytet

Przyrodniczo — Humanistyczny)

Doktor nauk medycznych w zakresie biologii medycznej {(2007) — Narodowy Instytut Zdrowia
Publicznego — Panstwowy Zaktad Higieny

Tytut rozprawy doktorskiej: ,Genetyczne uwarunkowania mechanizmdéw opornosci na
fluorochinolony szczepow Enterococcus faecalis izolowanych z materiatu klinicznego”.

Dyplom specjalisty w dziedzinie Zdrowie publiczne (2009), Warszawski Uniwersytet Medyczny
Dyplom specjalisty w dziedzinie Mikrobiologia medyczna (2015), Centrum Egzaminow

Medycznych, tédz
3. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych.

Narodowy Instytutu Zdrowia Publicznego — Paristwowy Zakfad Higieny. Od 1.09.2000 do chwili
obecnej zatrudniona jestem w Zaktadzie Bakteriologii (obecnie Zaktad Bakteriologii i Zwalczania
Skazen Biologicznych), poczatkowo na stanowisku biologa, od 01.04.2003 r. na stanowisku

asystenta, zas od 01.04.2008 na stanowisku adiunkta.

Od 1.02.20011 roku petnie funkcje Kierownika Pracowni Bakteryjnych Zakazen Uktadu

Oddechowego (obecnie Pracowni Diagnostyki Bakteriologicznej) w Zaktadzie Bakteriologii NIZP-PZH.

Od 1.12.2015 roku powierzono mi funkcje Kierownika w Akredytowanym Laboratorium Zaktadu

Bakteriologii NiZP-PZH.

Instytut Hematologii i Transfuzjologii w Warszawie, Samodzielna Pracownia Liofilizacji
i Frakcjonowania Osocza {diagnostyka HCV), Stanowisko: mtodszy asystent, okres zatrudnienia: maj

- sierpien. 2000,

Laboratorium Mikrobiologiczne ,,BAKTER” w Warszawie, laborant, pazdziernik 1998 - kwiecier 2000

Analiza bibliometryczna dorobku naukowego:
1. Sumaryczny impact factor opublikowanych prac wedtug listy Journal Citation Reports
zgodnie z rokiem opublikowania wynosi 20,948 (+11,120 autorstwo grupowe w badaniach

wieloosrodkowych); w tym IF 17,842 po uzyskaniu stopnia doktora
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Impact factor dla publikacji wchodzgcych w sktad osiggniecia naukowego: 14,985
Liczba punktow MNiSW/KBN: 374
Lista cytowan publikacji wedtug bazy Web of Science: 97 (bez autocytowan)

Indeks Hirscha wediug bazy Web of Science: 5
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taczna liczba publikacji naukowych: 33 w tym 10 umieszczonych na lidcie JCR. W 20
publikacjach jako pierwszy autor, w 13 - autor korespondencyjny

7. Rozdziat w podreczniku: 1

8. Opublikowane streszczenia doniesieri prezentowanych na miedzynarodowych i krajowych

konferencjach naukowych: 19

4, Wskazanie osiggniecia®* wynikajacego z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach
naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. 2016 r. poz. 882 ze zm.

w Dz. U. 22016 r. poz. 1311.):

a) tytut osiggniecia naukowego bedgcego podstawg do wnioskowania o uzyskanie stopnia

naukowego doktora habilitowanego

Cykl prac zrealizowanych w obszarze badawczym: Analiza wybranych mechanizméw opornosci

kodowanych plazmidowo wystepujacych u Enterobacteriaceae.

b) autor/autorzy, tytut/tytuty publikacji, rok wydania, nazwa wydawnictwa,

1. Piekarska K., Zacharczuk K., Wotkowicz T., Wolaniuk N.,-Rzeczkowska M., Gierczynski R.
Emergence of Enterobacteriaceae copraducing CTX-M-15, ArmA and PMQR in Poland. Adv Clin
Exp Med. 2019; 28(2). ISSN 2451-2680. doi: 10.17219/acem/94165

[IF-1,262; MNiSW - 15]

2. Piekarska K., Wotkowicz T., Wolaniuk N., Zacharczuk K., Rzeczkowska M., Gierczyriski R. Analysis

of draft whole genome sequences of three clinical strains of Salmonefla enterica serotype

Enteritidis ST11 with decreased susceptibility to ciprofloxacin, Med. Dosw. Mikrobiol. 2018; 70:

25-36.

[MNiSW - 7]

3. Piekarska K. Mechanizmy opornosci na fiuorochinolony kodowane plazmidowo — PMQR. Post.
Mikrobiol. 2018; 57: 47 - 57.

[IF-0,354; MNiSW - 15]
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10.

Rzeczkowska M., Piekarska K., Wotkowicz T., Semczuk K., Kaminska T. Gierczynski R.
Wspdlwystepowanie plazmidowo kodowanych mechanizméw opornosci: DHA-7, CTX-M-15,
qnrB6 i aac(6’)-Ib-cr u pateczek Klebsiella pneumoniae wytwarzajacych nabyte AmpC. Med.
Dosw. Mikrobiol. 2017; 69: 115-26.
[MNiSW - 7]
Piekarska K., Zacharczuk K., Wotkowicz T., Rzeczkowska M., Bareja E., Olak M., Gierczynski R.
Distribution of 165 rRNA methylase among different species of aminoglycoside-resistant
Enterobacteriaceae in tertiary care hospital in Poland. Adv Clin Exp Med. 2016; 25: 539-44.
[IF-1,179; MNiSW - 15]
Piekarska K., Zacharczuk K., Rzeczkowska M., Wotkowicz T., Januszkiewicz A., Podsiadly E.,
Demkow U., Gierczyriski R. Probable interspecies transfer of the blavim—a gene between
Entarobacter cloaceae and Klebsiella pneumoniae in single infant patent. Pol. J. Microbiol. 2015;
64: 387-9.
[IF-0,750; MNiSW - 15}
Piekarska K., Wotkowicz T., Zacharczuk K., Rzeczkowska M., Chrost A., Bareja E., Olak M.,
Gierczynski R. Co-existence of plasmid-mediated gquinolone resistance determinants and
mutations in gyrA and parC among fluoroquinolone-resistant clinical Enterobacteriaceae
isolated in tertiary hospital in Warsaw, Poland. Int. J. Antimicrob. Agents 2015; 45: 238-243.
[IF-4,097; MNiSW - 35]
Piekarska K., Rzeczkowska M., Chrost A., Woltkowicz T., Zacharczuk K., Bareja E., Olak M.,
Gierczynski R. Wystepowanie i charakterystyka genu aac(6')-lb-cr kodujgcego enzym
maodyfikujacy fluorochinolony u opornych na ciprofloksacyne szczepdéw Enterobacteriaceae
wyizolowanych od ludzi. Med. Dosw. Mikrobiol. 2013; 65: 39-46.
[MNiSW - 5]
Rzeczkowska M., Piekarska K., Gierczyrski R. Charakterystyka opornych na fluorochinolony
izolatow z gatunku K. pneumoniae, P. mirabilis i E. coli wytwarzajacych B-laktamazy typu ESBL
i AmpC. Med. Dosw. Mikrobiol. 2012; 64: 285-95.
[MNiSW - 5]
Piekarska K., Rzeczkowska M., Zacharczuk K., Chrost A., Januszkiewicz A., Bareja E., Olak M.,
Gierczynski R. Wystepowanie gendw gnr u niewrazliwych na fluorochinolony pateczek z rodziny
Enterobacteriaceae izolowanych z materiatu klinicznego. Med. Dosw. Mikrobiol. 2012; 64: 211-
9.
[MNiSW - 5]
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11. Zacharczuk K., Piekarska K., Szych 1., Jagielski M., Hidalgo L., Millan A.S., Gutiérrez B., Rastawicki
W., Gonzales - Zorn B., Gierczyriski R. Plazmid-borne 165 rRNA methylase ArmA in aminoglicoside
- resistant Klebsiella pneumoniae in Poland. J. Med. Microbiol. 2011; 60: 1306-11.
[IF- 2,502; MINiSW - 25]
12. Zacharczuk K., Piekarska K., Szych J., Zawidzka E., Sulikowska A., Wardak S., Jagielski M.,
Gierczyniski R. Emergence of Klebsiella pneumoniae coproducing KPC-2 and 165 rRNA methylase
ArmA in Poland. Antimicrob Agents Chemoth. 2011; 55: 443 - 446.
[IF-4,841; MNiSW - 40]
13. Piekarska K, Zacharczuk K, Bareja E, Olak M, Szych J, Jagielski M, Wardak S, Gierczynski R.
Wystepowanie w jednym z warszawskich szpitali pateczek Enterobacteriaceae wytwarzajgcych
16S rRNA metylaze ArmA. Med Dosw Mikrobiol. 2010; 62: 201-209.
[MNiSW - 9]
14, Zacharczuk K., Piekarska K., Szych J., Sulik M., Roszko E,, tata J., Jagielski M., Gierczynski R.
Opornosé pateczek Enterobacteriaceae wyosobnionych w szpitalu potoiniczo-ginekologicznym
na wybrane antybiotyki aminoglikozydowe ze szczegélnym uwzglednieniem zdolnosci do
wytwarzania 165 rRNA metylaz ArmA, RmtB i RmtC. Med Dosw Mikrobiol. 2010; 62:97-107.
{MNiSW - 9]
15. Piekarska K., Zacharczuk K., Szych J., Zawidzka E., Wilk E., Wardak S., Jagielski M., Gierczyriski R.
Wystepowanie w jednym 2z warszawskich szpitali pateczek Klebsiefla pneumoniae
wytwarzajacych karbapenemaze typu KPC. Med. Dosw. Mikrobiol., 2010, 62: 9-20.
[MNiSW - 9]

Laczny IF prac tworzacych dzieto: 14,985, (w tym IF 7,642 jako pierwszy autor); MNiSW 216 pkt.

¢) oméwienie celu naukowego/artystycznego ww. pracy/prac i osiggnigtych wynikow wraz z
omoéwieniem ich ewentualnego wykorzystania.

Wprowadzenie

Obecnie na catym $wiecie oporno$¢ bakterii na antybiotyki jest jednym z dominujacych
problemoéw zdrowia publicznego i stanowi duze wyzwanie dla wspdfczesnej medycyny. Zakazenia
wywolane przez szczepy oporne stanowia potencjalne zagrozenie dla zycia pacjenta, znaczaco

ograniczajg mozliwosci terapeutyczne, istotnie wydtuzajg réwniez czas trwania choroby
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i hospitalizacji pociagajac za sobg ogromne koszty zwigzane z opiekg nad chorym . Szczegblny
niepokdj budzy zwtaszcza zakazenia wywotane przez szczepy wielolekooporne MDR (multidrug
resistant), ktérych izolowanych jest coraz wigcej takie w Europie. Zasadnicza role w pojawieniu sie
i rozpowszechnieniu mechanizméw warunkujacych opornos¢ na réine grupy antybiotykow
i chemioterapeutykéw odegrato powszechne i nieracjonalne, a czesto wrecz nieuzasadnienione
stosowanie tych zwigzkdw zaréwno w medycynie, jak | weterynarii a takze gospodarce.

Wielolekooporne pateczki z rodziny Enterobacteriaceae sa drobnoustrojami, ktore
w ostatnich latach uznano za jedne z najwazniejszych patogendw cztowieka. Bakterie te stanowia
istotny problem gtownie w lecznictwie zamknigetym, co $cifle zwigzane jest z ich narastajaca
opornoscig na rozne powszechnie stosowane w terapii grupy lekdw przeciwbakteryjnych, w tym:
fluorochinolony, aminoglikozydy, cefalosporyny lll generacji czy karbapenemy. Zwiekszony odsetek
szczepdw Enterobacteriaceae opornych na wymienione grupy antybiotykdw odnotowywany jest
w wielu krajach europejskich, w tym takze i w Polsce 2. Dodatkowo stwierdzono, ze w ostatnich
dwéch dekadach w odpowiedzi na stosowane w lecznictwie antybiotyki, drobnoustroje te nabyly
nowe mechanizmy opornoéci, takie jak: karbapenemazy (KPC, NDM, OXA-48), plazmidowo
kodowane cefalosporynazy typu AmpC, 165 rRNA metylazy {ArmA, RmtA, RmtB, RmtC, NpmA) czy
plazmidowo kodowane mechanizmy opornosci na fluorochinolony — PMQR {Qnr, Aac(6 }-lb-cr,
QepA). Nabycie tych mechanizmdéw a czesto ich wspétwystepowanie zdecydowanie zwiekszyto
mozliwosci adaptacyjne i stopierh przezycia bakterii w Srodowisku szpitalnym. Co wiecej,
wystepowanie genow kodujgcych wymienione mechanizmy opornosci na ruchomych elementach
genetycznych przyczynito sie do ich szybkiego horyzontalnego rozprzestrzeniania pomiedzy réznymi
szczepami i gatunkami pateczek Enterobacteriaceae, stanowiac — ze wzgledu na skale zjawiska —
powainy problem dla zdrowia publicznego.

W Polsce, w przypadku pateczek Enterobacteriaceae, na poziomie molekularnym bardzo

dobrze zostaty opisane i udokumentowane kodowane na ruchomych elementach, mechanizmy

! O’Neill ). Antimicrobial Resistance: Tackling a crisis for the health and wealth of nations. 2014. Rev Antimicrob Resist
Lond HM Gov.

% European Centre for Disease Prevention and Control. Surveillance of antimicrobial resistance in Europe 2016. Annual
report of the European Antimicrobial Resistance Surveillance Network (EARS-Net). Stockholm: ECDC; 2017.
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opornosci na antybiotyki B-laktamowe, w tym: ESBL, KPC, NDM, OXA-48 3, 4, 5, 6. Natomiast, dane
pi$miennictwa dotyczace wystepowania wsrod Enterobacteriaceae mechanizméw opornosci na
fluorachinolony, réwnie istotnej z klinicznego punktu widzenia grupy lekdw przeciwbakteryjnych, sa
znikome zwtaszcza na poziomie molekularnym. Brak jest réwniez danych na temat mechanizméw
opornosci na aminoglikozydy zwigzanych z wystepowaniem 165 rRNA metylaz. Szczatkowe sg
réwniez krajowe dane dotyczgce wspotwystepowania mechanizmow warunkujacych opornosé na

rézne grupy antybiotykéw w pojedynczym izolacie.

Cel

Z uwagi na istote problemu, w swojej pracy badawczej zainteresowatam sie wystepujgcymi
u Enterobacteriaceae a zarazem mato poznanymi mechanizmami warunkujgcymi opornosé na
istotne z klinicznego punktu widzenia grupy antybiotykéw. Moje badania realizowane byty
w obszarze czterech tematdéw badawczych. Pierwszy kierunek badan obejmowat swym zakresem
tematyke opornosci na fluorochinolony. Szczegdinie istotne byto dla mnie udzielenie odpowiedzi
czy w szczepach niewrazliwych na fluorochinolony wystepuja nabyte, kodowane plazmidowo
mechanizmy opornosci — PMQR, ich molekularna charakterystyka oraz okreslenie mutacji
powodujacych modyfikacje sekwencji aminokwasowej poszczegblnych podjednostek gyrazy
i topoizomerazy IV przektadajgce sie na wartos¢ MIC, jak réwniei proba oszacowania w jakim
zakresie dochodzi do kumulacji tych mechanizméw (tj. mutacji i PMQR). Celem drugiego kierunku
badai bylo za$ zbadanie czy i z jakimi mechanizmami opornosci najczesciej wspotwysiepuja
plazmidowo kodowane mechanizmy na fluorochinolony. Celem trzeciego kierunku badar byto za$
okreélenie czy wérdd szczepdw Enterobacteriaceae opornych na wysokie stezenia aminoglikozyddow
izolowanych na terenie naszego kraju, obecne sa 16S rRNA metylazy, jaki rodzaj, ich molekularna
charakterystyka oraz szacunkowy udziat. Czwarty kierunek badari obejmowaf swym zakresem

opornos¢ na antybiotyki z grupy karbapenemow.

3 Baraniak A, lzdebski R, Herda M, Fiett ), Hryniewicz W, Gniadkowski M, Kern-Zdanowicz |, Filczak K, topaciuk U.
Emergence of Klebsiella pneumoniae 5T258 with KPC-2 in Poland. Antimicrab Agents Chemother. 2009;53:4565-7.
4 Fiett ], Baraniak A, lzdebski R, Sitkiewicz I, Zabicka D, Meler A, Filczak K, Hryniewicz W, Gniadkowski M. The first NDM
metallo-B-lactamase-producing Enterobacteriaceae isolate in Poland: evolution of IncFll-type plasmids carrying the
bla(NDM-1) gene. Antimicrob Agents Chemother. 2014;58:1203-7.
5 |zdebski R, Baraniak A, Zabicka D, Machulska M, Urbanowicz P, Fiett J,Literacka E, Bojarska K, Kozinska A, Zieniuk
B,Hryniewicz W, Gniadkowski M; OXA-48-PL Study Group. Enterobacteriaceae producing OXA-48-like carbapenemases
in Poland, 2013-January 2017. | Antimicrob Chemother. 2017 Dec 9. doi: 10.1093/jac/dkx457.
8 Empel J, Baraniak A, Literacka E, Mrowka A, Fiett |, Sadowy E, Hryniewicz W, Gniadkowski M; Beta-PL Study Group.
Melecular survey of beta-lactamases conferring resistance to newer beta-lactams in Enterobacteriaceae isolates from
Polish hospitals. Antimicrob Agents Chemother, 2008;52:2449-54.
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Wykaz prac stanowigcych cykl uporzadkowatam w kolejnosci od najnowszych do
najstarszych. Jednak w opisie, ze wzgledu na réznorodnoéé poruszanej tematyki, zaklasyfikowatam

je w zaleznosci od omawianego tematu badawczego.

Omowienie publikacji.

Temat badawczy 1 — Opornosé na fluorachinolony (PMQR i mutacje)

Piekarska K., Rzeczkowska M., Zacharczuk K., Chrost A,, Januszkiewicz A., Bareja E., Olak M., Gierczyriski R.
Wystepowanie gendw gnr u niewrazliwych na fluorochinolony pateczek z rodziny Enterobacteriacece
izolowanych z materiatu klinicznego. Med. Dosw. Mikrobiol. 2012; 64: 211-9,

Piekarska K., Rzeczkowska M., Chrést A., Wotkowicz T., Zacharczuk K., Bareja E., Olak M., Gierczyriski R.
Wystepowanie i charakterystyka genu gac{6')-ib-cr kodujacego enzym modyfikujacy fluorochinolony u
opornych na ciprofloksacyne szczepdw Enterobacteriaceae wyizolowanych od ludzi. Med. Dosw. Mikrobiol.
2013; 65: 39-46.

Fluorochinolony stanowig waing, syntetyczng grupe zwigzkow przeciwbakteryjnych szeroko
stosowanych w medycynie i weterynarii. W ostatnich latach, na catym swiecie obserwowany jest
znaczny wzrost opornosci drobnoustrojéw na te grupe lekéw, co znacznie ogranicza mozliwosci ich

zastosowania w terapii. Ponadto analiza danych zebranych przez ECDC (https://ecdc.europa.eu)

pozwolita stwierdzié, ze takze w Polsce w odniesieniu do pateczek Gram ujemnych, a szczegdlnie w
przypadku K. pneumoniae, wystepuje wysoki odsetek szczepéw opornych na fluorochinolony. To
sktonito mnie do poszukiwania odpowiedzi jakie mechanizmy sg za to odpowiedzialne. Co wiecej
zaobserwowano takie, ze zdecydowana wiekszo$¢ pateczek Enterobacteriaceae opornych na
fluorochinolony charakteryzuje sie réwniez opornoscia na inne grupy antybiotykéw, a czesto
szczepy takie cechuja sie wielolekoopornoscia.

Powszechnie jest przyjete, ze obecno$é mechanizméw PMQR (plasmid-mediated quinolone
resistance) warunkuje niski poziom opornosci na fluorochinolony (MIC 0,25-1 pg/ml) 7. Niemniej
jednak, z drugiej strony wyraznie podkresla sie rowniez, iz wystepowanie tych mechanizmoéw sprzyja
skutecznej selekcji mutacji i nabywaniu opornoéci na wysokie stezenia. Pierwszym wykrytym
i opisanym mechanizmem PMOQR byly biatka Qnr, ktérych podstawowa funkcja jest ochrona
bakteryjnego DNA gyrazy i topoizomerazy |V przed wiazaniem z fluorochinolonem 7. Obecnie
znanych jest pie¢ rodzin tych biatek: QnrA, QnrB, QnrS i rzadzie] wystepujace u pateczek
Enterobacteriaceae, QnrC i QnrD. Ponadto, jak wynikato z przeprowadzonej przeze mnie analizy

aktualnego pismiennictwa, na catym sSwiecie geny gnr byly i sa nadal rozpowszechnione wéréd

’ Martinez-Martinez L, Pascual A, Jacoby GA. Quinolone resistance from a transferable plasmid. Lancet. 1998; 351:797-
9.
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réznych gatunkéw Enterobacteriaceae izolowanych od pacjentow szpitalnych. W zwiazku
z powyzszym postanowitam podjgé probe oszacowania czestosci wystepowania gendw gnr wsrod
klinicznych szczepdw opornych na fluorochinolony. W tym celu, w okresie od 1 marca do 31 sierpnia
2010 roku, w ramach realizacji kierowanego przeze mnie projektu badawczego, zebrano
i przebadano prospektywnie 2017 izolatéw pateczek Enterobacteriaceae wyizolowanych
z materiatu klinicznego. Na podstawie identyfikacji biochemicznej i profilu lekowrazliwosci do
dalszych badah wytypowano 215 izolatéw naleiacych do réinych gatunkéw, opornych na
ciprofloksacyne (wedtug aktualnie obowigzujacych kryteridw). Dla tej grupy szczepdw okreslono
wartoé¢ najmniejszego stezenia hamujacego (MIC) kwasu nalidyksowego, norfloksacyny,
ciprofloksacyny i moksifloksacyny, przyjmujac dla trzech ostatnich zwigzkow wartosé MIC >1 pg/ml,
jako charakterystyczna dla izolatéw opornych. W przypadku wszystkich badanych izolatow stosujac
technike PCR poszukiwano fragmentow genu gnrA, gnrBi gnrS. Uzyskane produkty PCR poddawano
reakcji sekwencjonowania. Obecno$é przynajmniej jednego genu gnr stwierdzono w przypadku 18
(8,3%) izolatdw. Najczesciej wykrywang determinantg byt gen gnrB, ktérego obecnosc stwierdzono
u 12 {5,6%) izolatéw, najczesciej wérdd K. pneumoniae {n=7). Wszystkie izolaty z wykrytym genem
gnr poddano analizie polimorfizmu fragmentéw restrykcyjnych chromosomalnego DNA metoda
PFGE. Wyniki genotypowania wskazywaty na znaczne zréznicowanie genetyczne badanych izolatdw,
co sugerowafo rozprzestrzenienie gendw gnr wsréd szczepéw niespokrewnionych. Co wigcej,
stwierdzona wsrdd trzech roinych gatunkéw (K. pneumoniae, E. coli i E. cloacae) obecnos¢
determinant gnr jednoznacznie wskazywata na horyzontalne rozprzestrzenianie plazmidow,
w ktdrych znajduja sie geny determinujace ten mechanizm.

Dane pismiennictwa wyraznie wskazywaty, ze geny gnr wystgpujq czgsto w tym samym
plazmidzie miedzy innymi wraz z genami bla kodujacymi opornosé na antybiotyki B-laktamowe. Poza
tym geny kodujace biatka QnrA i QnrB najczesciej wystepuja z genami kodujacymi B-laktamazy typu
ESBL nalezacymi do rodziny SHV i CTX-M, zas QnrS z klasyczng B-laktamaza TEM-1 8, W zwiazku
z tym celem petniejszej charakterystyki sprawdzitam czy wsréd badanych szczepdw posiadajgcych
geny gnr wystepuja takze geny zwigzane z wytwarzaniem B-laktamaz nalezgcych do rodzin: TEM,
SHV i CTX-M. Przeprowadzone badania wykazaly, ze 16 (88,9%) izolatow posiadajacych gen gnr
charakteryzowatio sie takie obecnosciag gendw bla. Do najczesciej wykrywanych genow nalezaty

blacrem (n=11) i blarem {n=13), w przypadku 9 izolatow stwierdzono obecnosc genu blasy..

& Nordmann P., Paoirel L. Emergence of plasmid-mediated resistance to quinolones in Entercbacteriaceae. ) Antimicrob
Chemother. 2005; 56: 463-9.
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Dwufunkcyjny wariant enzymu acetylotransferazy aminoglikozydowej — AAC(6')-Ib-cr to
drugi plazmidowo kodowany mechanizm opornosci na fluorochinolony . Enzym ten oprécz
modyfikacji czasteczki aminoglikozydu prowadzacej do utraty powinowactwa do podjednostki 165
rRNA, czego skutkiem jest opornos¢ na najczesciej stosowane w lecznictwie antybiotyki tej grupy
(tobramycyne, kanamycyne i amikacyne), dodatkowo posiada zdolno$é do strukturalnej modyfikacji
hydrofilowych fluorochinolondéw (ciprofloksacyny i norfloksacyny). Wariant ten charakteryzuje sie
obecnoscig dwoch okreslonych mutacji znaczacych, prowadzacych do substytucji aminokwasdw
w kodonach Trp102->Arg (W102->R} i Aspl79->Tyr (D179-Y), ktbre s3g niezbedne do redukcji
wrazliwosci fluorowanych chinoclondw. W zwigzku z powyzszym, w drugiej prezentowanej pracy
zainteresowatam sie tym mechanizmem. Do badan, sposréd 215 opornych na fluorochinolony,
losowo wytypowano 15 izolatéw pateczek Enterobacteriaceae, u ktérych za pomoca techniki PCR
poszukiwano obecnosci genu aac(6’)-1b-cr. Uzyskany produkt PCR poddawano zaréwno analizie
restrykcyjnej stosujac enzym BseGl (BtsCl), jak i sekwencjonowaniu. Gen aac(6)-Ib-cr stwierdzono
w przypadku 11 sposréd 15 badanych izolatdéw, co pozwolito postawi¢ teze, ze jest to dosc¢
powszechny mechanizm opornosci wystepujacy wérdd Enterobacteriaceae. Wyniki genotypowania
uzyskane metoda PFGE pozwolily stwierdzi¢, ze gen ten wystepowal wéréd izolatéw
niespokrewnionych, jak réwniez wskazywaty na horyzontalny transfer tego mechanizmu PMQR.

Nalezy zaznaczy¢, ie omowione powyiej prace byly pierwszymi w Polsce pracami
obejmujgcymi swym zakresem tematyke wystepowania plazmidowo kodowanych mechanizmoéw
opornosci na fluorochinolony — PMQR wéréd pateczek Enterobacteriaceae izolowanych z materiatu
kiinicznego. Jednak pomimo tego, jak rowniez ze wzgledu na cheé zwrdcenia uwagi pracownikéw
laboratoriow diagnostycznych na problem wystgpowania mechanizmdéw PMQR w Polsce oraz brak
w krajowym pis’miennictwié prac dotyczacych sposobu ich wykrywania zostaly one opublikowane
w czasopismie polskojezycznym.

Piekarska K., Wotkowicz T., Zacharczuk K., Rzeczkowska M., Chrést A., Bareja E., Olak M., Gierczyriski R. Co-

existence of plasmid-mediated guinolone resistance determinants and mutations in gyrA and parC among

fluorogquinolone-resistant clinical Enterobacteriaceae isolated in tertiary hospital in Warsaw, Poland. int. /.
Antimicrob. Agents 2015; 45: 238-243,

Podstawowy mechanizm opornosci na fluorochinolony zwigzany jest z wystepowaniem
mutacji znaczacych w $cisle okreslonych rejonach zwanych QRDR (Quinolone Resistance
Determining Region) chromosomowych genodw gyrazy (gyrA, gyrB) i topoizomerazy IV (parC, parE).

Analiza piSmiennictwa w tym zakresie pozwolita stwierdzi¢, ze wsrdd opisywanych klinicznych

® Robicsek A, Strahilevitz J, Jacoby GA, Macielag M, Abbanat D, Park CH, Bush K,Hooper DC. Fluoroguinolone-modifying
enzyme: a new adaptation of a common aminoglycoside acetyltransferase. Nat Med, 2006;12:83-8.



szczepow Enterobacteriaceae posiadajacych wysoki poziom opornosci na fluorochinolony obecne
sg zardbwno mutacje, jak i mechanizmy PMQR. Dlatego te: zafoiytam, ze zrdznicowanie
wystepowania mechanizmdw opornosci na fluorochinolony i/lub ich akumulacja wewnatrz jednego
izolatu to gléwna przyczyna wysokiego poziomu opornosci na fluorochinolony (MIC 232 mg/I). By
zweryfikowaé te hipoteze, w kolejnej swojej publikacji podjgtam prébe oszacowania czestosci
wystepowania mechanizméw PMQR (Qnr, AAC(6')-lb-cr, QepA) i zbadania dystrybucji mutacji
w QRDR gendw gyrA i parC, w ktérych najczesciej spotykane sa mutacje zwigzane z opornoscia na
fluorochinolony. Czesto$¢ wystepowania determinant PMQR w populacji 215 badanych szczepow
opornych na ciprofloksacyne (MIC >1 mg/l) okredlitam na poziomie 22,8% (n=49). Najczgsciej
wystepowaly one wéréd pateczek naleigcych do gatunku K. pneumoniae, a nastepnie E. coli,
E. cloaceae i P. mirabilis. Co wiecej, najbardziej rozpowszechnionymi determinantami
wystepujagcymi u odpowiednio 85,7% (42/49) i 26,5% (13/49) szczepow okazat sie gen kodujacy
wariant acetylotransferazy aminoglikozydowej - aac(6°)-Ib-cr {na co wyrainie wskazywaly badania
wlasne opisane powyzej} i gnrB1. U 22,4% (n=11) szczepdw obserwowano wspétwystepowanie tych
gendw. W zadnym z badanych izolatdw nie wykryto obecnoscigenu gnrC, gnrD i gepA.
Sekwencjonowanie QRDR fragmentéw chromosomowych gendw gyrA i parC pozwolito
stwierdzi¢ obecnoéé¢ substytucji w przypadku 44 izolatéw (MIC ciprofloksacyny 24 mg/1) sposrod 49
badanych Enterobacteriaceae posiadajacych PMQR. Generalnie, zmiana kodowanego aminokwasu
wystepowata w dwéch kodonach podjednostki GyrA: 83 (Ser-> Tyr, Phe, lle, Leu) i 87 (Asp—> Asn;
Ala, Glu, Gly) oraz w dwdch kodonach podjednostki ParC: 80 {Ser-> lle, Arg) i 84 (Glu—> Val, Gly).
W przypadku 52,3% badanych izolatéw Enterobacteriaceae z MIC ciprofloksacyny 216 mg/!
obserwowano kumulacje trzech substytucji (dwoch w GyrA i jednej w ParC), zas u 18,2% izolatow
stwierdzono wystepowanie czterech mutacji znaczacych (dwéch w GyrA i dwéch w ParC). Wyniki te
dostarczyly dodatkowych dowodow, ze mutacje w QRDR chromosomowych genow gyrA i parC
odgrywaja istotna, kluczowg role w rozwinieciu przez bakterie opornosci na fluorochinolony.
Co wiece], dowiodty takze wystepowania silnej korelacji pomigdzy stopniowa kumulacja tych
mutacji w podjednostkach GyrA i ParC a stwierdzanym wysokim poziomem opornosci.
Przeprowadzone przeze mnie badania pokazaty takie, ii najczesciej stwierdzana substytucja
dotyczyta kodonu 83 podjednostki GyrA i wykryta byta w przypadku 43/49 izolatéw. Co potwierdzito,
e u Enterobacteriaceae zmiana juz pojedynczego aminokwasu w tym kodonie jest wystarczajgca do
obnizenia wrazliwosci na fluorochinolony. Co wiecej, w swych badaniach wykrytam takie wyjatkowe
izolaty (z MIC ciprofloksacyny w zakresie 64-128 mg/l) posiadajgce dwa mechanizmy PMQR i tylko

pojedyncza mutacje w kodonie 83 podjednostki A gyrazy. Obserwacje te istotnie podkredlaja rolg
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pojedynczej mutacji prowadzacej do zmiany kodowanego aminokwasu w podjednostce GyrA,
szczegollnie w kontekscie posiadania przez ten izolat dodatkowo jeszcze mechanizméw PMQR.
Ponadto, obserwacja ta pokazuje réwniez jak wysokie moze by¢ ryzyko nabycia opornosci na
fluorochinolony przez pateczki Enterobacteriaceae w przypadku presji antybiotykowej.

Ogdlnie jest przyjete, ze podstawowym miejscem docelowego dziatania fluorochinolonéw,
czyli enzymem bardziej wrazliwym, u bakterii Gram-ujemnych jest gyraza. Jednak przeprowadzona
analiza pismiennictwa w tym zakresie wykazala, ze takze mutacje znaczace wystepujace tylko
w podjednostce ParC zwigzane s3 z opornoscia na fluorochinolony. W moich badaniach
stwierdzitam jeden taki izolat, nalezacy do gatunku K. pneumoniae (MIC ciprofloksacyny 16 mg/l),
ktory posiadat podwdjng mutacje w ParC i dwa mechanizmy PMQR, co wyraZnie wskazuje
i potwierdza zarazem, ze na warto$¢ MIC fluorochinolonéw wplyw ma akumulacja réznych
mechanizmow opornosci. Co wiecej, zdecydowana wigkszo$¢ badanych izolatow opornych na
wysokie stezenia fluorochinolonéw {MIC ciprofloksacyny w zakresie 32 — 1024 mg/l) posiadajacych
mutacje w QRDR gyrA i parC charakteryzowata si¢ réowniez obecnoscig przynajmniej jednego
mechanizmu PMQR. Dane te dostarczajg dodatkowych dowoddw na wspotwystepowanie
mechanizméw PMQR i mutacji w GyrA i ParC oraz ich wplyw na wysokie wartosci MIC
fluorochinolondw.

Natomiast, w 5 izolatach posiadajgcych PMQR, ktérych MIC ciprofloksacyny byt w zakresie
1,5-16 mg/l w QRDR gendw gyrazy i topoizomerazy IV nie znaleziono zadnej mutacji znaczacej.
Obserwacja ta moze potwierdza¢ hipoteze, ze mechanizmy PMQR sprzyjajg nabywaniu mutacji
a w konsekwencji opornosci na fluorochinolony w warunkach szpitalnych.

Przedstawiona praca to pierwsze w Polsce doniesienie dotyczace molekularnej
charakterystyki mechanizméw opornosci na fluorochinolony wykrytych wsréd klinicznych szczepdw
Enterobacteriaceae. Ponadto, w pracy tej po raz pierwszy opisano wystepujacg w podjednostce

gyrazy substytucje Ala84— Val wykryta u K. pneumoniae i Asp87->Glu stwierdzong u E. cofi.

Piekarska K. Mechanizmy opornosci na flucrochinolony kedowane plazmidowo = PMQR. Post. Mikrobiol, 2018;
57:47 =57,

Rezultatem mojego zainteresowania tematyka opornosci na fluorochinclony oraz
warunkujacymi jg mechanizmami byta przeprowadzona przeze mnie wnikliwa analiza pismiennictwa
i powstanie pracy, ktdrej gtowne zatozenie dotyczyto przegladu molekularnych mechanizméw
lezacych u podstaw opornosci na te grupe zwigzkoéw przeciwdrobnoustrojowych wystepujacych

u Enterobacteriaceae.
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Prace przegladowa rozpoczetam od zaprezentowania krotkiej historii wprowadzenia
chinolonéw do lecznictwa i zsyntetyzowania fluorochinolondw, zwigzkéw o poszerzonym spektrum
dziatania i doskonalszych parametrach farmakokinetycznych, Zwraécitam uwage na fakt, ze aktualnie
na $wiecie podejmowane s3 dziatania majace na celu ograniczenie stosowania fluorochinolonéw
natomiast w wielu krajach nadal brakuje nadzoru nad stopniem ich zuzycia. Na podstawie
dostepnych danych ECDC, przedstawitam na wybranych przyktadach krajow europejskich (wliczajgc
Polske) procentowy udziat szczepdw izolowanych z zakazen inwazyjnych E. coli i K. pneumoniae
opornych na fluorochinolony oraz konsumpcje tych lekéw uwzgledniajgc lata 2010-2015, co
zaprezentowatam na rycinie. Nastepnie opisatam miejsce docelowego dziatania fluorochinolonéw
czyli dwa enzymy bakteryjne: gyraze i topoizomeraze IV oraz przedstawitam mechanizm dziatania
fluorochinolondw. Dalej oméwitam mechanizmy opornosci na fluorochinolony kodowane
chromosomowo, tj. mutacje prowadzgce do zmiany kodowanego aminokwasu a w konsekwencji
zmiany aktywnosci tych enzymoéw. Mutacje te najczesciej wystepuja w Scisle okreslonych, krétkich
odcinkach gendw zwanych QRDR (Quinolone Resistance Determining Region). Innym mechanizmem
kodowanym chromosomowo a opisanym przeze mnie byly pompy btonowe, ktérych obecnosé
doprowadza do redukcji stezenia leku w cytoplazmie. Szczegétowo oméwitam réwnieZ poznane
dotychczas mechanizmy opornosci na fluorochinolony kodowane plazmidowo, w tym: biatka Qnr,
dwufunkcyjny enzym AAC(6')-Ib-cr oraz plazmidowo kodowane pompy bfonowe (QepA i OgxAB).
Opisatam miedzy innymi ich role, mechanizm dziatania, ich rozpowszechnienie wsrod réznych
gatunkow Enetrobacteriaceae, rodzaj ruchomych elementéw genetycznych, na ktérych najczgsciej
wystepujg i w towarzystwie jakich innych determinant opornosci. W kolejnej czesci pracy
omoéwitam wplyw wystepujacych w komérce bakteryjnej nabytych mechanizméw PMQR na poziom

opornosci wyrazany wartoscig MIC fluorochinolondw.

Piekarska K., Wotkowicz T., Wolaniuk N'., Zacharczul K., Rzeczkowska M., Gierczynski R. Analysis of draft whole
genome sequences of three clinical strains of Salmonella enterica serotype Enteritidis ST11 with decreased
susceptibility to ciprofloxacin. Med. Dosw. Mikrobiol. 2018; 70: 25-36.

Naleigce do Enterobacteriaceae pateczki Salmonella sy druga w kolejnosci (po
Campylobacter) przyczyna biegunek. | cho¢ wigkszos¢ zakaiert przebiega pod postacig niezytu
7ofadkowo-jelitowego i nie wymaga leczenia, to zdarzajg sie réwniez cigzkie przypadki inwazyjnej
salmonellozy wywotanej odzwierzecymi typami serologicznymi Salmonella nie-Typhi i nie-Paratyphi
A, B, C, ktére wymagaja zastosowania antybiotykoterapii. Lekami z wyboru s3 antybiotyki z grupy
fluorochinolonéw. Analiza pismiennictwa pozwolita stwierdzic, ze w wielu krajach obserwowany jest

wzrost odsetka pateczek Salmonella enterica ssp. enterica wykazujacych obnizong wrazliwosé na
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ciprofioksacyne, co moze stanowi¢ potencjalny czynnik ryzyka niepowodzenia terapeutycznego
w przypadku zastosowania fluorochinolonu w terapii. Jak dotad w Polsce, dane dotyczace
mechanizmoéw opornosci na fluorochinolony, ktdére wystepuja wéréd pateczek Saimonelia
izolowanych od ludzi s3 mocno ograniczone. Z tego wzgledu, w swoich badaniach opisanych
w kolejnej pracy podjetam prébe wyjasnienia jakie mechanizmy sg zwigzane z opornoscia niskiego
stopnia na ciprofloksacyne {(MIC=0,19 mg/l), ktérag stwierdzitam w przypadku trzech kiinicznych
izolatéw S. Enteritidis. lzolaty te zostaty zidentyfikowane do poziomu podgatunku przy uiyciu
klasycznych testéw biochemicznych, serotyp zas okreslono zgodnie ze schematem White -
Kauffmann — LeMinor-a. Wrazliwos¢ na 7 antybiotykdéw okreslono stosujac paski z gradientem
stezen. Izolaty przebadano na obecnos¢ plazmidowo kodowanych mechanizméw opornosci na
fluorochinolony — PMQR z uzyciem techniki PCR. W zwigzku z tym, Ze nie wykryto zadnej znane;j
determinanty PMQR, ktdrej obecnos¢ mogtaby byé zwigzana z redukcja wrazliwoéci na
ciprofloksacyne badanych izolatéw, ich kompletne genomowe DNA poddano analizie sekwengji
nukleotydowych — WGS {whole genome sequencing). Przeprowadzona analiza gendw kodujgcych
determinanty opornosci z zastosowaniem wymienionej metody (WGS) réwniez nie wykazata
obecnosci zadnych mechanizméw opornosci PMQR. Natomiast, na jej podstawie u wszystkich
izolatdw stwierdzono obecno$é¢ znaczace] mutacji w podjednostce A gyrazy, polegajgcej na
substytucji w kodonie 83 seryny na tyrozyne. Powszechnie znany jest fakt, ze mutacja ta jest
zwigzana z opornoscig na fluorochinolony, w tym z wysokim jej poziomem zaréwno u Salmonella,
jakiinnych Enterobacteriaceae. Pomimo tego, iz obecnosé tej mutacji powodowata jedynie redukcje
wrazliwosci, jej obecnos¢ stanowi¢ moze potencjalne ryzyko, e przy zastosowaniu
fluorochinolonow w terapii przyczyni sie do szybkiej selekcji kolejnych mutacji znaczacych, wzrostu
poziomu opornosci i niepowodzenia terapeutycznego. Istotne, ze ta wilasnie mutacja zostata
opisana u S. Typhimurium jako pierwsza pojawiajgca sie zmiana w nastepstwie ekspozycji na
ciprofloksacyne, skutkujgca opornoscig na poziomie MIC 6 mg/l *°. W zwigzku z powyiszym
przyjmujac, Ze redukcja wrazliwosci jest korzystng adaptacja bakterii do niskich stezer antybiotyku
mozemy zafoiyc, ze sytuacja ta potencjalnie obrazuje reakcje badanych szczepdw S. Enteritidis
w  wyniku ich ekspozycji na fluorochinolony w pierwotnym srodowisku, tj. wsrod zwierzat

hodowlanych.

19 Fibrega A, Soto SM, Ballesté-Delpierre C, Fernandez-Orth D, Jiménez de Anta MT, Vila J. Impact of quinolone-
restance acquisition on hiofilm productionand fitness in Saimonella enterica. ) Antimicrob Chemother. 2014; 69: 1815-
24,
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Dodatkowo, w wyniku przeprowadzonej analizy pelnogenomowej okreslono rowniez
podobienstwo genetyczne badanych izolatéw. Wszystkie one prezentowaly ten sam typ - ST11,
ktory jest najczescie] wystepujacym typem w grupie pateczek Safmonella Enteritidis, Gallinarum,
Pullorum 1 Dwa izolaty posiadaty ten sam wzdér MLVA, trzeci za$ bardzo podobny. Co wiecej,
petnogenomowa analiza SNP (single nucleotide polymorphism) potwierdzita bliskie podobienstwo
badanych izolatow.

W kraju, prezentowana praca opisuje pionierskie badania w zakresie schematu sekwencji
genomu pateczek Salmonella Enteritidis izolowanych od ludzi z zastosowaniem metody

petnogenomowego sekwencjonowania (WGS).

Whioski:

1. Analogicznie jak w innych krajach, wsréd izolowanych w Polsce szczepow
Enterobacteriaceae opornych na fluorochinolony, wystepuja mechanizmy opornosci
kodowane plazmidowo — PMQR.

2. Obecnos$¢ PMQR przyczynia sie do rozprzestrzeniania sie szczepdw wielolekoopornych,
bowiem najczesciej wraz z tymi mechanizmami w jednym plazmidzie przenoszone sa
determinanty warunkujace opornosc na inne grupy antybiotykow.

3. Opornost¢ na fluorochinolony w klinicznych szczepach Enterobacteriaceae jest wynikiem
wzajemnych oddziatywan pomiedzy determinantami PMQR i mutacjami znaczgcymi
w podjednostkach gyrazy i topoizomerazy IV niz jedynie skutkiem stopniowej akumulacji
tych mutacji.

4. Uzyskane wyniki potwierdzajg role plazmidowo kodowanych mechanizméw PMQR, jak
réwniez pojedynczych mutacji znaczacych w enzymach bedacych docelowym miejscem
dziatania fluorochinolonéw w nabywaniu kolejnych mutacji w QRDR a w konsekwenciji
sprzyjaja opornosci na wysokie stezenia fluorochinolondw w warunkach szpitainych.

5. Opornos$é¢ na fluorochinolony jest zjawiskiem ztoZzonym, bedacym czesto wypadkowa

wspotwystepowania kilku mechanizméw.

11 Achtman M, Wain J, Weill FX, Nair §, Zhou Z, Sangal V, Krauland MG, Hale JL, Harbottle H, Uesbeck A, Dougan G,
Harrison LH, Brisse S; S. Enterica MLST Study Group. Multilocus Sequence Typing as a replacement for serotyping in
Salmonella enterica. PLoS Pathogens. 2012: 8: e1002776.
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Temat badawczy 2 — Wspoétwystepowanie genéw PMQR z determinantami opornosci na inne

niz fluorochinolony grupy antybiotykow

Rzeczkowska M., Piekarska K., Gierczyriski R. Charakterystyka opornych na fluorochinolony izolatéw z gatunku
K. pneumoniae, P. mirabilis i E. coli wytwarzajgcych B-laktamazy typu ESBLi AmpC. Med. Dosw. Mikrobiol. 2012;
64: 285-95.

Rzeczkowska M., Piekarska K., Wotkowicz T., Semczuk K., Kamirska T., Gierczyriski R. Wspdlwystepowanie
plazmidowo kodowanych mechanizmdw opornosci: DHA-7, CTX-M-15, gnrB6 i aoc{6’}-ib-cr u pateczek
Klebsiello pneumoniae wytwarzajacych nabyte AmpC. Med. Dosw. Mikrobiol. 2017, 69: 115-26.

Piekarska K., Zacharczuk K., Wotkowicz T., Wolaniuk N.—Rzeczkowska M., Gierczyriski R. Emergence of
Enteroboacteriaceae coproducing CTX-M-15, ArmA and PMQR in Poland. Adv Clin Exp Med. 2019; 28(2).
ISSN 2451-2680. doi: 10.17219/acem/94165

Analiza danych pismiennictwa wykazata, ze geny PMQR zazwyczaj wystepujg
w koniugacyjnych plazmidach MDR o réinej wielkosci wraz z innymi determinantami opornosci,
w tym genami kodujacymi B-laktamazy: ESBL, plazmidowo kodowane cefalosporynazy AmpC czy
karbapenemazy. Ponadto, w wielu badaniach dotyczacych czestosci wystepowania mechanizmow
PMQR, kodujacych je determinant poszukiwano w kolekcjach izolatow wytwarzajacych ESBL. Fakt
wspotwystepowania plazmidowo kodowanych mechanizméw opornosci na fluorochinolony
z determinantami opornoéci na inne grupy antybiotykéw skfonit mnie do zbadania czy i w jakim
zakresie w szczepach izolowanych w Polsce mozemy obserwowad takie zjawisko. W moich
badaniach giéwnym kryterium doboru izolatdow do badan stanowita opornos¢ na fluorochinolony.
Stwierdzitam, iz ogétem 81,6% izolatéw posiadajacych przynajmniej jeden gen PMQR byfo takze
producentami B- laktamaz ESBL (Piekarska K. i wsp. Co-existence of plasmid-mediated quinclone
resistance determinants and mutations in gyrA and parC among fluoroguinolone-resistant clinical
Enterobacteriaceae isolated in tertiary hospital in Warsaw, Poland. Int. J. Antimicrob. Agents 2015;
45: 238-243).

W pierwszej przedstawione] pracy w omawianym temacie badawczym, analizie poddano
19 losowo wybranych izolatéw opornych na fluorochinolony nalezgcych do trzech gatunkow:
K. pneumoniae (n=7), E. coli (n=9) i P. mirabilis {n=3). Zdolnos¢ wytwarzania p-laktamaz wykrywano
testami fenotypowymi. lzolaty te badano w kierunku zrdinicowania plazmidowo kodowanych
B- laktamaz typu ESBL i pAmpC. Dominujacy mechanizm ESBL wykryto u 9 izolatdw (gtéwnie wsréd
E. coli), nabyte pAmpC — u 6 {w tym wszystkich badanych P. mirabilis). Natomiast w przypadku
4 izolatéw K. pneumonae wykryto zaréwno ESBL, jak i pAmpC. Stosujgc technike PCR stwierdzono,
ze geny warunkujgce wytwarzanie pAmpC najczesciej nalezaly do rodziny CMY i DHA, zad geny
warunkujace wytwarzanie ESBL — do rodziny TEM, SHV i CTX-M. Co wiecej, okreslajac profil

wrazliwosci badanych izolatdw zaobserwowano, Zze oprécz opornosci na fluorochinolony
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i cefalosporyny 13 sposréd 19 charakteryzowato sie réwniez opornoscia na antybiotyki
aminoglikozydowe i trimetoprim/sulfametoksazol. Uzyskane metodg PFGE wyniki genotypowania
pozwolity stwierdzi¢ znaczne zréznicowanie badanych izolatow.

Nalezace do rodziny Enterobacteriaceae pateczki Klebsiella pneumonige stanowig jeden
z dominujacych czynnikéw etiologicznych zakazeni szpitalnych. Czesto napotykanym problemem
w terapii zakazen wywotywanych przez te drobnoustroje jest ich opornos¢ miedzy innymi na
antybiotyki B-laktamowe i fluorochinolony. W odrdznieniu od innych krajow, w Polsce problem
wspotwystepowania plazmidowo kodowanych mechanizméw opornosci pAmpC, ESBL i PMQR
u pateczek K. pneumoniae jest mato poznany. Z tego tez wzgledu w drugiej prezentowanej pracy
podjetam prébe oceny wspdotwystepowania tych mechanizméw opornosci u pafeczek
K. pneumoniae wytwarzajacych cefalosporynazy typu pAmpC. Do badar wytypowano 22 izolaty
K. pneumoniae oporne na cefoksytyne i cefalosporyny Il generacji, wyodrebnione z materiatu
klinicznego od ludzi w trzech warszawskich szpitalach w okresie od 01.11.2013 r. do 31.01.2014 r.
Stosujgc testy fenotypowe okreslono zdolno$¢ wytwarzania B-laktamaz typu ESBL i pAmpC oraz
profil lekoopornoéci. Fragmentéw genéw kodujgcych pAmpC (blaona, blaace, blacr, blaesc, blarox,
blamox), ESBL (blacrx.m) oraz PMQR {gnrA, qnrB, qnrS, aac(6')-1b-cr, gepA) poszukiwano stosujac
technike PCR. Fenotypowe wytwarzanie i obecnosc¢ gendw pAmpC stwierdzono u 5 izolatéw co
potwierdza, ze wsrdd pateczek Enterobacteriaceae mechanizm ten nie jest tak rozpowszechniony,
jak ESBL. W przypadku 4 izolatéw stwierdzono gen kodujacy nabyta cefalosporynaze DHA-7.
U wszystkich tych izolatdw stwierdzono wystepowanie ESBL z rodziny CTX-M, ktéra nalezy do
najbardziej rozpowszechnionych zaréwno w Polsce, jaki i w innych krajach. Przy czym, dominujgcym
wariantem nie byf tak jak w poprzedniej dekadzie CTX-M-3, lecz CTX-M-15. Co wigcej, 4z 5 badanych
izolatéw wytwarzajgcych DHA i CTX-M-15 posiadato takie wariant acetylotransferazy
aminoglikozydowej — AAC(6')-Ib-cr, za$ w przypadku dwdch izolatéw wykryto dodatkowo obecnosc
QnrB6. Nie stwierdzono obecnosci innych mechanizmdédw opornosci PMQR. Analiza profili
genetycznych PFGE wykazata, ze stopieri pokrewieristwa genetycznego badanych izolatéw miescit
sie w zakresie od 76% do 97%. Najwyzszy stopien pokrewienstwa stwierdzony pomiedzy dwoma
izolatami mogiby wskazywac na ich wzajemne powigzanie epidemiologiczne. Jednakze izolaty te
zostaty wyosobnione w dwach réznych szpitalach, co raczej wskazuje na potencjalne szerzenie sig
klonu epidemicznego pomigdzy szpitalami. Udowodnienie tej hipotezy, wymagato by
przeprowadzenia badan wsérdd pateczek K. pneumoniae izolowanych w tym samym przedziale
czasowym w wiekszej liczbie szpitali. Nalezy podkresli¢, ze w prezentowane] pracy po raz pierwszy

opisano mechanizm pAmpC typu DHA-7 wystepujacy u K. pneumoniae co, potwierdza wyjatkowa



zdolnos¢ tego drobnoustroju do nabywania nowych mechanizmow opornosci. Wspétwystepowanie
AmpC, ESBL i PMQR wyraznie wskazuje na proces dostosowawczy tych drobnoustrojéw do presji
selekcyjnej wynikajacej ze stosowania antybiotykow w srodowisku szpitalnym. Nalezy zauwazy¢, ze
pateczki K. pneumoniae przejawiajg zdolnosci adaptacyjne typowe dla endemicznych szczepéw
szpitalnych, o «czym Swiadczy kumulacja lokalnie rozpowszechnionych mechanizméw
warunkujgcych opornosc na dwie najczesciej stosowane w terapii grupy antybiotykow.

Trzecia w tym cyklu badawczym praca opisuje wspotwystepowanie kodowanych plazmidowo
mechanizméw, tj.: CTX-M-15, ArmA i PMQR, czego rezultatem jest eliminacja trzech czesto
stosowanych w  terapii grup antybiotykdow  (B-laktamowych, aminoglikozydowych
i fluorochinolondw). Obecnie obserwowane na S$wiecie rozpowszechnienie szczepdw
wielolekoopornych {(MDR) stanowi powazne zagrozenie dla zdrowia publicznego. Z drugiej strony,
w Polsce dane na temat molekularnej charakterystyki MDR-Enterobacterioceae s3 wcigz
niewystarczajgce. Dlatego tez, w prezentowane] pracy podjetam prébe okresdlenia
wspdtwystepowania ESBL, pAmpC i 165 rRNA metylaz wsérdd klinicznych szczepdw
Enterobacteriaceae wytwarzajacych Qnr. Do badar wytypowano 18 izolatéw nalezgcych do trzech
gatunkdéw: K. pneumoniae {n=8), E. cloacae (n=6)} i E. coli (n=4) spoérdd izolatéw wczedniej opisanych
{Piekarska K. i wsp. Co-existence of plasmid-mediated quinolone resistance determinants and
mutations in gyrA and parC among fluoroguinolone-resistant clinical Enterobacteriaceae isolated in
tertiary hospital in Warsaw, Poland. Int. J. Antimicrob. Agents 2015; 45: 238-243), dla ktérych
okreslono profil lekowrazliwosci uwzgledniajgc 11 antybiotykdw i stosujac paski z gradientem
stezen. Fragmentow gendw kodujgcych ESBL (blacrx.m, blosuy, biarem), pAmpC (blapna, blaacc, blacr,
blagsc, blarox, blamox) i 165 rRNA metylazy {(armA, rmtA, rmtB, rmtC) poszukiwano stosujac technike
PCR. Wszystkie uzyskane produkty PCR poddano sekwencjonowaniu, a uzyskane sekwencje
nukleotydowe poréwnywanao z sekwencjami referencyjnymi dostepnymi w bazie GenBank uzywajgc
algorytmu BLAST. W wyniku przeprowadzonych badain zaobserwowano, e 13 izolatow
Enterobacteriaceae posiadajacych QnrBl posiadato réwniez gen kodujacy AAC{6')-Ib-cr
i przynajmniej jeden ESBL. Najczesciej obserwowang kombinacjg gendw byla gnrB1 + aac(6')-1b-cr
+ blatem1 +bloctxm-as, ktora stwierdzono w przypadku 6 izolatéw. Co wiecej, 61% izolatéw
wytwarzajacych QnrB1 posiadato gen blacrx-m-15, za$ dwa sposrdd izolatow wytwarzajacych QnrB1

i CTX-M-15 dodatkowo posiadato gen armA kodujacy 165 rRNA metylaze. Jak dotad, takie
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wspotwystepowanie determinat opornosci (QnrB, CTX-M-15 i ArmA) odnotowano w Chinach 2. Nie
stwierdzono wspotwystepowania Qnr z pAmpC, gdyz zaden badany izolat nie posiadat gendéw
odpowiedzialnych za wytwarzanie pAmpC. Stopieri podobieristwa genetycznego badanych izolatéw
okreslono w zakresie od 50% do 92% stosujgc metode PFGE. Wyrdzniono cztery grupy klonalne (A,
B, C, D), z ktérych kazda obejmowata izolaty posiadajace profile PFGE o 280% podobienstwa, co
zobrazowano na Ryciniel. Stosujgc analize sekwencji nukleotydéw wybranych genéw metabolizmu
podstawowego - MLST (multilocus sequence typing), w przypadku K. pneumoaniae wyrdzniono 5
réinych ST (sequence type): ST15, ST323, ST336, ST147, ST525, u E. coli — dwa: ST131, ST1431
i u E. cloacae — cztery: ST90, ST89, ST133 i nowy ST407 (posiadajgcy QnrB1, AAC(6')-lb-cr i CTX-M-
15}. Izolaty K. pneumoniae prezentujgce ST15, ST336, ST147 oraz E. cofli ST131 wykrywane sa w wielu
krajach i reprezentujg klony o zasiegu miedzynarodowym 13, 1% Generalnie, izolaty nalezace do tej
samej grupy klonalnej reprezentowaty ten sam ST i posiadaty te same markery opornosci. Wyjatek
stanowily dwa izolaty E. coli ST131 nalezace do grupy klonalnej C, ktérych stopien podobienstwa
genetycznego (uzyskany na podstawie pordwnania profili PFGE) wynosit 83%, a ktore
charakteryzowaty sie réznymi determinantami opornosci (jeden izolat posiadat — QnrB1, AAC(6')-1b-
cr, TEM-11i CTX-M-15, drugi zas — QnrS1i TEM-1). Te dwa izolaty prezentowaty takze zréznicowany
profil plazmidowy (réznity sig liczbg plazmidéw oraz ich wielkoscia). Obserwowane zjawisko moze
odzwierciedla¢ dynamikg wymiany determinant opornosci za posrednictwem plazmidu
w warunkach szpitalnych. Prezentowana praca dostarcza informacji o tzw. ,successful clones”,
ktére posiadaja geny kodujace plazmidowe mechanizmy warunkujgce opornosé na klinicznie istotne

grupy antybiotykéw, w tym: antybiotyki B-laktamowe, aminoglikozydowe i fluorochinolony.

Whioski

1. Szczepy Enterobacteriaceae oporne na fluorochinolony najczesciej wytwarzaja réowniez
B-laktamazy typu ESBL.
2. Wspoiwystepowanie PMQR, ESBL i/lub AmpC oraz ArmA stanowi forme skutecznej

odpowiedzi bakterii na presje selekcying wynikajacg ze skojarzonego stosowania

12 fuoY, Yang J, Zhang Y, Ye L, Wang L, Guo L. Prevalence of B-lactamases and 16S rRNA methylase genes amongst
clinical klebsiella pneumoniae isolates carrying plasmid-mediated quinolone resistance determinants. Int ) Antimicrob
Agents, 2011,;37:352-5.
13 paltansing S, Kraakman ME, Ras JM, Wessels E, Bernards AT. Characterization of fluoroquinelone and cephalosporin
resistance mechanisms in Enterobacterioceae isolated in a Dutch teaching hospital reveals the presence of an
Escherichia coli ST131 clone with a specific mutation in parE. ] Antimicrob Chemother, 2013;68:40-5.
14 Rodrigues C, Machado E, Ramos H, Peixe L, Novais A. Expansion of ESBL-producing Klebsiella pneumoniae in
hospitalized patients: a successful story of international clones (ST15, $T147, ST336) and epidemic plasmids {incR,
IncFlIK). Int ] Med Microbiol. 2014;304:1100-8.
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antybiotykéw B-laktamowych, aminoglikozydowych i fluorochinolonéw w lecznictwie
zamknietym.

3. Ze wzgledu na zdolno$é ciprofloksacyny do indukcji u bakterii odpowiedzi SOS 25,
koincydencja PMQR z innymi determinantami opornosci, czesto z udziatem wielu
plazmidow o réinej wielkosci, moze sugerowac znaczacy udziat fluorochinolonéw
stosowanych w terapii w nabywaniu fenotypu MDR przez kliniczne szczepy

Enterobacteriaege.

Temat badawczy 3 — Oporno$é na aminoglikozydy zwigzana z wytwarzaniem 165 rRNA metylaz

Zacharczuk K., Piekarska K., Szych J., Sulik M., Roszko E., tata J., Jagielski M., Gierczynski R. Opornos¢ pateczek
Enterobacteriaceae wyosobnionych w  szpitalu potoiniczo-ginekologicznym na wybrane antybiotyki
aminoglikozydowe ze szczegdlnym uwzglednieniem zdolnosci do wytwarzania 165 rRNA metylaz ArmA, RmtB i
RmtC. Med Dosw Mikrobiol. 2010; 62:97-107.

Piekarska K, Zacharczuk K, Bareja E, Olak M, Szych J, Jagielski M, Wardak S, Gierczyniski R. Wystepowanie w
jednym z warszawskich szpitali pateczek Enterobacteriaceae wytwarzajgcych 165 rRNA metylaze ArmA. Med
Dosw Mikrobiol. 2010; 62: 201-200.

Zacharczuk K., Piekarska K., Szych J., Jagielski M., Hidalgo L., Millan A.S., Gutiérrez B., Rastawicki W., Gonzales
- Zorn B., Gierczynski R. Plazmid-borne 16S rRNA methylase ArmA in aminoglicoside - resistant Klebsiella
pneumoniae in Poland. J. Med. Microbiol 2011; 60: 1306-11.

Zacharczuk K., Piekarska K., Szych J., Zawidzka E., Sulikowska A., Wardak S., Jagielski M., Gierczynski R.
Emergence of Klebsiello pneumoniae coproducing KPC-2 and 165 rRNA methylase ArmA in Poland. Antimicrob
Agents Chemoth. 2011; 55: 443 - 446,

Piekarska K., Zacharczuk K., Wotkowicz T., Rzeczkowska M., Olak M., Gierczyriski R. Distribution of 165 rRNA
methylase among different species of aminoglycoside-resistant Enterobacteriaceae in tertiary care hospital in
Poland. Adv Clin Exp Med. 2016; 25; 539-44.

Zespot badawczy, w skiad ktérego wchodzitam prowadzit pionierskie w Polsce badania
w zakresie opornosci na antybiotyki aminoglikozydowe, zwigzane] z wytwarzaniem 165 rRNA
metylaz wsrdd pateczek Enterobacteriaceae izolowanych od ludzi. Ta grupa antybiotykéw stanowi
wazing grupe lekdw przeciwbakteryinych stosowanych gidéwnie w terapii skojarzonej
w zagrazajacych zyciu zakazeniach. Opornosé na antybiotyki aminoglikozydowe zazwyczaj zwigzana
jest z obecnoscig enzymow degradujgcych antybiotyk poprzez modyfikacje jego struktury. W 2003
roku ¢, po raz pierwszy zostat opisany nowy mechanizm, przyczyniajacy sie do opornosci na wysokie

stezenia aminoglikozydéw, zwigzany z wytwarzaniem enzymu ArmA naleiacego do grupy

5 Beaber JW, Hochhut B, Waldor MK: SOS response promotes horizontal dissemination of antibiotic resistance genes.
Nature 2004; 427: 72-4.

16 @alimand M, Courvalin P, Lambert T. Plasmid-mediated high-level resistance to aminoglycosides in
Enterobacteriaceae due to 165 rRNA methylation. Antimicrob Agents Chemother. 2003;47:2565-71.



metylotransferaz. Enzym ten zdolny jest do postranskrypcyjnej modyfikacji czasteczek 16S rRNA,
czyniagc ja niewrazliwa na dziatanie wszystkich aminoglikozydéw stosowanych parenteralnie
w lecznictwie zamknietym. Co wiecej, gen armA warunkujacy ten mechanizm opornosci
przenoszony jest na plazmidach, stanowigc obecnie problem zdrowia publicznego w skali globalne;j.

Przedstawione trzy pierwsze prace, sg pierwszymi publikacjami poswieconymi zagadnieniu
wystepowania mechanizmu ArmA w Polsce. Poczatkowe badania przeprowadzono wérdd pateczek
Enterobacteriaceae izolowanych od pacjentek szpitala pofozniczo-ginekologicznego i od
noworodkdw. Opornosé na jeden lub wiecej antybiotykéw aminoglikozydowych (gentamicyna,
amikacyna, netylmycyna, tobramycyna i neomycyna) stwierdzono u 45 (1,9%) izolatdw sposréd
2359 przebadanych, wyosobnionych w okresie od 15 marca do 31 grudnia 2009 roku w jednym
z ginekologiczno-pofoiniczych szpitali w Warszawie. Tylko w przypadku 7 izolatéw okreslono
wysokie wartoéci MIC aminoglikozydéw, zakres od 256 do 1024 pg/mi, charakterystyczne dla
obecnosci metylaz. Jednak u tych izolatéw nie stwierdzono obecnodci Zadnej sposrdd
poszukiwanych 16S rRNA metylaz, tj. ArmA, RmtB lub RmtC. W swietle uzyskanych wynikéw i na
podstawie analizy pi$miennictwa zafozylismy, ze w Polsce problem wytwarzania 165 rRNA metylaz
ograniczony moze byé do populacji pateczek Enterobacteriaceae izolowanych od pacjentow
poddawanych dtugotrwatej hospitalizacji. Dlatego tez, w kolejnej pracy materiat do badan stanowito
270 izolatéw wyosobnionych w okresie miesigca (19.04. — 19.05.2010 r.) od pacjentdéw jednego
z duzych szpitali w Warszawie. W przypadku 19 izolatéw (7%) stwierdzono opornosé przynajmniej
na dwa sposrdd testowanych aminoglikozyddw (gentamicyna, amikacyna, kanamycyna). U tych
izolatéw, testem PCR poszukiwano gendw zwigzanych z wytwarzaniem 165 rRNA metylaz — ArmA,
RmtB i RmtC. W przypadku 6 (2,2%) izolatéw nalezacych do trzech gatunkdéw: E. cloacae (n=4),
K. pneumonige {n=1) i P. mirabilis {n=1) testem PCR wykryto obecnos¢ genu armA. lzolaty te
charakteryzowaty sie wysokimi wartosciami MIC, w zakresie 128 — 1024 pg/mi, wszystkich badanych
antybiotykéw aminoglikozydowych. Byfa to pierwsza préba oszacowania czgstosci wystepowania
szczepdw Enterobacteriaceae wytwarzajacych 16S rRNA metylazy w duzym, wieloprofilowym
szpitalu zas przeprowadzone badania mialy charakter pilotazowy.

Kodujgcy metylaze ArmA gen armA wykryty byt wewnatrz transpozonu Tn1548 w duiym
(ok. 90 kb), koniugacyjnym plazmidzie 7. W czasie, gdy prowadzilismy badania znanych byto szes¢
165 rRNA metylaz (Arma, RmtA, RmtB, RmtC, RmtD i NpmA), przy czym ArmA okazata sie tg

najczesciej wystepujaca metylaza w Europie, wystepujac w najwyzszym odsetku (1,8%) wéréd

17 Galimand M, Sabtcheva S, Courvalin P, Lambert T. Worldwide disseminated armA aminoglicoside resistance
methylase gene is borne by composite transposon Tn1548. Antimicrob Agents Chemother 2005; 49: 2949-53,



szczepow izolowanych w Butgarii. W zwigzku z powyiszym, w trzeciej pracy przedstawionej w tym
temacie badawczym zidentyfikowalismy plazmid, w ktdrym przenoszony jest gen armA, okreslilismy
jego srodowisko genetyczne oraz okredliliémy zréinicowanie genetyczne K. pneumoniae
wytwarzajgcych ArmA. Do badan wybrano 34 izolaty oporne na przynajmniej dwa aminoglikozydy
sposrdd blisko 300 izolatéw skolekcjonowanych w okresie od kwietnia 2000 do maja 2010 roku.
Metodg podwdjnych rozciericzen antybiotyku w podfozu stalym okreslono najmniejsze stezenie
hamujace gentamiciny, amikacyny, kanamycyny, neomycyny i streptomycyny w zakresie 256 — 1024
mg/l. Fragmentow gendw: armA, rmtA, rmtB, rmtC, rmtD i npmA poszukiwano stosujac reakcje PCR. _
U 17 izolatdw opornych na amikacyne i kanamycyne wykryto gen armA, jako jedyny kodujacy
metylazy. Analiza sekwencji nukleotydowe] produktéw PCR wykazata 100% zgodnos¢ z sekwencja
referencyjna genu armA zdeponowang w GenBank (accession no. AY22055). Co wigcej,
przeprowadzona analiza pozwolita stwierdzi¢ iz gen ten jest elementem skladowym plazmidu
pCTX- M-3 (GenBank, accession no. AF550415), ktérego obecnosc stwierdzono w wyizolowanym
w Polsce szczepie C. freundii. W przeprowadzonych badaniach wiasnych, u wszystkich 17 izolatéw
wytwarzajgcych ArmA poszukiwano rowniez gendw kodujacych B-laktamazy ESBL z rodzin TEM, SHV
i CTX-M. Stwierdzono, ze wszystkie one wytwarzaty ESBL typu CTX-M-3, zas 11 izolatéw wytwarzato
takze ESBL typu SHV. W przypadku wszystkich izolatéw wytwarzajgcych ArmaA, z wyjatkiem jednego,
obecny byt plazmid nalezacy do grupy niezgodnosci IncL/M. Cho¢ profil plazmidowy badanych
izolatdw byt réiny (od 2 do 6 plazmidow o wielkosci od ok. 3 do ok. 140 kb), to cecha
charakterystyczng 15 izolatdw byto wystepowanie duzego plazmidu ok. 90 kb (o wielkosci zblizonej
do pCTX- M-3). U dwéch pozostatych stwierdzono plazmid o wielkosci ok. 130 kb. Z plazmidami tymi
hybrydyzowata specyficzna sonda genu armA. Mapowanie genu armA wszystkich izolatéw
K. pneumoniae wytwarzajacych metylaze ArmA wykazato, ze jest on flankowany przez te same
elementy, ktére wczesnie] opisano w transpozonie Tn1548 wykrytym u K. pneumonige v’
Rdznicowanie genetyczne wykazato, ze wiekszos¢ izolatéw wytwarzajacych ArmA prezentowata
niepowtarzalne profile PFGE.

Rezultatem prowadzonych przez nas badan w zakresie wytwarzania 165 rRNA metylaz bylo
wykrycie i opisanie w 2011 roku, pierwszego w Europie szczepu nalezgcego do gatunku Kiebsiella
pneumoniae, ktéry wytwarzat jednoczesnie metylaze ArmA i KPC (czwarta z kolei praca
w prezentowanym cyklu badawczym). Badaniom poddano 5 niespokrewnionych, klinicznych
izolatow K. pneumoniae. Izolaty te charakteryzowaly sie opornoscig na wiele antybiotykéw, w tym
na ertapenem i meropenem — co sugerowato wytwarzanie karbapenemazy, a 4 z nich dodatkowo

posiadato wysokg wartosé MIC aminoglokozydéw (1024 ug/ml) — co sugerowato za$ wytwarzanie
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165 rRNA metylazy. W przypadku tych izolatéw, stosujac technike PCR wykryto obecnos¢ genow
blawc | armA. Geny te byly przenoszone na dwdch réinych plazmidach o wielkosci odpowiednio
ok. 50kb. i ok. 90 kb. Ponadto, te 4 izolaty z genem blaxec i armA posiadaty takze gen kodujacy ESBL
typu CTX-M. Ustalono roéwniez obecno$¢ wariantu KPC-2, ktdrego wystepowanie wczesniej opisano
w Polsce wérdd K. pneumoniae ST258 18, Przeprowadzona przez nas analiza MLST wykazata takze
przynaleznoéé badanego izolatu do ST258. Genotypowanie przeprowadzone metodg PFGE
pozwolifo wyodrebni¢ cztery genotypy o bardzo wysokim stopniu podobieristwa (93,5%), co
sugerowato klonalnosé¢ badanych izolatéw. Opisane wspotwystgpowanie KPC i ArmA wskazuje na
wysokie ryzyko wyselekcjonowania takich szczepow w wyniku zastosowania skojarzonej
antybiotykoterapii z uzyciem karbapeneméw i aminoglikozydow. Swiadczyé moie tez o znacznym
potencjale dostosowawczym szczepéw szpitalnych w celu utrzymania sie w $rodowisku, w ktorym
prowadzona jest terapia skojarzona.

W éwietle powyiszego oraz w zwigzku ze stwierdzonym w badaniu pilotazowym
{(Piekarska K. iwsp. Wystepowanie w jednym z warszawskich szpitali pateczek Enterobacteriaceae
wytwarzajacych 165 rRNA metylaze ArmA. Med Dosw Mikrobiol. 2010; 62: 201-209.) ponad 2%
odsetku szczepdéw Enterobacteriaceae wytwarzajacych 16S rRNA metylazy, jak réwniez braku
wiedzy w zakresie czestosci wystepowania metylaz w Polsce uznatam, 2e problem ten wymaga
kontynuacji badan. Tak wiec, w kolejnej pracy podjetam prébe oszacowania czestosci wystgpowania
izolatéw wytwarzajacych 165 rRNA metylazy (ArmA, RmtA, RmtB, RmtC, NpmA) wsréd szpitalnych
izolatow Enterobacteriaceae opornych na aminoglikozydy. W badaniach prospektywnych
prowadzonych w wieloprofilowym szpitalu w okresie od 19 kwietnia do 19 wrzesnia 2010 roku,
sposrod ogélnej liczby 1770 Enterobacteriacea wytypowano 113 izolatéw opornych na dwa
aminoglikozydy. Dla tych szczepoéw okreslono najmniejsze stezenia gentamiciny, kanamycyny,
amikacyny i neomycyny hamujgce wzrost bakterii stosujgc metode podwdjnego rozcieficzenia
antybiotyku w podfozu stalym. Wysokie wartosci MIC (MIC 2128 mg/l) gentamiciny, kanamycyny
i amikacyny stwierdzono w przypadku 20 izolatdw, takich gatunkéw jak: E. cloacae (n=15),
K. pneumonaiae (n=3), C. freundii (n=1) i P. mirabilis (n=1). Wszystkie te izolaty, z wyjatkiem
jednego, charakteryzowata niska warto$¢ MIC neomycyny (w zakresie 1 — 8 mg/l). Natomiast wyscka
warto$é¢ MIC neomycyny w przypadku wspomnianego izolatu sugerowata potencjalng obecnosé
rzadko spotykanej 165 rRNA metylazy — NpmA. Jednak w przypadku badanych izolatow stwierdzono

wytacznie obecno$é genu armA kodujacego metylaze ArmA. Nie wykryto genow kodujacych inne

18 Baraniak A, lzdebski R, Herda M, Fiett J, Hryniewicz W, Gniadkowski M, Kern-Zdanowicz I, Filczak K, topaciuk U.
Emergence of Klebsiella pneumoniae ST258 with KPC-2 in Poland. Antimicrob Agents Chemother. 2009;53:4565-7.
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metylazy (NpmA, RmtA, RmtBi RmtC). W zwigzku z powyzszym, opornosé na neomycyne mogta byc
spowodowana ohecnoscia innego enzymu, np. modyfikujgcego aminoglikozydy, ktéry byt
wytwarzany wraz z ArmA. Uzyskane wyniki potwierdzity obserwacje innych badaczy, iz w Europie
ArmA jest najczesciej wystepujaca metylaza. Genotypowanie 17 izolatéw wytwarzajacych ArmA
przeprowadzone metody PFGE, pozwolito stwierdzi¢ ich znaczne zréinicowanie genetyczne,
co $wiadczy¢ moze o horyzontalnym rozprzestrzenianiu sie mechanizmu ArmA.
W przeprowadzonych badaniach czestos¢ wystepowania 165 rRNA metylazy ArmA okreslono na
poziomie 1,2%, w tym w poszczegdlnych gatunkach odpowiednio: u K. pneumoniae — 0,4%,
P. mirabilis —0,8% i E. cloacae —5,9%. Uzyskany odsetek {1,2%) swiadczy o tym, ze w Polsce czestosé
wystepowania ArmA jest wyzsza niz w innych krajach europejskich (Grecja — 0,3%, Belgia — 0,12%),
jednak pozostaje nizsza niz w Korei — 2,8% czy Chinach — 3,8%. Ponadto stwierdzono rowniez, ie
wykryty odsetek izolatow E. cloacae wytwarzajacych ArmA byt wyzszy niz odnotowany w Korei
Potudniowej — 3,9% i nizszy niz w Chinach — 10%.

Przedstawione badania byly pierwszymi w Polsce badaniami prospektywnymi w zakresie
czestosci wystepowania tego istotnego mechanizmu opornosci. Co wiecej, tego typu prospektywne
badania poswiecone ocenie czestosci wystepowania Enterobacteriaceae wytwarzajacych 165 rRNA

metylazy s3 takze rzadkie w Europie.

Whioski

1. Wérod pateczek Enterobacteriaceae izolowanych od pacjentek szpitala potoiniczo-
ginekologicznego i od noworodkow wystepuje nieznaczny odsetek szczepdw opornych na
aminoglikozydy, co $wiadczy o znikomej mozliwosci rozprzestrzeniania sie drobnoustrojéw
wytwarzajacych 16S rRNA metylazy w populacji oséb zdrowych.

2. W badaniu pilotazowym przeprowadzonym w szerokoprofilowym szpitalu, w ktérym
przebywali pacjenci poddawani dtugotrwatej antybiotykoterapii stwierdzono wystepowanie
pateczek Enterobacteriaceae wytwarzajgcych 165 rRNA metylaze ArmA.

3. Gen armA przenoszony jest zwykle w duzym koniugacyjnym plazmidzie (ok. 90 kb) i jest
horyzontalnie przekazywany pomiedzy szczepami naleziacymi do réinych gatunkow

Enterobacteriaceae.
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4. W Polsce, stwierdzono wystepowanie szczepéw K. pneumoniae kumulujacych dwa
mechanizmy o szerokim spektrum opornosci, tj. karbapenemaze KPC i 165 rRNA metylazg
ArmA.

5. 16S rRNA metylaza ArmA wystepuje u réznych gatunkdw Enterobacteriaceae.

Temat badawczy 4 — Opornosc na karbapenemy

Piekarska K., Zacharczuk K., Szych J., Zawidzka E., Wilk E., Wardak $., Jagielski M., Gierczyriski R. Wystepowanie
w jednym z warszawskich szpitali pafeczek Klebsiella pneumonige wytwarzajacych karbapenemaze typu KPC.
Med. Dosw. Mikrobiol., 2010, 62: 9-20.

Piekarska K., Zacharczuk K., Rzeczkowska M., Wotkowicz T., Januszkiewicz A., Podsiadly E., Demkow U.,
Glerczyriski R. Probable interspecies transfer of the blavim— gene hetween Entarobacter cloaceae and Klebsiella
pneumoniae in single infant patent. Pol. J. Microbiol. 2015; 64: 387-9.

Antybiotyki z grupy karbapenemodw postrzegane sg jako leki ostatniej szansy w terapii
ciezkich, zagrazajacych zyciu zakazeri. Rezultatem nadmiernego stosowania tej grupy antybiotykow
w terapii zakazen wywolanych przez pateczki Enterobacteriaceae, szczegblnie w odniesieniu do
szczepOw wytwarzajacych ESBL, byto pojawienie sig¢ mechanizméw opornosci na te grupe lekow.
Mechanizmy te to grupa B-laktamaz (karbapenemaz), ktéra w wyniku zmian strukturalnych
prowadzacych do poszerzenia spektrum substratowego nabyta zdolnos¢ do hydrolizy piericienia
B- laktamowego w czgsteczkach karbapenemdw. Z epidemiologicznego punktu widzenia oraz
z uwagi na tempo rozpowszechnienia, do grupy enzyméw o szczegdlnym znaczeniu naleig: KPC,
NDM, OXA-48i VIM.

Karbapenemaze KPC, ktérej pierwotne wystepowanie ograniczone byto do pateczek
z gatunku K. pneumoniae (stad nazwa KPC — Klebsiella pneumoniae carbapenemase), po raz
pierwszy opisano w 2001 roku w USA *°. Od tego momentu na catym $wiecie, takze w Polsce 2,
obserwowane jest zjawisko intensywnego narastania opornosci réznych gatunkéw Gram-ujemnych
pateczek na karbapenemy, m. in. w wyniku nabywania karbapenemazy typu KPC. Wytwarzanie tej
karbapenemazy warunkowane jest obecnoscia genu blawc, wystepujacego na ruchomych
elementach genetycznych, co sprzyja ich szybkiemu rozprzestrzenianiu wsrod szczepow szpitalnych
nalezacych do réznych gatunkéw, przyczyniajac sie do wystgpowania ognisk szpitalnych. Ze wzgledu

na istote problemu, w pierwszej pracy przedstawionej w tym temacie badawczym, podjetam prébe

19 Yigit H, Queenan AM, Anderson GJ, Domenech-Sanchez A, Biddle JW, Steward CD, Alberti S, Bush K, Tenover FC.
Novel carbapenem-hydrolyzing beta-lactamase, KPC-1, from a carbapenem-resistantstrain of Klebsiella pneumoniae.
Antimicrob Agents Chemother. 2001;45:1151-61.

25 { ;



scharakteryzowania pateczek K. pneumoniae, wytwarzajgcych karbapenemaze KPC, wyizolowanych
w jednym z warszawskich szpitali. Badaniom poddano 11 izolatéw wyosobnionych w ciagu
5 miesiecy, u ktérych w ramach rutynowo prowadzone] diagnostyki stwierdzono opornos¢ na
ertapenem. Stanowifo to podstawe podejrzenia, ze sg one potencjalnymi producentami
karbapenemazy typu KPC. Lekowrazliwo$¢ na 15 wybranych antybiotykow i chemioterapeutykow
okreslono stosujac metode dyfuzyjno-krazkowa. Profil lekowrazliwosci wyraznie wskazywat, ze
szczepy te charakteryzujg sie opornoscig na antybiotyki reprezentujace réine grupy strukturalne
i funkcjonalne, czyli posiadajg fenotyp MDR, co bylo zgodne z obserwacjami innych autoréw.
Opisanym przez Doi i wsp.?® testem fenotypowym z zastosowaniem kwasu boronowego jako
inhibitora, potwierdzono zdolho$¢ wytwarzania karbapenemazy KPC. Obecno$¢ genu blaec
potwierdzono w reakcji PCR stosujac startery opracowane we wlasnym zakresie komplementarne
do wysoce konserwatywnych fragmentéw genu blakec:, za$ haplotyp genu okreslono
przeprowadzajac analize sekwencji nukleotyddw i wykazujgc 100% homologie 811 nukleotydow
badanego szczepu z referencyjng sekwencja odniesienia znajdujacg sie w GenBank (accession
" no. AY034847). Analiza potwierdzita wytwarzanie wariantu 2 karbapenemazy KPC (KPC-2)
a prezentowana praca byta drugim w Polsce doniesieniem o wystepowaniu pateczek K. pneumoniae
wytwarzajgcych KPC-2. W przedstawionej pracy, podobienstwo genetyczne izolatéw okreslono
stosujgc technike PFGE, ktdra jest uznawana za standard w genotypowaniu Enterobacteriacea i byta
stosowana przez wielu autordw prac badawczych w zakresie szerzenia zakazen wywotanych
szczepami wytwarzajacymi KPC. Uzyskane przeze mnie wyniki wskazujg na epidemiczne szerzenie
sie wsrod pacjentéw szpitala pateczek K. pneumoniae wytwarzajacych KPC nalezacych do tego
samego szczepu sensu stricto. Niezmiernie istotne jest by w sytuacji, gdy na terenie szpitala w dosc
krotkim czasie dochodzi do wzrostu odsetka szczepdw wytwarzajacych KPC, wprowadzié
odpowiednie dziatania majace na celu zidentyfikowanie oséb zakazonych i ewentualnych nosicieli,
celem ich odizolowania oraz by zapobiec w ten sposob dalszemu rozprzestrzenianiu sie tego
zagrozenia. Dlatego teZ w prezentowanej pracy postuzono sie najbardziej dostepnymi metodami
badawczymi w tym celu, by podobne badania mogly by¢ prowadzone w jak najliczniejszej liczbie
laboratoriéw w kraju, co umozliwiato by szybkie i bezposrednie uzyskanie informacji niezbednych

dla kontroli i ograniczenia szerzenia sie szczepdw wytwarzajacych KPC.

*® Dol Y, Potoski BA, Adams-Haduch JM, Sidjabat HE, Pasculle AW, Paterson DL. Simple disk-based method for detection
of Klebsiello pneumoniae carbapenemase-type beta-lactamase by use of a boronic acid compound. | Clin Microbiol.

2008;46:4083-6.



Aktualnie na catym $wiecie bakterie wytwarzajace karbapenemazy staty sie dominujgcym
problemem zdrowia publicznego. Metalo-B-laktamazy, ktére do niedawna wykrywane byty u Gram-
ujemnych pateczek niefermentujacych w ostatnich latach zaczely takie pojawiac sie wsrdd pateczek
Enterobacteriaceae. Sposréd metalo-B-laktamaz oprécz NDM (New Delhi MBL), to wtasnie enzymy
VIM (Verona integron-encoded MBL), ze wzgledu na swe mozliwosci do rozpowszechniania
i znaczenie kliniczne, odgrywaja istotna role w opornosci na karbapenemy, W 2001 roku po raz
pierwszy stwierdzono wytwarzanie plazmidowo kodowanego enzymu wariant VIM-4
u Pseudomonas aeruginosa wyizolowanego w Grecji 2. Wkrétce w tym gatunku wariant VIM-2
i VIM-4 zaczeto odnotowywacé takze w innych krajach europejskich, w tym takze i w Polsce %, 2.
lednak, pierwsze doniesienie dotyczgce pojawienia sie w naszym kraju szczepu K. pneumoniae
wytwarzajgcego MBL typu VIM pochodzi z 2010 roku 2%, W przedstawionej, drugiej w tym temacie
badawczym pracy, zaprezentowatam dwa gatunki Enterobacteriaceae, tj. E. cloacae
i K. pneumoniae, wytwarzajgce VIM-4 wyizolowane w Polsce w 2010 roku od 1-miesigcznego
dziecka oraz przedstawitam dowody swiadczace o miedzygatunkowe] transmisji koniugacyjnego
plazmidu przenoszacego gen blavims stanowiacego element integronu nalezgcego do kiasy 1.
Dziecko z niska waga urodzeniowg i martwiczym zapaleniem jelit bylo poddawane leczeniu
antybiotykami o szerokim spektrum, w tym meropenemem. Wkrotce, od dziecka wyizolowano
szczepy E. cloacae (16.07.2010) i K. pneumoniae (21.07.2010) o obnizonej wrazliwosci na ertapenem
(warto$¢ MIC 0,75 mg/l). Dla izolatdw tych okreslono wrazliwo$¢ na antybiotyki stosujac paski
z gradientem stezeri. W przypadku obu izolatow stwierdzono podwyiszone wartosci MIC
imipenemu (E. cloacae - 0,5 mg/l i K. pneumoniae - 0,75 mg/l) oraz meropenemu (odpowiednio,
0,19 mg/1i 0,38 mg/l). W zwiazku z tym, ze wytwarzanie MBL nie zawsze powoduje ujawnienie sig
opornosci in vitro, obydwa izolaty poddano badaniom testem fenotypowym i stwierdzono u nich
zdolno$é wytwarzania karbapenemazy typu MBL. Obecnos¢ genu VIM stwierdzono za pomoca

reakcji PCR. Stosujgc analize sekwencji nukleotydéw okredlono wariant 4 enzymu VIM

21 pourparas S, Tsakrls A, Maniati M, Tzouvelekis LS, Maniatis AN. Novel variant {bla{ViM-4)) of the metalio-beta-
lactamase gene bla(VIM-1) in a clinical strain of Pseudomonas aeruginosa. Antimicrob Agents Chemother.
2002;46:4026-8.

22 Fiett J, Baraniak A, Mrdwka A, Fleischer M, Drulis-Kawa Z, Naumiuk t, Samet A, Hryniewicz W, Gniadkowski M.
Molecular epidemiology of acquired-metallo-beta-lactamase-producing bacteria in Poland. Antimicrob Agents
Chemother. 2006;50:880-6.

23 patzer JA, Walsh TR, Weeks J, Dzierzanowska D, Toleman MA. Emergence and persistence of integron structures
harbouring VIM genes in the Children's Memarial Heaith Institute, Warsaw, Poland, 1998-2006. J Antimicrob
Chemaother. 2009;63:269-73.

24 sekowska A, Gospodarek E, Kruszyriska E, Hryniewicz W, Gniadkowski M, Duljasz W, Kusza K, Wawrzyniak K. First
isolation of metallo-beta-lactamase producing Klebsiella pneumoniae strainin Poland. Anestezjol intens Ter. 2010;42:27-



i scharakteryzowano S$rodowisko genetyczne genu blovim. Na podstawie przeprowadzonej
hybrydyzacji DNA/DNA Southern-blot z sonda VIM stwierdzono, ze gen blaviv zlokalizowany jest
w duzym plazmidzie. W przeprowadzonej elektroporacji obydwa geny zostaly przeniesione do
Escherichia coli DH5a (szczep biorca wrazliwy na antybiotyki). Najmniejsze stezenia hamujace (MIC)
dla szczepu E. coli DH5a i uzyskanych transformantéw zaprezentowane w tabeli, wskazuja na
podwyiszenie wartosci MIC karbapenemow w szczepie biorcy. Wykazano rowniez, ze gen blovima
zlokalizowany jest w integronie wbudowanym w plazmid o wielkosci ok. 90 kb. Ta lokalizacja genu
w mobilnym srodowisku przyczynia sie do efektywnego, horyzontalnego — zaréwno wewnatrz- jak
i miedzygatunkowego — szerzenia sie zdolnosci do wytwarzania MBL wéréd Gram-ujemnych
pateczek. Co wigcej, analiza sekwencji przy uzyciu blast-n (NCBI) wykazata, ze wykryty integron
wykazuje 100% homologie z integronem znalezionym w szczepie P. aeruginosa wyizolowanym na
Wegrzech {accession no. GU181265} oraz wykazata bliskie pokrewieristwo z integronem
stwierdzonym w szczepie P. ageruginosa wyizolowanym w Polsce (accession no. AJ585042).
Integrony te réznity sie tylko dwiema mutacjami punktowymi (T1670G i C1671T). Uzyskane wyniki
wyraznie wskazujg na transfer genu blavim4 pomigdzy dwoma gatunkami nalezgcymi do rodziny
Enterobacteriaceae tj. E. cloacae i K. pneumoniae u tego samego pacjenta. Podobny fenomen
przeniesienia VIM-4 pomiedzy gatunkami E. cloacae i K. pneumoniae inni autorzy opisali
u 72- letniego pacjenta otrzymujacego czterotygodniowa terapie imipenemem 2°. Co wiecej, wyniki
zaprezentowane w te] pracy, wskazujg P. aeruginosa jako potencjalne Zrédio VIM-4 stwierdzone

u Enterobacteriaceae.

Whioski

1. Szczepy wytwarzajace KPC stanowig powainy problem epidemiologiczny i terapeutyczny, co
cidle zwigzane jest z faktem, ze sg one czesto wielolekooporne i zdolne do szybkiego
rozprzestrzeniania genéw warunkujacych mechanizmy opornosci wéréd flory bakteryjnej pacjentow
w szpitalu leczonych antybiotykami.

2. Stosowanie karbapenemodw doprowadza do selekcji szczepow niewrazliwych, poprzez
nabycie gendw znajdujacych sie na ruchomych elementach genetycznych zaréwno miedzy

gatunkami tej samej rodziny, jak i gatunkami nalezacymi do réznych rodzin.

 Luzzaro F., Docquier J-D, Colinon C, Endmimiani G, Lombardi G, Amicosante G, Rossolini GM, Toniolo A. Emergence in
Klebsiella pneumoniae and Enterobacter clogcae clinical isolates of the VIM-4 metallo-B-lactamase encoded by
conjugative plasmid. Antimicrob Agents Chemother, 2004; 48: 648-650,
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5. Omodwienie pozostatych osiggnie¢ naukowo - badawczych

Przedstawiony powyzej cykl publikacji dotyczacy wystepujacych u Enterobacteriaceae wybranych
mechanizméw opornosci kodowanych plazmidowo jest $cisle zwigzany z tematyka lekoopornosci
drobnoustrojow, ktora zajmowatam sie od chwili rozpoczecia pracy zawodowej w NIZP-PZH w 2000
roku. Z tg tematyka zwigzane byly tez projekty badawcze KBN i NCN realizowane z moim udziatem,
poczgtkowo jako wykonawca - 2006 r.,, a w 2011 r. jako kierownik projektu {(Zatacznik 4).
Problematyki lekoopornosci dotyczyta rowniez moja rozprawa doktorska, zatytufowana
»~Genetyczne uwarunkowania mechanizméw opornosci na fluorochinolony szczepdw Enterococcus
faecalis izolowanych z materiatu klinicznego”, w ktére] przy uzyciu testéw fenotypowych i technik
biologii molekularnej przedstawitam charakterystyke mechanizméw opornosci wystepujacych
u cechujacych sie zréznicowanym stopniem wrazliwosci na fluorochinolony szczepéw E. faecalis 26,
27 28 ponadto, wsréd badanych szczepdéw E. faecalis scharakteryzowatam réwniez potencjat
chorobotwérczy poprzez okreslenie wystepowania wybranych gendéw zwigzanych z wirulencjy i
ustalenie czy istnieje zwigzek pomiedzy wirulotypem a opornoscig na fluorochinolony .

Po obronie pracy doktorskiej, w ramach realizacji zadar badawczych wykonywanych w Pracowni
Bakteryjnych Zakazen Uktadu Oddechowego Zaktadu Bakteriologii NIZP-PZH, zakres prowadzonych
przeze mnie badan rozszerzytam o tematyke dotyczacy zakazeri drég oddechowych wywotanych
przez drobnoustroje, takie jak Mycoplasma, Legionella i Bordetella. Moje zainteresowania
diagnostyka tych istotnych drobnoustrojébw znalazly odzwierciedlenie w publikacjach
i doniesieniach zjazdowych. Szczegétowy wykaz pozostatych opublikowanych prac wraz z moim
wkiadem oraz wykaz doniesienn zjazdowych zostat zawarty w Zafaczniku 4 do niniejszego
autoreferatu.

Mycoplasma pneumoniae, ze wzgledu na brak sciany komérkowej i swa niewrazliwos¢ na
antybiotyki B-laktamowe zaliczana do grupy drobnoustrojow atypowych, uwazana jest za jeden

z najpowszechniejszych bakteryjnych czynnikéw pozaszpitalnych zapalen ptuc (CAP, community-

% piekarska K., Gierczyriski R., tawrynowicz-Paciorek M., Kochman M., Jagielski M. 2008. Novel gyrase mutations and
characterization of ciprofloxacin-resistant clinical strains of Enterococcus faecalis isolated in Poland. Pol. J. Microbiol.
57:121-124,

27 piekarska K., Jagielski M. 2007. Genetyczne uwarunkowania mechanizméw opornosci na fluorochinolony szczepéw
Enterococcus faecalis izolowanych z materiatu klinicznego. Czesc I. Charakterystyka badanych szczepdw. Med. Dosw.
Mikrobiol. 59: 317-28.

28 piakarska K., Jagieiski M. 2007. Genetyczne uwarunkowania mechanizméw opornoéci na fluorochinolony szczepdw
Enterococcus faecalis izolowanych z materiatu klinicznego. Czes¢ Il. Mutacje w QRDR gendw gyrA, gyrB, parC i parE.
Med. Dosw. Mikrobiol. 59: 329-41.

2 piekarska K., Jagielski M. 2007. Wystepowanie genetycznych markeréw wirulencji w genomowym DNA szczepow
Enterococcus faecalis izolowanych z materiatu klinicznego od oséb chorych i zdrowych. Med. Dosw. Mikrobiol. 59: 207-
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acquired pneumonia}. Poniewaz w przebiegu zakazenia tym drobnoustrojem brak jest swoistych
objawdw klinicznych jedynie wiasciwie przeprowadzona diagnostyka laboratoryjna umozliwia
szybka identyfikacje patogenu i zastosowanie odpowiedniego leczenia. Na przykfadzie konkretnego
przypadku chorobowego {pacjentki z objawami zapalenia ptuc) omodwitam wady i zalety
poszczegdlnych metod diagnostycznych stosowanych w rozpoznaniu zakazenia wywotanego przez
M. pneumoniae 3.

Pateczki Legionella, ktére zasiedlaja naturalne i sztuczne zbiorniki wodne, sie¢ wody ciepte]
i zimnej oraz réznego rodzaju urzgdzenia wytwarzajgce aerozole coraz czesciej stanowig powaine
zagrozenie dla zdrowia czfowieka bedac przyczyna zapalenia pluc o ciezkim przebiegu tzw. choroby
legionistéw, legionelozy. Do zakazenia najczesciej dochodzi u 0s6b wrazliwych na skutek inhalacji
zakazonego aerozolu. Rozpoznanie legionelozy wymaga potwierdzenia laboratoryjnego. OpdZnienie
W rozpoczeciu leczenia znacznie zwigksza ryzyko zgonu. Wyniki badan dotyczace wykrywania
pateczek Legionella w materiale klinicznym zaprezentowatam réwniez w formie doniesienia
zjazdowego podczas XXVII Zjazdu Polskiego Towarzystwa Mikrobiclogéw w Lublinie 32,
Moje zainteresowanie pateczkami Legionella sprawito, ie swoje badania poszerzytam takie
w zakresie molekularnego typowania szczepdw Legionella pneumophila technika SBT {Sequence-
Based Typing). Metoda SBT umozliwia poréwnanie izolatéw pochodzacych zaréwno z prébek
klinicznych, jak i srodowiskowych a uzyskane dane sa pomocne przy ustalaniu Zrédia infekcji
i epidemiologicznych powiazad. Wdrozona przeze mnie metoda, zostata sprawdzona w ramach
migdzynarodowego sprawdzianu External Quality Assessment majacego na celu udoskonalenie
technik badawczych stosowanych w wysokospecjalistycznych laboratoriach zajmujacych sie
diagnostyka pateczek Legionella a uzyskane wyniki zostaty opisane w polskojezycznej publikacji
celem rozpropagowania wérdd pracownikéw laboratoriéw mikrobiologicznych 32,

Zgodnie z profilem prowadzone] przeze mnie Pracowni Diagnostyki Bakteriologicznej
aktywnie wspdipracuje z trzema sieciami badawczymi koordynowanymi przez Europejskie Centrum
ds. Zapobiegania i Kontroli Choréb (ECDC), petnigc w nich role Operational Contact Point for

Microbiology, tj. ELDSNet (European Legionnaires™ Disease Surveillance Network), EUPert-LabNet

%0 piekarska K., Rastawicki W., Michalak A., Rzeczkowska M., Kamiriska T., Wajtas G., Paradowska-Stankiewicz |. 2015.
Wady i zalety mikrobiologicznych metod diagnostycznych stosowanych w rozpoznaniu zakazenia wywotanego przez
Mycoplasma pneumoniae na przyktadzie wybranej sytuacji klinicznej. Med. Dodw. Mikrobiol, 67: 39-46,

31 Rzeczkowska M., Piekarska K., Misiurewicz-Styputkowska H. 2012. Wykrywanie pateczek Legionells w ramach
miedzynarodowego sprawdzianu ELDSNet. XXVIl Zjazd Polskiego Towarzystiwa Mikrobiologéw ,Drobnoustroje bez
granic”, Lublin. Sesja X, P-X-427.

3 piekarska K., Rzeczkowska M., Styputkowska-Mislurewicz H. 2013. Sequence-based typing — molekularne typowanie
szczepow Legionelia pneumophila w ramach miedzynarodowego sprawdzianu External Quality Assessment. Med. Dosw.

Mikrobiol. 65: 103-10.



{European Pertussis Laboratory Network) oraz FWD-Net {European Food- and Waterborne Diseases
and Zoonoses Network).

Wspotprace z europejsky siecig badawcza ELDSNet rozpoczetam w 2011 roku. Gtéwnym
celem tej sieci jest wzmocnienie i poprawa nadzoru, wykrywania i kontrolowania legionelozy oraz
zapobieganie jej wystepowaniu w Europie. Efektem wspdipracy byfo udoskonalenie metod
badawczych stosowanych w Laboratorium Bakteriologii NIZP-PZH w diagnostyce pateczek
Legionella. Podjeta wspdtpraca umozliwita mi réwniez przeprowadzenie kontroli stosowanych
przeze mnie metod poprzez udziat w poréwnaniach miedzylaboratoryjnych organizowanych
w ramach zadan wyznaczonych przez ELDSNet. Rezultatem wspdipracy byto rowniez powstanie
wieloosrodkowej publikacji naukowej z moim wspodtudziastem, w ktorej dokonano oceny
zmieniajace] sie sytuacji epidemiologicznej legionelozy w Europie w okresie ostatnich 5 lat 33.

Od 2013r. wspotpracuje rowniez z europejskg sieciag badawcza EUPert-LabNet, ktérej celem
jest poprawa nadzoru nad krztu$cem w Europie oraz prowadzenie dziatann ukierunkowanych na
wilasciwe rozpoznanie sytuacji epidemiologicznej krztusca, wdrozenie i stosowanie odpowiednich
metod diagnostycznych oraz ich poréwnanie, genotypowanie szczepoéw krazacych i wyszczepialnosc
w krajach EU. Wyniki prowadzonych badani w tym zakresie przedstawitam w formie 2 posterow na
Miedzynarodowej Konferencji Naukowej Europejskiej Grupy Ekspertéw EU-Pertgenomics/EU-
Pertstrain odbywajacej sie 6-7.06.2013 r. w Warszawie 34, 35,

Ponadto, wykonujac rutynowo diagnostyke pateczek Bordetella, opisatam réwniez przydatnosc
laboratoryjnych metod diagnostycznych w rozpoznaniu krztusca na przykladzie osoby dorostej
z suchym, napadowym i przewlektym kaszlem 3%, Krztusiec jest ostrg, wysoce zaraZliwg choroba
uktadu oddechowego o charakterystycznych objawach wywotang przez patfeczke Bordetella
pertussis. Whasciwa i wczesna diagnostyka umozliwia prawidtowe rozpoznanie choroby, pozwala na
szybkie wdrozenie odpowiedniego leczenia i zastosowanie procedur zapobiegajgcych szerzeniu sie

zakazenia. Wykrycie zakazenia pateczkami krztusca w przypadku oséb dorostych jest niezwykle

3 Beauté J, The European Legionnaires' Disease Surveillance Network({w tym K. Piekarska). Legionnaires' disease in
Europe, 2011 to 2015, Euro Surveill. 2017 Jul 6;22(27).
3 Mosiej E., Polak M., Piekarska K., Rzeczkowska M., Jagielski M., Krysztopa-Grzybowska K., Zawadka M., Augustynowicz
E., Lutyriska A, 2013. Puised-field electrophoresis analysis and antibiotic susceptibility of Bordetella parapertussis in
Poland. EU-Pertgenomics/EU-Pertstrain meeting, Warsaw, Poland.
¥ piekarska K., Rzeczkowska M., Dgbrowska-lwanicka A., Rastawicki W., Paradowska-Stankiewicz |. 2013. Case report
of confirmed pertussis in adult patient from Poland. EU-Pertgenomics/EU-Pertstrain meeting, Warsaw, Poland.
% piekarska K., Rzeczkowska M., Rastawicki W., Dabrowska-iwanicka A., Paradowska-Stankiewicz |. 2014. Usefulness of
laboratory methods in diagnosis of pertussis in adult with paroxysmal cough./Przydatnosé diagnostykl mikrobiologicznej
w rozpoznaniu krztuéca u osoby dorostej z napadowym kaszlem. Przeg. Epidemiol. 68: 633-636 (Pol. 735-738).
£
31 @P@



istotne ze wzgledu na to, ze przebieg choroby jest u nich nietypowy, a moga oni stanowic
potencjalne Zrddto zakazenia dla niemowlat, u ktdrych krztusiec moze stanowic zagrozenie dla zycia.
Co wigcej, zakres prowadzonych badann umozliwit mi w latach 2014-2015 podjecie wspotpracy
z Klinicznym Oddziatem Pediatrycznym Szpitala Bielanskiego im. Ks. J. Popietuszki w Warszawie.
Zatozeniem przewodnim badan realizowanych w ramach wspotpracy byta optymalizacja
laboratoryjnej diagnostyki krztuéca w powigzaniu z realng oceng krazacych szczepéw Bordetella sp.
w Polsce. Wdrozenie w Laboratorium Zaktadu Bakteriologii NIZP-PZH metod molekularnych oraz
zastosowanie zwilaszcza metody real-time PCR umotzliwito pokonanie ograniczen polegajacych na
skréceniu czasu oczekiwania na wynik i postawienia wtaiciwe] diagnozy. Dato réwniez mozliwosé
zastosowania czutej metody u najmtodszych dzieci, u ktérych z réznych wzgledéw nie mozna
zastosowad alternatywnych metod diagnostycznych (np. hodowli lub oznaczenia poziomu
przeciwcial w surowicy). Oprécz tego, zastosowanie metody PCR lub real-time PCR
z rekomendowanym przez ECDC wykorzystaniem dwoch markerdw genetycznych
charakterystycznych dla pateczek krztusca, tj. sekwencji insercyjnej — 15481 i promotora toksyny
krztuscowej — ptxA-Pr pozwolito znacznie zwiekszy¢ czuto$é metody. Czeéé wynikéw przedstawitam
w postaci posteru podczas XXVIIl Zjazdu Polskiego Towarzystwa Mikrobiologdw w Bydgoszczy ¥7.
Uczestniczytam réwniez w opisanych w publikacji naukowej 38 badaniach dotyczacych molekularnej
charakterystyki izolatow B. pertussis krazacych w Polsce w okresie od 1959 do 2013 r. w odniesieniu
do szczepdw stosowanych w szczepionkach obecnie i w przesztosci. Przeprowadzone badania
pozwolity stwierdzi¢ unikatowa, genetyczng strukture kraigcej w Polsce populacji szczepéw
B. pertussis wskazujac na ich specyficzng dla naszego kraju adaptacje, co mogto byé zwigzane ze
zmianami w sktadzie szczepionki petnokomorkowej (WCV). W ramach zgtebiania ww. tematyki
badawcze] jako wspétautor uczestniczylam rdéwniez w przygotowaniu artykutu naukowego
pt. ,Pertactin-deficient Bordetella pertussis isolates in Poland - the country with whole-cell primary
vaccination” (praca w trakcie recenzji).

Ponadto, moje zainteresowania zwigzane z tematyka opornosci pateczek Enterobacteriaceae
na fluorochinolony zaowocowato w latach 2015-2017 podjeciem wspétpracy z Klinika Urologii

CMKP, Samodzielny Publiczny Szpital Kliniczny im. W. Ortowskiego w Warszawie. Wspotpraca

%7 piekarska K., Rzeczkowska M., Wolaniuk N., Polak M., Gierczyrniski R. 2016. Optymalizacja | ocena metody real-time
PCR z wykorzystaniem sond hybrydyzacyjnych do wykrywania DNA pateczek Bordetella pertussis w wymazach z jamy
nosowo-gardtowe]. XXVIIl Zjazd Poiskiego Towarzystwa Mikrobiologéw ,Mikrobiologia — nowe wyzwania, nowe
mozliwosci”, Bydgoszcz. Sesja IX. Biologia molekularna w mikrobiologii. P-284.

® Mosiej E., Zawadka M., Krysztopa-Grzybowska K., Polak M., Augustynowicz E., Piekarska K., Lutyfiska A. 2015,
Sequence variation in virulence-related genes of Bordetella pertussis isolates from Poland in the period 1959 — 2013,

Eur. J. Clin. Microbiol. Infect. Dis. 34: 147-52.



dotyczyta okreslenia udziatu szczepéw opornych na fluorochinolony wyhodowanych z wymazu
z odbytu od mezczyzn poddawanych biopsji stercza (badanie pilotazowe). Czynnikiem najczgsciej
odpowiedzialnym za wystgpienie powiktan zwigzanych z biopsjs, pomimo zastosowane] profilaktyki
(gtownie fluorochinolonu) sg nalezagce do rodziny Enterobacteriacege szczepy oporne na
ciprofloksacyne. Ponadto, moim udziatem byta takze molekularna charakterystyka mechanizméw
opornosci na fluorochinolony wystepujacych wsréd  badanych  szczepdéw. Nastepstwem
przeprowadzenia badania pilotazowego byto zorganizowanie wieloosrodkowego badania, w ktére
zaangazowanych zostato 12 klinik urologicznych wykonujacych biopsje stercza w Polsce. Rezultatem
przeprowadzonych badan bylo stwierdzenie relatywnie wysokiego (16%) udziatu pateczek
Enterobacteriaceae niewrazliwych na fluorochinolony, ktore posiadaty zréznicowane mechanizmy
opornosci i szeroki zakres MIC ciprofloksacyny, co potencjalnie moze wskazywac na podwyiszone
ryzyko wystapienia powiktan w przypadku stosowania fluorochinolonéw w profilaktyce zabiegow
urologicznych (publikacja w przygotowaniu). Badanie przeprowadzono w ramach kierowanych
przeze mnie zadan badawczych finansowanych ze $rodkéw statutowych NIZP-PZH w latach
2016- 2017 i zostafo opisane w formie sprawozdan z dziatalnosci naukowej NIZP-PZH 3, %%, Ponadto,
rezultatem uzyskanych w ramach wspodtpracy wynikéw byty 3 doniesienia zaprezentowane na
zjazdach Towarzystw Urologicznych %%, %2, % i 1 doniesienie zaprezentowane na XXVIII Zjeidzie
Polskiego Towarzystwa Mikrobiologéw w Bydgoszczy 4.

Do innych moich aktywnosci zwigzanych z upowszechnianiem wiedzy o chorobach zakaznych

nalezato napisanie poswieconego zakazeniom gronkowcowym, ich epidemiologii i profilaktyce

3 NIZP-PZH. Sprawozdanie z dziafalnosci naukowej NIZP-PZH w roku 2016. Warszawa 2017
40 NIZP-PZH. Sprawozdanie z dzialalnosci naukowe]j NIZP-PZH w roku 2017. Warszawa 2018
#1 Mokrzy$ M., Szemplinski S., Skrzypczyk M., Rosifiska M., Piekarska K., Parda N., Gierczyniski R., Lewicki A., Beich .,
Biatek W., Bromiriski G., Krajewski W., Purpurowicz t., Rogowski G., Sobkowiak J., Stamirowski R., Syryto T., Szymatiski
I, Tworkiewicz 1., Woroniecki M., Dobruch J. 2017. The impact of fluoroguinolone-resistant rectal flora on infectious
complications and hospital addmission rates following transrectal prostate biopsy — PROBIS study. 9" European
Multidisciplinary Meeting on Urological Cancers. Barcelona, Spain. EUR Urol Supl; 16(10);e2657. P021.
42 Mokrzy$ M., Szempliriski S., Skrzypczyk M., Lewicki A., Rosifiska M., Piekarska K., Parda N., Gierczyriski R., Belfch t.,
Biafek W., Brominski G., Krajewski W., Purpurowicz t., Rogowski G., Sobkowiak 1., Stamirowski R., Syryta T., Szymariski
., Tworkiewicz J., Woroniecki M., Dobruch J. 2018. Prostate biopsy in Poland regarding European Association of Urology
Guidelines on prostate cancer — PROBIS study. The 48th Scientific Congress of the Polish Urological Association, PTU18,
Katowice, Poland. A Book of Abstracts: 2nd Poster Sessicn: Optimizing the technique of prostate biopsy: 36
* Mokrzys M., Szempliiski S., Skrzypczyk M., Lewicki A., Rosifiska M., Piekarska K., Parda N., Gierczyriski R., Betch t.,
Biatek W., Brominiski G., Krajewski W., Purpurowicz t., Rogowski G., Sobkowiak )., Stamirowski R., Syrylto T., Szymanski
I., Tworkiewicz J., Woroniecki M., Dobruch J. 2018. The impact of fluoroguinolone-resistant rectal flora on infectious
complications and hospital addmission rates following transrectal prostate biopsy in Poland — PROBIS study. The 48th
Scientific Congress of the Polish Urological Association, PTU18, Katowice, Poland. A Bock of Abstracts: 2nd Poster
Session: Optimizing the technique of prostate biopsy: 35
4 piekarska K., Mokrzy$ M., Wolaniuk N., Szemplifiski S., Dobruch J., Gierczyriski R. 2016. Wysoki odsetek pateczek
Enterobacteriaceae opornych na ciprofloksacyne izolowanych od meczyzn poddawanych biopsji stercza — badanie
pilotazowe. XXVIIl Zjazd Polskiego Towarzystwa Mikrobiologéw ,Mikrobiologia — nowe wyzwania, nowe mozliwosci”,
Bydgoszcz. Sesja I, Lekowrazliwosd | mechanizmy opornosci. P-132,
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rozdziatu w monografii, dedykowanej osobom zainteresowanym problematyka choréb zakaznych
w tym lekarzom, pielegniarkom, pracownikom Inspekcji Sanitarnej oraz studentom kierunkow
medycznych.

Z racji zatrudnienia w Narodowym Instytucie Zdrowia Publicznego- Parnstwowym Zakladzie
Higieny, ktéry nie prowadzi dziatalnosci dydaktycznej moja aktywnos¢ w tym zakresie ograniczyta
sie do wygloszenia 2 referatéw na krajowych konferencjach tematycznych.

1. Piekarska K. Legionella pneumophila: biezace trendy w diagnostyce i epidemiologii.

Il Ogdlnopolska Konferencja ,Drobnoustroje w $wiecie czlowieka” 20-21.05.2016 r.,
Bydgoszcz.
2. Piekarska K. Opornos¢ na fluorochinolony — niedoceniany problem zdrowia publicznego.
Swiatowy Tydzien Wiedzy o Antybiotykach 20.11.2015 r., Warszawa.
Pozostata moja aktywnos¢ zwigzana z dziatalnoscia dydaktyczng zwigzana byla z petnieniem
roli promotora pomocniczego w przewodzie doktorskim oraz opiekuna naukowego studenckie]
praktyki zawodowe]j i zostata szczegétowo opisana w odrebnym wykazie stanowigcym Zatgcznik 4

do niniejszego autoreferatu.
Do innych moich aktywnosci zaliczy¢ nalezy:
Cztonkostwo w miedzynarodowych i krajowych organizacjach oraz towarzystwach naukowych

¢ ELDSNet - czionek, role of Operational Contact Point (OCP) for Microbiology for legionellosis

s EUPert-LabNet — cztonek, role of Operational Contact Point (OCP) for Microbiology for pertussis

¢ European Food- and Waterborne Diseases and Zoonoses Network (FWD-Net) - czionek, role of
Operational Contact Point {OCP) for Microbiology for cholerae and shigellosiss

¢ (Od 2013 do 2016 roku - cztonek of Baltic Antibiotic Resistance collaborative Network (BARN)

¢ Polskie Towarzystwo Mikrobiclogéw - cztonek od 2000 roku. Od 2016 roku Cztonek Zarzadu
QOddziatu Warszawskiego Polskiego Towarzystwa Mikrobiologicznego

* Krajowa lzba Diagnostow Laboratoryjnych
Staze w zagranicznych i krajowych osrodkach naukowych lub akademickich

1. Uppsala University Hospital, Uppsalla, Sweden, maj 2016 — szkolenie w zakresie: ,Infection
prevention and control & AMR contaiment in everyday practice”,
2. Heath Protection Agency Centre for Infections, London, Wielka Brytania, marzec 2011 - szkolenie

z zakresu wykrywania, identyfikacji i genotypowania pateczek Legionella.

. B



Udziat w zespotach eksperckich
1. Polski Komitet Normalizacyjny Komitet Techniczny nr 300 ds.

Laboratoryjnych In Vitro — od lipca 2015, Z-ca Przewodniczgcego
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