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1. Zyciorys naukowy i przebieg kariery zawodowej
1.1 Dane osobowe
Imie¢ i nazwisko: Agnieszka Chmielarczyk
Nazwisko rodowe : Kucharska
Data i miejsce urodzenia: 28 wrzesien 1974, Tarnobrzeg

e-mail: agnieszka.chmielarczyk@uj.edu.pl

1.2 Zyciorys

Urodzitam si¢ w 1974 r. w Tarnobrzegu, do roku 1993 mieszkatam w Sandomierzu
gdzie ukonczylam szkote podstawowag oraz II Liceum Ogolnoksztatcace im. Tadeusza
Kosciuszki, klase o profilu biologiczno-chemicznym. Egzamin dojrzatosci zdatam w roku
1993 i wowczas rozpoczetam studia magisterskie na kierunku Biologia na Wydziale Biologii
Uniwersytetu Warszawskiego w Warszawie. Po dwoch latach studiow wybratam specjalnosé¢
,mikrobiologia” co uksztattowalo moje dalsze zainteresowania. Studia ukonczytam w roku
1998 uzyskaniem stopnia magistra z wynikiem bardzo dobrym. Prac¢ magisterska
wykonywatam w Zaktadzie Genetyki Instytutu Biochemii i Biofizyki PAN, jej temat brzmiat
,Klonowanie 1 charakterystyka genu kodujacego syntaz¢ homocysteinowa u
Schizosaccharomyces pombe”, @ moim opiekunem naukowym byt Profesor dr hab. Andrzej
Paszewski. Wyniki mojej pracy magisterskiej zostaly opublikowane w 1 pracy oryginalne;j.
Bezposrednio po ukonczeniu studiow rozpoczetam pracg w Panstwowym Zaktadzie Higieny
w Warszawie. Jednak po niecatych 9 miesigcach moje zyciowe plany zwigzatam Krakowem 1
zrezygnowatam z pracy w PZH. Po przeprowadzce do Krakowa poczatkowo krotko
pracowalam w Pracowni Farmakologii Biochemicznej w Instytucie Farmakologii PAN na
stanowisku inzynieryjno-technicznym. W 2000 roku zwigzalam si¢ na dluzej (az do chwili
obecnej) z Katedra Mikrobiologii Collegium Medicum Uniwersytetu Jagiellonskiego. W
kwietniu 2000 rozpoczgtam pracg na etacie naukowo-dydaktycznym na stanowisku asystenta
w Zaktadzie Bakteriologii.

Moje zainteresowania naukowe na poczatku wspotpracy z prof. dr. hab. Piotrem
Heczko skupione byly wokot bakterii probiotycznych. W Zaktadzie Bakteriologii bratam
udzial w pracach badawczych dotyczacych badania flory przewodu pokarmowego w

przebiegu nieswoistych zapalen jelit oraz flory drog rodnych w przebiegu bakteryjnej
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waginozy prowadzonych pod kierunkiem prof. dr hab. Piotra Heczko oraz we wspotpracy z dr
hab. Magdalen¢ Strus. Efektem tych badan bylo opublikowanie 2 prac oryginalnych w
ktorych jestem wspotautorem. W latach 2002-2004 uczestniczylam w badaniach
prowadzonych m.in. w ramach projektu badawczego Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa
Wyzszego pt. ,,Badania nad mechanizmami ochronnego dziatania probiotykow z gatunku
Lactobacillus rhamnosus na przebieg ostrych biegunek u dzieci” (nr PO5E 06822) co
zaowocowalo napisaniem przeze mnie rozprawy doktorskiej. Prace doktorska pt. ,,Badania
nad mechanizmami ochronnego dziatania probiotykéw z gatunku Lactobacillus rhamnosus w
ostrych biegunkach u dzieci” obronitam w czerwcu 2007 roku. Opiekunem naukowym byt
Prof. Piotr Heczko. Na bazie tych badan powstaty 3 prace oryginalne.

W okresie przygotowywania rozprawy doktorskiej zmianie uleglo takze moje zycie prywatne-
w 2006 roku na $wiat przyszty moje dwie corki: Lena i Klara.

1 pazdziernika 2008 na drodze konkursu awansowatam na stanowisko adiunkta, nadal
pozostajagc w Zakladzie Bakteriologii Katedry Mikrobiologii UJ CM i na tym stanowisku
pracuje do chwili obecnej. Dodatkowo w maju 2012 roku rozpoczgtam pigcioletnig
specjalizacje z Mikrobiologii medycznej dla diagnostow laboratoryjnych. Od 10 czerwca
2005 roku nalez¢ do Krajowej Izby Diagnostow Laboratoryjnych i mam prawo wykonywania
zawodu diagnosty laboratoryjnego.

Od poczatku pracy w Katedrze Mikrobiologii moje zainteresowania skupiaty si¢ na
wykorzystaniu technik diagnostyki molekularnej w bakteriologii. Pracowatam i pracuje¢
wykorzystujac takie metody jak tancuchowa reakcja polimerazy (PCR), PCR w czasie
rzeczywistym (real-time PCR), elektroforez¢ w zmiennym polu elektrycznym (PFGE),
analize sekwencji wielu loci (MLST). Szczegodlnie bliskim tematem byla dla mnie kwestia
typowania genetycznego szczepow dla celow epidemiologicznych. Typowanie z
wykorzystaniem metody PFGE prowadzitam dla wielu gatunkéw bakterii m.in. Lactobacillus
rhamnosus, Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae, Enterobacter cloacae czy Acinetobacter baumannii. Typowanie genetyczne
prowadzitam najcze$ciej w ramach réznych projektéw naukowych, ale réwniez byto ono
prowadzone w ramach ushug dla szpitali. W momencie gdy na oddziale szpitalnym
prowadzone jest dochodzenie epidemiologiczne (istnieje podejrzenie ogniska epidemicznego)
metody typowania sg niezmiernie pomocne, pozwalaja na poréwnanie wyizolowanych
zarOwno od pacjentow jak 1 personelu czy srodowiska szpitalnego szczepdédw bakteryjnych i
potwierdzeniu badz zaprzeczeniu pochodzenia badanych szczepdéw ze wspolnego zrodla czy

ogniska zakazenia. Typowanie metoda PFGE wykonywatam m.in., dla Szpitala Miejskiego
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Specjalistycznego im. Narutowicza w Krakowie, Szpitala ZOZ w Suchej Beskidzkiej,
Centrum Medycznego w Lancucie czy Wojewodzkiego Szpitala Zespolonego w Kielcach.
Warsztat pracy w zakresie metod molekularnych poszerzatam na licznych kursach.

Kursy ,,Technika PCR” i ,,Genotypowanie” odbytam w 2001 roku w Gdansku, zostaty one
zorganizowane przez firm¢ DNA-Gdansk. W 2003 roku ukonczylam kurs z Bioinformatyki
na Wydziale Biotechnologii UJ, natomiast w 2005 roku odbylam kurs ,,Sekwencjonowanie

DNA i analiza wynikow” w Instytucie Biochemii i Biofizyki PAN w Warszawie.

W ostatnich latach moje zainteresowania skupity si¢ w obszarze badan lekoopornosci i
wirulencji  drobnoustrojow. W  projekcie  badawczym  dotyczacym  molekularnej
charakterystyki paleczek Enterobacteriaceae izolowanych od noworodkéw z bardzo mata
masa urodzeniowg skupialam si¢ na badaniu genéw lekoopornosci i wirulencji takich
gatunkéw bakterii jak Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae i Enterobacter cloacae.
Szczepy bakterii pochodzity od noworodkéw hospitalizowanych na oddziatach intensywne;j
terapii i byly kolekcjonowane w ramach Polskiej Sieci Neonatologicznej. Program ten
prowadzony byl w latach 2008-2011 we wspolpracy z 6 osrodkami w Polsce, a finansowany
byt przez Ministerstwo Nauki i Szkolnictwa Wyzszego (nr 669/E-215/BWSN-0180/2008),
kierownikiem projektu byta Prof. Ewa Helwich, natomiast ze strony Katedry Mikrobiologii
byt on koordynowany przez dr hab. Jadwige Wojkowska-Mach. Efektem tych badan byto
powstanie 5 publikacji w indeksowanych czasopismach.

Badania nad lekoopornos$cia, wirulencja i epidemiologia kontynuowatam nastepnie w
ramach dwoch  kolejnych projektow badawczych gdzie wystgpowalam w charakterze
wykonawcy. W pierwszym projekcie dotyczacym badan szczepdéw Staphylococcus aureus
izolowanych z przypadkow zakazen w roznych grupach pacjentow Szczeg6lng uwage
poswiecitam kilku metodom typowania szczepow MRSA m.in. typowaniu biatka
powierzchniowego A spa-typing, typowaniu kasety chromosomalnej SCCmec oraz metodzie
PFGE. Efektem badan z tego projektu jest dotychczas 4 publikacje i kilka nastgpnych w
trakcie opracowywania.

W kolejnym projekcie dotyczacym charakterystyki molekularnej Gram-ujemnych
paleczek niefermentujacych izolowanych z zakazen w réznych populacjach o szczegdlnym
narazeniu, moj udzial dotyczyt przede wszystkim analizy molekularnej Acinetobacter
baumannii ale takze badan lekoopornosci i typowania Pseudomonas aeruginosa i
Stenotrophomonas maltophilia. Szczegétowe rozwinigcie wynikow i wnioskow dotyczacych

tych badan zostanie omowione w dalszej czeSci autoreferatu, publikacje bedace efektem
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badan z tego projektu wchodza w sktad mojego osiggnigcia naukowego przedstawionego w
przewodzie habilitacyjnym.

W ramach pracy badawczej dotyczacej pateczek z rodziny Enterobacteriaceae
wspotpracowalam z kolegami ze Szpitala Uniwersyteckiego w Reims we Francji czego
efektem jest wspolna publikacja. W badaniach dotyczacych gatunku A.baumannii
wspoOtpracowatam i korzystalam z wieloletniego do$wiadczenia kolegdw z Uniwersytetu w

Kolonii w Niemczech czego efektem sa dwie wspolne publikacje.

Analiza bibliometryczna sporzadzona przez Bibliotek¢ Medyczng UJ CM (stan na
dzien 25.09.2017) wskazuje ze taczna punktacja wynosi odpowiednio: IF = 74,26 MNiSW =
781. Wspolczynnik Hirscha jest rowny 10, natomiast liczba cytowan wg bazy Web of Science
Core Collection wyniosta 311.

Moj dorobek naukowy obejmuje lacznie 48 publikacji na ktore sktada sie 40
publikacji oryginalnych ( z czego 31 w czasopismach posiadajacych ,,Impact Factor” z listy
JCR), 6 rozdziatdéw w ksigzkach, 1 rozdzial w skrypcie dla studentéw i 1 praca popularno-
naukowa. Dziesi¢¢ prac oryginalnych opublikowatam jako pierwszy autor, pozostate jako

wspotautor.

Jako autor i wspotautor bratam udzial w licznych konferencjach i sympozjach
naukowych, gdzie 1tacznie =zaprezentowalam 39 doniesien na  konferencjach
miedzynarodowych i 21 doniesienia na konferencjach krajowych. Najwazniejsze cykliczne
konferencje w jakich uczestniczytam to: European Congress of Clinical Microbiology and
Infectious Diseases (2011, 2013, 2014, 2016), European Meeting on Molecular Diagnostics
(2009, 2015) oraz International Meeting of Microbial Epidemiological Markers (2000, 2003,
2008, 2013)

W roku 2005 1 2008 bytam cztonkiem komitetu organizacyjnego mig¢dzynarodowej
konferencji na temat probiotykow 1 ich zastosowan EUPROBIO (European Conference of

Probiotics and their applications w Krakowie.

Moj dotychczasowy dorobek naukowy jest rezultatem licznych projektéw naukowych,
w ktorych bytam kierownikiem badz cztonkiem zespotu.
Bylam kierownikiem 1 projektu wilasnego  (SONATA) finansowanego ze S$rodkow
Narodowego Centrum Nauki nr 2011/01/D/NZ7/00104 pt. ,,Molekularna charakterystyka

pateczek z rodziny Enterobacteriaceae izolowanych z zakazen inwazyjnych od noworodkow z
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bardzo mala masg urodzeniowg, z uwzglednieniem ich lekoopornosci oraz czynnikow
wirulencji”. Byl on realizowany w latach 2011-2014 i obejmowal molekularng
charakterystyke pateczek z rodziny Enterobacteriaceae oraz analize¢ epidemiologiczng grupy
pacjentow jaka stanowily noworodki o matej masie urodzeniowe;.

Ponadto w latach 2009-2016 bytam kierownikiem 6 projektow realizowanych w ramach
dziatalnosci statutowej UJ CM finansowanych ze srodkow Ministerstwa nauki i Szkolnictwa
Wyzszego. Byly to nastgpujace projekty: ,,Analiza szczepéw Escherichia coli zwigzanych z
btong $luzowg jelita grubego pochodzacymi od dzieci z nieswoistymi zapaleniami jelit”,
,Analiza szczepéw Escherichia coli zwigzanych z blong $luzowa jelita grubego
pochodzacymi od dorostych cierpigcych na wrzodziejace zapalenie jelita grubego (colitis
ulcerosa)”, ,,Optymalizacja metody izolacji plazmidow oraz okreSlenie profili plazmidowych u
szczepOw bakterii z rodzaju Lactobacillus”, , Badanie lekoopornosci szczepow bakterii
pochodzacych z zakazen urazowo-ortopedycznych na gentamycyng”, ,,Typowanie szczepow
Acinetobacter baumannii metodg rep-PCR”, ,Zakazenia drég moczowo-plciowych
wywotywane przez Staphylococcus aureus”.

Bytam takze wykonawca w 3 projektach finansowanych ze $rodkéw MNiSW oraz
NCN: ,,Opracowanie skutecznych metod wykrywania bakterii 1 grzybow we krwi opartych o
detekcje kwasow nukleinowych u chorych z sepsg”. (N N401 006739), ,,Badania nad
wirulencjg i lekoopornoscig szczepdéw Staphylococcus aureus izolowanych z przypadkow
zakazen w roznych grupach pacjentow o szczegdlnym narazeniu” (2011/03/B/NZ7/01911),
,Epidemiologia wystgpowania 1 charakterystyka molekularna Gram-ujemnych paleczek
niefermentujacych izolowanych z zakazen w réznych populacjach o szczegdélnym narazeniu
pacjenci oddzialow intensywnej terapii neonatologicznej 1 dorostych, rezydenci opieki
dhugoterminowe;j oraz inne (2012/05/B/NZ7/02880).

Od 2015 roku bior¢ udziat w projekcie finansowanym przez Narodowe Centrum
Badan 1 Rozwoju : ,,Badania nad przeciwdrobnoustrojowymi wilasciwosciami miedzi 1 jej
stopdw na wyroby o powierzchniach dotykowych do zastosowan w jednostkach opieki
zdrowotnej” (numer PBS3/A9/32/2015). Projekt ten wykonywany jest w ramach konsorcjum
w sktad ktorego wchodzi Katedra Przerobki Plastycznej i Metaloznawstwa Wydziatu Metali
Niezelaznych z Akademii Gorniczo-Hutniczej w Krakowie, Katedra Mikrobiologii z
Wydziatlu Lekarskiego Uniwersytetu Jagiellonskiego Collegium Medicum z Krakowa i
Europejski Instytut Miedzi z Wroctawia.
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Wyniki uzyskane w prowadzonych przeze mnie badaniach, wniosty wiele istotnych
wartosci do teorii 1 praktyki. Moga by¢ wykorzystane w wielu dziedzinach medycyny, przede
wszystkim w epidemiologii choréb zakaznych i mikrobiologii.

Przedstawianic wynikow mojej pracy na miedzynarodowych konferencjach byto
wspierane poprzez przyznawane mi trzykrotnie stypendia konferencyjne: w roku 2006 na
konferencje¢ 16th European Congress of Clinical Microbiology and Infectious Disease w
Nicei, w roku 2008 na 8th International Meeting of Microbial Epidemiological markers w
Zakopanem oraz w 2012 na konferencje organizowang przez Translational Research on
Combating Antimicrobial Resistance (TROCAR) w Barcelonie. Przedstawiane przeze mnie
wyniki badan w postaci plakatow zostaly zauwazone i nagrodzone II nagroda oraz
wyroznieniem na konferencji Polskiego Towarzystwa Mikrobiologéw w 2016 roku. Bylam
takze zaproszona do wygloszenia wykltadow w trakcie Akademii Kontroli Zakazen
organizowanej przez PTZS w Krakowie oraz na Forum Medycyny Zakazen e Etku.

Jestem czlonkiem towarzystw naukowych takich jak FEuropejskie Towarzystwo
Mikrobiologii Klinicznej i Chordéb Zakaznych ESCMID (European Society of Clinical
Microbiology and Infectious Diseases), Polskie Towarzystwo Zakazen Szpitalnych oraz
Polskie Towarzystwo Probiotyczno-Prebiotyczne PTPP, ktorego bytam Cztonkiem Zarzadu w
latach 2013-2014.

Wykonywatam i wykonuje recenzje dla czasopism polskich i zagranicznych m.in.
Microbial Drug Resistance, Clinical Medical Reviews and Case Reports, Journal of Applied
Biomedicine, Postgpy Higieny i Medycyny Doswiadczalnej, w zakresie tematyki badawczej,

ktorg si¢ zajmuje.

Poza dziatalno$cia badawcza od roku 2000 zajmuje si¢ rowniez dziatalnoscig
dydaktyczng. Prowadze zaje¢cia (wyktady, seminaria i ¢wiczenia) na Wydziale Lekarskim UJ
CM dla studentow kierunku lekarskiego (mikrobiologia z parazytologia 1 immunologia), dla
kierunku stomatologia (mikrobiologia jamy ustnej z mykologig) dla kierunku dietetyka
(mikrobiologia ogdlna 1 zywno$ci) oraz w Uniwersyteckim Centrum Medycyny
Weterynaryjnej UJ-UR dla studentéw kierunku weterynaria z mikrobiologii weterynaryjne;.

Prowadze¢ takze zajecia dla studentow studiow podyplomowych kierunku Kontrola
zakazen W jednostkach opieki zdrowotnej z zakresu identyfikacji epidemii zakazen.
Dodatkowo biorg udzial w przygotowaniu i prowadzeniu kurséw dla lekarzy oraz diagnostow
laboratoryjnych specjalizujacych si¢ w mikrobiologii medycznej oraz epidemiologii.

Prowadzitam =zajecia w ramach kursow ,Metody molekularne w diagnostyce
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mikrobiologicznej” , ,,Epidemiologia zakazen szpitalnych” oraz ,,Wspotczesna diagnostyka
toksoplazmozy” ,,Nowe zastosowania epidemiologii (epidemiologia genetyczna i
molekularna)”.

Jestem promotorem pomocniczym w przewodzie doktorskim Pani mgr Doroty
Romaniszyn z Wydziatu Lekarskiego UJ otwartego w marcu 2016 roku. Jestem takze
promotorem dwoéch prac magisterskich i1 jednej pracy inzynierskiej studentow z Wydziatu
Biotechnologii Uniwersytetu Rolniczego (wszystkie zostaly obronione w 2017 roku).

Bylam opiekunem czterech praktyk wakacyjnych dla studentki z Wydzialu
Biotechnologii UJ, studenta Wydziatu Biologii UJ oraz dwojki studentow z Wydziatu
Biotechnologii Uniwersytetu Rolniczego. W ramach mojej opieki nad pracownig genetyczng
w Katedrze Mikrobiologii nadzoruj¢ rowniez badania przeprowadzane w tym zakresie przez
studentéw wykonujacych prace magisterskie.

Warsztat dydaktyczny szkolitam m.in. na kursie Zzaawansowanych technik
edukacyjnych w naukach medycznych ,,Zaawansowane metody oceniania” Projekt Pro bono
UJCM.

W ramach popularyzowania nauki przeprowadzitam lekcje pt. ,,Bakterie dobre i zte”
dla grupy przedszkolnej Przedszkola nr 10 oraz klasy II Szkoty Podstawowej nr 158 w
Krakowie. Napisalam jeden artykul popularnonaukowy dla Gazety Wyborczej, udzielitam
wywiadu dla portalu krakow.naszemiasto.pl
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2. Wyksztalcenie, posiadane dyplomy i stopnie naukowe
e 1.10.1993-30.06.1998
studia magisterskie Wydziat Biologii, Uniwersytet Warszawski, Warszawa
e 5.06.1998 stopien magistra biologii, specjalno$¢ mikrobiologia
Tytut pracy magisterskiej wykonanej w Zakladzie Genetyki Instytutu Biochemii i
Biofizyki PAN w Warszawie:
,Klonowanie 1 charakterystyka genu kodujgcego syntaz¢ homocysteinowag u
Schizosaccharomyces pombe.”
Opiekun naukowy : Prof. dr hab. Andrzej Paszewski
e 28.09.2007 stopien doktora nauk biologicznych
Tytul pracy doktorskiej wykonanej w Katedrze Mikrobiologii Uniwersytetu
Jagiellonskiego Collegium Medicum:
,Badania nad mechanizmami ochronnego dziatania probiotykow z gatunku
Lactobacillus rhamnosus w ostrych biegunkach u dzieci.”
Opiekun naukowy: Prof. dr hab. Piotr B. Heczko
e 052012 — w toku Specjalizacja z Mikrobiologii medycznej dla Diagnostow
Laboratoryjnych (nr licencji diagnosty laboratoryjnego 12000)

3. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach

naukowych:
e 15.10.1998-31.06.1999

Panstwowy Zaktad Higieny w Warszawie
stanowisko: biolog
e 1.10.1999-31.03.2000
Instytut Farmakologii Panstwowa Akademia Nauk w Krakowie.
stanowisko: pracownik inzynieryjno-techniczny
e 1.04.2000 - 30.09.2008
Katedra Mikrobiologii Uniwersytet Jagiellonski Collegium Medicum w
Krakowie
stanowisko: asystent.
e 1.10.2008 — do chwili obecnej
Katedra Mikrobiologii Uniwersytet Jagiellonski Collegium Medicum w
Krakowie

stanowisko: adiunkt.
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4. Przedstawienie osiagniecia naukowego:

Na podstawie art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule
naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. nr 65, poz. 595 ze zm.).

4.1. Tytul osiagniecia naukowego:

»Badania nad determinantami opornosci oraz genotypowaniem
epidemiologicznym Gram ujemnych paleczek niefermentujacych z gatunku
Acinetobacter baumannii, izolowanych z zakazen inwazyjnych od polskich
pacjentow instytucji szpitalnych”

4.2. Cykl publikacji wchodzacych w sklad osiagniecia naukowego:

1. Agnieszka Chmielarczyk, Paul G. Higgins, Jadwiga Wéjkowska-Mach, Edyta Synowiec,
Esther Zander, Dorota Romaniszyn, Tomasz Gosiewski, Harald Seifert, Piotr Heczko,
Matgorzata Bulanda (2012). Control of an outbreak of Acinetobacter baumannii infections
using vaporized hydrogen peroxide. Journal of Hospital Infection; 81 (4); 239-245
(IF=2,855, MNiSW=30)

2. Esther Zander, Agnieszka Chmielarczyk, Piotr Heczko, Harald Seifert, Paul G Higgins
(2013). Conversion of OXA-66 into OXA-82 in clinical Acinetobacter baumannii isolates
and association with altered carbapenem susceptibility. Journal of Antimicrobial
Chemotherapy; 68(2):308-11. (1IF=5,439, MNiSW=40)

3. Agnieszka Chmielarczyk, Magdalena Pilarczyk-Zurek, Wanda Kamifiska, Monika
Pobiega, Dorota Romaniszyn, Grzegorz Zidtkowski, Jadwiga Wojkowska-Mach, Malgorzata
Bulanda (2016). Molecular epidemiology and drug resistance of Acinetobacter baumannii
isolated from hospitals in southern Poland: ICU as a risk factor for XDR strains. Microb
Drug Resist; 22(4):328-35. (IF=2,306 MNiSW=25)

4. Pawel Krzysciak, Agnieszka Chmielarczyk, Monika Pobiega, Dorota Romaniszyn,
Jadwiga Wojkowska-Mach (2017) Acinetobacter baumannii isolated from hospital-
acquired infection: biofilm production and drug susceptibility. APMIS, 2017 Sep 15.
article DOI: 10.1111/apm.12739 (IF=1,795 (z 2016) MNiSW=20)

5. Agnieszka Chmielarczyk, Monika Pobiega, Dorota Romaniszyn, Jadwiga Wjkowska-
Mach (2017) Multi-locus sequence typing (MLST) of non-fermentative Gram-negative
bacilli isolated from bloodstream infections in southern Poland. Folia Microbiologica,
article DOI: 10.1007/s12223-017-0550-7 (IF=1,521 (z 2016) MNiSW=15)

Laczna warto$¢ bibliometryczna publikacji wynosi: IF = 13,916 MNiSW =130

11



Autoreferat dr Agnieszka Chmielarczyk

4.3. Omowienie celu naukowego ww. prac i osiaggnietych wynikow.

4.3.1. Wstep:

Zakazenia wywotywane przez Gram ujemne pateczki niefermentujace (NFGNB,
ang. Non-Fermentative Gram-Negative Bacilli) sg coraz czgséciej diagnozowane u pacjentow
polskich szpitali, zwtaszcza na oddziatach intensywnej terapii (OIT). Sg to przede wszystkim
zapalenia ptuc, zakazenia krwi, zakazenia uktadu moczowego, zakazenia ran oparzeniowych
oraz ran pooperacyjnych, a takze zapalenia opon moézgowo-rdzeniowych. Rezerwuarem
NFGNB moze by¢ flora wlasna pacjenta lub nieozywione srodowisko szpitalne. Zakazenia
NFGNB rozpoznawane sa u pacjentow dlugotrwale hospitalizowanych oraz poddawanych
procedurom inwazyjnym, takim jak intubacja i wentylacja mechaniczna. Do istotnych
czynnikow ryzyka tego typu =zakazen =zalicza si¢ rowniez stosowanie cewnikoéw
naczyniowych, cewnikdw moczowych, przebyte zabiegi operacyjne, wczesniejsza
antybiotykoterapie, rozlegte urazy, przedtuzony pobyt na OIT, powazng chorobe podstawowsa.
Zdarza si¢, ze NFGNB sg przyczyna klonalnych epidemii szpitalnych. Najwieksze znaczenie
kliniczne maja gatunki takie jak Acinetobacter baumannii i Pseudomonas aeruginosa.
Pozostate rzadziej izolowane lecz takze istotne gatunki to Stenotrophomonas malthophilia,

Pseudomonas putida, Burkholderia cepacia czy Acinetobacter Iwoffii. (Enoch DA, Birkett ClI,

Ludlam HA. Non-fermentative Gram-negative bacteria. Int J Antimicrob Agents. 2007 May;29 Suppl 3:533-41; Peleg AY,
Seifert H, Paterson DL. Acinetobacter baumannii: emergence of a successful pathogen. Clin Microbiol Rev
2008;21:538e582; Rossolini GM, Mantengoli E. Treatment and control of severe infections caused by multiresistant

Pseudomonas aeruginosa. Clin Microbiol Infect. 2005 Jul;11 Suppl 4:17-32)
Wedtug danych Europejskiego Centrum Kontroli i Prewencji Chorob (EDCD) z 2012

roku P. aeruginosa jest czynnikiem zapalen ptuc w 19,2% przypadkow na OIT, A. baumannii
w 4,3% a S. malthophilia w 3,6%. W zakazeniach krwi P. aeruginosa znajdziemy w 9%
przypadkow, S. malthophilia 1,1%, a A. baumannii w 0,5%. W Polsce sytuacja przedstawia
si¢ nieco odmiennie, na pierwszym miejscu sposrod izolowanych na OIT NFGNB jest A.
baumannii — 15,6% w przypadku zakazen krwi wg Narodowego Programu Ochrony
Antybiotykéw (NPOA), 23,9% w przypadkach zapalen ptuc zwigzanych z wentylacja

mechanicznq. (European Centre for Disease Prevention and Control (ECDC) 2012. Surveillance of healthcare-associated

infections in Europe 2007; NPOA 2012 Sprawozdanie z realizacji Narodowego Programu Ochrony Antybiotykow. Analiza
danych ze szpitali pilotazowych. Monitorowanie zakazen krwi (http://www.antybiotyki.edu.pl/pdf/sprawozdanie-NPOA.pdf).
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Ogromny problem stanowi fakt, ze w ostatnich latach obserwujemy zjawisko
narastania opornosci  tych bakterii na antybiotyki o szerokim spektrum. Zaréwno
A.baumannii jak i P.aeruginosa wytwarzaja mechanizmy oporno$ci warunkujace oporno$é
na jedng lub kilka klas antybiotykow. Szczepy klasyfikowane sg do grup:

(1) bakterie oporne na co najmniej jeden z 3 lub wiecej klas antybiotykow — MDR (ang.
multidrug-resistant)

(2) bakterie oporne na co najmniej jeden antybiotyk ze wszystkich klas antybiotykow, z
wyjatkiem dwoch lub mniej klas — XDR (ang. extensively-drug-resistant)

(3) bakterie oporne na wszystkie antybiotyki wszystkich klas — PDR (ang. pandrug-resistant).

W/w podziatl zostat dokonany wedtug: Magiorakos, A.P., A. Srinivasan, R.B. Carey, Y. Carmeli, M.A. Falagas,

C.G. Giske, S. Harbarth, J.F. Hindler, G. Kahlmeter, B. Olssen-Liljequist, D.L. Paterson, L.B. Rice, J. Stelling, M.J.
Struelens, A. Vatopoulos, J.T.Weber, and D.L. Monnet. 2012. Multi drug resistant, extensively drug resistant and pan-drug-
resistance bacteria: an international expert proposal for interim standard definitions for acquired resistance. Clin. Microbial.
Infect. 18:268-281)

Do patogendow alarmowych, ktore w $wietle polskiego prawa muszg by¢ rejestrowane i
zglaszane zalicza si¢ izolaty P. aeruginosa oraz izolaty z rodzaju Acinetobacter spp. oporne

na karbapenemy lub inne dwie grupy lekow; albo oporne na polimyksyny. (Martin-Loeches I, Diaz
E, Vallés J. Risks for multidrug-resistant pathogens In the ICU. Curr Opin Crit Care. 2014 Oct;20(5):516-24).

Do mechanizméw opornosci wérod NFGNB mozemy zaliczy¢ przede wszystkim
produkcje enzymow rozktadajacych lub modyfikujacych antybiotyki (zwtaszcza antybiotyki z
grupy penicylin, cefalosporyn i karbapenemoéw), zmian¢ miejsca docelowego dziatania
antybiotyku, aktywne wypompowywanie leku z komorki lub blokowanie wejscia leku do
komorki. Paleczki NFGNB charakteryzuje obecnos$¢ licznych plazmidow 1 transpozonow
ktore moga przenosi¢ geny opornosci na antybiotyki. Infekcje wywolywane przez
wielolekooporne pateczki NFGNB maja z reguly cig¢zszy przebieg, a lekarze maja

ograniczone opcje terapeutyczne. (Poirel, L., T. Naas, and P. Nordmann. 2010. Diversity, epidemiology, and
genetics of class D beta-lactamases. Antimicrob. Agents Chemother. 54:24-38).

Srodowisko szpitalne sprzyja rozprzestrzenianiu si¢ szczepdéw opornych na
antybiotyki poprzez transmisj¢ horyzontalng oraz przez selekcje szczepéw opornych jaka
odbywa si¢ przy stosowaniu nieracjonalnej polityki antybiotykowej. Aby ograniczac liczbe
zakazen zwigzanych z opornymi szczepami szpitale sa zobowigzane do nadzoru nad
zakazeniami czyli do oceny ryzyka zakazenia, zapobiegania zakazeniom przez podejmowanie
restrykcyjnych dzialan zwigzanych z profilaktyka (opracowywanie procedur 1 szkolen,

higiena rak), rejestrowania zakazen, wdrazania polityki ochrony antybiotykow oraz
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wiasciwego leczenia Landelle C, Marimuthu K, Harbarth S. (infection control measures to decrease the

burden of antimicrobial resistance in the critical care setting. Curr Opin Crit Care. 2014 Oct;20(5):499-506).

W przypadku wystgpienia ogniska epidemicznego badz epidemii szpitalnej Zespot
Kontroli Zakazen zobowigzany jest do przeprowadzania dochodzenia epidemiologicznego i
poszukiwania zrodla zakazenia. W tego typu dochodzeniach niezmiernie przydatne sa metody
genotypowania molekularnego takie jak np. elektroforeza w zmiennym polu elektrycznym
(ang. pulsed-field gel electrophoresis, PFGE), analiza sekwencji wielu loci (ang. multi-locus
sequence typing, MLST), amplifikacja sekwencji repetytywnych (ang. repetitive polymerase
chain reaction, rep-PCR). Dzigki tym technikom udaje si¢ okresli¢ pokrewienstwo szczepow
izolowanych od réznych pacjentéw, droge szerzenia si¢ zakazenia pomigdzy pacjentami oraz

zrodto pochodzenia szczepu epidemicznego (Rafei R, Kempf M, Eveillard M, Dabboussi F, Hamze M, Joly-

Guillou ML. Current molecular methods in epidemiological typing of Acinetobacter baumannii. Future Microbiol.
2014;9(10):1179-94).

Lokalne dane epidemiologiczne na temat lekowrazliwosci szczepoéw i obecnosci
szczepow opornych na antybiotyki na danym oddziale, a takze obecno$ci lub braku klonow
epidemicznych pozwalaja na realizacje wtasciwej i skutecznej terapii empiryczne;.

Bytujace w szpitalnych oddziatach pateczki NFGNB preferuja zwykle miejsca
wilgotne: umywalki, zlewy, krany, nawilzacze powietrza, krany, dozowniki ze $rodkami do
higieny rak, respiratory, cewniki naczyniowe i moczowe, a takze wyposazenie Sali szpitalnej
takie jak t6zka, materace, klamki, klimatyzatory. Pateczki niefermentujace szczegblnie z
rodzaju Acinetobacter maja niewielkie wymagania odzywcze, toleruja wahania temperatury,
mogg przezywa¢ w Srodowisku szpitalnym nawet wiele miesiecy. Potrafig takze tworzy¢ na
powierzchniach nieozywionych badz na zywych tkankach strukturg¢ biofilmu, wykorzystujac
do tego miedzy innymi fimbrie badZ otoczki utatwiajace komorkom adhezje. Biofilm, jako
wspolnota komorek bakteryjnych w macierzy skladajacej si¢ z licznych zwigzkow
organicznych, pozwala bakteriom przetrwaé w niekorzystnym srodowisku. Wytwarzanie
biofilmu obok zdolnosci do produkcji rozmaitych toksyn czy enzymow jest elementem
wirulencji bakterii. Szczepy bakteryjne bytujace w postaci biofilmu na powierzchni np.
cewnikow moga wywolywa¢ zakazenia u pacjentow. Aby zapobiega¢ zakazeniom
powodowanym przez pateczki NFGNB oraz aby przerwa¢ transmisj¢ horyzontalng szczepow
nalezy zwraca¢ uwage na prawidtowe wykonywanie czynnosci pielggnacyjnych, przestrzegac

procedur higieny rak, dezynfekcji powierzchni.
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4.3.2. Cel przeprowadzonych badan

Celem badan ktorych wyniki sg podstawg osiggni¢cia naukowego jest szczegdtowa
fenotypowa i molekularna analiza szczepow niefermentujacych pateczek Gram-ujemnych z
gatunku A.baumannii pod katem lekoopornosci, typowania molekularnego i wybranych cech
wirulencji. Badane szczepy pochodzity z zakazen inwazyjnych i byly izolowane od pacjentow

z oddzialow intensywnej terapii leczonych w szpitalach na terenie poludniowej Polski.

4.3.3. Szczegolowe omowienie osiagniecia naukowego:

Publikacja nr 1

Agnieszka Chmielarczyk, Paul G. Higgins, Jadwiga Wojkowska-Mach, Edyta Synowiec, Esther
Zander, Dorota Romaniszyn, Tomasz Gosiewski, Harald Seifert, Piotr Heczko, Malgorzata Bulanda
(2012). Control of an outbreak of Acinetobacter baumannii infections using vaporized hydrogen
peroxide. Journal of Hospital Infection; 81 (4); 239-245

(typowanie molekularne szczepow A.baumannii pochodzgcych z dwéch ognisk epidemicznych,
badanie lekoopornosci szczepow, analiza epidemiologiczna, systemy dekontaminacji stuzgce
ograniczeniu epidemii)

Badania dotyczace szczepow pateczek NFGNB rozpoczgtam w roku 2011 gdy w
ramach wspotpracy ze Krakowskim Szpitalem Specjalistycznym im. Jana Pawta 11 w
Krakowie podjetam si¢ analizy epidemii jaka zostala wykryta ws$rdd pacjentow
hospitalizowanych na oddziale intensywnego nadzoru Kkardiologicznego i oddziale
torakochirurgii. W tych dwodch oddziatach bylo tacznie 85 t6zek, a $rednia liczba pacjentéw
przyjmowana rocznie siggata 3000. W szpitalu prowadzony byt nadzor nad zakazeniami
szpitalnymi prowadzony przez Zespot Kontroli Zakazen. Z pierwszego ogniska
epidemicznego wyizolowano 20 wielolekoopornych szczepéw A.baumannii, z kolejnego
ogniska jakie pojawilo si¢ po okoto 9 miesigcach wyizolowano 8 wielolekoopornych
szczepOw. Szczepy izolowano z takich materiatow klinicznych od pacjentéw z zakazeniami
jak poptuczyny oskrzelowe, pltyn otrzewnowy, krew, wymazy ran, mocz. Pobierano takze
probki srodowiskowe z powierzchni sprzgtu medycznego 1 wyposazenia sal szpitalnych.

Analiza epidemiologiczna wykazata ze pacjentem od ktory rozpoczeta si¢ epidemia
tzw. ,,index patient” byt 67 letni mezczyzna z perforacja przetyku u ktorego rozwingto sie
szpitalne zapalenie ptuc gdzie czynnikiem etiologicznym byt MRAB (ang. multidrug resistant
A.baumannii). U pozostatych pacjentow zdiagnozowano zapalenia ptuc (11), zakazenia

miejsca operowanego (ZMO) (3), zakazenia krwi (3), zakazenie uktadu moczowego (ZUM)
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(1). Dwa szczepy MRAB wyizolowano z cewnikow naczyniowych. Z probek
srodowiskowych nie udato wyizolowac¢ si¢ zadnego szczepu MRAB. Od personelu nie zostaty
pobrane probki do badania. Nastepnie po okolo 9 miesigcach od wygasniecia pierwszego
epizodu epidemii, od 6 pacjentow z zapaleniem pluc, 1 z ZUM i jednego z ZMO
wyizolowano kolejne szczepy MRAB.

Calkowita zachorowalno$¢ na wszystkie typy infekcji wynosita 6,5 na 1000 przyjeé,
srednia dhlugos¢ pobytu na OIT wynosita 2,7 dni. Zachorowalno$¢ na zapalenia ptuc zwigzane
z MRAB w latach 2009-2010 wynosita 3,6 na 1000 przyje¢ w stosunku do wartoSci
wyjsciowej 1,3 (ryzyko wzgledne: 2,8), zachorowalno$¢ na zakazenie krwi wywolane
MRAB osiaggneta 0,6 na 1000 przyjeé, podczas gdy w roku poprzedzajacym nie bylo w ogdle
takich przypadkow. W sumie w trakcie prowadzenia badania osiem oso6b zmarto, dajac
wskaznik $miertelno$ci na poziomie 27,6% (Swiatowe wyniki $miertelnosci z powodu
MRAB sa na poziomie od 7.8% do 23%,). Sredni wiek pacjentéw z infekcja MRAB wynosit
66 lat i byt rowny medianie. Srednia liczba dni pomiedzy przyjeciem do OIOM i pierwszym
wyhodowaniem izolatu MRAB wynosit 23 dni (Srednio 18). Odsetek kobiet
hospitalizowanych wynosit 25,8%

Szczepy A.baumannii zostaty doktadnie scharakteryzowane zar6wno fenotypowo jak i
molekularnie. Badania lekoopornosci metoda E-test wykazaly, ze izolaty byly
wielolekooporne (najwyzsza oporno$¢ byla na ciprofloksacyne i gentamycyne-100%
izolatow, wysoka na karbapenemy 75% ale wszystkie szczepy pozostawaly wrazliwe na
tygecykling.

W badaniach molekularnych metodg PCR poszukiwano genéw opornosci (przede
wszystkim genow enzymow z rodziny oksacylinaz klasy D) oraz ruchomych elementoéw
inercyjnych potozonych powyzej genoéw karbapenemaz. Wszystkie izolaty posiadaty gen
blalOXA-51-like kodujacy wrodzona karbapenemaze  charakterystyczng dla gatunku
A.baumannii, gen innej karbapenemazy p,OXA-23-like wystgpowatl u wszystkich szczepow
opornych na karbapenemy wspoélnie z elementem inercyjny ISAbal powyzej genu pj,OXA-
23-like. Trzy izolaty niosty gen nabytej karbapenemazy n,OXA-58-like, a jeden izobat gen
blaOXA-40-like. Sposrod 8 izolatow ktore posiadaty jedynie gen psOXA-51-like tylko jeden
byl oporny na oba karbapenemy, pozostate zachowato wrazliwo$¢ albo na imipenem albo na
meropenem.

Do genotypowania molekularnego szczepow zastosowano dwie uzupelniajace si¢

metody stad typowanie szczepow bylo bardzo precyzyjne. (Seifert H, Dolzani L, Bressan R, et al.

Standardization and interlaboratory reproducibility assessment of pulsed-field gel electrophoresis-generated fingerprints of

16



Autoreferat dr Agnieszka Chmielarczyk

Acinetobacter baumannii. J Clin Microbiol 2005;43:4328-4335). Elektroforeza pulsacyjna (PFGE) polega na
izolacji calego genomowego DNA bakterii w tagodnych warunkach zapobiegajacych
mechanicznym uszkodzeniom DNA, nastgpnie trawieniu g0 rzadkotngcym enzymem
restrykcyjnycm (w tym przypadku Apal) i rozdziale duzych fragmentow DNA w zmiennym
polu elektrycznym. Jest to dobrze dyskryminujgca metoda, majaca duza sil¢ roznicowania
szczepOéw, powtarzalna, uwazana jest za zloty standard w typowaniu szczepoéw bakterii.
Metoda rep-PCR z wykorzystaniem komercyjnego systemu DiversiLab polega na
amplifikowaniu sekwencji repetytywnych obecnych w genomie bakterii i rozdziale ich w
niewielkiej objetosci agarozy w systemie kapilarnym w specjalnym chipie. | w jednej i w
drugiej metodzie wynik rozdziatu elektroforetycznego czyli uktad prazkow (badz pikéw w
przypadku rep-PCR) porownuje si¢ pomigdzy poszczegdlnymi szczepami bakterii.
Wykorzystany zostal w tym celu program bioinformatyczny Molecular Analyst firmy
BioRad.

Efektem typowania w tym dochodzeniu epidemiologicznym bylo wykrycie trzech
roéznych pulsotypow metodg PFGE (1, 2 i 3) i trzech klonéow metodg rep-PCR (klon A, B i
C) Pulsotyp 1 odpowiadat klonowi B i C, natomiast pulsotyp 2 i 3 klonowi A. Typowanie
szczepow MRAB wykazalo, ze byla to epidemia wieloogniskowa ale z jednym dominujacym,
rozprzestrzeniajacym si¢ horyzontalnie klonem. Wigkszos¢ szczepow (21) nalezala do
pulsotypu 1 i zostata zakwalifikowana do miedzynarodowego epidemicznego klonu IC 2
(ang. international clone) rozpowszechnionego bardzo szeroko w Europie i na $wiecie
(Rycina 1).

Analizujac epidemi¢ skupiono si¢ nie tylko na szczegotowej charakterystyce szczepow
1 analizie epidemiologicznej, ale takze na sposobie postepowania w przypadku wykrycia
takiej epidemii na oddziale szpitalnym. Zakazenia szpitalne wywolywane przez szczepy
MRAB wymagaja wprowadzenia procedur (badz zwiekszenie nacisku na juz wprowadzone)
dotyczacych higieny rak 1 wtasciwej dekontaminacji sprzetu 1 Srodowiska szpitalnego. W tym
przypadku bardzo pomogla zmiana rutynowo stosowanych s$rodkow do dezynfekcji
powierzchni na technologi¢ dekontaminacji systemem VHP wykorzystujacym waporyzowany

nadtlenek wodoru. Jest to system bezdotykowy, mobilny, pracujacy w temperaturze 20-45°C.

(Ray A, Perez F, Beltramini AM, et al. Use of vaporized hydrogen peroxide decontamination during an outbreak of
multidrugresistant Acinetobacter baumannii infection at a long-term acute care hospital. Infect Control Hosp Epidemiol

2010;31:1236-1241). Na obu oddziatach (po czasowym ich zamknigciu) zastosowano (skutecznie)

po kilka cykli dekontaminacji systemem VHP.
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Rycina 1. Rezultaty typowania izolatow A.baumannii mmetoda rep-PCR i metoda PFGE.

Przeprowadzone badanie pokazuje jak istotna jest w razie wystgpienia szpitalnych
epidemii dobra wspélpraca w pomigdzy Zespotem Kontroli Zakazen, lekarzami
prowadzacymi i mikrobiologami. Zaré6wno praca na oddziale w zakresie sprawdzenia
procedur postgpowania i dekontaminacji §rodowiska jak i szczegdtowe badania szczepow
izolowanych z epidemii majg znaczacy wptyw na ocene lokalnej sytuacji epidemiologicznej

szpitala i zapobieganie wystepowaniu podobnych epidemii w przysztosci.
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Publikacja nr 2

Esther Zander, Agnieszka Chmielarczyk, Piotr Heczko, Harald Seifert, Paul G Higgins (2013).
Conversion of OXA-66 into OXA-82 in clinical Acinetobacter baumannii isolates and association
with altered carbapenem susceptibility. Journal of Antimicrobial Chemotherapy; 68(2):308-11

(typowanie molekularne szczepow A.baumannii, badanie profilu biatkowego poryn,
szczegolowe badanie nabywania lekoopornosci na karbapenemy przez szczepy A.baumannii,
analiza sekwencji genow blaOXA i ISAbal, klonowanie genu opornosci do szczepu wrazliwego)

Praca z opornymi na karbapenemy szczepami A.baumannii (AB) wyizolowanymi w
czasie wyzej opisanej epidemii zachgcita mnie do szczegétowego przyjrzenia si¢ genom
opornos$ci kodujacym oksacylinazy klasy D 1 mozliwo$ciom ich mutowania badz
rozprzestrzeniania si¢ pomi¢dzy szczepami. Badania byly prowadzone przy wspoétpracy i
udziale kolegéw dr Esther Zander, dr Paula Higginsa i prof. H. Seiferta ze znanego w Europie
osrodka referencyjnego dla zakazen wywotywanych przez A.baumannii, a mianowicie
Instytutu Mikrobiologii Medycznej, Immunologii i Higieny w Kolonii w Niemczech (Institut
fiir Medizinische Mikrobiologie, Immunologie und Hygiene, Uniklinik K6ln). Wybrane do
badan szczepy pochodzity od 3 réznych pacjentow (byty to szczepy epidemiczne opisane w
publikacji nr 1). Szczep A byt wrazliwy na karbapenemy a szczepy B i C oporne zaréwno na
imipenem jak i meropenem.

Hydroliza enzymatyczna jest glownym mechanizmem opornosci u AB cho¢ nie jedynym. Do
oporno$ci moze tez przyczyniaé si¢ nieprzepuszczalno$¢ blon spowodowana utrata kanatow
porynowych, a takze aktywny wyrzut antybiotyku z komorki. Istnieje duzo wariantow
nabytych oksacylinaz z klasy D np. OXA-23-like, OXA-24-like, OXA-40-like, OXA-58-like
and OXA-143-like. Do ich nadekspresji przyczyniajg si¢ elementy insercyjne (IS) potozone
powyzej gendw i dziatajace jak silne promotory. Najbardziej znanym takim elementem jest

ISAbal lezacy powyzej chromosomalnie kodowanej OXA-51-like (Turton JF, Ward ME, Woodford N

et al. The role of ISAbal in expression of OXA carbapenemase genes in Acinetobacter baumannii. FEMS Microbiol Lett
2006; 258: 72-T7).

Pomigdzy trzema wybranymi izolatami zostalo ocenione pokrewienstwo z
wykorzystaniem metody DiversiLab — byty one spokrewnione w 98,3% co zalicza je do
jednego klonu. Sekwencjonowanie genu ,,OXA-51-like pozwolito zaliczy¢ wszystkie 3
izolaty do $wiatowego klonu IC2. Zaden z izolatéw nie posiadat nabytych enzyméw OXA.
PCR prowadzony ze starterami flankujgcymi obszar dla genu p,OXA-51-like potwierdzit
chromosomalne potozenie tego genu. Sekwencja ISAbal zostata wykryta we wszystkich
trzech izolatach, ale tyko w szczepach B i C byla zlokalizowana powyzej pOXA-51-like.

Badania Adamsa (Adams MD, Chan ER, Molyneaux ND et al. Genome wide analysis of divergence of antibiotic
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resistance determinants in closely related isolates of Acinetobacter baumannii. Antimicrob Agents Chemother 2010; 54:

3569-77) wykazatly ze kopie ISAbal moga by¢ rdznie rozprzestrzenione w genomie.

Analiza sekwencji genu p,OXA-51-like pokazata, ze izolat A ma wersje p,OXA-66
tego genu, a izolaty B i C ,,OXA-82. Konwersja psOXA-66 do ,,OXA-82 moze odby¢ si¢
przez punktowa mutacje prowadzaca do zmiany aminokwasu z leucyny na waling. W
eksperymencie wykonanym metodg real-time PCR (qRT-PCR) pokazano, ze ekspresja
plaOXA-82 w izolatach B i C byta 40krotnie wyzsza w porownaniu do ekspresji psOXA-66 w
izolacie A. Przypuszczalnie leczenie karbapenemami doprowadzito do selekcji izolatow
opornych przez regulacje ekspresji za pomocg genu ISAbal. Takie sytuacje byly opisywane
Wczeéniej (Mugnier PD, Poirel L, Nordmann P. Functional analysis of insertion sequence ISAbal, responsible for
genomic plasticity of Acinetobacter baumannii. J Bacteriol 2009; 191: 2414-8)

Sprawdzano takze czy z nabyta oporno$cig izolatow B 1 C na karbapenemy maja
zwigzeK poryny btonowe. Badano poziom ekspresji genéw poryn carO, oprD oraz 33-36kDA
omp metodg qRT-PCR. Nie wykazano réznic w ekspresji genow poryn pomigdzy izolatem
wrazliwym (A) a opornymi (B i C). Te dane potwierdzono badaniem profilu biatkowego

OMP wykonanego metoda SDS-PAGE (Rycina 2).

250kD0 s o %
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100 kDG wee "
75kD0 B
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Rycina 2. Profil biatkowy biatek porynowych blonowych w badanych izolatach A, B i C.

Uzyskane wyniki wskazuja, ze jedynym powodem nadekspresji p.OXA-82 byto
dziatanie elementu 1SAbal. Zeby catkowicie potwierdzi¢ ta hipoteze sklonowano element
ISAbal i za pomocg wektora pWHI1266 wprowadzono go do wzorcowego Szczepu

A.baumannii wrazliwego na karbapenemy (ATCC 17978). W uzyskanych transformantach
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minimalne stezenie hamujace (MIC) dla imipenemu i meropenemu wzrosto z 0.25mg/L do
>32mg/L.

Nie wiadomo co w naszych opornych izolatach bylo wczeséniej: sekwencja ISAbal czy
konwersja OXA. Badania pokazywaly, ze nadekspresja p,OXA-66 miata maly wplyw na

zmniejszenie wrazliwos$ci na karbapenemy (Figueiredo S, Poirel L, Croize J et al. In vivo selection of reduced
susceptibility to carbapenems in Acinetobacter baumannii related to ISAbal-mediated overexpression of the natural blaOXA-

66 oxacillinase gene. Antimicrob Agents Chemother 2009; 53: 2657-9). W tych badaniach zaobserwowana
nadekspresja paOXA-82 moglta nie by¢ kluczowa, wydaje si¢, ze punktem Kkrytycznym
niezbednym do osiggni¢cia przez izolaty opornosci na karabapenemy byla konwersja pj,OXA-
66 na ,,OXA-82, a element ISAbal dodatkowo wptynat na opornos¢ poprzez spowodowanie
nadekspresji. Element 1SAbal znaleziono tez u innych gatunkow Acinetobacter co ciekawe
nie na chromosomie, a na plazmidach - moze to $wiadczy¢ o duzym potencjale
rozprzestrzeniania si¢ opornosci na karbapenemy w obrgbie catego rodzaju Acinetobacter.
Podsumowujac, te badania pokazaty jak u blisko spokrewnionych klonalnie izolatow w tatwy
sposob moze dojs¢ do powstania mechanizmu opornosci na karbapenemy dzigki konwersji

genu p,OXA powigzanej z ISAbal.

Publikacja nr 3

Agnieszka Chmielarczyk, Magdalena Pilarczyk-Zurek, Wanda Kaminska, Monika Pobiega, Dorota
Romaniszyn, Grzegorz Ziotkowski, Jadwiga Wojkowska-Mach, Malgorzata Bulanda (2016).
Molecular epidemiology and drug resistance of Acinetobacter baumannii isolated from hospitals
in southern Poland: 1CU as a risk factor for XDR strains. Microb Drug Resist; 22(4):328-35

(typowanie molekularne szczepow A.baumannii pochodzgcych z OIT, sekwencjonowanie genu
rpoB, badanie lekoopornosci szczepow, badanie genow opornosci metodg PCR i gRT-PCR,
analiza epidemiologiczna)

Kolejne badania nad szczepami Acinetobacter zostaly przeprowadzone dzigki
zgromadzeniu bardzo duzej kolekcji pateczek Gram-ujemnych niefermentujagcych w ramach
projektu Narodowego Centrum Nauki 2012/05/B/NZ7/02880 ,,Epidemiologia wystepowania i
charakterystyka molekularna Gram-ujemnych pateczek niefermentujacych izolowanych z
zakazen w roznych populacjach o szczegdlnym narazeniu pacjenci oddzialow intensywnej
terapii neonatologicznej 1 dorostych, rezydenci opieki dlugoterminowej oraz inne”.
Kierownikiem projektu byta dr hab. Jadwiga Wojkowska-Mach, ja bytam w nim wykonawca.
Kolekcja szczepéw zostala zgromadzona w Katedrze Mikrobiologii Collegium Medicum
Uniwersytetu Jagiellonskiego przy wspotpracy dwoch laboratoriow mikrobiologicznych-

KORLAB NZOZ z Rudy Slaskiej i Laboratorium Mikrobiologicznego ze Szpitala
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Specjalistycznego nr 5 im. $w. Barbary w Sosnowcu. Szczepy A.baumannii pochodzity
zarowno z OIT jak i innych oddziatow (internistycznych czy pulmunologicznych) i zbierane
byty przez caty 2013 rok. W sumie zgromadzono 125 szczepéw AB, z czego 99 z zapalen
ptuc, 22 z zakazen krwi i 4 z zapalen opon mdzgowo-rdzeniowych.

Mediana wieku pacjentow wynosita 61, 43% to byty kobiety. Na oddziatach OIT
hospitalizowanych byto 79% pacjentéw od ktorych izolowano badane szczepy. Zakazenia kwi
na OIT byly diagnozowane czgsciej 19.2% vs 11.5% ale nie wykazano znamiennosci
statystycznej.

Aby doktadnie potwierdzi¢ przynalezno$¢ wyizolowanych szczepow do gatunku
A.baumannii wykonano najbardziej obecnie polecang do tych celow metode -
sekwencjonowanie genu rpoB, kodujacego podjednostke B polimerazy RNA. Sposrod 125
szczepdw 115 posiadato allel nr 2 tego genu, trzy szczepy allel nr 5, trzy szczepy allel nr 1,
trzy szczepy allel nr 52 i jeden szczep allel nr 4.

Badanie lekoopornosci wykonano z wykorzystaniem 17 antybiotykdw z 9 réznych
grup. Pozwolito to na zakwalifikowane szczepow opornych do grupy MDR (ang. multidrug
resistant) lub XDR (ang. extensively drug resistant). 60% szczepéw bylo opornych na
wszystkie badane antybiotyki z wyjatkiem kolistyny. Najwyzsza opornos¢ dotyczyla
cefalosporyn (93.6%), fluorochinolonéw (92%) sulfametoksazolu z trimetoprimem (92%) i
karbapenemow (imipenem 80,8%, meropenem 82,4%) Dla tych antybiotykow dla ktérych
lekoopornos¢ badano metoda E-test wyliczono MICsy i MICgo: dla kolistyny wynidst on
odpowiednio 1 mg/L i 1.5 mg/L, dla polimyksyny B 0.25 mg/L i 1 mg/L, dla tygecykliny 4
mg/L i12 mg/L.

Zaobserwowano wzrost opornosci na karbapenemy w stosunku do badanych szczepow
sprzed 2-3 lat (publikacja nr 1 i 2) jak i rowniez znaczace zmniejszenie si¢ liczby szczepow
wrazliwych na tygecykling. Pozostaje wcigz wysoka wrazliwos$¢ na kolistyne .

Szczepy przynalezace do grupy XDR dominowaty na OIT (93.9% vs. 30.8%; chi square test
p<0.0001; OR 34.9; 95% CI 10.79-112.67; p<0.0001). Byly takze czesciej izolowane z
zakazen krwi niz zapalen ptuc.

Za pomoca metody PCR poszukiwano genow metalo-beta laktamaz pVIM pial MP,
blaGIM, 1 paSPM. Tylko dwa izolaty posiadaly gen paVIM, jest to zdecydowanie rzadziej
spotykany mechanizm opornosci u A.baumannii. Geny kodujace wrodzone enzymy z klasy
OXA czyli 1, OXA-51-like posiadaly wszystkie izolaty, natomiast sposrod nabytych
oksacylinaz 80% posiadato ,,OXA-24-like, a 26% ,,OXA-23-like. Zaden z izolatow nie
posiadat genu ,,OXA-58-like. Te enzymy oznaczano metodg multipleks qRT-PCR gdzie
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kazdy produkt amplifikacji znakowany byl inng sondg fluorescencyjng. Znaczaco wigcej
izolatéw z OIT jak i izolatdw charakteryzujacych si¢ modelem opornosci XDR posiadato gen
blaOXA-24-like (p = 0.0046 1 p =0.033) (Tabela 1).

blagya oz No blagys 23
Total ISabal h]afj_\'_.t._c,r h]afj_\'_.t._"_: h]ilfj_\'_.t__ﬂ_‘u h]afj_\'_.t SR and h]afj_\q__"_,. and no h]iln_\',{._"_‘u
ICU, no. (%) 99 (100) 10 (10.0) 99 (100) 26 (26.3) B0 (80.8) 0 (0) 20 (20.2) 13 (13.2)
Non-ICU, no. (%) 26 (100y 0 (™) 26 (100)  Ti(269) 14 (538) 0(0) 4 (15.4) 9 (34.6)
Meningoencephalitis, 4 100y 0y 4 (100)  1(25) 4 (100) 0 (m 1 (25) 0 (0
no. (%)

BSI, no. (%) 22(100) 3 (13.7) 22 (100y 5227 17(77.3) O 4 (18.2) 4 (18.2)
Preumonia, no. (%) 99 (100) T (7) 99 (100) 27(27.2) T3 (73.7) 0(0) 19 (19.2) 18 (18.2)
XDR, no. (%) 101 {100y 10 (9.9) 101 (100) 29 (28.7) 80 (79.2) 0O {0 21 (20.8) 13 (12.9)
MDR, no. (%) 17 (100y 0 () 17 (100) 3 (17.6) 11(647) 00) 3 (17.6) 6 (35.3)
Other, no. (%) T(IO0)y 0 (0) T(IOO) 1 (14.3) 3 (428) 0O (o 3 (42.8)
Clone 1, no. (%) 24 (100) 1 (4.2) 24 (100)  6(25.0) 18(75.0) 0(0) 4 (16.7) 4 (16.7)
Clone 2, no. (%) 5501000 8 (14.5) 55(100) 16 (29.0) 45 (81L.8) 0 (0) 12 (21.8) 6 (10.9)
Other clones, no. (%) 20 (100) 1 (5.0) 20 (100) 4 (2000 17 (B5.0) 0 (0) 4 (20.0) 3(15.0)

Tabela 1. Rozktad poszczegolnych gendéw OXA w zaleznosci od typu oddziatu, typu zakazenia, typu opornosci

oraz przynaleznosci do danego klonu.

Typowanie epidemiologiczne przeprowadzono metoda rep-PCR w systemie
DiversiLab. Zidentyfikowano 6 klonow oraz 12 unikalnych szczepow A.baumannii.
Dominowaly dwa klony do pierwszego zaliczono 24, a do drugiego 55 izolatow. Wigkszos¢
izolatow z dominujgcych klonow (66,7% z pierwszego i 85,5% z drugiego) nalezata do
szczepOw opornych na wszystkie antybiotyki z wyjatkiem kolistyny.

Nasze badanie duzej liczby izolatow AB pokazato ze ich opornos¢ na antybiotyki to bardzo
wielki problem polskich oddziatéw OIT. Ponad potowa izolatow byta oporna na wszystkie
antybiotyki z wyjatkiem Kolistyny, a ten antybiotyk charakteryzuje si¢ wysoka toksycznos$cia.
Infekcje wywolane przez takie szczepy leczy sie glownie terapig skojarzong, razem z
kolistyng podawane sa tygecyklina, ampicylina z sulbaktamem, karbapenemy czy
rifampicyna. Jednakze nawet takie terapie czgsto koncza si¢ niepowodzeniem. Dodatkowo

coraz czesciej styszymy o izolatach opornych na kolistyne (Qureshi, Z.A., L.E. Hittle, J.A. O’Hara, J.I.
Rivera, A. Syed, R.K. Shields, A.W. Pasculle, R.K. Ernst, and Y. Doi. 2015. Colistin-resistant Acinetobacter baumannii:

beyond carbapenem resistance. Clin. Infect. Dis. 60:1295-1303). Opornos¢ ta jest skutkiem selekcji szczepow
pod wpltywem presji antybiotyku ale nie mozna wykluczy¢ ze bedzie réwniez przenoszona
horyzontalnie. Szczepy AB charakteryzujg si¢ wysoka klonalnoscig, w Europie dominuje klon
IC2, co nasze badania takze potwierdzaja. Wsrdd nabytych genow OXA zauwazyliSmy
roznicg w stosunku do pierwszych badan gdzie dominowal gen p,OXA-23-like. Teraz
znaczaco wiece] WYKryto p,OXA-24-like, bylo takze 19% szczepdéw niosgcych oba geny

jednoczesnie. Stosunkowo mato szczepow miato elementy ISAbal.
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Podsumowujac, kontrola nad zakazeniami AB na OIT stanowi powazne wyzwanie,
niezbe¢dne jest potaczenie programoéw edukacyjnych, promowanie higieny rak, efektywny
nadzor, rozwd] nowych strategii terapeutycznych. By¢ moze badania nad zastosowaniem
nowych powierzchni antybakteryjnych na oddziatach szpitalnych takze pomogg w przysztosci

w walce z zakazeniami wywolanymi przez A. baumannii.

Publikacja nr 4

Pawel Krzysciak, Agnieszka Chmielarczyk, Monika Pobiega, Dorota Romaniszyn, Jadwiga
Wojkowska-Mach (2017) Acinetobacter baumannii isolated from hospital-acquired
infection: biofilm production and drug susceptibility. APMIS, 2017 Sep 15.

article DOI: 10.1111/apm.12739

(badanie zdolnosci produkcji biofilmu, badanie lekowrazliwosci, analiza produkcji biofilmu vs.
pochodzenie szczepow, miejsce izolacji, opornosé szczepow)

Publikacja nr 4 skupia si¢ na kolejnym waznym zagadnieniu (poza opornoscig i
typowaniem genetycznym) dotyczacym A.baumannii czyli cechach wirulencji, a konkretnie
jednej z najwazniejszych cech wirulencji A.baumannii jaka jest produkcja biofilmu. Szczepy
bakterii, ktore sa zdolne wytworzy¢ biofilm i funkcjonowaé¢ wewnatrz biofilmu sg uznawane
za bardziej wirulentne, moga bowiem szybciej 1 skuteczniej kolonizowac okreslone nisze
ekologiczne w obrebie organizmu pacjenta. Szczepy te stosujg takze inne strategie radzenia
sobie z antybiotykami. W przypadku A.baumannii izolowanych z oddziatéw intensywnej
terapii, gdzie u wigkszos$ci pacjentow stosowane sg inwazyjne procedury i sprz¢t medyczny
podtrzymujacy zycie, dochodzi jeszcze mozliwos¢ kolonizacji przez biofilmtworcze szczepy
A.baumannii  urzadzen medycznych takich jak cewniki naczyniowe czy sprzgt do
mechanicznej wentylacji. Tworzenie biofilmu na powierzchniach abiotycznych pozwala tez
przetrwa¢ szczepom A.baumannii trudniejsze warunki $rodowiskowe. Do bakterii
funkcjonujacych pod postacig biofilmu trudniej penetrujg antybiotyki, z kolei transfer genow
oporno$ci wsrod szczepow z biofilmu jest utatwiony.

W niniejszej pracy produkcje biofilmu badano stosujgc do hodowli podtoze minimalne
M-63 uzupetnione kazeing, hodowle szczepéw prowadzono w 96-dotkowych ptytkach
titracyjnych do uzyskania fazy biofilmu. Nastgpnie usuwano komorki planktoniczne, hodowle
przeptukiwano i inkubowano z odpowiednim roztworem fioletu krystalicznego. W koncowym
etapie mierzono warto$¢ absorbancji barwnika i odnoszono ja do szczepdéw kontrolnych-
silnego producenta biofilmu i szczepu nie produkujacego biofilmu. Uwzgledniano takze

srednig 1 odchylenie standardowe. Podzialu na kategorie dokonano za pomoca nieco
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zmodyfikowanej metody zaproponowanej przez Stepanovica (Stepanovic S, Vukovic D, Hola V, Di
Bonaventura G, Djukic S, Cirkovic I, et al. Quantification of biofilm In microtiter plates: overview of testing conditions

andpractical recommendations for assessment of biofilm production by staphylococci. APMIS 2007;115:891-9). SZCZEpy
kategoryzowano jako O- nie produkujace biofilmu, 1-szczepy o niskim potencjale produkcji
biofilmu, 2- szczepy o $rednim potencjale produkcji biofilmu i 3- szczepy mocno produkujace
biofilm.

Przyjmujac, ze tylko szczepy zakwalifikowane do kategorii 0 nie produkujg biofilmu
wykazali$my, ze zdolno$¢ do produkcji na poziomie 1, 2 lub 3 kategorii ma 81,9% szczepow

A.baumannii. Te rezultaty sa zgodne z obserwacja Sechi (Sechi LA, Karadenizli A, Deriu A, Zanetti S,
Kolayli F, Balikci E, et al. PER-1 type beta-lactamase production in Acinetobacter baumannii is related to cell adhesion. Med

Sci Monit 2004;10:BR180-4), ktory wykazatl to dla 80% swoich izolatdéw oraz nieco wyzsze niz

Rodriguez-Bano — 63% (Rodriguez-Bano J, Mart1 S, Soto S, Fern_andez-Cuenca F, Cisneros JM, Pachon J, et al.

Biofilm formation In Acinetobacter baumannii: associated features and clinical implications. ClinMicrobiol Infect
2008;14:276-8).

Analizujac wyniki autorzy odnosili zdolnos$¢ produkcji biofilmu przede wszystkim do
opornosci na antybiotyki (badano 14 antybiotykéw z 6 grup), do materialu z ktorego
izolowano szczepy (izolaty z krwi badz ptuc), do miejsca izolacji (oddziaty OIT lub inne).
Wykazano, ze nie bylo zwigzku pomig¢dzy zdolnoscia produkcji biofilmu a pochodzeniem
szczepodw z oddziatow OIT, ale juz biorgc pod uwage opornos¢ na antybiotyki szczepy z OIT
wrazliwe na amikacyn¢ 1 tobramycyne statystycznie czes$ciej produkowaly biofilm w
wyzszym stopniu niz szczepy oporne (Rycina 3). Badania Dahdouh oraz Nahar nad strukturg i
kinetyka tworzenia biofilmu pokazaly takze Zze szybsze formowanie biofilmu bylo powigzane

z wrazliwos$cig na aminiglikozydy. (Dahdouh E, Orgaz B, Gomez-Gil R, Mingorance J, Daoud Z, Suarez M, et

al. Patterns of biofilm structure and formation kinetics among Acinetobacter baumannii clinical isolates with different
antibiotic resistance profiles. Med Chem Commun 2016;7:157-63; Nahar A, Anwar S, Miah MRA. Association of biofilm
formation with antimicrobial resistance among the Acinetobacter species in a tertiary care hospital In Bangladesh. J Med
2013;14:28-32.)

Odwrotnie byto w przypadku ceftazydymu-szczepy wrazliwe stabiej produkowaty
biofilm. Zastosowany model regresji liniowej wykazat, ze szczepy z OIT bedace silnymi
producentami biofilmu maja mniejsza szanse na to, ze bedg wrazliwe na ceftazydym.

Pomimo braku istotnosci statystycznej interesujagcy jest fakt, ze silni producenci biofilmu
zwigkszaja prawdopodobienstwo wrazliwosci na aminoglikozydy, fluorochinolony,
trimetoprim 1 sulfametoksazol oraz tetracykliny ale obnizaja prawdopodobienstwo

wrazliwos$ci na cefalosporyny.
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Rycina 3. Poréwnanie zdolnos$ci produkeji biofilmu wsrdd szczepdw izolowanych z oddziatow OIT i nie-OIT wrazliwych i

opornych na amikacyng i tobramycyng.

Z kolei zwigzek pomiedzy tworzeniem biofilmu a oporno$cia na karbapenemy jest niejasny i
skomplikowany. Nasze badania wskazaly, ze oporne szczepy z oddziatéw innych niz OIT
oraz wrazliwe szczepy z oddzialéw OIT tworzg biofilm silniej niz pozostate.

Podsumowujac, wykazano, ze bakterie wzrastajace w postaci biofilmu posiadaja inng
strategi¢ opornosci na antybiotyki spowodowang m.in. trudnoscig w penetrowaniu biofilmu
przez leki, bowiem poszczegdlne pojedyncze izolowane z biofilmu szczepy wykazuja czgsto
wrazliwo$§¢ na wybrane antybiotyki. Wida¢ tutaj nieco inny rodzaj radzenia sobie ze
stresujagcymi  warunkami $rodowiska (dla bakterii jest to obecno$¢ w $rodowisku
antybiotykow) przez szczepy produkujgce biofilm oraz te wystgpujace w postaci
planktonicznej, szczegblnie wérdd szczepdéw z oddziatéw OIT. By¢ moze tworzenie biofilmu
daje szans¢ na przetrwanie w szpitalach szczepom nie posiadajagcym mechanizméw opornosci

na antybiotyki, co sugeruje takze w swoich najnowszych badaniach Qi (Qi L, Li H, Zhang C, Liang

B, Li J, Wang L, et al. Relationship between antibiotic resistance, biofilm formation, and biofilm-specific resistance in
Acinetobacter baumannii. Front Microbiol 2016;7:1-10.)

Publikacja nr 5

Agnieszka Chmielarczyk, Monika Pobiega, Dorota Romaniszyn, Jadwiga Wojkowska-Mach
(2017) Multi-locus sequence typing (MLST) of non-fermentative Gram-negative bacilli
isolated from bloodstream infections in southern Poland. Folia Microbiologica, article
DOI: 10.1007/s12223-017-0550-7 (IF=1,521 (z 2016) MNiSW=15)

(typowanie molekularne szczepow izolowanych z zakazen krwi metodg MLST oraz metodg PFGE)

Publikacja nr 5 zostala poswigcona szczepom paleczek Gram ujemnych
niefermentujacych wyizolowanym z najci¢zszych zakazen, a mianowicie zakazen krwi.
NFGNB nie s3 dominujaca grupa bakterii izolowanych z tego typu zakazen, ale zarowno wg
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WHO jak i ECDC ich udzial w zakazeniach krwi w ostatnich latach si¢ zwigksza (w
przypadku  P.aeruginosa  wynosi  okoto  3.8%, dla  Abaumannii  1.3%)
(https://ecdc.europa.eu/en/publications-data?s=bloodstream+infections). ~ Zakazenia  krwi
powodowane przez te gatunki charakteryzujg si¢ takze wysoka $miertelnoscig (w zalezno$ci

od badan wynosi ona okoto 30-40%) (Pena C, Suarez C, Gozalo M, Murillas J, Almirante B, Pomar V, et

al. (2012) Spanish Network for Research in Infectious Diseases REIPI. Prospective multicenter study of the

impact of carbapenem resistance on mortality in Pseudomonas aeruginosa bloodstream infections. Antimicrob

Agents Chemother 56:1265-1272). Duza $miertelno$¢ dotyczy zwiaszcza zakazen powodowanych
przez szczepy wielolekooporne, a zwlaszcza szczepy oporne na karbapenemy. Gatunek
Stenotrophomonas maltophilia (STM), ktory coraz czesciej jest diagnozowany w zakazeniach
krwi jest naturalnie oporny na wiele antybiotykéw (w tym karbapenemy), a $miertelnos¢

pacjentéw z potwierdzonym zakazeniem STM sig¢ga nawet 50% (Araoka H, Baba M, Yoneyama A
(2010) Risk factors for mortality among patients with Stenotrophomonas maltophilia bacteremia in Tokyo,
Japan, 1996-2009. Eur J Clin Microbiol Infect Dis 29:605-8; Garazi M, Singer C, Tai J, Ginocchio CC (2012)
Bloodstream infections caused by Stenotrophomonas maltophilia: a seven-year review. J Hosp Infect 12;81:114—
8)

Do puli badanych w ramach tej publikacji szczepéw zakwalifikowano 53 izolaty

pateczek NFGNB. Poza dominujagcymi gatunkami czyli A.baumannii (22 szczepy),
P.aeruginosa (11 szczepow) i S.maltophilia (11 szczepdéw) zidentyfikowano takie gatunki jak
Achromobacter denitryficans, Acinetobacter Iwoffii, Acinetobacter ursingii, Comamonas
testosterone, Ochrobactrum anthropi.
Dla wszystkich badanych szczepow przeprowadzono testy lekowrazliwosci — dla
A.baumannii dla 15 antybiotykow, dla P.aeruginosa 13, dla STM i pozostatych 2 antybiotyki
(wedlug zalecen EUCAST- http://www.eucast.org/). Dla trzech dominujacych gatunkoéw
wykonano typowanie metodg analizy sekwencji wielu loci (ang. multi-locus sequence typing,
MLST) — zsekwencjonowano w kazdym gatunku po siedem genéw housekeeping. Sekwencje
zostaty opracowane 1 ztozone z wykorzystaniem programu Chromas Pro, a nastgpnie na
podstawie bazy MLST (https://pubmlst.org/) poszczegdlne szczepy zostaty zakwalifikowane
do okreslonych typéw ST (ang. sequence type). Dodatkowo dla szczepoéw P.aeruginosa i
S.maltophilia przeprowadzono poréwnawcze typowanie metodg elektroforezy pulsacyjnej
(PFGE). Dla szczeéw A.baumannii juz wczesniej (publikacja nr 3) przeprowadzono
porownawcze typowanie metodg rep-PCR.

Wyniki uzyskane w tym badaniu pokazaly ze 56.5% pacjentow z zakazeniami krwi

pochodzi z oddziatow OIT, 26.5 % z oddziatow nefrologii 1 urologii i 17% z oddzialow
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internistycznych. Od 5 pacjentow wyizolowano z jednej probki krwi wigcej niz jeden
patogen.

Az 86% wyizolowanych szczepdéw A.baumannii charakteryzowato si¢ rozszerzong opornoscia
(XDR), a 63,6% bylo wrazliwych jedynie na kolistyne. Zupelnie inaczej przedstawiata si¢
sytuacja wsrod szczepow P.aeruginosa — tylko jeden byt XDR i jeden MDR. Wszystkie
szczepy S.maltophilia byly wrazliwe na sulfametoksazol z trimetoprimem, a oporne na
ceftazydym.

MLST potwierdzito (wykazang wczesniej w typowaniu rep-PCR) wysoka klonalnos¢
szczepow A.baumannii — wszystkie zostaly zaliczone do typu sekwencyjnego ST2. Wsrod
P.aeruginosa wykryto natomiast 10 réznych typow ST. Wsrod szczepow S.maltophilia tylko
4 mialy profil ST obecny w bazie (ST4, ST15, ST116, ST142), pozostate 7 szczepdw miato
nowe typy ST, z czego 5 miato identyczny uktad alleli (Tabela 2)

Species and sram number Ward Adleles Sequence Lype (5T)
Adnetobacter barmanni’ cpnbll SumA i poris recd i rpold

17 isyluted 5trams I 2 2 2 2 2 2 2 2

2 Bl =] dran 2 2 2 2 2 2 2 2 2

Ma. 53 Llmed eyl 2 2 2 2 2 2 2 2

Mo, 480 Lmology2 2 2 2 2 2 2 2 2

Mo B35 Iniemal 1 2 2 2 2 2 2 2 2
Fenlomonas aengrinosa e an a mad nue P p

MNa. 17 Limolaogyl 3 104 4 36 71 44 53 i

Mo. 253 Unologyl 34 11 3 13 1 2 4 35
Mo. 408 I 17 5 12 3 14 4 7 244
Mao. 429 I 114 73 i 3 4 54 1 3
Ma. 520 Iniemal2 22 20 1 3 3 3 7 34
No. 725 I 31 5 57 13 1 40 3 137
No. T4 I 2% 3 @] 13 4 1 10 il
No. 7719 IC 14 5 10 7 4 13 7 264
Mo. TH3 I 4 4 12 14 1 6 3 253
Mo. THE I 4 4 12 14 1 6 3 253
Ma. 532 I 17 3 -1 4 4 4 3 646
Seenoophomanas maliophi o aml gapA suad S nusni pr=A recA

Ma. 3 Liredl eyl 76 6k 7 7 L a3 74 novvel 1
Nao. 14 Internal3 78 68 7 7 RO 93 74

No. 19 Unologyl T 68 7 7 RO 943 74

Ho. 22 Unologyl Th 68 7 7 RO 93 74

Ma. 25 ICU3 L1 B9 LE] 73 T2 9% 4 142
Ma. 129 Umalagy Th L] 105 L RO 93 74 movel 2
Mo 318 Umalagy 3 1 L 54 25 B2 6 116
Ma. 327 Lol ozl TG 68 7 7 L a3 74 novel 1
No. 435 I 6 1 34 19 76 i3 T8 movel 3
No. 6840 ICLN 1 4 7 7 28 19 6 4

Mo. 11865 ICU1 14 29 21 21 32 iz 10 15

Tabela 2. Allele i typy sekwencyjne (ST) sczepéw NFGNB wyizolowanych z zakazen krwi.

Elektroforeza pulsacyjna potwierdzita wysokie zréznicowanie wérdd szczepoéw P.aeruginosa,

pulsotypy wykazywaty podobienstwo na niskim poziomie —od 50 do 65%. Natomiast w
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przypadku 5 szczepow S.maltophilia wykazujacych identyczny profil alleli w metodzie
MLST podobienstwo pulsotypéw bylo na poziomie 90%. Dodatkowo cztery z nich
pochodzity z jednego oddziatu.

Poréwnujac nasze wyniki do innych badan opisanych w literaturze potwierdzono
rosngcy udzial pateczek Gram ujemnych niefermentujgcych w zakazeniach krwi.
Najczestszymi izolowanymi gatunkami sg A. baumannii i P.aeruginosa cho¢ w Polsce

dominuje A. baumannii, w Europie cz¢sciej izolowany jest P.aeruginosa (Livermore DM, Hope
R, Brick G, Lillie M, Reynolds R (2008) BSAC Working Parties on Resistance Surveillance. Non-susceptibility

trends among Pseudomonas aeruginosa and other non-fermentative Gram-negative bacteria from bacteraemias in
the UK and Ireland, 2001-06. J Antimicrob Chemother. 62 Suppl 2:ii55-63).

Zwigksza si¢ tez udziat innych, rzadszych gatunkéw co moze wynika¢ zaréwno z polepszenia
si¢ technik identyfikacji, jak i zmian w lokalnej epidemiologii szpitali. W wielu innych
badaniach takze wykazano ze szczepy A.baumannii rozprzestrzeniajg si¢ klonalnie, cho¢ nie
zawsze ma to zwigzek z epidemiami. Nasz polski klon A.baumannii jest bardzo powszechny
w Europie. Z racji wrazliwosci szczepow A.baumannii jedynie na kolistyng poszukuje si¢
innych mozliwos$ci terapeutycznych — potaczenia kolistyny z innymi lekami w terapii
skojarzonej, wprawadzenia do leczenia tygecykliny czy minocykliny (Martis N, Leroy S, Blanc V.
(2014) Colistin in multi-drug resistant Pseudomonas aeruginosa blood-stream infections: a narrative review for
the clinician. J Infect 69(1):1-12). Wsrod P. aeruginosa tylko dwa szczepy nalezaly do globalnie
rozprzestrzenionego, wirulentnego klonu ST235, reszta szczepow byta bardzo zré6znicowana i
co najwazniejsze wrazliwa na wigkszos¢ lekow. Zaskoczyl nas stosunkowo duzy udzial
S.maltophilia — 20% wszystkich izolatow), a takze Achromobacter denitryficans (9,4%).
Kilku autorow we wczesniejszych badaniach takze zwrdcito uwage na zwigkszenie udziatu
S.maltophilia w zakazeniach krwi (Hotta G, Matsumura Y, Kato K, Nakano S, Yunoki T, Yamamoto M,
et al. (2014) Risk factors and outcomes of Stenotrophomonas maltophilia bacteraemia: a comparison with
bacteraemia caused by Pseudomonas aeruginosa and Acinetobacter species. PLoS One 9(11):e112208;

Rattanaumpawan P, Ussavasodhi P, Kiratisin P, Aswapokee N (2013) Epidemiology of bacteremia caused by

uncommon non-fermentative gram-negative bacteria. BMC Infect Dis13:167).

Do leczenia zakazen wywolanych przez S.maltophilia stosuje si¢ z reguly
sulfametoksazol/trimetoprim, cho¢ niektorzy zalecajg takze lewofloksacyng (Cho SY, Kang ClI,
Kim J, Ha YE, Chung DR, Lee NY, et al. (2014) Can levofloxacin be a useful alternative to trimethoprim-

sulfamethoxazole for treating Stenotrophomonas maltophilia bacteremia? Antimicrob Agents Chemother
58(1):581-3).
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4.3.4. Podsumowanie

Obecnie najwazniejszg przyczyna chordb zakaznych sa zakazenia szpitalne
wystepujace we wszystkich szpitalach $wiata. W przeciggu ostatnich lat w Europie
zaobserwowano wzrost zakazeh wywotanych przez pateczki Gram-ujemne (w tym Gram-
ujemne niefermentujace) z 14% w 2004 roku do 19% w roku 2007 (European Centre for Disease
Prevention and Control (ECDC) 2012. Surveillance of healthcare-associated infections in Europe 2007). Ponadto
W polskich szpitalach znacznie czg¢$ciej niz w innych krajach $wiata dochodzi do zakazen
krwi o etiologii Acinetobacter baumannii. Zakazenia krwi i zapalenia pluc zwigzane z
mechaniczng wentylacja sa dominujacymi zakazeniami na oddzialach intensywnej terapii

(OIT). Smiertelno$¢ wérod zakazonych pacjentdéw na OIT siega 35-50% (Russotto V., Cortegiani
A., Graziano G., Saporito L., Raineri S. M., Mammina C., Giarratano A. 2015 Bloodstream infections in intensive care unit

patients: distribution and antibiotic resistance of bacteria. Infect Drug Resist 8, 287-296). Zjawisko narastania
oporno$ci tych bakterii na antybiotyki o szerokim spektrum jest bardzo niepokojace.
Zarébwno wsrod A.baumannii jaki P.aeruginosa coraz czgéciej wigkszo$¢ izolowanych
szczepow to szczepy XDR. W badaniu (i opanowaniu) epidemii powodowanych przez te
Szczepy pomagaja nam coraz doktadniejsze molekularne metody typowania.

W przedstawionym osiggni¢ciu naukowym szczegdélowo przeanalizowano zjawisko opornosci
wséréd Gram-ujemnych pateczek niefermentujacych ze szczegdélnym uwzglednieniem
A.baumannii stosujgc zarbwno metody fenotypowe jak i genetyczne oraz scharakteryzowano
klonalne powigzania miedzy szczepami z wykorzystaniem roznorodnych metod typowania
epidemiologicznego. Scharakteryzowano takze pod katem epidemiologicznym populacje
pacjentéw od ktérych pochodzily badane szczepy, szczegodlnie pacjentow z OIT. Kolejne
badania jakie s prowadzone przeze mnie obecnie (w réznym stopniu zaawansowania) dalej
koncentrujg si¢ na wybranej grupie drobnoustrojow i dotycza epidemiologii, opornosci a

takze szczegotowej charakterystyki czynnikow wirulencji tych bakterii.

5. Omoéwienie pozostalych osiggnie¢ naukowo —badawczych.

Ponizej przedstawitam tematyke badawcza, ktora poza osiggnieciem naukowym stanowi istotna

cze$¢ mojej dziatalnosci naukowe;.
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5.1. Badania nad bakteriami probiotycznymi z rodzaju Lactobacillus - rola
prozdrowotna dla czlowieka, bezpieczenstwem stosowania, a takze metodami

genotypowania szczepow tych bakterii.

Po obronie pracy doktorskiej zajmowatam si¢ jeszcze przez pewien czas tematem bakterii
probiotycznych przede wszystkim ich dziataniem prozdrowotnym, wplywem na uktad
immunologiczny czlowieka oraz bezpieczenstwem stosowania.  Szczepy z rodzaju
Lactobacillus maja udowodnione wiasciwosci prozdrowotne wykazane w licznych
randomizowanych badaniach prowadzonych zazwyczaj na duzej liczbie pacjentow. Moga
jednak w pewnych przypadkach sta¢ si¢ czynnikiem etiologicznym zakazen np. bakteriemii.
Dotyczy to gtownie pacjentdw z deficytami odpornosci, cigzkimi chorobami wrodzonymi
badz przewlektymi. W publikacji Kochana i in. z 2011 roku w Clinical Microbiology and
Infection opisano seps¢ wywolang przez L.rhamnosus, gdzie badania molekularne (a
doktadniej typowanie metoda PFGE) potwierdzily zZe czynnikiem etiologicznym byt szczep
bakteryjny pochodzacy z dostgpnego bez recepty preparatu probiotycznego. Publikacja z 2012
roku (Strus i in.) przedstawia dziatanie prozdrowotne szczepdéw Lactobacillus u kobiet z
bakteryjng waginoza a takze zdolno$¢ szczepdw probiotycznych podawanych doustnie do
kolonizacji zarowno jelit jak i pochwy kobiet. Ta i kolejna publikacja (Gosiewski i In.)
pokazuje takze jakie metody genetyczne mogg by¢ przydatne w ocenie kolonizacji roznych
niszy ekologicznych w organizmie cztowieka przez konkretne, wyselekcjonowane szczepy
dostgpne w komercyjnych preparatach probiotycznych. Aby wykaza¢ czy szczepy sa zdolne
do kolonizacji a co za tym Idziego pozytywnego oddziatywania na ludzki organizm nalezy
stosowa¢ metody pozwalajace jednoznacznie odrozni¢ szczepy podawane od innych

szczepOw z rodzaju Lactobacillus obecnych we florze fizjologicznej czy pozywieniu.

[1] Janusz Marcinkiewicz, Marta Ciszek, M Bobek, Magdalena Strus, Piotr B. Heczko, M Kurnyta,
Rafat Biedron, Agnieszka Chmielarczyk (2007) Differential inflammatory mediator response in
vitro from murine macrophages to lactobacilli and pathogenic intestinal bacteria. Int J Exp Pathol.
88(3):155-64 (IF=2,460, MNiSW=20)

[2] Piotr Kochan, Agnieszka Chmielarczyk, Ludmita Szymaniak, M Brykczynski, Katarzyna Galant,
A Zych, Krystyna Pakosz, Stefania Giedrys-Kalemba, E Lenouvel, Piotr B. Heczko. (2011)
Lactobacillus rhamnosus administration causes sepsis in a cardiosurgical patient-is the time right
to revise probiotic safety guidelines? Clin Microbiol Infect;17(10):1589-92 (1F=4,540, MNiSW=35)

[3] Magdalena Strus, Agnieszka Chmielarczyk, Piotr Kochan, Piotr Adamski, Z Chetmicki, A
Chetmicki, Andrzej Patucha, Piotr B. Heczko. (2012) Studies on the effects of probiotic Lactobacillus
mixture given orally on vaginal and rectal colonization and on parameters of vaginal health in
women with intermediate vaginal flora. Eur J Obstet Gynecol Reprod Biol;163(2):210-215.
(IF=1,843 MNiSW=20)
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[4] Tomasz Gosiewski, Agnieszka Chmielarczyk, Magdalena Strus, Monika Brzychczy-Wtoch, Piotr
B. Heczko. (2012) The application of genetics methods to differentiation of three Lactobacillus
species of human origin. Ann Microbiol;62(4):1437-1445. (IF=1,549, MNiSW=15)

5.2. Molekularna charakterystyka paleczek z rodziny Enterobacteriaceae izolowanych z
zakazen inwazyjnych od noworodkow z bardzo mala masa urodzeniowa, z

uwzglednieniem ich lekoopornosci oraz czynnikow wirulencji.

W ramach tego tematu badan w latach 2010-2015 powstato 6 publikacji oryginalnych gdzie
dokonano szczegdtowej analizy epidemiologicznej zakazen zwigzanych z drobnoustrojami z
rodziny Enterobacteriaceae. Na podstawiec badan przeprowadzonych w ramach projektu
SONATA powstata rowniez praca doktorska Pani Moniki Pobiegi.

W badanej grupie znalazto si¢: 97 noworodkéow o masie <600g; 671 noworodkéw o masie
600-999¢g; 927 noworodké6w o masie >1000.

W wyniku prowadzonego nadzoru rozpoznano 125 zakazen wczesnych 1 287 zakazen
poznych o etiologii Enterobacteriaceae. Wsrod zakazen rozpoznano: 100 przypadkow
zakazen krwi, zapadalno$¢ wynosita 5,9/1000 osobo/dni pobytu, $miertelnos¢ — 15%
(zachowano 55 izolatéw); 136 przypadkéw zapalen phuc, zapadalno$¢ wynosita

8,02/1000 osobo/dni pobytu (zachowano 85 izolatow); 10 zakazen drég moczowych,
zapadalno$¢ wynosita 0,6/1000 osobo/dni pobytu (zachowano 10 izolatéw); 23 innych
zakazen (ws$rod nich martwicze zapalenie jelit, zapadalno$¢ wynosita 1,36/1000 osobo/dni

pobytu). Umieralno$¢ noworodkdéw o masie urodzeniowej ponizej 600g wynosita 53,6%,

Najwigcej zgromadzonych izolatow (n= 90) nalezalo do gatunku E.coli: zapalenia phuc
(n=50), zakazenia krwi (n=24),zakazenia drog moczowych (n=8), inne zakazenia (n==8).
Druga duza grupg stanowily izolaty Klebsiella pneumoniae (n=60): zakazenia drog
oddechowych (n=40), zakazenia krwi — 18, zakazenia drog moczowych — 2 izolaty.
Zidentyfikowano takze 18 izolatow K.oxytoca: cztery izolaty pochodzity z zakazen krwi,
pozostate 14 — z zapalen ptuc. Do rodzaju Enterobacter sp. nalezalo 36 izolatow: 34
Enterobacter cloacae i 2 Enterobacter sakazakii. Z zakazen drog oddechowych pochodzito
23 izolaty, z zakazen krwi — 6, z innych zakazen 7 izolatow. Ostatni zidentyfikowany

rodzaj to Serratia sp (n=11): izolaty Serratia liguefaciens, pochodzity z przypadkoéw zapalen
ptuc (n=2) i martwiczego zapalenie jelit (n=1), a osiem izolatbw Serratia marcescens,

pochodzito z zakazen krwi (n=4), i z przypadkoéw zapalen ptuc (n=4).
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Przeprowadzono szczegdotowa fenotypows i genotypowa analize opornosci izolatow E.coli i
K.pneumoniae. lzolaty z gatunku K.pneumoniae charakteryzowaly si¢ wyzsza opornoscia,
wiecej sposrod nich wykazywato obecno$¢ mechanizmu opornosci ESBL (68%), wérdod nich
wykazano takze obecno$¢ klonow epidemicznych. Oporno$¢ w grupie szczepow E.coli
ESBL-dodatnich byta istotnie statystycznie wyzsza niz w grupie szczepéw ESBL-ujemnych
(p<0,05). Wszystkie szczepy E.coli ESBL dodatnie cechowaty si¢ obecnoscig genu paCTX-
M: 60% z nich miato wariant CTX-M-15, za$ 40% wariant CTX-M-3.Izolaty E.coli byty
mocniej zroznicowane genetycznie, posiadaly liczne geny wirulencji, oporno$¢ typu ESBL
ksztaltowata si¢ na poziomie 27%.

Izolaty K.pneumoniae o fenotypie ESBL-dodatnim cechowaly si¢ wyzszym stopniem
oporno$ci na wszystkie antybiotyki, z wyjatkiem karbapenemoéw i tygecykliny (wszystkie
p<0,001). Fenotypem ESBL-dodatnim cechowaly si¢ ogdlem 34 szczepy K.pneumoniae
(61,8%). U 31 z nich wykryto gen ,,CTX-M-15, u 1 - ,;,CTX-M-14 i u 1- ,;,CTX-M-3. Geny
z rodziny paSHV zidentyfikowano u 48 szczepoéw (87,3%). U 23 byt to wariant SHV-11, u 14
—SHV-1, u 1 SHV-5 lub SHV-12, za$ u 9 nie okre$lono wariantu SHV.

Typowanie metoda elektroforezy pulsacyjnej przeprowadzono dla najwigkszych grup
szczepow czyli dla gatunku E.coli, K.pneumoniae i E.cloacae. W obrebie szczepow E.coli
wykazano obecnos$¢ 71 unikatowych pulsotypoéw, w wiekszo$ci o podobienstwie mniejszym
niz 70%, co wskazuje na populacje bardzo zrdznicowana genetycznie. Analiza PFGE
wykonana dla K.pneumoniae wykazata istnienie klonow epidemicznych wsrod przebadanych
izolatow. Klon A reprezentowany byl przez 20 szczepdéw, wyizolowanych ze szpitala
oznaczonego jako VI. Typowanie MLST wykazato, ze w badanej populacji E.coli obecnych
jest 10 réznych typow sekwencyjnych ST: 7 izolatoéw nalezy do wirulentnego klonu ST131.
Roéznice w obrgbie tych dwodch populacji sprawiajg, ze rekomendowane jest zastosowanie
zréznicowanego leczenie empirycznego w zalezno$ci od dominacji konkretnego gatunku na
danym oddziale. Dodatkowo wskazano, ze kazdy z tych patogenéw wymaga innego typu
nadzoru i innego typu kontroli zakazen — zatem w zaleznosci od dotychczasowych wynikow
badan mikrobiologicznych pochodzacych z przypadkéw zakazef nalezy wdrozyé/zastosowac
inny model profilaktyki i zapobiegania zakazeniom.

Wykazano, ze pomimo, ze fluorochinolony nie sa lekami czgsto stosowanymi na oddziatach
noworodkowych, to jednak izolaty pochodzace od noworodkéw moga cechowac si¢ obnizong

wrazliwoscig na te chemioterapeutyki, niosagc geny kodowane plazmidowo. Co za tym idzie,
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moga przyczyniac si¢ do rozprzestrzeniania gendw opornosci 1 niepowodzen terapeutycznych.
Poniewaz izolaty niosace geny Qnr nie maja jednakowego fenotypu opornosci na
fluorochinolony, ich czgsto$§¢ wystgpowania moze by¢ znacznie wyzsza, niz dotychczas
sadzono na podstawie wynikow MIC.

Przebadano koniugacyjna droge przenoszenia si¢ plazmidowych genow lekoopornosci wérod
bakterii. Geny opornosci czgsto leza w poblizu ruchomych elementow genetycznych
(sekwencji insercyjnych, transpozondéw), a te z kolei w obrebie integrondow co umozliwia
fatwe ich przenoszenie pomigdzy réznymi replikonami DNA. Kolonizacja pacjentéw oraz
personelu medycznego przez szczepy wielolekooporne stanowi rezerwuar gendéw opornosci,
ktére moga by¢ przekazane innym drobnoustrojom.

Geny wirulencji zostaty oznaczone w dwoch dominujgch grupach szczepow: wérod E.coli i
K.pneumoniae. Szczepy E.coli zostaly najpierw podzielone na typy filogenetyczne:
wykazano, ze 62 szczepy naleza do grupy B2, 16 do grupy D, 7 do grupy A, za$ 5 do grupy
B1. Do grupy B2 i grupy D naleza glownie szczepy E.coli wywotujace zakazenia
pozajelitowe (czyli gldéwnie zakazenia krwi, OUN i drog oddechowych). Szczepy

pochodzace z zakazen krwi istotnie statystycznie czgéciej posiadaly gen ibeA, niz szczepy
pochodzace z zakazen ptuc czy drog moczowych (p=0,0109). W izolatach pochodzacych z
moczu czgéciej wykrywano gen iha (p=0,0023), niz w izolatach z zakazen krwi i ptuc.

Wsérdd szczepdéw nalezacych do grupy filogenetycznej B2 $rednia liczba czynnikow

wirulencji byta wyzsza, niz w$rod izolatow z grup D 1 A (p<0,001).

[1] Agnieszka Chmielarczyk, Jadwiga Wojkowska-Mach, Alicja Grzesik, Dorota Romaniszyn,
Monika Brzychczy-Wtoch, Ewa Helwich, Piotr B. Heczko (2010) Wystepowanie lekoopornych
paleczek z rodziny Enterobacteriaceae u dzieci hospitalizowanych na oddzialach pediatrycznych
szpitala wysokospecjalistycznego. Przeglad Epidemiologiczny, 64:55-62 , MNiSW=9
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34



Autoreferat dr Agnieszka Chmielarczyk

[5]Agnieszka Chmielarczyk, Monika Pobiega, Jadwiga Wdjkowska-Mach, Dorota Romaniszyn, Piotr
B. Heczko, Malgorzata Bulanda. (2015) Bloodstream infections due to Enterobacteriaceae among
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223 (1IF=0,750 MNiSW=15)

[6] Agnieszka Chmielarczyk, Monika Pobiega, Christophe de Champs, Jadwiga Wojkowska-Mach,
Anna Rozanska, Piotr B. Heczko, Thomas Guillard, Matgorzata Bulanda. (2015) The High Prevalence
of Plasmid-Mediated Fluoroquinolone Resistance Among Very Low Birth-Weight Infants in
Poland. Microb Drug Resist. ;21(4):391-7. (1IF=2,529 MNiSW=20)

5.3 Badania mad wirulencjg i lekoopornoscia szczepéw Staphylococcus aureus
izolowanych z przypadkow zakazen w roznych grupach pacjentow o szczegélnym

narazeniu.

Prowadzone badania umozliwity opisanie szczegdétowo epidemiologii zakazen o
etiologii S.aureus w Polsce potudniowej. Analiz¢ epidemiologiczng przeprowadzono w
réznych plaszczyznach jako: typ opieki nad pacjentem z zakazeniem SA (szpital vs. LTCF),
typ pacjenta z zakazeniem SA (noworodki VLBW lub pacjenci geriatryczni), forma kliniczna
zakazenia (stopa cukrzycowa oraz jeszcze nie opublikowane prace dotyczace zakazen
uogllnionych, zakazen miejsca operowanego 1 ran). Szczegdtowo scharakteryzowano
wszystkie szczepy metycylinooporne S.aureus.

Wsréd noworodkow z bardzo mala masa urodzeniowa S. aureus byl czynnikiem
etiologicznym 6,5% przypadkéw zakazen (ogotem: wczesnych i poznych), najczesciej w
zakazeniach krwi (55,2%) oraz zapaleniach ptuc (39,7%). Fenotyp MRSA stwierdzono w
32,8%, nieistotnie cze$ciej w zakazeniach krwi i nie mial zwigzku ze stosowaniem linii
naczyniowych, zaréwno centralnych, jak 1 obwodowych. Fenotyp MRSA byt istotnie
zwigzany z czasem, t0 znaczy byt zwigzany z zakazeniami wykrywanymi $rednio w 14 dobie
(vs. 23 doba dla MSSA, p=0.0194). Konsumpcja antybiotykoéw — wyrazona dtugoscia terapii
(DOT) oraz definiowanymi dawkami dobowymi (DDD) — zwiazana z leczeniem zakazen SA
nie byla istotnie zalezna od fenotypu. Dodatkowo przeanalizowano konsumpcje
antybiotykow tylko w zakazeniach krwi, gdzie stwierdzono rdéznice w konsumpcji
glikopeptydéw w zakazeniach MSSA vs. MRSA wyrazona w DDD (udziat w zastosowanych
antybiotykach, odpowiednio wynosita 29.6 oraz 50,6). Badane szczepy nie charakteryzowaty
si¢ znaczgco wysoka opornoscig (najwyzsza na erytromycyng: 32.6% oraz klindamycyne:
24,5%) czy zjadliwoscia (najczgstsze czynniki zjadliwosci to hemolizyna alfa: 93,9% oraz
leukocydyna E: 38,8%) nie stwierdzono zwigzku pomigdzy liczba czynnikéw zjadliwosci, a

opornoscia.
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Ogotem MRSA byl obecny (jako czynnik kolonizujacy badz etiologia zakazenia) u
17,6% rezydentow opieki diugoterminowej. Ryzyko kolonizacji (obecno$¢ w ranie badz
przedsionku nosa) bylo istotnie zwigzane typem opieki (ZOL vs. DPS) oraz stanem ogélnym
rezydenta: obecnos$cig nietrzymania moczu badz cewnika w pecherzu moczowym,
karmieniem przez zglebnik, a szczegodlnie niskg warto$cig skali Barthel oraz ograniczeniami
w mobilno$ci. Natomiast dla zakazenia o etiologii SA istotnie znaczenie miato oprocz
podanych powyzej: wczesniejsza kolonizacja MRSA, oraz obecno$¢ ran przewlektych,
zwlaszcza owrzodzen podudzi. Analiza wieloczynnikowa wskazata, ze ryzyko MRSA byto
istotnie zwigzane z: wiekiem, aktywnoscig fizyczng oraz ranami przewlektymi. Rezydenci z
MRSA byli istotnie czgsciej hospitalizowani w zwigzku z rozwojem zakazeniami, niz ci z
fenotypem MSSA. Szczepy SA izolowane z przypadkow zakazen byly znaczaco oporne na
fluorochinolony (76.5%), tobramycyng¢ oraz amikacyng (64.7%).

W badanej grupie pacjentow z ranami przewleklymi stopy cukrzycowej znaczna czg$¢
byta leczona w warunkach szpitalnych: 70,1% w tym w oddziale chirurgii ogoélnej (37,3%) i
naczyn (9%), oraz w oddziale internistycznym (55,2%), pozostali w opiece domowe;j.
Mediana wieku grupy badanej to 63 lata. Najwyzsza oporno$¢ dotyczyta antybiotykow z
grupy aminoglikozydow: amikacyna 33,8%, tobramycyna 41,2% 1 gentamycyna 29,4%. U 8
szczepow (8,8%) stwierdzono obecnos¢ genu mup, ktéry odpowiada za mupirocynoopornosc.
Badane szczepy nie cechowaly si¢ wysoka zjadliwoscia: 70,6% szczepdw posiadato gen IukE,
nalezacy do leukocydyny E, 30,9% ma w swoim genomie geny kodujace enterotoksyny, a
11,8% szczepdw byto w posiadaniu genu warunkujacego zdolno$¢ do wywotania wstrzasu
toksycznego tsstl.

Lacznie z réznych form zakazen wyizolowano 120 szczepow o fenotypie MRSA.
Poddano je typowaniu genetycznemu za pomocg dwoch metod: metoda PFGE oraz spa-
typing. Typowanie metoda elektroforezy pulsacyjnej wykazato, ze wickszo$¢ szczepdw
charakteryzowata si¢ unikalnymi pulsotypami. Kilka szczepoéw o identycznych lub bardzo
podobnych (<90%) wzorach restrykcyjnych wykazano wsrod izolatow z zakazen inwazyjnych
(izolowanych z zakazen krwi i dolnych drég oddechowych). Wyodrebniono klony do ktorych
zaliczono 4 szczepy i 3 szczepy, a takze cztery identyczne pary Szczepdéw. Szczepy o
jednakowych pulsotypach pochodzity z tych samych szpitali. Nie wykryto jednakze Zadnego
dominujgcego klonu epidemicznego. W typowaniu metodg spa-typing zsekwencjonowano
gen spa od wszystkich 120 szczepow.

Najczesciej pojawiajacy sig typ spa to t003, wystepowat u ponad potowy szczepow (51,5%).

36



Autoreferat dr Agnieszka Chmielarczyk

U wszystkich izolatbow MRSA okreslano takze typ kasety chromosomalnej SCCmec w
obrebie ktorej kodowany jest gen meCA odpowiedzialny za fenotyp MRSA. Najczesciej
wykrywany typ kasety chromosomalnej to SCCmec II (u 36% izolatow).

Poréwnujac ze sobg wyniki otrzymane roznymi metodami genotypowania wykazano, ze
sposrod przebadanych izolatéw MRSA najwieksza grupe stanowia izolaty posiadajace typ spa
t003 i jednocze$nie SCCmec II (31,1%), nastgpnie izolaty o typie spa t138 i SCCmec IlI
(10%) i te o typie t003 i SCCmec IV (8,9%). Sa to charakterystyczne typy szczepodw
raportowane dla terenu Polski, w rejonie Gdanska najczesciej wykrywane byly szczepy z
kasetg SCCmec II nalezace do typoéw spa t151 (51,4%)oraz t003 (34,3%), z kolei w rejonie

Poznania dominowat typ kasety SCCmec IlI.
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5.4. Badania nad wlasciwosciami przeciwdrobnoustrojowymi stopéw miedzi i
mozliwosciami ich zastosowania w powierzchniach uzytkowych w zakladach opieki
zdrowotnej.

Badania prowadzone w tej tematyce finansowane byly ze $rodkéw Narodowego
Centrum Badan i1 Rozwoju, na podstawie grantu nr PBS3/AS/32/2015. Chociaz
przeciwdrobnoustrojowe wilasciwosci miedzi 1 efektywnos$¢ elementow wyposazenia
pomieszczen szpitalnych potwierdzono juz w badaniach klinicznych, ciagle niewiele szpitali
czy innych jednostek ochrony zdrowia wprowadzito je do uzycia. Wada powierzchni
dotykowych wykonanych z materiatlow o przeciwdrobnoustrojowych wtasciwosciach na bazie
miedzi jest ich podatnos¢ na korozje wywotana potem rak ludzkich, ktéora w miarg
eksploatacji istotnie obniza walory estetyczne produktow. Badania
przeciwdrobnoustrojowych wtasciwos$ci miedzi i jej stopdw wykonywane byty dotychczas za
pomoca réznych metod uwzgledniajacych wiele kombinacji parametrow majacych wptyw na
uzyskane wyniki. Istotne tutaj s3 m.in. takie czynniki jak rodzaj badanego stopu, gatunek
drobnoustroju, gesto$¢ zawiesiny drobnoustrojow, czas ekspozycji, metoda odzysku
naniesionych bakterii na badane stopy metali, dodatki organiczne do zawiesiny majace na
celu symulowanie réznego rodzaju zanieczyszczenia srodowiska itd. W ramach realizacji
projektu przeprowadzono badania majgce oceni¢ stopien i rodzaj kontaminacji powierzchni
dotykowych polskich szpitali przez bakterie, opracowano autorskg metodyke oceny
przeciwdrobnoustrojowych wlasciwosci miedzi (ze wzgledu na brak krajowych wytycznych
w tym zakresie) oraz wykonano badania laboratoryjne dla r6znych materialow i1 ré6znych
szczepéw bakteryjnych. Badania zaowocowaty kilkoma publikacjami. Celem pierwszej
publikacji byto =zidentyfikowanie potencjalnie patogennych gatunkow bytujacych na
powierzchniach dotykowych stosowanych w réznych typach oddziatow szpitalnych.
Analizowano przede wszystkim udzial poszczegdlnych gatunkow izolowanych z probek
srodowiskowych z r6éznych miejsc typu: stoliki przytozkowe, stojaki kroplowek, wiaczniki
swiatet, klamki itp. z oddziatow intensywnej terapii, oddzialéw chirurgicznych i1 oddziatow
internistycznych trzech duzych szpitali potudniowej Polski. Do identyfikacji gatunkowej
zostal wykorzystany nowoczesny system oparty na spektroskopii masowej- MALDI-TOF.
Ogolnie okoto 20% wyizolowanych szczepow byty to bakterie z 2 grupy ryzyka, mogace
wywotaé niebezpieczne zakazenia u ludzi. Najwigcej patogennych szczepdéw znaleziono na
oddziatach intensywnej terapii . Obecnos$¢ licznych gendéw opornosci wykazano przede
wszystkim u koagulazo-negatywnych gronkowcoéw, moga one stanowi¢ rezerwuar genow

oporno$ci. W kolejnej pracy skupiono si¢ wlasnie na szczegblowym przebadaniu
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najliczniejszej grupy drobnoustrojow Srodowiskowych czyli koagulazo-negatywnych
gronkowcow. Ponad 90 szczepdw przeanalizowano pod katem gendw opornosci, wirulencji,
tworzenia biofilmu. Wybrane szczepy (wielolekooporny, wrazliwy, tworzacy biofilm)
poddano badaniu z wykorzystaniem réznych stopdw miedzi oraz stali i oceniono stopien
antybakteryjnego dzialania wybranych stopow. Szczegoétowo oceniono skutecznosé
przeciwdrobnoustrojowa takich stopow jak: mosigdz CuZn37 oraz CuZnl5), braz cynowy
CuSn6, braz aluminiowy CuAllONi5SFe4, miedzionikiel CuNilOFelMn, nowe srebro
CuNi12Zn20 oraz CuNi18Zn20, w poroéwnaniu z miedzig ETP (99.9% Cu).

W ramach nast¢pnej publikacji gtownym celem badawczym bylo wykorzystanie metody
ekspozycji mokrej (zmodyfikowana metodyka normy japonskiej) w celu oceny
przeciwdrobnoustrojowych wlasciwosci wybranych stopéw miedzi w odniesieniu do bakterii
z gatunku Staphylococcus aureus oraz Escherichia coli. Wyboru metody dokonano majac na
uwadze zarowno wzgledy praktyczne, w tym mozliwo$¢ odniesienia si¢ do wynikdéw innych
autoréw, ktorzy bardzo czesto prowadzili badania wiasnie z wykorzystaniem mokre;j
ekspozycji, a takze przestanki merytoryczne, tj. mozliwo$¢ zbadania dynamiki oddziatywania
badanych materialow na wykorzystane drobnoustroje w okreslonym okresie czasu w dwoch
wariantach ekspozycji (zawiesina bakterii w NaCl vs. w bulionie TSB), co w ocenie autorow
stanowitlo podstawe do lepszego zrozumienia mechanizmu zjawiska. Wykazano
przeciwdrobnoustrojowa skuteczno$¢ miedzi i jej stopdw w pordwnaniu ze stalg nierdzewna,
ale skuteczno$¢ ta, tj. stopien redukcji liczby bakterii w zalezno$ci od czasu roéznil si¢ w
zalezno$ci od gatunku bakterii, a takze od rodzaju materialu, z jakiego wykonano
powierzchnie badanych probek. Obserwowana prawidtowo$¢ to: im wyzsza zawarto$¢

miedzi, tym skuteczniejsze dzialanie przeciwdrobnoustrojowe.

[1] Anna Rozanska, Dorota Romaniszyn, Agnieszka Chmielarczyk, Malgorzata Bulanda (2017)
Bacteria contamination of touch surfaces in polish hospital wards. Medycyna Pracy Jun
27;68(4):459-467 doi: https://doi.org/10.13075/mp.5893.00575 (1F=0,416 (z 2016) MNiSW=15)

[2] Anna Rozanska, Agnieszka Chmielarczyk, Dorota Romaniszyn, Matgorzata Bulanda, Monika
Walkowicz, Piotr Osuch, Tadeusz Knych (2017). Antibiotic resistance, ability to form biofilm and
susceptibility to copper alloys of selected staphylococcal strains isolated from touch surfaces in
Polish hospital wards. Antimicrob Resist Infect Control. 2017 Aug 14;6:80. doi: 10.1186/s13756-017-
0240-x. (IF=2.989 (z 2016) MNiSW=25)

[3] Anna Roézanska, Agnieszka Chmielarczyk, Dorota Romaniszyn, Agnieszka Sroka-Oleksiak,
Matgorzata Bulanda, Monika Walkowicz, Piotr Osuch, Tadeusz Knych (2017). Antimicrobial
Properties of Selected Copper Alloys on Staphylococcus aureus and Escherichia coli in Different
Simulations of Environmental Conditions: with vs. without Organic Contamination. Int J Environ
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5.5. Prace wykraczajgce poza obszar glownych tematyk badawczych.

W czasie pracy w Katedrze angazowalam si¢ takze w projekty i1 badania bedace poza
gléwnym nurtem moich aktywnosci. Jeden z nich dotyczyt dochodzenia epidemiologicznego
prowadzonego w czasie epidemii wywolanej przez bardzo inwazyjny szczep S.pyogenes z
grupy A w jednym z krakowskich szpitali. W dochodzeniu udato si¢ zidentyfikowa¢ zrodto
epidemii — nosicielem szczepu byta osoba z personelu medycznego. Wszystkie wyizolowane
szczepy bardzo doktadnie przebadano metodami molekularnymi- poréwnano stosujac
technike PFGE, okreslono typ genu kodujacego biatko powierzchniowe M (emm), opisano
geny kodujace superantygeny. Sposrod 19 wyizolowanych B-hemolitycznych szczepow 14
nalezato do jednego klonu, posiadato gen emm28 oraz speC, natomiast niec miato speA i ssa.
Wszyscy pacjenci zostali poddaniu odpowiedniej terapii antybiotykowej, wsrdd personelu
przeprowadzono szereg szkolen, zastosowano takze profilaktyke antybiotykowa, u nosiciela
po leczeniu prowadzono kontrole eradykacji S.pyogenes z gardta.

Druga praca w ktérej bralam udzial, dotyczyla zmian sktadu flory przewodu pokarmowego
czlowieka w przebiegu ulcerative colitis (UC). W pracy tej wykazano znaczacy wzrost
liczebnosci bakterii E.coli na btonie §luzowej jelita grubego u pacjentow z UC w porownaniu
do grupy kontrolnej. Analiza PFGE nie wykazata aby w grupie badanej wstgpowaly
specyficzne szczepy E. coli, jednak szczepy te posiadaty znacznie cze$ciej sekwencje genow
chuA i iutA, ktore utatwiaja pozyskiwanie zelaza podczas przewlektych proceséw zapalnych
jelit. W przebiegu UC wystepuje krwawienie ze $luzowki jelita, zatem dostarczane jest
zelazo, ktore moze stymulowa¢ zwigkszanie si¢ kolonizacji btony sluzowej okr¢znicy przez

E. coli.

[1] Magdalena Strus, Artur Drzewiecki, Agnieszka Chmielarczyk, Anna Tomusiak, P Romanek, K
Kosowski, Piotr Kochan, Mark van der Linden, Rudolf Liitticken, Piotr B. Heczko (2010)
Microbiological investigation of a hospital outbreak of invasive group A streptococcal disease in
Krakow, Poland. Clin Microbiol Infect 16:1442-1447. (IF=4,784, MNiSW=32)

[2] Magdalena Pilarczyk-Zurek, Agnieszka Chmielarczyk, Tomasz Gosiewski, Anna Tomusiak, Pawet
Adamski, Matgorzata Zwolinska-Wcislo, Tomasz Mach, Piotr B. Heczko, Magdalena Strus. (2013)
Possible role of Escherichia coli in propagation and perpetuation of chronic inflammation in
ulcerative colitis. BMC Gastroenterol 8;13:61.( 1IF=2,113, MNiSW=25)
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Szczegolowy wykaz opublikowanych przeze mnie prac naukowych wraz z
informacja o osiagnieciach dydaktycznych, wspoélpracy naukowej i
popularyzacji nauki stanowi odre¢bny zalacznik (nr 3) do Wniosku o

wszczecie postepowania habilitacyjnego.
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