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Summary

The globalization of trade and travel contributes to the spread of food-borne pathogens over long distance and
across borders. Contemporary epidemiology and disease control need a new approach to identify the source and
route of infection, especially when it originates in a different country than where the illness is originally observed.
PulseNet is an international network of laboratories operating in different parts of the world and is dedicated to
the molecular surveillance and outbreak detection of food-borne infections. The network was originally initiated
by the Centers for Disease Control and Prevention located in Atlanta, USA, as well as several state health depart-
ments, in 1996. The goal of PulseNet was to facilitate the molecular subtyping of bacterial food-borne pathogens
for epidemiologic purposes. The network began as a national program involving 10 laboratories typing a single
pathogen (Escherichia coli O157:H7). Today, PulseNet USA includes over 70 participants from state, city and
county public health laboratories and federal regulatory agencies. Currently, six food-borne pathogens: E coli
0157:H7; Salmonella, Listeria monocytogenes, Campylobacter, Shigella and Vibrio cholerae are being subtyped,
and other bacterial, viral and parasitic organisms will be added soon.

PulseNet International was established with the objective of creating worldwide regional networks utilizing
molecular subtyping methods and sharing information in real-time to provide an early warning on food-borne
disease outbreaks, emerging food-borne infections, and acts of food bioterrorism. From 1999 to 2006, S PulseNet
international networks were progressively established worldwide (in chronological order): PulseNet Canada,
PulseNet Europe, PulseNet Asia Pacific, PulseNet Latin America and PulseNet Middle East. These regional
PulseNet networks collaborate under the umbrella of PulseNet International.

PulseNet Europe gathers 61 veterinary, food and public health laboratories from 30 countries and, besides
PulseNet USA and PulseNet Canada, it is the first international network with a functional central database
gathering profiles of Salmonella, Listeria monocytogenes and verocytoxin-producing Escherichia coli genomic
DNA. Real time sharing of typing results among participating laboratories facilitates the timely recognition
of either national or international food-borne outbreaks. Routine fingerprinting enables the identification of
clusters of cases that were not initially recognized as outbreaks using the classical epidemiological methods. It
also defines the diversity of the micro-organism within space, its source, and time frames. Participants cooperate
to modernize and elaborate new typing techniques, as well as to improve interpretative criteria used in epidemio-
logical investigations. These goals are achievable because of the defined rules and common tools that are
established throughout the network. The basic PulseNet tools are: harmonized and standardized PFGE protocols
for DNA macrorestriction, common endonucleases and molecular weight markers, and a PulseNet-customized
software used for image analysis, which allows the electronic sharing of results among participants’ local
databases and the submission of these results to the central database. The database is accessible only by certified
participants in order to insure the quality of the results. The long-term goal of PulseNet Europe, as well as that of
other PulseNet international networks, is the improvement of food safety worldwide by means of enhancing
surveillance of food-borne diseases and cooperation among food regulatory agencies and industry.
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Intensywna produkcja zwierzgca, ogdélno§wiatowy han-
del zywnoscia 1 turystyka wptywaja na szerzenie si¢ za-
kazef wywolywanych przez patogeny jelitowe na duze
odleglosm 1 niezaleznie od granlc panstwowych. Zakaze-
nie moze w rzeczywisto$ci mie¢ zroédto w kraju czy re-
gionie innym niz ten, w ktorym obserwuje si¢ zachoro-
wania. [zolacja czynnika chorobotwoérczego nie jest jed-
nak wystarczajaca do okreslenia zrodta i drog szerzenia
si¢ zakazenia. Identyfikacja ogniska zatrucia pokarmo-
wego jest czgsto mozliwa dopiero na podstawie analizy
DNA mikroorganizméw izolowanych na poszczegolnych
etapach tancucha pokarmowego Jak pasza, zwierzgta

i $srodowisko ich chowu, zywno$¢ i srodowisko jej wy-
twarzania, i por()wnanie go z materialem genetycznym
szczepoéw izolowanych z przypadkéw chorobowych (1,
2,6,10, 12).

Odlegtosci miedzy laboratoriami, ich wydajno$c¢ diag-
nostyczna, granice migdzypanstwowe a takze ogranicze-
nia dotyczqce przewozu materiatow zakaznych powodu-
ja, ze badania nie moga by¢ Wykonane w jednym labora-
torium. Sposobem na przezwquzenle tych trudnosci jest
PulseNet — migdzynarodowa sie¢ laboratoriéw zdolnych
do wykonania charakterystyki molekularnej patogenow
i przekazywania wynikoéw analiz na drodze elektronicz-
nej (3,5, 9).

Celem artykutu jest zapoznanie lekarzy weterynarii oraz
0s0b zajmujacym si¢ higiena zywnosci i pasz z zakresem
oraz zasadami dzialania sieci PulseNet Europe.

Co to jest PulseNet Europe

PulseNet Europe jest siecia laboratoriéw zajmujacych
si¢ molekularnym typowaniem Salmonella, Listeria mono-
cytogenes 1 werotoksycznych Escherichia coli, bakterii
najczescie] wywotujacych zatrucia pokarmowe w Euro-
pie. Skupia ona obecnie 61 laboratoriéw weterynaryjnych
zajmujacych si¢ higiena zywnos$ci lub ochrong zdrowia
publicznego z 30 krajow europejskich. Analogiczne sieci
laboratoriéow dzialaja w innych regionach $wiata (12).
Laboratoria uczestniczace w PulseNet Europe deklaruja
wzajemng wspoOlprace, ktora ma charakter dobrowolny
1 nie pociaga za soba skutkow prawnych i finansowych.
Kazde z laboratoriéw uczestniczy w projekcie w zakresie
odpowiadajacym jego wilasnym potrzebom, mozliwos-
ciom i zasobom finansowym (12).

PulseNet USA i sieci regionalne

Pierwsza sie¢ laboratoriow nalezacych do projektu
PulseNet zostala zainicjowana przez CDC (Centers for
Disease Control and Prevention, Atlanta, USA) w USA
w 1996 1. (11). Obserwowany na poczatku lat 90. wzrost
liczby zatru¢ pokarmowych wywolywanych przez shiga-
toksyczne szczepy Escherichia coli (STEC) spowodowal,
ze liczba zlecen na wykonanie charakterystyki moleku-
larnej tego patogenu przekraczata mozliwosci laborato-
riow CDC, a czas oczekiwania na wynik ograniczat jego
przydatnos¢ do podejmowania dziatan w ognisku epide-
miologicznym. Dlatego tez badania epidemiologiczne
zdecentralizowano, a wystandaryzowane techniki typo-
wania epidemiologicznego zostaty przekazane do labora-
toriow regionalnych. Skrocito to czas oczekiwania na
wynik badania i pozwolito zidentyfikowa¢ ogniska cho-
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robowe nie wykrywane stosowanymi wczesniej meto-
dami.

Sie¢ PulseNet USA, obejmujaca pierwotnie 10 labo-
ratoriow, skupia obecnie ponad 70 laboratoriow APHL
(Association of Public Health Laboratories), USDA-FSIS
(United States Department of Agriculture’s Food Safety
and Inspection Service Laboratory), FDA-CFSAN (Uni-
ted States Food and Drug Administration — Centers for
Food Safety and Applied Nutrition), Center for Veterina-
ry Medicine ze wszystkich 50 stanow USA i Puerto Rico
(3, 11). Obiektem zainteresowania sieci PulseNet USA
byta poczatkowo Escherichia coli O157:H7. W 1996 r.
w centralnej bazie danych zgromadzono profile elektro-
foretyczne 191 szczepdw tego patogenu (11), a w 2004 r.
juz ponad 40000 profili szczepdw nalezacych do Esche-
richia coli O157:H7, Salmonella, Shigella, Listeria mono-
cytogenes, Campylobacter 1 Vibrio cholerae (3).

Projekt rozszerzat si¢ nie tylko o nowe gatunki bakterii,
ale jego zatozenia byly poprzez nowo powotany Pulse-
Net International propagowane w innych regionach §wia-
ta. Od 2000 r. funkcjonuje PulseNet Canada. Chociaz ciag-
le trwa budowa powolanej w 2002 r. PulseNet Asia-Paci-
fic, niektorzy partnerzy sieci maja juz sprawnie funkcjo-
nujace systemy krajowe (np. PulseNet Japan, PulseNet
New Zealand, PulseNet Korea). PulseNet Europe i Pulse-
Net Latin America powstaty w 2003 r. Najmtodszym
cztonkiem PulseNet International jest sie¢ PulseNet Mid-
dle East zainicjowana w grudniu 2006 r. Kazda z sieci
regionalnych jest zarzadzana przez Komitet Sterujacy, na
ktorego czele stoi koordynator projektu. Koordynatorzy
projektow regionalnych sa cztonkami Komitetu Steruja-
cego PulseNet International, ktory pod przewodnictwem
CDC wyznacza nowe obszary badan prowadzonych
w ramach nadzoru nad wystgpowaniem chor6b szerza-
cych sig droga pokarmowa, opracowuje nowe metody ty-
powania i modem]e wspolpracg sieci regionalnych (12).

W Europie sie¢ PulseNet sigga do doswiadczen Salm-
-gene — projektu badawczego realizowanego w ramach
5. Programu Ramowego UE, ktoérego celem byta harmo-
nizacja metod molekularnych stosowanych do rézni-
cowania Salmonella (2, 4, 6, 10). Do listopada 2006 r.
PulseNet Europe funkcjonowal w strukturach sieci
doskonatosci MedVetNet, wirtualnego centrum choréb
odzwierzecych w Europie (http://www.medvetnet.org).
Projekt byt koordynowany przez Statens Serum Institute,
Kopenhaga, Dania. W tym czasie powstala struktura or-
ganizacyjna sieci 1 podpisano list intencyjny pomigdzy
uczestnikami. Do centralnej bazy danych PulseNet Euro-
pe wlaczono zasoby bazy Salm-gene, ktora zawierata bli-
sko 20000 profili genomowego DNA szczepoéw Salmo-
nella reprezentujacych serowary i typy fagowe najczes-
ciej wystepujace w krajach Wspdlnoty oraz setki profili
Listeria monocytogenes 1 VTEC (6). Ponadto stworzono
internetowe forum dyskusyjne — PNE forum, ktore stuzy
wymianie do§wiadczen pomigdzy uczestnikami oraz in-
formacji dotyczacych szerzacych sig zakazen (5, 7). Tym
samym PulseNet Europe ]est trzecia, a wzigwszy pod
uwagg fakt, ze PulseNet USA i PulseNet Canada skupia-
ja wqucznie laboratoria krajowe, pierwsza migdzynaro-
dowa siecia regionalna PulseNet, ktora posiada w petni
funkcjonalng centralng bazg danych (12). W 2007 roku
planowane jest ustalenie zasad wspotpracy sieci Pulse-
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Net Europe z Europejskim Centrum ds. Zapobiegania
i Kontroli Choréb (ECDC) oraz Europejskim Urzedem
ds. Bezpieczenstwa Zywnosci (EFSA).

Cele PulseNet Europe

Podstawowym zadaniem PulseNet Europe, podobnie
jak 1 innych regionalnych sieci PulseNet, jest zastosowa-
nie metod molekularnych w nadzorze epidemiologicznym
nad wystgpowaniem zakazen pokarmowych w Europie
oraz w dochodzeniu epidemiologicznym prowadzonym
w ognisku chorobowym. Uczestnicy projektu sa w stanie
W czasie rzeczywistym przeprowadzi¢ poroéwnanie profi-
li elektroforetycznych DNA czynnikow etiologicznych
uzyskanych na terenie dowolnego kraju, w ktérym znaj-
duja si¢ laboratoria nalezace do w sieci. Badanie takie
umozliwia odpowiednio wczesne wykrycie ogniska cho-
roby 1 zwigzkow migdzy ogniskami wystgpujacymi za-
réwno na terenie danego kraju, jak tez szerzacych si¢ poza
jego granicami. Ten ostatni element jest szczegdlnie istot-
ny, gdyz dotychczas stosowane metody nie byty dosta-
tecznie skuteczne w wykrywaniu mig¢dzynarodowych
ognisk chorobowych (9). Stosowanie metod molekular-
nych do rutynowej charakterystyki izolatow powoduje,
ze PulseNet Europe umozliwia odpowiednio wczesne
wykrycie nowych ognisk chorobowych. Okreslenie zwiaz-
kéw pomigdzy zachorowaniami incydentalnymi umozli-
wia identyfikacjg ognisk chorobowych nie wykrywanych
klasycznymi metodami epidemiologicznymi (12). Taki
przyktad wykrycia ogniska zatrucia pokarmowego opisu-
je Nielsen i wsp. (8). W ognisku tym nie notowano wzros-
tu liczby przypadkéw chorobowych, a dopiero rutynowa
charakterystyka izolatow przy uzyciu PFGE wykazata
zwiazki pomiedzy nimi i pozwolila stwierdzi¢, ze zaka-
zen wywolanych przez Escherichia coli O157 nie mozna
uzna¢ za sporadyczne. Niebagatelne znaczenie maja ba-
dania o charakterze populacyjnym, ktore pozwalaja okres-
li¢ zmiennos$¢ czynnika chorobotworczego w czasie lub
przestrzeni. Przyktadem tych ostatnich jest ocena zmien-
nosci szczepow Salmonella Enteritidis 1 Salmonella Ty-
phimurium izolowanych na przestrzeni kilkunastu lat od
Finow, ktorzy ulegli zakazeniu w czasie wyjazdow turys-
tycznych (6). Inne badania wykazaly r6znorodno$¢ gene-
tyczna izolatdow STEC i dowiodly, ze wigkszo$¢ zakazen
na charakter sporadyczny (8). Perspektywicznie sieci
PulseNet nalezy traktowac jako ogolnoswiatowa siec la-
boratoriow wspotpracujacych z instytucjami kontroluja-
cymi zywno$¢ i bezpieczenstwo publiczne oraz z prze-
mystem w celu poprawy bezpieczenstwa zywnosci, a tym
samym poprawy jako$ci zycia konsumentéw na catym
swiecie (2, 11).

Narzedzia PulseNet

Wyniki charakterystyki molekularnej patogenow jeli-
towych uzyskiwane w réznych krajach sa nieporéwny-
walne, nawet gdy stosowana jest ta sama technika typo-
wania epidemiologicznego (9). Dodatkowo, w wigk-
szosci krajow europejskich laboratoria weterynaryjne, me-
dyczne 1 higieny zywno$ci dziataja niezaleznie od siebie.
Brak porownywalno$ci wynikow istotnie ogranicza moc
nawet najbardziej nowoczesnych metod typowania epi-
demiologicznego. Przezwycig¢zeniem tego problemu moze
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by¢ zachowanie $cisle okreslonych regut przy wykony-
waniu oznaczen i gromadzenie wynikéw uzyskiwanych
w roznych laboratoriach w centralnej bazie danych (4,
6, 11).

Podstawowym narze¢dziem stosowanym przez labora-
toria uczestniczace w sieci PulseNet Europe jest analiza
makrorestrykcyjna genomowego DNA bakterii przy uzy-
ciu elektroforezy w odwracalnym polu elektrycznym
(PFGE — Pulse Field Gel Electrophoresis). Sposrod wielu
metod analizujacych polimorfizm dlugosci fragmentow
restrykcyjnych zastosowanie PFGE w stosunku do pato-
genow jelitowych wykazato wysoka czulo$¢, specyficz-
no$¢, moc réznicujaca i zgodnos¢ epidemiologiczng. Opty-
malizacja odczynnikéw i warunkow reakcji oraz harmo-
nizacja i standaryzacja protokotu oznaczenia w badaniach
migdzylaboratoryjnych gwarantuja wysoka zgodnos$¢
wewnatrzalboratoryjna i migdzylaboratoryjna metody oraz
jej odporno$¢ na zaktocenia (1, 3, 7, 9-11). Protokot wy-
konania badania okres$la réwniez enzymy restrykcyjne oraz
parametry rozdzialu elektroforetycznego fragmentéw
DNA, ktory jest prowadzony w aparatach systemu CHEF
(Contour-Clamped Homogenous Electric Field Electro-
phoresis, CHEF-DRII, CHEF-DRIII lub CHEF-Mapper,
Bio-Rad Laboratories). Zastosowanie wspolnego wzorca
masy molekularnej umozliwia normalizacjg i analiz¢ po-
réwnawcza uzyskanego obrazu zelowego. Wzorcem tym
jest szczep Salmonella Braenderup H9812, ktorego ge-
nom po restrykcji Xbal daje 18 fragmentéw DNA o ma-
sie molekularnej w zakresie 20,5-1135 kb (4). Zakres
wielkosci fragmentéw wzorca obejmuje wigkszo$¢ z za-
kreséw uzyskiwanych przez uczestnikéw PulseNet, nie-
zaleznie od badanej bakterii i stosowanego enzymu res-
trykcyjnego (2, 4). Element ten stanowi jednocze$nie kon-
trole¢ wewngtrzna przygotowania probki DNA i procesu
restrykcji materiatu genetycznego.

Do analizy polimorfizmu dtugosci fragmentow restryk-
cyjnych uzyskiwanych w wyniku PFGE stosowany jest
program BioNumerics (Applied Maths, Belgia). Produ-
cent dostosowal program do potrzeb sieci, zaopatrujac go
w ponad 75 tzw. skryptéw PulseNet Europe. Umozliwia
on normalizacj¢ profilu elektroforetycznego, poréwnanie
go z innymi profilami oraz zachowanie w lokalnej bazie
danych tworzonej w laboratorium. Program daje rowniez
mozliwo$¢ wymiany profili elektroforetycznych badanych
szczepow na drodze elektronicznej pomi¢dzy bazami da-
nych poszczeg6lnych uczestnikow, a takze ich przesyta-
nie do centralnej bazy danych projektu PulseNet Europe
(4, 5). Baza ta jest zlokalizowana i administrowana przez
Health Protection Agency (Londyn, Anglia) (7). Labora-
toria maja prawo wgladu do zasobow bazy oraz do uczest-
nictwa w badaniu biegtosci PulseNet Europe EQAS. Po-
zytywny wynik organizowanego coroczne badania bieg-
tosci laboratoriow jest podstawa do uzyskania certyfika-
tu. Tylko certyfikowane laboratoria moga przesytaé uzys-
kiwane wyniki do centralnej bazy (5, 12). Poprawnos¢
wprowadzanych danych jest weryfikowana przez kurato-
rOwW — osoby z laboratoriow w Danii, Francji i Anglii dys-
ponujace doswiadczeniem w zakresie elektroforezy PFGE
i analizy obrazu zelowego, ktore maja rowniez prawo do
nazywania, zgodnie z przyje¢ta nomenklatura, dotychczas
nie stwierdzanych profili elektroforetycznych i ich wpro-
wadzania do zasobow bazy (5, 7).
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Wspotpraca w PulseNet

Zakres wspoOtpracy pomigdzy laboratoriami i sieciami
regionalnymi reguluje list intencyjny. Uczestnicy sieci
deklaruja wolg przekazywania do centralnej bazy danych
wynikow prowadzonych badan epidemiologicznych wraz
z okreSlonym zestawem danych demograficznych i epi-
demlologlcznych takich jak np. zrodto 1 data izolacji czy
profil opornosci na antybiotyki szczepu. Maja tez prawo,
w zalezno$ci od wlasnych potrzeb i posiadanych zaso-
bow, inicjowac i uczestniczy¢ w badaniach proponowa-
nych przez inne laboratoria uczestniczace w sieci. Regio-
nalne sieci PulseNet maja prawo wgladu do baz innych
sieci migdzynarodowych, z ktorymi podpisane zostaly lis-
ty intencyjne. Wspolpracuja w zakresie opracowywama
imodyfikacji procedur badawczych, wzorcow, a takze za-
pewnienia i kontroli jako$ci badan. Wymianie do$wiad-
czen i informacji stuza réwniez organizowane spotkania
1 warsztaty, a takze internetowe fora dyskusyjne (3, 12).

Krajowe Laboratorium Referencyjne — Salmonella Za-
ktadu Mikrobiologii PIWet-PIB rozpoczeto wspotprace
z siecig PulseNet Europe w 2004 roku. List intencyjny
zostat podpisany w sierpniu 2006 r. W tym czasie uczest-
niczono w szkoleniu PulseNet Europe (PFGE Training
Week, Health Protection Agency, Colindale Avenue,
London, Anglia, luty 2006) i warsztatach po$wigconych
zastosowaniu programu BioNumerics (Applied Maths,
Sint-Martens-Latem, Belgia, wrzesien 2006). W 2006 .,
po udziale w badaniu biegtosci (PulseNet Europe EQAS,
kwiecien 2006) i otrzymaniu certyfikacji laboratorium
otrzymato dostep do bazy danych PulseNet Europe. Pierw-
sze profile genomowego DNA szczepow S. Hadar zosta-
ty przestane do bazy w listopadzie 2006 r. Zasoby bazy sa
wykorzystywane w badaniach naukowych i diagnostyce
rutynowej prowadzonej w laboratorium.

PulseNet a podejScie naukowe

Badania prowadzone w laboratoriach sieci PulseNet
maja réwniez wymiar naukowy. Wyniki uzyskane przy
pomocy zharmonizowanych metod badawczych moga by¢
bezposrednio odnoszone do badan w innych laboratoriach
(6). Efekty prac badawczych prowadzonych w laborato-
riach uczestniczacych w projekcie znajduja odzwiercied-
lenie w licznych publikacjach naukowych. Liczba publi-
kacji odwotujacych sig¢ do PulseNet wzrosta z 8 dostgp-
nych w latach 1996-1999 do 40 opublikowanych w 2006 r.
Czterdziesci cztery artykuly sa indeksowane w Medline
PubMed (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi),
43 wymieniono na stronie domowej PulseNet USA(http://
www.cdc.gov/pulsenet/publications). Kolejne 29 donie-
sien zamieszczono w Morbidity and Mortality Weekly
Report (http://www.cdc.gov), a 22 w EuroSurveillance
Weekly (http://www.eurosurveillance.org) (data dostepu:
29 grudnia 2006 r.).

Laboratoria uczestniczace w projekcie modernizuja
i opracowuja metody badawcze. Przyktadem jest zasta-
pienie komercyjnych wzorcéw masy molekularnej DNA
markerem przygotowywanym w laboratorium na bazie
szczepu wzorcowego (4). Do upowszechnienia PFGE
i zastosowania techniki w rutynowych badaniach istotnie
przyczynito si¢ skrocenie czasu przygotowania probki
z 3-4 dni do kilku godzin (9). PFGE moze réwniez po-
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$rednio uzupehiac tradycyjne metody stuzace okreslaniu
struktury antygenowej autoaglutynujacych szczepow
Escherichia coli (8). W laboratoriach nalezacych do
PulseNet opracowano techniki wykorzystujace zmienna
liczbg powtdrzen tandemowych, VNTR (Variable Num-
ber of Tandem Repeats), ktore charakteryzuja si¢ wigk-
sza niz PFGE uniwersalno$cia, swoisto$cia, czutoscig
i Zgodnoéciq epidemiologiczna. Szczegdlnie uzyteczne do
réznicowania patogendw jelitowych, a tym samym zwigk-
szenia skutecznosci dochodzenia ep1dem1010g1czneg0 sa
MLVA (Multiple-Locus VNTR Analysis) i SNP (Single
Nucleotide Polymorphisms). Metody te moga uzupethiac,
a w przysztosci zastapi¢ PFGE (3). Wnioski z wielolet-
nich doswiadczen PulseNet USA pozwolily na zmiang
proponowanych przez Tenover i wsp. (13) kryteriow
interpretacji profili elektroforetycznych w kontekscie ba-
dan epidemiologicznych prowadzonych w ognisku wy-
wotanym przez patogeny jelitowe (1).

Podsumowujac nalezy stwierdzi¢, ze PulseNet Europe
i inne regionalne sieci PulseNet przyczyniaja si¢ do
wzmocnienia nadzoru epidemiologicznego nad wystgpo-
waniem zatru¢ pokarmowych i poprawy jakosci docho-
dzenia epidemiologicznego w ognisku. Z drugiej strony
udzial w projekcie istotnie podnosi wiarygodno$c¢ i wy-
dajnos¢ diagnostyczna laboratorium.

PiSmiennictwo

1.Barrett T. J., Gerner-Smidt P, Swaminathan B.: Interpretation of pulsed-field
gel electrophoresis patterns in food-borne disease investigations and surveil-
lance. Food-borne Pathog. Dis. 2006, 3, 20-31.

2.Fisher I. S., Threlfall E. J.: The Enter-net and Salm-gene databases of food-
borne bacterial pathogens that cause human infections in Europe and beyond:
an international collaboration in surveillance and the development of interven-
tion strategies. Epidemiol. Infect. 2005, 133, 1-7.

3.Gerner-Smidt P, Hise K., Kincaid J., Hunter S., Rolando S., Hyytia-Trees E.,
Ribot E. M., Swaminathan B.: PulseNet USA: a five-year update. Food-borne
Pathog. Dis. 2006, 3, 9-19.

4. Hunter S. B., Vauterin P., Lambert-Fair M. A., Van Duyne M. S., Kubota K.,
Graves L., Wrigley D., Barrett T., Ribot E.: Establishment of a universal size
standard strain for use with the PulseNet standardized pulsed-field gel electro-
phoresis protocols: converting the national databases to the new size standard.
J. Clin. Microbiol. 2005, 43, 1045-1050.

5.Lucas C., Lukinmaa S.: Bioinformatics technology in PulseNet Europe.
MED-VET-NET Second Annual Scientific Meeting, Malta 3-6 May 2006.

6.Lukinmaa S., Nakari U. M., Liimatainen A., Siitonen A.: Genomic diversity
within phage types of Salmonella enterica ssp. enterica serotypes Enteritidis
and Typhimurium. Foodborne Pathog. Dis. 2006, 3, 97-105.

7.Lukinmaa S. on behalf of the PulseNet Europe partners.: PulseNet Europe an
network of European food, public health and veterinary laboratories. MED-VET-
-NET Second Annual Scientific Meeting, Malta 3-6 May 2006.

8. Nielsen E. M., Scheutz F., Torpdahl M.: Continuous surveillance of Shiga toxin-
-producing Escherichia coli infections by pulsed-field gel electrophoresis shows
that most infections are sporadic. Food-borne Pathog. Dis. 2006, 3, 81-87.

9. Peters T. M., Maguire C., Threlfall E. J., Fisher 1. S. T, Gill N., Gatto A. J.: The
Salm-gene project —a European collaboration for DNA fingerprinting for food-
-related salmonellosis. Eurosurveillance 2003, 8, 46-50.

10.Ribot E. M., Fair M. A., Gautom R., Cameron D. N., Hunter S. B., Swami-
nathan B., Barrett T. J.: Standardization of pulsed-field gel electrophoresis
protocols for the subtyping of Escherichia coli O157:H7, Salmonella, and
Shigella for PulseNet. Food-borne Pathog. Dis. 2006, 3, 59-67.

11. Swaminathan B., Barrett T. J., Hunter S. B., Tauxe R. V.: PulseNet: the mole-
cular subtyping network for food-borne bacterial disease surveillance, United
States. Emerg. Infect. Dis. 2001, 7, 382-389.

12.Swaminathan B., Gerner-Smidt P., Ng L. K., Lukinmaa S., Kam K. M.,
Rolando S., Gutierrez E. P, Binsztein N.: Building PulseNet International: an
interconnected system of laboratory networks to facilitate timely public health
recognition and response to food-borne disease outbreaks and emerging food-
borne diseases. Food-borne Pathog. Dis. 2006, 3, 36-50.

13.Tenover F. C., Arbeit R. D., Goering R. V., Mickelsen P. A., Murray B. E.,
Persing D. H., Swaminathan B.: Interpreting chromosomal DNA restriction
patterns produced by pulse-field gel electrophoresis: criteria for bacterial strain
typing. J. Clin. Microbiol. 1995, 33, 2233-2239.

Adres autora: dr Dariusz Wasyl, Al. Partyzantéow 57, 24-100 Pulawy;
e-mail: wasyl@piwet.pulawy.pl



