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1. Imig i nazwisko: Monika Brzychczy-Wloch
2. Zyciorys i przebieg kariery zawodowej
2.1. Zyciorys

Urodzitam si¢ i wychowatam w Krakowie. Tam tez uczgszczatam do XIII Liceum
Ogodlnoksztatcacego im. Bohaterow Westerplatte do klasy o profilu biologiczno-chemicznym.
Juz wtedy zafascynowana biologia, pod kierunkiem mgr Iwony Cieslak-Prochownik,
przygotowatam swoja pierwsza pracg eksperymentalng pod tytutem ,,Wrazliwo$¢ na bodzce
u Paramecium caudatum”. Po zdaniu matury w roku 1995 zostalam przyjgta na studia
magisterskie na kierunku Biologia, na Wydziale Biologii i Nauk o Ziemi Uniwersytetu
Jagiellonskiego w Krakowie. Po trzecim roku studiéw wybralam specjalnos¢ ,,biologia
molekularna”, ktéra w tamtym czasie byta renomowanym kierunkiem, na ktéry przyjmowano
zaledwie kilkunastu studentéw, a kryterium przyjecia stanowita wysoka $rednia ocen. Okres
studiow uksztattowat moje zainteresowania i ugruntowal wiedzg¢ oraz sprawit, ze nauka stata
si¢ moja pasja. W Instytucie Biologii Molekularnej obronitam prace¢ magisterska pod
kierunkiem prof. Wilodzimierza Korohody w Zakladzie Biologii Komérki w roku 2000.
Temat mojej pracy brzmial: ,Zastosowanie komputerowych metod analizy obrazu
w badaniach wplywu sposobu utrwalania na adherencj¢ bakterii z rodzaju Lactobacillus
szczep 133B do réznego rodzaju podiozy”.

Bezposrednio po zdaniu egzaminu magisterskiego, otrzymatam stypendium naukowe
i rozpoczg¢lam 4-letnie studia doktoranckie na Wydziale Lekarskim Uniwersytetu
Jagiellonskiego Collegium Medicum w Krakowie. Prace doktorska pt. ,,Badania nad
wlasciwosciami warunkujacymi udziat bakterii z rodzaju Bifidobacterium we florze ludzkiego
przewodu pokarmowego” wykonalam w Katedrze Mikrobiologii UJ CM pod kierunkiem
prof. Piotra Heczko. Stopien doktora nauk biologicznych uzyskatam 21 pazdziernika 2005
roku. W czasie studiow doktoranckich, w roku 2003, na $wiat przyszedl moj pierwszy syn —
Szymon, a trzy lata p6zniej w 2006 roku, urodzit si¢ méj drugi syn — Pawet. Bezposrednio po
zakonczeniu studiéw doktoranckich zostatam asystentem w Katedrze Mikrobiologii UJ CM,
ktérej kierownikiem do 2012 roku byt prof. Piotr Heczko, a obecnie funkcj¢ ta petni prof.
Matgorzata Bulanda. Od 2006 roku do chwili obecnej pracuje na stanowisku adiunkta.

W roku 2013, na Uniwersytecie Ekonomicznym w Krakowie, ukonczytam studia
podyplomowe dla pracownikéw jednostek naukowych i podmiotéw dziatajacych na rzecz
nauki ,,Zarzadzanie projektem badawczym i1 komercjalizacja wynikow badan”, dodatkowo w
lutym 2013 roku zdatam egzamin i uzyskalam migdzynarodowy certyfikat ,Project
Management Associate level D”, wydany przez IPMA Polska.

Obecnie, od maja 2012 roku, realizuj¢ pigcioletni program specjalizacji
z Mikrobiologii Medycznej dla Diagnostéw Laboratoryjnych.

W ostatnich latach moje zainteresowania naukowe oscylowaty giéwnie wokét badan
nad patomechanizmem zakazen, czynnikami wirulencji, lekooporno$cia oraz typowaniem
molekularnym wybranych drobnoustrojéw chorobotwérczych powodujacych zakazenia
u czlowieka, a takze nad poszukiwaniem nowych rozwigzan, w tym nowych metod
diagnostyki 1 profilaktyki, ktérych celem jest ograniczenie i nadzér nad zakazeniami. Do
swoich najwazniejszych dokonan naukowych, unikatowych w skali naszego kraju, moge
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zaliczy¢ wyniki badan nad patogennoscia paciorkowcow z grupy B (Streptococcus
agalactiae) 1zolowanych z nosicielstwa u kobiet w ciazy i1 zakazen noworodkéw, w tym
detekcja  czynnikéw  wirulencji, determinant oporno$ci na  antybiotyki oraz
immunoreaktywnych antygenéw biatkowych. Badania te prowadzitam na przelomie ostatnich
kilku lat we wspodlpracy naukowej z wieloma wybitnymi ekspertami, w tym m. in. z prof.
Ryszardem Lauterbachem i dr hab. Dorota Pawlik z Kliniki Neonatologii Katedry
Ginekologii 1 Potoznictwa Wydziatu Lekarskiego UJ CM, z dr hab. Krzysztofem Rytlewskim
oraz dr Wojciechem Pabianem z Kliniki Potoznictwa i Perinatologii Katedry Ginekologii
1 Potoznictwa Wydziatu Lekarskiego UJ CM, z zespolem prof. Andrzeja Gamiana z Instytutu
Immunologii 1 Terapii Doswiadczalnej Polskiej Akademii Nauk we Wroclawiu oraz ze
specjalistami z sze$ciu $rodkéw klinicznych wchodzacych w sklad Polskiej Sieci
Neonatologicznej, kierowanej przez prof. Ew¢ Helwich z Kliniki Neonatologii i Intensywne;j
Terapii Noworodka Instytutu Matki i Dziecka w Warszawie.

Kolejnym moim tematem badawczym, byta analiza epidemiologiczna zakazen
o etiologii gronkowcéw koagulazo-ujemnych wystepujacych w populacji noworodkéw
z bardzo mala masa urodzeniowa, hospitalizowanych w polskich oddziatach intensywne;j
terapii neonatologicznej oraz przeprowadzenie szczegétowej molekularnej charakterystyki
tych izolatow z uwzglednieniem ich lekoopornosci, czynnikéw wirulencji oraz zdolnosci do
tworzenia biofilmu. Badania te prowadzilam réwniez przy wspdtpracy z osrodkami
klinicznymi tworzacymi Polska Sie¢ Neonatologiczna.

Dzigki wspétpracy naukowej z dr Tomaszem Gosiewskim z Katedry Mikrobiologii UJ
CM, w ostatnich latach prowadzilam takze badania nad opracowaniem metod diagnostyki
molekularnej sepsy oraz innych zakazen bakteryjnych.

W okresie od 2006 do 2014 roku, po uzyskaniu przeze mnie stopnia naukowego
doktora, opublikowatam jako pierwszy autor lub wspétautor 37 publikacji. Wséréd tych
publikacji, 31 pozycji stanowig pelnotekstowe prace oryginalne, 1 pogladowa, 2 popularno-
naukowe, 1 opis przypadku, 1 publikacja w suplemencie czasopisma oraz 1 rozdzial w
ksiazce. Jestem pierwszym autorem oraz autorem korespondujacym 20 manuskryptow.

Analiza bibliometryczna mojego dorobku naukowego, sporzadzona przez Biblioteke
Medyczna UJ CM (z 18.07.2014 r.) wedlug listy Journal Citation Reports zgodnie z rokiem
opublikowania, wykazuje nastgpujaca taczna punktacje: IF=34,615 (w tym 1,489 za
publikacj¢ pelnotekstowa w suplemencie czasopisma); KBN/MNiSW=475; 1C=129,43.
Liczba cytowan publikacji wedtug bazy Web of Science Core Collection 1945-2014 wynosi
105, za$ Indeks Hirscha jest rowny 5.

Jako autor 1 wspoétautor bratam udziat w licznych konferencjach i sympozjach
naukowych, gdzie lacznie zaprezentowalam 37 doniesien na konferencjach
miedzynarodowych i 21 doniesien na konferencjach krajowych, z ktérych kilka zostato
nagrodzonych. Dodatkowo dwukrotnie (w latach 2005 i 2008) bylam cztonkiem Komitetu
Organizacyjnego miedzynarodowej konferencji na temat probiotykéw i ich zastosowan
EUPROBIO - European Conference on Probiotics and their Applications w Krakowie.

Byltam kierownikiem 3 projektéw wilasnych, z ktérych 1 finansowany byt ze srodkow
Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego, za$ 2 z Narodowego Centrum Nauki. Pierwszy
z projektow (NN401042337) byt realizowany w latach 2009 — 2012 1 obejmowat
charakterystyke izolatow Streptococcus agalactiae pochodzacych z inwazyjnych zakazen i od
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nosicieli oraz analiz¢ immunoreaktywnych antygenéw biatkowych obecnych na powierzchni
paciorkowcow z grupy B. Drugi projekt (NN401615340) byt realizowany w latach 2011 —
2014 i dotyczyl molekularnej charakterystyki gronkowcéw koagulazo-ujemnych izolowanych
z zakazen inwazyjnych od noworodkéw z mala i bardzo mala masa urodzeniowa,
z uwzglednieniem ich lekoopornosci oraz czynnikéw wirulencji. Od marca 2014 rozpoczgtam
realizacj¢ kolejnego projektu (2013/09/B/NZ6/00801), ktérego gtéwnym celem jest
charakterystyka immunogennych bialek Streptococcus agalactiae wraz z identyfikacja
epitopu rozpoznawanego przez przeciwciata ochronne krwi pgpowinowej. Ponadto w latach
2006 — 2013 bytam kierownikiem 6 projektéw realizowanych w ramach badan statutowych
UJ CM finansowanych z MNiSzW. Bylam takze wykonawca 3 projektdw finansowanych ze
srodkéw MNiSzW i NCN (2PO5SE00430; 3POS5SE08425; NN401006739) oraz jednego
projektu finansowanego przez Fundacje¢ Nauki Polskiej (VENTURES/2012-10/2).
Dodatkowo uczestniczylam w charakterze wykonawcy w sieci naukowej Polska Sie¢
Neonatologiczna finansowanej z MNiSW (669/E-215/BWSN-0180/2008) stanowiacej
program nadzoru nad zakazeniami na neonatologicznych oddziatach intensywnej terapii.

Moja praca naukowa zostata nagrodzona Nagroda Dziekana Wydziatu Lekarskiego UJ
CM za dorobek naukowy w roku 2009. W roku 2011 otrzymalam prestizowa nagrode¢
Morrison Rogosa Award za dziatalno$§¢ naukowa przyznana przez American Society for
Microbiology dla kobiety mikrobiologa z Europy §rodkowo-wschodniej.

Mo6j dorobek w zakresie ochrony praw wiasnosci intelektualnej obejmuje w sumie
7 zgtoszen patentowych, w tym 3 w trybie migdzynarodowym PCT oraz 4 w Urzedzie
Patentowym RP. Za najwazniejsze uwazam opracowanie, jako gtéwny wynalazca, testu do
diagnostyki zakazen Streptococcus agalactiae (P.404498; PCT/PL2014/050018). Badania te
prowadzitam przy wspolpracy naukowej z zespotem prof. Andrzeja Gamiana z Instytutu
Immunologii 1 Terapii Doswiadczalnej PAN we Wroctawiu. Innowacyjny charakter
opracowanej metody zostat doceniony przez Zarzad Fundacji ,,Kobiety Nauki — Polska Sie¢
Kobiet Nauki”, ktéry w lipcu 2013 roku przyznat mi wyrdznienie i dyplom uznania w ramach
I Konkursu ,Innowacja jest Kobieta”. Wynalazek ten zdobyl takze zloty medal
z wyréznieniem na 29 Migdzynarodowych Targach Wynalazczo$ci i Innowacji - INPEX®
2014 w Pittsburgh, USA. Kolejne zgloszenia patentowe obejmujace wyniki badan
o charakterze aplikacyjnym dotyczyly: sposobu izolowania DNA drobnoustrojow z krwi
(P.400501; PCT/PL2013/000109) oraz sposobu jednoczesnej detekcji bakterii i grzybow
w preparacie biologicznym metoda PCR (P.403996; PCT/PL2014/050029). Badania nad
diagnostyka sepsy realizowalam jako wykonawca w ramach projektu kierowanego przez
dr Tomasza Gosiewskiego z Wydziatu Lekarskiego UJ CM. Ostatnie ze zgloszen, dotyczace
sposobu wytwarzania wielowarstwowej polimerowej powtoki ochronnej materialéw
implantacyjnych z funkcja kontrolowanego uwalniania lekéw (P.406603), to efekt wspotpracy
naukowej z zespotem prof. Andrzeja Kotarby z Wydziatu Chemii UJ.

Poza dziatalno$cia naukowo-badawcza jestem nauczycielem akademickim. Prowadzg¢
zajecia na Wydziale Lekarskim UJ CM z przedmiotow: mikrobiologia z parazytologia
1 immunologia, mikrobiologia kliniczna, mikrobiologia jamy ustnej z mykologia,
mikrobiologia ogdlna i zywnosci, parazytologia; oraz na Uniwersyteckim Centrum Medycyny
Weterynaryjnej UJ-UR, Kierunek Weterynaria z przedmiotu mikrobiologia weterynaryjna.
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Podczas mojej pracy w Katedrze Mikrobiologii U] CM aktywnie uczestniczytam
w ksztalceniu studentéw, bytam promotorem 2 prac magisterskich oraz 4 prac licencjackich
z zakresu mikrobiologii klinicznej, realizowanych we wspotpracy z Wydziatem Biologii
i Nauk o Ziemi UJ, Wydziatem Biotechnologii, Biochemii i Biofizyki UJ oraz Wydziatem
Nauk o Zdrowiu UJ CM. Aktywnie uczestniczylam w wykonywaniu badan do 2 prac
doktorskich, a obecnie, od kwietnia 2014 roku, jestem promotorem pomocniczym
w przewodzie doktorskim mgr Moniki Grzebyk, studentki studium doktoranckiego na
Wydziale Lekarskim UJ CM. Ponadto, bylam opiekunem wakacyjnych praktyk studenckich
oraz opiekunem stazu dla absolwentéw finansowanego ze S$rodkéw unijnych, a takze
uczestniczylam w zorganizowaniu krotkoterminowych stazy dla uczestnikOw programu
ESCMID Collaborative Centres (ECCs) and Observerships. Dodatkowo prowadzitam
wyklady, seminaria i ¢wiczenia z mikrobiologii medycznej dla diagnostéw laboratoryjnych
w ramach kurséw specjalizacyjnych: ,,Serologiczna diagnostyka zakazen bakteryjnych,
zarazen pasozytniczych i grzybiczych” oraz ,,Metody molekularne”.

Moja praca dydaktyczna zostala nagrodzona Nagroda Rektora Uniwersytetu
Jagiellonskiego za wysoka jakos¢ pracy dydaktycznej za rok akademicki 2011/12 przyznana
na podstawie ankiet studentéw UJ CM.

Jestem czlonkiem 2 towarzystw migdzynarodowych: American Society for
Microbiology (od 2008), gdzie w latach 2011 — 2013 petnitam funkcje¢ ASM Poland Country
Liaison oraz European Society of Clinical Microbiology and Infectious Diseases (od 2006),
przy czym, w tym ostatnim, w latach 2009 — 2013 nalezalam do grupy roboczej ESCMID
Study Group of Epidemiological Markers (ESGEM). Jestem tez czlonkiem 3 polskich
towarzystw: Polskiego Towarzystwa Probiotycznego i Prebiotycznego (od 2005) gdzie od
2012 roku do chwili obecnej jestem Cztonkiem Zarzadu Gtéwnego, Polskiego Towarzystwa
Mikrobiologicznego (od 2009) oraz Polskiego Towarzystwa Zakazen Szpitalnych (od 2013).
Ponadto, od 2003 roku, jestem czionkiem Krajowej Izby Diagnostéw Laboratoryjnych.

Dodatkowo, jestem recenzentem w czasopismach o zasi¢gu migedzynarodowym, takich
jak: BioMed Central Microbiology, Diseases of Aquatic Organisms, Yonsei Medical Journal,
BMC Infectious Diseases, Indian Journal of Medical Research, Epidemiology and Infection,
Journal of Infection and Public Health, Medical Principles and Practice, Clinical and Vaccine
Immunology, Annals of Clinical Microbiology and Antimicrobials; oraz o zasiggu polskim:
Zakazenia. Jestem takze cztonkiem Rady Redakcyjnej czasopisma internetowego Clinical
Microbiology: Open Access, wydawca OMICS Publishing Group (od 2013).

Poza tym, kilkukrotnie dokonywatam oceny eksperckiej projektéw zgtaszanych na
konkursy do Narodowego Centrum Badan i Rozwoju oraz do Polskiej Agencji Rozwoju
Przedsigbiorczosci w ramach Programu Operacyjnego Innowacyjna Gospodarka.

Moja pasja badawcza i zdobyta wiedza staram si¢ dzieli¢ z innymi poprzez
popularyzacje¢ nauki. Poza kilkoma wywiadami i artykutami popularno-naukowymi od kilku
lat wspétpracuje z Uniwersytetem Dzieci, gdzie jako wyktadowca prowadze zajecia dla dzieci
w wieku 6 — 14 lat, z podziatem wiekowym na kierunki: Odkrywanie, Inspiracje oraz Mistrz i
Uczen. Do moich osiagnig¢ na tym polu nalezy opracowanie programu warsztatow i
przeprowadzenie w latach 2011 — 2014 cyklu zaj¢¢ z mikrobiologii, w ktorych udziat wzigto
ok. 1000 dzieci. Ponadto, w ramach akcji Uniwersytet w Szkole przeprowadzitam zajgcia dla
uczniéw krakowskich szko6t podstawowych, w ktérych uczestniczyto ok. 600 dzieci.
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2.2. Wyksztalcenie, posiadane dyplomy i stopnie naukowe

- 01.10.1995 — 30.06.2000: Wydziat Biologii i Nauk o Ziemi, Instytut Biologii
Molekularnej, Uniwersytet Jagiellonski, Krakow
12.06.2000 — stopien magistra biologii, specjalno$¢ biologia molekularna
Tytul pracy magisterskie;j:
Zastosowanie komputerowych metod analizy obrazu w badaniach wplywu
sposobu utrwalania na adherencj¢ bakterii z rodzaju Lactobacillus szczep 133B
do réznego rodzaju podlozy.
Promotor: Prof. dr hab. Wlodzimierz Korohoda

- 01.10.2000 - 30.09.2004: Studium Doktoranckie na Wydziale Lekarskim,
Uniwersytet Jagiellonski Collegium Medicum, Krakéw
21.10.2005 — stopien doktora nauk biologicznych
Tytul pracy doktorskiej:
Badania nad wlasciwo$ciami warunkujacymi udzial bakterii z rodzaju
Bifidobacterium we florze ludzkiego przewodu pokarmowego.
Promotor: Prof. dr hab. med. Piotr Heczko

- 15.02.2012 - 28.02.2013: Uniwersytet Ekonomiczny w Krakowie, Studia
podyplomowe dla pracownikéw jednostek naukowych i podmiotéw dziatajacych na
rzecz nauki ,, Zarzqdzanie projektem badawczym i komercjalizacja wynikow badan”
25.02. 2013 — Certyfikat Project Management Associate IPMA level D no 94/2013

- 05.2012 - w toku: Specjalizacja z Mikrobiologii Medycznej dla Diagnostow
Laboratoryjnych (nr licencji diagnosty laboratoryjnego: 11391)
2.3. Doswiadczenie zawodowe

- 01.10.2006 — do chwili obecnej: Adiunkt — Uniwersytet Jagiellonski, Collegium
Medicum, Katedra Mikrobiologii, Zaktad Bakteriologii, Ekologii Drobnoustrojow

i Parazytologii, Pracownia Ekologii Drobnoustrojow.

- 01.11.2004 - 30.09.2006: Asystent — Uniwersytet Jagiellonski, Collegium Medicum,
Katedra Mikrobiologii, Zaktad Bakteriologii.
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3. Przedstawienie osiggniecia naukowego

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

,,Molekularna struktura populacji, czynniki wirulencji, determinanty opornosci na
antybiotyki oraz immunoreaktywne antygeny bialkowe w badaniach nad nosicielstwem

i patogennoscia paciorkowcow z grupy B u kobiet w cigzy i noworodkéw”

3.1. Publikacje oraz wynalazek wchodzgce w sklad osiagniecia naukowego:

Dorobek naukowy obejmujacy problematyke wskazang w tytule osiagnigcia
naukowego zawiera si¢ w nastepujacych dziesigciu publikacjach oraz w wynalazku, ktéry
uzyskal ochrong i byt wystawiony na mig¢dzynarodowych targach, gdzie zdobyl ztoty medal
z wyrdznieniem.

Publikacje wchodzace w sklad osiagniecia naukowego:

1. Brzychczy-Wioch M., Pabian W., Majewska E., Zuk M., Kietbik J., Gosiewski T.,
Bulanda M. (2014a). Dynamics of colonization with group B streptococci in
women during subsequent trimesters of pregnancy in relation to normal flora.
New Microbiol. 37(3), 307-319.

IF: 1,667; Pkt. minister.:15; liczba cytowan wg WoS:0

2. Brzychczy-Wtoch M., Gosiewski T., Bulanda M. (2014b). Multilocus Sequence
Types of Invasive and Colonizing Neonatal Group B Streptococcus in Poland.
Med. Princ. Pract. DOIL: 10.1159/000362368.

IF: 0,963; Pkt. minister.:25; liczba cytowan wg WoS: 0

3. Brzychczy-Witoch M., Gérska S., Brzozowska E., Gamian A., Heczko P.B., Bulanda
M. (2013a). Identification of high immunoreactive proteins from Streptococcus
agalactiae isolates recognized by human serum antibodies. FEMS Microbiol. Lett.
349(1): 61-70.

IE: 2,049; Pkt. minister.: 25; liczba cytowan wg WoS: 0

4. Brzychczy-Wtoch M., Ochoniska D., Bulanda M. (2013b). Carriage of Group B
Streptococci in pregnant women from the region of Krakow and their antibiotic
resistance in the years 2008-2012. Pol. J. Microbiol. 62(4): 427-433.

IF: 0,768; Pkt. minister.: 15; liczba cytowan wg WoS: 0
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5.

6.

10.

Bodaszewska-Luba$ M., Brzychczy-Wloch M., Adamski P., Gosiewski T., Strus M.,
Heczko P.B. (2013c). Adherence of group B streptococci to human rectal and
vaginal epithelial cell lines in relation to capsular polysaccharides as well as
alpha-like protein genes - Pilot Study. Pol. J. Microbiol. 62(1): 85-90.

IF: 0,768; Pkt. minister.: 15; liczba cytowan wg WoS: 0

Brzychczy-Wtoch M., Wéjkowska-Mach J., Helwich E., Heczko P.B. (2013d).
Incidence of maternal GBS colonization and neonatal GBS disease among Very
Low Birth Weight Polish neonates. Med. Sci. Monit. 19(1): 34-39.

IF: 1,358; Pkt. minister.: 20; liczba cytowan wg WoS: 0

. Gosiewski T., Brzychczy-Wtoch M., Heczko P.B. (2012a). The application of the

multiplex PCR to detect seven different DNA targets in Group B Streptococci.
Folia Microbiol. 57(3): 163-167.
IF: 0,791; Pkt. minister.: 15; liczba cytowan wg WoS: 1

Brzychczy-Wloch M., Gosiewski T., Bodaszewska-Lubas M., Adamski P., Heczko
P.B. (2012b). Molecular characterization of capsular polysaccharides and
surface protein genes in relation to genetic similarity of group B streptococci
isolated from Polish pregnant women. Epidemiol. Infect. 140(2): 329-336.

IF: 2,867; Pkt. minister.: 25; liczba cytowan wg WoS: 6

Brzychczy-Wiloch M., Gosiewski T., Bodaszewska M., Pabian W., Bulanda M.,
Kochan P., Strus M., Heczko P.B. (2010). Genetic characterization and diversity of
Streptococcus agalactiae isolates with macrolide resistance. J. Med. Microbiol.
59(7): 780-786.

IE: 2,380; Pkt. minister.: 27; liczba cytowan wg WoS: 10

Strus M., Pawlik D., Brzychczy-Wtoch M., Gosiewski T., Rytlewski K., Lauterbach
R., Heczko P.B. (2009). Group B streptococcus (GBS) colonization of pregnant
women and their children observed on obstetrical and neonatal wards of the
University Hospital in Cracow, Poland. J. Med. Microbiol. 58(2): 228-233.

IF: 2,272; Pkt. minister.: 20; liczba cytowan wg WoS: 12

Sumaryczny impact factor publikacji wchodzacych w sklad osiagnig¢cia naukowego
wedlug listy Journal Citation Reports (JCR) zgodnie z rokiem opublikowania
wynosi: 15,883.

1.

Wynalazek wchodzacy w sklad osiagniecia naukowego:

Test diagnostyczny zakazen Streptococcus agalactiae u kobiet w cigzy
(ang. Diagnostic test of Streptococcus agalactiae infections in pregnant women)

Strona

8



dr M. Brzychczy-Wtoch Autoreferat

Tworcy: Dr M. Brzychczy-Witoch, Dr S. Gérska, Dr E. Brzozowska, Prof. A. Gamian,
Prof. P. Heczko. Zgloszenie patentowe w UP RP nr P.404498 7z dnia 28.06.2013.
Zgloszenie patentowe migdzynarodowe w trybie PCT nr PCT/PL2014/050018 z dnia
28.03.2014. Wynalazek zostal wystawiony na 29 Miedzynarodowych Targach
Wynalazczosci 1 Innowacji - INPEX® 2014 (The Invention & New Product
Exposition) w dniach 18-20 czerwca 2014 w Pittsburgh w USA, gdzie zostat
nagrodzony ztotym medalem z wyrdznieniem w kategorii medycyna.

3.2. Wprowadzenie

Paciorkowce z grupy B (ang. group B streptococcus, GBS), ktérych przedstawicielem
jest gatunek Streptococcus agalactiae, zaliczane sa do bakterii komensalnych, kolonizujacych
u cztowieka przewdd pokarmowy, odbyt oraz pochwe. Gatunek ten moze by¢ przyczyna
inwazyjnych zakazen wewnatrzowodniowych ptodu oraz zakazeh noworodkéw, zwigzanych
z duza Smiertelnoscia, a takze zakazen u kobiet bedacych w ciazy lub potogu oraz zakazen
u pacjentéw w podesztym wieku lub os6b poddanych immunosupresji'.

W latach 90-tych XX-go wieku w Stanach Zjednoczonych odnotowano wysoka liczbg
zakazen u noworodkéw wywotanych przez S. agalactiae, ktére przebiegaly pod postacia
wczesnego zespotu chorobowego, ze $miertelnoscia dochodzaca do 50%. Zjawisko to byto
przyczyna opracowania przez Centres for Disease Control and Prevention (CDC) w 1996
roku wytycznych majacych na celu zapobieganie zakazeniom GBS u noworodkéw. Zdobyte
przez klinicystow i naukowcéw doswiadczenia wykazaly, ze najbardziej efektywna metoda
ograniczajaca liczbg zakazen w tej grupie pacjentow jest profilaktyka, oparta na wykonaniu
badan przesiewowych w kierunku nosicielstwa GBS u kobiet bedacych migdzy 35. a 37.
tygodniem cigzy z uwzglednieniem istniejacych czynnikéw ryzyka zakazenia. U kobiet
z potwierdzona kolonizacja drég rodnych lub odbytu przez S. agalactiae wskazane jest
zastosowanie odpowiedniej okotoporodowej profilaktyki antybiotykowej, a takze obserwacja
i ewentualnie poszerzona diagnostyka noworodkéw w kierunku zakazenia GBS?.

W krajach Europy kolonizacja kobiet ci¢zarnych przez paciorkowce z grupy B
wynosi, wedtug dostepnych danych literaturowych: od 6,6% w Grecji, 7% w Hiszpanii, 14%
w Wielkiej Brytanii, 16% w Niemczech, 30% w Czechach, do 36% w Danii. W Polsce
opisywany odsetek nosicielstwa GBS u kobiet cigzarnych rézni sig istotnie, w zalezno$ci od
badanej populacji pacjentek oraz stosowanej metody diagnostyki 1 wynosi 4,3% w Lublinie,
5,13% w Lodzi, od 11,4% do 19,7% w Warszawie, 19% w Rzeszowie oraz do 30%
w Krakowie”.

Paciorkowce z grupy B, pomimo wprowadzenia w wielu krajach odpowiedniej
profilaktyki, nadal sa gtéwna przyczyna zachorowan i zgonéw noworodkéw w krajach
rozwinigtych. Najistotniejszym czynnikiem ryzyka zakazen u noworodkéw jest nosicielstwo
S. agalactiae u matki, wczesny wiek ciagzowy oraz mata masa urodzeniowa. U noworodkow,
GBS moze wywotywaé wczesne zakazenia rozwijajace si¢ w pierwszym tygodniu zycia, lub

! Heath PT. i inni. (2007). Perinatal group B streptococcal disease. Clin. Obstet. Gynecol. 21:411-24.
% Schrag S. i inni (2002). Prevention of perinatal group B streptococcal disease. Revised guidelines from CDC. MMWR. 15: 1-22.
3 Brzychczy-Wtoch M. (2013). Profilaktyka zakazen wywotanych przez paciorkowce grupy B. Diagnosta Laboratoryjny 2(31): 7-10.
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zakazenia o p6znym poczatku, rozwijajace si¢ migdzy 7 a 90 dniem zycia dziecka. Zakazenia
u noworodkéw przebiegaja najczgsciej pod postacia zapalenia ptuc i sepsy oraz zapalenia
opon moézgowo-rdzeniowych. Czestos¢ zakazen paciorkowcami z grupy B wsrdd
noworodkéw wynosi w USA 0,3-2,5 przypadkéw na 1000 zywo urodzonych dzieci, natomiast
w krajach europejskich od 0,2 w Niemczech do 9 w Hiszpanii'. W Polsce brak jest nadzoru
i rejestracji tych zakazen, dlatego nie posiadamy danych epidemiologicznych, a jedynie
szacunkowe. Wskazuja one na wystgpowanie zakazenia u okoto 0,5 do 2,5 przypadkéw na
1000 zywo urodzonych dzieci.

Zgodnie z rekomendacjami Polskiego Towarzystwa Ginekologicznego z 2008 roku
penicylina jest zalecanym antybiotykiem w okotoporodowej profilaktyce zakazen i do tej pory
nie odnotowano w Polsce szczepdéw opornych na ten antybiotyk. Dla pacjentek uczulonych na
penicyling, alternatywe stanowia antybiotyki z grupy makrolidéw (np. erytromycyna) lub
linkozamidéw (np. klindamycyny)’. Niestety w ostatnich latach obserwuje sie wyrazny
wzrost opornos$ci S. agalactiae na te antybiotyki. Dla paciorkowcéw z grupy B opisano dwa
gléwne mechanizmy opornosci na makrolidy. Geny erm (ang. erythromycin ribosome
methylase), w tym ermA 1 ermB (podklasa ermTR ), koduja enzym metylazg 23S rRNA, ktéry
odpowiada za metylacj¢ miejsca wigzania dla erytromycyny i klindamycyny w rybosomie.
Ekspresja tych gendéw opisywana jest jako fenotyp MLSg wykazujacy krzyzowa opornosci na
makrolidy, linkozamidy i streptograminy B i moze mie¢ charakter konstytutywny (KMLSg)
lub indukcyjny (iMLSg). Geny mefA i mefE (ang. macrolide resistance M phenotype) koduja
drugi z mechanizméw, ktéry oparty jest na pompie usuwajacej antybiotyk z wnetrza komorki
bakteryjnej. Ekspresja tych genéw opisywana jest jako fenotyp M°.

Otoczka wielocukrowa (ang. capsular polisaccharide, CPS) jest podstawowym,
najlepiej poznanym czynnikiem zjadliwos¢ paciorkowcow z grupy B. Struktura
polisacharydéw budujacych otoczke jest zréznicowana w zalezno$ci od szczepu i okresla
serotyp bakterii. Do tej pory opisano dziesi¢¢ serotypow S. agalactiae, w tym la, Ib, 1I-IX.
Podstawowa rola otoczki wielocukrowej jest ochrona bakterii przed fagocytoza przez
makrofagi, co zapobiega dalszym etapom aktywacji uktadu immunologicznego. Poznanie
czgstosci wystgpowania okre§lonych serotypéw dla wybranych populacji ma istotne
znaczenie w badaniach epidemiologicznych, a takze w rozwoju prac nad skonstruowaniem
poliwalentnej szczepionki przeciwko zakazeniom GBS, nad ktdra obecnie trwaja intensywne
badania 1 ktérej gtéwnym sktadnikiem sa wybrane polisacharydy powierzchniowe
S. agalactiae’.

Serotypowanie okreslajace immunologiczny typ otoczki polisacharydowej, jest
najczesciej przeprowadzane przy uzyciu testow serologicznych. Jednakze, dzigki poznaniu
sekwencji alleli w locus cps, odpowiadajacym za biosyntez¢ otoczki, obecnie coraz
powszechniej stosuje si¢ metod¢ PCR. Okreslenie serotypu to podstawowy element
charakterystyki izolatéw paciorkowcéw z grupy B, jednakze ze wzgledu na zbyt mata
rozdzielczos¢, nie jest to metoda wystarczajaca do celéw epidemiologicznych. Ponadto,
opisane zjawisko wymiany genéw otoczki (ang. serotype switch) jest powszechne wsrdd tych

* Fraile M.R. i inni (2001). Prevention of group B streptococcal neonatal disease. A plea for a European Consensus. Clin. Microbiol. Infect. 7: 25-7.

5 Kotarski J. i inni (2008). Rekomendacje Polskiego Towarzystwa Ginekologicznego dotyczace wykrywania nosicielstwa paciorkowcéw grupy B (GBS) u kobiet
w ciazy i zapobiegania zakazeniom u noworodkéw. Gin. Pol. 79: 221-3.

® Gherardi G. i inni. (2007). Molecular epidemiology and distribution of serotypes, surface proteins, and antibiotic resistance among group B streptococci in
Italy. J. Clin. Microbiol. 45: 2909-16.

7 Johri A. i inni (2006). Group B Streptococcus: global incidence and vaccine development. Narure Rev. Microbiol. doi:10.1038/nrmicrol552.
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paciorkowcow, przez co istnieje koniecznos¢ wprowadzenia dodatkowych metod typowania
izolatéw S. agalactiaeg.

W ostatnich latach coraz wigkszego znaczenia nabieraja badania nad biatkami
S. agalactiae, gléwnie nalezacymi do rodziny Alp (ang. Alpha-like proteins). Biatka te sa
najlepiej poznanymi i opisanymi biatkami powierzchniowymi GBS. Do biatek tych zaliczamy
biatko: Alfa-C, Epsilon (znane réwniez pod nazwa Alpl lub Epsilon/Alp1), Alp2, Alp3, Alp4
oraz Rib, kodowane odpowiednio przez alleliczne geny: bca, epsilon, alp2, alp3, alp4 oraz rib
Wykazano, ze niektére z tych bialek posiadaja silne wlasciwosci immunogenne
1 skoniugowane w eksperymentalnych szczepionkach z CPS istotnie podnosza jego
immunogennos$¢. Ponadto, typowanie szczepow GBS w zaleznosci od gendéw kodujacych
biatka z rodziny Alp jest bardzo przydatne w badaniach epidemiologicznych i jest
powszechnie stosowane w subtypowaniu poszczegdlnych serotypéw GBS”.

Paciorkowce z grupy B charakteryzuja si¢ duza zmiennoscia genetyczna, ktéra zalezy
miedzy innymi od szeroko$ci geograficznej, badanej populacji oraz typu zakazenia.
S. agalactiae to gatunek charakteryzujacy si¢ duzym zréznicowaniem populacji dlatego
typowanie molekularne petni kluczowa role w badaniach epidemiologicznych. Do najczgsciej
stosowanych metod typowania naleza metody dostarczajace danych wzglednych: RAPD (ang.
random amplified polymorphic DNA) 1 PFGE (ang. pulsed field gel electrophoresis) oraz
bezwzglednych: MLST (ang. multi locus sequence typing). Analiza RAPD wykorzystujaca
metod¢ PCR, jest prosta i stosunkowo najtansza z tych metod, jednakze z uwagi na bardzo
mata sit¢ dyskryminacji jej uzytecznos¢ jest niewielka. Metoda PFGE charakteryzuje si¢
najwigksza rozdzielczoscia badanych izolatow i wysoka powtarzalno$cia, a jej zastosowanie
ma ogromne znaczenie w bezposrednim poréwnywaniu izolatobw w obrgbie badanej grupy.
Z kolei, typowanie metoda MLST dostarcza jednoznacznych danych identyfikujacych izolaty,
w petni poréwnywalnych pomigdzy laboratoriami i umozliwiajacych tworzenie baz danych na
podstawie przypisanych im typéw sekwencyjnych (ang. sequence type, ST), ktére tworza
gtéwne kompleksy klonalne (ang. clonal complex, CC)'™.

3.3. Szczegoélowe omowienie osiagnigcia naukowego

Badania nad paciorkowcami z grupy B rozpocze¢tam w roku 2003, bedac cztonkiem
zespotu kierowanego przez prof. Piotra Heczko. W latach 2003 — 2006 bytam wykonawca
projektu numer 3POSE08425 finansowanego ze srodkéw MNiSzW pt. ,,Znaczenie kolonizacji
paciorkowcem grupy B (paciorkowiec bezmlecznosci, Streptococcus agalactiae) jako czynnik
ryzyka zakazen matek i noworodkéw”, ktérego kierownikiem byta dr hab. Dorota Pawlik
z Kliniki Neonatologii Katedry Ginekologii i Potoznictwa Wydziatu Lekarskiego UJ CM.

W Polsce dostepnos¢ danych epidemiologicznych opisujacych czesto§¢ wystgpowania
S. agalactiae u kobiet w ciazy i noworodkéw, byta i jest bardzo ograniczona. Rozpoczynajac
badania nad paciorkowcami z grupy B, poza doniesieniami literaturowymi z zagranicznych
osrodkéw, w tym gtéwnie ze Standéw Zjednoczonych, brak bylo polskich opracowan oraz

8 Poyart C. i inni (2007). Multiplex PCR assay for rapid and accurate capsular typing of group B streptococci. J. Clin. Microbiol. 45(6): 1985-8.
® Creti R. i inni (2004). Multiplex PCR assay for direct identification of group B streptococcal alpha-protein-like protein genes. J. Clin. Microbiol. 42:1326-9.
' Jones N. i inni (2003). Multilocus sequence typing system for group B streptococcus. J. Clin. Microbiol. 41: 2530-6.
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zredagowanych zalecen dotyczacych wykrywania nosicielstwa GBS u kobiet w ciazy
1 zapobiegania zakazeniom u noworodkéw. Dlatego tez celem pierwszej pracy,
rozpoczynajacej monotematyczny cykl publikacji, wchodzacych w sklad osiagnigcia
naukowego, poswigconych badaniom nad paciorkowcami z grupy B, byla préba okreslenia
czgstosci nosicielstwa S. agalactiae u kobiet w ciazy, a takze okres$lenie czestosci kolonizacji
noworodkéw tymi paciorkowcami w populacji pacjentek Szpitala Uniwersyteckiego
w Krakowie hospitalizowanych na oddziale potozniczym [Strus i inni, 2009]. Badania
zostaly przeprowadzone na grupie 340 kobiet w ciazy z podzialem na pacjentki z ciaza
prawidtowa oraz ciaza wysokiego ryzyka oraz na grupie 362 noworodkow.

W badaniach tych, po raz pierwszy w Polsce, zostaly wdrozone rekomendacje
zalecane przez CDC, majace na celu przeprowadzenie badan przesiewowych u cigzarnych
w kierunku GBS i profilaktyke zakazefi u noworodkéw''. Metoda diagnostyki nosicielstwa
GBS zaktadata pobieranie od kobiet bedacych pomigdzy 35. a 37. tygodniem ciazy dwoch
wymazéw, w tym pierwszego z pochwy i drugiego z odbytu. Nast¢pnie zastosowanie
ptynnych podtozy wybidérczo-namnazajacych celem wstgpnej preinkubacji pobranych
materiatéw 1 dopiero pézniej hodowlg na statych podiozach namnazajacych. Dodatkowo
w celu szybkiej detekcji paciorkowcow z grupy B w preparatach bezposrednich zastosowano
molekularng technik¢ fluorescencyjnej hybrydyzacji in situ (ang. fluorescence in situ
hybridization, FISH). Dzigki wykorzystaniu metody losowej amplifikacja polimorficznego
DNA (ang. random amplified polymorphic DNA, RAPD) przeprowadzono takze typowanie
molekularne wyizolowanych szczepéw S. agalactiae w celu wykazania drég ich nabywania
przez noworodki.

Na podstawie uzyskanych wynikéw wykazano, iz kobiety bedace w ciazy wysokiego
ryzyka osiagnety kolonizacj¢ GBS na poziomie 20%, zas kobiety z ciaza prawidtowa 17,2%.
Czgstos¢ kolonizacji GBS u noworodkéw z ciazy wysokiego ryzyka wynosita 35%, za$
z ciazy prawidlowych 26,7%. Ponadto, wykazano dwukrotnie wyzszy odsetek kolonizacji
pacjentek z grupy wysokiego ryzyka oraz ich dzieci szczepami opornymi na makrolidy,
linkozamidy 1 streptograminy B, w pordwnaniu z pacjentkami z ciaza fizjologiczna.
Potwierdzono takze przydatno$s¢ metody FISH do szybkiej diagnostyki nosicielstwa
paciorkowcow grupy B. Metodg ta charakteryzowal krétki czas oznaczenia, ok. 4-5 godzin,
w przeciwienstwie do metody zalecanej przez CDC trwajacej 3 — 4 dni. Zastosowanie metody
RAPD potwierdzito wystgpowanie identycznych genetycznie izolatéw S. agalactiae
u noworodkéw 1 ich matek, za§ w pojedynczych przypadkach wskazywato na mozliwos¢
horyzontalnej transmisji szczepéw GBS ze srodowiska szpitalnego.

Uzyskane wyniki stanowily istotny punkt wyjscia do dalszych szczegétowych badan
nad paciorkowcami z grupy B oraz stanowity takze podstaw¢ opracowania ogdlnopolskich
rekomendacji dotyczacych wykrywania nosicielstwa paciorkowcéw z grupy B (GBS) u kobiet
W ciazy 1 zapobiegania zakazeniom u noworodkéw spowodowanym przez ten drobnoustrdj
wydanych pod patronatem Polskiego Towarzystwa Ginekologicznego (PTG) w 2008

"Schrag S. i inni (2002). Prevention of perinatal group B streptococcal disease. Revised guidelines from CDC. MMWR 15: 1-22.
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roku'*"?. Jako cztonek grupy roboczej bratam aktywny udziat w opracowaniu powyzszych

rekomendacji.

W celu uzyskania rzetelnych danych epidemiologicznych przedstawiajacych odsetek
nosicielstwa S. agalactiae u kobiet z powiatu krakowskiego w kolejnej pracy analizie
retrospektywnej poddano grupe 3363 pacjentek bgdacych w trzecim trymestrze ciazy
[Brzychczy-Wloch i inni, 2013b]. Badaniami obj¢to pacjentki NZOZ Szpitala na
Siemiradzkiego, im. Rafata Czerwiakowskiego w Krakowie diagnozowane w kierunku
nosicielstwa GBS zgodnie z rekomendacjami PTG w Pracowni Diagnostyki
Mikrobiologicznej Katedry Mikrobiologii UJ CM w latach 2008 — 2012.

Na podstawie uzyskanych wynikéw potwierdzono wysoki odsetek kolonizacji kobiet
cigzarnych przez paciorkowce z grupy B, ktéry w poszczegdlnych pigciu latach objetych
badaniem miescil si¢ w przedziale wartosci od 25% w roku 2010 do 30% w latach 2008
12009, ze $rednia wartoscia rowna 28 %.

Nosicielstwo S. agalactiae jednoczesnie w pochwie, jak i1 odbycie oznaczono u 20%
kobiet wlaczonych do badania, co w przeliczeniu na pacjentki GBS-dodatnie stanowito 71%
badanych. Uzyskane wyniki byly istotne statystycznie i potwierdzily konieczno$¢ pobierania
wymazéw z odbytu, réwnolegle z wymazami z pochwy, gdyz 14% pacjentek GBS-dodatnich
wykazywalo nosicielstwo jedynie w pochwie, za$§ 15% kobiet bylo skolonizowanych
paciorkowcami tylko w odbycie.

Obserwowana dynamika zmian w poszczegdlnych miesiacach roku kalendarzowego,
analizowana w okresie pigciu lat obje¢tych badaniem, wykazywata statystycznie istotny wzrost
czestosci nosicielstwa GBS w miesigcach zimowych, w poréwnaniu do pozostatych por roku.

Analizujac lekooporno$¢ wykazano, 1z wszystkie szczepy S. agalactiae izolowane
w okresie pigciu lat objetych badaniem byly wrazliwe na penicyling, ampicyling,
nitrofurantoing oraz ofloksacyng. Wykazano natomiast wysoki odsetek izolatow S. agalactiae
opornych na erytromycyng, ktéry w analizowanym okresie pigciu lat miescit si¢ w przedziale
wartosci od 22% w roku 2009 do 29% w roku 2012, ze $rednig wartos$cia réwna 25%, oraz
wysoki odsetek izolatow opornych na klindamycyng od 17% w roku 2009 do 25% w roku
2012, ze $rednia wartoscig rowna 20%. Wsrdd izolatéw opornych dominowat konstytutywny
fenotyp opornosci na makrolidy, linkozamidy i streptograminy B (kMLSg), stanowiac 82%,
nastepnie fenotyp M 11% oraz fenotyp indukcyjny (iIMLSg) 7%.

Analiza uzyskanych wynikéw w $wietle danych literaturowych, wykazata najwyzszy
w skali naszego kraju 1 jeden z wyzszych w poréwnaniu do innych krajéw europejskich,
odsetek nosicielstwa GBS ws$réd cigezarnych. Na podstawie uzyskanych wynikow
potwierdzono konieczno$¢ ujednolicenia metodyki badan w kierunku nosicielstwa GBS oraz
wprowadzenie standardéw diagnostyki mikrobiologicznej, we wszystkich o$rodkach
ginekologiczno-potozniczych w Polsce w celu przeprowadzenia szczegétowej analizy
epidemiologicznej z terenu catego kraju. Ponadto, w zwiazku z bardzo wysokim odsetkiem
szczepOw opornych na makrolidy siggajacym w badanej grupie 25%, za wzorem

12 Kotarski J. i inni (2008). Rekomendacje Polskiego Towarzystwa Ginekologicznego dotyczace wykrywania nosicielstwa paciorkowcéw grupy B (GBS) u
kobiet w ciazy i zapobiegania zakazeniom u noworodkéw. Gin. Pol. 79: 221-3.

13 Heczko P.B. i inni (2008). Zalecenia dotyczace wykrywania nosicielstwa paciorkowcéw grupy B (GBS) u kobiet w ciazy i zapobiegania zakazeniom u
noworodkéw spowodowanym przez ten drobnoustrdj. Zakazenia 2: 87-96.
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rekomendacji CDC z 2010 roku'®, nalezaloby rozwazyé wycofanie erytromycyny
z okotoporodowej profilaktyki antybiotykowej i uaktualnienie obowiazujacych od 2008
zalecen PTG oraz ponowne ich wydanie, wzorem innych krajow, pod patronatem wszystkich
polskich towarzystw, bezposrednio zwiazanych z problemem profilaktyki zakazen
u noworodkéw.

Kolejne badania nad nosicielstwem paciorkowcoéw z grupy B u kobiet w ciazy miaty
na celu monitorowanie dynamiki kolonizacji drég moczowo-ptciowych oraz odbytu
analizowane w trzech trymestrach ciazy oraz w potogu. Ocenie poddano takze wybrane
sktadniki fizjologicznej mikrobioty i ich zmiany gatunkowe oraz iloSciowe obserwowane
w badanej grupie pacjentek begdacych nosicielkami GBS, a takze w grupie kontrolnej
pacjentek nieskolonizowanych S. agalactiae [Brzychczy-Wloch i inni, 2014a].

Analizujac otrzymane wyniki, wykazano, ze obserwowana kolonizacja drog
moczowo-piciowych 1 odbytu przez paciorkowce z grupy B u kobiet diagnozowanych
w kolejnych trymestrach ciazy miata charakter ciagly, przerywany lub okresowy, przy czym
rezerwuarem szczepow GBS byt przewdd pokarmowy.

Biorac pod uwage poszczegdlne trymestry wykazano réznice w odsetku nosicielstwa
GBS w badanej grupie pacjentek, ktére osiagato nastgpujace wartosci: trymestr 1 - 21%,
trymestr II - 14% oraz trymestr III - 17% .

Populacja GBS w pochwie utrzymywata si¢ na stalym poziomie w ciazy i pologu,
osiagajac $redniqg warto$¢ 4x10* cfu/ml (ang. colony forming units, cfu). Wykazano istotne
réznice w liczbie GBS w odbycie, gdzie w trzecim trymestrze odnotowano najwigksze
wartoéci érednie réwne 4x10° cfu/ml, za§ w potogu najmniejsze 2x10°. Analizujac
masywno$¢ kolonizacji GBS maksymalne wartosci z posiewOw odnotowane dla wymazow
z pochwy wynosity 1x10° cfu/ml, z odbytu 4x10° oraz moczu 4x10°.

Bezobjawowa bakteriuri¢ GBS oznaczono u 13% pacjentek. Wykazano korelacjg
pomiedzy wystgpowaniem bezobjawowej bakteriurii u pacjentek, a masywna kolonizacja
pochwy i odbytu przez GBS oraz utrzymywaniem si¢ S. agalactiae u poszczegdlnych
pacjentek, przez caty okres objety badaniem.

Wiyniki z ilosciowej metody amplifikacji gPCR w czasie rzeczywistym dla wymazow
pobranych z pochwy i odbytu byly poréwnywalne z wynikami z metody posiewéw,
zas w przypadku préobek moczu byly nizsze o dwa rzgedy wielkoSci, co wskazywalo na
obecno$¢ w moczu naturalnych inhibitoréw amplifikacji DNA. W przypadku wymazéw
z pochwy 1 odbytu potwierdzono wigksza czutos¢ metody qPCR w poréwnaniu do metody
hodowli, gdyz dla 7% materialéw ujemnych w posiewie uzyskano w tej metodzie wynik
dodatni.

W celu przeprowadzenia analizy genetycznego podobienstwa izolatéw GBS okreslono
ich serotypy oraz przeanalizowano wzory restrykcyjne. Dzigki zastosowaniu metody PFGE
(ang. pulsed field gel electrophoresis) poréwnano profile genetyczne izolatow GBS
pochodzacych od poszczegdlnych pacjentek z réznych trymestréw ciazy oraz z potogu, na
podstawie ktérych wykazano wystgpowanie dwoch réznych klonéw GBS u 27% badanych,

' Verani J.R. i inni (2010). Prevention of perinatal group B streptococcal disease: revised guidelines from CDC. MMWR Morb. Mortal. Wkly. Rep. 59: 1-32.
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ktoére charakteryzowaly si¢ przynaleznoscia do ré6znych serotypéw i byly obecne czasowo w
pochwie lub odbycie. U pozostatych 73% pacjentek potwierdzono obecnos¢ tylko jednego
klonu GBS utrzymujacego si¢ czasowo lub stale w drogach rodnych lub odbycie. Badanie
pacjentek w potogu, potwierdzito obecno$¢ tych samych klonéw GBS, jakie byty stwierdzone
W czasie trwania ciazy, pomimo zastosowanej profilaktyki antybiotykowej. Tylko w jednym
przypadku, u pacjentki w potogu, odnotowano obecno$¢ innego typu PFGE, ktéry nie
wystgpowal u niej w ciazy.

Dodatkowo, analiza wybranych sktadnikéw fizjologicznej mikrobioty drég rodnych
oraz odbytu przeprowadzona w trzech trymestrach ciazy w dwoch grupach pacjentek nie
wykazata istotnych statystycznie réznic w sktadzie gatunkowym oraz ilosciowym. Bakterie
z rodzaju Lactobacillus wytwarzajace nadtlenek wodoru (H;O,—dodatnie) oznaczono
w wymazach z pochwy pobranych od wszystkich badanych pacjentek, podczas gdy gatunki
z rodzaju Lactobacillus H,O,—ujemne oraz bakterie z rodzaju Bifidobacterium wystgpowaty
u ok. 50% pacjentek, gtownie w wymazach pobranych z odbytu. Z kolei rodzaj Candida
oznaczono w wymazach z pochwy u 30% badanych. Na podstawie uzyskanych wynikéw,
potwierdzono, ze paciorkowce z grupy B nie wplywaja na zmiany iloSciowe 1 gatunkowe
pozostatych sktadnikéw fizjologicznej mikrobioty drég rodnych kobiet, przez co stanowig jej
element i powinny by¢ zaliczane do drobnoustrojéw oportunistycznych, a nie typowych
patogenow.

Z uwagi na fakt, ze wczesniejsze wyniki badan wilasnych nad transmisja
paciorkowcéw z grupy B na noworodki wykazaly, iz odsetek skolonizowanych dzieci jest
wyzszy w grupie noworodkéw urodzonych z ciazy wysokiego ryzyka, celem kolejnej pracy
byla ocena czgstosci wystgpowania zakazen w grupie noworodkéw z matq masa urodzeniowa
[Brzychczy-Wloch i inni, 2013d]. Dodatkowo szczegbétowej analizie poddano poprawnosé
wdrozenia rekomendacji PTG w grupie kobiet przedwczesnie rodzacych.

Analiza retrospektywna objeto szes$¢ polskich jednostek perinatologicznych (W1, W2,
L1, P1, K1, S1) realizujacych w roku 2009 nadz6r nad zakazeniami w ramach Polskiej Sieci
Neonatologicznej (PSN), kierowanej przez Prof. Ewe¢ Helwich z Kliniki Neonatologii
i Intensywnej Terapii Noworodka Instytutu Matki i Dziecka w Warszawie. Zgromadzone
dane dotyczyty 812 kobiet, w tym 137 z ciaza mnoga (17%), ktére urodzity 910 dzieci z mata
1 bardzo mata masa urodzeniowa (<1500 g) spelniajacych kryteria wlaczenia zgodnie
z protokotem nadzoru PSN.

Na podstawie uzyskanych wynikéw wykazano iz badanie bakteriologiczne wykonano
zaledwie u 34% pacjentek, przy czym material badany stanowit w wigkszosci przypadkéw
jedynie wymaz pobrany z pochwy, z pominieciem wymazu z odbytu. Odsetek badanych
kobiet wahat si¢ w zalezno$ci od osrodka, wynoszac 2% w osrodku L1, za§ 93% w osrodku
W2, a obserwowane réznice byly istotne statystycznie. W grupie badanych pacjentek
kolonizacj¢ paciorkowcami z grupy B wykazano u 19%, przy czym najwyzszy odsetek
nosicielstwa GBS odnotowano w osrodku P1 (27%), zas najnizszy w osrodkach W1 1 S1
(8%), obserwowane pomig¢dzy osrodkami rdznice bytly istotne statystycznie. Stwierdzono,
ze czgstos¢ oznaczenia GBS w badanych materiatach, jest istotnie statystycznie zwigzana
z liczba wykonywanych badan bakteriologicznych, to jest, im wigcej badan wykonano
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w danym osrodku, tym wigksze bylo prawdopodobienstwo uzyskania wyniku dodatniego
w kierunku GBS.

Okotoporodowa profilaktyke antybiotykowa przeciwko zakazeniom o etiologii GBS,
zastosowano zaledwie u 47% pacjentek z potwierdzona kolonizacja przez paciorkowce
z grupy B, przy czym odnotowano istotne statystycznie réznice pomig¢dzy osrodkami.

Przypadki wczesnych zakazen o etiologii GBS w grupie 910 noworodkéw z mala
masa urodzeniowa zarejestrowano u szesciorga dzieci. Cztery przypadki zakazen GBS (66%)
stwierdzono w osrodku W2, ktéry istotnie czgsciej, niz inne osrodki, wykonywat badania
bakteriologiczne drég rodnych u cig¢zarnych i1 miat istotnie wyzsza wykrywalnos¢ GBS
w badanej grupie kobiet. Moze to wskazywac, na fakt, iz uzyskane wyniki dotyczace
czestosci zakazen S. agalactiae u noworodkéw z mala masa urodzeniowa, byty zanizone ze
wzgledu na staba wykrywalnos¢ GBS w innych o$rodkach. Pacjentki bedace matkami
czworga dzieci z os$rodka W2, u ktérych rozpoznano zakazenie, byly nosicielkami
S. agalactiae 1 zostaty poddane odpowiedniej okotoporodowej profilaktyce antybiotykowe;.
Pozostate dwa przypadki zakazen odnotowano w osrodkach S1 oraz L1, przy czym
w momencie porodu, nie znano statusu nosicielstwa paciorkowcéw z grupy B u tych matek.
Nalezy wigc podkresli¢, ze w badanej grupie noworodkéw z mata masa urodzeniowa
1 wczesnym wiekiem cigzowym, podanie okoloporodowej profilaktyki antybiotykowe;j
przeciwko zakazeniom GBS, okazato si¢ nieskuteczne az w 67% przypadkow.

Warto$¢ wspétczynnika zachorowalnosci na zakazenia GBS o wczesnym poczatku
wynosita w badanej grupie noworodkéw 6,6/1000 zywo urodzonych dzieci. Dominujaca
forma kliniczna tych zakazen bylo zakazenie krwi odnotowane w 83% przypadkow,
natomiast zapalenie ptuc stanowito 17%. Ogélem, wczesne zakazenia GBS stanowity 4,2%
wszystkich zakazen (6 przypadkéw na 142 zachorowania). Zakazeniom tym towarzyszyt
wysoki wspétczynnik Smiertelnosci siggajacy 33%, co bylo najprawdopodobniej zwiazane
z badana grupa noworodkéw, u ktorych istnial szereg innych czynnikéw ryzyka, m.in.
wczesny wiek urodzeniowy i mata masa urodzeniowa.

Prezentowane dane wykazaty bardzo wysoki wspotczynnik zakazen o etiologii GBS
w grupie noworodkdw z mata masa urodzeniowa oraz potwierdzily, ze wdrozenie
odpowiednich procedur, nie zwalnia od prowadzenia nadzoru nad wczesnymi zakazeniami
o etiologii GBS u noworodkéw z mala i bardzo mata masa urodzeniowa, a kluczowe
znaczenie w profilaktyce tych zakazen ma wlasciwa wspotpraca pomigdzy potoznikiem,
laboratorium mikrobiologicznym oraz neonatologiem.

Badania nad charakterystyka izolatéw S. agalactiae pochodzacych z zakazen i od
nosicieli oraz analiza immunoreaktywnych antygenéw bialkkowych obecnych na ich
powierzchni realizowatam w latach 2009 — 2012 w ramach grantu wtasnego numer
N N401 042337 finansowanego ze srodkow MNiSW.

W celu przeprowadzenia charakterystyki molekularnej izolatow S. agalactiae
pochodzacych z nosicielstwa u kobiet w ciazy wykorzystano metod¢ multipleks PCR dzigki
ktorej detekcji poddano poszczegdlne cps kodujace polisacharydy powierzchniowe, a takze
geny kodujacych biatka z rodziny Alp [Brzychczy-Wloch i inni, 2012b]. Dodatkowo w celu
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analizy molekularnej struktury populacji przeprowadzono typowanie przy zastosowaniu
elektroforezy w zmiennym polu eklektrycznym (PFGE).

W populacji paciorkowcéw z grupy B pochodzacych z nosicielstwa u cigzarnych
dominowat serotyp III (35%), nastepnie Ia (20%), V (17%), 11 (15%), Ib (8%) oraz IV (5%),
przy czym, w badanej grupie nie stwierdzono szczepdw nalezacych do serotypéw VI, VII,
VIII. Wykazano iz rozktad serotypéw odbiegat od losowego.

Analizujac wystgpowanie genéw kodujacych biatka powierzchniowe z rodziny Alp
wykazano, iz w badanej populacji kobiet dominowaty izolaty z genem epsilon (26%),
nastgpnie rib (22%), alp2 (21%), bca (17%) i alp3 (14%), przy czym nie stwierdzono
szczepOw z genem alp4. Wykazano statystycznie istotna zalezno$¢ pomigdzy
prawdopodobienstwem wystapienia poszczegdlnych genéw kodujacych biatka Alp
a okreslonymi serotypami. Gen epsilon wystgpowat u izolatéw z serotypem Ia, Ib i IV, gen
bca u izolatow z serotypem Ib i II, gen rib u izolatéw z serotypem II i III, gen alp3 u izolatéw
z serotypem V oraz alp2 u izolatéw z serotypem III.

Analiza profili genetycznych wuzyskanych dzigki zastosowaniu metody PFGE
wykazata bardzo duza zmiennos¢ genetycznag szczepéw GBS izolowanych z przypadkow
nosicielstwa od kobiet bedacych w ciazy. Serotypy Ib, II i III charakteryzowaly si¢
najwigksza zmiennoscia genetyczng, zas serotyp V, szczegdlnie szczepy oporne na makrolidy
z genem alp3 wykazywat najwigksze podobienstwo genetyczne.

Kolejne badania koncentrowaly si¢ na zagadnieniach dotyczacych mechanizméw
oporno$ci na antybiotyki stosowane w profilaktyce oraz leczeniu zakazen GBS
1 przedstawiata struktur¢ populacji szczepéw S. agalactiae opornych na makrolidy,
linkozamidy i streptograminy B [Brzychczy-Wloch i inni, 2010]. Izolaty GBS o fenotypach
oporno$ci typu kMLSg, iMLSg oraz M poddano typowaniu przy zastosowaniu metod:
multipleks PCR, RAPD oraz PFGE.

Wsréd opornych izolatéw GBS dominowat serotyp V (67%), nastepnie II (15%),
Ia (11%) i IIT (7%). Najczgsciej wystepujacym genem kodujacym biatka z rodziny Alp byt
gen alp3 (70%), nastepnie rib (11%), epsilon (7,5%), bca (7,5%) oraz alp2 (4%). Wykazano
istotng statystycznie zalezno$¢ pomiedzy wystgpowaniem opornosci na makrolidy,
a serotypem V i genem alp3.

Detekcji poddano geny kodujace opornos¢ na erytromycyng, z ktérych ermB
wykazano u wszystkich izolatéw z fenotypem kMLSp nalezacych do serotypu V, natomiast
geny mefA/mefE oznaczono u izolatéw z fenotypem M, reprezentujacych serotyp Ia.

Na podstawie analizy wuzyskanych wynikéw wykazano, ze metoda PFGE
w porownaniu do metody RAPD, charakteryzowata si¢ znacznie wyzsza sita dyskryminacji.
Analiza profili genetycznych uzyskanych w metodzie PFGE, potwierdzita stosunkowo duza
zmienno$¢ genetyczna izolatow GBS opornych na makrolidy, wsréd ktérych najwigksze
podobienstwo genetyczne i wystgpowanie identycznych genetycznie klonéw GBS wykazano
dla izolatow nalezacych do serotypu V z genem kodujacym biatko Alp3 oraz genem
opornos$ci ermB.

Analizujac wyniki stwierdzono, ze obserwowane wsrdd paciorkowcow z grupy B
zjawisko nabywania opornosci, zwiazane jest nie tylko klonalnym rozprzestrzenianiem sig
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szczepoOw GBS w populacji, ale takze z horyzontalnym przenoszeniem genéw kodujacych
oporno$¢ pomigdzy paciorkowcami.

W celu przeprowadzenia analizy populacyjnej izolatow GBS pochodzacych
z zakazen i nosicielstwa u noworodkéw, w kolejnej pracy wykorzystano opracowana
w ostatnich latach technikeg, jaka jest metoda MLST (ang. multi locus sequence typing)
[Brzychczy-Wloch i inni, 2014b]. Amplifikacji i sekwencjonowaniu poddano siedem genéw,
ktéore sa niezbedne do utrzymania podstawowego metabolizmu komérkowego
(ang. housekeeping genes), w tym geny: adhP, pheS, atr, glnA, sdhA, glcK, tkt. Przy pomocy
baz sekwencyjnych oznaczono przynaleznos¢ szczepéw GBS do typéw sekwencyjnych (ST),
a nastgpnie do grup klonalnych (CC) oraz przeanalizowano otrzymane wyniki i zestawiono je
z wynikami z innych osrodkéw naukowych. Praca ta stanowita pierwsze porownanie polskich
izolatéw S. agalactiae pochodzacych od zdrowych noworodkéw skolonizowanych przez
paciorkowce z grupy B oraz od noworodkéw z zakazeniem, z izolatami tego gatunku z innych
krajow. Molekularna struktura populacji izolatow GBS pochodzacych od noworodkéw
uwzgledniata takze wyniki z metody multipleks PCR zastosowanej w kierunku oznaczenia
serotypéw, gendéw kodujacych biatka z rodziny Alp oraz gendéw kodujacych opornos¢ na
makrolidy.

Na podstawie uzyskanych wynikow wykazano, ze w grupie zdrowych noworodkéw
dominowaty izolaty GBS z serotypem III (60%), a nast¢pnie la (20%), II (10%), V (5%) i Ib
(5%). Podobnie wsréd noworodkéw z rozpoznanym zakazeniem GBS dominowat serotyp III
(50%), nastgpnie II (27%), V (14%) i Ia (9%). W badanych grupach noworodkéw nie
stwierdzono istotnych statystycznie r6znic w rozktadzie serotypow.

Analizujac izolaty GBS pod wzgledem gendéw kodujacych biatka Alp wykazano,
iz u noworodkéw zdrowych wystgpowaty gtéwnie izolaty posiadajace gen alp2 (50%),
nastgpnie epsilon (25%), rib (10%), bca (10%) 1 alp3 (5%). Z kolei, w grupie noworodkéw
z zakazeniem dominowal gen rib (58%), nastepnie bca (23%), alp2 (9%), alp3 (5%) oraz
epsilon (5%). Wykazano istotno$¢ statystyczng pomiedzy izolatami GBS pochodzacymi
z nosicielstwa, a genem alp2 oraz izolatami z zakazen a genem rib.

W badanej grupie noworodkéw szczepy GBS wykazujace oporno$¢ byty izolowane
jedynie od dzieci z zakazeniem, przy czym oporno$¢ na erytromycyng¢ byta odnotowana
u 27% izolatéw, podczas gdy na klindamycyng¢ u 23%. Wsrdéd opornych izolatéw GBS
najwigkszy odsetek réwny 93% stanowity szczepy z konstytutywnym (kMLSg) fenotypem
oporno$ci na makrolidy, linkozamidy 1 sterptograminy B, podczas gdy szczepy
z indukcyjnym (iMLSg) fenotypem opornosci stanowity jedynie 7%. U wszystkich szczepow
opornych na makrolidy potwierdzono obecno$¢ genu ermB.

Zastosowanie metody MLST umozliwito oznaczenie 14 réznych typéw ST, z czego 10
typéw wchodzito w sklad jednej z czterech gtéwnych grup klonalnych: CC10, CC17, CC19
oraz CC23. Najwigcej izolatow tworzyto kompleks CC23 (49%) reprezentowana przez typy
sekwencyjne: ST-23, ST-220, ST-249; nastgpnie CC19 (17%): ST-19, ST-106, ST-286; CC17
(10%): ST-17; oraz CC10 (10%): ST-10, ST-12, ST-358. Ponadto, w badanej puli izolatéw
GBS oznaczono pojedyncze typy ST, nie tworzace komplekséw klonalnych, takie jak: ST-1,
ST-22, ST-255 oraz ST-410. Badania te umozliwity takze wyodrebnienie dwoch nowych
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typéw sekwencyjnych: ST-637 1 ST-638, ktore zgltoszono do migdzynarodowej bazy
epidemiologii paciorkowcéw z grupy B opracowanej na podstawie wynikow z metody MLST
(http://pubmlst.org/sagalactiae/)">. Wsréd szczepéw GBS izolowanych z zakazen wykazano
obecnos¢ migdzynarodowego klonu epidemicznego o zwigkszonej wirulencji (ang.
hypervirulent clone) ST-17 (20%). Ponadto, wykazano istotno$¢ statystyczna pomiedzy
wystgpowaniem typu ST-17 a zakazeniem oraz typu ST-23 a kolonizacja noworodkéw.

Poznanie zalezno$ci pomigdzy otoczkowymi polisacharydami oraz biatkami
powierzchniowymi z rodziny Alp, a stopniem adherencji paciorkowcéw z grupy B do
komoérek epitelialnych, jest istotne w badaniach nad patomechanizmem zakazen GBS.
Dlatego tez celem kolejnej pracy bylo wykazanie stopnia adherencji wybranych izolatéw
klinicznych paciorkowcow z grupy B do ustalonych linii komérkowych, w tym ludzkiej linii
gruczolakoraka okreznicy HT-29 oraz linii nowotworu epidermoidalnego sromu i pochwy
A-431 [Bodaszewska-Luba$ i inni, 2013c]. Badaniom poddano izolaty kliniczne
S. agalactiae posiadajace r6zne polisacharydy powierzchniowe, reprezentujace serotypy: Ia,
Ib, II, T i V oraz zawierajace rézne geny kodujace biatka z rodziny Alp, w tym: alp2, alp3,
bca, epsilon i rib.

Analiza uzyskanych wynikéw wykazata wigksza adherencje¢ paciorkowcéw do linii
HT-29, bedacej modelem nabtonka okrgznicy, niz do linii A-431, stanowiacej model
nablonka pochwy, a obserwowane réznice byly istotne statystycznie.

Adherencja S. agalactiae do linii A-431 zalezala istotnie statystycznie zaréwno od
serotypu, jak réwniez, od genéw kodujacych biatka z rodziny Alp. Najwigksza adherencje do
linii A-431 wykazywaly izolaty reprezentujace serotyp III, za$ najmniejsza nalezace do
serotypu la. Izolaty GBS z genem alp2 lub genem rib wykazywaly znacznie wigksza
adherencj¢ do badanej linii, niz izolaty z genem alp3.

Badania nad stopniem adherencji paciorkowcéw do linii HT-29 wykazaly istotne
statystycznie réznice jedynie w odniesieniu do genéw kodujacych biatka z rodziny Alp.
Potwierdzono, iz najwigksza zdolno$¢ do adherencji maja izolaty z genem alp2 lub genem
rib, w przeciwienstwie do izolatéw z genem bca lub epsilon.

Zaobserwowane zjawisko, zwigkszonej adherencji S. agalactiae do linii HT-29 moze
ttumaczy¢ fakt, ze GBS kolonizuja gtéwnie koncowy odcinek przewodu pokarmowego, ktory
stanowi rezerwuar tych bakterii 1 z ktérego dochodzi do kolonizacji pochwy. Z kolei
obserwowana najwigksza adherencja izolatow z serotypem III do linii A-431, koreluje
z faktem, iz az 35% izolatéw GBS kolonizujacych drogi rodne kobiet reprezentuje ten
serotyp. Wyniki wskazujace na najwigksza zdolno$¢ do adherencji izolatéw z genem rib,
potwierdzaja natomiast opisywana przez innych autoréw, kluczowa rol¢ biatka Rib
w patomechanizmie zakazen GBS.

'3 Jolley K.A., i inni (2010). BIGSdb: Scalable analysis of bacterial genome variation at the population level. BMC Boinformatics 11: 595.
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Szybka diagnostyka w kierunku nosicielstwa paciorkowcéw z grupy B gwarantuje
natychmiastowe wdrozenie celowanej profilaktyki, a w razie rozwoju zakazenia odpowiednie;j
terapii antybiotykowej, dlatego celem kolejnych badan bylo opracowanie szybkiej metody
molekularnej do diagnostyki oraz dodatkowo do przeprowadzenia wstegpnej charakterystyki
GBS w oparciu o najwazniejsze determinanty patogennosci [Gosiewski i inni, 2012a].
Wynikiem prowadzonych badan bylo opracowanie i wystandaryzowanie nowej procedury
multipleks PCR, ktéra umozliwita detekcj¢ siedmiu sekwencji podczas pojedynczej reakcji
PCR. W opracowanej metodzie amplifikacji poddano siedem najwazniejszych determinant
genetycznych paciorkowcow z grupy B, waznych z punktu widzenia badan nad patogennoscia
tych bakterii, a takze istotnych z punktu widzenia analiz epidemiologicznych: (1) gen cfb
kodujacy czynnik CAMP umozliwiajacy potwierdzenie gatunku; geny operonu cps —
(2) epslaH, (3) cpsla/2/31J i (4) cps50 — specyficzne dla najczesciej wystepujaych w Polsce
serotypoéw la, III i V; geny kodujace opornos¢ na makrolidy — (5) ermB i (6) mefA/E; (7)
odcinek gbs2018 S10 specyficzny dla miedzynarodowego hiperwirulentnego klonu ST-17.
Standaryzacji poddano zaréwno sktad mieszaniny reakcyjnej jak 1 program amplifikacji celem
uzyskania specyficznych produktéw o zréznicowanej wielkosci od 153 do 1826 pz.
Wynikiem badan byto opracowanie metody multipleks PCR, ktéra moze stanowi¢ przydatne
narzgdzie do badan przesiewowych zar6wno w diagnostyce jak i epidemiologii zakazen GBS,
poprzez znaczne obnizenie kosztow oraz naktadu pracy.

W zwiazku z trwajacymi w ostatnich latach badaniami nad poszukiwaniem antygenéw
GBS, ktére w przysziosci mozna bedzie zastosowaé jako sktadniki szczepionki, celem
kolejnych badan bylo oznaczenie i przeprowadzenie identyfikacji konserwatywnych biatek
GBS, wykazujacych silnie wtasciwo$ci immunogenne [Brzychczy-Wloch i inni, 2013a].
Analizie poddano biatka wyizolowane z 60 réznych genetycznie szczepdw S. agalactiae,
ktére rozdzielano przy zastosowaniu metody SDS-PAGE, a nastgpnie poprzez zastosowanie
immunoblotingu badano ich reaktywno$¢ przy uzyciu surowic pochodzacych od kobiet
w ciazy skolonizowanych GBS oraz od pacjentéw z zakazeniem, a takaz od oséb z grupy
kontrolnej GBS-ujemnych. Identyfikacja wybranych immunogennych bialek prowadzona
byta przy wykorzystaniu metody spektrometrii mas LC-MS/MS. Poréwnanie uzyskanych mas
peptydow 1 ich fragmentéw z baza danych sekwencji biatkowych (NCBI, UniProt)
przeprowadzono przy pomocy programu MASCOT (http://www.matrixscience.com/) oraz
analizy statystycznej wiarygodno$ci uzyskanych przypisan, dzigki ktorym ustalono listg
biatek obecnych w wybranych prébkach.

Analizujac uzyskane wyniki potwierdzono obecno$¢ immunoreaktywnych biatek
prawie we wszystkich badanych izolatach GBS. Przy czym, niektére szczepy produkowaty
dodatkowe immunogenne biatka, ktére reagowaty z wigkszoscia badanych surowic pobranych
od pacjentéw GBS-dodatnich, za$ pojedyncze izolaty nie produkowaly zadnych biatek

reagujacych z badanymi surowicami. Oznaczone biatka immunoreaktywne nie wykazywatly
aktywnosci immunologicznej z surowicami pochodzacymi od pacjentéw z grupy kontrolne;.
Stezenie biatek bylo rézne w zaleznosci od badanych izolatéw GBS i miescilo sig¢
w przedziale od 0,2 do 2,7 mg/ml, ze srednia wartos$cia rowna 0,749 mg/ml. Zaobserwowano
pewne istotne réznice w $redniej ilosci stgzenia biatka w zaleznosci od serotypu GBS.
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Wykazano, ze szczepy z serotypem V posiadaja najwigksze stezenie bialek o S$redniej
wartosci rownej 1,18+1,12 mg/ml, podczas gdy izolaty z serotypu la wykazywaly najmniejsze
stezenie biatka o sredniej réwnaj 0,5+ 0,29 mg/ml.

Zaobserwowano, identyczng reaktywnos$¢ izolowanych biatek z przeciwciatami
obecnymi w préobkach surowicy pobranych od matek oraz ich dzieci. Ponadto, zanotowano
wyrazny wzrost reaktywnosci przeciwcial obecnych w surowicach uzyskanych od pacjentek
w pologu, w poréwnaniu do prébek pobranych od tych samych pacjentek bedacych w III
trymestrze cigzy.

Zauwazono korelacj¢ pomiedzy typem zakazenia z ktérego pochodzity izolaty GBS,
a reaktywnoscia z surowicami, przy czym najbardziej reaktywne okazaty si¢ biatka
wyizolowane ze szczepdw pochodzacych z zakazen uktadu moczowego.

Cztery wybrane biatka (ok. 45 — 50 kDa), wystepujace w wigkszosci badanych
izolatéw GBS, charakteryzujace si¢ wysoka immumoreaktywnos$cia, poddano analizie metoda
LC-MS/MS, z ktérej otrzymane wyniki dla pierwszego biatka (47 kDa) wskazywaty na 89%
homologii z biatkiem ang. trigger factor, dla drugiego biatka (47,4 kDa) 81% homologii
z enolaza, dla trzeciego biatka (50,6 kDa) 71% homologii z dehydrogenaza aldehydowa oraz
dla czwartego biatka (44 kDa) 76% homologii z czynnikiem elongacji Tu. Warty podkreslenia
jest fakt, iz biatko trigger factor, w przeciwienstwie do pozostalych, nie byto wczes$nie]
opisywane w literaturze jako biatko wykazujace immunoreaktywnos$¢.

Wiasciwosci antygenowe wykazano takze dla biatek o masie czasteczkowej okoto 40,
60 i 90 kDa. ktére reagowaly z wigkszoscia badanych surowic, przez co moga stanowic
bardzo ciekawy materiat dalszych analiz.

Wyniki wstepne przeprowadzonych badan wskazywaly na to, ze niektére z biatek
GBS wykazujace immunoreaktywnos$¢ z badanymi surowicami, moga w przysztosci znalez¢
zastosowanie nie tylko jako antygeny szczepionkowe, ale takze jako nosniki lub adiuwanty
w szczepionkach polisacharydowych podnoszac ich immunogennosc.

Wyniki te stanowia takze istotny punkt wyjscia do dalszych badan nad
immunoreaktywnymi biatkami S. agalactiae 1 ich epitopami wiazacymi, ktére beda
realizowane w ramach najnowszego projektu witasnego numer 2013/09/B/NZ6/00801,
finansowanego w latach 2014 — 2017 ze $rodkéw Narodowego Centrum Nauki.

Wykorzystujac aplikacyjny charakter uzyskanych wynikéw, moim nowatorskim
wktadem w rozwdj diagnostyki laboratoryjnej byto opracowanie, jako gtéwny wynalazca,
testu umozliwiajacego diagnostyke nosicielstwa oraz zakazen powodowanych przez
paciorkowce z grupy B. Mozliwo$¢ uzycia wytypowanych immunoreaktywnych biatlek GBS
w tescie diagnostycznym zostala zastrzezona zgtoszeniem patentowym, ktére zostato ztozone
w Urzedzie Patentowym RP w 2013 roku (P.404498) oraz w trybie migdzynarodowym
(PCT/PL2014/050018) w 2014 roku. Badania nad wynalazkiem realizowane byly przy
wspotpracy naukowej z zespotem Prof. Andrzeja Gamiana z Instytutu Immunologii i Terapii
Doswiadczalnej PAN we Wroctawiu.

Wynalazek zostat opracowany jako odpowiedZ na narastajacy odsetek kolonizacji
paciorkowcami z grupy B wsréd kobiet w ciazy, a takze wzrost liczby zakazen GBS
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w populacji noworodkéw przedwczesnie urodzonych oraz u oséb w podesztlym wiek,
pacjentow z cukrzyca oraz w immunosupresji.

Zasada opracowanego testu opiera si¢ na wykorzystaniu specyficznej reakcji
wybranych konserwatywnych immunoreaktywnych biatek obecnych u paciorkowcéw z grupy
B z przeciwcialami znajdujacymi si¢ w surowicy pacjentdw. Jest to pierwszy zestaw
immunoenzymatyczny typu ELISA do wykrywania swoistych przeciwciat przeciwko
S. agalactiae. Metoda ta charakteryzuje si¢ krotkim czasem oznaczenia (ok. 3 godziny),
wysoka czuloscia 1 specyficznoscia, a takze nie wymaga drogiego sprzgtu oraz
wyspecjalizowanego laboratorium. Test ten przedstawia alternatywe dla wspdlczesnie
stosowanych metod diagnostyki nosicielstwa paciorkowcéw z grupy B oraz poprzez
dostarczenie nowych danych stanowi ich poszerzenie. Ponadto wpisuje si¢ on w polskie
rekomendacje dotyczace profilaktyki zakazen perinatalnych o etiologii GBS.

Nalezy zaznaczy¢, ze innowacyjnos$¢ i aplikacyjny charakter prowadzonych badan nad
tym wynalazkiem zostata potwierdzona otrzymaniem dyplomu uznania od Fundacji Kobiety
Nauki w ramach konkursu ,,Innowacja jest Kobieta” (czerwiec 2013). Wynalazek ten zostat
takze wystawiony na 29 Migdzynarodowych Targach Wynalazczosci 1 Innowacji - INPEX®
2014 (The Invention & New Product Exposition) w Pittsburgh w USA, gdzie zostat
nagrodzony ztotym medalem z wyrdznieniem w kategorii medycyna (czerwiec 2014).

Obecnie w ramach wspétpracy z Centrum Innowacji, Transferu Technologii
i Rozwoju Uniwersytetu Jagiellonskiego (CITTRU UJ) odbywa si¢ promocja wynalazku
i poszukiwanie partneréw  biznesowych  zainteresowanych jego komercyjnym
wykorzystaniem.

Komplet dziesigciu prac opublikowanych w latach 2009 — 2014, zaprezentowanych
jako osiagnigcie naukowe, przedstawia dynamiczny 1 zréznicowany genetycznie obraz
epidemiologiczny S. agalactiae w Polsce, dostarczajac istotnych danych wnoszacych wktad
w formowanie zalecen i rekomendacji terapeutycznych i profilaktycznych, niezb¢dnych
w codziennej praktyce lekarskiej, a takze przydatnych w pracach nad opracowaniem polskiej
szczepionki przeciwko zakazeniom paciorkowcami z grupy B. Ze wzgledu na duze
zréznicowanie populacyjne i ogromne zdolno$ci adaptacyjne S. agalactiae, obserwowane
nastgpstwo presji selekcyjnej ze strony czlowieka, w postaci stosowanej profilaktyki i terapii
antybiotykowej oraz obecnosci w kraju hiperwirulentnych klonéw migdzynarodowych,
istotnym bedzie dalsze monitorowanie sytuacji epidemiologicznej. Dlatego tez wyniki
zgromadzone w ramach prezentowanego osiagnigcia, sa unikatowe w skali naszego kraju
i stanowia niezbedny punkt odcigcia do dalszych analiz.

4. Oméwienie pozostalych osiagni¢¢ naukowo — badawczych
Okres moich badan po uzyskaniu stopnia doktora (lata 2006 — 2014), poza tematem

przedstawionym jako osiagnigcie naukowe, charakteryzowat si¢ prowadzeniem réwnolegle
kilku innych tematéw badawczych, zwiazanych z szeroko pojeta mikrobiologia medyczna.
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Do najwazniejszych z pozostatych tematéw naukowo-badawczych moge zaliczyé
nastgpujace badania:

1. Molekularna charakterystyka gronkowcéw koagulazo-ujemnych izolowanych
z zakazen inwazyjnych od noworodkéw z mala i bardzo mala masa
urodzeniowy z uwzglednieniem ich lekoopornosci oraz czynnikéw wirulencji.

2. Opracowanie skutecznych metod wykrywania bakterii i grzybow we Kkrwi
opartych o detekcj¢ kwaséw nukleinowych u chorych z sepsa.

3. Badania nad opracowaniem innowacyjnych powlok polimerowych, majacych
zastosowanie w medycynie.

Pierwszy z tematéw realizowatam w latach 2009-2014 w ramach wspétpracy
z szescioma neonatologicznymi osrodkami klinicznymi wchodzacymi w sktad Polskiej Sieci
Neonatologicznej (669/E-215/BWSN-0180/2008), kierowanej przez prof. Ewg Helwich
z Kliniki Neonatologii i Intensywnej Terapii Noworodka Instytutu Matki 1 Dziecka
w Warszawie, a takze w ramach projektu wtasnego finansowanego ze srodkéw Narodowego
Centrum Nauki (N N401 615 340), ktérego bytam kierownikiem.

Celem projektu byto przeprowadzenie analizy epidemiologicznej zakazen o etiologii
gronkowcow koagulazo-ujemnych wystepujacych w populacji noworodkéw z bardzo mata
masa urodzeniowa, hospitalizowanych w polskich oddziatach intensywnej terapii
neonatologicznej oraz przeprowadzenie szczegétowej molekularnej charakterystyki tych
izolatow z uwzglednieniem ich lekoopornosci, czynnikow wirulencji oraz zdolnosci do
tworzenia biofilmu. Wspotwykonawcami projektu byli, migdzy innymi, prof. Maria
Borszewska-Kornacka z Kliniki Neonatologii 1 Intensywnej Terapii Noworodka
Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego, Szpitala Klinicznego im. Ks. Anny Mazowieckiej
w Warszawie oraz dr hab. Ewa Gulczynska z Kliniki Neonatologii i Intensywnej Terapii
Noworodka, Instytutu Centrum Zdrowia Matki Polki w Lodzi.

W ramach prowadzonych badan powstato kilka publikacji oraz doniesien zjazdowych
prezentowanych na krajowych 1 migdzynarodowych konferencjach naukowych. Pierwsza
z prac byla poswigcona analizie czynnikéw ryzyka péznych zakazen krwi, ze szczegdlnym
uwzglednieniem zakazen o etiologii gronkowcéw koagulazo-ujemnych (ang. coagulase-
negative staphylococci, CNS), ktére w badanej grupie noworodkéw z mata masa urodzeniowa
dominowaty i stanowity az 62,5%, ze Smiertelnoscia wynoszaca 2,4% [Wdjkowska-Mach J.,
i inni (2014). Surgical operations and other risk factors of the Late-Onset Bloodstream
Infections of Very-Low-Birth-Weight Infant. Data from the Polish Neonatology
Surveillance Network in 2009-2011. BMC Infect. Dis. 18: 14:339]. Na podstawie
przeprowadzonej analizy statystycznej nie potwierdzono zadnego istotnego zwiazku
pomigdzy bakteryjna etiologia péznych zakazen krwi (LO-BSI), w tym zakazen o etiologii
CNS, a badanymi czynnikami ryzyka, takimi jak: masa urodzeniowa, wiek urodzeniowy,
dtugos¢ hospitalizacji przed obserwacja pierwszych objawéw zakazenia oraz zastosowaniem
procedur inwazyjnych (m. in. CVC, PVC, MV, CPAP, TPN).
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Kolejna publikacja dotyczyla opisu epidemii zakazen krwi u noworodkow
wywotanych przez gronkowce koagulazo-ujemne oraz sposobu interwencji majacej na celu
wygaszenie ogniska epidemicznego na oddziale neonatologicznym [Brzychczy-Wtoch M., i
inni (2013). Outbreak Intervention for Bloodstream Infection,s Caused by Methicillin
Resistant Coagulase-Negative Staphylococci in Neonatal Intensive Care Unit. Clin.
Microbial. 2(4): 115]. W badaniach tych w celu przeprowadzenia dochodzenia
epidemioogicznego zastosowano metodg typowania molekularnego z zastosowaniem
elektroforezy pulsacyjnej (metoda PFGE). Wyniki badan potwierdzitly klonalne oraz
horyzontalne rozprzestrzenianie si¢ klonéw CNS na oddziale neonatologicznym 1 wykazaty,
ze klony te byly przenoszone pomigdzy dziecmi na rgkach personelu medycznego.
W badaniach tych potwierdzono zaréwno monoklonalna, jak i poliklonalna etiologi¢ zakazen
krwi, w przypadku ktérych od noworodkéw izolowano dwa szczepy klonalne reprezentujace
dwa gatunki: Staphylococcus epidermidis 1 Staphylococcus haemolyticus.

W celu zbadania lekoopornosci izolatéw klinicznych CNS pochodzacych z zakazen od
noworodkOw z mala masa urodzeniowa zastosowano metody fenotypowe oraz metody
molekularne, umozliwiajace detekcje gendw kodujacych oporno$¢ na antybiotyki [Brzychczy-
Wtoch M., i inni (2013). Prevalence of antibiotic resistance in multi-drug resistant
coagulase-negative staphylococci isolated from invasive infection in very low birth
weight neonates in two Polish NICUs. Ann. Clin. Microbiol. Antimicrob. 12: 41]. Detekcji
poddano geny kodujace oporno$¢ m. in. na metycyling, aminoglikozydy i makrolidy. W
badanej puli izolatéw wykazano bardzo wysoki odsetek szczepéw metycylinoopornych, ktory
wynosit dla izolatéw S. epidermidis 98% za$ dla S. haemolyticus 100%. Ponadto,
potwierdzono wysoki odsetek szczepéw wielolekoopornych, ktéry przewazat u izolatéw
reprezentujacych gatunek S. haemolyticus w stosunku do S. epidermidis. Dodatkowo izolaty
poddano typowaniu w kierunku kasety SCCmec, ktére potwierdzito, ze gronkowce
koagulazo-ujemne stanowia niebezpieczny rezerwuar gendw opornosci oraz sa zrodiem
nowych typow kasety SCCmec.

Badanie wybranych czynnikéw wirulencji CNS zaangazowanych w proces adherencji
i tworzenia biofilmu oraz w patogenez¢ zakazen prowadzono przy zastosowaniu metod
fenotypowych [Grzebyk M., i inni (2013). Fenotypowa ocena hydrofobowosci powierzchni
oraz zdolnosci do tworzenia biofilmu przez gronkowce koagulazo-ujemne izolowane
z zakazen od noworodkéw z bardzo mala masg urodzeniowa. Med. Dosw. Mikrobiol.
65(3): 149-159] oraz molekularnych, umozliwiajacych detekcj¢ wybranych genéw
zaangazowanych w tworzenie biofilmu.

Przeprowadzone badania nad fenotypowa ocena hydrofobowosci powierzchni oraz
zdolnos$cia do tworzenia biofilmu wykazaly r6znice pomigdzy badanymi gatunkami, przy
czym izolaty S. haemolyticus wykazywaly statystycznie istotnie silniejsza zdolno$¢ do
produkcji §luzu oraz tworzenia biofilmu, niz izolaty S. epidermidis.

Wystgpowanie oraz udzial genéw operonu ica, odpowiadajacego za syntezg
polisacharydu PIA/PNAG (ang. polysaccharide intercellular adhesin), stanowiacego gtéwny
sktadnik biofilmu CNS oraz elementu inercyjnego IS256, a takze gendw regulatorowych
sarA, genéw wspomagajacych adherencje atlE oraz genu uczestniczacego w tzw. quorum-
sensing agrA przeprowadzono przy zastosowaniu metody multipleks PCR. Potwierdzono
wysoki odsetek izolatow posiadajacych badane geny, przy czym wykazano istotne
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statystycznie r6znice gatunkowe pomigdzy izolatami z gatunku S. epidermidis
1S. haemolyticus.

Analiza genetycznego podobienstwa izolatbw CNS wykonana metoda PFGE
z zastosowaniem programu GelComparell potwierdzita wystgpowanie endemicznych kloné6w
S. epidermidis i S. haemolyticus, charakteryzujacych si¢ wielolekooporno$cia oraz zdolnoscia
do tworzenia biofilmu, ktére utrzymywaly si¢ w badanej grupie noworodkéw na dwdch
badanych oddziatach intensywnej terapii neonatologicznej przez okres trzech lat objetych
analiza. Ponadto, wykazano wysoka homogeniczno$¢ populacji gronkowcéw kagulazo-
ujemnych izolowanych od noworodkéw oraz silne spokrewnienie szczepow izolowanych na
obu badanych oddziatach, co moglo by¢ wynikiem ich transmisji horyzontalnej lub presji
selekcyjnej. Na podstawie zmian dynamiki populacji obu gatunkéw wykazano wyzsza
stabilnos$¢ genetyczna gatunku S. epidermidis niz S. haemolyticus.

Typowanie molekularne przeprowadzone przy wykorzystaniu metody MLST
z zastosowaniem programu ChromasPro 1.5 (Digital River) oraz bazy danych
(http://pubmlst.org) umozliwito dla izolatéw z gatunku S. epidermidis oznaczenie typow
sekwencyjnych (ang. sequence type, ST) , ktore nalezaty do nastgpujacych typéw: ST-59, ST-
5, ST-22, ST-88, ST-35. Zastosowanie algorytmu eBURST (http://eBURST.mlst.net)
umozliwito przypisanie oznaczonych typéw ST do trzech migdzynarodowych 1 najczgsciej
opisywanych w literaturze fachowej komplekséw klonalnych (ang. clinal complex, CC): CC I,
CC II-5, CC 1I-89.

Kolejnym tematem badawczym, realizowanym w latach 2010-2013 bylo
opracowanie skutecznych metod wykrywania bakterii 1 grzybéw we krwi opartych o detekcje
kwaséw nukleinowych u chorych z sepsa. Badania te byty realizowane w ramach projektu
finansowanego z Narodowego Centrum Nauki (N N401 006739), kierowanego przez
dr Tomasza Gosiewskiego, przy wspotpracy naukowej z lek. med. Danuta Jurkiewicz-Badacz
z Centrum Szczepien Krakowskiego Szpitala Specjalistycznego im. Jana Pawta II oraz
dr Anna Kedzierska, Kierownik Zaktadu Mikrobiologii Szpitala Uniwersyteckiego
w Krakowie.

Wyniki prowadzonych badan zostaty opublikowane w kilku publikacjach naukowych
o zasiggu migdzynarodowym oraz prezentowane na licznych zjazdach naukowych. Pierwsza
z prac dotyczyta oceny aktywnosci termostabilnych polimeraz DNA w obecnosci hemu, ktory
uznawany jest za najwazniejszy inhibitor metody PCR w czasie rzeczywistym, stosowanej
w diagnostyce  sepsy [Gosiewski T., i inni (2013). Evaluation of the activity of
thermostable DNA polymerases in the presence of heme, as a key inhibitor in the real
time PCR method in diagnostics of sepsis. Acta Biochim. Pol. 60(4): 603-6]. Kolejna z prac
prezentowalta wyniki badan majacych na celu poréwnanie metod stosowanych do izolacji
DNA bakterii i grzybéw chorobotwoérczych z krwi oraz opisywala nowo opracowana metode
uzyskania wysokiej jako$ci matryc do reakcji PCR [Gosiewski T., i inni (2014). Comparison
of methods for isolation of bacterial and fungal DNA from human blood. Curr.
Microbiol. 68(2): 149-155]. Z kolei, w celu jednoczesnego wykrywania bakterii Gram-
dodatnich, Gram-ujemnych, grzybéw drozdzowych i plesniowych opracowano nowa metode¢
NESTED-multiplex-real time PCR, opisana w kolejnej pracy [Gosiewski T., i inni (2014).
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A novel, nested, multiplex, real-time PCR for detection of bacteria and fungi in blood.
BMC Microbiol. 4;14:144].

Aplikacyjny charakter uzyskanych wynikéw dotyczacych sposobu izolowania DNA
drobnoustrojéw z krwi zostat zastrzezony w Urzedzie Patentowym RP (P.400501) oraz
w trybie miedzynarodowym (PCT/PL2013/000109). Podobnie, metodyka dotyczaca sposobu
jednoczesnej detekcji bakterii i grzybéw w preparacie biologicznym metoda PCR, startery

oraz zestaw do detekcji bakterii 1 grzybow zostata objgta dwoma zgloszeniami patentowymi
(P.403996; PCT/PL2014/050029).

W  ostatnich latach wuczestniczylam takze w interdyscyplinarnych badaniach
stosowanych nad innowacyjnymi biomaterialami, ktére w przysztosci moga znalezé
zastosowanie migdzy innymi w ortopedii. Badania te prowadzilam gltéwnie w ramach
wspotpracy naukowej z zespotem prof. Andrzeja Kotarby z Wydziatu Chemii UJ, jako
wykonawca projektu dotyczacego funkcjonalizowania powtok polimerowych na powierzchni
implantu metalowego w kierunku kontrolowanego uwalniania lekow (VENTURES/2012-
10/2). Uzyskane wyniki byly prezentowane na kilku migdzynarodowych konferencjach
naukowych oraz zostaty czg$ciowo opublikowane [Gotda M. i inni (2013). Oxygen plasma
functionalization of parylene C coating for implants surface: nanotopography and active
sites for drug anchoring. Mater. Sci. Eng. C Mater. Biol. Appl. 33(7): 4221-4227].

Wyniki o charakterze aplikacyjnym dotyczace sposéb wytwarzania wielowarstwowe;]
polimerowej powtoki ochronnej materiatéw implantacyjnych z funkcja kontrolowanego
uwalniania lekéw zostaly obje¢te zgtoszeniem patentowym UP RP (P.406603) .

Ponadto, w ramach badan nad opracowaniem innowacyjnych powtok polimerowych,
w ostatnim czasie rozpoczetam wspotpracg naukowa z dr hab. Elzbieta Pamuta, Prof. AGH
z Katedry Biomateriatow Wydziatu Inzynierii Materialowej 1 Ceramiki Akademii Gorniczo-
Hutniczej w Krakowie. Prowadzone badania maja na celu ocen¢ aktywnosci bakteriobdjczej
biomateriatéw zawierajacych antybiotyki w kontakcie ze szczepami bakterii wywolujacymi
zakazenia w uktadzie kostnym. Wstepne wyniki badan byly juz prezentowane na sympozjum
naukowym z zakresu innowacyjnych technologii stosowanych w naukach biologicznych
i medycznych.

Szczegotowy wykaz opublikowanych przeze mnie prac naukowych wraz
z informacja o osiagnigciach dydaktycznych, wspélpracy naukowej i popularyzacji
nauki stanowi odrebny zalacznik do Wniosku o wszczecie postgpowania habilitacyjnego.

p / Dr n. biol.
/ LA AL oA A
l ng%z Brf((:hwv-‘onck

Strona

26



