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1. Zyciorys naukowy i przebieg kariery zawodowe;j.

1.1. Dane osobowe:
Imi¢ i nazwisko: Tomasz Gosiewski
Data i miejsce urodzenia: 17.09.1978 Krakoéw
Email: tomasz.qgosiewski@uj.edu.pl

1.2. Zyciorys

Urodzitem si¢ i wychowalem w Krakowie. W tym mieScie przebiegata cata moja
edukacja. Egzamin dojrzatosci zdalem w czerwcu 1998 roku w Technikum Inzynierii
Srodowiska i Melioracji w Krakowie. Nastgpnie, w pazdzierniku 1998 roku rozpoczatem
studia magisterskie na kierunku biologia na Wydziale Biologii i Nauk o Ziemi Uniwersytetu
Jagiellonskiego. Studia zakonczytem w czerwcu 2003 roku uzyskujac tytut zawodowy
magistra biologii w zakresie biologii molekularnej. W trakcie studiow odbylem
czterosemestralne szkolenie w Studium Pedagogicznym UJ, zakonczone uzyskaniem
certyfikatu kwalifikacji do pracy nauczycielskiej.

Jeszcze w czasie studiow wykazywalem zainteresowanie medycznym aspektem
biologii, czego wyrazem byla wspotpraca z Katedrag Mikrobiologii na Wydziale Lekarskim UJ
CM, gdzie podczas dwodch ostatnich lat studiow prowadzitem wstgpne badania nad
mozliwos$cig zastosowania klasycznej metody PCR w detekcji komoérek bakteryjnych we
krwi. Staty sie one podstawg do napisania pracy magisterskiej pod kierunkiem prof. dr hab.
Piotra B. Heczko, zatytutowane;j ,,Zastosowanie metody PCR w diagnozowaniu bakteryjnych
zakazen krwi”.

W listopadzie 2003 roku rozpoczatem prac¢ zawodowa na etacie naukowo-
technicznym w Katedrze Mikrobiologii UJ CM. Od tego momentu bralem udziat w pracach
naukowych prowadzonych przez zespot kierowany przez dr hab. Magdaleng Strus,
dotyczacych glownie badania flory przewodu pokarmowego w przebiegu nieswoistych
zapalen jelit oraz flory drog rodnych w przebiegu bakteryjnej waginozy. Réwnolegle bralem
udzial w dyzurach wakacyjnych w Pracowni Diagnostyki Mikrobiologicznej dziatajacej przy
Katedrze Mikrobiologii, gdzie zdobytem wiedze praktyczng 1 teoretyczng z zakresu

medycznej diagnostyki mikrobiologicznej.
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W listopadzie 2008 roku uzyskatem stopien naukowy doktora nauk medycznych
w zakresie biologii medycznej na Wydziale Lekarskim UJ CM, na podstawie rozprawy
doktorskiej zatytutowanej ,,Ocena flory bakteryjnej jelita grubego dzieci z przewlektym
zapaleniem jelit”, przygotowanej pod kierunkiem prof. dr hab. Piotra B. Heczko.

W pazdzierniku 2010 roku rozpoczatem prace na stanowisku adiunkta, co pozwolito
mi rozwijac si¢ takze w sferze dydaktyczne;j.

W lutym 2013 roku ukonczylem dwusemestralne studia podyplomowe na
Uniwersytecie Ekonomicznym w Krakowie, =zatytutlowane ,,Zarzadzanie projektem
Badawczym i Komercjalizacia Wynikow Badan”. Studia te daly mi profesjonale
przygotowanie do zarzadzania projektami oraz aplikowania o finasowanie projektow
naukowych.

Od maja 2013 roku realizuje czteroletni program specjalizacji z Mikrobiologii
w Warszawskim Uniwersytecie Medycznym. Pomys$lne zdanie Panstwowego Egzaminu
Specjalizacyjnego umozliwi mi uzyskanie tytulu specjalisty oraz prawa do wpisu na liste
Diagnostow Laboratoryjnych.

W trakcie mojej pracy bratem udzial w dwoch stazach zagranicznych w German
Institute of Human Nutrition (DIfE) w maju 2005 oraz w Crop&Food Research (program
FOOD-FRENZ EU-NZ), Palmerston North, Nowa Zelandia w marcu 2008. Miatlem okazj¢
pozna¢ warunki pracy oraz nowe techniki badawcze stosowane w badaniach flory przewodu
pokarmowego i1 zywnos$ci. Oprocz tego szkolitem si¢ rowniez w kraju w zakresie technik
i metod laboratoryjnych i naukowych, w ramach czego w 2003 roku odbylem kurs
z Bioinformatyki na 6wczesnym Wydziale Biotechnologii UJ; w maju 2006 bralem udziat
w V Szkole Cytometrii Przeptywowej organizowanej przez firm¢ BectonDickinson. Nie
zaniedbywatem rowniez warsztatu dydaktycznego i grudniu 2012 roku odbylem kurs
zaawansowanych technik edukacyjnych w naukach medycznych: ,,Zaawansowane metody
oceny" Projekt Pro bono UJ CM.

Analiza bibliometryczng sporzadzona przez Biblioteke Medyczng UJ CM (stan na
dzien 12.03.2015) wskazuje ze taczna punktacja wynosi odpowiednio: IF = 40,227 (facznie z
publikacja pogladowa); MNISW = 482; IC = 127,96). Wspodtczynnik Hirscha jest rowny 7,
natomiast liczba cytowan wg bazy Web of Science Core Collection wyniosta 150. Jestem
autorem 31 artykuldw, z czego 10 z pierwszym autorstwem. Ponad to, jestem autorem 18 prac
popularno-naukowych i wspoétautorem 3 rozdziatow podrgcznika w jezyku polskim. Jestem

takze pierwszym autorem rozdzialu w podreczniku zagranicznym zatytulowanym ,,Pulse
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Field Gel Electrophoresis: Methods and Protocols” pod redakcjg Kieran Jordan i Marion
Dalmasso wydawanym przez wydawnictwo Springer. Tytut rozdziatu to: ,,The use of PFGE
method in genotyping of selected bacteria species of the Lactobacillus genus.” Podrecznik
ukaze si¢ w drugiej potowie 2015 roku.

Jestem wspotautorem 57 doniesien konferencyjnych na zjazdach krajowych (26
doniesien) oraz zagranicznych (31 doniesien).

Przytoczone wyzej wskazniki bibliometryczne sa odzwierciedleniem mojej pracy
naukowej zawierajgce si¢ w czterech szerszych tematach badawczych, ktorymi si¢ zajmuje.
Pierwszy z nich dotyczy diagnostyki molekularnej sepsy, jako alternatywy dla klasycznej
diagnostyki opartej na posiewie i hodowli. Pierwsze kroki w ramach tego zagadnienia
stawialem jeszcze podczas przygotowywania mojej pracy magisterskiej w 2003 roku. Udato
si¢ wykaza¢ ze mozliwe jest wykrycie bakterii (bez ich rdéznicowania) przy pomocy
klasycznego PCR w probkach krwi. W latach 2010-2014 wrécitem do tego tematu i udato mi
si¢ znacznie rozwing¢ metodyke diagnostyczng patentujagc nowatorska metode izolacji DNA
drobnoustrojéow z krwi (nr prawa wylgcznego 219490). Co wigcej, opracowatem rowniez
metode detekcji bakterii i grzybow przy wykorzystaniu techniki nested-multipleks-PCR w
czasie rzeczywistym (nmPCR), ktora zostata zgloszona do ochrony patentowej w trybie
krajowym i mi¢dzynarodowym (procedury w toku). Owocem prac byto takze pie¢ artykutow
naukowych z listy JCR, ktére wraz z patentem stanowig podstawe do ubiegania si¢ o stopien
naukowy doktora habilitowanego.

Kolejnym tematem badawczym ktorym si¢ zajmuje, jest badanie flory przewodu
pokarmowego cztowieka w przebiegu nieswoistych zapalen jelit (te badania prowadzitem pod
kierunkiem Pani dr hab. Magdaleny Strus) oraz cukrzycy i otytosci (jestem kierownikiem
projektu finansowanego przez NCN). Rezultatem tych badan jest do tej pory sze$¢ artykutow
w czasopismach z listy JCR posiadajacych wskaznik IF.

Rownoczes$nie prowadzg prace badawcze dotyczace nowych technik diagnostyki
molekularnej stosowanych w bakteriologii. Do tej pory zajmowalem si¢ opracowaniem
metodyki PFGE (Pulsed-field Gradient Gel Electrophoresis) oraz techniki FISH (Fluorescent
In Situ Hybridization) dla kilku gatunkéw bakterii probiotycznych. Poza tym, opracowatem
technik¢ multipleks-PCR stuzaca wykrywaniu siedmiu réznych markeréw genetycznych
bakterii Streptococcus agalactiae, ktora jest uzyteczna w diagnostyce zakazen wywotanych
przez te bakterie. Wynikiem tych prac sg dwie publikacje w czasopismach w IF.
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Kolejnym tematem badawczym, w ktérego realizacji bralem udziat, sa badania nad
nosicielstwem oraz czynnikami patogenno$ci S. agalactiae (GBS). Badaniami tymi kieruje
Pani dr hab. Monika Brzychczy-Wtoch z Katedry Mikrobiologii U] CM. Rezultatem sg liczne
publikacje w czasopismach z IF, w ktorych 7 jestem wspotautorem.

Oprodcz dorobku czysto publikacyjnego, mam na koncie takze osiggnigcia z dziedziny
ochrony praw wilasno$ci intelektualnej. W jego sklad wchodzi jeden patent dotyczacy
metodyki izolowania DNA drobnoustrojow z krwi [Tomasz Gosiewski, Monika Brzychczy-
Wtoch ,,Sposob izolowania DNA drobnoustrojow z krwi” (nr prawa wylacznego 219490)
Urzad Patentowy RP — decyzja o przyznaniu patentu z dn. 24.09.2014]. Ponad to, dokonatem
trzech zgloszen patentowych: dwa zgloszenia w trybie migdzynarodowym - metoda izolacji
DNA drobnoustrojow z krwi [Tomasz Gosiewski, Monika Brzychczy-Wtoch ,,Method for
efficient isolation of microbial DNA from blood” World Intellectual Property Organization
(WIPO) W0/2014/031018; PCT/PL2013/000109; 27.02.2014] oraz metody nmPCR [Tomasz
Gosiewski, Monika Brzychczy-Wtoch, Agata Pietrzyk, Matgorzata Bulanda ,,Method for
simultaneous detection of bacteria and fungi in a biological preparation by PCR primers
and a set for the detection of bacteria and fungi” W0/2014/189398; PCT/PL2014/050029;
27.11.2014] i w trybie krajowym [Tomasz Gosiewski, Monika Brzychczy-Wioch, Agata
Pietrzyk, Malgorzata Bulanda “Sposéb jednoczesnej detekcji bakterii i grzybow w
preparacie biologicznym metoda PCR, startery oraz zestaw do detekcji bakterii
i grzybow” (P.403996) Urzad Patentowy RP; 21.05.2013].

Dotychczasowy dorobek naukowy jest rezultatem zrealizowanych projektow
naukowych, ktorymi kierowatem lub bylem cztonkiem zespotu projektowego. W latach 2010-
2013 kierowatem projektem wlasnym finansowanym przez MNiSW - N N401 006739
“Opracowanie skutecznych metod wykrywania bakterii i grzybow we krwi opartych
0 detekcje kwaséw nukleinowych u chorych z sepsa”. W latach 2012-2015 kieruje
projektem typu SONATA finansowanym przez NCN - 2011/03/D/NZ5/00551 ,,Badanie
flory bakteryjnej przewodu pokarmowego u pacjentéow z cukrzyca typu 1 i 2 oraz
z otyloscia olbrzymia lub patologiczng poddawanych zabiegowi rekawowej resekcji
zoladka”. Oprocz tego, kierowatem mniejszymi projektami, finansowanymi przez UJ CM:
K/ZBW/000141 (typ projektu: dotacja dla mlodych naukowcoéw) ,,Opracowanie metody
molekularnego typowania szczepéw bakterii z rodzaju Lactobacillus” (2008-2009);
K/ZDS/003832 UJCM (typ projektu: statutowy) ,,Ilosciowa ocena opornosci na makrolidy

na przykladzie bakterii Streptococcus agalactiae za pomoca metody PCR w czasie
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rzeczywistym w porownaniu do klasycznej metody E — test” (2013); K/ZDS/004624
UJCM (typ projektu: statutowy) ,,Opracowanie molekularnej metodyki diagnostyki
zakazen wywolanych przez Borrelia burgdorferi — izolacja DNA oraz real time PCR”
(2014-2015). W latach (2009-2012) bytem takze wspotwykonawcg projektu finansowanego
przez MNiSW, ktorego kierownikiem byta Pani dr hab. Monika Brzychczy-Wtoch: N N401
042337 (typ projektu: wiasny) ,,Charakterystyka izolatow Streptococcus agalactiae
pochodzacych z inwazyjnych zakazen i od nosicieli oraz analiza immunoreaktywnych
antygenéw bialkowych obecnych na ich powierzchni”. Ponadto, bralem udzial jako
wykonawca, w realizacji projektu wtasnego MNiSW 2P05A 094 29 zatytulowanego ,,Rola
oksydacyjnych i antyoksydacyjnych wlasciwosci bakterii kwasu mlekowego w
patomechanizmach raka jelita grubego” (2005-2008), ktorego kierownikiem byt prof. dr
hab. Piotr B. Heczko. Z sukcesem aplikowatem o grant promotorski N406 029 31/0892 ,,Rola
jelitowej flory bakteryjnej w patogenezie nieswoistych zapalen jelit u dzieci” realizowany
w latach 2007-2008, ktory stat si¢ podstawg przygotowania mojej rozprawy doktorskie;j.

Moja praca naukowa zostala kilkukrotnie doceniana zar6wno przez organizacje
mig¢dzynarodowe jak i przez wiadze uczelni. W 2007 roku zostalem laureatem Student Prize
Winner podczas International Scientific Association for Probiotics and Prebiotics (ISAPP)
Open Forum w Royal College of Physician w Londynie. Trzykrotnie przyznawano mi
stypendia konferencyjne: marzec 2006 — 16" European Congress of Clinical Microbiology
and Infectious Diseases w Nicei, Francja; maj 2008 — 8" International Meeting of Microbial
Epidemiological Markers w Zakopanem; pazdziernik 2013 — 10™ International Meeting of
Microbial Epidemiological Markers w Paryzu. W sierpniu 2013 zostala mi przyznana nagroda
FEMS (Federation of European Microbiological Societies) dla mtodego naukowca - Young
Scientist Meeting Grant (YSMG) of FEMS. Réwniez Dziekan Wydziatu Lekarskiego UJ CM
dwukrotnie przyznat mi nagrode za dziatalno$¢ naukowa za roczny impact factor w latach
20101 2014.

Jako naukowiec, jestem cztonkiem towarzystw naukowych takich jak: Europejskie
Towarzystwo Mikrobiologii Klinicznej i Chorob Zakaznych ESCMID (European Society of
Clinical Microbiology and Infectious Diseases); Polskie Towarzystwo Mikrobiologéw PTM;
Polskie Towarzystwo Zakazen Szpitalnych PTZS oraz Polskie Towarzystwo Probiotyczne i
Prebiotyczne PTPP, ktorego bylem cztonkiem Zarzadu w latach 2013-2014.

Staram si¢ takze pracowal na rzecz Srodowiska naukowego, co przejawia si¢

w postaci licznych inicjatyw w ktérych bratem i bior¢ aktywny udzial. Bylem czlonkiem
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komitetow organizacyjnych trzech konferencji: miedzynarodowej konferencji probiotyczne;j
EUPROBIO 2005 i EUPROBIO 2008 w Krakowie oraz krajowej, XVIII Zjazdu Polskiego
Towarzystwa Zakazen Szpitalnych, Solina 2011. Reprezentuj¢ tzw. niesamodzielnych
pracownikow naukowych na forum Rady Wydzialu Lekarskiegp UJ CM od roku
akademickiego 2012/2013 do chwili obecnej. Jestem cztonkiem zespotu redakcyjnego
International Journal of Gastroenterology Disorders & Therapy. Poza tym, posiadam
doswiadczenie w roli recenzenta artykutlow naukowych skierowanych do redakcji
nastepujacych czasopism: Plos One; BMC Clinical Pathology; BMC Infectious Diseases;
African Journal of Microbiology Research; Folia Microbiologica; International Journal of
Collaborative Research on Internal Medicine & Public Health; Journal of Medical Mycology,
Medical Mycology oraz Zakazenia. Od kilku lat jest wykonuj¢ recenzje wnioskow
grantowych dla Narodowego Centrum Badan 1 Rozwoju (NCBiR) w ramach Programu Badan

Stosownych PBS — 26 recenzji i jedna recenzja w ramach programu INNOTECH.

Oprocz pracy naukowej, zajmuje si¢ takze nauczaniem. Od 2010 roku pracuj¢ na
stanowisku adiunkta, co wiaze si¢ z prowadzeniem zaj¢¢ dydaktycznych dla studentéw
kierunku lekarskiego (mikrobiologia lekarska oraz mikrobiologia kliniczna), stomatologii
(mikrobiologia jamy ustnej), dietetyki (mikrobiologia ogdlna i zywno$ci), pielegniarstwa oraz
weterynarii (mikrobiologia weterynaryjna). Biore takze udziat w prowadzeniu kursow dla
lekarzy specjalizujacych si¢ w mikrobiologii lekarskiej oraz dla diagnostéw laboratoryjnych
specjalizujacych si¢ w mikrobiologii medycznej. Moja dziatalno$¢ dydaktyczna wykraczata
poza standardowe obowigzki nauczyciela akademickiego niebedacego samodzielnym
pracownikiem naukowym, poniewaz bylem promotorem jednej pracy magisterskiej (2013r)
oraz trzech prac licencjackich (2014r) studentow kierunku biologia na Wydziale Biologii
i Nauk o Ziemi UJ. W roku 2015 podjatem si¢ funkcji promotora jednej pracy licencjackiej i
jednej pracy magisterskiej na Uniwersytecie Rolniczym w Krakowie. Jestem takze
opiekunem naukowym dwoch doktoratow prowadzonych w Katedrze Mikrobiologii UJ CM —
mgr Agnieszki Sroki oraz lek. Dominiki Salamon.

Bytem réwniez opiekunem praktyk wakacyjnych dwdch studentow biologii WBiNoZ UlJ.

Z pracg dydaktyczng Scisle taczy si¢ takze dziatalno$¢ na polu popularyzacji nauki. Od
2011 roku jestem wspotpracownikiem Uniwersytetu Dzieci (UD) czyli ogolnopolskiego
programu edukacyjnego skierowanego do dzieci w wieku 6-14 lat. UD dziata pod patronatem

rektorow wigkszosci uczelni wyzszych w Krakowie, m.in. pod auspicjami JM Rektora UJ,
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prof. dr hab. med. Wojciecha Nowaka. Uniwersytet Dzieci posiada oddzialty w Krakowie,
Warszawie, Wroctawiu i Olsztynie. W ramach pracy w UD w sposob zabawny, przystepny
oraz praktyczny przyblizam mtodym ludziom problematyk¢ mikrobiologii, zakazen oraz
higieny. Do tej pory przeprowadzitem zajecia dla ok 1900 dzieci w ramach cykli zajec:
”Dlaczego zarazki lubig brud na rekach?”; ,,Jak zobaczy¢ niewidzialne?””; ,.Jak pozby¢ si¢
zarazkow?”; ,,Czy bakterie zawsze sg zte?”’; Mikrobiologia, czyli jak wygra¢ z niewidzialnym
wrogiem?”. W marcu 2012 roku bylem goéciem Dziecigcego Uniwersytetu w Krzeszowicach,
gdzie wyglositem wyktad zatytutowany ,,Bakterie — nasi wrogowie czy przyjaciele?”.

Do tej pory napisalem 17 artykulow popularno-naukowych opublikowanych

w serwisie internetowym www.medonet.pl oraz 1 artykul dotyczacy diagnostyki

mikrobiologicznej, opublikowany w serwisie internetowym www.dolinabiotechnologiczna.pl.

Tematyka tych artykutéw dotyczyta szeroko rozumianej problematyki mikrobiologii
medycznej 1 choréb zakaznych, a byly one kierowane do oséb zainteresowanych ochrong

zdrowia lecz nie posiadajacych wyksztalcenia medycznego.

2. Posiadane dyplomy i stopnie naukowe:

e czerwiec 2003 - dyplom magistra biologii w zakresie biologii molekularnej, Wydziat
Biologii i Nauk o Ziemi Uniwersytet Jagiellonski w Krakowie; praca magisterska pt.
»Zastosowanie metody PCR w diagnozowaniu bakteryjnych zakazen krwi” —
promotor pracy, prof. dr. hab. Piotr B. Heczko

e czerwiec 2003 — dyplom ukonczenia Studium Pedagogicznego Uniwersytetu
Jagiellonskiego w Krakowie; nabyte kwalifikacje do pracy nauczycielskiej

e listopad 2008 — dyplom doktora nauk medycznych w zakresie biologii medycznej,
Wydziat Lekarski Uniwersytetu Jagiellonskiego Collegium Medicum w Krakowie;
tytut rozprawy doktorskiej: ,,Ocena flory bakteryjnej jelita grubego dzieci
z przewlektym zapaleniem jelit” - promotor pracy, prof. dr. hab. Piotr B. Heczko

e |uty 2013 — dyplom ukonczenia studiéw podyplomowych ,,Zarzadzanie projektem
Badawczym i Komercjalizacja Wynikow Badan” na Uniwersytecie Ekonomicznym

w Krakowie

e W trakcie odbywania specjalizacji zawodowej z Mikrobiologii w Warszawskim

Uniwersytecie Medycznym — planowany czas zakonczenia, maj 2017 roku
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3. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach

naukowych:
e 2003 -2010 Katedra Mikrobiologii UJ CM: etat naukowo — techniczny
e 2010 — nadal: Katedra Mikrobiologii UJ CM: adiunkt

4. Przedstawienie osiagniecia naukowego:

Na podstawie art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule

naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. nr 65, poz. 595 ze zm.).

4.1, Tytul osiagniecia naukowego:

LwOpracowanie metod izolacji DNA drobnoustrojow z krwi oraz nested-
multipleks-PCR w czasie rzeczywistym do wykrywania mikroorganizmoéw
we krwi u pacjentow z sepsa, a takze badanie ich skutecznosci
w poréwnaniu do metody fluorescencyjnej hybrydyzacji in situ oraz testu

Septifast i metody hodowli”

Badania byly prowadzone w ramach projektu N N401 006739 finansowanego przez
MNiSW w latach 2010-2013.

4.2. Cykl pieciu publikacji oraz jeden patent wchodzace w sklad

osiagniecia naukowego:

4.2.1. Publikacje:
1. Zastosowanie metod PCR 1 FISH w szybkiej diagnostyce bakteryjnych zakazen krwi.
Tomasz Gosiewski, Agata Pietrzyk, Monika Brzychczy-Wtoch, Piotr B. Heczko.
Ann. Acad. Med. Siles. 2011, 65, 5-6, 14-22
(MNISW = 4)
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2. 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.
Tomasz Gosiewski, Monika Brzychczy-Wioch, Agata Pietrzyk, Agnieszka Sroka,
Matgorzata Bulanda; Acta Biochim Pol. 2013; 60: 603-606
(IF =1,389; MNIiSW = 15)

3. Comparison of Methods for Isolation of Bacterial and Fungal DNA from Human
Blood.
Tomasz Gosiewski, Leszek Szata, Agata Pietrzyk, Monika Brzychczy-Wtoch, Piotr
B. Heczko, Malgorzata Bulanda; Curr Microbiol. 2014; 68: 149-155
(IF = 1,359; MNISW = 20)

4. A novel, nested, multiplex, real-time PCR for detection of bacteria and fungi in blood.
Tomasz Gosiewski, Danuta Jurkiewicz-Badacz, Agnieszka Sroka, Monika
Brzychczy-Wtoch, Matgorzata Bulanda; BMC Microbiol 2014; 14: 144
(IF =2,976; MNiSW = 30)

5. Comparison of nested, multiplex, qPCR; FISH; SeptiFast and blood culture methods
in detection and identification of bacteria and fungi in blood of patients with sepsis.
Tomasz Gosiewski, Agnieszka Flis, Agnieszka Sroka, Anna Kedzierska, Agata
Pietrzyk, Jolanta Kedzierska, Rafat Drwita, Matgorzata Bulanda, BMC Microbiol
2014; 14: 2323
(IF =2,976; MNiSW = 30)

42.2. Patent:

Tomasz Gosiewski, Monika Brzychczy-Wtoch ,,Sposéb izolowania DNA
drobnoustrojéw z krwi” (nr prawa wylacznego 219490) Urzad Patentowy RP —
decyzja o przyznaniu patentu z dn. 24.09.2014

L.aczna warto$¢ bibliometryczna publikacji wynosi: IF = 8,7; MNiSW =99
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4.3. Omowienie celu naukowego ww. prac i osiggnietych wynikow

wraz z omOwieniem ich wykorzystania.

43.1. Wstep:

Zakazenia wywotywanie przez bakterie 1 grzyby od zawsze stanowily powazny
problem medyczny. Najgrozniejszym z nich s3a ogodlnoustrojowe zakazenia czyli sepsy
okreslane czasem mianem posocznic. Mimo postepéw w ich leczeniu osiagnigtych gldwnie
dzigki zastosowaniu antybiotykoterapii oraz wprowadzenia do praktyki medycznej
technologii pozwalajacych na dlugotrwate podtrzymywanie czynnosci Zyciowych
u pacjentdw znajdujacych si¢ w stanie krytycznym, nadal nie udaje si¢ utrzymac przy zyciu
wielu chorych. Paradoksalnie, w miar¢ rozwoju wiedzy medycznej i wprowadzaniu do
lecznictwa coraz to nowszych procedur terapeutycznych, zapadalno$¢ na sepse si¢ zwicksza
Jest to zwigzane z coraz czestszym stosowaniem procedur inwazyjnego leczenia oraz
sukcesywnym wydluzaniem si¢ wieku pacjentow, ktorzy z tego powodu coraz czesciej
wymagaja hospitalizacji. Sepsa jest najwickszym zagrozeniem dla oséb z obnizong
odpornoscia, zwlaszcza kiedy sa one dlugotrwale hospitalizowane, géwnie na oddziatach
intensywnej opieki medycznej. Dotyka ona przede wszystkim pacjentow ze schorzeniami
nowotworowymi, W immunosupresji, chorych oparzonych, osob w podesztlym wieku oraz
dzieci. Sepsa stanowi wyzwanie nie tylko medyczne ale réwniez olbrzymie obcigzenie
finansowe dla szpitali. Pacjenci z jej objawami, a zwlaszcza z jej ci¢zka odmiang, powodujaca
wystapienie dysfunkcji narzadéw, wymagaja bezwzglednej hospitalizacji na oddziatach
intensywnej terapii (OIT), co przyczynia si¢ do generowania duzych kosztow.

W leczeniu zakazen krwi niezwykle istotnym problemem decydujagcym o skutecznosci
terapii i w konsekwencji o kosztach i czasie hospitalizacji jest skuteczna diagnostyka
czynnikow etiologicznych wywolujacych ogdlnoustrojowa odpowiedZz zapalng w przebiegu
sepsy. Oznaczenie czynnika etiologicznego pozwala na zastosowanie efektywnej
antybiotykoterapii.

Do tej pory tzw. ,,ztotym standardem” diagnostycznym sa hodowle krwi prowadzone
na specjalnych podlozach, najlepiej w systemach hodowli automatycznej. Do zalet tych
metody nalezy ich prostota oraz wzglednie niski koszt wykonania badania. Stabg strong
metody opartej] na hodowli krwi jest jej czasochtonno$¢, siggajaca nawet 7 dni (do czasu
wydania wyniku badania) oraz niska czutos$¢, ktora powoduje Ze jedynie w ok. 15-30%

hodowli udaje si¢ uzyska¢ wzrost mikroorganizméw. Sytuacje dodatkowo pogarsza fakt

12
Krakow, 2015



Autoreferat dr Tomasz Gosiewski

poddawania pacjentéw antybiotykoterapii zanim dojdzie do pobrania probek krwi na posiew -
chorzy sa czesto leczeni antybiotykami zanim dochodzi do manifestacji objawdw sepsy.
Hodowle krwi w takim wypadku sg bardzo utrudnione z uwagi na to iz znajduja si¢ w niej
antybiotyki hamujg namnazanie si¢ drobnoustrojow.

Poszukiwane sg inne, alternatywne metody detekcji drobnoustrojow we krwi, ktore
moglyby skroci¢ czas diagnostyki w laboratorium, a takze cechujace si¢ wicksza czutoscia.
Alternatywe daje biologia molekularna, ktéora umozliwia precyzyjng oraz szybka detekcje
markerow genetycznych drobnoustrojow. Na czoto wysuwajg si¢ techniki oparte o metode
amplifikacji kwasow nukleinowych PCR. Niestety, wykrywanie mikroorganizméw
bezposrednio we krwi napotyka szereg trudno$ci zwigzanych z bardzo matg ich liczba
w probce, obecnoscig inhibitoréw (z ktorych najbardziej istotnym jest hem) zaburzajacych
proces amplifikacji DNA oraz koniecznoscig uzyskania bardzo dobrej jakosci izolatow
kwasow nukleinowych. Wymienione trudnosci sprawily, ze do tej pory na rynku dostgpne sa
bardzo nieliczne zestawy diagnostyczne stosowane w molekularnej diagnostyce sepsy, takie
jak np. SeptiFast (Roche), SeptiTest (Molzym) czy VYOO (SIRS-Lab). Alternatywa dla
metod amplifikacji kwasow nukleinowych moze by¢ metoda FISH (Fluorescent In Situ
Hybridization) stosowana jednak do tej pory tylko w wypadku probek krwi po hodowli, co
wymusza konieczno$¢ oczekiwania na namnozenie si¢ drobnoustrojow. W literaturze
pojawiaja si¢ takze doniesienia na temat wykorzystania metody opartej o detekcje biatek,
ktora daje mozliwos¢ detekcji gatunku — jest to metoda MALDI-TOF MS (matrix-assisted
laser desorption/ionization-time-of-flight mass spektrometry) oraz jej komercyjny
odpowiednik Sepsityper (Bruker Daltonics), ktéora wymaga jednak wczesniejszego
wyhodowania drobnoustroju.

Szybka i nowoczesna diagnostyka sepsy wymaga zatem zastosowania metod ktore
beda umozliwialy wykrywanie drobnoustrojow bezposrednio w probce krwi pacjenta w czasie

do kilku godzin, co zwigkszy szanse na wdrozenie skutecznej terapii.

Pierwsze proby zastosowania metody PCR do wykrywania §ladow obecno$ci bakterii
we krwi pacjentow z sepsa przeprowadzilem jeszcze w trakcie moich studiow magisterskich.
Staly si¢ one podstawa do napisania pracy magisterskiej zatytutowanej ,,Zastosowanie metody
PCR w diagnozowaniu bakteryjnych zakazen krwi” i obronionej na Wydziale Biologii i Nauk
o Ziemi UJ w czerwcu 2003 roku. Badania polegatly na zastosowaniu klasycznego PCR

1 uwidocznieniu prazkow na zelu elektroforetycznym, ktorych obecno$¢ wskazywata na
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0golng obecno$¢ bakterii w badanych probkach krwi. Te bardzo wstepne wyniki staly sie
podstawa do przygotowania wniosku grantowego skierowanego do Ministerstwa Nauki
1 Szkolnictwa Wyzszego, ktore w 2010 roku przyznato finansowanie na realizacje projektu
N N401 006739 zatytulowanego “Opracowanie skutecznych metod wykrywania bakterii
1 grzybow we krwi opartych o detekcje kwasow nukleinowych u chorych z sepsg”. W ramach
projektu zaprojektowano wydajng metode izolacji DNA drobnoustrojéw z krwi; oceniono
przydatno$¢ enzymow polimeraz DNA do amplifikacji PCR; zaprojektowano metod¢ nested-
multipleks PCR w czasie rzeczywistym (wykrywanie wszystkich gatunkow bakterii
1 grzybow); opracowano metode FISH do wykrywania bakterii bezposrednio (in situ)
w probkach krwi oraz sprawdzono dzialanie komercyjnego testu diagnostycznego SeptiFast
(Roche).

4.3.2. Cel przeprowadzonych badan:
Celem badan ktorych wyniki sg podstawa osiggnigcia naukowego, byto opracowanie

metodyki izolowania DNA drobnoustrojow bakteryjnych i grzybiczych z krwi oraz nowej
metody nested-multipleks-PCR w czasie rzeczywistym (nmPCR) do wykrywania bakterii
oraz grzybow bezposrednio we krwi pacjentdow z klinicznymi objawami sepsy, a takze
poréwnanie jej skutecznosci z metoda FISH w materiale bezposrednim (probka krwi),
i z komercyjnym zestawem SeptiFast (Roche) i klasycznym posiewem krwi. Badania
prowadzono na probkach krwi pochodzacych z Oddziatu Anestezjologii 1 Intensywnej Terapii
oraz z Oddzialu Neuroinfekcji 1 Neurologii Dziecigcej Krakowskiego Szpitala
Specjalistycznego im. Jana Pawla II na podstawie zgody Komisji Bioetycznej UJ
KBET/94/B/20009.

Cele szczegbdlowe:

1. Badania pilotazowe - zastosowanie klasycznego PCR do wykrywania bakterii
na podstawie sekwencji 16SrRNA w krwi — publikacja nr 1

2. Badania nad wplywem hemu na aktywno$¢ wybranych enzymoéw polimeraz
oraz wybor najmniej wrazliwego na inhibicje — publikacja nr 2

3. Opracowanie skutecznej metody izolacji DNA wszystkich drobnoustrojow
z krwi — publikacja nr 3 i patent

4. Opracowanie metody detekcji bakterii i grzybow w probce krwi przy pomocy
metody nmPCR — publikacja nr 4

14
Krakow, 2015



Autoreferat dr Tomasz Gosiewski

5. Poréwnanie skutecznosci metody nmPCR z metodg FISH, zestawem SeptiFast

(Roche) oraz hodowlg krwi — publikacja nr 5.

4.3.3. Szczegolowe omowienie osiggniecia naukowego:

Publikacja nr 1
(badania pilotazowe - zastosowanie klasycznego PCR do wykrywania bakterii na podstawie
sekwencji 16SrRNA w krwi)

Praca miata charakter badan pilotazowych. W ich ramach przeprowadzono badania
polegajace na zastosowaniu klasycznej amplifikacji PCR przy uzyciu pary starterow,
pozwalajacych na wykrycie obecno$ci bakterii w badanych préobkach krwi. Wyniki
uzyskiwano na agarozowym zelu elektroforetycznym. Jednoczes$nie, podj¢to probe
wykorzystania metody fluorescencyjnej hybrydyzacji in situ (FISH) do detekcji bakterii
bezposrednio w badanych probkach krwi. Do tej pory w literaturze naukowej opisywano
zastosowanie FISH do wykrywania i roznicowania gatunkowego bakterii w sepsie, ale tylko
w dodatnich hodowlach krwi. Przeprowadzono tez badania ptynéw hodowlanych po hodowli
Krwi.

Probki krwi pochodzity od pacjentow z klinicznymi objawami sepsy. Pacjenci byli
kwalifikowani do badania przez lekarza. Roéwnolegle z badaniami przy pomocy metody PCR
i FISH, probki krwi byly poddawane rutynowej diagnostyce mikrobiologicznej, przy pomocy
metody posiewu.

Odsetek wynikéw pozytywnych dla probek krwi wynosit: 71,4%; 28,6% i 10,7%
odpowiednio dla PCR, FISH i hodowli krwi. Roznice pomiedzy wynikami uzyskanymi za
pomocg metod PCR i FISH oraz PCR i hodowli krwi byly statystycznie istotne. W przypadku
analizy probek podtéz hodowlanych, odsetek wynikow dodatnich dla metody FISH wynosit
58,3%, natomiast dla metody hodowlanej 33,3%. Roznica ta nie byla statystycznie istotna.
Czas potrzebny do uzyskania wyniku badania przy uzyciu metod PCR i FISH wynosit ok. 4-5
godzin.

Uzyskane rezultaty wstepnie potwierdzily skuteczno§¢ metody PCR 1 FISH w szybkiej
diagnostyce bakteryjnych zakazen krwi.
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Publikacja nr 2
(badania nad wpltywem hemu na aktywnos¢ wybranych enzymow polimeraz oraz wybor
najmniej wrazliwego na inhibicje)

Amplifikacja DNA przy pomocy metody PCR pozwolita na rewolucj¢ w dziedzinie
biologii molekularnej oraz w diagnostyce medycznej. Metoda pozwala na bardzo szybkie
namnozenie materiatu genetycznego w iloéciach takich, ze mozliwa jest jego dalsza analiza,
np. sekwencjonowanie czy detekcja markerdw genetycznych obecnosci konkretnych
drobnoustrojow w badanym materiale. Kluczowym elementem kazdej amplifikacji PCR jest
enzym termostabilnej polimerazy DNA. Jak kazdy enzym, ma on swoja kinetyke dziatania
zalezna od warunkow prowadzenia reakcji enzymatycznej (tutaj amplifikacji DNA). Enzymy
polimeraz sa wrazliwe na inhibitory, z ktoérych najbardziej istotnym jest hem, blokujacy
aktywno$¢ katalityczng polimerazy DNA. Hem jest istotnym sktadnikiem hemoglobiny, ktora
znajduje si¢ w duzych ilosciach we krwi. W literaturze mozna odnalez¢ doniesienia na temat
réznego rodzaju preparatyki probek krwi, aby wyeliminowac efekt inhibicji PCR. Zazwyczaj
s to sposoby polegajace na doktadnym przeplukiwaniu probek czy tez ich rozcienczaniu lub
dodawaniu do mieszaniny reakcyjnej np. albuminy wotowej (BSA), glicerolu czy dekstranu
lub innych substancji ochronnych, ktore stanowig dla inhibitoréw dodatkowy cel
1 zmniejszajg ich oddziatywanie na polimerazg.

Celem pracy byla ocena przydatnosci termostabilnych polimeraz DNA w celu
wybrania najbardziej odpornego na dzialanie hemu. Jednocze$nie sprawdzono czy
suplementacja mieszaniny reakcyjnej substancjami ochronnymi wplywa na aktywnos¢
enzymatyczng polimeraz.

W badaniach wykorzystano DNA szczepu wzorcowego Escherichia coli ATCC25922,
ktérego DNA byto amplifikowane oraz zestaw komercyjnych enzyméw polimeraz DNA
z aktywno$cig egzonukleazy (5° — 3°): JumpStart Taq (Sigma); Hybrid (EURX); Perpetual
Tag (EURx); Tfl (EURXx); Tth (EURX); Tbr (FINNZYMES). Amplifikacj¢ prowadzono
w czasie rzeczywistym przy uzyciu aparatu CFX96 (BioRad). Badanie polegalo na
amplifikacji 1 ul (2,5 ng/ml) DNA E. coli przy pomocy polimeraz w wytworzonym
gradiencie stezenia hemu (Sigma) (0 mM — 1,0 mM). Miarg aktywno$ci enzymoéw byt
stosunek czutosci reakcji (wyrazony wartoécia parametru Cr') w danym stezeniu hemu do
czutosci w probee kontrolnej (bez hemu). Kolejnym etapem badania byta analiza wptywu

siedmiu substancji o potencjale ochronnym (w gradiencie ich st¢zenia 0% — 2%) na czuto$¢

! C1, tj. numer cyklu reakcji w ktorym liniowy przyrost produktu przecial ustalong lini¢ bazowa
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i wydajnos¢ reakcji amplifikacji DNA E. coli: albumina wolowa (BSA) (Sigma); albumina
owcza (SSA) (Sigma); betaina (Sigma); DMSO (Sigma); glikogen (Sigma); dextran (Sigma);
Triton-X100 (Sigma). Amplifikacje prowadzono przy uzyciu polimerazy ktora okazala si¢
najbardziej odporna na inhibicje hemem oraz z dodatkiem badanej substancji ochronnej.
Najwyzszg aktywno$¢ w obecnosci hemu zachowata polimeraza Perpetual Taq
(EURXx), ktorej aktywno$¢ nie spadta ponizej poziomu 0,65, a wynik ten byt istotnie rézny (p
< 0,001) od pozostatych badanych polimeraz (ryc. 1). Z kolei wyniki wptywu substancji
ochronnych na t¢ polimeraz¢ wskazywaty, ze zaréwno czuto$¢ jak 1 wydajnos¢ reakcji
amplifikacji byly nizsze niz w probce kontrolnej (bez dodatku substancji ochronnej)

w przypadku kazdej z badanych substancji.

Wplyw hemu na wydajnos$¢ amplifikacji DNA przez badane polimerazy

—e— JumpStart (Sigma)
Hybrid (EURX)
—a—Perpetual Tag (EURx)%
—TfI (EURX)
—#—Tth (EURX)
Thr DyNAzyme (FINNZYMES

aktywno$¢ enzyméw polimerazy

0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9 1.0 1.1

stezenie hemu [mM]

Ryc.1 Poréwnanie wplywu hemu na aktywno$¢ enzyméw polimeraz; * - aktywno$¢ enzymu istotnie

réozna (p < 0.001) od pozostalych badanych w kazdym punkcie pomiarowym.

Do dalszych badan wybrano polimeraze Perpetual Tag (EURX) oraz wykazano, ze

stosowanie protektorow polimeraz wptywa negatywnie na proces amplifikacji DNA.

Publikacja nr 3 i patent
(opracowanie skutecznej metody izolacji DNA wszystkich drobnoustrojow z krwi)
Bardzo waznym etapem diagnostyki przy wykorzystaniu techniki PCR jest jako$¢
DNA. W przypadku izolowania DNA drobnoustrojow z krwi, konieczne jest uzyskanie

wysoko oczyszczonego z hemu preparatu oraz odzyskanie mozliwie jak najwigcej kwasow
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nukleinowych bakterii czy grzyboéw, ktérych miana we krwi sg bardzo niskie. R6zne gatunki
tych drobnoustrojow, charakteryzujg si¢ zroznicowang podatnoscig na lize¢ komorek, z uwagi
na budowg ich $cian komoérkowych i co za tym idzie, mozliwoscia pozyskania z nich DNA.
W literaturze naukowej brakuje opisu metod izolacji DNA z krwi skutecznej jednoczesnie
w przypadku bakterii, jak i grzybow. Wiele prac przedstawia metody sprowadzajace si¢ albo
tylko do izolacji DNA eukariotycznego z leukocytow lub tez osobno z bakterii albo tylko
z grzybow, co wydluza czas preparatyki probki oraz zwicksza koszty.

Celem pracy byto opracowanie kompleksowej metody izolacji DNA drobnoustrojow
(bakterii i grzybow) niezaleznie od typu budowy $ciany komoérkowej oraz uzyskanie izolatu
o mozliwie najwyzszej czystosci i stezeniu DNA drobnoustrojow. Wyniki badan
zaowocowaly nie tylko publikacja naukowa, ale tez uzyskaniem patentu na nowatorska
metodg izolacji DNA drobnoustrojow z krwi (nr prawa wylagcznego: 219490).

W badaniach wykorzystano cztery szczepy wzorcowe, bedace przedstawicielami grup
drobnoustrojow zréznicowanych pod wzgledem budowy $ciany komorkowej: Gram ujemna
Escherichia coli ATCC25922, Gram dodatni Staphylococcus aureus ATCC33497, grzyb
drozdzowy Candida albicans ATCCI10231 i grzyb strzepkowy Aspergillus fumigatus
ATCC14110, ktorymi sztucznie inokulowano jatowa krew pochodzaca od zdrowych
wolontariuszy, tak aby uzyskaé liczbe ich komérek rzedu 10° CFU/mI dla kazdego z nich.

Opracowanie i standaryzacja metody izolacji DNA polegata na testowaniu réznych
wariantow wstepnej preparatyki probek krwi: (a) probki poddawano lizie erytrocytow
w roztworze 0,17 M chlorku amonu (Sigma) (réwnolegle izolowano DNA z pominigciem
tego etapu, aby poréwnaé¢ wyniki); (b) stosowano dezintegracj¢ mechaniczng w obecnosci
szklanych kuleczek ¢ 710 — 1180 um (Sigma) w aparacie FastPrep (MP Biomedicals); (c)
prowadzono lize¢ enzymatyczng bakterii w obecno$ci enzymow lizozymu (2mg/ml),
lizostafiny (0,2mg/ml) i litykazy 40U (Sigma) w temperaturze 37°C; (d) probki poddawano
dziataniu 50 mM NaOH (POCh) w temperaturze 95°C. W dalszym etapie ze wstepnie
spreparowanych probek izolowano DNA przy wykorzystaniu komercyjnych zestawow
(zgodnie z zaleceniami producentow): GeneMATRIX Quick Blood DNA Purification Kit
(EURX); GeneJET (Fermentas); QlAamp DNA Blood (QIAGEN); Blood Mini (A&A
Biotechnology); Genomic Mini (A&A Biotechnology). Zawartos§¢ DNA drobnoustrojow
w probkach wyznaczono za pomocg metody PCR w czasie rzeczywistym przy uzyciu
specyficznych gatunkowo starteréw i sond TagMan oraz zestawu JumpStart Taq ReadyMix

(Sigma), wyznaczajac wartos¢ Cr, tj. numer cyklu reakcji w ktorym liniowy przyrost
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produktu przecigl ustalong lini¢ bazowsg. Wszystkie procesy amplifikacji prowadzono
w termocyklerze CFX96 (BioRad). Stezenie oraz czystos$¢ izolatow calkowitego DNA
w probkach mierzono spektrofotometrycznie przy dtugosci fal: 260 nm i 280 nm. Stezenie
hemu w prébkach mierzono przy ditugosci fali 388 nm. Pomiaru dokonano w izolatach
uzyskanych z pelnej krwi oraz poddanych wstepnej hemolizie erytrocytow. Pomiar
przeprowadzono przy pomocy aparatu NanoDrop (Thermo Scientific).

W  wyniku przeprowadzonych badan opracowano metodyke izolacji DNA
drobnoustrojow z krwi. Polegata ona na prowadzeniu wst¢pnej preparatyki probek krwi celem
odseparowania hemoglobiny z erytrocytéw, a nastepnie na poddaniu pozostatego materiatu
(leukocyty i komorki drobnoustrojéw) kolejnym etapom lizy mechanicznej (szklane kulki);
enzymatycznej (lizozym, lizostafiny litykaza) oraz termiczno-chemicznej (roztwor NaOH i
inkubacja w wysokiej temperaturze). Takie podejScie zagwarantowalo zniszczenie $cian
komorowych zaréwno bakterii Gram ujemnych oraz Gram dodatnich a takze Scian grzybow
drozdzowych i plesniowych. Nastgpnie oceniono, ze najlepszym zestawem komercyjnym
stuzagcym do izolacji DNA ze spreparowanych probek krwi byly zestawy GeneMATRIX
Quick Blood DNA Purification Kit (EURx) oraz Blood Mini (A&A Biotechnology).
Kombinacja wstepnej preparatyki krwi oraz komercyjnego zestawu do izolacji DNA
umozliwila uzyskanie izolatow DNA o mozliwie najwyzszym stezeniu DNA badanych

drobnoustrojéw wzorcowych (ryc. 2) oraz o najnizszym stezeniu hemu w probkach DNA

(ryc. 3).
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Stezenie DNA mikroorganizméw w krwi
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Ryc. 2 Poréwnanie zawarto$ci DNA drobnoustrojéw przy pomocy metody iloSciowego PCR w czasie
rzeczywistym: (A) S. aureus, (B) E. coli, (C) C. albicans, (D) A. fumigatus w prébkach DNA izolowanych
z krwi przy zastosowaniu opracowanej wstepnej metody preparatyki prébek krwi i badanych zestawow

do izolacji DNA. * - wartosci istotnie rozne od pozostalych dla danego drobnoustroju (p < 0.001).

Stezenie hemu w prébkach DNA

stezenie hemu w probkach DNA [uM]

% 4.99

#
4

2.76
5
0
GeneMATRIX (EURx)  GenelET (Fermentas) QIAamp DNA Blood Blood Mini (A&A Genomic Mini (A&A
(QIAGEN) Biotechnology) Biotechnology)
DOwstepna hemoliza erytrocytow B pelna krew

Ryc. 3 Poréwnanie stopnia zawartosci hemu w izolatach DNA uzyskanych przy pomocy zestawow do
izolacji DNA zaréwno przy zastosowaniu opracowanej wstepnej metody preparatyki probek krwi jak
i bez niej. * - istotnie rézne wyniki porownania stezenia hemu w obrebie jednego zestawu do izolacji DNA
przy zastosowaniu wstepnej preparatyki probek krwi jak i bez niej; # - wyniki uzyskane przy
zastosowaniu wstepnej preparatyki probek krwi istotnie rézne od pozostalych badanych zestawéw (p <
0.05).
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Otrzymane wyniki umozliwity uzyskanie ochrony patentowej metody izolacji DNA
drobnoustrojow z krwi, jako metody nowatorskiej [Tomasz Gosiewski, Monika Brzychczy-
Wioch ,,Sposob izolowania DNA drobnoustrojow z krwi” (nr prawa wylacznego 219490)
Urzad Patentowy RP — decyzja o przyznaniu patentu z dn. 24.09.2014]. W zgloszeniu
patentowym zastrzezono mozliwo$¢ wykorzystania opatentowanej metodyki w roznych
wariantach: izolacja zardwno bakterii jak i grzybdw; izolacja tylko grzybow; izolacja tylko
bakterii z materialu biologicznego. Procedur¢ mozna dostosowaé¢ do potrzeb, eliminujac

niektore etapy, a tym samy oszczedzajac czas i zmniejszajac koszty.

Publikacja nr 4.
(opracowanie metody detekcji bakterii i grzybow w probce Krwi przy pomocy metody nested-
multipleks-PCR w czasie rzeczywistym)

Do tej pory tzw. ,,ztotym standardem” diagnostycznym sg hodowle krwi prowadzone
na specjalnych podlozach, najlepiej w systemach hodowli automatycznej. Istotng zaletg
hodowli krwi jest ich niski koszt badania. Dtugi czas oczekiwania na wynik w odniesieniu do
potrzeby szybkiego wdrozenia odpowiedniej antybiotykoterapii, stanowi jednak niewatpliwa
wade tej metody. Minusem jest takze jej niska czuto$é. Czuto§¢ metod molekularnych takich
jak PCR znacznie przewyzsza czulo$¢ metody hodowlanej w wykrywaniu obecnosci
drobnoustrojéw we krwi, poza tym wczesniejsze zastosowanie antybiotykoterapii nie wptywa
na wynik badania z uwagi na to, Ze nie ma potrzeby uzyskania wzrostu bakterii czy grzybow
na podtozu hodowlanym, a jedynie wykrycie ich sekwencji DNA. Niestety, ograniczenia maja
rowniez metody biologii molekularnej. Trudnos$¢ sprawia wyizolowanie z krwi DNA
o odpowiedniej jakosci i wysokim stgzeniu. Kolejnym problemem jest amplifikacja DNA
drobnoustrojéw wyizolowanego z krwi, ktéra moze by¢ hamowana przez hem bedacy
gtéwnym jej sktadnikiem. Wobec powyzszego, celem pracy bylo opracowanie alternatywnej
metody PCR stuzacej do wykrywania obecnosci drobnoustrojow we krwi w celu diagnostyki
sepsy.

Material do badan stanowita jalowa krew sztucznie zakazana czterema gatunkami
drobnoustrojéow wzorcowych (Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Candida albicans
I Aspergillus fumigatus) oraz krew pobrana od pacjentow z klinicznymi objawami sepsy.
Pierwszy etap badan obejmowal projektowanie starterow oraz optymalizacje warunkow
reakcji multipleks PCR w czasie rzeczywistym a takze jej odmiany w systemie nested

(dwustopniowa amplifikacja), a nastgpnie na porownaniu czutosci obu metod (tuta
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wykorzystano jatowg krew sztucznie inokulowang znanymi liczbami czterech drobnoustrojow
wzorcowych). Startery projektowano na zasadzie wyboru sekwencji DNA specyficznych dla
wszystkich gatunkow bakterii (L6SrRNA) oraz grzybow (18SrRNA) przy uzyciu zestawu
narz¢dzi bioinformatycznych oraz bazy danych genetycznych Center for Biotechnology

Information:  http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi.  Specyficznos¢  zaprojektowanych

starterow badano w poréwnaniu do nastgpujacych sekwencji rRNA zdeponowanych w bazie
BLAST: Bacillus thuringiensis (KC153529), Enterobacter aerogenes (AB844449),
Enterococcus faecalis (KC150142), Escherichia sp. (KF453959), Haemophilus influenzae
(AB377170), Neisseria meningitidis (AJ239312), Proteus mirabilis (KC150143),
Pseudomonas sp. (JQ613981), Serratia marcescens (KC130920), Staphylococcus aureus
(CP000736.1), Staphylococcus epidermidis (CP000029), Staphylococcus haemolyticus
(EF522132), Stenotrophomonas maltophilia (ABO008509), Streptococcus agalactiae
(AB002480), Streptococcus pneumoniae (CP000410.1), Streptococcus pyogenes
(AB002521), Streptococcus salivarius (NR042776); Ascomycota sp. (JX869355), Aspergillus
fumigatus (HQ871898), Aspergillus sp. (KC120773), Candida albicans (JN941105), Candida
glabrata (AY083231), Candida parapsilosis (DQ218328), Candida tropicalis (EU034726),
Candida tunisiensis (JQ612155).

Nastepnie, wytypowane sekwencje starterow sprawdzono pod katem mozliwosci
tworzenia niepozadanych trzeciorzedowych struktur wewngtrznych typu ,,spinka do wlosow”
(ang. hairpin), oraz czy sekwencje sond i starterow nie beda hybrydyzowaé same ze sobg —
w tym celu  wykorzystano kolejny  zestaw  narzedzi  bioinformatycznych:

http://www.thermoscientificbio.com/webtools/?redirect=true. Ostateczng weryfikacje

przydatnosci zaprojektowanych sekwencji przeprowadzono in vitro na szczepach
wzorcowych bakterii i grzybow. Kluczowym elementem badan byta standaryzacja
mieszaniny reakcyjnej PCR, tak aby dobra¢ optymalne warunki do rownoczesnej amplifikacji
czterech sekwencji DNA: bakterii Gram ujemnych, bakterii Gram dodatnich, grzybow
drozdzowych i grzybow plesniowych — system multipleks. Aby zwigkszy¢ czutos¢ detekeji,
zaprojektowano amplifikacje dwustopniowa w systemie nested, tzn. podczas amplifikacji I
stopnia matryca byto DNA izolowane z krwi, a podczas amplifikacji II stopnia, matryca byt
produkt reakcji | stopnia.

Kolejny etap pracy polegal na przebadaniu 102 probek krwi pobranej od pacjentow
z klinicznymi objawami sepsy z Oddzialu Neuroinfekcji i Neurologii Dzieciecej

Krakowskiego Szpitala Specjalistycznego im. Jana Pawta II (kwalifikacja do badania: dr n.
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med. Danuta Jurkiewicz-Badacz), przy pomocy opracowanej metody nmPCR oraz
rownolegle za pomoca klasycznego posiewu krwi w aparacie BacT/ALERT® 3D
(bioMérieux). DNA z krwi izolowano przy uzyciu metody opisanej W publikacji nr 3
I W patencie oraz przy wykorzystaniu polimerazy wybranej na podstawie badan opisanych
w publikacji nr 2.

Analiza uzyskanych wynikéw pozwolita na stwierdzenie, ze czulo$¢ metody nested-
multipleks PCR w czasie rzeczywistym utrzymywala si¢ na poziomie ok. 10 CFU/mI dla
kazdego z czterech badanych gatunkéw drobnoustrojow, natomiast czuto$¢ odmiany metody
w systemie ,,nienested” (jednostopniowa amplifikacja) byta co najmniej o jeden rzgd mniejsza
(tabela 1). Zastosowanie opracowanej metody detekcji drobnoustrojow pozwolito zwigkszy¢
odsetek pozytywnych wynikow z 18,6% w przypadku posiewu do 69,6% w przypadku
nNMPCR. Opracowana metoda PCR pozwolita potwierdzi¢ wyniki posiewu krwi w kazdym
przypadku oraz wytypowac przynaleznosci do grup bakterii Gram dodatnich, Gram ujemnych
oraz grzybow drozdzowych (nie wykazano obecnosci grzybow plesniowych). We wszystkich
102 probkach nie uzyskano sygnatu amplifikacji dla kontroli negatywnej, co gwarantowato

brak kontaminacji.

Tabela 1 Porownanie czulosci metod multipleks PCR i nested-multipleks PCR w czasie

rzeczywistym.

Czulo$é detekcji multipleks PCR Czulo$é detekcji nested
) multipleks PCR
Badane gatunki [CFU/mI]
[CFU/mI]
Aspergillus 3.7x10" + 2.7x10°
fumicat 3.7x10%+ 2.4x10°
umigatus :
° 3.2x10° CFU/reakcje 1.2 CFU/reakcje
(Grzyby "Cr (31.2-38.5)
strzepkowe) TReme Cr(29.1-32.2)
Candida 8.5x10 + 3.6x10°
Ibi 9.9x10° + 3.4x10°
abieam 9.5x10" CFU/reakcje 0.24 CFU/reakcje
(arzyby Cr (33.3-37.2)
drozdzowe) T Cr (29.7-32.1)
1 2
Staphylococcus 4.5x10° + 2.5x10° 1.1x10°+ 3.7x10
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aureus 5.1x10° CFU/reakcje 7.8 CFU/reakcje
(bakterie Gram Crt (34.0-36.7)
) Cr (25.2-28.0)
dodatnie)
1.3x10" + 3.7x10°
Escherichia coli 5.4x10° + 2.5%x10°
(bakterie gram 6.1x10% CFU/reakcje 7.3 CFU/reakeje

“Ct, numer cyklu reakeji w ktérym liniowy przyrost produktu przecial ustalona lini¢ bazowa

Opracowana metoda nmPCR zostata zgtoszona w Urzedzie Patentowym RP w trybie
krajowym oraz mi¢dzynarodowym [Tomasz Gosiewski, i inni: ,,Method for simultaneous
detection of bacteria and fungi in a biological preparation by PCR primers and a set for
the detection of bacteria and fungi” W0/2014/189398; PCT/PL2014/050029; 27.11.2014]

i oczekuje na przyznanie patentu.

Publikacja nr 5
(porownanie skutecznosci metody nmPCR z metodq FISH, zestawem SeptiFast (Roche) oraz
hodowlg krwi)

Wykrywanie obecnos$ci drobnoustrojow we krwi pacjenta jest kluczowe dla
potwierdzenia diagnozy o sepsie. Powszechnie stosowana metoda hodowli krwi nie jest
w pelni skuteczna. Poszukiwane sg inne metody detekcji drobnoustrojow we krwi, ktore
mogtyby skréci¢ czas diagnostyki w laboratorium, a takze cechujace si¢ wyzsza czulo$cia.
Alternatywe daje biologia molekularna, ktora umozliwia precyzyjng oraz szybka detekcje
markerow genetycznych drobnoustrojow. Na czoto wysuwaja si¢ techniki oparte o metodg
PCR. Niestety, wykrywanie mikroorganizméw bezposrednio we krwi napotyka szereg
trudno$ci zwigzanych z bardzo malg ich liczbg w prébce, obecno$cig inhibitorow
zaburzajacych proces amplifikacji DNA oraz konieczno$cig uzyskania bardzo dobrej jakos$ci
izolatow kwasow nukleinowych. Wymienione trudnos$ci sprawily, ze do tej pory na rynku
dostepne sg bardzo nieliczne zestawy diagnostyczne stosowane w molekularnej diagnostyce
sepsy, takie jak np. SeptiFast (Roche), SeptiTest (Molzym) czy VYOO (SIRS-Lab).
Alternatywa dla metod amplifikacji kwaséw nukleinowych moze by¢ metoda FISH
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stosowana jednak do tej pory tylko w wypadku probek krwi po hodowli, co wymusza
konieczno$¢ oczekiwania na namnozenie si¢ drobnoustrojow.

W tej pracy przedstawiono wyniki badan laboratoryjnych pordéwnania skuteczno$ci
czterech metod stuzagcych do wykrywania obecnosci mikroorganizmow we krwi dorostych
pacjentow z klinicznymi objawami sepsy, tj: SeptiFast (Roche) (SF), nested, multiplex, PCR
w czasie rzeczywistym (nmPCR), FISH oraz posiew krwi przy zastosowaniu systemu
BacT/ALERT 3D (bioMérieux). Badania przeprowadzono na 71 probkach krwi pobranych od
pacjentow z sepsg, hospitalizowanych na Oddziale Anestezjologii i Intensywnej Terapii
Krakowskiego Szpitala Specjalistycznego im. Jana Pawta II (kwalifikacja do badania: lek.
Agnieszka Flis i dr hab. Rafal Drwita). DNA z krwi izolowano przy uzyciu metody opisanej
w publikacji nr 3 i w patencie; nmPCR przeprowadzono przy wykorzystaniu metodyki
opisanej w publikacji nr 4, FISH wykonano przy uzyciu metody opisanej w publikacji nr 1.

Zastosowanie nmPCR pozwolito zwigkszy¢ odsetek pozytywnych wynikoéw do 71,8%
w porownaniu z 36,6% w przypadku posiewu. Odnotowano takze nizszy odsetek wynikow
pozytywnych dla metody SF (25,3%) oraz FISH (29,6%) w poréwnaniu z uzyskanym
z metody nmPCR. Opracowana metoda nmPCR pozwolita potwierdzi¢ wyniki uzyskane
dzigki zestawowi SF oraz FISH (ryc. 4) we wszystkich przypadkach gdzie wykryto bakterie.

Stwierdzono ze nmPCR wykrywa obecno$¢ drobnoustrojéw we krwi istotnie czesciej
niz metody posiewu, FISH oraz SF (p < 0.0001). Nie wykazano istotnych réznic pomigdzy

pozostaltymi metodami.
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C

Ryc. 4 Zdjecie z mikroskopu fluorescencyjnego, uzyskane za pomoca metody FISH: (A) widoczne
bakterie K. pneumoniae; (B) widoczne bakterie Streptococcus spp.; (C) widoczne bakterie E. cloacae.

Powigkszenie 1000 x. Mikroskop fluorescencyjny BX51 (Olympus).

4.3.4. Podsumowanie
Przedstawiony cykl publikacji oraz uzyskany patent stanowig calo$¢ osiggniecia

naukowego, bedacego podstawg wniosku 0 przyznanie stopnia naukowego doktora
habilitowanego. Opracowana metoda detekcji bakterii 1 grzybow we krwi zostata opracowana
— poczynajac od badan na poziomie izolacji DNA, poprzez badania enzymow polimeraz, na
zaprojektowaniu metody PCR skonczywszy — i przetestowania. Udato si¢ stworzyé
kompleksowa metodyke diagnostyczng, pozwalajaca na jednoczesne wykrywanie bakterii
Gram ujemnych, Gram dodatnich, grzybéw drozdzowych i grzybdéw plesniowych w uktadzie
typu nested-multipleks PCR w czasie rzeczywistym.

Badania skutecznos$ci metody nmPCR przeprowadzono na probkach krwi pochodzacych od
dzieci jak i od osob dorostych i w przypadku obydwu grup uzyskany odsetek wynikoéw
pozytywnych byl znaczaco wyzszy niz w przypadku metody posiewu. Odsetek wynikow
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pozytywnych uzyskanych dzieki nmPCR siggat ok. 70% (publikacje nr 4 i 5), co znacznie
przewyzszato liczbe pozytywnych wynikow uzyskanych z metody posiewu (18,6% i 36,6%)
czy SeptiFast (Roche) (25,3%). Tak duza réznica byta prawdopodobnie spowodowana tym,
ze metoda hodowlana ma swoje ograniczenia, opisane powyzej, natomiast komercyjny zestaw
SF zostal zaprojektowany do detekcji kilkunastu konkretnych gatunkéw drobnoustrojow.
Metoda przedstawiona w osiggni¢gciu naukowym (nmPCR) pozwalala na wykrywanie
wszystkich gatunkéw bakterii 1 grzybow (zastosowany system kontroli wykluczal
kontaminacje w metodzie nmPCR). Dodatkowo, opisano zastosowanie autorskiej metody
FISH shluzacej wykrywaniu bakterii bezposrednio w probkach krwi z pomini¢ciem etapu
hodowli, co stanowi uzupelnienie oraz alternatywe dla zaprojektowanej metody nmPCR.
Odsetek pozytywnych wynikow uzyskanych dzigki FISH (29,6%) byt zblizony do poziomu
jaki dato wykorzystanie zestawu SF (25,3%). Metoda FISH byta tansza oraz szybsza
w dziataniu niz SF, gdyz nie wymagana byta izolacja DNA, moze zatem stanowi¢ ona
alternatywe dla zestawu SeptiFast (Roche).

Opracowane metody izolacji DNA oraz nmPCR wykazaly swoja skuteczno$¢ co zostato
potwierdzone w przedstawionych publikacjach. Ponad to, do tej pory udato si¢ uzyskac¢ patent
na metode izolowania DNA oraz zgloszono nmPCR do ochrony patentowej. Wszystko to
stanowi rekojmie mozliwosci praktycznego wykorzystania opisanych metod w medycznej

diagnostyce sepsy.

5. Omoéwienie pozostalych osiagnie¢ naukowo — badawczych.

Ponizej przedstawitem tematyke badawcza, ktdra poza osiggnigciem naukowym opisanym

powyzej, stanowi istotng cze¢$¢ mojej dziatalnosci naukoweyj.

5.1. Badania nad skladem i rolg komensalnej flory bakteryjnej
I grzybiczej czlowieka w zdrowiu i w chorobie.

Tematyka ta zaczalem zajmowac si¢ jeszcze przed uzyskaniem stopnia naukowego
doktora, jednak pierwsze publikacje z tego zakresu pojawily si¢ juz po obronie pracy
doktorskiej. Ponizej przedstawitem opis tylko prac opublikowanych w czasopismach

posiadajacych wskaznik Impact Factor.
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Flora komensalna cztowieka jest obecna na skorze, w drogach rodnych kobiet oraz na
btonach §luzowych jamy ustnej i w catym przewodzie pokarmowym. W jelicie grubym mamy
do czynienia z najwigksza obfitoscig jakosciowa i ilosciowa gatunkow. Od kilku lat badacze
na catym $wiecie opisujg zmiany sktadu flory (mikrobiota) w przebiegu roznych choréb.

Badania w ktorych bralem udzial, dotyczyly zmian sktadu flory przewodu
pokarmowego czlowieka w przebiegu nieswoistych zapalen jelit (IBD). Praca w tej tematyce
byta prowadzona pod kierunkiem Pani dr hab. Magdaleny Strus oraz Pana prof. dr hab. Piotra
B. Heczko i we wspotpracy z Zespotem Pana Prof. dr hab. Krzysztofa Fyderka z Kliniki
Pediatrii, Gastroenterologii i Zywienia Polsko-Amerykanskiego Instytutu Pediatrii UJ CM
oraz z Zespotem Pana Prof. dr hab. Tomasz Macha z Kliniki Gastroenterologii i Hepatologii
Katedry Gastroenterologii, Hepatologii i Choroéb Zakaznych UJ CM. Rezultatem tym prac
byty artykuty, ktorych jestem wspotautorem.

e [Fyderek K., i inni (2009) Mucosal bacterial microflora and mucus layer thickness
in adolescents with inflammatory bowel disease. World J Gastroenterol. 15:5287-
94]. W tej pracy wykazano ze zmieniat si¢ sktad flory jelita grubego dzieci z chorobg
Lesniowskiego-Crohna (CD) oraz z wrzodziejacym zapaleniem jelita grubego (UC).
Wykazano ze bakterie z rodzaju Streptococcus dominowaty na §luzdéwce pacjentow
z CD, natomiast w grupic z UC dominowaly bakterie Lactobacillus. W grupie
pacjentow z IBD (CD i1 UC) wykazano istotny spadek liczby bakterii z grupy
Bifidobacterium w poréownaniu do grupy kontrolnej. Ponadto, udowodniono, ze
u pacjentow z IBD zmniejszata si¢ grubos¢ warstwy §luzowej pokrywajacej nablonek
okreznicy od strony jej $wiatta w poréwnaniu do grupy kontrolnej. Wszystkie opisane
roznice byly istotne statystycznie w poroOwnaniu do grupy kontrolnej pacjentow
zdrowych.

(IF =2,092)

e [Strus M., i inni (2009) A role of hydrogen peroxide producing commensal
bacteria present in colon of adolescents with inflammatory bowel disease in
perpetuation of the inflammatory process. J Physiol Pharmacol. Suppl 6:49-54].
W tej pracy wykazano, ze w jelicie grubym pacjentéw z IBD wzrastata liczba bakterii
tlenowych, a spadata liczba beztlenowych w poréwnaniu do grupy kontrolne;j.

Udowodniono tez, ze w grupie bakterii tlenowych znajdowaty si¢ te, ktore miaty
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zdolnos$¢ do produkowania nadtlenku wodoru (H,0;). Wykazano takze, ze na
Sluzowce jelita grubego w przebiegu IBD wzrastata liczba bakterii z rodziny
Enterobacteriaceae, co mogto mie¢ wpltyw na zaostrzenie procesu zapalnego z uwagi
na obecno$¢ wigkszej ilosci LPS (endotoksyny).

(IF = 1,489; MNiSW = 24)

e [Gosiewski T., i inni (2012) Horizontal distribution of the fecal microbiota in
adolescents with inflammatory bowel disease. J Pediatr Gastroenterol Nutr. 54:20-
7]. Artykul opisuje tzw. warstwowy uktad flory jelita grubego na przekroju
poprzecznym okreznicy w przebiegu IBD u dzieci. Wykazano ze grupie z IBD mozna
wyrdzni¢ trzy warstwy poczynajac od btony sluzowej jelita: I — flora zblizona sktadem
do tej znajdujacej si¢ na btonie §luzowej; Il — flora o sktadzie przejsciowym mig¢dzy
warstwg [ a III; III — flora o sktadzie roznym od flory btony $luzowej. W grupie
kontrolnej trzy frakcje nie wykazywatly zrdéznicowania skladu jako$ciowego
i ilosciowego. Potwierdzono takze, ze w grupie pacjentow zdrowych wystepowato
istotnie wigcej bakterii Bifidobacterium niz u pacjentow z UC i CD. Wykazano takze,
ze flora bakteryjna przywarta do $luzowki okr¢znicy pacjentow z UC miata in vitro
istotnie wigksza zdolno$¢ do degradacji mucyny (sktadnika §luzu jelitowego) niz
w flora w grupie kontrolnej.

(IF = 2,196; MNiSW = 30)

e [Pilarczyk-Zurek M., (2013) Possible role of Escherichia coli in propagation and
perpetuation of chronic inflammation in ulcerative colitis. BMC Gastroenterol.
13:61]. W pracy wykazano znaczacy wzrost liczebnosci bakterii E. coli na btonie
Sluzowej jelita grubego u pacjentow z UC w poroéwnaniu do grupy kontrolnej. Analiza
PFGE nie wykazata aby w grupie badanej wstepowaty specyficzne szczepy E. coli,
jednak szczepy te posiadaly znacznie czgsciej sekwencje gendw ChuA i iutA, ktore
ulatwiajg pozyskiwanie zelaza podczas przewleklych procesow zapalnych jelit.
Wiadomo ze w przebiegu UC wystepuje krwawienie ze S$luzoéwki jelita, zatem
dostarczane jest zelazo, ktore moze stymulowaé zwigkszanie si¢ kolonizacji btony
sluzowej okreznicy przez E. coli w przebiegu UC.

(IF = 2,113; MNiSW = 25)
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[Golinska E., i inni (2013) Virulence factors of Enterococcus strains isolated from
patients with inflammatory bowel disease. World J Gastroenterol. 19:3562-72].
Kolejna grupa mikroorganizméw na ktorej skupiliSmy swoja uwage, byly bakterie
z rodzaju Enterococcus. Stwierdzono ze, skumulowane wystgpowanie genow
wirulencji w genomie izolatow Enterococcus w grupie pacjentéw z IBD bylo wyzsze
niz w grupie kontrolnej, jednak roznice nie byly istotne statystycznie. In vitro
potwierdzono istotnie wigkszg zdolnos¢ do adherowania do epitelialnej jelitowej linii
komorkowej Caco-2 szczepdw Enterococcus izolowanych od pacjentow z grupy IBD
w poréwnaniu do grupy kontrolne;j.

(IF = 2,433; MNiSW = 25)

Nastepng jednostka chorobowg w przebiegu ktorej podjeto badania sktadu mikrobiota

w jelicie grubym byta cukrzyca typu 1 (T1IDM) i typu 2 (T2DM). Prace sa wciaz jeszcze

prowadzone w ramach projektu grantowego, ktorym kieruje: [2011/03/D/NZ5/00551 NCN

,Badanie flory bakteryjnej przewodu pokarmowego u pacjentow z cukrzycg typu 1 i 2

oraz z otyloscia olbrzymia lub patologiczna poddawanych zabiegowi rekawowej resekcji

zoladka” (2012-2015)]. Badania sg prowadzone we wspotpracy z Panem Prof. dr hab.

Maciejem Mateckim z Kliniki i Katedry Choréb Metabolicznych UJCM oraz dr Pawlem
Woltkowem, kierownikiem Osrodka Genomiki Medycznej — OMICRON UJCM. Badania sg

prowadzone przy wykorzystaniu sekwencjonowania nowej generacji 16S, pozwalajacego na

skanowanie calego mikrobiomu. Do tej pory opublikowaliSmy jedng prace, poniewaz projekt

jest wcigz w trakcie realizacji

[Gosiewski T., i inni (2014) Quantitative evaluation of fungi of the genus Candida
in the feces of adult patients with type 1 and 2 diabetes - a pilot study. Gut Pathog.
6:43]. Po raz pierwszy przebadano ilosciowy sktad grzybow z rodzaju Candida
w jelicie grubym u pacjentoéw z obydwoma typami cukrzycy. Wykazano, ze zar6wno
w T1DM jak i w T2DM istotnie wzrasta liczba komorek grzybow w poréwnaniu do
grupy kontrolnej. Bardzo ciekawym spostrzezeniem byto wykazanie, ze wraz ze
wzrostem liczby komorek Candida u pacjentow z T2DM, spada stgzenie frakcji
lipidow (cholesterol catkowity, HDL, LDL, trojglicerydy) w osoczu krwi u tych
samych pacjentéw. Niewykluczone ze we florze jelitowej pacjentdw z cukrzyca typu 2

wystepuja szczepy Candida o potencjale probiotycznym, zdolne rozktadaé lipidy
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w tresci pokarmowej. To przypuszczenie stato si¢ podstawg do przygotowania
kolejnego wniosku grantowego, skierowanego do NCN i majacego na celu doktadne
zbadanie opisanej zaleznosci — wniosek w trakcie oceny.

(IF =2,070; MNiSW = 25)

5.2. Molekularna struktura populacji, czynniki wirulencji,
determinanty opornosci na antybiotyki paciorkowcow z grupy B
(GBS) u kobiet w ciazy i noworodkow.

Moj udziat w ramach opisywanej tematyki badawczej byt mozliwy dzieki Pani dr hab.
Monice Brzychczy-Wtoch, ktora koordynowata cato$§¢ badan oraz byla kierownikiem
projektu wiasnego [N N401 042337 MNiSW ,,Charakterystyka izolatow Streptococcus
agalactiae pochodzacych z inwazyjnych zakazen i od nosicieli oraz analiza
immunoreaktywnych antygenéw bialkowych obecnych na ich powierzchni” (2009-
2012)], ktorego bytem wspotwykonawcg. Badania dotyczyty szeroko zakrojonych badan nad
nosicielstwem GBS u kobiet w cigzy oraz zakazen u noworodkéw. Ich celem byta ocena
populacji tych bakterii pod katem wystepujacego profilu opornosci na antybiotyki, obecnosci
typow antygendéw powierzchniowych w postaci biatek z rodziny Alp oraz polisacharydow
warunkujacych serotyp. Badania byly prowadzone na szczepach GBS zebranych dzigki
Polskiej Sieci Neonatologicznej, kierowanej przez prof. Ewe Helwich z Kliniki Neonatologii
I Intensywnej Terapii Noworodka Instytutu Matki i Dziecka w Warszawie. Wynikiem pracy
naukowej w ramach tej tematyki badawczej byly liczne publikacje, ktorych jestem

wspolautorem.

e [Strus., i inni (2009) Group B streptococcus colonization of pregnant women and
their children observed on obstetric and neonatal wards of the University
Hospital in Krakow, Poland. J Med Microbiol. 58:228-33]. Wst¢pne badania
dotyczace kolonizacji 340 kobiet oraz ich dzieci przeprowadzono na populacji
pacjentek hospitalizowanych na Oddziale Klinicznym Poloznictwa i Perinatologii oraz
na Oddziale Klinicznym Neonatologii Szpitala Uniwersyteckiego w Krakowie.
Badania wykazaly, ze kobiety z cigzg przebiegajaca nieprawidlowo byty czgsciej

kolonizowane GBS (20%) w poréwnaniu do pacjentek z prawidlowym przebiegiem
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ciazy (17,2%). Ponadto, kobiety z nieprawidtowo przebiegajaca ciazg byty dwukrotnie
cze¢sciej kolonizowane przez szczepy GBS o fenotypie opornosci typu MLSg).

(IF = 2,272; MNiSW = 20)

e [Brzychczy-Wioch M., i inni (2010) Genetic characterization and diversity of
Streptococcus agalactiae isolates with macrolide resistance. J Med Microbiol.
59:780-6]. Badania przeprowadzono na izolatach GBS pochodzacych z Sieci
Neonatologicznej przy pomocy metody PCR multipleks. Oceniono czestosé
wystepowania gendOw kodujacych oporno$¢ na makrolidy, gendéw warunkujacych
serotyp oraz kodujgcych biatka powierzchniowe Alp (alpha-like protein). Wykazano
ze wsrod badanej puli izolatéw GBS, 16% bylo opornych na erytromycyng, zas 10%
na klindamycyne. W grupie izolatéw z opornoscig, 63% posiadalo mechanizm
konstytucyjny MLSg, 26% indukcyjny MLSg, a 11% typ M. Posrdd izolatow
opornych, serotyp V was dominujacy (67 %), nastepnie serotypy: II (15 %), Ia (11 %)
i 11 (7 %). Rozktad czgsto$ci wystepowania biatek powierzchniowych przedstawiat
si¢ nastepujagco: alp3 (70 %), rib (11 %), epsilon (7.5 %), bca (7.5 %) oraz alp2 (4 %).
Przy pomocy metody PFGE wykazano, ze najwigksza homogenno$¢ genetyczna
wystepowata wérod izolatéw nalezacych do serotypu V.

(IF = 2,380; MNiSW = 27)

e [Brzychczy-Wioch M., i inni (2012) 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.
140:329-36]. Przeprowadzono badania cz¢stosci wystgpowania poszczegdlnych biatek
powierzchniowych z rodziny Alp oraz serotypéw na puli 353 izolatow GBS. Badania
przeprowadzono dzigki metodzie multipleks PCR. Wykazano ze odsetki
wystepowania poszczegolnych serotypow byly nastepujace: Il (35%), la (20%), V
(17%), 11 (15%), Ib (8%) i IV (5%). Najczesciej wystepujacym biatkiem Alp byt
epsilon (26%), oraz kolejne: rib (22%), alp2 (21%), bca (17%) i alp3 (14%).
Wystepowanie niektorych biatek bylo istotnie zwigzane z konkretnymi serotypami
(P<0-0001): epsilon z la, Ib, 1V; bca z Ib, II; rib z 11, 111; alp3 z V; alp2 z 11l. Ocena

wystepowania poszczegdlnych serotypow i bialek powierzchniowych w populacji
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GBS na terytorium Polski jest wazna z uwagi na opracowanie przyszitej szczepionki
przeciwko GBS.
(IF =2,867; MNISW = 25)

e [Bodaszewska-Lubas M., i inni (2012) Antibacterial activity of selected standard
strains of lactic acid bacteria producing bacteriocins--pilot study. Postepy Hig
Med Dosw (Online). 66:787-94]. W ramach tej pracy przeprowadzono badania nad
wplywem bakteriocyn produkowanych przez bakterie kwasu mlekowego
L. plantarum C 11, L. sakei DSMZ 6333, and L. lactis ATCC 11454 na szczepy
S. agalactiae w =zaleznosci od ich serotypu i bialek powierzchniowych Alp.
Najwieksza zdolno$¢ do hamowania wzrostu GBS miat szczep L. plantarum C 11.
Szczep L. sakei DSMZ 6333 nie wykazywal zdolnosci hamujacych GBS, natomiast
szczep L. lactis ATCC 11454 hamowal GBS w niewielkim stopniu. Najmniej
wrazliwe na bakteriocyny byly serotypy Ib i III, podczas gdy najbardziej wrazliwy byt
serotyp Il. Wrazliwos¢ GBS na bakteriocyny nie byla zwigzana z konkretnym
biatkiem powierzchniowym Alp.

(IF =0,552; MNiSW = 15)

e [Bodaszewska-Lubas M., i inni (2013) 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.
62:85-90]. Przeprowadzono badania nad adherencjg szczepow GBS izolowanych od
kobiet oraz noworodkéw do pochwowej linii komérkowej A431 oraz linii jelitowej
HT-29 celem sprawdzenia zdolnosci do kolonizacji drég rodnych oraz przewodu
pokarmowego przez wybrane izolaty GBS ze wzgledu na ich serotyp oraz biatka Alp.
Wykazano ze adherencja szczepow GBS do komoérek linit HT-29 byla znacznie
wyzsza niz do linii komérkowej A431. Najwigkszg zdolnos¢ do adhezji ze wzgledu na
bialka Alp wykazywaty szczepy z biatkiem rib i alp2. Serotyp III adherowat do linii
A-431 bardziej wydajnie, zwlaszcza jesli szczepy GBS posiadaty rownoczesnie biatka
rib i alp2. Szczepy GBS posiadajace geny rib adherowaty do linii komorkowych HT-
29 i A-431 lepiej niz szczepy GBS posiadajace inne biatka Alp.

(IF=0,871; MNiISW = 15)
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[Brzychczy-Wtoch M., i inni (2014) Multilocus sequence types of invasive and
colonizing neonatal group B streptococci in Poland. Med Princ Pract. 23:323-30].
Celem pracy bylo wykorzystanie metody MLST (Multi Locus Sequence Typing) do
typowania genetycznego izolatow GBS pochodzacych z zakazen i z nosicielstwa
u noworodkoéw. Na podstawie uzyskanych sekwencji siedmiu gendéw housekeeping
(adhP, pheS, atr, gInA, sdhA, glcK, tkt) okreslono typy sekwencyjne (ST) badanych
izolatow GBS, a nastepnie przyporzadkowano je do grup klonalnych (CC). Dzieki
poréwnaniu wynikéw z bazami MLST przeprowadzono pierwsze w Polsce
poréwnanie izolatow S. agalactiae pochodzacych od zdrowych noworodkow
skolonizowanych przez paciorkowce z grupy B oraz od noworodkow z zakazeniem
z izolatami tego gatunku pochodzacymi z innych krajow. Na podstawie uzyskanych
wynikow wykazano, ze w grupie noworodkow zdrowych przewazalty izolaty
z serotypem |1l (60%), dalej la (20%), Il (10%), V (5%) i Ib (5%). Wsrod
noworodkow z zakazeniem GBS dominowat serotyp III (50%), nastepnie Il (27%), V
(14%) i Ia (9%). W grupach noworodkow nie stwierdzono istotnych statystycznie
réznic w rozkladzie serotypow. Analiza izolatow GBS pod wzgledem genow
kodujacych biatka Alp wykazata, ze u noworodkéw zdrowych wystgpowaty gtownie
izolaty posiadajace gen alp2 (50%), nastepnie epsilon (25%), rib (10%), bca (10%)
i alp3 (5%). W grupie noworodkow z zakazeniem dominowalo biatko rib (58%),
nastepnie bca (23%), alp2 (9%), alp3 (5%) oraz epsilon (5%). Wykazano istotnosé
statystyczng miedzy izolatami GBS pochodzacymi z nosicielstwa, a wystepowaniem
biatka alp2 oraz izolatami z zakazen a biatkiem rib.

Wykorzystanie metody MLST umozliwito oznaczenie 14 typow ST, z czego 10 typow
wchodzito w sktad jednej z czterech gldéwnych grup klonalnych: CC10, CC17, CC19
oraz CC23. Najwiecej izolatow tworzytlo kompleks CC23 (49%) reprezentowany
przez typy sekwencyjne: ST-23, ST-220, ST-249; nastepnie 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 izolatbw GBS o0znaczono pojedyncze typy ST, nie tworzace
kompleksow klonalnych, takie jak: ST-1, ST-22, ST-255 oraz ST-410.

(IF =1,113; MNiSW = 25)
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e [Brzychczy-Wtoch M., i inni (2014) Dynamics of colonization with group B
streptococci in relation to normal flora in women during subsequent trimesters of
pregnancy. New Microbiol. 37:307-19]. W ramach prac przeprowadzono badania
ilosciowego 1 jakosciowego sktadu flory pochwy oraz odbytu u kobiet w cigzy
skolonizowanych GBS oraz bez kolonizacji w trzech trymestrach cigzy. Badano takze
probki moczu pod katem obecnosci GBS. W grupie pacjentek z nosicielstwem GBS
wykazano ze odsetek obecnosci GBS byt zalezy o etapu cigzy: trymestr I - 21%,
trymestr Il - 14% oraz trymestr 11l - 17%. Populacja GBS w odbycie w trzecim
trymestrze cigzy byla istotnie najbardziej obfita i przyjmowata $rednig liczbe 4 x 10°
CFU/ml, za§ w pologu 2 x 10° CFU/ml. U 13% pacjentek skolonizowanych GBS
wykazano bezobjawowa bakteriuri¢ S. agalactiae. Generalnie mozna stwierdzi¢, ze
kolonizacja drég moczowo-ptciowych i odbytu przez GBS u kobiet w kolejnych
trymestrach cigzy miata charakter ciaggly, przerywany lub okresowy, przy czym
rezerwuarem szczepow GBS byt przewod pokarmowy. Analiza globalnej flory
pochwy w kolejnych trymestrach cigzy nie wykazata réznic pomigdzy grupa kobiet
skolonizowanych paciorkowcem z grupy B, a grupa pacjentek bez potwierdzonej
kolonizacji.

(IF =1,603; MNiSW = 15)

5.3. Opracowanie i standaryzacja metod biologii molekularnej
w diagnostyce mikrobiologicznej innej niz diagnostyka sepsy.

W ramach tego tematu badawczego prowadze badania nad mozliwoscig zastosowania
metod biologii molekularnej w diagnostyce bakteriologicznej. Biologia molekularna jest
szeroko stosowana w wirusologii, natomiast bakteriologia nadal bazuje glownie na
klasycznych metodach diagnostycznych, takich jak posiew czy badania serologiczne. Oprocz
szczegblowo opisanego osiagnigcia badawczego, dotyczacego opracowania molekularnych
metod diagnostyki sepsy, a bedgcego podstawa ubiegania si¢ o stopien naukowy doktora
habilitowanego, prowadz¢ badania nad innymi metodami molekularnymi mogacymi miec

zastosowanie w bakteriologii. Ponizej przedstawiam prace z tego zakresu.

e [Gosiewski T., i inni (2012) The application of multiplex PCR to detect seven
different DNA targets in group B streptococci. Folia Microbiol. 57:163-7].
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Paciorkowce z grupy B s3 czynnikiem etiologicznym groznych zakazen noworodkow.
Patogenno$¢ GBS jest zwigzana z typem serologicznym szczepu oraz z jego profilem
opornosci na antybiotyki, gléwnie na makrolidy i linkozamidy. W szybkiej
diagnostyce molekularnej wazne jest potwierdzenic obecnosci S. agalactiae
w materiale diagnostycznym oraz okreslenie serotypu 1 gendw opornosci na
makrolidy. W ramach pracy, opracowano i standaryzowano metode multipleks PCR
umozliwiajacg detekcje podczas pojedynczej reakcji amplifikacji az siedmiu
sekwencji markerowych GBS warunkujgcych: serotypy Ia, III, V (najczesciej
wystepujace w populacji GBS w USA i w Europie); geny opornosci na makrolidy
ermB, mefA/E; hiperwirulentnego typu sekwencyjnego ST17; cfb, sekwencji
markerowej dla GBS. Opracowanie metody multipleks PCR stuzacej do detekcji
siedmiu sekwencji genetycznych w pojedynczej reakcji amplifikacji jest duzym
osiggnigciem, zwlaszcza ze udalo si¢ polaczy¢ razem startery pochodzace z réznych
niezaleznych publikacji naukowych, jak rowniez opracowaé jeden program
amplifikacji w celu uzyskania tak bardzo r6znych pod wzgledem wielko$ci produktow
reakcji PCR (153-1826 bp). Ponadto, metoda ta moze stanowi¢ doskonate narzg¢dzie
do skriningu diagnostycznego jak i epidemiologicznego w szpitalach dysponujacych
laboratorium diagnostycznym wyposazonym w podstawowy sprz¢t do badan
molekularnych. Dzigki jej zastosowaniu mozliwe jest nie tylko potwierdzenie
obecnosci GBS ale takze szybkie wykrycie gendw warunkujacych oporno$¢ na
makrolidy, wykrycie hiperwirulentnych szczepéw ST-17 oraz detekcje najczesciej
wystepujacych serotypow la, III 1 V zwigzanych z duzg zachorowalnoscig oraz
smiertelnoscig wsrod pacjentow.

(IF = 0,791; MNiSW = 15)

e [Gosiewski T., i inni (2012) The application of genetics methods to differentiation
of three Lactobacillus species of human origin. Ann Microbiol. 62:1437-1445].
Zainteresowanie probiotykami jako suplementami diety lub lekami wzrasta. Aby
uzna¢ konkretny izolat bakterii za probiotyczny, nalezy doktadnie okresli¢ jego cechy
probiotyczne oraz wilasciwosci taksonomiczne do poziomu szczepu wiacznie.
Wigkszo$¢ znanych metod genotypowania zostata zaprojektowana dla powszechnie
wystepujacych bakterii patogennych. W niniejszej pracy dokonano standaryzacji

metod RAPD, PFGE i FISH do typowania genetycznego bakterii nalezacych do
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gatunkow L. fermentum, L. gasseri i L. plantarum. Dodatkowo, zastosowano metod¢
MLST do genotypowania L. plantarum. W wyniku prac badawczych zaprojektowano
sondy FISH specyficzne dla gatunkéw L. fermentum i L. gasseri, umozliwiajace
wykrywanie tych bakterii bezposrednio w materiale badawczym, jakim moze by¢
probka katu czy np. jogurtu. Ponadto, opracowano schemat genotypowania dla trzech
badanych gatunkow bakterii przy pomocy metod RAPD oraz PFGE. Wykazano, ze
izolaty L. plantarum pochodzenia ludzkiego nie poddaja si¢ dyskryminacji
genetycznej 1 sg bardzo homogenne genetycznie, a jedynie szczepy pochodzenia
roslinnego wykazujg odmienno$¢ genetyczng. Nawet metoda MLST nie byla w stanie
zroznicowaé ludzkich izolatow L. plantarum. Rezultatem pracy s3 narzgdzia
genetyczne (FISH, RAPD, PFGE) uzyteczne w typowaniu i genotypowaniu szczepow
L. fermentum i L. gasseri, co jest niezb¢dne w badaniach preparatow probiotycznych
skonstruowanych na bazie tych bakterii. W przypadku L. plantarum wskazano na
konieczno$¢ poszukiwania bardziej dyskryminujacych metod genotypowania tego
gatunku bakterii oraz przy okazji odkryto wysoki stopien homogennos$ci genetycznej
wsrod izolatow pochodzenia ludzkiego.

(IF = 1,549; MNiSW = 15)

W trakcie realizacji jest projekt statutowy, kierowany przez mnie [K/ZDS/004624
UJCM ,,Opracowanie molekularnej metodyki diagnostyki zakazen wywolanych przez
Borrelia burgdorferi — izolacja DNA oraz real time PCR”], dotyczacy mozliwo$ci
diagnostyki zakazenia wywotanego przez B. burgdorferi. Obecnie diagnostyka opiera si¢
przede wszystkim na badaniach serologicznych ELISA i Western-Blot. Niestety, wyniki
badan serologicznych czegsto nie sa miarodajne. Poszukiwane sa alternatywne metody
diagnostyczne, takie jak np. amplifikacja DNA bakterii. W ramach projektu ktérym kieruje,
udato si¢ do tej pory opracowaé sekwencje starteréw specyficznych wobec B. burgdorferi
oraz przeprowadzi¢ badania na grupie pacjentow u ktorych wykonywano takze klasyczng
diagnostyke serologiczng. Badanymi probkami byta krew. Wykazano ze opracowana technika
PCR w czasie rzeczywistym specyficznie wykrywa obecno$¢ kretkow in vitro w probkach
krwi sztucznie zakazonych bakterig. Niestety, wyniki badan probek krwi od pacjentéw
z podejrzeniem zakazenia nie pokrywaly si¢ z rezultatami badan serologicznych tych samych
probek. Bardzo czgsto uzyskiwano pozytywny wynik PCR 1 negatywny z badan

serologicznych oraz odwrotnie. Mozna wysnu¢ wniosek, ze krew nie jest dobrym materiatem
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diagnostycznym w przebiegu boreliozy, poniewaz kretki szybko przechodza z krwi to tkanek

pacjenta. W dalszym etapie badan planujemy zbadaé¢ ptyn mézgowordzeniowy u pacjentow

z neuroboreliozg i sprawdzi¢ mozliwosci diagnostyczne zaprojektowanej metody PCR.

Dotychczasowym efektem badan byla praca licencjacka Pana Krzysztofa Ufira z WBiNoZ

U], ktorej bytem promotorem (lipiec 2014).

5.4. Prace wykraczajace poza obszar glownych tematyk
badawczych.

[Strus M., i inni (2006) The in vitro effect of hydrogen peroxide on vaginal
microbial communities. FEMS Immunol Med Microbiol. 48:56-63]. W pracy
przedstawiono rolg nadtlenku wodoru produkowanego przez bakterie Lactobacillus
w pochwie. Badano wymazy z pochwy od 60 kobiet oraz ustalano skalg Nugenta i pH.
Wykazano ze Hy0, byl produkowany przez gatunki bakterii: L. delbrueckii,
L. acidophilus, L. crispatus, L. johnsonii i L. gasseri w stezeniach 0,05 do 1,0 mM.
Drobnoustroje wigzane z patologia pochwy wykazywaty zr6znicowang podatnos$¢ na
H.O, w zakresie jego stgzen produkowanych przez badane gatunki Lactobacillus.
Najwiekszy efekt dziatania przeciwko gatunkom patogennym wykazano w obecnosci
ptynu po hodowli Lactobacillus w ktorym znajdowat si¢ nadtlenek wodoru oraz inne
produkty  metabolizmu  bakterii.  Wyciaggnieto  wniosek, ze  aktywnos¢
przeciwdrobnoustrojowa Lactobacillus jest zwigzana z dziataniem synergistycznym
H.0- i innych substancji produkowanych przez te bakterie.

(IF =2,281; MNiSW = 15)

[Chmielarczyk A., i inni (2012) Control of an outbreak of Acinetobacter baumannii
infections using vaporized hydrogen peroxide. 81:239-45]. Celem pracy byta
analiza dwoch epidemii szpitalnych wywolanych przez wielolekooporne szczepy
A. baumannii w kontekscie skutecznosci dezynfekcji powierzchni przy uzyciu
waporyzowanego nadtlenku wodoru (VHP). Wynikiem badania byly wnioski
o skutecznosci stosowania VHP do dezynfekcji powierzchni w potaczeniu ze Scisly
kontrolg zakazen oraz higieng rgk w kontrolowaniu epidemii zakazen A. baumannii
w $rodowisku szpitalnym.

(IF = 2,855; MNiSW = 30)
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Szczegélowy wykaz opublikowanych przeze mnie prac naukowych wraz
z informacja o osiagnieciach dydaktycznych, wspélpracy naukowej i popularyzacji
nauki stanowi odrebny zalacznik (nr 3) do Wniosku o wszczecie postepowania

habilitacyjnego.
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Dr n. med. Tomasz Gosiewski
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