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Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych/artystycznych.

od 03.09.2001 r. do chwili obecnej jestem zatrudniona w Zakladzie Bakteriologii,
Narodowego Instytutu Zdrowia Publicznego - Pafstwowego Zakladu Higieny w
Warszawie, (poczatkowo na stanowisku biologa, od 01.04.2003 r. na stanowisku
asystenta, od 01.08.2007 r. na stanowisku adiunkta)

- 0d 01.02.2008 r. do 31.01.2011 r. pelitam funkcje Kierownika Pracowni Diagnostyki
Bakteryjnych Zakazen Uktadu Oddechowego w Zakladzie Bakteriologii NIZP-PZH
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- 0d 26.10.2010 r. pehnig funkcjg Pelnomocnika ds. Bezpieczenstwa Laboratorium BSL-3

NIZP-PZH
- od 01.02.2011 r. pehie funkcje Kierownika Pracowni Badania Bakterii Wysoce

Chorobotwoérczych.

W okresie od poczatku zatrudnienia do chwili obecne;:

e bylam autorem lub wspétautorem:

- 19 publikacji w czasopismach posiadajacych IF, w tym 14 po doktoracie (wykaz
opublikowanych prac tabela I B poz. 1-4, 6-7, 9 oraz tabela II A) — sumaryczny IF 42,855
w tym po doktoracie IF 35,638

- 23 publikacji naukowych w czasopismach nie znajdujacych sie w bazie Journal Citation
Reports, w tym 12 po doktoracie (wykaz opublikowanych prac tabela I B poz. 5, 8, 10
oraz tabela II D)

- 33 doniesien i referatéw na zjazdach naukowych, w tym 18 po doktoracie (wykaz tabela

II K oraz tabela 111 B)

e kierowatam lub bratam udziat w 4 projektach migdzynarodowych i 7 krajowych — w tym

po doktoracie w 4 projektach migdzynarodowych i 6 krajowych (Wykaz tabela 11, I)

4. Wykazanie osiagnigcia®™ 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.):

a) Tytul osiagnigcia naukowego/artystycznego, (autor/autorzy, tytul/tytuly publikacji,

rok wydania, nazwa wydawnictwa)

s»Analiza czynnikow wplywajacych na wystepowanie i rozwoj zakazen
Corynebacterium diphtheriae, ze szczegéinym uwzglednieniem zakazen

szczepami nie wytwarzajacymi toksyny bloniczej”

1. Zasada AA. Nontoxigenic highly pathogenic clone of Corynebacterium diphtheriae,
Poland, 2004-2012. Emerg. Infect. Dis. 2013; 19: 1870-1872 (IF = 5,993)



2. Zasada AA, Rastawicki W, Rokosz N, Jagielski M. Seroprevalence of diphtheria toxoid
IgG antibodies in children, adolescents and adults in Poland. BMC Infect. Dis. 2013; 13:
551 (IF = 3,025)

3. Zasada A.A., Wystgpowanie 1 chorobotworczo$¢ dla czlowieka potencjalnie
toksynotwoérczych maczugowcow — Corynebacterium diphtheriae, Corynebacterium
ulcerans i Corynebacterium pseudotuberculosis. Post. Mikrobiol. 2013; 52: 201-209 (IF
=0,207)

4. Zasada AA, Rastawicki W, Smietafiska K, Rokosz N, Jagielski M. Comparison of seven
commercial enzyme-linked immunosorbent assays for the detection of anti-diphtheria
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5. Zasada AA, Forminska K, Rzeczkowska M. Wystgpowanie gendéw zwigzanych z
wytwarzaniem pili u szczepdw Corynebacterium diphtheriae. Med. Dosw. Mikrobiol.
2012; 64: 19-27

6. Farfour E, Badell E, Zasada A, Hotzel H, Tomaso H, Guillot S, Guiso N.
Characterization and comparison of invasive Corynebacterium diphtheriae isolates from
France and Poland. J. Clin. Microbiol. 2012; 50: 173 (IF = 4,068)
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8. Zasada A.A., Jagielski M., Rzeczkowska M., Januszkiewicz A. Zastosowanie metody
MLVA do genotypowania Corynebacterium diphtheriae. Badania wstepne. Med. Dosw.
Mikorbiol. 2011; 63: 209-218

9. Zasada A.A., Baczewska-Rej M., Wardak S. An increase in non-toxigenic
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antimicrobial susceptibility of strains isolated from past outbreaks and those currently
circulating in Poland. Int. J. Infect. Dis. 2010; 14: €907-e912 (IF = 2,529)

10. Zasada A.A., Baczewska-Rej M. Typy szczepéw Corynebacterium diphtheriae
izolowanych w Polsce w latach 2004-2008. Med. Dosw. Mikrobiol. 2008; 60: 183-190.

b) Omoéwienie celu naukowego/artystycznego ww. prac/pracy i osiagnigtych wynikow

wraz z omoOwieniem ich ewentualnego wykorzystania.

W swojej pracy badawczej po doktoracie zainteresowatam sig pojawiajacymi sie w Polsce i

na $wiecie powaznymi, obarczonymi wysoka S$miertelnoScia, inwazyjnymi zakazeniami




nietoksynotworczymi szczepami Corynebacterium diphtheriae. Swoje badania prowadzitam
wielokierunkowo. Celem jednego nurtu badan bylo poznanie wlasciwosci genetycznych i
fenotypowych nietoksynotworczych C. diphtheriae izolowanych z zakazen inwazyjnych w
Polsce w latach 2004-2012 oraz préba powigzania ich ze zwickszonymi wiasciwosciami
patogennymi tych izolatéw. Drugi kierunek badan stanowita préba odpowiedzi na pytanie, kto
jest szczegOlnie narazony na tego typu zakazenia. Celem trzeciego kierunku badan bylo
zbadanie, czy w populacji polskiej wystepuje poziom przeciwcial przeciwbloniczych, ktory
zapewnialby ochrong przed zachorowaniami powodowanymi przez toksynotworcze szczepy C.

diphtheriae.

C. diphtheriae wytwarzajace toksyng blonicza (toksynotworcze) sa dobrze znanym
patogenem cztowieka powodujagcymi miejscowe zakazenia uktadu oddechowego, oraz rzadziej,
mmnych blon §luzowych, zwane blonica, ktérego powazne powiklania w postaci wczesnego
uszkodzenia wiokien mig$nia sercowego, demielinizacji nerwOw oraz zmian martwiczych,
zwigzane sa z wytwarzaniem przez bakterie toksyny bloniczej. Szczepy nie wytwarzajace
toksyny bloniczej (nietoksynotworcze) uznawane byly do niedawna za niepatogenne. Blonica,
niegdy$ stanowigca powazny problem zdrowia publicznego, zostala w znacznym stopniu
opanowana dzigki wprowadzeniu w latach 40. dwudziestego wieku obowigzkowych szczepien
przeciw tej chorobie. JednakzZe stosowana na $wiecie szczepionka przeciwblonicza zawiera tylko
toksoid bloniczy wiec nie chroni przed zakazeniami szczepami nietoksynotworczymi.
Pojawiajace si¢ w ostatnich latach na $wiecie, rowniez w Polsce, zakaZenia
nietoksynotworczymi C. diphtheriae, w tym zakazenia inwazyjne wskazuja, ze C. diphtheriae
Jest powracajacym patogenem, a szczepienia mogly spowodowaé¢ wyselekcjonowanie szczepow
nie wytwarzajacych toksyny bloniczej, ale posiadajacych inne czynniki zjadliwosci
umozliwiajace im rozprzestrzenianie si¢ w populacji i wywolywanie zakazen. Prawdopodobnie
najbardziej spektakularny wzrost liczby zakazen nietoksynotworczymi C.  diphtheriae
odnotowano na terenie Anglii i Walii, gdzie w 1986 roku wyizolowano 8 szczepow
nietoksynotworczych i 1 toksynotworczy, w kolejnych latach liczba nietoksynotworczych
izolatow zaczeta gwaltownie rosna¢ i w roku 2000 osiagnela 294, podczas gdy w tym samym
roku wyizolowano tylko jeden szczep toksynotwoérczy'. W kolejnych latach liczba izolatow
nietoksynotworczych na tym obszarze wahata si¢ od 68 do 205 rocznie. Pojawienie sie tego typu

zakazen odnotowano rowniez m. in. we Francji, Wloszech, Szwajcarii, Niemczech, Kanadzie,

! Reacher M, Romsay M, White J i in. Nontoxigenic Corynebacterium diphtheriae: an emerging pathogen in England and
Wales? Emerg. Infect. Dis. 2000; 6: 640-645.




Brazylii, a takze Polsce™. Co wiecej, wigkszo§¢ tych zakazen miala posta¢ inwazyjna i
obarczona byla wysoka, siegajaca nawet 45% S$miertelnoscia. W Polsce pierwszy przypadek
inwazyjnego zakazenia nietoksynotworczym szczepem C. diphtheriae opisalam w 2004 roku.

Od tego czasu zakazenia tego typu sg odnotowywane co roku.

Ze wzgledu na wzrastajaca liczbe zakazen nietoksynotworczymi C. diphtheriae, w tym
powaznych zakazefi inwazyjnych, ktére wczeéniej nie byly odnotowywane w Polsce,
postanowitam zbada¢ pokrewienstwo genetyczne tych izolatdw. Zaktadalam, Ze genotypy
izolatdbw pochodzacych z zakazen inwazyjnych beda sie rézni¢ od genotypdw izolatow
pochodzacych z zakazZen miejscowych. W swoich badaniach zastosowalam metody stosowane
wezesniej przez innych badaczy, takie jak rybotypowanie, PFGE, MLST, a takze metody ktére
do typowania C. diphtheriae zaadoptowalam po raz pierwszy, jak PCR MP, ERIC-PCR i
MLVA. Pomimo zastosowania tak szerokiego wachlarza metod, nie udalo mi sie zréznicowaé
tych izolatow. Jedynie w profilach DNA uzyskanych metoda PCR MP zaobserwowalam
wystgpowanie dodatkowego prazka DNA u szczepéw wyizolowanych z krwi. Jest to
zaskakujace poniewaz badane szczepy wyizolowano na przestrzeni 9 lat od pacjentéw
zamieszkujacych w roéznych rejonach kraju, migdzy ktorymi nie udato sie ustali¢ zadnego

powigzania epidemiologicznego.

W dalszych badaniach zaczgtam poszukiwa¢ czynnikow, ktére moglyby decydowaé o
zwigkszonych zdolnosciach patogennych tych izolatow. Ze wzgledu na to, ze zwiekszenie
wlasciwosci patogennych szczepéw wielu gatunkdw bakterii zwiagzane jest z nabyciem
plazmidéw niosacych geny kodujace czynniki zjadliwosci —~ tzw. plazmidéw wirulencji — swoje
badania rozpoczgtam od sprawdzenia obecno$ci plazmidéw w komoérkach nietoksynotwérczych
szczepow  C. diphtheriae wyizolowanych w latach 2004-2012. W kolejnym etapie
przeprowadzitam badania wystgpowania genéw zwiazanych z wytwarzaniem réznego typu pili
przez szczepy C. diphtheriae. Pili u bakterii odpowiadaja m.in. za przyleganie do réznych
powierzchni i tkanek, a wnikanie bakterii do tkanek jest zwykle poprzedzone ich przyleganiem.
Zbadatam obecno$¢ pigtnastu genow zwigzanych z wytwarzaniem trzech typow pili u szczepoéw
C. diphtheriae izolowanych z zakazen miejscowych i inwazyjnych w latach 2004-2012 i
poréwnatam je z wynikami uzyskanymi dla szczepdw izolowanych od nosicieli w latach 90. oraz

szczepdw izolowanych z przepadkow blonicy w latach 90. 1 60.

% Zasada AA, Baczewska-Rej M. Typy szczepow Corynebacterium diphtheriae izolowanych w Polsce w latach 2004-2008. Med.
Dosw. Mikorbiol. 2008; 60: 183-190.
? Zasada AA. Nontoxigenic highly pathogenic clone of Corynebacterium diphtheriae, Poland, 2004-2012. Emerg. Infect. Dis.

2013; 19: 1870-1872.
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Zaczglam sig rowniez zastanawia¢ dlaczego szczepy nierozréznialne genetycznie u jednych
pacjentow wywoluja zakaZenia inwazyjne, a u innych tylko miejscowe. Aby to zbadaé
przeanalizowalam wszystkie odnotowane w Polsce od 2004 roku przypadki zakazen
nietoksynotworczymi  C. diphtheriae uwzgledniajac wiek 1 ple¢ pacjentéw, miejsce
zamieszkania, rok wystapienia objawdw, choroby towarzyszace, sytuacje socjoekonomiczna

oraz uzywanie narkotykéw i alkoholu.

Uwzgledniajac fakt, Ze szczepy nietoksynotworcze C. diphtheriae moga przeksztatcié sie w
toksynotworcze po lizogenizacji fagiem B, a takze ostatnie doniesienia o pojawiajacych si¢ w
innych krajach przypadkach blonicy powodowanej przez szczepy C. ulcerans wytwarzajace
toksyng btonicza, ktérych zZroédlem sa koty domowe, postanowilam zbadaé, czy u osob
nalezacych do réznych grup wiekowych w polskiej populacji jest poziom przeciwcial

przeciwbtoniczych zapewniajacy ochrone przed zachorowaniem.

Podsumowanie najwazniejszych wynikow:

1) Wykazalam, ze bardzo prawdopodobnymi wrotami inwazyjnego zakazenia
nietoksynotworczymi C. diphtheriae jest prochnica zebow. Jest to pierwsza taka

obserwacja na $§wiecie (publikacja nr 1).

2) Stwierdzitam, ze do opisywanych w pismiennictwie czynnikéw ryzyka inwazyjnego
zakazenia C. diphtheriae, takich jak bezdomno$¢, alkoholizm, cukrzyca, zazywanie
narkotykéw droga dozylna, nalezy doda¢ marsko$¢ watroby oraz préchnice zgbow

(publikacja nr 1).

3) Wykazatam, ze wszystkie zakazenia C. diphtheriae w Polsce w okresie ostatnich 9 lat

sg powodowane przez jeden klon (publikacje nr 1, 6 -10).

4) Opracowatam metodyke i wykazatam przydatnoé¢ do genotypowania C. diphtheriae
takich metod jak MLVA, PCR MP oraz ERIC-PCR, wcze$niej nie stosowanych w
badaniach tego drobnoustroju (publikacje nr 7 - 9). Opracowane przeze mnie metody
moga by¢ z powodzeniem stosowane w wigkszodci laboratoriéw badawczych i
diagnostycznych ze wzgledu na to, Ze nie wymagaja wysoce specjalistycznej

aparatury, a procedura ich wykonania nie jest skomplikowana ani czasochlonna.

5) Stwierdzitam  brak  genetycznego  pokrewienistwa  pomiedzy  szczepami

nietoksynotworczymi C. diphtheriae izolowanymi z zakazen w Polsce w latach 2004-



2012, a szczepami toksynotworczymi i nietoksynotwérczymi izolowanymi w latach
wezesniejszych oraz szczepami nietoksynotwoOrczymi izolowanymi z zakazen

inwazyjnych na terenie Francji w okresie ostatnich 23 lat (publikacje nr 6 — 9).

6) Wykazatam, ze w leczeniu zakazen C. diphtheriae w Polsce powinno unikaé sie
stosowania  cefotaksymu i penicyliny G, jeSli nie jest oznaczona
antybiotykowrazliwo$¢ izolatu, poniewaz czgé¢ szczepdw izolowanych w Polsce ma

obnizong wrazliwo$¢ na ten antybiotyk (publikacje nr 6 1 9).

7) Stwierdzitam, Ze zwigkszone wlasciwosci inwazyjne nietoksynotwérczych szczepow
C. diphtheriae izolowanych w Polsce w latach 2004-2012, nie sa zwiazane z
nabyciem przez te szczepy plazmidow zjadliwo$ci lecz z cechami kodowanymi
chromosomalnie. W$réd nich z pewno$cia nalezy wymieni¢ zdolnoécia do
wytwarzania réznych typéw pili, co bezposrednio przeklada sie na zdolno$é¢ tych

izolatow do przylegania do réznych typow tkanek (publikacje nr 51 9).

8) Ocenilam dostgpne na europejskim rynku komercyjne testy ELISA do oznaczania
przeciwcial przeciwbloniczych IgG w surowicy i stwierdzilam ich ograniczona
przydatno$¢. Zaproponowatam zwigkszenie wiarygodnosci uzyskiwanych wynikow
(swoisto$ci 1 specyficznosci) poprzez stosowanie krzywej wzorcowej wyznaczonej w
oparciu o migdzynarodowy standard International Standard for Diphtheria Antitoxin

10/262 (publikacja nr 4).

9) Stwierdzilam niski poziom przeciwcial przeciwbloniczych w populacji polskiej,
szczegllnie w grupie dzieci 0-2 lata oraz o0s6b powyzej 40 roku zycia.
Zaproponowalam przeprowadzenie kampanii przypominajacej lekarzom i pacjentom
o koniecznos$ci podawania osobom dorostym co 10 lat dawek przypominajacych
szczepionki przeciwbloniczej. Zaproponowalam réwniez modyfikacje kalendarza
szczepien w sposdb doprecyzowujacy terminy podawania dawek przypominajacych u
dorostych np. w wieku lat 40, 50, 60, itp., co mogtoby utatwié pacjentom i lekarzom
monitorowanie  tych  szczepien.  Zasugerowalam  réwniez  przydatno§é
przeprowadzenia badan immunogennosci szczepionek DTP (blonica-tezec-krztusiec)

stosowanych u dzieci w Polsce (publikacja nr 2).

Omoéwienie publikaciji stanowigcych podstawe habilitacii.
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Publikacja: Zasada AA, Baczewska-Rej M: Typy szczepdw Corynebacterium diphtheriae
1zolowanych w Polsce w latach 2004-2008. Med. Do$w. Mikrobiol. 2008; 60: 183-
190.

Jest to druga praca dotyczaca wystepowania zakazen C. diphtheriae w Polsce, ktéra
ukazata si¢ w ciggu minionych 11 lat, tj. od 1997 roku. W latach 90. na terenie Polski zakazenia
C. diphtheriae odnotowywano w liczbie od zera do kilkunastu przypadkéw rocznie™’. Byly one
powodowane przez szczepy toksynotworcze i zwykle mialy postaé klasycznej blonicy z
formowaniem pseudobton martwiczych na blonach S$luzowych gardla, nosa, uszu czy
spojéwkach oraz uogélnionym dziataniem toksyny btoniczej, ktéra wywotuje zmiany w miesniu
sercowym i uktadzie nerwowym. Ostatni odnotowanych na terenie kraju przypadek blonicy miat

miejsce w 2000 roku.

W 2004 roku opisatam pierwszy w Polsce przypadek bakteriemii i zapalenia wsierdzia
wywolanego przez szczep C. diphtherige nie wytwarzajacy toksyny bloniczej
(nietoksynotworczy) u wezesniej zdrowego 38-letniego mezczyzny®. Dotychezas szezepy C.

diphtheriae nie wytwarzajace toksyny bloniczej uznawane byly za niepatogenne.

Od 2004 roku przypadki zakaZen inwazyjnych i miejscowych nietoksynotwérczymi C.

diphtheriae sa odnotowywane w kraju kazdego roku.

Przeprowadzilam identyfikacj¢ w oparciu o testy biochemiczne, wzrost na podiozach
wybidrczo-réznicujacych oraz morfologi¢ kolonii i komérek bakteryjnych szczepow C.
diphtheriae izolowanych w latach 2004-2008 z zakazen ran oraz z zakazen krwi. Okreélitam
biotypy badanych szczepow oraz zdolno$¢ do wytwarzania toksyny bloniczej. Nastepnie
wykonalam typowanie genetyczne wszystkich badanych szczepéw metodg elektroforezy

pulsacyjnej w zmiennym polu elektrycznym (PFGE).

Wszystkie badane szczepy wykazywaty takie same wia§ciwosci biochemiczne, nalezaty do
biotypu gravis i nie wytwarzaty toksyny bloniczej. Wszystkie, z wyjatkiem dwoch szczepow,
byly genetycznie nieodréznialne przy zastosowaniu metody PFGE, a profile DNA pozostatych

dwoch szczepow (jeden izolowany z krwi i jeden z wymazu z rany) réznity si¢ zalewie jednym

“ NIZP-PZH, Zaktad Epidemiologii, GIS, Departament Przeciwepidemiczny. Meldunki o zachorowaniach na choroby zakazne,
zakazZeniach i zatruciach w Polsce. hitp://www.pzh.gov.pl/old-page/epimed/index_p.html

’ Tomaszunas-Blaszezyk J, Galazka A. Why do adults contract diphtheria? Euro Surveill. 1997;2(8):pii=127.
http://www.eurosurveillance.org/ViewArticle.aspx? Articleld=127

S Zasada AA, Zaleska M, Podlasin RB, Seferyniska 1. The first case of septicemia due to nontoxigenic Corynebacterium
diphtherige in Poland: case report. Ann. Clin. Microbiol. Antimicrobials 2005; 4:8.




prazkiem. Zgodnie z wytycznymi Tenovera i wsp.’ dla interpretaciji wynikéw PFGE, szczepy
takie nalezy uzna¢ za blisko spokrewnione a w przypadku zachorowan epidemicznych za

przypuszczalnie nalezace do tego samego ogniska.

W przedstawionej pracy przeprowadzilam rowniez analiz¢ aktualnego piS$miennictwa
migdzynarodowego wskazujac, ze zakazenia nietoksynotworczymi szezepami C. diphtheriae w
Polsce nie sa odosobnionymi przypadkami. Tego typu zakazenia opisano réwniez w innych
krajach Europy i Ameryki, jednakze w innych krajach obserwowano zroznicowanie izolowanych

szczepow zarowno pod wzgledem genetycznym jak tez biochemicznym (biotyp).

Ze wzgledu na to, Ze praca ta miata na celu zwrdcenie uwagi na problem pojawiajacych sie
nowych atypowych zakazen C. diphtheriae w Polsce, zostala ona opublikowana w
polskojezycznym czasopiSmie, co miato pomdc w przekazaniu informacji o pojawiajacym sig
problemie nowych zakazef pracownikom laboratoriéw diagnostycznych w Polsce, ktdrzy nie

zawsze maja mozliwosc¢ $ledzenia literatury anglojezycznej.

Publikacje: Zasada AA, Baczewska-Rej M, Wardak S. Differentiation between invasive and
non-invasive Corynebacterium diphtheriae isolates. Adv. Clin. Exp. Med. 2011;
20: 717-720.

Zasada AA, Baczewska-Rej M, Wardak S. An increase in non-toxigenic
Corynebacterium diphtheriae infections in Poland — molecular epidemiology and
antimicrobial susceptibility of strains isolated from past outbreaks and those

currently circulating in Poland. Int. J. Infect. Dis. 2010; 14: ¢907-e912.

Obserwowane réznice w przebiegu i cigzkosci zachorowan bedacych skutkiem zakazenia
nictoksynotworczymi C. diphtheriae — od zakazen miejscowych, jak stosunkowo latwo
wyleczalne zakazenia ran, po bakteriemie i zapalenie wsierdzia, obarczone 45% $miertelno$cig —
sktonity mnie do poszukiwania innych metod genetycznego zroznicowania tych szczepow, ktore
umozliwilyby rozroznienie izolatow o potencjale inwazyjnym od izolatéw wywolujacych tylko
miejscowe zakazenia. W tym celu zastosowatam, po odpowiedniej modyfikacji dla badanego
gatunku, metody genotypowania drobnoustrojow, ktére dotychczas nie zostaly zastosowane w
genotypowaniu C. diphtheriae. W§réd nich znalazty si¢ PCR Melting Profile (PCR MP) oraz
ERIC-PCR (Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus PCR). Wybor metod nie byt

7 Tenover FC, Arbeit RD, Goering RV i in. Interpreting chromosomal DNA restriction patterns produced by pulse-field gel
electrophoresis: criteria for bacterial strain typing. J. Clin. Microbiol. 1995; 33: 2233-2239.



przypadkowy, bo techniki typowania bakterii typu fingerpritning oparte o PCR generalnie
charakteryzuja si¢ najwyzszym potencjatem réznicujacym wérdd opisanych metod typowania

genetycznegog.

Do grupy badanych szczepow wiaczytam nie tylko izolaty nietoksynotworcze pochodzace
z zakazen miejscowych oraz uogdlnionych, wyizolowane w latach 2004-2008, ale takze szczepy
toksynotworcze wyizolowane z przypadkow blonicy w latach 60. i 90. oraz szczepy
nietoksynotwoércze wyizolowane od nosicieli w latach 90. Umozliwito to nie tylko walidacje
zastosowanych po raz pierwszy metod genotypowania, ale takze dalo obraz zréznicowania
izolatow pochodzacych z réznych lat i z réznych typoéw zakazen. Wyniki uzyskane metoda PCR
MP oraz ERIC-PCR poréwnatam z wynikami uzyskanymi metoda PFGE, ktéra uznawana jest za
,»ztoty standard” w genotypowaniu wigkszosci drobnoustrojéw oraz z wynikami uzyskanymi
metoda rybotypowania, ktdra z kolei uznawana jest za ,,ztoty standard” w genotypowaniu C.

diphtheriae.

Podobienstwo wszystkich badanych szczepow (toksynotworczych i nietoksynotwdrczych)
ocenitam na 52,3% w metodzie PCR MP oraz 65% w metodach ERIC-PCR i PFGE. Metode
PCR MP charakteryzowata nieco wigksza sita roznicujaca w poréwnaniu do pozostalych metod.
Co ciekawe, zaréwno przy zastosowaniu metody PFGE, rybotypowania, jak tez ERIC-PCR, nie
udato sig¢ zréznicowaé szczep6éw nietoksynotworczych izolowanych w latach 2004-2008. Jednak
w profilach DNA uzyskanych metoda PCR MP zauwazytam dodatkowy prazek DNA w czterech
z pigciu szczepéw wyizolowanych z krwi. Poczyniona przeze mnie obserwacja réznic w
genomie pomigdzy szczepami C. diphtheriae izolowanymi z zakazen inwazyjnych a szczepami
izolowanymi z =zakazen miejscowych jest pierwsza taka odnotowang w S$wiatowym
piSmiennictwie. Obecno$¢ dodatkowego prazka DNA moze wskazywac na wystepowanie w tych
szczepach mutacji, ktéra moze by¢ zwiazana z ich zdolno$ciami inwazyjnymi. Zwiekszenie
zdolnosSci patogennych drobnoustrojow czgsto wiaze sie¢ z nabyciem gendw zjadliwo$ci
zlokalizowanych w wyspach patogennosci czy profagach. Jednak nie sg to jedyne mechanizmy
zwigkszajace chorobotworczo$¢ bakterii. Zjadliwos¢é wielu patogendéw bakteryjnych zwigzana
jest z obecno$cia w ich komorkach plazmidéw wirulencji. Dlatego postanowitam zbadaé
obecnos$¢ plazmidéw w badanych szczepach C. diphtheriae stosujac dwie metody ich izolacji:
liz¢ alkaliczng oraz komercyjny zestaw do izolacji plazmidéw z zastosowaniem kolumienek ze

zlozem krzemionkowym. Nie wykrylam obecno$ci plazmidéw w zadnym z badanych szczepow,

¥ van Belkum A, Tassios PT, Dijkshoorn L i in. Guidelines for the validation and application of typing methods for use in
bacterial epidemiology. Clin. Microbiol. Infect. Dis. 2007; 13(Suppl. 3): 1-46.
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co wskazuje, ze cechy nadajace C. diphtheriae zdolnoSci inwazyjne sa kodowane

chromosomalnie.

Majac na uwadze wysoka $miertelno$¢ w zakazeniach inwazyjnych C. diphtheriae i
zwigzang z tym konieczno$¢ szybkiego zastosowania wlasciwej terapii antybiotykowej,
postanowitam zbada¢ wrazliwo$¢ na antybiotyki badanych izolatéw okre$lajac dla kazdego z
nich wartosci MIC (minimum inhibitory concentrations) 14 antybiotykoéw. Wszystkie badane
izolaty byly wrazliwe na penicyling, erytromycyng, imipenem, wankomycyne, daptomycyne,
gentamycyng, tetracykling, klindamycyng, trimetoprim/sulfametoksazol, ryfampicyne,
chinuprystyne/dalfoprystyng i linezolid. Natomiast 27% badanych izolatéw byla
sredniowrazliwa na cefotaksym, co wskazuje, ze antybiotyk ten nie powinien by¢ stosowany w

terapii jesli nie wykonano antybiogramu, ktéry potwierdzitby wrazliwoé¢ izolatu na ten lek.

Wykonane przeze mnie badania pokazaty przydatno§¢ metod PCR MP i ERIC-PCR do
réznicowania izolatow C. diphtheriae. Atutem tych metod jest prostota ich procedury, szybko$é
wykonania oraz niskie koszty badania. Jednoczesnie wykazatam istnienie réznic w genomach
blisko spokrewnionych izolatéw nietoksynotworczych C. diphtheriae pochodzacych z réznych
typow zakazen, tj. miejscowych zakazen ran oraz inwazyjnych zakazen krwi i wsierdzia.
Réznice te moga mie¢ zwigzek z wlasciwodciami patogennymi tych izolatow i wymagaja
dalszych badafi. Ponadto, stosujac kilka metod genotypowania wykazalam, Ze szczepy
nietoksynotworcze izolowane w latach 2004-2008 nie sa spokrewnione ze szczepami
toksynotworczymi i nietoksynotworczymi izolowanymi w latach wcze$niejszych na terenie

Polski.

Publikacja: Zasada AA, Jagielski M, Rzeczkowska M, Januszkiewicz A. Zastosowanie metody
MLVA do genotypowania Corynebacterium diphtheriae. Badania wstepne. Med.
Dosw. Mikrobiol. 2011; 63: 209-218.

Potrzeba zréznicowania nietoksynotwoérczych szczepdéw C. diphtheriae izolowanych z
zakazen inwazyjnych od tych pochodzacych z zakazen miejscowych sklonita mnie do podjecia
proby zastosowania metody MLVA (Multiple-Locus Variable-Number Tandem Repeat
Analysis) do genotypowania tego drobnoustroju. Jest to stosunkowo nowa metoda, ktora zostala
z powodzeniem zastosowana do roéznicowania drobnoustrojéw charakteryzujacych sie duza
stabilnoSciag genomu i tym samym bardzo ograniczona zmienno$cia genetyczna, takich jak

Bacillus anthracis, Yersinia pestis czy Francisella tularensis. Metoda ta opiera si¢ na zmianach
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zachodzacych w sekwencji powtérzen nukleotydowych, ktore podlegaja duzej zmienno$ci na
skutek $lizgania si¢ polimerazy lub rekombinacji, czego skutkiem sa zmiany w dlugosci
fragmentow DNA zawierajacych powtérzenia. Mechanizm ten jest rowniez wykorzystywany
przez wiele mikroorganizméw do szybkiej zmienno$ci fenotypowej, jak na przyklad rézne
mechanizmy regulacji ekspresji genéw, czy zmiany w powstajacym transkrypcie na skutek
przesunigcia ramki odczytu. Przyktadem moze tu by¢ regulacja ekspresji gendw biosyntezy
lipooligosacharydu u Haemophilus influenzae’. VNTRs (Variable Number Tandem Repeats)
wystepuja czgsto rowniez w genach wirulencji, jak np. geny kodujace hemolizyny, co moze mie¢

bezposredni wptyw na zjadliwo$é szczepow oraz ich zmienno$é ewolucyjna'’.

W celu doboru odpowiednich do genotypowania C. diphtheriae markerbw VNTR
przeanalizowatam sekwencj¢ calego genomu szczepu C. diphtheriae NCTC 13129, ktéra jest
dostepna w GenBank pod numerem BX248353. W sumie zidentyfikowatam 75 fragmentow
zawierajacych tandemowe powtorzenia. Do dalszych badan wybralam 14 z nich, kierujac sie
m.in. dlugoscia pojedynczego powtdrzenia, aby mozliwe bylo zaobserwowanie zrdznicowania
wielko$ci amplifikowanych fragmentow DNA w elektroforezie w zelu agarozowym. Nastepnie
zaprojektowalam oligonukleotydy starterowe do amplifikacji tych fragmentéw metoda PCR, w
taki sposob, aby amplifikacja wszystkich markerow przebiegata w takich samych warunkach. Po
przeprowadzeniu amplifikacji wyselekcjonowanych markeréw VNTR z DNA kolekcji szczepow
obejmujacej toksynotworcze i nietoksynotworcze izolaty pochodzace z zakazen inwazyjnych,
miejscowych, od nosicieli oraz z przypadkéw blonicy, stwierdzitam potencjalna przydatnosé do
genotypowania 8 markeréw, poniewaz pozostalych sze$ciu nie wykrywalam we wszystkich
badanych szczepach lub wystgpowaty one w genomie w kilku réznych kopiach. Uzyteczne
markery oznaczytam jako v3, v6, v7, v8, v9, v10, v12, v13. Dla markeréw v3, v8 i v13 nie
zaobserwowatam réznic wielkosci w badanej grupie szczepéw. Natomiast stwierdzitam 2 allele
markera v6, pig¢ alleli markera v7, cztery allele markera v9, sze$¢ alleli markera v10 i pig¢ alleli
markera v12 w badanej grupie 28 szczepoéw. Obliczytam Indeks Simpsona (D), ktory okresla
sit¢ r6znicujaca, dla kazdego markera indywidualnie oraz dla calej metody. Indeks dla
pojedynczych markeréw wyniést od 0 do 0,756. Najwiekszym stopniem roznicowania
charakteryzowaty si¢ markery v10 — 0,746 i v7 — 0,735. Indeks Simpsona dla calej metody
wyniést 0,87. Wéréd badanych szczepéw zidentyfikowalam 12 genotypéw MLVA. Szczepy
nietoksynotworcze C. diphtheriae izolowane w latach 2004-2008 nalezaly do dwoch blisko

? Zasada AA. Molekularna charakterystyka czynnikéw wirulencji Haemophilus influenzae. Post. Mikrobiol. 42: 23-38.
"% van Belkum A. Tracing isolates of bacterial species by multilocus variable number tandem repeat analysis (MLVA). FEMS

Immunol. Med. Microbiol. 2007; 49: 22-27.
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spokrewnionych genotypow rdézniacych si¢ jedynie w obrebie jednego markera v9. Jednakze
roznica ta nie pozwalala na rozroznienie szczepéw inwazyjnych i izolowanych z zakazef
miejscowych. Co wigcej, wedtug zalecanej przez Noller i wsp."! mterpretacji wynikow MLVA

wszystkie te szczepy nalezy traktowa¢ jako pochodzace z tego samego zrodla.

Opracowana przez mnie metoda MLVA do genotypowania C. diphtheriae w badaniach
wstepnych okazala si¢ przydatna do réznicowania tego drobnoustroju. Posiada ona szereg zalet,
takich jak fakt, ze ro6znice wielkosci pomigdzy allelami poszczegdlnych markeréw sa na tyle
duze, ze mozliwe jest ich stwierdzenie w elektroforezie agarozowej, co czyni te metode dostepng
dla laboratoriow nie posiadajacych wyspecjalizowanej aparatury badawczej. W metodzie MLVA
amplifikowane sa konkretne loci, co oznacza, ze w przeciwienstwie do wiekszosci innych metod
genotypowania, analizowany fragment DNA jest znany. Pozwala to unikna¢ probleméw, jakie
pojawiajg si¢ na przyklad przy zastosowaniu metody PFGE, gdzie uzyskuje sie obraz
fragmentéw DNA o nieznanej sekwencji nukleotydowej, co moze prowadzi¢ do sytuacji
blednego uznania szczepoéw za identyczne lub spokrewnione na podstawie profili zawierajacych
fragmenty DNA o identycznej dlugosci, ale ktore moga zwiera¢ zupelnie roézne sekwencje
nukleotydowe. Zaprojektowanie wysoce swoistych starteréw do amplifikacji markerow MLVA
pozwala na uniknigcie takich bledow. Ponadto wynik uzyskany metoda MLVA moze zostaé
potwierdzony przez sekwencjonowanie. Ze wzglgdu na to, ze wynik MLVA ma posta¢ liczbowa
mozliwe jest utworzenie internetowej bazy danych, ktora ulatwi poréwnywanie wynikow
uzyskanych w réznych laboratoriach na §wiecie, bez ryzyka blednej interpretacji wynikajacej np.
z zastosowania roznej aparatury lub réznych warunkéw reakcji. Jednakze dla pelnej oceny
przydatnoéci i wiarygodnosci tej metody konieczne jest jej sprawdzenie na znacznie wigkszej

liczbie szczepow.

Publikacja: Farfour E, Badell E, Zasada A, Hotzel H, Tomaso H, Guillot S, Guiso N.
Characterization and comparison of invasive Corynebacterium diphtheriae isolates

from France and Poland. J. Clin. Microbiol. 2012; 50: 173.

Problemem zakazen inwazyjnych powodowanych przez nietoksynotworcze szczepy C.

diphtheriae udalo mi si¢ zainteresowaé grupy badaczy z Instytutu Pasteura w Paryzu oraz

"' Noller AC, McEllistrem MC, Shutt KA 1 in. Locus-specific mutational events in a multilocus variable-number tandem repeat
analysis of Escherichia coli O157:H7. J. Clin. Micorbiol. 2006; 44: 374-377.
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Instytutu Loefflera w Jenie, z ktorymi prowadzitam wspdlprace w zakresie innych tematow

badawczych. Niniejsza publikacja jest pierwszym efektem tego zainteresowania.

Przeprowadziliémy badania retrospektywne podobiefistwa na poziomie genetycznym i
fenotypowym inwazyjnych szczepow C. diphtheriae wyizolowanych z przypadkéw bakteriemii
na terenie Francji (w tym Nowej Kaledonii) oraz Polski w latach 1987-2010. Identyfikacje
gatunku oraz oceng potencjalnej zdolno$ci wytwarzania toksyny bloniczej przeprowadziliSmy
metodami biologii molekularnej z zastosowaniem techniki PCR. Biotyp kazdego z badanych
szczepow okresliliSmy badajac odpowiednie reakcje biochemiczne. W oparciu o opracowang w
ostatnim czasie metod¢ MLST (Multilocus Sequence Typing) do genotypowania C. diphtheriae i
utworzong baze danych genotypéw wystepujacych na $wiecie'? okreslilismy genotyp MLST
kazdego z badanych izolatow, co pozwolilo nam pozna¢ rozprzestrzenianie sie¢ inwazyjnych C.
diphtheriae oraz pokrewienstwo pomigdzy szczepami izolowanymi w réznych rejonach
wywolujagcymi atypowe zakazenia inwazyjne. Ponadto, pojawiajace sie doniesienia o
wielolekoopornosci izolatéw C. diphtheriae® sktonily nas do oznaczenia wrazliwosci badanych

szczepOw na 11 antybiotykéw metoda krazkowa oraz MIC.

Przeprowadzone przez nas badania wykazaty, ze wszystkie badane izolaty pochodzace z
zakazen inwazyjnych (bakteriemia) nie posiadaly zdolno$ci wytwarzania toksyny bloniczej, co
potwierdza moja hipotezg, iz szczepy te nabyly dodatkowe czynniki zjadliwo$ci inne niz
toksyna, ktora do niedawna byla uznawana za gtéwny czynnik zjadliwosci tego drobnoustroju, a
szczepy jej nie wytwarzajace za niepatogenne. Z wyjatkiem jednego izolatu nalezacego do
biotypu belfanti, pozostate szczepy nalezaty do biotypéw mitis i gravis w poréwnywalnym
odsetku, z tym Ze wszystkie szczepy wyizolowane na terenie Polski oraz Nowej Kaledonii
nalezaly do biotypu gravis, a wéréd szczepdw wyizolowanych na terenie Francji kontynentalnej
wszystkie za wyjatkiem trzech (dwa biotyp gravis i jeden wyzej wspomniany biotyp belfanti)
nalezaty do biotypu mitis. Zaobserwowali$my réwniez wyrazna dominacje jednego genotypu
MLST na kazdym z badanych terytoriow. Wszystkie szczepy izolowane w Polsce z zakazef
inwazyjnych nalezaly do genotypu ST8. Wszystkie szczepy wyizolowane w Nowej Kaledonii, z
wyjatkiem jednego, nalezaly do genotypu ST82. Natomiast 17 z 24 szczepdéw wyizolowanych z
zakazen inwazyjnych na terenie Francji kontynentalnej reprezentowato genotyp ST130. Kazdy z

pozostatych izolatow z tego rejonu reprezentowat inny genotyp MLST.

2 Bolt F, Cassiday P, Tondella ML, i in. Multilocus sequence typing identifies evidence for recombination and two distinct
lineages of Corynebacterium diphtheriae. J. Clin. Microbiol. 2010; 48: 4177-4185.

B Mina NV, Burdz T, Wiebe D, i in. Canada’s first case of a multidrug-resistant Corynebacterium diphtheriae strain, isolated
from a skin abscess. J. Clin. Microbiol. 2011; 49: 4003-4005.
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Dominujacy na danym terenie genotyp mogt wywolywaé zakazenia inwazyjne w
ograniczonym okresie czasu, jak to mialo miejsce na terenie Francji kontynentalnej, gdzie w
latach 1991-1993 wszystkie odnotowane zakazenia inwazyjne C. diphtheriae byly powodowane
przez genotyp ST130, Iub przez dtugi okres czasu, jak to ma miejsce w Polsce od 2004 roku do
chwili obecnej, gdzie wszystkie inwazyjne izolaty C. diphtheriae naleza do genotypu STS.
StwierdziliSmy réwniez, Ze niektére z genotypdw, np. ST8 i ST39 prawdopodobnie majg
zdolno$¢ rozprzestrzeniania si¢ poniewaz byly izolowane w odleglych regionach
geograficznych. Nalezy takze mie¢ na uwadze, ze izolaty powodujace bakteriemie moga réwniez
wywotywa¢ zakazenia miejscowe w tym blonice, bo nicktore z genotypdw np. ST8 byty réwniez

izolowane z przypadkéw blonicy’.

Przeprowadzone przez nas badania wrazliwosci na antybiotyki inwazyjnych izolatéw C.
diphtheriae pokazaly, ze wszystkie one byly wrazliwe na erytromycyne — jeden z antybiotykow
zalecanych w leczeniu zakazen C. diphtheriae — ale 6 izolatow z Polski byto $redniowrazliwych
na penicyling G — drugi z zalecanych antybiotykéw. Ponadto 9 szczepow izolowanych we
Francji byto opornych na rifampicyng oraz jeden na tetracykling. Zaden z badanych izolatéw nie
byl wielolekooporny. Nie zaobserwowali§my korelacji pomigdzy genotypem a opornoscia na

antybiotyki.

Publikacja: Zasada AA, Forminska K, Rzeczkowska M. Wystepowanie genéw zwigzanych z
wytwarzaniem pili u szczepow Corynebacterium diphtheriae. Med. Dosw.

Mikrobiol. 2012; 64: 19-27.

Przyleganie bakterii patogennych do komodrek gospodarza jest kluczowym etapem w
powstawaniu zakazenia. Proces ten zachodzi na posrednictwem obecnych na powierzchni
komorki bakteryjnej bialek adhezyjnych. Obecno$é okreslonych czynnikéw adhezyjnych na
powierzchni komorki bakteryjnej determinuje tropizm patogenu do typu tkanek wytwarzajacych
na swojej powierzchni okreslone receptory. Adhezja bakterii do tkanek zachodzi gléwnie przy
udziale filamentowych struktur zwanych pili, ktore sq uznawane za wazny czynnik zjadliwosci w
przypadku wielu zakazen, jak np. w zakazeniach uktadu moczowego, plciowego, oddechowego
czy pokarmowego. Jednak przyleganie to nie jedyna funkcja pili. Organelle te sa czesto
receptorami dla bakteriofagow, biorg udziat w transferze DNA, tworzeniu biofilmu, agregacji

komorek, wnikaniu do komérek gospodarza, ruchu.
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Dotychezas u C. diphtheriae opisano 3 typy pili okreslone jako pili typu SpaA, SpaD i
SpaH. W badaniach prowadzonych na hodowlach tkankowych HEp-2 zaobserwowano trzy
formy przylegania tych drobnoustrojéw: agregacyjna, zlokalizowana i dyfuzyjna'®. W swoich
badaniach podjefam probe odpowiedzi na pytanie, czy istnieje korelacja pomiedzy rodzajem
zakazenia wywoltywanym przez dany szczep C. diphtheriae a jego zdolnoécia do wytwarzania
okreslonego typu pili determinowana obecnoécig odpowiednich genéw. Do badan wybralam
grupg szczepOw obejmujacy izolaty nietoksynotworcze pochodzace z zakazen krwi, z zakazen
ran i od bezobjawowych nosicieli oraz szczepy toksynotworcze izolowane z przypadkow
blonicy. Zdecydowatam si¢ zbada¢ obecno$¢ zaréwno gendéw kodujacych bialtka strukturalne
pili, jak tez gendéw kodujacych sortazy decydujace o sktadaniu pili — w sumie 15 genéw, ktore
wybratam po przeprowadzeniu analizy sekwencji nukleotydowej calego genomu szczepu NCTC
13129 dostgpnego w GenBank pod numerem BX248353. Byly to geny spad, spaB, spaC
kodujace biatka pili typu SpaA, geny spaD, spaE, spaF kodujace biatka pili typu SpaD, geny
spaH, spaG, spal kodujace biatka pili typu SpaH oraz geny kodujace sortazy oznaczone od srtd
do srtF. Nastepnie zaprojektowatam odpowiednie oligonukleotydy starterowe do wykrywania

obecnosci wyzej wymienionych genow technika PCR.

Stwierdzitam duza mozaikowo$¢ w skladzie gendéw zwiazanych z wytwarzaniem pili u C.
diphtheriae. Moze to by¢ zwigzane z faktem, Zze wszystkie geny pili zlokalizowane s3 na
wyspach patogennosci, co sugeruje, ze moga by¢ nabywane i tracone przez rdzne szczepy.
Wyniki moje potwierdzaja, ze obserwowana heterogenno$¢ we wiasciwosciach patogennych,
ujawniajgca si¢ w zdolnosci do wywolywania diametralnie réznych zakazen, ma
odzwierciedlenie w heterogenno$ci genomu. Obecno$é wszystkich badanych genéw pili
stwierdzitam tylko u wszystkich szczepow nietoksynotwdrczych izolowanych z krwi i zakazen
ran w latach 2004-2010. Peten zestaw gendw pili moze wiazaé si¢ z potencjatem inwazyjnym
tych szczepdw, bo jak wykazaly badania Mandlik i wsp.'® rézne typy pili maja r6zna wydajnosc
przylegania do poszczegoélnych typoéw tkanek. Posiadanie przez szczep C. diphtheriae zdolnosci
do wytwarzania calej gamy pili pozwala mu na przyleganie do szerokiego wachlarza tkanek, co
zwigksza mozliwosci rozprzestrzeniania si¢ tego drobnoustroju w organizmie czlowieka. Dla
poréwnania u nietoksynotworczych szczepdéw wyizolowanych od nosicieli stwierdzitam brak
gendéw spad i spaB. Réwniez u wszystkich szczepéw toksynotwérczych izolowanych z

przypadkow blonicy nie bylo pelnego zestawu genow pili. U wigkszosci z nich stwierdzitam

" Hirata R Jr, Souza SMS, Rocha de Souza CM i in. Patterns of adherence to HEp-2 cells and actin polymerization by toxigenic
Corynebacterium diphtheriae strains. Microbial. Path. 2004; 36: 125-130.

1> Mandlik A, Swierczynski A, Das A, Ton-That H. Corynebacterium diphtheriac employs specific minor pilins to target human
pharyngeal epithelial cells. Mol. Microbiol. 2007; 64: 111-124.



brak genu spad, a takze gendw spaH i spaG. W dwoéch szezepach toksynotwdrezych nie
wykrytam calej grupy genoéw zwiazanych z wytwarzaniem pili typu SpaD, co moze sugerowaé
brak calej wyspy patogennosci niosacej te geny. Natomiast w obrebie wyspy patogennosci

kodujacej pili typu SpaH zaobserwowatam ogromna mozaikowo$é w sktadzie genow.

W przeprowadzonych przeze mnie badaniach nie stwierdzitam korelacji pomiedzy
wystgpowaniem okre§lonych typéw pili a biotypem szczepu. Natomiast potwierdzitam
obserwowang przez innych badaczy mozaikowos¢ genomu C. diphtheriae. Wykazatam réwniez
mozliwos¢ istnienia zalezno$ci pomigdzy zjadliwoscia szczepu a wytwarzanymi przez niego
czynnikami adhezyjnymi. Wydaje si¢, ze do wywolywania zakazen inwazyjnych przez
nietoksynotworcze C. diphtheriae jest konieczna zdolno$¢ wytwarzania wszystkich typéw pili.
Natomiast peten garnitur genéw zwigzanych z wytwarzaniem pili nie jest niezbedny do

wywolywania btonicy.

Publikacja: Zasada AA. Wystgpowanie i chorobotworczo$¢ dla czlowieka potencjalnie
toksynotwdrczych maczugowcow - Corynebacterium diphtheriae,
Corynebacterium ulcerans i Corynebacterium pseudotuberculosis. Post. Mikrobiol.

2013; 52: 201-209.

Moje zainteresowanie czynnikami zjadliwos$ci oraz zakazeniami powodowanymi przez C.
diphtheriae zaowocowalo analiza obecnego stanu wiedzy w tym zakresie i powstaniem pracy
przegladowej, w ktorej przedstawilam dotychczas poznane czynniki zjadliwos$ci oraz
chorobotworczo$¢ nie tylko C. diphtheriae, ale takze blisko spokrewnionych gatunkéw — C.

ulcerans 1 C. pseudotuberculosis — ktore rowniez mogg wytwarzac toksyne blonicza.

Prac¢ rozpoczgtam od przedstawienia charakterystyki rodzaju Corynebacterium, cech
wykorzystywanych do identyfikacji 1 réznicowania C. diphtheriae, C. ulcerans i C.
pseudotuberculosis oraz charakterystyki czterech biotypow C. diphtheriae. Nastepnie omdwitam
wystgpowanie tych czterech gatunkéw maczugowcow w Srodowisku z uwzglednieniem ich
patogennosci dla zwierzat. Zwrocitam tu uwage na ostatnio pojawiajace sie w literaturze
doniesienia o koniach, kotach i psach bedacych zroédtem zakazenia C. diphtheriae, pomimo ze

dotychczas uwazano, iz drobnoustrdj ten nie jest patogenem odzwierzecym.

Szczegblowo omowilam zakazenia czlowieka tymi trzema gatunkami drobnoustrojéw na

przestrzeni ostatnich 25 lat. Zwrocitam uwage na obserwowany w ostatnim czasie w wielu
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krajach znaczacy wzrost liczby zakazen inwazyjnych o bardzo wysokiej $miertelnosci,
powodowanych przez nietoksynotworcze szczepy C. diphtheriae, wcze$niej uznawane za

niepatogenne, a takze na pojawianie si¢ zakazen toksynotworczymi C. ulcerans.

W kolejnej czgsci swojej pracy przedstawitam znane obecnie czynniki zjadliwos$ci tych
trzech gatunkoéw maczugowcow. Bardzo szczegdtowo omoéwitam najlepiej poznany czynnik,
jakim jest toksyna blonicza, uwzgledniajac mechanizm lizogenizacji Corynebacterium
bakteriofagiem B niosagcym geny toksyny bloniczej, mechanizm regulacji ekspresji tych genow w
odpowiedzi na stgzenie jonow zelaza, budowe czasteczki toksyny bloniczej oraz mechanizm
intoksykacji i w konsekwencji apoptozy komorki eukariotycznej. Te¢ cze$¢ pracy wzbogacitam
rycinami przedstawiajacymi schematycznie regulacje ekspresji toksyny bloniczej oraz model
dzialania toksyny bloniczej. Dalej omdéwilam czynniki adhezji, w tym ro6znego typu pili, bialka
powierzchniowe nie tworzace struktur pili oraz inne zwigzki jak np. polisacharydy biorace udziat
w przyleganiu. Kolejnym zagadnieniem, jakie poruszytam byly mechanizmy pozyskiwania
zelaza. Zelazo jest jednym z kluczowych sktadnikéw niezbednych do wzrostu wiekszosci
bakterii, a w organizmie cztowieka i zwierzat wystepuje w postaci zwiazanej z biatkami lub w
postaci kompleksow. Dlatego drobnoustroje patogenne, a wigc takze C. diphtheriae, C. ulcerans
1 C. pseudotuberculosis, rozwingly systemy pozyskiwania zelaza z tkanek gospodarza, takie jak

wytwarzanie sideroforow, czy systemy pozyskiwania zelaza z hemu i heminy.

W dalszej czgsci pracy omoéwitam mniej zbadane czynniki zjadliwosci, jakimi sa
fosfolipaza D — enzym degradujacy sfingomieling, uznawany za gtéwny czynnik wirulencji C.
ulcerans 1 C. pseudotuberculosis, proteazy serynowe — wptywajace na modulacje swoistych i
nieswoistych mechanizméw obronnych gospodarza oraz destrukcje¢ tkanek gospodarza, oraz
neuraminidaze H — enzym wytwarzany przez wszystkie trzy omawiane gatunki drobnoustrojéw,

modyfikujacy zdolno$ci komdrek gospodarza do odpowiedzi na zakazenie bakteryjne.

Publikacje: Zasada AA, Rastawicki W, Smietaniska K, Rokosz N, Jagielski M. Comparison of
seven commercial enzyme-linked immunosorbent assays for the detection of anti-

diphtheria toxin antibodies. Eur. J. Clin. Microbiol. Infect. Dis. 2013; 32: 891-897.

Zasada AA, Rastawicki W, Rokosz N, Jagielski M. Seroprevalence of diphtheriae
toxoid IgG antibodies in children, adolescents and adults in Poland. BMC Infect.
Dis. 2013; 13: 551.



Fakt wystgpowania nietoksynotworczych C. diphtheriae w populacji polskiej, ktore moga
sig przeksztalci¢ w szczepy toksynotworcze poprzez lizogenizacje bakteriofagiem B, jak réwniez
pojawiajace si¢ w innych krajach zakazenia toksynotworczymi C. ulcerans, ktorych zrodtem sg
najczesciej koty domowe, sktonity mnie do zbadania czy w populacji polskiej utrzymywany jest
ochronny poziom przeciwcial przeciw toksynie bloniczej. W pierwszym etapie tych badan w
celu doboru wiasciwego testu do oznaczania poziomu przeciwcial IgG przeciw toksynie
bloniczej postanowitam przeprowadzi¢ poréwnanie siedmiu dostepnych na polskim i
europejskim rynku komercyjnych zestawow ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay)
nastgpujacych  producentéw: Mikrogen, Immunolab, Sekisui Virotech, NovaTec
Immunodiagnostica, Institut Virion/Serion, IBL International oraz FEuroimmun. W
przeprowadzonych badaniach wykazatam znaczace réznice w wynikach badan tej samej grupy
surowic zalezne od uzytego testu. Dla przykladu liczba prébek, w ktérych oznaczony poziom
przeciwcial przeciwbloniczych byt ponizej poziomu ochronnego (<0,1 1U/ml) wahata sig od
prawie 28% w testach Mikrogen do 0 w testach Sekisui Virotech. Duzg rozbiezno$¢ wynikow
zaobserwowatam gdy poziom przeciwcial w badanych prébkach byt obliczany na podstawie
krzywej wzorcowej skonstruowanej w oparciu o wzorce zalgczone do zestawdw przez
producentéw testow. Rozbieznosci byly mniejsze, gdy poziom przeciwcial byl obliczany na
podstawie krzywej skonstruowanej w oparciu o nowy miedzynarodowy wzorzec — International
Standard for Diphtheria Antitoxin 10/262. W swoich badaniach wyliczytam réwniez wzgledna
swoisto$¢ i1 specyficzno§¢ kazdego z badanych zestawdw testow. Okreélitam réwniez §rednia,
odchylenie standardowe i wspdtczynnik zmiennoéci dla kazdego testu w odniesieniu do prébek o

niskim, §rednim i wysokim poziomie przeciwcial przeciwbtoniczych.

Na podstawie powyzszych badan do przeprowadzenia oceny poziomu przeciwcial
przeciwbloniczych IgG w populacji polskiej wybralam zestaw firmy Euroimmun. Poziom
przeciwcial zbadatam w 1387 probkach surowicy pochodzacych od oséb mieszkajacych w
roznych regionach Polski w wieku od 1 miesigca do 85 lat. Stwierdzilam brak ochronnego
poziomu przeciwcial przeciwbloniczych (<0,1 IU/ml) u prawie 40% badanych, u prawie 55%
wykrylam poziom zapewniajacy ochrong podstawows (0,1-1,0 IU/ml) i bedacy wskazaniem do
podania niezwlocznie dawki przypominajacej szczepionki przeciwbloniczej, a zaledwie 5%
badanych miato poziom przeciwcial przeciwbloniczych zapewniajacy dtugotrwala ochrone (>1,0
[U/ml). Tak niski poziom przeciwcial przeciwbtoniczych jest zaskakujacy, bo zgodnie z danymi
opublikowanymi przez Swiatowa Organizacje Zdrowia ponad 99% dzieci w Polsce otrzymuje co

najmniej trzy dawki podstawowego szczepienia DTP (blonica-tezec-krztusiec). Moje badania
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pokazaty, ze 13% dzieci w wieku 0-2 lata ma poziom przeciwcial przeciwbloniczych >1,0
IU/ml. Odsetek ten roénie z kazda dawka przypominajaca szczepienia podawang w wieku 6, 14 i
19 lat i jest najwigkszy w grupie oséb w wieku 19-25 lat. Nast¢pnie zaczyna drastycznie spadaé i
u 0s6b w wieku >40 roku zycia poziom przeciwciat >1,0 IU/ml nie jest wykrywany. Uzyskane
przeze mnie wyniki sa bardzo niepokojace, bo zgodnie z danymi Swiatowej Organizacii
Zdrowia, aby zapewni¢ odporno$¢ populacji na blonicg konieczne jest uzyskanie ochronnego
poziomu przeciwcial u co najmniej 90% dzieci i 75% dorostych. Wéréd krajéw europejskich,
rownie niski jak w Polsce poziom przeciwcial przeciwbloniczych u dzieci byt odnotowany
jedynie w Czechach'®. We wszystkich pozostatych krajach, w ktorych przeprowadzono podobne
badania odsetek dzieci z ochronnym poziomem przeciwcial przeciwbloniczych przekraczat 90%.
W tej sytuacji wydaje si¢ wskazane przeprowadzenie badan dotyczacych immunogenno$ci
stosowanej w Polsce szczepionki przeciwbloniczej. Polska jest obecnie jedynym krajem, w
ktorym wcigz stosuje si¢ u dzieci szczepionkg DTP zawierajaca pelnokomérkowy komponent
krztuScowy (DTwP). Na polskim rynku dostgpna jest réwniez bezkomérkowa szczepionka
rekombinowana (DTaP), jednakze nie jest ona refundowana. Pozwala to przypuszczaé, ze
wigkszo$¢ dzieci immunizowana jest szczepionka DTwP. W naukowym pi§émiennictwie
migdzynarodowym istnieja doniesienia, ze produkcja przeciwcial w odpowiedzi na szczepienia
szczepionkg DTwP jest nizsza dla wszystkich zawartych w szczepionce antygenéw w
poréwnaniu do szczepienia szczepionka DTaP'™'® . Jednak sg rowniez prace mowigce o tym, ze
immunogenno$¢ komponentu bloniczego w szczepionce DTwP oraz DTaP jest poréwnywalna'®.
Niestety, nie miatam dostgpu do danych, ktéra szczepionka szczepione byly dzieci z mojej grupy
badanej.

W wigkszoSci krajow, w ktérych zbadano poziom przeciwcial przeciwbloniczych,
obserwowano — podobnie jak w moich badaniach — znaczny spadek liczby 0séb z ochronnym
poziomem przeciwcial w grupie wiekowej powyzej 40 lat. Jedynie w krajach endemicznych
blonicy, gdzie wciaz wystepuja zachorowania na t¢ chorobe, liczba przeciwciat u 0séb dorostych

utrzymywala sig¢ na wysokim poziomie, jak ma to miejsce na przyklad na Lotwie.

' Di Giovane P, Kafatos G, Nardone A, i in. Comparative seroepidemiology of diphtheria in six European countries and Israel.
Epidemiol. Infect. 2013; 141: 132-142.

17 Patel SS, Wagstaff AJ. A cellular pertussis vaccine (Infanrix-DTPa; SB-3). A review of its immunogenicity, protective efficacy
and tolerability in the prevention of Bordetella pertussis infection. Drugs 1996; 52: 254-275.

'8 Matheson AJ, Goa KL. Diphtheria-tetanus-acellular pertussis vaccine absorbed (Triacelluvax; DTaP3-CB): a review of its use
in the prevention of Bordetella pertussis infection. Paediatr. Drugs 2000; 2: 139-159.

' Pichichero ME, Deloria MA, Rennels MB i in. A safety and immunogenicity comparison of 12 acellular pertussis vaccines and
one whole-cell pertussis vaccine given as a fourth dose in 15- and 20-month-old children. Pediatrics 1997; 100: 722-288.




Wyniki moich badan w polaczeniu z odnotowanymi w innych krajach przypadkami
zachorowan na blonice, gdzie Zrodtem zakazenia byly koty domowe, pokazuja konieczno$é
przeprowadzenia kampanii przypominajacej pacjentom i lekarzom o koniecznoéci podawania
osobom dorostym dawek przypominajacych szczepionki przeciwbtoniczej co 10 lat, zgodnie z
obowiagzujacymi w Polsce zaleceniami. Szczegdlng uwage nalezy zwrocié na zaszczepienie 0sob
opiekujacych si¢ kotami oraz oséb podrézujacych do rejondéw endemicznych blonicy. By¢ moze
sytuacje doszczepiania dorostych poprawitaby modyfikacja kalendarza szczepiei w sposéb
doprecyzowujacy terminy podawania dawek przypominajacych u dorostych np. w wieku lat 40,

50, 60, itp., co mogloby ulatwi¢ pacjentom i lekarzom monitorowanie tych szczepien.

Publikacja: Zasada AA. Nontoxigenic highly pathogenic clone of Corynebacterium diphtheriae,
Poland, 2004-2012. Emerg. Infect. Dis. 2013; 19: 1870-1872.

W pracy podjetam si¢ dokonania analizy 25 przypadkéw zakazen nietoksynotworczymi C.
diphtheriae, ktére mialy miejsce w Polsce w latach 2004-2012. Osiemnascie z nich stanowito
zakazenia inwazyjne, a siedem bylo zakazeniami miejscowymi. W badaniach wziglam pod
uwage zarowno cechy wyizolowanych szczepow, jak tez cechy pacjentéw mogace potencjalnie
stanowi¢ czynniki predysponujace takiego zakazenia. Uzyskane wyniki poréwnatam z danymi
opublikowanymi w innych krajach Europy, w ktérych rowniez odnotowano w ostatnim czasie

zakazenia nietoksynotworczymi C. diphtheriae.

Wszystkie wyizolowane w tym okresie z zakazen szczepy C. diphtheriae nie wytwarzaty
toksyny bloniczej, nalezaly do biotypu gravis (za wyjatkiem jednego szczepu biotypu mitis
pochodzacego z zakazenia miejscowego), wszystkie stanowily jeden genotyp (za wyjatkiem
wspomnianego szczepu mitis) w metodach PFGE, MLST oraz w rybotypowaniu. Natomiast
wyizolowane zostaty w réznym czasie, tj. na przestrzeni 9 lat, od pacjentdéw mieszkajacych w

réznych rejonach kraju.

Stwierdzitam, ze wszystkie przypadki inwazyjnych zakazen C. diphtheriae, za wyjatkiem
Jednego, wystapity u meZzczyzn w wieku od 17 do 71 lat, przy czym grupa najbardziej dotknigta
tymi zakazeniami byli mezczyzni w wieku 31-40 lat, a nastepnie mezczyzni w wieku 51-60 lat.
Natomiast zakazenia miejscowe wystgpowaly u kobiet i mezczyzn na poréwnywalnym
poziomie, najczeéciej u oséb w wieku 51-60 lat. Odnotowatam nastgpujace choroby
towarzyszace u pacjentdw z inwazyjnym zakazeniem C. diphtheriae: alkoholizm, marsko$é

watroby, udar mézgu, ropien watroby, encefalopatia, owrzodzenia skoérne, odmrozenia stop. U
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czworga pacjentow zdiagnozowano zapalenie wsierdzia. Co najmniej trzech pacjentéw bylo
bezdomnych. Jednakze w przypadku trzech pacjentéw z inwazyjnym zakazeniem C. diphtheriae
nie udato mi si¢ ustali¢ Zadnych choréb towarzyszacych ani innych czynnikéw ryzyka. Byli to

wczesniej zdrowi mezezyzni w wieku 17, 24 1 37 lat.

Poczynione obserwacje porownalam z badaniami przeprowadzonymi w Niemczech,
Wielkiej Brytanii, Francji, Szwajcarii i we Wloszech. Stwierdzitam, Ze w przeciwienstwie do
Polski, w innych krajach zakazZenia inwazyjne nietoksynotworczymi C. diphtheriae dotykaly
gléwnie 0s6b miodych, w tym dzieci i byly powodowane przez szczepy rozniace sie zarébwno
pod wzgledem biotypu jak i pod wzgledem genetycznym. Izolowany od pacjentéw w Polsce od
9 lat jeden klon kaze si¢ zastanowi¢, czy w populacji polskiej krazy od lat jeden klon C.
diphtheriae czy jest to klon o zwigkszonych wlasciwosciach patogennych wywotujacy
zakazenia. Niestety, ze wzgledu na brak danych dotyczacych nosicielstwa C. diphtheriae w

populacji polskiej, pytanie to pozostaje bez odpowiedzi.

Przeprowadzone przeze mnie badania s zgodne z danymi piSmiennictwa wskazujacymi,
ze zapalenie wsierdzia jest czgstym powiklaniem zakazenia nietoksynotworczymi C.
diphtheriae. Jednak uzyskane przeze mnie wyniki nie potwierdzaja obserwacji innych autorow,
ze zapalenie wsierdzia spowodowane zakazeniem C. diphtheriae wystepuje u 0séb z chorobami
serca, sztucznymi zastawkami serca oraz u o0soéb zazywajacych narkotyki droga dozylng. Na
podstawie przeprowadzonych przeze mnie analiz do wymienianych w piSmiennictwie
czynnikOw ryzyka inwazyjnego zakazenia C. diphtheriae takich jak bezdomno$¢, uzaleznienie
od alkoholu, cukrzyca, uzywanie narkotykow droga dozylna, mozna dodaé marsko$é watroby
oraz prochnice zebow. Co wigeej, stwierdzitam ze prochnica zebéw jest bardzo
prawdopodobnym miejscem wniknigcia tych patogenéw do organizmu. Jest to pierwsza taka
obserwacja na $wiecie. Nalezy rowniez pamietac, ze zakazenia inwazyjne C. diphtheriae moga
takze wystapi¢ u oso6b nie obarczonych czynnikami ryzyka. W swoich badaniach wysunetam
réwniez przypuszczenie, ze zakazen inwazyjnych C. diphtheriae moze byé wigcej, bo
stwierdzenie wzrostu coryneform bakterii w probkach krwi jest czesto traktowane jako zakazenie

ze skory podczas pobierania probki i nie jest prowadzona dalsza identyfikacja drobnoustroju.

Omowienie pozostalych osiagni¢¢ naukowo - badawezych

Podczas prowadzonych badan bratam udzial w pracach miedzynarodowego zespotu, ktory
opracowal metod¢ MLST do genotypowania C. diphtheriae, poddal genotypowaniu 150
&
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szczepow wyizolowanych w 18 krajach oraz utworzyt elektroniczng baze danych genotypow
wystepujacych na Swiecie. Wyniki naszych prac zostaly przedstawione w publikacji Bolt F i
wsp. Multilocus sequence typing identifies evidence for recombination and two distinct lineages

of Corynebacterium diphtheriae. J. Clin. Microbiol. 2010; 48: 4177-4185.

Wesztam réwniez w sklad austriacko-polskiej grupy badaczy, ktéra wyizolowala,
scharakteryzowala i opisata nowy gatunek bakterii z rodzaju Corynebacterium (Frischmann A i
wsp. Corynebacterium epidermidicanis sp. nov., isolated from a dog's skin. Int. J. Syst. Evol.

Microbiol. 2012; 62: 2194-2200).

Ponadto, w swoich badaniach kontynuuj¢ tematyke badawcza dotyczaca Bacillus
anthracis, ktora byla rowniez tematem mojego doktoratu. Miedzy innymi przeprowadzitam
badania kilkuset probek gleby pobranych na terenie Polski w rejonach, gdzie przed laty
wystgpowaly zgony zwierzat na waglik. Zbadatam réwniez probki gleby i osadéw naniesionych
przez wode na terenach dotknigtych powodzia w 2010 roku. Celem tych badan byla odpowiedz
na pytanie, czy istnieje zagrozenie wystapienia epidemii waglika na tych terenach. Przetrwalniki
Bacillus antharcis sa wysoce oporne na wiele czynnikéw $rodowiskowych i $rodkéw
dezynfekcyjnych. W naturalnych warunkach do $rodowiska sa uwalniane wraz z wyciekiem
pltynéw ze zwlok zwierzat padlych na waglik. Moga przetrwaé w glebie przez dziesiatki lat.
Powodzie moga nie tylko przenosi¢ przetrwalniki w inne miejsca, ale takze odstaniaé je z
glebszych warstw gleby i powodowac¢ ich koncentracje na obszarach nizej potozonych, co moze
prowadzi¢ do wybuchu epidemii waglika nawet na terenach, gdzie od wielu lat nie
odnotowywano przypadkow tej choroby, jak to miato miejsce m.in. na Stowacji czy w Szwecji®’.
Wyniki moich badan nie wykazaty zwigkszonego zagrozenia wystapienia zachorowan na waglik
na badanych terenach. Zostaly opisane w przyjetej do druku pracy Zasada AA i wsp. Screening
for anthrax occurrence in soil on flooded rural areas in Poland after rainfalls in spring of 2010.

Ann. Agric. Environ. Med. 2014.

Ponadto, swoje zainteresowanie badawcze sprzed doktoratu dotyczace nowoczesnych
metod wykrywania i identyfikacji Bacillus antharcis poszerzylam o inne wysoce patogenne

bakterie, ktore mogg zosta¢ uzyte jako bron biologiczna, takie jak Francisella tularensis,

2 Lewerin SS, Elvander M, Westermark T, 1 in. Anthrax outbreak in a Swedish beef cattle herd — 1% case in 27 years: case
report. Acta Vet Scand. 2010; 52: 7.
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Yersinia pestis, Brucella sp. Wyniki swoich badan opublikowatam w nastepujacych pracach:
Zasada AA i wsp. Fast identification of Yersinia pestis, Bacillus anthracis and Francisella
tularensis based on conventional PCR. Pol. J. Microbiol. 2013 (w druku); Zasada AA i wsp.
Wykrywanie i identyfikacja wysoce patogennych bakterii w ramach miedzynarodowego projektu
EQADeBa — Czgs¢ 1I: Probki zawierajace inaktywowane patogeny. Przegl. Epidem. 2012; 66:
389-393; Frominska K i wsp. Ocena przydatnosci metody multiplex PCR do identyfikacji i
réznicowania drobnoustrojow z grupy Bacillus cereus. Med. Doéw. Mikrobiol. 2012; 64: 101-
108; Zasada AA. Ocena wplywu zastosowanych odczynnikéw na szybko$é uzyskania wyniku
identyfikacji laseczki waglika w tescie RSI-PCR dla genu plcR. Med. Do$w. Mikrobiol. 2011;
63: 321-326; Zasada AA i wsp. Wykrywanie i identyfikacja wysoce patogennych bakterii w
ramach migdzynarodowego projektu EQADeBa — Czg$¢ I: Probki zawierajace zywe patogeny.
Przegl. Epidem. 2011; 65: 401-407; Gierczynski R i wsp. Specific Bacillus anthracis
identification by a plcR-targeted restriction site insertion-PCR (RSI-PCR) assay. FEMS
Microbiol. Lett. 2007; 272: 55-59.

Uczestniczylam réwniez w badaniach dotyczacych metod wykrywania Legionella
pneumofila w probkach materiatu klinicznego oraz w badaniach dotyczacych oceny czestosci
wystgpowania krztuSca w populacji polskiej. Wyniki tych prac zostaly opublikowane w
nastepujacych artykutach: Zak M i wsp. Development of a miniaturized DNA microarray for
identification of 66 virulence genes for Legionella pneumophila. Postepy Hig. Med. Dosw. 2011;
65: 838-848; Baczewska-Rej M i wsp. Comparison of sensitivity and specificity of three
commercial assays (Biotest EIA, BinaxNOW and Uni-Gold) for detection of Legionella
pneumophila serogroup 1 antigen in urine. Adv. Clin. Exp. Med. 2010; 19: 323-327; Stefanoff P
i wsp. Incidence of pertussis in patients of general practitioners in Poland. Epidemiol. Infect.
2013; Jul 22:1-10 [EPub ahead of print]; Rastawicki W i wsp. Ocena wiarygodnoéci poziomu
przeciwcial przyjmowanego za diagnostycznie znamienny w serodiagnostyce krztusca

wykonanej odczynem ELISA. Med. Do$w. Mikrobiol. 2011; 63: 73-80.
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