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AUTOREFERAT

1. Imi¢ i nazwisko

TOMASZ JAGIELSKI

2. Posiadane dyplomy i stopnie naukowe

Stopien DOKTORA NAUK MEDYCZNYCH (summa cum laude) nadany uchwatg Rady
Naukowej Instytutu Gruzlicy i Choréb Ptuc w Warszawie dn. 15 kwietnia 2010 r.

Tytut pracy: Molekularna analiza epidemiologiczna szczepéw Mycobacterium
tuberculosis o wielolekoopornosci typu MDR, wyizolowanych od
chorych na gruzlice w Polsce w 2004 r.

Promotor pracy: Prof. dr hab. Zofia Zwolska

Recenzenci: Prof. dr hab. Jarostaw Dziadek

Prof. dr hab. Kazimierz Roszkowski-Sliz

Tytut MAGISTRA BIOTECHNOLOGII w zakresie MIKROBIOLOGII (summa cum laude) uzyskany
na Wydziale Biologii Uniwersytetu Warszawskiego dn. 5 sierpnia 2005 r.

Tytut pracy: Klonowanie genéw kodujacych istotne determinanty patogenezy
Listeria monocytogenes do szczepu Bacillus subtilis

Opiekun pracy: Prof. dr hab. Jacek Bielecki

Tytut LICENCJATA BIOTECHNOLOGII w zakresie MIKROBIOLOGII (summa cum laude)
uzyskany na Wydziale Biologii Uniwersytetu Warszawskiego dn. 15 lipca 2003 r.

Tytut pracy: Oczyszczanie hemolizyny Listeria monocytogenes metoda chromato-
grafii powinowactwa i jej wstepna charakterystyka

Opiekun pracy: Prof. dr hab. Jacek Bielecki

3. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych

Od 2010 Adiunkt w Zaktadzie Mikrobiologii Stosowanej Instytutu Mikrobiologii
na Wydziale Biologii Uniwersytetu Warszawskiego

2005 - 2010 Studia doktoranckie w Zaktadzie Mikrobiologii Instytutu Gruzlicy
i Choréb Pluc w Warszawie
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4. Wskazanie osiggniecia 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. 2017 r. poz. 1789)

a) Tytuf osiggniecia naukowego

Charakterystyka chorobotwoérczych glonoéw z rodzaju Prototheca — aspekty epidemio-
logiczne, diagnostyczne i terapeutyczne

b) Publikacje wchodzgce w skiad osiggniecia naukowego, ze szczegélnym omoéwieniem

indywidualnego wktadu wnioskodawcy'

Anjos, C., Sabino, C., Celidonio Pogliani, F., Sellera, F., Ribeiro, M., Lincopan, N., Gargano, R.,
Jagielski, T. Algicidal effect of blue light on pathogenic Prototheca species. Photodiagnosis
Photodyn. Ther.,[2019], 26, 210-213.

IF,..>=2,895; IF

2017

siem = 2,796; pkt MNiSW? = 25; liczba cytowan (Web of Science) = 0.
Wktad habilitanta: 20%. Wspoétautorstwo koncepcji badan i planu wszystkich doswiad-
czen; udostepnienie szczepow referencyjnych Prototheca spp. do badan; wspot-
autorstwo manuskryptu publikacji; wspétudziat w przygotowaniu odpowiedzi na uwagi
recenzentow.

Jagielski, T., Roeske, K., Bakuta, Z., Piech, T., Wlazio, t., Bochniarz, M., Woch, P,,
Krukowski, H. A survey on the incidence of Prototheca mastitis in dairy herds in Lublin
province, Poland. J. Dairy Sci.,[2019], 102(1), 619-628.

IF,. ., =2,749; IF

2017

= 3,085; pkt MNiSW = 45; liczba cytowan (Web of Science) = 0.

5-letni

Wkiad habilitanta: 55%. |Autor korespondencyjny|. Autorstwo koncepcji badan; projekt
i nadzor nad wszystkimi doswiadczeniami; autorstwo wszystkich procedur eksperymental-
nych i zbiorczych arkuszy wynikowych; udziat we wstepnej (parametryzacyjnej/optymaliza-
cyjnej) fazie wszystkich doswiadczen laboratoryjnych; udziat w czesci badan terenowych;
analiza i interpretacja wynikow badan (wsp. z dr K. Roeske); autorstwo manuskryptu;
przygotowanie wszystkich rycin i tabel; opracowanie odpowiedzi na uwagi recenzentow.

Jagielski, T., Krukowski, H., Bochniarz, M., Piech, T., Roeske, K., Bakufa, Z., Wlazio,
k., Woch, P. Prevalence of Prototheca spp. on dairy farms in Poland — a cross-country
study. Microb. Biotechnol.,[2019], 12(3), 556-566.

IF,,,, = 3,913; IF, . = 4,243, pkt MNiSW = 35; liczba cytowan (Web of Science) = 0.

2017

18

W porzadku chronologicznym.

Zgodnie z rokiem publikacji; w wypadku prac opublikowanych w latach 2018 i 2019 zastosowano
ostatnia, dostepng w bazach warto$¢ wspétczynnika, tj. za rok 2017 (IF
MNiSW, Ministerstwo Nauki i Szkolnictwa Wyzszego.

2017)'
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Wktad habilitanta: 55%. |Autor korespondencyjny|. Autorstwo koncepcji badan;
projekt i nadzér nad wszystkimi doswiadczeniami; autorstwo wszystkich procedur
eksperymentalnych i zbiorczych arkuszy wynikowych; udziat we wstepnej (parame-
tryzacyjnej/optymalizacyjnej) fazie wszystkich doswiadczen laboratoryjnych; udziat
w czescibadanterenowych; analizaiinterpretacjawynikéw badan (wsp.zdr K. Roeske);
autorstwo manuskryptu; przygotowanie wszystkich rycin i tabel; opracowanie odpo-
wiedzi na uwagi recenzentow.

Jagielski, T., Gawor, J., Bakuta, Z., Decewicz, P., Maciszewski, K., Karnkowska, A. cytb
as a new genetic marker for differentiation of Prototheca species. J. Clin. Microbiol.,

[2018], 56(10), pii:e00584-18.

IF, ., =4,054; IF

2017

= 3,962; pkt MNiSW = 35; liczba cytowan (Web of Science) = 2.

5-letni

Wktad habilitanta: 55%. |Autor korespondencyjny|. Autorstwo koncepcji badan; projekt
inadzornad wszystkimidoswiadczeniami; udziatwe wstepnej (parametryzacyjnej/optyma-
lizacyjnej) fazie wszystkich doswiadczen laboratoryjnych; analiza i interpretacja wynikow
badan; autorstwo manuskryptu; przygotowanie lub korekta wszystkich rycin i tabel,
opracowanie odpowiedzi na uwagi recenzentow.

Jagielski, T., Bakuta, Z., Plen, M., Kaminski, M., Nowakowska, J., Bielecki, J., Wolska, K.1.,
Grudniak, A.M. The activity of silver nanoparticles against microalgae of the Prototheca
genus. Nanomedicine, [2018], 13(9), 1025-1036.

IF,. .. =5,005; IF

2017

=5,519; pkt MNiSW = 40; liczba cytowan (Web of Science) = 0.

5-letni

Wktad habilitanta: 55%. |Autor korespondencyjny|. Wspétautorstwo (z dr A. Grudniak)
koncepcji badan; projekt i nadzér nad wszystkimi doswiadczeniami; udziat we wstepnej
(parametryzacyjnej/optymalizacyjnej) fazie wszystkich doswiadczenh laboratoryjnych;
analiza i interpretacja wynikow badan; autorstwo manuskryptu; przygotowanie wszyst-
kich rycin i tabel; opracowanie odpowiedzi na uwagi recenzentéw; opieka naukowa nad
studentkg studiow magisterskich (M. Plen).

Jagielski, T., Niedzwiecka, K., Roeske, K., Dylag, M. 3-bromopyruvate as an alternative
option for the treatment of protothecosis. Front. Pharmacol.,[2018], 9, e375.

IF,,., =3,831; IF, . =4,439; pkt MNiSW = 40; liczba cytowan (Web of Science) = 1.

2017

Wktad habilitanta: 45%. |Autor korespondencyjny|. Wspoétautorstwo (z dr. M. Dylggiem)
koncepcji badan, projektu wszystkich doswiadczen, analiz ich wynikéw oraz manu-
skryptu publikacji (wraz z redakcjg odpowiedzi na uwagi recenzentéw); wspoétudziat
(z dr. M. Dylagiem) w wykonaniu oznaczen MIC i MAC 3-bromopirogronianiu (3-BP)
i amfoterycyny B (AMB) dla wszystkich badanych szczepow oraz testéw interakciji
miedzylekowej (3-BP vs AMB vs 3-BP+AMB).
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vVii.

viii.

20

Jagielski, T., Gawor, J., Bakuta, Z., Zuchniewicz, K., Zak, I., Gromadka, R. An optimized
method for high-quality DNA extraction from microalga Prototheca wickerhamii for genome
sequencing. Plant Meth., 2017, 13, e77.

IF,., =4,269; IF

2017

= 4,502; pkt MNiSW = 40; liczba cytowan (Web of Science) = 3.

5-letni

Wkiad habilitanta: 40%. |Autor korespondencyjny|. Wspétautorstwo (z mgr. J. Gaworem
i dr. R. Gromadkg) koncepcji badan i projektu wszystkich doswiadczen; kompleksowa
analiza wynikow; autorstwo manuskryptu publikacji (dzielone w zakresie opisu materiatéw
i metod oraz czesci wynikdbw z mgr. J. Gaworem, dr Z. Bakutg i dr. R. Gromadkg);
opracowanie odpowiedzi na uwagi recenzentow.

Jagielski, T., Bakuta, Z., Di Mauro, S., Casciari, C., Cambiotti, V., Krukowski, H., Turchetti, B.,
Ricchi, M., Manuali, E., Buzzini, P. A comparative study of the in vitro activity of iodopropynyl
1 butylcarbamate (IPBC) and amphotericin B (AMB) against Prototheca spp. J. Dairy Sci.,
2017, 100(9), 7435-7445.

IF,,., =2,749; IF, = 3,085; pkt MNiSW = 45; liczba cytowan (Web of Science) = 3.

2017

Wkiad habilitanta: 45%. |Autor korespondencyjny|. Autorstwo koncepcji badan; projekt
wszystkich doswiadczen i udziat w przygotowawczej ich fazie (parametryzacyjnej/optyma-
lizacyjnej); okreslenie (wraz z dr Z. Bakutg) wartosci MIC / MAC amfoterycyny B oraz 3-jodo-
-2-propynylo-N-butylokarbaminianu dla wszystkich (n=138) szczepdw Prototheca spp. ob-
jetych badaniem; kompleksowa analiza i interpretacja wynikdéw; autorstwo manuskryptu
publikacji; przygotowanie wszystkich rycin i tabel; opracowanie odpowiedzi na uwagi
recenzentow; opieka naukowa nad studentkg studiow magisterskich (S. Di Mauro).

Jagielski, T., Dylag, M., Roesler, U., Murugaiyan, J. Isolation of infectious microalga
Prototheca wickerhamii from a carp (Cyprinus carpio) — a first confirmed case report of
protothecosis in a fish. J. Fish Dis., [2017], 40(10), 1417-1421.

IF,. ., =2,004; IF

2017

= 2,057; pkt MNiSW = 35; liczba cytowan (Web of Science) = 2.

5-letni

Wktad habilitanta: 60%. [Autor korespondencyjny|. Autorstwo koncepcji badan i projekt
wszystkich analiz; oznaczenie szczepu metodami molekularnym (PCR-sequencing);
opracowanie wynikéw; autorstwo manuskryptu publikacji; przygotowanie wszystkich
rycin; opracowanie odpowiedzi na uwagi recenzentow.

Alves, A. C., Capra, E., Morandi, S., Cremonesi, P., Pantoja, J. C., Langoni, H., de Vargas,
A. P, da Costa, M. M., Jagielski, T., Bolafios, C. A., Guerra, S. T., Ribeiro, M. G. In vitro
algicidal effect of guanidine on Prototheca zopfii genotype 2 strains isolated from clinical
and subclinical bovine mastitis. Lett. Appl. Microbiol., 2017, 64(6), 419-423.

IF, .. =1,471; IF

2017

= 1,848; pkt MNiSW = 25; liczba cytowan (Web of Science) = 3.

5-letni

Wktad habilitanta: 20%. Wspédtautorstwo koncepcji badan i planu wszystkich do-
Swiadczen; udostepnienie szczepdw referencyjnych Prototheca spp. do badan;
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wspotautorstwo manuskryptu publikacji; wspétudziat w przygotowaniu odpowiedzi na
uwagi recenzentow.

Zak, 1., Jagielski, T., Kwiatkowski, S., Bielecki, J. Prototheca wickerhamii as a cause of
neuroinfection in a child with congenital hydrocephalus. First case of human protothecosis
in Poland. Diagn. Microbiol. Infect. Dis.,[2012], 74(2), 186-189.

IF,.., =2,260; IF

2012

= 2,342; pkt MNiSW = 25; liczba cytowan (Web of Science) = 10.

5-letni

Wktad habilitanta: 50%. | Autor korespondencyjny|.Autorstwo koncepcjibadaniwszystkich
analiz; oznaczenie szczepu metodami molekularnymi (PCR-sequencing); opracowa-
nie wynikéw; autorstwo manuskryptu publikacji; wykonanie i opracowanie 3/4 ilustraciji;
opracowanie odpowiedzi na uwagi recenzentow.

Jagielski, T., Buzzini, P., Lassa, H., Malinowski, E., Branda, E., Turchetti, B., Polleichtner, A.,
Roesler, U., Lagneau, P-E., Marques, S., Silva, E., Thompson, G., Stachowiak, R.,
Bielecki, J. Multicenter E-test evaluation of in vitro susceptibility of Prototheca sp. isolates
towards antifungal drugs. J. Antimicrob. Chemother.,[2012), 67(8), 1945-1947.

IF,,,, = 5,338; IF, . =5,173; pkt MNiSW = 40; liczba cytowan (Web of Science) = 11.

2012

Wktad habilitanta: 35%.| Autor korespondencyjny|. Organizacjakonsorcjumbadawczego;
autorstwokoncepcjibadan, procedureksperymentalnychizbiorczycharkuszywynikowych;
analiza i interpretacja wynikow badan; wspotautorstwo manuskryptu publikacji; opraco-
wanie odpowiedzi na uwagi recenzentow.

Ahrholdt, J., Murugaiyan, J., Straubinger, R. K., Jagielski, T., Roesler, U. Epidemiologi-
cal analysis of worldwide bovine, canine and human clinical Prototheca isolates by PCR
genotyping and MALDI-TOF mass spectrometry proteomic phenotyping. Med. Mycol.,
[2011], 50(3), 234-243.

IF,.. =2,457; IF

2011

siem = 2,687; pkt MNISW = 35; liczba cytowan (Web of Science) = 19.
Wktad habilitanta: 20%. Wspotautorstwo koncepcji badan i planu doswiadczen; typowanie
genetyczne szczepow Prototheca spp. wyizolowanych w Polsce (wsp. z dr J. Ahrholdt);
udziat w przygotowaniu ostatecznej wersji manuskryptu.

Jagielski, T., Lassa, H., Ahrholdt, J., Malinowski, E., Roesler, U. Genotyping of bovine
Prototheca mastitis isolates from Poland. Vet. Microbiol., [2011], 149(1-2), 283-287.

IF,,,, =3,327; IF, = 2,770; pkt MNiSW = 40; liczba cytowan (Web of Science) = 39.

2011
Wkiad habilitanta: 65%. Autorstwo koncepcji badan i projekt wszystkich doswiadczen;
wykonanie wszystkich doswiadczen laboratoryjnych (w czesci dotyczacejgenotypowania
szczepow Prototheca spp. — wsp. z dr J. Ahrholdt); kompleksowe opracowanie wyni-
kéw; autorstwo manuskryptu publikacji; przygotowanie wszystkich tabel i rycin; opraco-
wanie odpowiedzi na uwagi recenzentéw.

21
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xv.  Lassa, H., Jagielski, T., Malinowski, E. Effect of different heat treatments and disinfectants
on the survival of Prototheca zopfii. Mycopathologia, [2011], 171(3), 177-182.

IF,,.,=1,654; IF

2010

siem = 1,641; pkt MNiISW = 20; liczba cytowan (Web of Science) = 12.
Wktad habilitanta: 20%. Wspotautorstwo koncepcji badan i planu doswiadczen; wspot-
autorstwo manuskryptu publikaciji.

xvi. Jagielski, T., Lassa, H., Ahrholdt, J., Roesler, U., Malinowski, E. Molecular characteri-
zation of Polish Prototheca zopfii mastitis isolates and first isolation of Prototheca
blaschkeae in Poland. Pol. J. Vet. Sci.,[2010], 13(4), 725-729.

IF,.,=0,507; IF

2010

= 0,839; pkt MNiSW = 20; liczba cytowan (Web of Science) = 7.

5-letni

Wkiad habilitanta: 65%. |Autor korespondencyjny|. Autorstwo koncepcji badan i projekt
wszystkich dodwiadczen; wykonanie wszystkich doswiadczen laboratoryjnych (w czesci
dotyczacej genotypowania szczepdw Prototheca spp. — wsp. z dr J. Ahrholdt); komplek-
sowe opracowanie wynikéw; autorstwo manuskryptu publikacji; przygotowanie wszystkich
tabel i rycin; opracowanie odpowiedzi na uwagi recenzentéw.

7
0.0

Sumaryczny wspétczynnik oddziatywania czasopism, w ktérych ukazaty sie publikacje
wchodzgce w sktad osiggniecia naukowego* — 48,483

< Sumaryczna liczba punktow MNiSW — [545]

« Liczba cytowan publikacji wchodzgcych w sktad osiggniecia naukowego, na dzieh
15.04.2019 r. (wg Web of Science) —[112]

c) Omowienie celu naukowego ww. prac i osiggnietych wynikéw wraz z oméwieniem
ich ewentualnego wykorzystania

WPROWADZENIE

Do rodzaju Prototheca nalezg jednokomorkowe, pozbawione chlorofilu glony, szeroko rozpo-
wszechnione w przyrodzie. |zoluje sie je m.in. z naturalnych i sztucznych zbiornikow wodnych,
wody kanalizacyjnej, sciekow, odchoddéw zwierzecych, materiatu roslinnego i wielu produktow
zywnosciowych [1]. Drobnoustroje te po raz pierwszy wyhodowali Zopf i Kiihn w 1880 roku
z wyciekoéw przyrannych lipy (Tillia sp.), ale petng charakterystyke rodzaju podat Kriiger w 1894
roku [2]. Od tamtego czasu, problem przynaleznosci taksonomicznej tych organizméw byt przed-
miotem wielu kontrowersji. Poczgtkowo rozpoznane, na podstawie cech morfologicznych, jako
grzyby drozdzopodobne, zostaty nastepnie zaliczone do glonéw ze wzgledu na taki sam spo-
s6b rozmnazania jak u przedstawicieli Chlorella spp. Klasyfikacje te utrzymano wraz z wynika-
mi badan filogenetycznych, wskazujgcymi na bliski zwigzek pokrewienstwa miedzy prototekami

4 Zgodnie z rokiem publikacji; w wypadku prac opublikowanych w latach 2018 i 2019 zastosowano

ostatnig, dostepng w bazach warto$¢ wspotczynnika, tj. za rok 2017 (IF,,.).
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a zielonymi glonami Auxenochlorella protothecoides. Obecnie, rodzaj Prototheca sytuuje sie
w rzedzie Chlorellales klasy Trebouxiophyceae i zawiera 8 gatunkow: P. wickerhamii, P. zopfii,
P. blaschkeae, P. stagnora, P. ulmea, P. cutis, P. miyajii oraz P. tumulicola [2-9]. Ponadto, w obre-
bie gatunku P. zopfiiwyrdznia sie dwa typy genetyczne (1i2)[5]. Z kolei dla gatunku P. blaschkeae
opisano podgatunek P. blaschkeae subsp. brasiliensis [9]. Mimo ze glony z rodzaju Prototheca
sg wolnozyjacymi saprofitami, mogg w okreslonych warunkach, zwykle dysfunkcji uktadu od-
pornosciowego, wywotywac¢ choroby u ludzi i zwierzat (tzw. prototekozy). Sposrdd opisanych
gatunkow, P. wickerhamii, P. zopfii, P. blaschkeae, P. cutis oraz P. miyajii uznaje sie za patogenne
dla cztowieka i zwierzat. Potencjat chorobotworczy glonéw opisywano juz wczesniej, chocby ich
zdolnos¢ produkcji toksyn wywotujgcych zatrucia biegunkowe, paralityczne, neurotyczne i amne-
zyjne. Jednak zdolnos¢ wywotywania zakazen jest niezwykle rzadka zaréwno wsrod glonow, jak
i roslin. Sposréd szacowanej liczby ok. 400 000 gatunkéw roslin wystepujgcych na swiecie [10],
tylko bezbarwne glony Prototheca spp. i zielone glony Chlorella spp. zdolne sg do aktywnego
parazytyzmu wobec zwierzat kregowych, w tym cziowieka.’ O ile jednak przypadki chlorellozy
notuje sie sporadycznie, w rozproszonych geograficznie stanowiskach, prototekoza ma zasieg
globalny, a czestos¢ jej wystagpien, zarbwno wsrod zwierzat, jak i ludzi, od kilku dekad ma wy-
razny trend zwyzkowy. Tym samym, prototekoza nalezy do tzw. nowo pojawiajgcych sie choréb
zakaznych (ang. emerging infectious diseases), o rozmaitej etiologii — bakteryjnej, grzybiczej
i pierwotniaczej, ktore razem stanowig coraz powazniejszy problem dla zdrowia publicznego.

Prototekoze u ludzi wywolujg P. wickerhamii i, rzadziej, P. zopfii.* Choroba najczesciej przyjmuje
postac skérng, stawowg, o obrazie zapalenia wyrostka fokciowego (olecranon bursitis), lub uogol-
niong, zwykle u oséb z silng immunosupresja, u ktérych zakazenie moze obejmowac rézne na-
rzady wewnetrzne (m.in. watrobe, otrzewna, ptuca, opony mézgowo-rdzeniowe) [18,19]. Przeglad
pisSmiennictwa kazuistycznego jasno pokazuje istotny wzrost liczby zachorowan. Jezeli w okresie
30 lat od 1964 roku (1964-1996), kiedy opisano pierwszy przypadek prototekozy u cziowieka,
odnotowano tgcznie 75 nowych przypadkéw, to juz w okresie ostatniego 20-lecia (1997-2017),
liczba nowych przypadkéw wyniosta 135 [20].” Ten znaczgcy wzrost zachorowan nalezy przypisac
z jednej strony powiekszajgcej sie populacji oséb z obnizong odpornoscig (skutkiem starzenia,
a takze chordb i zabiegdw wymagajgcych leczenia immunosupresyjnego), z drugiej zas — wiekszej
Swiadomosci klinicznej i osiggnieciom technologicznym w diagnostyce laboratoryjnej.

U zwierzat, zakazenia wywotywane sg gtownie przez P. zopfii, P. blaschkeae oraz P. wicker-
hamii. Dotyczg najczesciej bydta, cho¢ opisano je takze u psow [21], kotow [22,23], koz
[24,25], bobra [26], jelenia [27], nietoperza [28], koni [29] i ryb [30,31].

Najczestszg postacig zwierzecej prototekozy jest zapalenie gruczotu mlekowego (mastitis)
krow.® Glony Prototheca spp. poszerzajg bakteryjng i drozdzakowg etiologie zapalenia

5 Zakazenia glonami Chlorella spp. opisano u kilkunastu zwierzgt, gtownie krow i owiec [11,12].
Dotychczas odnotowano tylko dwa przypadki chlorellozy u cziowieka [13,14]. Wsréd glonéw
wywotujgcych zakazenia u bezkregowcéw, najlepiej poznane sg zielone glony z gatunku Coccomyxa
parasitica i bezbarwne glony z gatunku Helicosporidium parasiticum, patogeny, odpowiednio matzy
i stawonogéw (gt. owadéw) [15-17].

6 Pojedyncze przypadki prototekozy u cztowieka odnotowano w wyniku zakazenia P. blaschkeae [5],
P. cutis [6] oraz P. miyayjii [T].

7 Na podstawie wlasnego przegladu literatury, liczbe przypadkéw prototekozy u ludzi w okresie
1964-2017 obliczytem na 252 [Jagielski, T., dane niepublikowane].

8 Gléwnym czynnikiem etiologicznym prototekowego mastitis jest P. zopfii gen. 2. Znacznie rzadziej,
zrodiem zakazen jest P. blaschkeae. Zakazenie z udziatem P. zopfii gen. 1 wywotano jedynie drogg
eksperymentalnej inokulacji (wszczepienia dowymieniowego) [32].
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wymienia i przyczyniajg sie do istotnych strat ekonomicznych w hodowlach kréow wysoko-
mlecznych, szacowanych na 35 mld USD rocznie [33]. Pierwszy przypadek mastitis u kréw
opisano w Niemczech w 1952 roku [34]. Wkrotce potem, podobne przypadki zaczeto notowac
na catym Swiecie, przy czym ich liczba w kolejnych latach istotnie sie zwiekszata [35]. W Polsce,
zakazenie prototekowe u kréw opisano po raz pierwszy w 2002 roku [36]. Od tego czasu, glo-
ny Prototheca spp. izoluje sie stale w réznych rejonach kraju i w roznych liczbach [37]. Przy
tym, wiekszos¢ doniesien ma charakter lokalny i zwykle pozbawiona jest watku dochodzen
epidemiologicznych czy szerszego kontekstu srodowiskowego. Brak jak dotgd kompleksowego,
przekrojowego badania poswieconego prototekozie bydta w Polsce.

Zapalenie gruczotu mlekowego wywotywane przez algi Prototheca spp. ma najczesciej
przebieg chroniczny, przy braku objawéw klinicznych lub obrazie skapoobjawowym. Choroba
charakteryzuje sie progresywnymi zmianami w tkance gruczotowej wymienia, skutkujgc
drastycznym spadkiem wydajnosci mlecznej i istotnym obnizeniem jego jakosci [35,38].
Cechg znamienng zakazen prototekowych jest wyjgtkowo niska skutecznos$c¢ leczenia. Glony
Prototheca spp. wykazujg wysokg opornos$é* na wiekszos$¢ stosowanych w praktyce wetery-
naryjnej srodkéw terapeutycznych, wtgczajgc antybiotyki, fungistatyki i srodki dezynfekcyjne
[39,40]. Wcigz jednak zbyt mato jest wieloprébkowych prac pozwalajgcych oceni¢ skale
zjawiska lekoopornosci w zakazeniach Prototheca spp.

Straty w produkcji mlecznej przy braku efektywnosci leczenia sprawiajg, ze hodowla kréw
dotknietych prototekozg wymienia jest nieoptacalna i skutkuje najczesciej brakowaniem stada.

Niewiele wiadomo na temat zrédet i transmisji zakazen Prototheca spp. Dotychczas przewa-
zal poglad, ze glony Prototheca spp. nalezg do tzw. patogendw srodowiskowych (ang. environ-
mental pathogens), ktorych gtbwnym rezerwuarem jest sSrodowisko przebywania krow. Drobno-
ustroje takie izolowane sg typowo ze $cidtki, obornika, ztobow, paszy i wody pitnej. Odroznia
je to od patogendéw zakaznych (ang. infectious pathogens), ktérych zrédtem jest gtéwnie inny
zakazony gruczot mlekowy. Kontrola zakazen wywotanych przez patogeny srodowiskowe jest
szczegolnie trudna, z uwagi na ich statg obecnos¢, niemal nieusuwalnos¢ z otoczenia kréw [41].

Podobnie jak nie ma skutecznej metody terapii prototekozy wymienia, brak standardow
leczenia zakazen prototekowych u ludzi. Problem stanowi czesto obserwowana lekoopornosé
szczepow oraz nieprzewidywalno$¢ odpowiedzi klinicznej (np. brak skutecznosci leczenia
mimo wykazanej wrazliwosci szczepoéw w warunkach in vitro). Leczenie ma wiec charakter
empiryczny i opiera sie na obserwacji stanu chorego, tudziez historycznej kazuistyce [19].

Kluczowa w ocenie rokowan klinicznych jest szybka diagnoza prototekozy. Te jednak utrudnia
fakt, ze glony Prototheca spp. wcigz czesto nie sg brane pod uwage jako mozliwy czynnik
etiologiczny choroby. Co wiecej, drobnoustroje te, ze wzgledu na podobienstwo makromor-
fologii, sg nadal nierzadko mylnie rozpoznawane jako grzyby drozdzopodobne. Diagnostyka
prototekozy opiera sie gtéwnie na wykazaniu drobnoustroju w kulturze lub badaniu histopato-
logicznym. W identyfikacji wykorzystuje sie najczesciej analize szczegotdw mikromorfologii.
Uwage zwraca obecnos¢ charakterystycznych sporangiéw wypetnionych sporangiosporami
(ang. mulberry-like structure), co tatwo odréznia algi od drozdzakéw. Identyfikacje gatunko-
wg uzupetniajg testy oparte na auksanografii weglowodanowej i alkoholowej. Od niedawna
w ocenie przynaleznosci do gatunku stosuje sie metody molekularne, gtéwnie technike PCR
i jej modyfikacje, niekiedy potgczone z nastepczg analizg (sekwencyjng lub restrykcyjng) pro-
duktu amplifikacji. We wszystkich tych metodach, sekwencje tarczowe lokalizujg sie w obrebie

A~ Okreslenie to stosowane jest tutaj za pismiennictwem, cho¢ wobec braku kryteriow opornosci
u glondéw Prototheca spp., zasadniejsze wydaje sie sformutowanie ,brak wrazliwosci”.
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klastra rDNA (gt. genéw kodujgcych 18S rRNA i 5 fragment 28S rRNA) [5,42-47]. Wiekszos$¢
z tych metod pozwala na identyfikacje tylko najczesciej obserwowanych gatunkéw Prototheca,
czynnikéw etiologicznych prototekozy. Zadna z dotychczasowych metod nie dysponuje roz-
dzielczoscig umozliwiajgcg wykrycie wszystkich opisanych gatunkéw Prototheca. Najwiekszy
w tym zakresie potencjat dyskryminacyjny ma technika MALDI-TOF (ang. Matrix-Assisted
Laser Desorption lonization—Time Of Flight mass spectrometry), ktérej skutecznos¢ potwier-
dzono w identyfikacji 7 gatunkéw Protfotheca, w tym obu genotypow P. zopfii [7,48]. Ograni-
czeniem metody jest wcigz jej nietatwa dostepnosé, niektére techniczne aspekty uzytkowania
oraz konieczno$¢ dysponowania hodowlg (ang. culture dependency).

Przez dtugi czas glony Prototheca spp. pozostawaly na marginesie zainteresowan nauko-
wych, a wiekszos¢ badan miato charakter incydentalny lub fragmentaryczny. Jednak obserwowa-
ny wzrost liczby przypadkow prototekozy w populacji ludzi i zwierzat, ekonomiczny wymiar strat
spowodowanych zakazeniami mastitis, a takze unikatowos¢ Prototheca spp. w $wiecie roslin
sprawiaja, ze zyskujg one coraz wiekszg uwage sektora medycyny ludzkiej i weterynaryjne;.

Bardzo ograniczony zakres dotychczasowych badan nad glonami Prototheca spp. spra-
wia, ze wiele aspektow ich biologii pozostaje niejasnych. Z punktu widzenia medycyny zakaz-
nej i interwencyjnej, gtdwne kierunki badan powinny dotyczy¢ epidemiologii zakazen protote-
kowych i problemu lekoopornosci. W wymiarze aplikacyjnym, konieczne jest doskonalenie
metod diagnostycznych, umozliwiajgcych szybkie wykrywanie prototekozy, ale przede wszystkim
opracowanie nowych rozwigzan terapeutycznych, skutecznie zwalczajgcych chorobe.

Badania, ktérych wyniki ujeto w prezentowanym osiggnieciu naukowym, podjetow zamiarze
cho¢by czgstkowego wypetnienia sporej luki, jaka istnieje w obszarze wiedzy o glonach
Prototheca spp. i wywotywanych przez nie zakazeniach. Przy tym, badania te osadzone
zostaty w trzech gtéwnych nurtach tematycznych — epidemiologia, terapia i diagnostyka, co
dyktuje porzgdek prezentacji prac wchodzgcych w skfad osiggniecia naukowego.

EPIDEMIOLOGIA PROTOTEKOZY BYDLA
PUBLIKACJE:

i’ Jagielski, T., Roeske, K., Bakuta, Z., Piech, T., Wlazlo, t., Bochniarz, M., Woch, P,
Krukowski, H. A survey on the incidence of Prototheca mastitis in dairy herds in Lublin
province, Poland. J. Dairy Sci., 2019, 102(1), 619-628. [49]

ii. Jagielski, T., Krukowski, H., Bochniarz, M., Piech, T., Roeske, K., Bakuta, Z., Wlazio, t.,
Woch, P. Prevalence of Prototheca spp. on dairy farms in Poland — a cross-country study.
Microb. Biotechnol., 2019, 12(3), 556-566. [50]

Chociaz problem prototekozy u krow mlecznych znany jest od potowy ubiegtego wieku, a donie-
sien na ten temat, z r6znych regionow Swiata, przybywa z kazdym rokiem coraz wiecej, epidemio-
logiczne aspekty prototekowych zakazen bydta, w tym rezerwuar patogenu, zrédta i wrota infekciji,
drogi ich transmisji, zakres gospodarza i zakazno$¢ sg w duzej mierze nieznane. W pismiennictwie
przewazajg opracowania w formie krétkich, wycinkowych raportéw, za$ rzetelnych, przekrojowych
analiz jest niewiele. Tym samym, dane na temat prewalencji choroby w populacji bydta mlecz-
nego, w poszczegodlnych krajach, sg niesciste lub niepetne. Podobnie rzecz wyglada na gruncie

® Numeracja zachowana jak w pkt. 4b.
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krajowym, gdzie poza kilkoma doniesieniami o charakterze lokalnym, nie przeprowadzono dotgd
wiekszego badania dla oceny czestosci wystepowania prototekozy u krow.

W dwdéch wymienionych wyzej pracach, podjeto probe ustalenia czestosci wystepowania
zapalen gruczotu mlekowego o etiologii prototekowej w hodowlach krow mlecznych na terenie
Polski. Przy czym pierwsze badanie miato wymiar lokalny, drugie — ogdlnokrajowy. W obu
badaniach schemat eksperymentalny byt ten sam; najpierw dokonywano wyboru gospodarstw,
jako kryteria wyboru przyjmujgc historie wczeéniejszych epizodéw mastitis wywotanych przez
glony Prototheca spp., ,zdolnos¢ ankietowg” gospodarstw (kompletnos¢ danych koniecznych
do wypetnienia ankiety o gospodarstwie) oraz kooperatywno$¢ ich wiascicieli (i), nastepnie
przeprowadzano ocene stanu zdrowotnego stada; kluczowy byt tutaj test skriningowy na obec-
no$¢ mastitis u kréow w postaci Terenowego Odczynu Komérkowego (TOK) wykonywany dla
mleka ¢wiartkowego (ii), pobierano prébki mleka od wszystkich kréw z dodatnim wynikiem
TOK i kilku krow z ujemnym wynikiem TOK (kontrola), a takze szereg prébek srodowiskowych,
w bezposrednim otoczeniu kréw (Scidtka, obornik, pasza, woda z poidet itp.) lub zabudowy
gospodarskiej (gleba, btoto, katuze itp.). Dodatkowo od kréw z potwierdzonym prototekowym
zapaleniem wymienia, a takze od kréw kontrolnych pobierano probki krwi, katu oraz wymazy
z pyska, nozdrzy, pochwy i odbytu. Wszystkie prébki kierowano do badania mikrobiologicznego
(iii). Ostatnim etapem byta identyfikacja wyrostych w hodowli drobnoustrojéw, w tym ustalenie
zréznicowania gatunkowego wsréd szczepow Prototheca spp. W tym celu stosowano zarow-
no metody klasyczne (makro- i mikroskopowa ocena szczegétow morfologii kolonii/komaérek,
testy biochemiczne), jak i molekularne (rybotypowanie™) (iv).

W pierwszej pracy [49], zbadano 172 krowy z 10 gospodarstw na terenie wojewddztwa
lubelskiego. Zebrano i mikrobiologicznie zbadano tgcznie 627 prob (476 prob mleka i 151
wymazoéw) od 100 krow TOK-dodatnich (TOK+) i 23 kréw kontrolnych (TOK-). Glony Protothe-
ca spp. wyizolowano z mleka od 8 zwierzgt (TOK+), z ktérych tylko dwa wykazywaty widoczne
objawy zapalenia (mastitis clinica). Dodatkowo, 19 szczepéw alg wyhodowano z wymazéw od
krow chorych (5) i kontrolnych (8). W koncu, sposréd 91 pobranych prébek srodowiskowych,
12 (13.2%) byto pozytywnych na obecnos¢ prototek w hodowli. Ogdlnie, czestos¢ prototeko-
wego mastitis u kréow obliczono na 4,6% (8/172). Zaréwno wsréd probek mleka, wymazéw
i prébek srodowiskowych, dominowat gatunek P. zopfii gen. 2 (czestos¢ izolacji, odpowiednio:
100%, 79% i 66,7%). W prébkach srodowiskowych odnotowano obecnos¢ P. zopfii gen. 1
(33,3%), a w wymazach P. zopfii gen. 1 (10,5%) i P. blaschkeae (10,5%).

Podobnych wynikéw na temat prewalencji zakazen wymienia i struktury gatunkowej izolo-
wanych alg dostarczyta praca ogolnopolska [50]. Tutaj badanie objeto 400 krow z 16 gospo-
darstw na terenie tyluz wojewodztw. Do analizy wtgczono ogétem 1012 prébek (638 prob mleka,
374 wymazy) od 243 kréw chorych i 54 kréw kontrolnych, a takze 199 probek srodowiskowych.
Czestos¢ wystepowania glonéw Prototheca spp. w mleku badanych kréw wyniosta 8,3%
(33/400). Czestosc izolacji prototek z wymazdw krow chorych (TOK+) i kontrolnych wyniosta,
odpowiednio 12,3% i 17,8%. W kohcu, prototeki wykryto niemal w czwartej czesci probek srodo-
wiskowych (21,2%). Podobnie jak w poprzedniej pracy, zaobserwowano, we wszystkich rodza-
jach prébek, dominacje P. zopfii gen. 2. Tylko 1 przypadek mastitis wywotany byt zakazeniem
P. blaschkeae; w pozostatych 32 przypadkach, czynnikiem etiologicznym byt gatunek P. zopfii
gen. 2. W wymazach i prébach srodowiskowych stwierdzono obecnos¢ P. zopfii gen. 1, P.
zopfii gen. 2 i P. blaschkeae, a ich czestos¢ izolacji z tych dwdch zrédet wyrazajg odsetki,

10" Czyt. Wprowadzenie — str. 8.
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odpowiednio: 5,6%, 8,6%, 1,6% oraz 7%, 10.1%, 4%. Przy tym, dodatnie wyniki wymazow
otrzymywano zaréwno w wypadku gdy prébkowane byty krowy chore, jak i kontrolne. Z kolei,
dodatnie wyniki dla probek srodowiskowych obserwowano niezaleznie od tego, czy w danym
gospodarstwie wystepowaty krowy z prototekowym zapaleniem wymienia.

Odnoszac wyniki badan mikrobiologicznych do charakterystyki gospodarstw, nie stwier-
dzono istotnych korelacji. Nie udato sie wskazac jednoznacznie czynnikéw ryzyka dla wystg-
pienia prototekowego mastitis wsrdd bydta.

Z obu, krétko oméwionych wyzej prac wytania sie dos¢ spéjny obraz epidemiologii zakazen
prototekowych u bydta. Jego gtdwne cechy mozna stresci¢ w kilku punktach:

[1] Czestos¢ wystepowania zakazen wymienia krow mlecznych o etiologii prototekowej
ksztattuje sie na poziomie ok. 5% w skali regionu i ok. 8% w skali kraju;

[2] Glony Prototheca spp. sa trzecim, po paciorkowcach i gronkowcach, najczestszym czyn-
nikiem etiologicznym mastitis u bydta;

[3] Wiekszos¢ przypadkéw prototekowego mastitis to zakazenia subkliniczne, o znaczaco
podwyzszonej, niz u zwierzat kontrolnych, liczbie komérek somatycznych (ang. Somatic
Cell Count, SCC) przy nieuchwytnych réznicach w morfologii krwi obwodowej;

[4] Niemal wytgcznym czynnikiem etiologicznym prototekowego mastitis jest P. zopfii gen.
2; pojedyncze przypadki wywotuje P. blaschkeae;

[S] Prototheca zopfii gen. 2 dominuje wsrod prébek z réznych anatomicznych lokalizacii
zaréwno u krow chorych, jak i zdrowych, a takze w prébkach srodowiskowych; w obu
tych rodzajach probek stwierdza sie takze obecnosc P. zopfii gen. 1i P. blaschkeae; brak
innych gatunkéw Prototheca wskazuje, ze zajmujg one odmienne nisze ekologiczne;

[6] Brak zwigzku miedzy prewalencjg zakazen prototekowych w stadzie a czestoscig izolacji alg
ze $rodowiska hodowlanego utrudnia zdefiniowanie sSrodowiskowego rezerwuaru patogenu;

[7] Wystgpienia przypadkow mastitis w gospodarstwach, ktérych srodowisko nie wykazuje
cech kontaminacji glonami Profotheca spp., moze ttumaczy¢ swoista latencja zakazenia
w gospodarzu i okresowe siewstwo patogenu z mlekiem; z kolei wystgpienia epidemiczne
(ang. outbreaks), w podobnym kontekscie sSrodowiskowym, przemawiajg za transmisja
odzwierzecg. Wydaje sie zatem, ze glony Prototheca spp. majg skomplikowany cykl
infekcyjny i fgcza w sobie cechy patogendéw srodowiskowych i zakaznych.

POSZUKIWANIE CZYNNIKOW O AKTYWNOSCI PRZECIWPROTOTEKOWEJ

PUBLIKACJE:

i. Anjos,C.,Sabino,C.,CelidonioPogliani, F.,Sellera, F.,Ribeiro, M., Lincopan,N., Gargano,R.,
Jagielski, T. Algicidal effect of blue light on pathogenic Prototheca species. Photodiagnosis
Photodyn. Ther., 2019, 26, 210-213. [72]

v. Jagielski, T., Bakuta, Z., Matgorzata Plen, M., Kaminski, M., Nowakowska, J., Bielecki, J.,
Wolska, K.I1., Grudniak, A.M. The activity of silver nanoparticles against microalgae of the

Prototheca genus. Nanomedicine, 2018, 13(9), 1025-1036. [70]

vi. Jagielski, T., Niedzwiecka, K., Roeske, K., Dylgg, M. 3-bromopyruvate as an alternative
option for the treatment of protothecosis. Front. Pharmacol., 2018, 9, e375. [66]
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viii. Jagielski, T., Bakuta, Z., Di Mauro, S., Casciari, C., Cambiotti, V., Krukowski, H., Turchetti,
B., Ricchi, M., Manuali, E., Buzzini, P. A comparative study of the in vitro activity of iodopro-
pynyl 1 butylcarbamate (IPBC) and amphotericin B (AMB) against Prototheca spp. J. Dairy
Sci., 2017, 100(9), 7435-7445. [64]

x. Alves, A. C., Capra, E., Morandi, S., Cremonesi, P., Pantoja, J. C., Langoni, H., de Vargas,
A. P, da Costa, M. M., Jagielski, T., Bolafos, C. A., Guerra, S. T., Ribeiro, M. G. In vitro
algicidal effect of guanidine on Prototheca zopfii genotype 2 strains isolated from clinical
and subclinical bovine mastitis. Lett. Appl. Microbiol., 2017, 64(6), 419-423. [62]

xii. Jagielski, T., Buzzini, P., Lassa, H., Malinowski, E., Branda, E., Turchetti, B., Polleichtner,
A., Roesler, U., Lagneau, P.-E., Marques, S., Silva, E., Thompson, G., Stachowiak, R.,
Bielecki, J. Multicenter E-test evaluation of in vitro susceptibility of Prototheca sp. isolates
towards antifungal drugs. J. Antimicrob. Chemother., 2012, 67(8), 1945-1947. [54]

xv. Lassa, H., Jagielski, T., Malinowski, E. Effect of different heat treatments and disinfectants
on the survival of Prototheca zopfii. Mycopathologia, 2011, 171(3), 177-182. [59]

Jak wspomniano we wstepie, glony Prototheca spp. cechuje kosmopolityzm wystepowania
[1,51]. Waznym czynnikiem sprzyjajgcym utrwaleniu ich obecnosci w srodowisku jest duza
wytrzymatos$¢ mechaniczna, ktérg prototeki zawdzieczajg sporopoleninie, substancji podob-
nej kutynie czy suberynie, ktéra powleka sciany komorkowe tych glonoéw, podobnie jak wielu
innych zielenic. To wiasnie dzieki obecnosci sporopoleniny, prototeki przezywajg proces
chlorowania stosowany podczas oczyszczania sciekéw (wiele szczepdw Prototheca spp.
izoluje sie ze sciekdw komunalnych) [51]. Réwniez obecnosci sporopoleniny przypisuje sie
oporno$¢ glonow Prototheca spp. na wiele zwigzkow chemicznych, w tym antybiotykéw
i chemioterapeutykow, tradycyjnie stosowanych w medycynie cztowieka i medycynie
weterynaryjnej. Zjawisko wielorakiej lekoopornosci glonéw Prototheca spp. byto wielokrotnie
podnoszone w literaturze [39,40,52,53]. Co wiecej, sygnalizowane byty przypadki braku
korelacji miedzy wynikami oznaczen lekowrazliwo$ci in vitro a odpowiedzig kliniczng
(in vivo) [40,52].

W dyskusiji problemu lekoopornosci glonéw Prototheca spp., materiatu dostarczyty takze
wyniki badan wiasnych, opublikowane w jednej z prac bedgcych przedmiotem prezentowa-
nego osiggniecia naukowego [54]. W pracy tej wykazano znaczacg nieskutecznosc¢ in vitro
wiekszosci obecnych na rynku farmakologicznym fungistatykéw wobec glonow Prototheca
spp. W badaniu testowano 10 lekéw p/grzybiczych na puli 144 szczepdw Prototheca spp.
(113 szczepodw P. zopfii gen. 2 oraz 31 szczepow P. blaschkeae) pochodzacych od krow
z hodowli na terenie 6 krajow europejskich. Stwierdzono catkowity brak aktywnosci 5-fluorocy-
tozyny (5-FC), flukonazolu (FCZ) i echinokandyn oraz tylko czesciowg (ograniczong do czesci
(38,2-68,1%) szczepow) aktywnos$¢ itrakonazolu (ITZ), ketokonazolu (KTZ), posakonazolu
i worikonazolu. Najwiekszg aktywnos$¢ odnotowano dla amfoterycyny B (AMB), ktéra w stezeniu
2 mg/L hamowata wzrost ponad 97% badanych szczepow [54].

W Swietle tych wynikdéw oraz prac, niestety dosc¢ nielicznych, innych autoréw, AMB jawi sie
jako lek pierwszego wyboru w leczeniu prototekozy.

Istotnie, w leczeniu zakazen u ludzi, AMB jest czesto lekiem pierwszoliniowym. Lek ten
okazuje sie szczegdlnie przydatny w terapii zakazen rozsianych (w leczeniu zlokalizowanych
infekcji skornych dobre wyniki osigga sie stosujac leki azolowe, gt. ITZ i KTZ) [18,19]. Istotng
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wadg AMB sg liczne objawy niepozagdane, gtéwnie ze strony watroby i nerek [55]. Duza tok-
syczno$¢ AMB wzgledem tkanki gruczotowej oraz wysokie koszty terapii sprawiajg, ze lek ten
nie jest stosowany w leczeniu prototekowego mastitis. Wobec braku skutecznych i bezpiecz-
nych lekéw przeciwko prototekozie, podejmowane sg badania majgce na celu opracowanie
nowych rozwigzan terapeutycznych. Badania te prowadzone sg dwutorowo. Z jednej strony
siega sie do lekéw dobrze znanych praktyce klinicznej, modyfikujgc sposéb ich podania i daw-
kowanie, testujgc rozne kombinacje lekdw, obnizajgc przy tym dawki poszczegdlnych kompo-
nentéw (co ma niwelowacé ich potencjalny efekt toksyczny), z drugiej — poszukuje sie nowych
zwigzkdéw o potencjalnej aktywnosci algobdjczej, przy jednoczesnej minimalnej toksycznosci
wobec tkanek gospodarza.

W serii prac, krétko streszczonych ponizej, zawarto wyniki badan nakierowanych na roz-
poznanie aktywno$ci przeciwprototekowej 4 chemicznie bardzo odlegtych substancji, tj. guani-
dyny (i), 3-jodo-2-propynylo-N-butylokarbaminianu (IPBC) (ii), 3-bromopirogronianu (3-BP) (iii)
oraz nanoczgstek srebra (AgNPs, ang. silver (tac. argentum, Ag) Nanopatrticles) (iv).

W pismiennictwie nietrudno znalez¢ prace wskazujgce na algobdjcze dziatanie preparatow

na bazie jodu, w tym powszechnie stosowanych srodkow do dezynfekcji przed- i poudojowe;j
krow [56-58]. Takze badania wtasne byly wsrdd pierwszych dokumentujgcych dziatanie algo-
bojcze takich Srodkéw. W pracy, o ktdrej mowa, stanowigcej czesc¢ osiggniecia habilitacyjnego,
oceniano dziatanie p/prototekowe trzech, komercyjnie dostepnych preparatéw odkazajgcych
uzywanych do okotoudojowej higieny wymienia, a zawierajgcych jako sktadnik aktywny jod
(i), kwas dodecylobenzenosulfonowy (ang. Dodecylbenzenesulphonic Acid, DBSA) (ii) oraz
chlorek didecylodimetyloamoniowy (ang. Didecyldimethylammonium Chloride, DDAC) (iii).
Najsilniejszy efekt sterylizacyjny, utrzymujgcy sie przy wielokrotnie mniejszych stezeniach
w stosunku do pozostatych srodkéw, wykazano dla preparatu jodowego [59]."" W podobny
sposob, ale w osobnej pracy, badano skuteczno$¢ w eliminacji prototek innego preparatu
uzywanego w higienie doju mleka, ktéry zawiera pochodng mocznika — guanidyne [62].
(Guanidyna z uwagi na swoje szerokospekiralne wiasciwosci bojcze jest czesto stosowana
jako srodek dezynfekcyjny i anstyspetyczny w medycynie i przemysle [63]). W badaniu
wiasnym, ujetym w prezentowanym osiggnieciu, wykazano silng aktywnos$¢ béjczg guanidyny
w stosunku do 75 szczepow P. zopfii gen. 2. Przy tym, stosowane stezenia (%) guanidyny
byty znacznie nizsze niz stezenia substancji aktywnej w wiekszosci preparatow badanych
wczesniej [56,58].

Z uwagi na wiasciwosci draznigce alkoholowych roztworéw jodu, coraz wieksze znaczenie
zyskujg preparaty jodoforowe, takie jak jodopowidon (PVP-I), stanowigcy kompleks jodu
z poliwinylopirolidonem (PVP). Dzieki kompleksacji jodu z rozpuszczalnym w wodzie poli-
merem lub zwigzkiem powierzchniowo-czynnym, jodofory cechuje zmniejszona drazliwo$¢
dla skory przy zachowanej wtasciwosci biobdjczej. Aktywnos¢ p/prototekowg jodoforéow zba-
dano dotychczas tylko dla PVP-I [57,58]. Obiecujgce wyniki tych badan byty punktem wyjscia
dla podjecia prac nad innym zwigzkiem tej grupy, tj. IPBC [64]. Operujgc grupg 138 szcze-
pow Prototheca spp., okreslono wartosci MIC (ang. Minimal Inhibitory Concentration), tj.
MIC,, i MIC,, IPBC na poziomie, odpowiednio: 4 mg/L i 8 mg/L. Okreslono takze wartosci

"W tej samej pracy badano réwniez przezywalno$é glonow Prototheca spp. poddanych dziataniu
wysokich temperatur, stosowanych w termicznej konserwacji zywnosci. Wykazano, ze pigta czesé
badanych szczepéw przezywata warunki krétkotrwatej pasteryzaciji (obrébka HTST, 72°C/15 sek.).
Otrzymane wyniki potwierdzaty termoopornos$¢ glonéw Prototheca spp., wynikajgcg z wczesniejszych
ustalen wtasnych oraz innych autoréw [60,61].
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MAC (ang. Minimal Algicidal Concentration), tj. MAC, i MAC,, IPBC, ktore byty jednakowe
i wynosity 16 mg/L. Wyniki tych oznaczen skonfrontowano z wynikami analogicznych ozna-
czen dla AMB. Wartosci MIC, i MIC,, wyniosty odpowiednio: 0,5 mg/L i 1 mg/L, zas$ wartosci
MAC,, i MAC, byty rowne wynoszgc 8 mg/L. Zaobserwowano przy tym wigkszg wrazliwos¢,
na oba zwigzki, szczepow P. blaschkeae w porownaniu ze szczepami P. zopfii gen. 2 (MIC,
IPBC, 1 mg/L vs 4 mg/L; MIC, AMB, 0,25 mg/L vs 1 mg/L). Efekt kombinacji obu preparatow
(IPBC+AMB) oceniono klasyczng metodg szachownicy (ang. checkerboard assay), wyka-
zujgc zwiekszone dziatanie algobodjcze. Ponadto, w oparciu o indeks FIC (ang. Fractional
Inhibitory Concentration Index, FICI), stwierdzono, ze oddziatywanie miedzy obu zwigzkami
miato gtownie charakter addytywny (0,5<FICI<1). Ostatnim etapem badania byla ocena
potencjatu cytotoksycznego IPBC w porownaniu z AMB. Wykorzystano tutaj standardowy
test redukcji soli tetrazolowej MTT, uzywajgc jako modelu komérek nabtonka krowiego
wymienia (BME-UV1). Dla obu zwigzkéw stwierdzono, ze stosujac stezenia odpowiadajgce
ich minimalnym wartosciom hamujgcym wzrost alg (IPBC, 0,5-8 mg/L; AMB, 0,125-2
mg/L), przezywalnos¢ komorek nabtonkowych byta bliska lub przekraczata 90%.

Bardzopodobnyschemateksperymentalny przyjetow pracy badajgcejp/prototekowg aktyw-
nos$¢ 3-BP. Tutaj znéw impuls do badan daly wczesniejsze doniesienia o antydrobnoustrojo-
wej aktywnosci 3-BP, w tym pilotazowe badanie z udziatem trzech szczepdw Prototheca spp.
[65]. W pracy wiaczonej do osiggniecia, uzyto 30 szczepow Prototheca spp., a oznaczenia
wrazliwosci wykonano nie tylko wobec 3-BP, ale tez AMB. Podobnie jak w wypadku IPBC,
zbadano interakcje obu zwigzkéw oraz toksycznos$¢ 3-BP wzgledem komorek linii BME-UV1,
jak réwniez mysich fibroblastow (L-929) [66]. Wartosci MIC i MAC 3-BP dla wszystkich ba-
danych szczepow Prototheca spp. zawieraty sie w przedziatach, odpowiednio: 0,5-3 mM
(ca 83,5-500 mg/L) oraz 1,5-8 mM (ca 250-1335 mg/L). W przekroju gatunkowym, naj-
wiekszg wrazliwos¢ wykazano dla szczepow P. wickerhamii, a najmniejszg — dla szczepow
P. zopfii gen. 2. Wyniki oznaczen wrazliwosci na AMB byty zbiezne z wynikami opisanymi
we wczesniejszej pracy [64]. Dla wszystkich badanych szczepow stwierdzono oddziatywanie
synergistyczne 3-BP i AMB (FICI<0,5). Cytotoksycznos¢, oceniana przy stezeniach 3-BP od-
powiadajgcych najwyzszym wartosciom MIC (3 mM), a takze 10-krotnie je przewyzszajgcych,
byta zawsze ponizej 20%. Cennym uzupetnieniem badania byta analiza kinetyki transportu
3-BP do komdérek prototek oraz okreslenie wewngtrzkomdrkowego stezenia glutationu (GSH),
wigzanych wczesniej z poziomem wrazliwosci komoérek na 3-BP [67]. Inaczej niz w badaniach
nad drozdzakami, transport 3-BP wykazywat liniowg zaleznos¢ od stezenia analitu (3-BP),
nie majgc charakteru wysyceniowego. Przemawia to za brakiem biatkowych transporteréw
btonowych, regulujgcych wnikanie 3-BP do komorek glonu. Z kolei analiza wewnatrzkomor-
kowego stezenia GSH wykazata korelacje miedzy jego przyrostem a mniejszg wrazliwoscig
prototek na 3-BP, potwierdzajgc wczesniejsze obserwacje u drozdzakéw [67].

W kolejnej pracy z cyklu poswieconego substancjom o aktywnosci p/prototekowej, skupio-
no sie na nanoczgstkach srebra (AgNPs). Istnieje pokazne piSmiennictwo dokumentujgce sze-
rokie spektrum aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej AQNPs oraz ich praktyczne zastosowanie
w wielu gateziach przemystu [68,69]. Jednak potencjat biobdjczy nanosrebra wobec glonéw
Prototheca spp. nie zostat dotagd zbadany. W badaniu wtasnym, po raz pierwszy, wyznaczono
minimalne stezenia hamujgce wzrost i bojcze (MIC/MAC) AgNPs dla 8 szczepdw reprezen-
tujgcych wszystkie poznane gatunki (genotypy) Prototheca.'? Ponadto, zbadano toksycznos¢

2 W momencie przygotowywania manuskryptu nie byt jeszcze opisany gatunek P. tumulicola.
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AgNPs wzgledem linii nabtonkowej BME-UV1, a takze przesledzono srodkomorkowg penetracje
AgNPs i wywotane ich obecnos$cig zmiany strukturalne komorek glonowych [70]. Najmniej
wrazliwe na AgNPs byty P. stagnora (MIC>8 mg/L), P. zopfii gen. 2 (MIC=4 mg/L), P. wickerha-
mii (MIC=2 mg/L) i P. miyajii (MIC=2 mg/L). Dla wszystkich pozostatych szczepow (gatun-
kéw/genotypdéw) wartosé MIC wyniosta 1 mg/L. Wartosci MAC byly réwne wartosciom MIC,
wskazujgc na silne dziatanie bojcze nanoczgstek. Stezenia AgNPs toksyczne dla 50% (CC, )
i1 90% (CC,,) populacji komorek nabtonkowych byty 2- lub 4-krotnie wyzsze niz stgzenia bojcze
dla wszystkich (wyj. P. stagnora) badanych szczepéw Prototheca spp. (7,5<CC, <9 mgl/L;
10,5<CC, <12 mg/L). W obrazie z mikroskopu elektronowego, AgNPs lokalizowaty sie gtdwnie
w cytoplazmie komorek glonowych, poza obtonionymi pecherzykami, sugerujac, ze do komorki
wnikajg raczej uwolnione z nanoczgstek jony srebra (Ag*) niz same AgNPs. Nie obserwowano
istotnych zmian w integralnosci oston komoérkowych lub uszkodzen mechanicznych komorki
pod dziataniem AgNPs. Uwage zwracato tylko postepujgce wraz z czasem ekspozyciji, kurczenie
sie protoplastu, wyrazne odstawanie plazmalemmy od $ciany komérkowej. Wydaje sie, ze
smieré komorki, w efekcie dziatania AgNPs, jest procesem stopniowym, zwigzanym ze zmia-
nami metabolizmu w warunkach reakcji na silny bodziec stresowy.

Ostatnia praca z cyklu poswieconego strategiom zwalczania glonéw Prototheca spp.,
omawia wyniki doswiadczen nad potencjalnym wykorzystaniem Swiatta niebieskiego w tzw.
terapii fotodynamicznej zakazen prototekowych. Metoda terapii fotodynamicznej (ang. Photo-
dynamic Therapy, PDT) wykorzystuje cytotoksyczne dziatanie swiatta w obecnosci fotouczu-
lacza (ang. photosensitizer, PS) i tlenu. Cho¢ metoda PDT stosowana jest gtdwnie w leczeniu
schorzen dermatologicznych i réznego typu nowotwordéw, znane sg przyktady jej dziatania
przeciwdrobnoustrojowego. Dziatanie takie zaobserwowano juz dla ptytko penetrujgcego
Swiatta niebieskiego [71]. W pracy wtasnej zbadano efekt generowanego przez diody LED
Swiatta niebieskiego (A = 410 nm), w réznych dawkach i o réznym czasie ekspozyciji, na
przezywalnos¢ szczepow Prototheca zopfii gen. 1i 2 oraz P. blaschkeae [72]. Efekt fototok-
syczny zaobserwowano dla wszystkich glonéw, cho¢ niejednakowo silny dla poszczegdlinych
szczepow. Ogolnie, glony P. zopfii gen. 1 i P. blaschkeae cechowata odpowiednio najwieksza
i najmniejsza wrazliwos¢ na fotopromieniowanie. Dla P. zopfii gen. 1 i 2, efekt algobojczy
odnotowano odpowiednio po 100-min. i 140-min. okresie ekspozyciji, przy catkowitej dawce
promieniowania wynoszgcej 229,17 J/cm? i 320,85 J/cm?. Réznice w podatnosci komorek
Prototheca spp. na efekt fototoksyczny mogg odzwierciedla¢ réznice w zawartosci fotoczutych
barwnikow lub wydajnosci systemow antyoksydacyjnych.

Gtéwne wnioski wynikajgce z przedstawionych badan mozna sformutowac nastepujgco:

[1] Glony Prototheca spp. cechuje niska wrazliwo$¢ na wiekszos¢ konwencjonalnych fungi-
statykéw; najwiekszg aktywnosc¢ p/prototekowg stwierdzono dla AMB;

[2] Wszystkie 4 badane substancje (ij. guanidyna, IPBC, 3-BP, AgNPs) cechowata wysoka
aktywnos¢ bojcza wobec glonéw Prototheca spp.; najwieksze zblizenie wartosci MIC i MAC
wykazano dla AgNPs (MAC/MIC=1), dowodzgc ich najwiekszego potencjatu bojczego;

[3] W przekroju gatunkowym, najmniejszg wrazliwos¢ na testowane substancje wykazano
dla gatunku P. zopfii gen. 2, sugerujgc szczegodlne uwarunkowania fizjologiczne, praw-
dopodobnie zwigzane z potencjatem chorobotwérczym (P. zopfii gen. 2 jest gtdwnym
czynnikiem etiologicznym zakazen prototekowych u zwierzat);

[4] IPBC, 3-BP i AgNPs, w stezeniach odpowiadajgcych minimalnym stezeniom hamujg-
cym wzrost alg, nie wykazywaty cytotoksycznosci wobec ssaczych linii komérkowych,
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w tym nabtonka gruczotu mlekowego (wyniki porownywalne z ukfadem kontrolnym,
tj. bez testowanej substanc;ji);

[5] Wiasciwosci mikrobiologiczne i farmakodynamiczne badanych substancji, ustalone

w efekcie przeprowadzonych badan, wskazujg na ich duzy potencjat terapeutyczny,
w warunkach in vivo;

[6] Guanidyna, i jej pochodne, oraz jodofory, takie jak IPBC czy PVP-l, moga skutecznie

zastgpi¢ silniej draznigce i alergizujgce wodne roztwory wolnego jodu, jako $rodki do
dezynfekcji przed- i poudojowej (kontrola mastitis u bydta mlecznego);

[7] Guanidyna, jodofory, a jeszcze bardziej 3-BP i AgNPs mogg by¢ potencjalnie uzyte,

w formie preparatéw dowymieniowych, w leczeniu prototekowego mastitis lub w inne;j
formule, do leczenia powierzchniowych zakazen u zwierzat i ludzi;

[8] Z uwagi na wysoka aktywnos¢ biologiczng, synergizm dziatania z AMB, najnizszg

(sposrod badanych substanciji) cytotoksycznos$é, a takze wczesniejsze doswiadczenia
kliniczne (w terapii onkologicznej), 3-BP wydaje sie najlepszym kandydatem do ogdino-
ustrojowego leczenia prototekozy;

[9] W leczeniu dermatoprototekozy, szczegdlnie zmian zlokalizowanych i powierzchniowych,

opcje terapeutyczng stwarza fotonaswietlanie (Swiattem niebieskim).

METODY IDENTYFIKACJI GLONOW PROTOTHECA SPP. DIAGNOSTYKA ZAKAZEN PROTOTEKOWYCH
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Przez dtugi czas, diagnostyka zakazen wywotywanych przez glony Prototheca spp. i w ogole
identyfikacja tych drobnoustrojéow opierata sie wytgcznie na ocenie ich cech fenotypowych,
w tym szczegotdw morfologii kolonii i komorek, wzglednie profilu asymilacji roznych zrodet we-
gla (auksanografia). Dopiero od nieco ponad 10 lat, do identyfikacji prototek wykorzystuje sie
typowanie genetyczne, wykrywajgce rodzajowe i gatunkowe specyficznosci sekwencji w ob-
rebie klastera rDNA, gtéwnie gendw kodujgcych 18S i 28S rRNA (rybotypowanie). Obecnie
dostepnych jest kilka metod, bazujgcych na technologii PCR, ktére w oparciu o polimorfizm
sekwencji rDNA umozliwiajg rozpoznanie gtéwnych gatunkow Prototheca [5,42-47). Pierwszg
takg metode zaproponowat w 2006 roku Rdsler et al. [5]. Na podstawie analizy porownawczej
sekwenciji fragmentu 5’ genu kodujgcego 18S rRNA, dla kolekcji szczepdw Prototheca spp.,
opracowali protokét PCR, ktérego trzy warianty, stosowane tgcznie, pozwalajg rozrézni¢ trzy
gatunki (genotypy), najczesciej izolowane od krow i ze srodowiska hodowlanego, tj. P. zopfii
gen. 1, P. zopfii gen. 2 i P. blaschkeae [5]. W niedlugim czasie, metoda gatunkowo-(genotypo-
wo-)specyficznego PCR, stata sie ,ztotym standardem” w identyfikacji szczepow Prototheca
spp., izolowanych z przypadkéw mastitis o prototekowej etiologii [73—75]. W odniesieniu do
szczepow bydlecych izolowanych w Polsce, omawiang metode zastosowano po raz pierwszy
w 2010 roku, a wyniki wykonanych oznaczen opisano w dwoch pracach, stanowigcych czesc
prezentowanego osiggniecia [76,77]. Obie te prace miaty pionierski charakter w tym sen-
sie, ze po raz pierwszy w sposob miarodajny, daty wglagd w strukture gatunkowg szczepow
Prototheca spp. izolowanych z krajowych przypadkéw mastitis u bydta. Ogdlnie, w obu pracach,
zbadano tgcznie 44 szczepy wyhodowane z mleka kréw z rozpoznaniem mastitis o obrazie
klinicznym (33) lub podklinicznym (11) z 15 gospodarstw na terenie 6 wojewddztw. Wszystkie
szczepy, z wyjatkiem jednego, oznaczono jako P. zopfii gen. 2. Jeden szczep oznaczono jako
P. blaschkeae, a jego petng charakterystyke zawarto w jednej z dwéch omawianych prac [76]."

Przetomem w diagnostyce mikrobiologicznej byto pojawienie sie techniki MALDI-TOF.
W ostatnim czasie jest ona coraz czesciej obecnha w klinicznych laboratoriach diagnostycz-
nych. Metoda ta znalazta réwniez zastosowanie w identyfikacji gatunkowej glonéw Prototheca
spp. W 2012 roku, Murugaiyan et al. wyznaczyli referencyjne widma spektralne dla 7 gatunkow
Prototheca, wtgczajgc oba genotypy (1 i 2) P. zopfii [48]. W tym samym roku powstato pierw-
sze opracowanie ewaluacyjne metody MALDI-TOF w identyfikacji miedzynarodowej kolek-
cji szczepow Prototheca spp. izolowanych z klinicznych przypadkéw prototekozy u cztowieka
i zwierzat [78]. Badanie, o ktérym mowa, i ktdre stanowi czes$¢ osiggniecia habilitacyjnego,
wigczato ogdétem 350 szczepow (342 szczepy bydlece, 6 psich i 2 ludzkie) pochodzgcych z 12
krajow swiata. W liczbie tej byly 44 szczepy polskie, badane juz we wczeéniejszych pracach
[76,77]. Na podstawie otrzymanych wynikow stwierdzono petng zgodnos¢ oznaczen nowg
technikg MALDI-TOF z wynikami rybotypowania. Potwierdzono tez dominacje P. zopfii gen. 2
jako gtéwnego czynnika etiologicznego prototekozy. Genotyp ten odpowiadat za przeszto 90%
wszystkich przypadkow prototekozy bydta, ale tez wszystkie przypadki prototekozy u pséw

3 Z dwéch omawianych prac, jedna miata charakter pilotazowy i wigczata 9 szczepdw Prototheca spp. To
w niej zawarto opis pierwszego polskiego szczepu P. blaschkeae [76]. W drugiej pracy, pule szczepéw
uzupetniono do 44; zastosowano tez dodatkowg metode, weryfikujgcg oznaczenia (PCR-RFLP) [77].
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i jedyne dwa badane przypadki zachorowan u cztowieka. Co ciekawe, dwa przypadki protote-
kowego mastitis byty wynikiem zakazenia szczepami P. zopfii gen. 1. Niedawno, potwierdzono
udziat tego genotypu w etiologii zakazenh prototekowych takze u ludzi [79].

Mimo niewatpliwych zalet, metoda MALDI-TOF ma tez swoje wady. Jako Ze opiera sie ona
na analizie biatek wystepujgcych w duzych ilosciach, takich jak biatka rybosomowe, probkg ba-
dang musi by¢ zywa kultura (kolonia lub hodowla ptynna). Co wiecej, taka probka musi by¢ wy-
sokiej czystosci, gdyz zanieczyszczenia istotnie zaburzajg widma biatkowe. Ponadto, metoda
MALDI-TOF, cho¢ szybka i w znacznym stopniu zautomatyzowana, wymaga specjalistycznego
przeszkolenia uzytkownikow. Zniechecajg tez wysokie koszty zakupu i konserwacji aparatury.
W konhcu, wynik identyfikacji zalezy od zasobnosci baz danych, do ktérych dostep wymaga nierzad-
ko dodatkowych subskrypcji. Z uwagi na powyzsze ograniczenia, wcigz pozadana jest prostsza,
tansza i tatwiej dostepna metoda identyfikacji glonéw Prototheca spp., cho¢ o podobnej MALDI-
-TOF zdolnosci dyskryminacyjnej. Naprzeciw tej potrzebie wychodzg badania opisane w kolejnej
pracy, wchodzgcej w skiad osiggniecia habilitacyjnego [80]. Punktem weztowym tych badan byta
analiza poréwnawcza genomow reprezentujgcych szczepy typowe wszystkich znanych (9) ga-
tunkow (genotypdéw) Prototheca w poszukiwaniu gendw markerowych umozliwiajgcych wiarygod-
ne réznicowanie na poziomie gatunku (genotypu).™ Sposréd kilku wstepnie wytypowanych loci,
wybrano ostatecznie mitochondrialny gen cytb, kodujgcy apocytochrom b, sktadowg kompleksu
bc1 w fancuchu oddechowym. Specyficzno$¢ gatunkowg sekwencji cytb, zlokalizowanych w zto-
zeniach genomowych szczepdéw typowych dla 9 gatunkéw (genotypdw) Prototheca, potwierdzono
w analizie przeprowadzonej dla 12 kolejnych szczepdw Prototheca spp., o roznej afiliacji gatun-
kowej. Tym razem sekwencje otrzymano stosujgc nowo opracowany protokét amplifikacji genu
cytb (fragment wielko$ci ok. 644 pz). Na podstawie wszystkich (21) sekwencji cytb wykreslono
dendrogram, a w jego rysunku wyodrebniono precyzyjnie 9 kladéw odpowiadajgcych opisanym
gatunkom (genotypom) Prototheca. Podobne drzewa wykreslono w oparciu o sekwencje rDNA ({j.
czesciowe sekwencje gendéw kodujgcych 18S i 28S rRNA oraz sekwencje niekodujgce ITS). Wy-
kazano, ze gen cytb ma najwiekszy potencjat réznicujgcy i jako jedyny separuje wszystkie gatunki
(genotypy) Prototheca. Szczegdtowa analiza in silico sekwencji cytb pochodzacych z réznych ga-
tunkow (genotypow) Prototheca pozwolita zaproponowac, wykrywajaca je wszystkie, prostg metode
PCR-RFLP (ang. PCR-Restriction Fragment Length Polymorphism).

Znalezienie genu cytb i ocena jego przydatnosci jako markera taksonomicznego byty mozli-
we dzieki analizom poréwnawczym sekwencji genomowych szczepow réoznych gatunkéw Pro-
totheca. Pozyskanie takich sekwencji trwato kilka lat, co bylo zwigzane z niepowodzeniami,
zwigzanymi z trudnoscig izolacji prototekowego DNA (o parametrach ilosciowych i jakoscio-
wych pozwalajgcych uzy¢ go do sekwencjonowania genomowego).'® Punktem zwrotnym byto
wypracowanie oryginalnej metody izolacji catkowitego DNA z komorek glonu, ktérej szczegoty
(protokdt) podano w osobnej publikacji, wigczonej do prezentowanego osiggniecia naukowego
[81]. Kluczowy w zaproponowanej metodzie byt dobor czynnikéw dziatajgcych litycznie wobec
Sciany komorkowej i otwierajgcych protoplast komorki glonu. W obranym podejsciu potgczo-
no lize mechaniczng (pulweryzacja przy uzyciu szklanych kulek) z aktywnos$cig surfaktantow
(Triton-X100, SDS, CTAB) i proteaz (proteinaza K). Dodatkowo wprowadzonym etapem byto

4 Szczegotowe wyniki badan genomicznych w obrebie rodzaju Prototheca sg przedmiotem osobnej
publikacji (obecnie w koncowej fazie przygotowania).

5 Trudnosci te nalezy wigzac ze specyfikg struktury i sktadu chemicznego $ciany komérkowej glonow
Prototheca spp.

34



Dr Tomasz JAGIELSKI
-19 - Zatacznik 3a [Autoreferat w jezyku polskim]

ultrawirowanie w gradiencie chlorku cezu, nacelowane na rozdziat frakcji DNA jgdrowego i or-
ganellarnego (plastydowego i mitochondrialnego).

Dwie ostatnie prace, zamykajgce te czes¢ prezentacji osiggniecia naukowego, majg charakter
kazuistyczny [30,82]. Pierwsza podaje opis przypadku neuroinfekcji prototekowej u dziecka, pierw-
szego udokumentowanego przypadku prototekozy cztowieka w Polsce [82]. Jako czynnik etiolo-
giczny zidentyfikowano P. wickerhamii. Okreslajgc profil lekowrazliwosci szczepu, wykazano jego
opornos¢ na 5-FC, FCZ oraz ITZ. Wyleczenie uzyskano stosujgc kombinacje FCZ i AMB (Smier¢
dziecka juz po eradykacji zakazenia, byta nastepstwem wrodzonego wodogtowia).

W drugiej pracy opisano przypadek prototekozy u padnietego karpia (Cyprinus carpio),
odtowionego ze stawu hodowlanego na Pojezierzu Warminsko-Mazurskim [30]. Warto pod-
kresli¢, ze jest to pierwszy przypadek prototekozy u ryb, potwierdzony metodami fenotypo-
wymi i molekularnymi. Jedyny wczesniej znany przypadek zakazenia prototekowego u ryb,
opisano u fososia (Salmo salar) [31]. Jednak z uwagi na brak zachowanego szczepu, a takze
fakt, ze diagnoze oparto wytgcznie na cechach fenotypowych, autentycznosc¢ tego przypadku
moze budzi¢ watpliwosci.

W identyfikacji obu powyzszych przypadkéw kluczowg role odegraty nowoczesne metody
diagnostyczne, takie jak sekwencjonowanie rDNA i typowanie metodg MALDI-TOF.

Ogoalnie, wyniki oméwionych wyzej badan streszczajg sie w nastepujgcych konkluzjach:

[1] W identyfikacji gatunkowej czynnikdw etiologicznych prototekowego mastitis dobrze
sprawdza sie metoda rybotypowania (PCR/PCR-RFLP) oraz profilowanie technikg
MALDI-TOF;

[2] Miedzygatunkowa analiza porownawcza genoméw prototekowych pozwolita wyznaczyé
nowy marker molekularny (cytb), alternatywny wobec loci rDNA, o zastosowaniu w iden-
tyfikacji i ocenie pokrewienstw filogenetycznych glonéw Prototheca spp.;

[3] W oparciu o marker cytb zaproponowano nowg metode (PCR-RFLP) umozliwiajgcg prostg
i szybka identyfikacje wszystkich 9 gatunkéw (genotypdw) glonow Prototheca spp.;

[4] Dzieki zastosowaniu kombinacji metod klasycznych (fenotypowych) i genotypowania
opisano dwa rzadkie przypadki prototekozy: u cztowieka (pierwszy przypadek w Polsce)
oraz karpia (pierwszy potwierdzony przypadek prototekozy u ryb).

PODSUMOWANIE

Osiggniecie naukowe, ktérego opis przedstawiono powyzej, tworzy komplet 16 prac ekspe-
rymentalnych, opublikowanych w okresie 9 lat (2010-2019). Wyniki do tych prac pochodzg
z serii badan przeprowadzonych w podobnym okresie (2010-2018), wspartych finansowo
dwoma grantami przyznanymi, w ramach wygranych konkurséw ,SONATA” i ,PRELUDIUM”,
przez Narodowe Centrum Nauki.'® Te trwajgce 9 lat badania zlozyly sie na pierwsze

6 (i) «Ocena potencjatu epidemicznego chorobotwérczych glonéw z rodzaju Prototheca w Polsce:
badania $rodowiskowe, kliniczne i molekularne prototekozy u zwierzat» (projekt «SONATA;
kierownik projektu: dr Tomasz Jagielski; nr projektu: 2014/15/D/NZ7/01797); (ii) «Poszukiwanie
gendéw kodujgcych czynniki wirulencji Prototheca wickerhamii, oportunistycznego patogenu dla
ludzi. Badanie pilotazowe otwierajgce projekt sekwencjonowania genomu Prototheca wickerhamii»
(Projekt «PRELUDIUM»; kierownik projektu: mgr Zofia Bakuta; opiekun naukowy projektu: dr Tomasz
Jagielski; nr projektu: 2013/09/N/NZ2/00248).
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tak kompleksowe studium eksperymentalno-badawcze poswiecone glonom Prototheca spp.,
na pewno w Polsce, a by¢ moze i na $wiecie.

Chociaz poszczegodlne prace, wchodzgce w sktad osiggniecia, majg rézny charakter
i ciezar gatunkowy, tgczy je przedmiot i celowos¢ badan, czyli glony Prototheca spp. i po-
znanie ich biologii w kontek$cie wywotywanych przez nie zakazen. Sciélej, prezentowane
prace opisujg biologie patogenu trojaspektowo, tj. z punktu widzenia epidemiologii, diagno-
styki i leczenia prototekozy. Pod wzgledem koncepcyjnym (projekt uktadéw doswiadczal-
nych), metodycznym i analitycznym, badania, na wynikach, ktérych bazuje osiggniecie, fa-
czg rozne dziedziny nauki, w tym mikrobiologie farmaceutyczng i kliniczng, epidemiologie,
weterynarie, genomike i bioinformatyke. Badania te majg zatem charakter interdyscyplinar-
ny, a do tego, poza walorami poznawczymi, niosg spory tadunek aplikacyjny. Nalezy tez
podkresli¢ role, jakg w powstaniu wielu prac, wtgczonych do osiggniecia, miata wspotpraca
lub konsultacja z najwazniejszymi, w kraju i na swiecie, specjalistami w zakresie badan
nad glonami Prototheca spp. Efektem tej kooperacji byto m.in. powotanie grupy robocze;j
«Medical Phycology: Protothecosis and Chlorellosis», w ramach ISHAM (International
Society of Human and Animal Mycology).

Jako najwazniejsze dla omawianego osiggniecia nalezy wskazaé: ustalenie prewalenciji
i wykreslenie struktury epidemiologicznej zakazen prototekowych u bydta mlecznego w Polsce
(i); podanie charakterystyki 4 substancji wykazujgcych aktywnosc¢ p/prototekowg (ii); propo-
zycje nowego uktadu markerowego o znaczeniu diagnostycznym i filogenetycznym (iii); opra-
cowanie nowego algorytmu identyfikacji glonéw Prototheca spp. (iv).

Whioski wyprowadzone na podstawie badan, ktérych synteze stanowi prezentowane osig-
gniecie naukowe, sg cennym drogowskazem dla opracowania i wdrozenia nowych strategii
diagnostycznych, terapeutycznych i profilaktycznych w zakazeniach prototekowych. Dajg tez
asumpt do powotania narodowego programu nadzoru takich zakazen w Polsce.

PLANY NAUKOWE

W zakresie badan nad glonami Prototheca spp. planuje w najblizszym czasie (1-2 lat) ukon-
czenie nastepujgcych projektow:

[1] Ocena wrazliwosci glonéw Prototheca spp. na leki azolowe nowej generacji (efinako-
nazol, izawukonazol, albakonazol, lulikonazol); badanie aktywnosci p/prototekowej w/w
lekéw zaktada oznaczenie wartosci MIC/MAC, a takze ustalenie charakteru oddziaty-
wan miedzy lekami w uktadach skojarzeniowych (metoda szachownicy; analiza time-kill;
analiza izobolograficzna);

[2] Okreslenie profilu gatunkowego, wraz z oceng wrazliwosci na wybrane leki o potwier-
dzonej aktywnosci p/prototekowej (np. AMB), dla szczepdw Prototheca spp. izolowanych
z przypadkow prototekozy u ludzi oraz matych zwierzat, gt. psow i kotow; badanie reali-
zowane jest we wspoétpracy z licznymi osrodkami naukowymi na swiecie; identyfikacja
gatunkowa prowadzona jest przy uzyciu markera cytb, a testy lekowrazliwosci wyko-
nywane sg zgodnie z zaleceniami CLSI (Clinical & Laboratory Standards Institute) dla
grzybow drozdzakowych;'”

7 Wobec braku wytycznych dla oznaczania lekowrazliwosci u glonéw Prototheca spp., stosuje sie tutaj
protokoty CLSI zalecane dla grzybéw drozdzakowych [54].
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[3] Charakterystyka strukturalna i funkcjonalna genomu P. wickerhamii — obecnie przygoto-
wywana jest publikacja podsumowujgca wyniki blisko 4-letnich badan;

[4] Genomika poréwnawcza glonéw Prototheca spp. — obecnie zbierane sg wyniki ana-
liz porownawczych genoméw reprezentujgcych szczepy typowe gtdwnych gatunkow
Prototheca, etiologicznie powigzanych z wystgpieniami prototekozy u ludzi i zwierzat:
P. zopfii gen. 1, P. zopfii gen. 2, P. blaschkeae, a takze gatunkoéw typowo srodowisko-
wych: P. stagnora, P. ulmea; wykorzystane zostang tutaj takze wyniki otrzymane wcze-
Sniej dla P. wickerhamii, gtbwnego patogenu cztowieka; podstawowym celem tych badan
jest proba zdefiniowania molekularnych determinantéw chorobotwérczoséci, zakaznosci
(transmisyjnosci) i wirulencji, a takze czynnikdw genetycznych zwigzanych z mechani-
zmami dziatania i opornosci na leki.

Ponadto, planuje rozpoczg¢ szczegotowe badania nad potencjatem patogennym glonéw
Prototheca spp. Badaniom tym poswiecony jest wniosek projektowy ztozony w Narodowym
Centrum Nauki (program ,SONATA” — obecnie w rozpatrywaniu). Celem projektu jest okresle-
nie zdolnosci roznych gatunkow Prototheca do indukowania miejscowych lub uogdlnionych
infekcji oraz zbadanie oddziatywan gospodarz-patogen. Projekt zaktada podejscie dwukierun-
kowe, tgczgce badania in vitro z wykorzystaniem réznych linii komérkowych oraz in vivo, na
mysim modelu doswiadczalnym.

Zamierzam réwniez kontynuowac, we wspotpracy z Uniwersytetem Przyrodniczym w Lublinie,
badania weterynaryjne i Srodowiskowe prototekozy bydlecej w Polsce. Wazng ich czescig bedzie
ocena kliniczna (in vivo) skutecznosci wybranych preparatoéw (o potwierdzonej aktywnosci p/proto-
tekowej w warunkach in vitro) w leczeniu prototekowego mastitis;

W koncu, planuje rozwiniecie badan w zakresie habitatu alg Prototheca spp. wtaczajgc nowe
stanowiska srodowiskowe, niezwigzane z hodowlg zwierzecg (naturalne zbiorniki wodne, zbio-
rowiska roslinne i siedliska zwierzat dzikich). Chodzi tu o gruntowne rozpoznanie dystrybuciji
srodowiskowej glonéw Prototheca spp., nawigzujgc do ostatnich tego typu badan z lat 80. ub. w.
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Problematyce zakazen pratkowych (ij. wywotywanych przez bakterie z rodzaju Mycobac-
terium) poswiecono ogdétem 27 prac oryginalnych. Szczegdlne miejsce zajmujg prace (18)
dotyczgce pratkow gruzlicy (Mycobacterium tuberculosis), w czesci stanowigc kontynuacje
lub rozwiniecie badan realizowanych w trakcie studium doktoranckiego. Przy tym, panuje tu-
taj wyrazny podziat tematyczny; czesc¢ prac dotyczy wykorzystania typowania genetycznego
(genotypowania) pratkéw M. tuberculosis w dochodzeniach epidemiologicznych w gruzlicy
[1,13,14,21-27], podczas gdy inne skupiajg sie na identyfikacji genetycznych markeréw leko-
opornosci pratkow [2,3,11,12,15-18]. Prace pierwszej grupy miaty w wiekszosci charakter
pionierski, w tym sensie, ze jako pierwsze podawaty charakterystyke molekularng populacji
pratkéw gruzlicy izolowanych od polskich chorych.'® Rézny byt przy tym zasieg geograficzny
i okno czasowe badania. Réznie zaawansowana byta tez metodyka badawcza. Kolejne pra-
ce dajg wiasciwie przeglad wszystkich metod genotypowania pratkéw gruzlicy, jakie w tam-
tym czasie recypowata literatura fachowa. Najnowsze z tych prac, poswiecone transmisji
gruzlicy wielolekoopornej (ang. Multidrug-Resistant, MDR) oraz wsréd oséb blisko spokrew-
nionych, przeprowadzono w obowigzujacym do dzisiaj standardzie, wtgczajgcym kombinacje
metody spoligotyping oraz MIRU-VNTR (ang. Mycobacterial Interspersed Repetitive Units—
Variable Number Tandem Repeat) [14,21]. We wczesniejszych badaniach stosowano me-
tode spoligotyping samodzielnie lub w potgczeniu z metodg 1S6770-Mtb1-Mtb2 PCR, ktoéra
mimo wysokiej zdolnosci réznicowania szczepow M. tuberculosis, nie przyjeta sie szerzej
z powodu trudnosci w interpretacji generowanych profiléw elektroforetycznych [13,22-27].2°
Chcac utatwi¢ stosowanie tej metody, zaproponowano strategie, w ktérej najpierw wszystkie

' Wyjatek stanowita praca realizowana w kooperacji z University of Punjab w Lahaur (Pakistan), w ktorej
badano strukture genetyczng pratkéw gruzlicy izolowanych w prowincji Pendzab (Pakistan) [1].

2 Metoda spoligotyping wykrywa polimorfizm regionu DR (ang. Direct Repeat) w genomie pratkéw
M. tuberculosis complex. Metoda MIRU-VNTR typing polega na analizie polimorfizmu w 12, 15 lub 24
minisatelitarnych loci, ktére tworzy zmienna liczba powtérzen tego samego motywu minisatelitarnego.
W metodzie IS67710-Mtb1-Mtb2 PCR oceniana jest wariantywnos¢ fragmentéw DNA umiejscowionych
miedzy sekwencjami dwdch rodzajow: 1IS6770 oraz krotkich sekwencji bogatych w pary GC (Mtb1/2).
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badane szczepy analizowane sg metodg spoligotyping, a nastepnie tylko szczepy o jedna-
kowych spoligotypach réznicowane sg przy uzyciu techniki IS67110-Mtb1-Mtb2 PCR [22].

W cyklu prac dotyczgcych mechanizmow lekoopornosci w gruzlicy, przeprowadzono ana-
lize wystepowania mutacji w 22 genetycznych loci warunkujacych stan opornosci pratkow
gruzlicy na leki p/pratkowe | wyboru (j. izoniazyd (INH) [11,16,18], ryfampicyne (RMP) [3]
i etambutol (EMB) [17]) oraz |l wyboru (. streptomycyne (SM) [15], aminoglikozydy i fluoro-
chinolony [12]) zarbwno w szczepach lekoopornych (mono- i wielolekopornych), jak i leko-
wrazliwych (kontrola).?" Chodzito o ustalenia stopnia specyficznosci poszczegdlnych muta-
cji wobec okreslonego fenotypu opornosciowego. Ponadto, celem tych prac byto okre$lenie
wptywuwykrytych mutacijinie tylko na profillekoopornosciprgtkdw (opornosénaposzczegdlne
leki p/pratkowe), ale réwniez na poziom lekoopornos$ci (miano opornosci na poszczegolne leki
p/pratkowe). Rozpoznanie mutacji warunkujgcych stan opornosci M. tuberculosis na leki p/
pratkowe jest podstawg opracowania nowoczesnych, wysoce specyficznych i czutych testéw
diagnostycznych, umozliwiajgcych wiarygodng i szybkg identyfikacje szczepdéw lekoopor-
nych, a co za tym idzie szybkie wdrozenie odpowiedniego leczenia. Ewaluacji dwoch takich
testow, komercyjnie dostepnych (GenoType MTBDRplus/MTBDRSs/, Hain Lifescience), doty-
czyto jedno z opracowan omawianego cyklu publikacyjnego [2].22

Ogodlnie, wsrdd najwazniejszych osiggnie¢ zrealizowanych w ramach powyzszych badan
nalezy wymienic:

o Wykreslenie, w wymiarze regionalnym i ogélnokrajowym, struktury genetycznej szczepow
M. tuberculosis krgzgcych w populacji polskich chorych na gruZlice (pierwsze badania
epidemiologiczne gruzlicy w Polsce, przeprowadzone przy pomocy technik typowania
genetycznego M. tuberculosis) [13,24,25,27];

o Wykazanie transmisji gruzlicy wsrdd cztonkdw polskich rodzin (pierwsze tego typu badanie
przeprowadzone przy pomocy technik typowania genetycznego M. tuberculosis) [21,26];

o Kompleksowa charakterystyka molekularna szczepow M. tuberculosis o opornosci typu
MDR, a takze chorych wydalajgcych te pratki (profil socjo-demograficzny i kliniczny cho-
rych, analiza przebiegu i wynikdow leczenia) — najwieksze dotychczas studium epide-
miologiczne gruzlicy lekoopornej w kraju, tgczgce klasyczne metody mikrobiologiczne,
metody molekularne oraz tradycyjny wywiad od chorych; wykazanie, po raz pierwszy
w Polsce, transmisji gruzlicy typu MDR [14,22,23];

e Opisanie nowych mutacji genetycznych o potencjalnym znaczeniu dla rozwoju opornosci
pratkéw M. tuberculosis na 4 leki p/pratkowe (INH, RMP, EMB, SM); opracowanie na tej
bazie panelu 13 mutacji do uzycia w funkcji markeréw lekoopornosci w testach diagno-
stycznych [3,11,15-18].

21 Badania realizowane byly we wspétpracy z Instytutem Gruzlicy i Choréb Pluc w Warszawie,
a finansowane ze s$rodkéw przyznanych grantem, wygranym w konkursie «IlUVENTUS PLUS»
Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego (Projekt pn.: «ldentyfikacja oraz analiza genetyczna
mutacji warunkujgcych lekoopornos¢é w szczepach klinicznych Mycobacterium tuberculosis typu
MDR»; kierownik projektu: dr Tomasz Jagielski; nr projektu: IP2011 011471).

22 Badanie realizowane we wspofpracy z University of Punjab w Lahaur (Pakistan) i w ramach studium
doktoranckiego wspotpromowanego przeze mnie dr. Hasnain Javed’a (patrz pkt Ill - K1 — Zatgcznik 4b).

46



Dr Tomasz JAGIELSKI
-31- Zatacznik 3a [Autoreferat w jezyku polskim]

Dorobek publikacyjny dotyczgcy gruzlicy uzupetnia 6 artykutéw pogladowych oraz 3 publikacje
o charakterze redakcyjnym lub listéow. Ws$rdd prac poglgdowych, 4 rekapitulujg stan wiedzy
w zakresie technik typowania genetycznego pratkow M. tuberculosis oraz innych narzedzi (np.
aplikacji bioinformatycznych, baz danych) uzytecznych w prowadzeniu molekularnych badan
epidemiologicznych w gruzlicy [28,30-32]. Dwie prace przedstawiajg aktualng (w chwili publi-
kacji manuskryptu) sytuacje epidemiologiczng gruzlicy, w tym gruzlicy lekoopornej, na swiecie,
w Europie i w Polsce [33,34]. Wsréd artykutdw redakcyjnych i listdw, szczegdlnie cenie
doniesienie prezentujgce zatozone przeze mnie konsorcjum naukowo-badawcze «FATE»
(ang. Fate Against Tuberculosis in Europe) [36].

Podobny zakres tematyczny i cele badawcze, jak w wypadku prac nt. gruzlicy, miaty prace poswie-
cone pratkom Mycobacterium kansasii, stanowigcym jeden z najczestszych w $wiecie czynnikow
etiologicznych mykobakterioz, oportunistycznych zakazen pratkowych wywotywanych przez pratki
atypowe (ang. Non-Tuberculous Mycobacteria, NTM). Ogdlnie, badania sktadaty sie na wielokie-
runkowg analize szczepdw M. kansasii pochodzgcych od polskich chorych pulmonologicznych.z
Analiza ta obejmowata szczegotowe rozpoznanie struktury genetycznej szczepow M. kansasii,
ustalenie ich profiléw lekowrazliwosci oraz genetycznych determinantéw opornosci na leki, a takze
okreslenie profilow biatkowych technikg MALDI-TOF. Istotng czescig badan byto zestawienie
danych o szczepach z danymi o chorych, od ktérych szczepy te izolowano. W tym celu przesle-
dzono wnikliwie socjodemograficzna, kliniczng i radiologiczng charakterystyke chorych.

Glowne osiggniecia omawianych badan wymieniono skrétowo ponizej:

e Opracowanie nowej metody identyfikacji typdw genetycznych M. kansasii (I-VI) (PCR-RFLP
dla genu tuf) [10];

e Opracowanie i ewaluacja technologii MALDI-TOF jako narzedzia do identyfikacji typdw
genetycznych M. kansasii (I-VI) [5];

e Opracowanie nowej metody (VNTR typing) roznicowania szczepow M. kansasii miedzy
i w obrebie typéw genetycznych (I-VI) jako alternatywnego wobec analizy PFGE narze-
dzia w dochodzeniach epidemiologicznych [6];

e Analiza strukturalna genoméw M. kansasii (technologia NGS) — zdefiniowanie réznic
genetycznych miedzy gtéwnymi typami M. kansasii (I-V1) — implikacje filogenetyczne
i taksonomiczne — rewizja statusu typow genetycznych i propozycja podziatu taksono-
micznego w obrebie gatunku M. kansasii [8,9];

e |dentyfikacja potencjalnych markerow opornosci M. kansasii na wybrane leki p/pratkowe
(klarytromycyna i SM); ewaluacja metod oznaczania lekowrazliwosci prgtkéw M. kansasii
(metoda mikrorozciehczen vs E-test) [7];

o Kompleksowa charakterystyka chorych na mykobakterioze wywotang pratkami M. kansasii
— ocena czynnikow ryzyka zakazenia mykobakteryjnego — propozycja rewizji kryteriow
diagnostycznych dla rozpoznania mykobakteriozy z zakazenia M. kansasii [4].

#  Badania realizowane byty we wspotpracy z Warszawskim Uniwersytetem Medycznym, a finansowane
ze srodkéw przyznanych grantem, wygranym w konkursie «LIDER» Narodowego Centrum Badan
i Rozwoju (Projekt pn.: «Nowy algorytm identyfikacji zakazen Mycobacterium kansasii»; kierownik
projektu: dr Tomasz Jagielski; nr projektu: LIDER/044/457/L-4/12/NCBR/2013). Jednoczesnie
badania te byly, w znacznej czesci, wykonywane w ramach studium doktoranckiego wspotpromowane;j
przeze mnie dr Zofii Bakuty (patrz pkt Il — K1 — Zatgcznik 4b).
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Uzupetnieniem dorobku publikacyjnego w zakresie badan nad pratkami M. kansasii jest praca
pogladowa prezentujgca charakterystyke patogenu w kontekscie wywotywanych przezenh
zakazen [29].

Na koniec, warto wskaza¢ tez wieloosSrodkowe badanie dotyczgce prewalencji zakazen
pratkami atypowymi na Swiecie, w ktorym uczestniczytem jako koordynator grupy polskiej.
Jest to wcigz najwieksze tego typu opracowanie dostepne w literaturze mykobakteriolo-
gicznej [20].

[ | DERMATOFITOZY — EPIDEMIOLOGIA, DIAGNOSTYKA | KAZUISTYKA KLINICZNA
PRACE ORYGINALNE:

Witkowska, E., Jagielski, T., Kaminska, A. Genus- and species-level identification of der-
matophyte fungi by surface-enhanced Raman spectroscopy. Spectrochim. Acta A Mol.
Biomol. Spectrosc., 2017, 192, 285-290

Hryncewicz-Gwo6zdz, A., Wojciechowska-Zdrojowy, M., Maj, J., Baran, W., Jagielski, T.
Paradoxical reaction over a course of terbinafine treatment of Trichophyton interdigitale
infection in a child. JAMA Dermatol., 2016, 152(3), 342-343.

Hryncewicz-Gwézdz, A., Plomer-Niezgoda, E., Kalinowska, K., Czarnecka, A., Maj, J.,
Jagielski, T. Efficacy of fluconazole at a 400 mg dose for the treatment of onychomyco-
sis. Acta Derm. Venereol., 2014, 95(2), 251-252.

Hryncewicz-Gwo6zdz, A., Kalinowska, K., Plomer-Niezgoda, E., Bielecki, J., Jagielski, T.
Increase of resistance to fluconazole and itraconazole in Trichophyton rubrum clinical
isolates by sequential passages in vitro under drug pressure. Mycopathologia, 2013,
176(1-2), 49-55.

Hryncewicz-Gwézdz,A.,Jagielski, T.,Kalinowska, K.,Baczynska,D.,Plomer-Niezgoda,E.,
Bielecki, J. Stability of tandemly repetitive subelement PCR patterns in Trichophyton
rubrum over serial passaging and with respect to drug pressure. Mycopathologia, 2012,
174(5-6), 383-388.

Hryncewicz-Gwozdz, A., Beck-Jdendroscheck, V., Brasch, J., Kalinowska, K., Jagielski,
T. Tinea capitis and tinea corporis with a severe inflammatory response due to Tricho-
phyton tonsurans. Acta Derm. Venereol., 2011, 91(6), 708-710.

Hryncewicz-Gw6zdz, A., Jagielski, T., Dobrowolska, A., Szepietowski, J., Baran, E. Iden-
tification and differentiation of Trichophyton rubrum clinical isolates using PCR-RFLP
and RAPD methods. Eur. J. Clin. Microbiol. Infect. Dis., 2011, 30(6), 727-731.

Hryncewicz-Gwozdz, A., Jagielski, T., Sadakierska-Chudy, A., Dylgg, M., Pawlik, K.,

Baran, E., Szepietowski, J. C. Molecular typing of Trichophyton rubrum clinical isolates
from Poland. Mycoses, 2011, 54(6), 726-736.
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Kalinowska, K., Hryncewicz-Gwo6zdz, A., Plomer-Niezgoda, E., Jagielski, T. Epidemio-
logia zakazen grzybami dermatofitowymi w populacji dolnoslaskiej w latach 2004-2008.
Mikol. Lek., 2010, 17(3), 165-168.

W cyklu 9 prac dotyczacych grzybéw dermatofitowych przedstawiono wyniki badan z zakresu
Scistej mikrobiologii [41,42], epidemiologii opisowej [46] i molekularnej [44,45], diagnostyki [38]
oraz klinicznej kazuistyki [39,40,43].2* Wazne sa tu szczegodlnie dwie prace poswiecone typo-
waniu genetycznemu grzybéw Trichophyton rubrum, odpowiadajgcych za wiekszos¢ grzybic
powierzchniowych cztowieka. llustrujg one zmienno$¢ wewnatrzgatunkowg patogenu, postu-
gujac sie wynikami genotypowania szczepdw T. rubrum dwiema metodami, tj. RAPD (ang.
Random Amplification of Polymorphic DNA) oraz amplifikacji (PCR) dwéch loci o zmiennej
liczbie tandemowych powtérzen (ang. Tandemly Repetitive Subelements, TRS-1/2). Wska-
ZUjg jednoczesnie na przydatnos¢ obu technik w dochodzeniach epidemiologicznych derma-
tofitoz [44,45]. Swego rodzaju korekte interpretacji wynikdw genotypowania w oparciu o /oci
TRS wprowadza analiza stabilnosci profilow TRS; dokumentuje zmiane wzoru skutkiem delec;ji
W izogenicznym szczepie, wyprowadzonym po wielokrotnych pasazach szczepu rodzicielskie-
go [42]. W innej pracy, z kolei, wykazano, ze wielokrotne pasazowanie szczepéw T. rubrum
w obecnoséci podprogowych (ponizej wartosci MIC) stezen fungistatyku (FCZ, ITZ) powoduje,
ze grzyby te, w istotnym odsetku (56,7—-80%) nabywajg opornosc¢ na te leki [41]. Opornos¢
dermatofitéw na azole jest jedng z przyczyn niepowodzen terapii i przewlektosci zakazen.

W osobnej pracy, po raz pierwszy, odniesieniu do dermatofitdéw, zbadano potencjat diagno-
styczny powierzchniowo wzmocnionej spektroskopii Ramana (ang. Surface-Enhanced Raman
Spectroscopy, SERS). W efekcie udato sie wyznaczy¢ specyficzne widma spektralne dla czte-
rech gatunkow grzybéw Trichophyton, tj. T. rubrum, T. mentagrophytes, T. interdigitale oraz
T. tonsurans, a takze dla grzybdéw z gatunku Microsporum canis i Epidermophyton floccosum,
dowodzgc przydatnosci tej techniki w réznicowaniu gatunkowym dermatofitéw [38].

Trzy prace majg wybitnie kliniczny charakter i opisujg skutecznos$¢ pulsacyjnej terapii
FCZ w leczeniu grupy 33 pacjentow z grzybicg paznokci [40], wzglednie podajg opisy
trzech ciekawych przypadkéw klinicznych: dwdch, o rozlegtej lokalizacji zmian chorobowych
i silnej reakcji zapalnej, wywotanych zakazeniem T. tonsurans [43] oraz jeden, o etiologii
T. interdigitale, leczony terbinafing, ktéra wywotata reakcje paradoksalng, podobng do
reakcji Jarisch’a-Herxheimer’a [39]. We wszystkich tych trzech pracach, kluczowe znaczenie
miata molekularna diagnostyka mykologiczna.

[ | DIAGNOSTYKA MOLEKULARNA GRZYBOW Z RODZAJU SCOPULARIOPSIS
PRACE ORYGINALNE:
Kordalewska, M., Kalita, J., Bakuta, Z., Brillowska-Dabrowska, A., Jagielski, T. PCR-RFLP

assays for species-specific identification of fungi belonging to Scopulariopsis and related
genera. Med. Mycol., 2018. doi: 10.1093/mmy/myy106.

2 Wszystkie wymienione prace sg efektem wspoipracy z Katedrg i Klinikg Dermatologii, Wenerologii
i Alergologii Uniwersytetu Medycznego we Wroctawiu. Wyniki czesci tych prac byty wigczone do
rozprawy habilitacyjnej dr hab. Anity Hryncewicz-Gwdzdz.
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Kordalewska, M., Jagielski, T., Brillowska-Dgbrowska A. Rapid assays for specific
detection of fungi of Scopulariopsis and Microascus genera and Scopulariopsis brevi-
caulis species. Mycopathologia, 2016, 181(7-8), 465-474.

Jagielski, T., Sandoval-Denis, M., Yu, J.,Yao, L.,Bakuta, Z.,Kalita, J., Skéra, M., Krzysciak, P.,
de Hoog, S., Guarro, J., Gene, J. Molecular taxonomy of Scopulariopsis-like fungi with
description of new clinical and environmental species. Fungal Biol., 2016, 120(4), 586-602.

Skéra, M., Bulanda, M., Jagielski, T. In vitro activities of a wide panel of antifungal drugs
against various Scopulariopsis and Microascus species. Antimicrob. Agents Chemother.,
2015, 59(9), 5827-5829.

[1511] Jagielski, T., Kosim, K., Skora, M., Macura, A. B., Bielecki, J. Identification of Scopu-
lariopsis species by partial 28S rRNA gene sequence analysis. Pol. J. Microbiol., 2013,
62(3), 303-306.

PRACE POGLADOWE:

[1521] Skéra, M., Bielecki, J., Bulanda, M., Macura, A.B., Jagielski, T. Grzyby z rodzaju Scopu-
lariopsis — mato znane patogeny cztowieka. Post. Mikrobiol., 2015, 54(1), 44-52.

Kolejny zbiér prac konsumuje wyniki projektu?® poswieconego ocenie polimorfizmu
genetycznego wsrod grzybdéw plesniowych z rodzaju Scopulariopsis, stanowigcych czyn-
nik etiologiczny dermato- i onychomykoz. (Onychomykozy wywotane grzybami Scopula-
riopis spp. nalezg do najczestszych postaci plesnic paznokci w populacji ludzkiej). Roz-
poznanie réznic genetycznych miedzy patogennymi gatunkami z rodzaju Scopulariopsis
miato postuzy¢ opracowaniu nowych metod diagnostycznych umozliwiajgcych szybkie
wykrywanie zakazen wywotywanych przez te grzyby. Wsrod najwazniejszych osiggniec
nalezy wskazac¢ rewizje taksonomii tych grzybow, w ktérej kluczowg role odegrata tech-
nika MLST (ang. Multi-Locus Sequence Typing). Zastosowano tu uktad 4 markerow, tj.
gendéw kodujgcych 28S rRNA, czynnik elongaciji translacji 1-a (EF7-a) i B-tubuline (TUB),
a takze region niekodujacy ITS. Na podstawie skonkatenowanych sekwencji tych loci wy-
kreslono drzewo filogenetyczne, w ktérego rysunku wyrézniono 41 kladow gatunkowych,
rozdzielonych miedzy cztery gtdéwne rodzaje, tj. Microascus, Pithoascus, Scopulariopsis
i nowo utworzony rodzaj Fuscoannellis (wszystkie to tzw. grzyby grupy Scopulariopsis
(ang. scopulariopsis-like fungi)).

Ogodlnie, postugujac sie szczepami pochodzgcymi z réznych kolekcji kultur, zweryfi-
kowano wiele oznaczen gatunkowych (m.in. przez zastgpienie dotychczasowych nazw —
innymi lub wylaczajgc niektére gatunki poza obreb rodzaju Scopulariopsis (Microascus).
Podano tez opis 5 nowych gatunkéw, tj. Microascus chinensis, Microascus onychoides,
Microascus pseudolongirostris, Pithoascus lunatus i Scopulariopsis macurae.?® [49].

% Projekt pn.: «Ocena polimorfizmu genetycznego grzybow z rodzaju Scopulariopsis — opracowanie
molekularnej metody diagnostyki patogennych szczepdw Scopulariopsis spp.» (Projekt «IUVENTUS
PLUS»; kierownik projektu: dr Tomasz Jagielski; nr projektu: IP12013 023672).

% Nazwe Scopulariopsis macurae nadatem dla uhonorowania polskiej mykolog, Prof. dr hab. Anny B.
Macury.
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W oparciu o wyniki badan molekularno-taksonomicznych, zaprojektowano metody umoz-
liwiajgce szybka identyfikacje grzybdéw Scopulariopsis spp.; opracowano protokoty PCR
i RT-PCR wykrywajgce ogoélnie grzyby z rodzaju Scopulariopsis (Microascus) oraz,
osobno, grzyby z gatunku S. brevicaulis [48]; zaprojektowano tez algorytm, obejmujacy
5 reakcji PCR-RFLP (2 — dla genu COX7; 3 — dla genu TUB) i zapewniajgcy identyfikacje
21 réznych gatunkow grzybow z ,grupy Scopulariopsis” (z rodzajéw: Microascus, Pithoascus,
Scopulariopsis i Fuscoannellis) [47].

Waznaczescigbadanbytotez ustalenie profilow wrazliwoscigrzybow ,grupy Scopulariopsis”
na leki p/grzybicze, najczesciej stosowane w praktyce klinicznej. W $lad za doniesieniami
0 wysokim potencjale lekoopornosci wsrod tych grzybdéw, w pracy wiasnej wykazano brak
lub niskg ich wrazliwos¢ na AMB, 5-FC, cyklopiroks oraz leki azolowe. Najwyzszg aktywnos¢
odnotowano dla terbinafiny i kaspofunginy [50].

WSsrad prac poswieconych grzybom Scopulariopsis spp. jest tez praca pogladowa, stanowigca
najwieksze dotgd opracowanie na temat tych grzybdw w pismiennictwie polskojezycznym [52].

[ DIAGNOSTYKA | KAZUISTYKA MYKOLOGICZNA
PRACE ORYGINALNE:

[B3H Jankowski, M., Jagielski, T., Misiak, G., Czajkowski, R. Hand dermatitis with Hanseniaspora
uvarum as a plausible causative agent. Adv. Dermatol. Allergol., 2018, 35(6), 641-643.

541 Dylag, M., Hryncewicz-Gwoézdz, A., Jagielski, T. Onychomycosis due to Arthrinium
arundinis — first case report. Acta Derm. Veenereol., 2017, 97(7), 860-861.

[E5] Witkowska, E., Jagielski, T., Kowalska, A., Waluk, J., Hryncewicz-Gwo6zdz, A.,
Kaminska, A. Detection and identification of human fungal pathogens using surface-

-enhanced Raman spectroscopy and principal component analysis. Anal. Meth.,
2016, 8, 8427-8434.

(56l Kordalewska, M., Brillowska-Dagbrowska, A., Jagielski, T., Dworecka-Kaszak, B. PCR
and real-time PCR assays to detect fungi of Alternaria alternata species. Acta Biochim.
Pol., 2015, 62(4), 707-712.
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Prace prezentowane w tej czesci dorobku publikacyjnego osadzone sg w problematyce dia-
gnostyki i kazuistyki mykologicznej. O ile dwie z nich majg charakter metodyczny, proponujgc
nowe rozwigzania technologiczne o potencjalnym zastosowaniu w diagnostyce réznicowej
grzybow [55,56], cztery inne to klasyczne opisy przypadkéw z wyraznie eksponowang czescig
diagnostyczng [53,54,57,59].

Praca Witkowskiej i wsp. wskazuje na przydatnosc¢ techniki SERS do identyfikacji grzybow
chorobotworczych, reprezentujgcych 4 stosunkowo odlegte rodzaje, tj. Aspergillus, Candida,
Scopulariopsis i Trichophyton [55]. Z kolei w pracy Kordalewskiej i wsp., proponowane sg pro-
tokoty PCR i RT-PCR wykrywajgce grzyby z gatunku Alternaria alternata, gtbwnego przedsta-
wiciela rodzaju Alternaria, wspétodpowiedzialnego za przypadki feohyfomykozy u ludzi [56].

W 3 publikacjach kazuistycznych opisane sg przypadki grzybic wywotanych przez ga-
tunki dotgd uwazane jako saprotroficzne, rzadziej fitopatogenne; chodzi tu o drozdzaki
Hanseniaspora uvarum oraz grzyby strzepkowe Arthrinium arundinis i Truncatella angustata
[63,54,57]. W innej pracy przedstawiono przypadek chromoblastomykozy, niezwykle rzadko
spotykanej grzybicy na gruncie krajowym. Opisany przypadek stanowi czwarty w historii pol-
skiej kazuistyki. Jednocze$nie jest pierwszym odnotowanym w Europie Srodkowo-Wschod-
niej (klimatu umiarkowanego) przypadkiem chromoblastomykozy wywotanej zakazeniem
Fonsecaea monophora. Gatunek ten od innego, znacznie czestszego, gatunku Fonsecaea
pedrosoi mozna odrozni¢ jedynie na podstawie badania molekularnego (w pracy wiasne;j:
rybotypowanie) [59].

W osobnej pracy przedstawione sg wyniki badania nad skladem gatunkowym grzybdéw
Malassezia spp., izolowanych ze skéry osob zdrowych oraz pacjentow z objawami atopowego
zapalenia skory i tuszczycy. Badanie to byto jednym z pierwszych w Polsce, gdzie identyfikacje
gatunkowg grzybdw Malassezia spp. prowadzono przy uzyciu metod typowania genetycznego
(rybotypowanie), obok metod konwencjonalnych [58]. Drozdzakom Malassezia spp. poswiecona
jest tez dwuczesciowa praca poglgdowa, stanowigca najpetniejsze jak dotgd opracowanie doty-
czace tych grzybow w piSmiennictwie rodzimym [60,61].
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Ostatnia grupa artykutdbw zamykajgca dorobek publikacyjny uzupetniajgcy osiggniecie naukowe,
prezentuje dos¢ szerokie spectrum tematyczne i dotyka problematyki, ktéra sytuuje sie obec-
nie poza gtéwnym nurtem moich dociekan badawczych. Wyniki trzech sposrdd czterech prac
eksperymentalnych siegajg moich wczesnych badan nad wtasciwosciami cytotoksycznymi
i immunogennymi literiolizyny O, gtéwnego czynnika wirulencji Listeria monocytogenes.
W pracy Roeske i wsp., z powodzeniem uzyto niesporujgcego, rekombinowanego szczepu
Bacillus subtilis, eksprymujgcego listeryjng hemolizyne, jako swoistego wektora do indukcji
odpowiedzi komoérkowej przeciwko owoalbuminie [62]. Z kolei w pracy Stachowiaka i wsp.
wykazano aktywnosc¢ preparatu oczyszczonej listeriolizyny na mysich i ludzkich leukocytach.
Glownym osiggnieciem byto tutaj opracowanie nowej metody oczyszczania listeriolizyny,
zwiekszajgcej stabilnos¢ preparatu [64].

W innej pracy, skonstruowano szczep L. monocytogenes z mutacjg w genie Imo0171.
Analiza fenotypowa (ocena mikromorfologii, testy inwazyjnosci) szczepu pozwolita uznac, ze
produktem genu Imo0171 jest biatko z rodziny internalin, zaangazowane w metabolizm $ciany
komorkowej oraz adhezje do powierzchni komorek gospodarza [63].

Osobna praca poswiecona jest szczegdtowej charakterystyce szczepow Staphylococcus
aureus, izolowanych z przypadkéw bydlecego mastitis. Przedstawiono tu wyniki typowania
genetycznego oraz oznaczen lekowrazliwosci dla 80 szczepow gronkowcowych. Wskazano
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na rzadkos¢ zjawiska lekoopornosci (dotyczyto tylko penicyliny, sposréd 10 badanych anty-
biotykéw) oraz wysoce klonalng strukture genetyczng badanej populacji bakteryjnej. Wérod
szczepow S. aureus izolowanych od kréw z réznych gospodarstw stwierdzono wyrazng
dominacje jednego typu genetycznego, dowodzgc miedzy-stadnej transmisji [65].

Wsrdd prac pogladowych wymieni¢ nalezy dwu-artykutowe opracowanie dotyczgce moleku-
larnych determinantow listeryjnej patogenezy [67,68], a takze prace omawiajgcg charaktery-
styke tzw. biatek MADS, stanowigcych liczng rodzine czynnikéw transkrypcyjnych wspétzawia-
dujacych podstawowymi procesami metabolicznymi oraz transdukcjg sygnatu w komérkach
eukariotycznych [66].
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