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1. Imie i nazwisko: Anna Brillowska-Dabrowska
2. Posiadane dyplomy, stopnie naukowe:
e 2001 r. — stopien doktora nauk technicznych, Politechnika Gdanska, Wydziat
Chemiczny
e 1996 r. — tytut zawodowy magistra inzyniera chemii, Politechnika Gdanska,
Wydziat Chemiczny
3. Informacje o zatrudnieniu w jednostkach naukowych
e 2002 - 2006 — Statens Serum Institut, Wydziat Bakteriologii, Mykologii i
Parazytologii

e 2006 - nadal — Politechnika Gdanska, Wydziat Chemiczny, Katedra Mikrobiologii

4. Osiggniecia naukowe wynikajace z art. 16, ust. 2 ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o
stopniach naukowych i tytule naukowym (Dz. U. Nr 65, poz. 595, ze zm. w Dz. U. z 2005
r. Nr 164, poz. 1365 oraz w Dz. U. z 2011 r. Nr 84, poz. 455)

A. Badania naukowe prowadzone do momentu uzyskania stopnia doktora

Po uzyskaniu tytutu magistra inzyniera w 1996 roku (praca magisterska pt.:
.,Badania nad biataczkg bydia, diagnostyka technikg PCR i préby otrzymania
profilaktycznej szczepionki”), podjetam dalszg edukacje na Studium Doktoranckim przy
Wydziale Chemicznym Politechniki Gdanskiej w zespole prof. J6zefa Kur w Katedrze
Mikrobiologii. W zwigzku z moimi zainteresowaniami zwigzanymi z biologicznymi
aspektami biotechnologii, prof. Jozef Kur udzielit mi zezwolenia na kontynuacje mojej
pracy magisterskiej zwigzang z badaniam nad szczepionkami przeciwko wirusowi
biataczki bydlecej BLV oraz rozwijanie nowej dla Katedry Mikrobiologii tematyki
zwigzanej z wykorzystaniem narzedzi molekularnych do diagnostyki i zwalczania
zarazen powodowanych przez pasozyta Toxoplasma gondii.

Prace doktorskg pt. ,Biotechnologia szczepionek DNA przeciwko chorobom
infekcyjnym wywotanym przez wirusa BLV i Toxoplasma gondii” obronitam z
wyréznieniem w maju 2001 roku na Wydziale Chemicznym Politechniki Gdanskiej
uzyskujac stopien doktora nauk technicznych w zakresie technologii chemicznej, a czesé
badan w niej zawartych zostato opublikowanych [1].

Oprocz badah stanowigcych materiat do mojej pracy doktorskiej, rozwijatam
swoje doswiadczenie naukowe w projektach dotyczacych produkcji analogu ludzkiej

proinsuliny w komorkach Escherichia coli. Cennym doswiadczeniem byfa dla mnie
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praktyka w fabryce Polfa-Tarchomin, polegajgca na optymalizacji produkcji tego
rekombinowanego biatka w skali pottechnicznej. Niezmiernie waznym zagadnieniem w
przypadku produkcji biatek rekombinowanych na duzg skale jest monitorowanie procesu
ich syntezy. W przypadku biatek enzymatycznych mozliwe jest przeprowadzenie testow
okreslajacych aktywnos¢ enzymatyczng probek pobranych z bioreaktoréw, jednakze w
przypadku wiekszo$ci biatek nie mozna rozwigzaé¢ tego problemu w tak prosty sposob.
Sprawdzanie obecnosci biatka z uzyciem elektroforezy biatkowej i sprawdzenie
obecnosci prazka reprezentujgcego dane biatko po rozwinieciu elektroforezy nie jest
metodg szybka, natomiast jednoznaczne testy typu Western blot czy ELISA wymagajg
jeszcze wiekszych naktadéw czasowych i sprawdzajg sie jedynie w matej skali, gdzie
poniesione straty wynikajgce z opdznienia stwierdzenia braku bioproduktu sg niewielkie.
Rozwigzanie tego problemu stanowita konstrukcja uktadu produkujgcego wraz z biatkiem
docelowym, zottym biatkiem fluoryzujacym — YFP [2].

Praca nad wykorzystaniem biatka YFP przyczynita sie réwniez do powstania pomystu
konstrukcji wektora do bezposredniego klonowania produktéw PCR umozliwiajgcego
prosty i szybki sposéb selekcji klonéw zawierajacych plazmidy rekombinantowe [3].

1. A. Brillowska, S. Dabrowski, J. Rutka, P. Kubi$, E. Buzata, J. Kur. 1999.
Protection of cattle against bovine leukemia virus (BLV) infection could be
attained by DNA vaccination. Acta Biochim Pol. 46(4):971-6. 1F;49,=0,569

2. S. Dabrowski, A. Brillowska, J. Kur. Use of the green fluorescent protein variant
(YFP) to monitor MetArg human proinsulin production in Escherichia coli. Protein
Expr Purif. 1999;16(2):315-23. IF1999=1,416

3. S. Dabrowski, A. Brillowska-Dabrowska, J. Kur. Fluorescent protein vector for
directional selection of PCR clones. Biotechniques. 2000;29(4):800-806.
|F2000=1,756

B. Badania naukowe prowadzone po uzyskaniu stopnia naukowego doktora

nie uwzglednione we wniosku o wszczecie postepowania habilitacyjnego

Badania naukowe prowadzone przeze mnie oraz projekty, w ktérych bratam
udziat po uzyskania stopnia doktora mozna podzieli¢ na:
- wynikajgce ze wspotpracy z innymi zespotami badawczymi [4] i katedrami Politechniki
Gdanskiej powstatej dzieki mojej wiedzy i doswiadczeniu [12]. Ich wynikiem oprocz
publikacji w czasopismach o charakterze naukowym sg liczne doniesienia na krajowych i
miedzynarodowych konferencjach naukowych;

- bedace kontynuacjg tematyki rozpoczetej w czasie realizacji pracy doktorskiej [5,7,8];
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- zwigzane bezposrednio z obszarem moich zainteresowan, czyli wykorzystaniem

narzedzi biologii molekularnej w diagnostyce choréb infekcyjnych [6,9,10,11,13].

Realizacja tych projektow byta mozliwa dzieki zastosowaniu technik biologii
molekularnej. Ostatnia grupa publikacji zwigzana z diagnostykg choréb infekcyjng jest
najbardziej zblizona do cyklu publikacji bedgcych podstawg do wszczecia postepowania
habilitacyjnego.

Wyrézni¢é w niej mozna publikacje dotyczace identyfikacji drobnoustrojow:
Blastocystis hominis [6] oraz Candida krusei [13].

Pozostate publikacje zwigzane sg z genotypowaniem grzybow z rodzaju Candida.
Pierwsza z nich opisuje opracowang przeze mnie nowg metode genotypowania opartg
na amplifikacji fragmentéw DNA ze zligowanymi adaptorami. Uzyteczno$¢ tej metody
zostata potwierdzona w genotypowaniu szczepdw Escherichia coli oraz izolatéw
klinicznych z rodzaju Candida [9]. Jednakze coraz szerzej stosowana technika
genotypowania Multilocus Sequence Typing (MLST), dajaca dzieki odpowiednio
zarzadzanej stronie internetowej mozliwos¢ porownywania genotypdw miedzy
osrodkami, spowodowata, ze zrezygnowatam z pomystu na rozwijanie tematyki
dotyczacej opracowywania howych metod genotypowania. Zaréwno technike MLST, jak i
RAPD wykorzystatam do realizacji projektu majacego odpowiedzie¢ na pytanie czy
zakazenia inwazyjne Candida spp. powodowane sg przez szczepy kolonizujgce
pacjentow [11]. Wyniki potwierdzity, ze rzadko dochodzi do zakazenia innymi niz
kolonizujgce pacjenta szczepami z rodzaju Candida. Praktyczne znaczenie odpowiedzi
na to pytanie wigze sie z podjeciem decyzji o zastosowaniu profilaktycznej terapii
antymikotykami w okreslonych grupach pacjentéw, np. pacjenci przed rozlegtymi
operacjami jamy brzuszne;j.

Kolejna publikacja zwigzana z tematyka genotypowania izolatow klinicznych
dotyczyta badania izolatéw Candida parapsilosis wyizolowanych w czasie jednego
miesigca od czterech pacjentéw Oddziatu Hematologii jednego ze szpitali w potudniowe;j
Szwecji [10]. Dochodzenie epidemiologiczne przeprowadzone w tej pracy z uzyciem
techniki RAPD i analizy sekwencji mikrosatelitarnych przeprowadzonych przeze mnie,
wykazato klonalne pochodzenie wigekszosci z badanych izolatow. Dodatkowo wniosek
ten zostat potwierdzony przez badanie wyizolowanego z izolatéw DNA technikg MLST
przeprowadzong przez inny zespot. Dzieki tym badaniom nawigzatam wspotprace z
zespotami badawczymi ze Szwedzkiego Instytutu Kontroli Choréb Zakaznych w Solnie

oraz Oddziatu Chorob Wewnetrznych Szpitalu w Kalmar (Szwecja).
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Cykl publikacji bedacy podstawa wniosku o wszczecie postepowania
habilitacyjnego  poswiecony ,Diagnostyce molekularnej zakazen

wywolywanych przez dermatofity”.

Badania prowadzone przeze mnie od 8 lat bedgce moim gtéwnym obszarem

zainteresowan w pracy naukowej zwigzanym z tworzeniem molekularnych metod

pozwalajacych na diagnostyke zakazen dermatofitowych rozpoczetam w Statens Serum

Institut (Kopenhaga) w Jednostce Mikrobiologii, Parazytologii i Mykologii pod kierunkiem

dr Maiken C. Arendrup — wybitnego specjalisty w dziedzinie zakazen powodowanych

przez grzyby patogenne i oportunistyczne. Zmiana tematyki zwigzana byta z nurtujgcym
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nie tylko mnie pytaniem, dlaczego przy btyskawicznym rozwoju technik biologii
molekularnej, = powodujacym  wdrozenie  molekularnej  diagnostyki  czynnikow
etiologicznych zakazen bakteryjnych, diagnostyka zakazen grzybowych oparta jest na
klasycznych metodach mikrobiologicznych (obserwacje mikro- i makroskopowe, testy
biochemiczne). Rozpoczecie pracy naukowe] w nowym obszarze wymagato ode mnie
przygotowania, gdyz wigzato sie ze zmiang tematyki — z badan zwigzanych z
diagnostykg pasozytdow na badania zwigzane z grzybami. Badania w nowej tematyce
rozpoczetam uczestnictwem w kursie organizowanym przez prof . A. Velagraki w
Atenach ,Molecular Mycology in Diagnosis, Treatment, Epidemiology and Prevention of
Fungal Diseases”. W czasie trwania kursu miatam okazje obserwowac, jak czionkowie
zespotu prof. A. Velagraki w ramach préby opracowania molekularnej diagnostyki
dermatofitéw izolowali DNA z czystych hodowli tych grzybéw z uzyciem wiertet
dentystycznych umocowanych w wiertarce firmy Bosch. Miedzy innymi dzieki temu
znalaztam odpowiedz na nurtujgce mnie pytanie: najwieksza bariere wprowadzenia
metod molekularnych do rutynowej diagnostyki zakazen grzybiczych (w szczegolnosci
dermatofitéw) byt brak metod izolacji ich DNA, ktére nadawatyby sie do wdrozenia do
laboratoriow mikrobiologicznych. Ponadto w tamtym czasie nie byto Zzadnej opisanej
metody umozliwiajgcej oczyszczanie DNA bezposrednio z probek Kklinicznych
(paznokcie, skéra, wtosy) nadajgcej sie do wdrozenia w rutynowym laboratorium
mykologicznym czy mikrobiologicznym.

Uogdlniajac, na podstawie analizy publikacji naukowych z tego obszaru
dostepnych w tym czasie, mozna bylo wysnué wniosek, ze problemy zwigzane z
wprowadzeniem narzedzi biologii molekularnej biorg sie z braku catosciowego podejscia
do zagadnienia diagnostyki, a mianowicie koncentrowania sie wylacznie na
opracowywaniu szeregu testéw opartych na reakcji PCR identyfikujacych poszczegdine
gatunki dermatofitow.

Jednakze racjonalna diagnostyka mikrobiologiczna, w tym mykologiczna, sktada sie z
wielu etapow:
I.  Wywiad lekarski i pobieranie probek
Il.  Dostarczenie probek do laboratorium
[ll.  Przygotowanie prébek do reakcji identyfikacji
IV. Reakcje identyfikacji

V. Interpretacja wynikéw



Diagnostyka molekularna zakazeri wywotywanych przez dermatofity

Zatqgcznik 3a.

Ad. | Wywiad lekarski i pobieranie probek

Pierwszy etap racjonalnej diagnostyki rozpoczyna sie od badania podmiotowego
oraz odpowiednio przeprowadzonego wywiadu lekarskiego, ktéry dostarcza wielu
niezmiernie waznych informacji. W przypadku podejrzenia o zakazenie powodowane
przez dermatofity na karcie identyfikacyjnej dotaczonej do probek powinny znalez¢ sie
informacje dotyczace:

- umiejscowienia zmiany, np. skora owlosiona/nieowiosiona, paznokcie, wiosy) —
umozliwiajgce wybor odpowiedniego algorytmu diagnostycznego;

- leki zazywane czy stosowane przez pacjenta — majgce szczegdélny wptyw na wyniki
diagnostyki klasycznej;

- podroze — ryzyka zarazenia gatunkami nie stanowigce powszechnego problemu w
miejscu zamieszkania pacjenta (np. Trichophyton violaceum w Polsce);

- zawdd — np. rolnicy bardziej narazeni sg na choroby odzwierzece (powodowane przez
dermatofity zoofilne), a w przypadku np. hodowcow bydta nalezy liczy¢ sie z mozliwoscig
zarazenia Trichophyton verrucosum;

- kontakt ze zwierzetami — zwiekszone ryzyko zakazenia dermatofitami zoofilnymi (np.
Microsporum canis).

Dodatkowym waznym elementem zaréwno tego, jak i ostatniego etapu
diagnostycznego, jakim jest interpretacja wynikéw, jest odpowiednie przygotowanie
lekarzy kierujacych probki na dane badanie. Dlatego niezbedne jest uczestnictowo w
tematycznych konferencjach naukowych i warsztatach, takich jak corocznie odbywajgca
sie Akademia Dermatologii i Alergologii, zarbwno osob prezentujgcych uzyskane wyniki
badan naukowych, jak i lekarzy kierujgcych probki kliniczne do laboratoriow

diagnostycznych.

Ad. Il Dostarczenie prébek do laboratorium

Dermatofity w srodowisku mogq przezy¢ do kilku lat, nie sg wrazliwe na zmiany
Srodowiska. Zatem transport moze odbywac sie bez specjalnych zabezpieczen przed
warunkami zewnetrznymi. Prébke dostarcza sie do laboratorium w jatowej probéwce
typu eppendorf o pojemnosci 2 ml (otwor wlotowy szerszy niz probowki typu eppendorf o
mniejszej pojemnosci) wraz z probka umieszczong miedzy szkietkami podstawowymi

zawinietymi w ciemny papier, drogg pocztows.

Ad. Il Przygotowanie prébek do reakcji identyfikacji
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Petne wykorzystanie potencjatu, czy tez zalet diagnostyki molekularnej jest cisle
zwigzane z mozliwoscig uzyskania DNA patogenow podlegajacych identyfikacji. W
przypadku diagnostyki dermatofitow, ktorej najwiekszym problemem jest czas wzrostu
mikroorganizmow trwajacy w niektorych przypadkach do kilku tygodni, niezmiernie
istotna jest mozliwos¢ izolacji DNA bezposrednio z probek klinicznych. Ze wzgledu na
brak takich zestawow (zaréwno komercyjnie dostepnych, jak i opisanych w literaturze
naukowej) podjetam sie zadania badawczego, jakim bylo opracowanie metody izolacji
DNA dermatofitéw bezposrednio z probek klinicznych.

Opracowywana metoda miata spetnia¢ nastepujace warunki:

- jak najmniejsza ilos¢ etapow ze wzgledu na koniecznosé ograniczenia ryzyka
kontaminacji,

- prostota wykonania, w celu utatwienia wdrozenia do laboratorium.

W przypadku diagnostyki powierzchniowych zakazen grzybiczych czuto$¢ metody nie
ma tak istothego znaczenia, jak w przypadku np. grzybic uktadowych, ze wzgledu na
znaczng ilos¢ patogendw wystepujacych na zakazonych tkankach.

Jako, ze najprostsza metodg powodujaca uszkodzenie Sciany komodrkowej jest
inkubacja w wysokiej temperaturze postanowitam przetestowa¢ mozliwos¢ jej
zastosowania. W celu sprawdzenia metody nalezato zapewni¢ odpowiedni sktad buforu.
Istotnym elementem byto dodanie skfadnikéw denaturujacych biatka oraz takich, ktore
zapobiegatyby denaturacji juz uwolnionego DNA. Kolejnym waznym aspektem byt brak
mozliwosci stosowania zwigzkéw bedacych potencjalnymi inhibitorami reakcji PCR. W

tabeli 1 przedstawione zostaty przetestowane bufory.
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Tabela 1. Zestawy przetestowane pod katem uzytecznosci w procedurze szybkiego

oczyszczania DNA.

Zestaw 0: Tris50 mM,  Zestaw Il: HEPES 50 Zestaw 1V: CAPSO Zestaw VI:
KCI 250 mM oraz 1%: mM, KCI 250 mM oraz 50 mM, KCI 250 Na,HPO,pH9,5,
1%: mM oraz 1%: KCI 250 mM oraz
1%:
A Na,CO; A2 Na,CO; A4 Na,CO; A6 Na,CO3
B NaHCO; B2 NaHCO; B4 NaHCO; B6 NaHCO;
C Na,S C2 Na,S C4 Na,S C6 Na,S
D Cysteina D2 Cysteina D4 Cysteina D6 Cysteina
E Na,S,04 E2 Na,S,04 E4 Na,S,03 E6 Na,S,03
F DTT F2 DTT F4 DTT F6 DTT
G Beta- G2 Beta- G4 Beta- G6 Beta-
merkaptoetanol merkaptoetanol merkaptoetanol merkaptoetanol
H NaClO, H2 NaClO, H4 NaClO; H6 NaClO;
| NaClO, 12 NaClO, 14  NaClO, 16 NaClO,
J NalO, J2 NalO; J4  NalO; J6  NalO;
K - K2 - K4 - K6 -
Zestaw 1: Tris50 mM,  Zestaw I1I: HEPES 50 Zestaw V: CAPSO Zestaw VII:
(NH,),S0O, 350 mM mM, (NH,)2S0, 350 50 mM, (NH,),SO,4 Na,HPO,/NaH,PO,
oraz 1%: mM oraz 1%: 350 mM oraz 1%: pH 9,5, (NH,4),S0O,
350 mM oraz 1%:
Al Na,CO; A3 Na,CO3 A5 Na,COj3 A7 Na,COg3
B1 NaHCO; B3 NaHCO; B5 NaHCO; B7 NaHCO;
C1 Na,S C3 Na,S C5 Na,S C7 Na,S
D1 Cysteina D3 Cysteina D5 Cysteina D7 Cysteina
El Na,S,04 E3 Na,S,04 E5 Nay5S,03 E7 NayS,0;
F1 DTT F3 DTT F5 DTT F7 DTT
Gl Beta- G3 Beta- G5 Beta- G7 Beta-
merkaptoetanol merkaptoetanol merkaptoetanol merkaptoetanol
H1 NaClO, H3 NaClO, H5 NaClO; H7 NaClO;
11 NaClO, 13 NaClO, I5 NaClO, I7 NaClO,
J1 NalO; J3 NalO; J5 NalO; J7  NalO;
K1 - K3 - K5 - K7 -

Dodatkowo przetestowano mozliwos¢ zastosowania detergentow: 1% IGEPAL, 1%
NONIDET NP40, 1% Tween 20, 1% SDS, 1% CTAB w opisanych w Tabeli 1 buforach.

Do probowek typu eppendorf zawierajacych wiosy (5-7 sztuk) swinek morskich

zakazonych Microsporum canis zostato dodane po 100 pl przygotowanych buforéw [15].

Nastepnie probki inkubowano

10 minut w 95°C, mieszano i dodawano do

przygotowanych mieszanin reakcyjnych zwierajgcych startery 1TS1 i ITS2 [Vilgalys R,

Hopple JSJr, Hibbett DS. Phylogenetic implications of generic concepts in fungal

taxonomy: The impact of molecular systematic studies. Mycol Helvet 1994; 6: 73-91]

powszechnie uzywanych do amplifikacji regiondéw ITS grzybéw. Specyficzne produkty

PCR uzyskano dla probek wyizolowanych z uzyciem buforéw: 0B, VIB i VII B.

Pozostata czes¢ probek uzytych w reakcji PCR byta przechowywana w temperaturze

+4°C przez 10 dni, a nastepnie sprawdzana powtérnie w reakcji ze starterami ITS1 i



Diagnostyka molekularna zakazeri wywotywanych przez dermatofity

Zatqgcznik 3a.

ITS4. Amplifikacja tak przechowywanego DNA nie powiodta sie. Oznaczato to, ze
prawdopodobnie DNA ulegto degradacji lub w probkach wystepujg inhibitory polimerazy
DNA uzywanej w reakcji PCR.

W celu sprawdzenia wptywu dodatku tzw.”anyinhibitoréw” po inkubacji wtosow
zakazonych swinek morskich w 95°C w buforach 0B, VIB i VII B do prébek dodawano
100 pl 2% roztworu BSA (uzywanego powszechnie jako ,antyinhibitor” reakcji PCR) i
prébke natychmiast intensywnie mieszano. Tak otrzymang mieszanine zawierajgca DNA
M. canis uzyto w reakcji PCR ze starterami ITS1 i ITS4. Kolejne reakcje PCR zostaty
przeprowadzona z uzyciem tak wyizolowanego DNA przechowywanego przez 10 dni w
temperaturze 4°C. Specyficzne produkty uzyskano dla probek wyizolowanych z uzyciem
buforu OB.

Ostatecznie dalszej ocenie poddano nastepujaca procedure izolacji DNA z
prébek wtoséw swinek morskich zakazonych M. canis.

1. Do prébéwki zawierajacej prébke (wtosy, skéra, paznokcie) doda¢ 100 pl buforu pH
9,5 zawierajgcego 50 mM Tris, 250 mM KCI, 60 mM NaHCOs.

2. Probéwke inkubowaé 10 minut w temperaturze 95°C.

3. Do probéwki dodac¢ 100 pl 2% roztworu BSA.

4. Probéwke wymiesza¢ dokfadnie (worteksowanie 5 sekund).

5. Tak przygotowany roztwér zawierajgcy DNA przechowywac¢ w temperaturze 4°C do

Procedura ta zostata opisana w aplikacji patentowej W02006133701 oraz w
publikacji JCM [14]. Opracowana przeze mnie procedura jest wykorzystywana w
laboratorium diagnostycznym Statens Serum Institut w Kopenhadze do rutynowej
diagnostyki zakazenh dermatofitowych od 2005 roku. Patent EP1891232 zostat przyznany
w 2012 roku.

Ad. IV Reakcje identyfikacji

Kolejnym istotnym elementem diagnostyki jest wykorzystanie odpowiednich
algorytmoéw diagnostycznych, czyli szeregu odpowiednich reakgcji identyfikujacych
poszczegolne czynniki etiologiczne. Racjonalne zaprojektowane algorytmy przyczyniajg
sie do zmniejszenia ilo$ci przeprowadzanych reakcji identyfikaciji.
W swojej pracy opracowatam algorytmy postepowania diagnostycznego w kierunku
wykrywania DNA dermatofitow w badanych prébkach.

Pierwsza, opracowana przeze mnie reakcja multipleks PCR, pozwala na

wykrywanie DNA dermatofitdw (ang. pan-dermatophyte), a jednoczesnie umozliwia
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wykrycie i identyfikacie DNA Trichophyton rubrum [14]. Takie podejscie umozliwia
odrzucenie wszystkich probek, ktore nie zawierajg DNA dermatofitow. Jako, ze
Trichophyton rubrum jest gtbwnym patogenem infekcji grzybiczych paznokci [Wisselink
GJ, van Zanten E, Kooistra-Smid AMD. Trapped in keratin; a comparison of
dermatophyte detection in nail, skin and hair samples directly from clinical samples using
culture and real-time PCR. J Microbiol Meth 2011; 85: 62-66] zastosowanie
opracowanej i opisanej przeze mnie metody w przypadku prébek paznokci pozwala na
identyfikacje DNA patogenu wystepujagcego w wiekszosci prébek dodatnich.

Pozostate probki moga by¢ poddawane kolejnym reakcjom identyfikacji lub
poddawane klasycznej identyfikacji. W zwigzku z tym, ze opracowana przeze mnie
metoda izolacji i reakcja multipleks PCR moze by¢ przeprowadzona w ciggu kilku godzin
(liczac rejestracje i opisanie prébki oraz interpretacie wynikow PCR), opdznienie
obserwacji mikroskopowych i zatozenie hodowli, nawet do kolejnego dnia roboczego,
wynikajgce z oczekiwania na wynik reakcji PCR, nie ma istotnego znaczenia w stosunku
do kilkutygodniowego oczekiwania na wyniki analizy klasyczne;j.

Kolejnym opracowanym przeze mnie testem jest test umozliwiajacy wykrycie i
identyfikacje DNA dermatofitdw z rodzaju Trichophyton oraz wykrycie identyfikacje DNA
Microsporum canis i Microsporum audouinii [15]. Dermatofity z rodzaju Microsporum sg
znacznie bardziej wrazliwe na gryzeofulwing, a z rodzaju Trichophyton na terbinafine
[Krob AH, Fleischer AB, Jr, D'Agostino R, Feldman SR. Terbinafine is more effective
than itraconazole in treating toenail onychomycosis: results from a metaanalysis of
randomized controlled trials. J Cutan Med Surg 2003; 7: 306-311; Siqueira ER, Ferreira
JC, Pedroso RS, Lavrador MA, Candido RC. Dermatophyte susceptibilities to antifungal
azole agents tested in vitro by broth macro and microdilution methods. Rev Inst Med
Trop Sao Paulo 2008; 50: 1-5]. Przeprowadzenie tego rozrdznienia daje wazng
informacje lekarzowi prowadzacemu leczenie. Test ten ma szczegdlnie duze znaczenie
dla grzybic skory i wtoséw, w ktorych wiasnie przedstawiciele tych dwdch rodzajow
stanowig najczestszg przyczyne zakazen. Istnieje tez mozliwo$¢ stosowania tych testéw,
po przeprowadzeniu wstepnej selekcji testem opisywanym we wczesniejszym paragrafie
— czyli po odrzuceniu wszystkich probek, w ktérych nie znaleziono DNA dermatofitow.
Kolejna reakcja specyficznie wykrywajaca DNA grzybéw z rodzaju Epidermophyton
umozliwia de facto identyfikacje gatunkowag Epidermophyton floccosum - jedynego
patogenu nalezacego do tego rodzaju [18] moze by¢ stosowana do identyfikacji

patogendw w probkach, w ktérych potwierdzono obecno$¢ DNA dermatofitéw oraz
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wykluczono obecnos¢ DNA grzybow z rodzaju Trichophyton i gatunkéw M. canis oraz M.
audouinii.

W przypadku niektorych zakazen identyfikacja gatunkowa jest istotna takze ze
wzgledu na konieczno$¢ przyblizonej identyfikacji zrodta zakazenia. Takim przypadkiem
jest zakazenie powodowane przez Microsporu canis. Zrédlem zakazenia w przypadku
dermatofitoz powodowanych przez ten drobnoustrdj sga zazwyczaj mate zwierzeta
domowe (takie jak: koty, kroliki czy swinki morskie). W przypadku identyfikacji zakazenia
M. canis, konieczne jest przebadanie zwierzecia i jego terapia. Zaproponowana przeze
mnie metoda identyfikacji gatunkowej opiera sie na amplifikacji fragmentu DNA w
obrebie sekwencji ITS2. Specyficzno$¢ gatunkowg starteréw uzyskatam dzieki
zastosowaniu ~2x wiekszej niz standardowa ilosci polimerazy, deoksynukleotyddw,
skfadnikéw buforu reakcyjnego [19].

Wszystkie opisane metody identyfikacji zostaly sprawdzone na DNA
wyizolowanym z uzyciem opracowanej przeze mnie procedury ze szczepow
referencyjnych, czystych hodowli szczepdéw klinicznych oraz bezposrednio z prébek

klinicznych.

Ad. V Interpretacja wynikow
Jedng zprzyczyn braku mozliwosci wdrozenia do rutynowej praktyki
laboratoryjnej opracowywanych przez naukowcoéw i publikowanych w czasopismach o
charakterze naukowym testow, identyfikujacych czynniki etiologiczne zakazen, opartych
na reakcji PCR jest brak odpowiednich kontroli zabezpieczajgcych przed wynikami
fatszywie ujemnymi lub fatszywie dodatnimi. Fatszywie ujemne wyniki powstajg na
skutek:
-bteddéw ludzkich (brak poszczegdlnych sktadnikéw mieszaniny reakcyjnej lub
nieodpowiednie ustalenie warunkow reakciji),
-bteddw aparatury (niedoktadnos¢ pipet czy termocyklerow),
-zastosowania nieodpowiednich odczynnikéw (przeterminowanych lub Zle
przechowywanych),
-nieprawidtowej interpretacji wynikow,
-obecnosci inhibitorow w roztworze zawierajagcym DNA matrycowe.
Zagadnienie wynikow fatszywie dodatnich wptywajacych na sposéb leczenia
pacjenta, a co wazniejsze na zaprzestanie dalszej diagnostyki prowadzacej do
zidentyfikowania rzeczywistego czynnika etiologicznego zakazenia, jest kolejnym

problemem niedoszacowanym w publikacjach naukowych. Mimo, ze rozpowszechniona
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jest praktyka przeprowadzania tzw. ,kontroli ujemnych® reakcji PCR, polegajaca na
przeprowadzeniu reakcji z dodatkiem buforu czy roztworu, w ktérym zawiesza sie
matrycowe DNA, czesto zdarza sie, ze sg one przeprowadzone nieprawidtowo. Nie ma
potrzeby powtarzania kontroli ujemnej stanowigcej potwierdzenie braku kontaminacji na
etapie przygotowania mieszaniny reakcyjnej, jednakze niezbedne jest uzaleznienie ilosci
kontroli ujemnych, sprawdzajgcych prawidtowos¢ dodawania DNA matrycowego, od
ilosci badanych probek tak, aby ograniczy¢ ilos¢ probek, dla ktérych nalezy powtdrzyé
reakcje w przypadku kontaminacji jednej z kontroli. Uznaje sie, ze nawet w przypadku
kontaminacji jednej z kontroli ujemnych, wszystkie dodatnie reakcje przygotowane
miedzy dwiema nieskontaminowymi kontrolami ujemnymi, sg prawdziwie dodatnie.
Nalezy jednak pamietaé, ze kontaminacie mogag powsta¢ nie tylko w czasie
przygotowania reakcji PCR, ale réwniez w czasie ekstrakcji czy oczyszczania DNA
z badanych probek. Dlatego tez nalezy pamieta¢ o przeprowadzaniu kontrolnej izolacji
DNA.

Sposobem na wyeliminowanie probleméw zwigzanych z ryzykiem ,falszywie
ujemnych’ wynikow reakcji identyfikacji jest zastosowanie w reakcjach kontroli
wewnetrznych (internal control — IC). Jeszcze kilka lat temu matrycg dla reakcji
kontrolnych stanowito DNA ludzkie izolowane razem z DNA patogenu bezposrednio
z probek klinicznych. Do reakcji PCR dodawane byty na przyktad startery
komplementarne do fragmentdw genu B-tubuliny. Takie podejécie pozwalato na
sprawdzenie braku amplifikacji, jednakze ze wzgledu na roznice w ilosci DNA pacjenta i
patogenu uniemozliwiato prawidtowg optymalizacje reakcji. Dlatego obecnie stosuje sie
kontrole wewnetrzne skonstruowane z DNA nie wystepujacego w badanych prébkach
(np. DNA bakteriofaga A), do ktérych dotacza sie sekwencje rozpoznawane przez
startery stuzace do identyfikacji patogenu. Rozréznienie produktéw PCR DNA patogenu i
kontroli wewnetrznej mozliwe jest dzieki temu, ze produkty PCR uzyskane dla IC sg
wieksze niz specyficzne produkty amplifikacji. Odpowiednia wielko$¢ uzyskanych
produktow dla IC minimalizuje ryzyko ich selektywnej amplifikacji. W zwigzku z tym
niezbedne jest podanie w protokole dotgcznym do testu diagnostycznego kryteriow

umozliwiajgcych wtasciwg interpretacje uzyskanych wynikoéw [17]; np. (Tabela 2):

wielkos¢ specyficznego produktu PCR — 366 pz,
wielko$¢ produktu PCR IC — 566 pz .

12



Diagnostyka molekularna zakazeri wywotywanych przez dermatofity
Zaftqcznik 3a.

Tabela 2. Przyktadowa interpretacja wynikow reakcji PCR zawierajgcych kontrole

wewnetrzna.

Obecnos¢ produktu 366 pz Obecnos¢ produktu 566 pz Wynik (interpretacja)

- - Inhibicja lub
btad amplifikacji

- + Prébka ujemna
+ + Probka dodatnia
+ - Prébka dodatnia

Oczywiscie interpretacja ta jest prawdziwa pod warunkiem braku specyficznych
produktow amplifikacji w kontrolach ujemnych oraz detekcji specyficznych produktow w
kontrolach dodatnich, ktére stanowig reakcje PCR przeprowadzane na DNA

matrycowym wyizolowanym z czystej hodowli identyfikowanego patogenu.

Zdjecie 1. Wyniki reakcji multiplex PCR. 1: marker wielkosci DNA (100 bp DNA); 2:
kontrola ujemna; 3: wynik dla genomowego DNA T. mentagrophytes; 4: wynik dla
genomowego DNA T. rubrum; 5: wynik dla DNA wyizolowanego z paznokcia osoby
zdrowej; 6: wynik dla DNA wyizolowanego z paznokcia osoby z grzybicg spowodowang
T. mentagrophytes; 7: wynik dla DNA wyizolowanego z paznokcia osoby z grzybicg
spowodowang T. rubrum.

Infformacja na temat obecnosci lub braku wynikéw fatszywie dodatnich
spowodowanych kontaminacjami w czasie oczyszczania DNA z prébek klinicznych
gwarantuje przeprowadzenie procedury oczyszczania DNA czystych roztworéw
stuzgcych do jego zawieszania (woda lub bufor TE). llos¢ takich kontroli zalezna jest od
ilosci prébek klinicznych, z ktorych izolowane jest DNA. W duzych laboratoriach
mikrobiologicznych przyjmuje sie, ze ta kontrola przeprowadzana jest co dziesigtg
oczyszczang probka, a takze na poczatku i koncu szeregu oczyszczanych probek.
Wyniki pozytywne uzyskane miedzy dwiema ,czystymi“ kontrolami uznaje sie za wyniki
.prawdziwie dodatnie®. Takie podejscie minimalizuje straty wynikajgce z przypadkowej

kontaminacji, pozwalajgc jedynie na odrzucenie uzyskanych wynikéw tylko dla czesci
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badanych probek, zmniejszajgc przez to liczbe probek, dla ktérych konieczne jest
powtorzenie reakgji identyfikacii.
Podsumowanie

Podsumowujgc wyniki mojej pracy naukowej stanowigcej jednotematyczny zbiér
publikacji oraz biorgc pod uwage realia pracy diagnostycznego laboratorium
mikrobiologicznego, zastosowanie opracowanej przeze mnie metodologii pozwala na
skrécenie diagnostyki zakazen powodowanych przez dermatofity z kilku tygodni do 2 dni
roboczych (Ryc. 1) dla ok. 80% probek zawierajgcych DNA dermatofitow (biorac pod
uwage czas potrzebny do rejestracji prébek i dopasowujac procedury do dziatania
laboratorium diagnostycznego). Dodatkowo w przypadku blisko 100% przypadkow
identyfikacja uzyskana w ciggu dwdch dni roboczych jest wystarczajgca do podijecia

przez lekarza zlecajgcego badanie racjonalnej decyzji dotyczacej terapii poszczegdélnych

pacjentow.
I:I l:l Przygotowanie Hodowla
pl’gpamto“' Obserwacje
Probki 11111{1‘031(01.)9\\'}'011 mikroskopowe
bezposredmch

kliniczne )
30 minut 1-4 tygodnie

Izolacja PCR
‘:‘ I:l DNA elektroforeza
Probki _
DO 15 minut 4 godziny

kliniczne

Rycina 1. Schemat poréwnujacy diagnostyke prébki w kierunku wykrywania DNA
dermatofitdw z uzyciem tradycyjnej oraz opracowanej przeze mnie metodologii.

Przedstawione w punkcie IV reakcje identyfikujgce DNA dermatofitow pozwolity
na opracowanie procedury diagnostycznej, ktérej czes¢ wykorzystujaca techniki biologii
molekularnej oparta jest wylacznie na wynikach mojej pracy, natomiast w przypadkach
niezidentyfikowanych z uzyciem tych metod, konieczne jest zastosowanie klasycznych

metod diagnostycznych (Ryc.2).
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N Dermi+yTr{+)
Multipleks PCR
Dermatofity (Derm) Derm(-}Tr(+)
Trichophyton rubrum (Tr)
[14.17,18] Derm(-VTr(-) Brak DNA
dermatofittw
"y
Dermi+yTr=)
Trich(+) Metody
™ komwencjonalne
Oddzielne rezkeje PCR dla Trichophyton

1. Trichophyton (Trich)
2. M. canis / M. audouinii (Mc/Ma)

(s}

Metody
konwencjonalna

Trichi(+)

Trichi-) Trich(-)
Mc/Ma(+) Me/Mal(-)
i mel-)
P‘ruwﬂupﬂdnhr\.le. c(-) PCR PCR A Ep (- Metody
DM M. awaiowini e kornwencionalne
Metody M. canis (Mc) Epidermophyton (Ep)
konwencjonalne [1 9] [13]

J

Ep(+)

DM
Epidermaophdon

Rycina 2. Schemat opracowanej procedury diagnostyki molekularnej zakazenh
grzybowych powodowanych przez dermatofity.

W pierwszej kolejnosci wyizolowane DNA sprawdzane jest z uzyciem techniki
multipleks PCR pod katem obecnosci DNA ktéregokolwiek z dermatofitdw, dajacej
rowniez mozliwo$¢ identyfikacji gatunkowej Trichophyton rubrum. W zaleznosci od
uzyskanego wyniku wyizolowane DNA poddaje sie kolejnym etapom procedury
diagnostycznej lub dokonuje sie identyfikacji:

- wynik dla reakcji ,Derm“ dodatni, ,T. rubrum® ujemny — w probce znajduje sie
DNA dermatofitéw, wyizolowane DNA poddaje sie kolejnemu etapowi procedury
diagnostycznej;

- wynik dla reakcji ,Derm*“ ujemny, ,T. rubrum“ ujemny — w probce nie stwierdzono
obecnosci DNA dermatofitow;

- wynik dla reakcji ,Derm“ dodatni, , T. rubrum® dodatni — w prébce stwierdzono

obecnos¢ DNA Trichophyton rubrum;
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- wynik dla reakcji ,Derm* ujemny, ,T. rubrum®“ dodatni — w probce stwierdzono
obecnos¢ DNA Trichophyton rubrum.

Na tym etapie istnieje mozliwos¢ wykrycia obecnosci inhibitorow termostabilnej
polimerazy DNA w badanych probkach ze wzgledu na mozliwo$¢ zastosowania kontroli
wewnetrznej. W takim przypadku nalezy powtérzy¢ reakcje PCR z potowg objetosci
roztworu zawierajgcego wyizolowane DNA. Jezeli ponownie otrzymamy wynik
Sswiadczacy o kontaminacji, nalezy przekaza¢ informacje o koniecznosci pobrania
kolejnej prébki do lekarza zlecajgcego badanie lub zaproponowac przeprowadzenie
diagnostyki klasycznej (w zaleznosci od procedury ustalonej przez dane laboratorium. W
Statens Serum Institut rutynowo wysyta sie prosbe o pobranie kolejnej prébki).
Prébki, w ktorych stwierdzono obecnosé DNA dermatofitéw bez identyfikacji gatunkowej
poddawane sa kolejnym etapom procedury. Wyizolowane z nich DNA sprawdzane jest w
dwoch oddzielnych reakcjach PCR:

- wykrywajacej DNA dermatofitéw z rodzaju Trichophyton sp.,

- wykrywajacej DNA Microsporum canis lub M. audouinii (bez rozréznienia

gatunkowego).

W zaleznoéci od uzyskanych wynikow przechodzi sie do kolejnych etapéw procedury
diagnostycznej:
- wynik dla reakcji ,Trichophyton” dodatni, ,M. canis/audouinii” ujemny — w probce
stwierdza sie obecnos¢ DNA dermatofitdw nalezacych do rodzaju Trichophyton, z
wykluczeniem T. rubrum; probka umieszczona miedzy dwoma szkietkami podstawowymi
kierowana jest do diagnostyki klasycznej (obserwacja mikro- i makroskopowa, hodowla),
wynik reakcji pozwala na rozpoczecie terapii;
- wynik dla reakcji ,Trichophyton” dodatni, ,M. canis/audouinii” dodatni — w prébce
stwierdza sie obecno$¢ DNA dermatofitbw nalezacych do rodzaju Trichophyton oraz
DNA M.canis lub/i M. audouinii; prébka umieszczona miedzy dwoma szkietkami
podstawowymi kierowana jest do diagnostyki klasycznej (obserwacja mikro- i
makroskopowa, hodowla);
- wynik dla reakcji ,Trichophyton” ujemny, ,M. canis/audouinii” dodatni - w probce
stwierdza sie obecnos¢ DNA M. canis lub/i M. audouinii; wynik reakcji pozwala na
rozpoczecie terapii, DNA wyizolowane z prébki kieruje sie do kolejnego etapu procedury
jakim jest reakcja PCR wykrywajgca specyficznie DNA M. canis;
- wynik dla reakcji ,Trichophyton” ujemny, ,M. canis/audouinii” ujemny - w prébce nie
stwierdza sie obecnosci DNA dermatofitdw z rodzaju Trichophyton, ani DNA gatunkéw

M.canis lub/i M. audouinii; DNA wyizolowane z probki kieruje sie do kolejnego etapu
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procedury jakim jest reakcja PCR wykrywajgca specyficznie Epidermophyton floccosum.
W przypadku dodatniego wyniku stwierdza sie obecnos¢ DNA E. floccosum. W
przypadku wyniku ujemnego, probka umieszczona miedzy szkietkami pdostawowywmi
kierowana jest do diagnostyki klasycznej (obserwacja mikro- i makroskopowa, hodowla).

Nalezy jednak podkredli¢, ze metody molekularne nie powinny przyczynia¢ sie do
likwidacji klasycznych laboratoridw mykologicznych, a jedynie do zmniejszenia ilosSci
prébek badanych metodami klasycznymi. Jedynie zachowanie sprawnie dziatajgcego
.klasycznego laboratorium mykologicznego® wykorzystujacego metody diagnostyki
molekularnej gwarantuje poprawna i sprawng identyfikacje gatunkowa.

Opracowana przeze mnie metoda izolacji DNA wraz poszczegdlnymi reakcjami
identyfikujacymi [14,16,17,18] jest stosowana w rutynowej praktyce od kilku lat w Danii
oraz w niektérych laboratoriach diagnostycznych w Szwecji, kolejna opublikowana

reakcja identyfikacji [19] bedzie wdrozona w najblizszym czasie.

14. A. Brillowska-Dabrowska, D. Saunte, M.C. Arendrup. 2007. Five-hour diagnosis
of dermatophyte nail infections with specific detection of Trichophyton rubrum.
Journal of Clinical Microbiology; 45:1200-1204. 1F,7;=3,708

15.D.M. Saunte, J.P. Hasselby, A. Brillowska-Dabrowska, N. Frimodt-Mgller, E.L.
Svejgaard, D. Linnemann, S.S. Nielsen, M. Haedersdal, M.C. Arendrup. 2008.
Experimental guinea pig model of dermatophytosis: a simple and useful tool for
the evaluation of new diagnostics and antifungals. Medical Mycology; 46:303-13.
|F2008:2,156

16. A. Brillowska-Dabrowska, A. Swierkowska, D.M.L. Saunte, M.C. Arendrup. 2010.
Diagnostic PCR tests for Microsporum audouinii, M. canis and Trichophyton
infections. Medical Mycology; 48:486-490. IF,910=2,329

17. A. Brillowska-Dabrowska, H.V. Nielsen, S.S. Nielsen, M.C. Arendrup. 2010.
Optimised 5-hour multiplex PCR test for the detection of tinea unguium:
performance in a routine PCR laboratory. Medical Mycology; 48:828-31.
|F2010:2,329

18. Patent EP1891232: wynalazca: Anna Brillowska-Dabrowska, wiasciciel Statens
Serum Institut. PCR diagnostics of dermatophytes and other pathogenic fungi.

19. A. Brillowska-Dabrowska, E. Michatek, D.M.L. Saunte, S.S. Nielsen, M.C.
Arendrup. 2013. PCR test for Microsporum canis identification. Medical
Mycology; Jan 7 (epub ahead of print). 1F,;1=2,329

D. Omoéwienie pozostalych osiagnie¢ naukowo-badawczych.

Do pozostatych osiggnie¢ naukowo-badawczych po uzyskania stopnia doktora,
nieuwzglednionych we wniosku o wszczecie postepowania habilitacyjnego,
jednakze $cisle zwigzanych z obszarem jednotematycznego zbioru przedstawionego

w punkcie C niniejszego autoreferatu, naleza:
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- zgtoszenie patentowe (United States Patent/Trademark Office): 20100311041 -
wynalazca: A. Brillowska-Dabrowska, witasciciel Statens Serum Institut. “PCR
diagnostics of dermatophytes and other pathogenic fungi”;
- wdrozenie opracowanej metody do rutynowej diagnostyki laboratorium mykologicznego
w Statens Serum Institut (Dania) — 2005 rok;
- opracowanie zestawu do diagnostyki onychomikoz powodowanych przez dermatofity
,Dermatophyte PCR kit” dostepny w firmie SSI-Diagnostika, Dania (w Polsce dostepny w
ofercie firmy Argenta);
- rozdziat w ksigzce ,Wspditczesna terapia dermatoz alergicznych”. red. R. Nowicki:
Gdansk: AS Consulting - tédz, S. 217-221 - Rozdziat 5. Nowoczesne metody
diagnostyki zakazen grzybiczych wywoftywanych przez dermatofity. - A. Brillowska-
Dabrowska, J. Kur. 2008;
- monografia: A. Brillowska-Dabrowska. 2009. Nowoczesne metody diagnostyki
zakazeh dermatofitowych w rutynowej praktyce laboratoryjnej. Mikologia Lekarska;
16:47-49;
- udziat w nastepujacych konferencjach miedzynarodowych:

- 45th  Annual Interscience Conference on Antimicrobial Agents and
Chemotherapy ICAAC (Waszyngton, 2005) - plakat,

- 4th Trends in Medical Mycology (Ateny, 2009), - plakat,

- 18"™ Congress of ISHAM (Berlin, 2012) - wystapienie;
- udziat w szeregu konferencji w Polsce, z czego najistotniejsze dla wdrozenia wynikow
efektow mojej pracy do rutynowej diagnostyki dermatofitdw w Polsce, jest udziat w
Akademiach Dermatologii i Alergologii w Ustce (2008, 2009, 2012, planowany w 2013).
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