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Uzyskanie tytutu specjalisty w dziedzinie roikiologii medyczne;.

Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostikch naukowych

1996 — 1998 Asystent w Zaktadzie Wirusologii AkanlieMedycznej w Warszawie
1998 — 2006 Asystent w Katedrze i Zaktadzie Mikotdmii Lekarskiej WUM
2006 — 2008 St. wyktadowca w Katedrze i Zaktadzikrbbiologii Lekarskiej WUM

od 2008

Adiunkt w Katedrze i Zaktadzie Mikrobiologekarskiej WUM

3.a. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jedostkach publicznej

ochrony zdrowia



2001 — 2015 Asystent w Zaktadzie Mikrobiologii Satm@Inego Publicznego
Centralnego Szpitala Klinicznego w Warszawie
2016 — St. asystent w Zaktadzie Mikrobiologii Salnielnego Publicznego

Centralnego Szpitala Klinicznego w Warszawie

3.b. Staze zagraniczne

2000 Szkolenie z zakresu technik biologii molekoggmw Cold Spring Harbor
Laboratory, USA (2 tygodnie)

2000-2001  Stapodyplomowy w Virus Isolation and Reference Sex\liaboratory,
Departament Zdrowia Stanu Nowy Jork, USA — 1 rokdsmicki

2003 Szkolenie z zakresu sekwencjonowania DNA lianaekwenciji
organizowane przez Uniwersytet w Leuven, Uniweits$tanforda i
NATO Advanced Study Institute, Stanford Universit§A (1 tydzié)

4. Wskazanie osagniecia wynikajacego z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14 marca
2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym (DzU. nr 65, poz. 595 ze

zm.):

a) tytut osygniecia naukowego

~Oopracowanie i optymalizacja metod wykrywania wirusow przy uzyciu

reakcji polimeryzacji tancuchowej z detekcg w czasie rzeczywistym oraz ich
praktyczne zastosowanie w diagnostyce zakan”

Na osggniecie naukowe skfadaescykl 8 publikacji eksperymentalnych i jeden opis

przypadku.

b) publikacje wchodzce w sktad oggniecia naukowego

1. Przybylski M, Dziecigtkowski T, L& K, Mucha MA, Wréblewska M,
Miynarczyk G. Comparison of real-time PCR quantiatanalysis of the
cytomegalovirus DNA level using LightCycler 2.0 arldghtCycler 480
instrumentsJournal of Clinical Virology 2012, 55:270-273

IF: 3,287, MNiISW: 35



. Kierat S, L& K, Przybylski M [autor koresp.], Dziecatkowski T, Miynarczyk
G. Opracowanie metody PCR w czasie rzeczywistymwglkrywania wirusa
ospy wietrznej i potpxa z wykorzystaniem fluorescencyjnej sondy typu
TagMan.Medycyna Dgwiadczalna i Mikrobiologia2012, 64:139-149

MNiISW: 5

. Przybylski M, Majewska A, Zeber N, Miynarczyk G, Dziegikowski T.
Influence of the 1st International WHO EBV Standayd quantitation of
Epstein-Barr virus viral load in serum sampl&agnostyka Laboratoryjna
2018, 54(2):85-90

MNiSW: 10

. Tomaszewska A, K&ko A, Dziechtkowski T, Przybylski M, Basak GW,
Hataburda K, Piekarska K, Sulowska A, Nasitowskadka B, Miynarczyk
G, Xdrzejczak WW, Mariaska B. Co-Infections with Cytomegalovirus and
Human Herpesvirus Type 7 in Adult Polish Allogenélaematopoietic Stem
Cell Transplant Recipients. Archivum Immunologiae et Therapia
Experimentalis2014. 62(1):77-80

IF: 3,176; MNiSW: 25

. Dziecigtkowski T, Tomaszewska APrzybylski M, Rusicka P, Basak GW,
Jedrzejczak WW, Wroblewska M, Hataburda K. Analyeisthe shedding of
three herpesviruses DNA in Polish patients subject® allogeneic
hematopoietic stem cell transplantation: Six-yediodv up. Journal of Clinical
Virology, 2016, 76:30-35

IF: 3,051, MNISW: 25

. Przybylski M, Majewska A, Dziegitkowski T, Rusicka P, Basak G.W,
Nasitowska-Adamska B, Bilski J, &drzejczak W.W, Wroblewska M,
Hataburda K, Miynarczyk G, Tomaszewska A. Infecsiondue to
alphaherpesviruses in early post-transplant periadter allogeneic
haematopoietic stem cell transplantation: Resul& ®-year surveyJournal of
Clinical Virology, 2017;87:67-72



IF: 3,051, MNiSW: 25

7. Pawlak A, Przybylski M, Durlik M, Gil K, Nasierowska-Guttmejer AM,
Byczkowska K, Ziemba A, Gil RJ. Viral Nucleic Acide the Serum Are
Dependent on Blood Sampling Site in Patients wilmi€l Suspicion of
Myocarditis.Intervirology. 2016, 59(3):143-151

IF: 1,292, MNiSW: 20

8. Broniek G, Langwiska-Wako E, Sybilska M, Szaflik JPPrzybylski M,
Wréblewska M. Occurrence of viral DNA in paired gades of corneal rim and
cornea preservation fluidournal of Medical Virology2016;89:732-736

IF: 1,935; MNiSW: 25

9. Przybylski M, Dziecigtkowski T, Zduhczyk D, &drzejczak WW, Luczak M.
Microbiological Findings and Treatment of EBV-Asgied Hemophagocytic
Lymphohistiocytosis: A Case ReporArchivum Immunologiae et Therapia
Experimentalis2010, 58, 247-252

IF: 2,385, MNiSW: 20

Sumaryczny Impact Factor cyklu publikadB,177
Sumaryczna punktacja MNiSW cyklu publikadjB0

Oswiadczenia wspotautorow o indywidualnym wkiadzieomskim znajduj sie w
zalgczniku nr 4.

M¢j udziat w powstawaniu wymienionych publikacjiisgtem w zagczniku nr 5.

c) omowienie celu naukowego wymienionych prac wraaxoempem ich
ewentualnego wykorzystania
Mozliwos¢ wykrycia i okrdlenia liczby patogendéw wirusowych w materiale
diagnostycznym dostarcza istotnych informacji mageetiologii i przebiegu zakania
oraz ma bezpwedni wptyw na dobdr, czas trwania oraz moment aekenia leczenia.
Klasyczne metody laboratoryjne, takie jak hodowlairusdw Iub metody
immunoenzymatyczne, uradviaja badania iléciowe jedynie w ograniczonym

zakresie, co wynika z ich ograni¢zeechnicznych. Pojawienie ¢simetod biologii



molekularnej, przede wszystkim PCR, doprowadzito mlzelomu w diagnostyce
zakaen wirusowych, jednak standardowa odmiana tej metoohazliwia uzyskanie
jedynie wynikéw jakéciowych oraz wykazuje niekiedy niedostateczswoistGe.
Pierwsz stosowan rutynowo, w petni iléciows technily amplifikacji DNA, byt tzw.
konkurencyjny PCR (angcompetitive PCR jednak ze wzgdu na czaso- i
pracochtonnét oraz znaczce ryzyko kontaminacji produktami amplifikacji, nita

ona czsto stosowana.

Technika PCR z detekcproduktu w czasie rzeczywistym (qPCR) wykorzystuje
pomiar poziomu fluorescencji po #@ym cyklu reakcji, co umdiwia precyzyjne
okreslenie momentu, w ktérym liczba powielanych kopii BNzaczyna wzrasta
wyktadniczo. Emisja fluorescencji odbywa gio ndgwietleniu czasteczek fluorochromu
Zwigzanego ze swoistsond hybrydyzujca w obrbie produktu reakcji, lub barwnika
wigzacego s¢ nieswoicie z DNA. W diagnostyce zaken stosuje si zazwyczaj
metod z wyciem znakowanych sond, ze wadli na wekszz swoistgé. Ogromn
zaleyy qPCR jest tatw&® opracowania wariantu umldwiajgcego ilgciowy pomiar
liczby kopii kwasu nukleinowego w badanym materiaReakcja polimeryzacji
tancuchowej] DNA z detekgj w czasie rzeczywistym jest obecnie jediz
najwazniejszych i najcgicie] wykorzystywanych w praktyce technik wykrywania
pomiaru liczby kopii wirusowych kwasow nukleinowycRozw0j] metodologii oraz
standaryzacja gqPCR stosowanego w wirusologii kiiméf @ silnie zwhgzane z
postpami w diagnostyce i monitorowaniu zaka wirusami zapalenia ytroby B i C
oraz wirusami updedzenia odpormei. W konsekwenciji, stworzenie i implementacja
wspotczesnych wytycznych dotyrzch zasad diagnozowania i monitorowania
pozostatych zakaen wirusowych przy ayciu qPCR, a tate ujednolicenie wymogow
technicznych dla aparatury diagnostycznej i procedils rzeczy odnosi gi do

standardéw pogpowania wypracowanych dla diagnostyki zaiaHIV, HCV i HBV.

Zwigzek medzy liczly kopii wirusowego DNA lub RNA we krwi a stanem
klinicznym obserwuje si zarowno w ostrych jak i przewlektych zakaiach
wirusowych. Zostato to jednoznacznie udowodniorezalkaen HIV oraz WZW B i C.
Do najbardziej istotnych parametrow nalevyjsciowa liczba kopii wirusowego kwasu
nukleinowego, dynamika narastania lub spadku lidatyyii w przebiegu leczenia oraz
moment, w ktorym wirusowy kwas nukleinowy @3 poziom niewykrywalny.

Podobr zaleznos¢ stwierdzono w przypadku zaleh CMV biorcow przeszczepow



komorek krwiotworczych oraz nagddw unaczynionych. Obecnie trwaprace nad
potwierdzeniem powsszego zwizku dla innych istotnych klinicznie wirusow, takich
jak wirus Epsteina-Barr, parwowirus B19 oraz adenasy. Badania te majznaczenie

przede wszystkim u oséb poddanych leczeniu immuysresyjnemu.

4.c.1) Projektowanie, optymalizacja i standaryaanjetod PCR z detekcjv czasie

rzeczywistym

Proces projektowania i optymalizacji dziatania ndgtostuzacej do wykrywania i
okreslania liczby kopii wirusowego kwasu nukleinowego materiale biologicznym
obejmuje szereg dziataktére przedstawionegsv dokumentach mdzynarodowych i
krajowych instytucji odpowiedzialnych za koordyrnacj normalizacg metod
analitycznych i diagnostycznych. Przykladem zmoby amerykaski Instytut
Standardow Laboratoryjnych i Klinicznych (CLSI: @kal & Laboratory Standard
Institute), ktory od lat systematycznie publikugsiawy szczegdtowych wytycznych i
standardéw pogpowania odnosgych s¢ do stosowanych w mikrobiologii metod
biologii molekularnej. Wytyczne europejskie magharakter bardziej ogdllny i
najczsciej uzupetniane g informacjami publikowanymi w indeksowanych
czasopismach o zagu mkdzynarodowym. Przydatneg sakze lokalne wytyczne
krajowe, podejmujce prole syntezy ogolnych wytycznych europejskich i
opublikowanych dotychczas wytycznych szczegétowydWchodzce w skiad
prezentowanego agjniccia naukowegoprace 1 — 3skupiaj sie ha problematyce
projektowania, optymalizacji i standaryzacji qPCR agniesieniu do diagnostyki

zakaen wywotanych przez wirusy z rodziriyerpesviridae

Praktyczny opis procesu projektowania i optymalizatetody qPCR siycej
do wykrywania DNA wirusa ospy wietrznej i pokga (VZV) zawarty zostat w pracy
~Opracowanie metody PCR w czasie rzeczywistym do vkgywania wirusa ospy
wietrznej i potpasca z wykorzystaniem fluorescencyjnej sondy typu Tagan”
(praca nr 2). Zakaenia VZV rozpowszechniones 1a catymswiecie, a w populacji
polskiej przeciwciataswiadczce o zakaeniu ma ponad 90% os6b dorostych.
Diagnostyka laboratoryjna polegep na wykryciu wirusa w odpowiednim materiale
wskazana jest w przypadku zakaia pierwotnego lub reaktywacji latentnej formy
wirusa o nieswoistym lub gikim przebiegu oraz powikiao charakterze nagdowym.
Zakaenia tego typu magdotyczy oséb immunokompetentnych, lecz szczegodlnego

znaczenia nabiergj przy wrodzonych lub nabytych ufledzeniach odporroi.



Monitorowanie obecrii i poziomu wirusowego DNA jest przydatne podclexzenia

przeciwwirusowego.

Projektowanie metody rozpagp od wyboru wysoce konserwatywnego regionu
w obrbie otwartej ramki odczytu ORF62, zawiex@] gen jednego z gtownych
czynnikdéw transkrypcyjnych wirusa. Jako matrycy eyboru sekwencji #yto
catogenomowej sekwencji modelowego szczepu wirdsaprojektowane startery
powielaty fragment wirusowego DNA o diugo 136 par zasad, a hybrydyzoa w
obrebie produktu PCR sonda, wykorzysitga technologi TaqMan, zostata
wyznakowana cyjaninna kacu 5’, a na kacu 3' wygaszaczem BHQ-2. Wsgiha
ocena poprawrigi metody obejmowata uzyskanie dodatniego sygnaipliikacji z
wykorzystaniem DNA pochodzego z wzorcowego szczepu wirusa, az¢éalwymazu
ze zmian skornych pobranych od osoby z objawanmy esetrznej oraz szczepu wirusa
wyizolowanego w przypadku zapalenia opon moézgoveemibwych. Tasamaé
uzyskanych produktéow PCR potwierdzono za pamsekwencjonowania. Na etapie
optymalizacji metody ok&bono optymalne gtenie starterbw oraz sondy. Swoisto
metody okrélono przeprowadzag szereg reakcji kontrolnych z materialem
zawierajcym DNA lub cDNA uzyskane z patogendw bakteryjny&taphylococcus
aureus Streptococcus pyogenes, Enterococcus faecium, Esulaecoli i Klebsiella
oxytocg i wirusowych (ludzkiego adenowirusa typu 5 i ddzkiego herpeswirusa
(HHV) typu 1, HHV-2, HHV-4 i HHV-5, wirusa parainfenzy typu 3, wirusa ECHO
18, enterowirusa 71, wirusa Coxsackie A9 oraz vairGexsackie B3). Zbadano fak
czy w reakcji nie dochodzi do nieswoistego powiglenludzkiego DNA,
wyizolowanego z materiatow Kklinicznych nie zawigmgich HHV-3: krwi peinej,
surowicy, osocza i poptuczyn egherzykowo-oskrzelikowych. Swoisio metody
wynosita 100%. Czukg analityczm metody okrélono na poziomie 98,2% na
podstawie badania 112 probek zawigtggh od 1050 do 3 125000 kopii DNA
VZVIml. W badaniu powtarzaliici metody odchylenie standardowe (SD) dla
usrednionej wartéci punktu odgjcia (Cp) wynosito 0,38 cyklu, a wzgine odchylenie
standardowe (RSD) — 1,29%. W badaniu odtwarzainmetody SD wynosito 0,54
cyklu, a RSD — 1,67%. Naginie okrélono podstawowe parametry §lmowe metody.
Zakres liniowdci metody obejmowat od 300 do 3 125 000 kopii DNAWmMI przy
wspotczynniku korelacji liniowej 0,996. Dolna graai wykrywalndci wynosita 750
kopii DNA VzZV/ml, a granice oznaczaldo od 1260 do 3125000 kopii DNA



VZVIml. Oceniapc przydatné¢ kliniczng zbadano probki krwi petnej i surowicy,
wymazy ze zmian skérnych oraz materiat z gérnyabgdoddechowych pobrane od
pacjentow pediatrycznych w okresie 48 godzin odaguibzowania ospy wietrznej.
Poréwnano wyniki uzyskane za pomocopracowanej metody oraz metody
referencyjnej, wykazgg przewag metody wiasnej. Podsumovgaj zaprojektowana
metoda prezentuje bardzo dobre parametry analiéyoraz wysoki poziom odporsm

na bkdy laboratoryjne; metadmozna te tatwo dostosowado r@&znych materiatow
klinicznych, co sprawiaze maze ona znal& zastosowanie w trudnych diagnostycznie
przypadkach. Poza opracowaniem metody zaprezengwgoracy nr 2, jestem take
wspotautorem 11 innych prac prezeatyich wyniki projektowania i optymalizacji

metod gPCR znajdagych zastosowanie w wirusologii.

Pomiar liczby kopii wirusowego DNA lub RNA przyzyciu qPCR zawsze
obarczony jest pewnym dmem. Wyniki medzylaboratoryjnej oceny biedioi
udowadniaj, ze dla CMV i EBV r@nice pomiaru liczby kopii DNA/mI uzyskane dla
tej samej proby przy ayciu r&znych metod ogsto r&nia sie, a w skrajnych
przypadkach riénice te mog osaga: 3-4 logarytmy dziesine. Zrédtem braku
powtarzalnéci wynikow jest r@gna metodologia oznaczestosowana w laboratoriach
diagnostycznych. Potencjalne czynnikjdice zrodtem bedow obejmug réznice w
sposobie izolacji kwaséw nukleinowych, zestaw zsst@nych Kkalibratorow,
odmienne regiony docelowe kwasu nukleinowego pamielw qPCR, rhnice w
kinetyce reakcji wynikajce z zastosowanego typu sond hybrydyzygh oraz wptyw
termocykleréw aywanych do amplifikacji DNA i pomiaru fluorescenciji

Celempracy 1 ,Comparison of real-time PCR quantitative analysis of the
cytomegalovirus DNA level using LightCycler 2.0 and LightCycler 480
instruments” byta ocena wptywu iytego termocyklera na wyniki oznadze
ilosciowych DNA wirusa cytomegalii w 97 probkach surowikrwi pobranych od
biorcow komoérek krwiotworczych w okresie wiremii GM Poréwnano wyniki
uzyskane z zyciem dwodch termocyklerow, z ktérych jeden wykortyygat pojedyncz
diode LED jako uktad wzbudzagy oraz fotopowielacz jako detektor, a w drugim
zastosowano lamgpksenonow z systemem filtréw oraz kameCCD. Cyklery ranity
sic takze systemem ogrzewania i chtodzenia probek, pierwsagkorzystywat

chtodzenie powietrzem (bardziej wydajny), podczay g@lementem chiodzym w



drugim byto ogniwo Peltiera. Stwierdzono przesui@ wartgci usrednionego punktu
odcikcia krzywych amplifikacyjnych o 1,49 cykluP£0,05), co odpowiada 0,497
logarytmu dziesitnego. Ranica ta zostata e¢Zciowo skompensowana przez
oprogramowanie termocyklerow na etapie ékneia liczby kopii DNA CMV w
oparciu o seti kalibratoréw, i dla warteci usrednionych wyniosta 0,215 legkopii/ml.
Analiza wynikébw z zastosowaniem metody Blanda-Akl@a opierajcej st na
poréwnaniu wynikow dla pomiaréw sparowanych, wykazatatystycznie istotn
réznicg dla oznacze uzyskanych 2z #yciem obu termocyklerow (P=0,017).
Zaobserwowana zmienfiodotyczyta 10,2% prébek, dla ktérychzrica przekraczata
0,5 logo kopii/ml, z ekstremum na poziomie 1,17 1pgopii/ml, a wyniki uzyskane dla
8,2% par probek wykraczaty poza wadooczekiwane dla testu Blanda—Altmana.
Stwierdzone rgnice, mimo istotnéci statystycznej, nie majednak daego znaczenia z
klinicznego punktu widzenia; co wiej, stwierdzona tica wartgci srednich dla
liczby kopii DNA CMV jest zblrona do poziomu zmienta deklarowanego dla
metody uytej w badaniu (0,12-0,20 lggkopii CMV DNA/ml). Podsumowujc, nie
wykazano istotnego wpltywu zastosowanego termocgklea wyniki ilgciowych

oznaczé DNA CMV w prébkach surowicy krwi.

Jednym ze sposobow kompensacjdit dotycacego pomiaru liczby kopii
wirusowego DNA przy #gyciu gPCR jest standaryzacja wynikow. Przez wiage |
podstawowym problemem byto stworzenie materiatowiesienia (standardéw), ktére
bytby powszechnie akceptowane w skali¢daynarodowej. Obecnie degphe g
certyfikowane materiaty odniesienia (CMO) opracowagmzez WHO we wspoétpracy z
NIBSC (National Institute for Biological Standardsnd Control, USA), ktére
umazliwiajg przedstawienie wynikow w jednostkach ediynarodowych 1U:
international unity w miejsce innych stosowanych jednostek (liczbaikDNA lub
RNA, ekwiwalenty genomu). Dla ifgiowych metod genetycznych stosowanych w
diagnostyce wirusologicznej opracowano dotychczasdardy dla HIV, HBV, HCV,
CMV, EBV, parwowirusa B19 oraz adenowirusow. Gtowngelem standaryzacji jest
mozliwos¢ porownania wynikéw uzyskiwanych w adych laboratoriach, a tak
wynikow uzyskiwanych w pojedynczym laboratorium @zmym czasie; teoretycznie

takze wynikow uzyskanych przyzyciu raznych metod.
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W pracy nr 3 ,Influence of the 1st International WHO EBV Standard on
quantitation of Epstein-Barr virus viral load in serum samples” porownano wyniki
oznaczé ilosciowych DNA EBV w 80 prébkach surowicy krwi zawiggaych wirusa,
przed i po standaryzacji zyciem CMO opracowanego przez WHO dla EBV. Ocenie
poddano sz  metodologii gPCR, obejmagych kombinacje  dwoch
zautomatyzowanych metod izolacji DNA, dwéch termideydow wykorzystujcych
rézna technolog¢ wzbudzenia i pomiaru fluorescencji oraz trzecKdiowych metod
gPCR powielgjcych r&ne regiony genomu wirusa. Stwierdzonoznige w
parametrach jakoiowych badanych metodzadna z zastosowanych metod nie
umazliwiata wykrycia DNA EBV we wszystkich badanych |biach;
najefektywniejsza  unmiwita wykrycie wirusowego kwasu nukleinowego w 72
proébkach (90%), a najmniej efektywna w 59 (73,8®prownanie frednionych
wynikow ilosciowych przed standaryzacjvykazato rénice statystycznie istotne dla
czterech par metod. Wynosity one od 0,3P5(@,011) do 0,563R=0,001) log, kopii
DNA EBV/mI. Pozostate dwasaie porowna wykazato rgnice nieznamienne (0,008-
0,261 logo kopii DNA EBV/ml). W nastpnej kolejndci przeprowadzono
standaryzaej uzyskujc odpowiednie wspoiczynniki konwersji, ktére utiaity
wyrazenie wynikow w [U/ml. Standaryzacja doprowadzita zioniejszenia rinic do
poziomu nieznamiennego w przypadku dwoch z czteparhwykazujcych r&nice
istotne statystycznie przed standaryzaggdnak w przypadku pozostatych dwoch
roznice pozostaty istotne i wynosity 0,405 {gdU/ml (P=0,014) i 0,414 log IU/ml
(P=0,009). Naley podkréli¢, ze w poréwnaniach przeprowadzonych dla pomiaréw
sparowanych stwierdzono tendendp nasilania siroznic dla wartdci zblizonych do
granic oznaczalrigi deklarowanych dla metod. Rdica ta byta wiksza dla wart€ci
bliskich dolnej granicy oznaczalém, i w skrajnych przypadkach przekraczata 3
logarytmy dziesitne, a w przypadku wartoi bliskich gornej granicy oznaczakw
roznice przekraczaly 2 logarytmy. Standaryzacja wywikie wywarta zauwzalnego
wptywu na wielkd¢ tych r@nic, co sugeruje brak pozytywnego wptywu standacyza
na zwekszory wariancg wynikéw dla wartéci bliskich granicom oznaczaléd.
Standaryzacja jest zatem technusprawnigjca proces diagnostyczny tylko w pewnym
stopniu, jednak najwaiejszymzrédiem zmienngéci pozostaj rézne techniki izolacji

DNA, jakos¢ procesu walidacji metod gPCR orazdy manualne.
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4.c.2) Zastosowanie metody PCR z detekej czasie rzeczywistym w diagnostyce
zakaen alfa- i betaherpeswirusami u biorcow przeszczepomorek krwiotwoérczych

we wczesnym okresie poprzeszczepowym

Zakaenia powodowane przez wirusy najee do podrodzinyBetaherpesvirinae
stanowg powany problem kliniczny u oséb poddanych immunosuprnesiwigzku z
zabiegami przeszczepienia komoérek krwiotwérczyckKT)P U dorostych biorcow
przeszczepoOw zakania betaherpeswirusami wynikajnajczsciej z reaktywacii
latentnej formy wirusa, natomiast zakaia pierwotne zdarzapie rzadko. Najwtksze
znaczenie kliniczne ma wirus cytomegalii (CMV), tdgo reaktywacja objawia ¢si
najczsciej pod postagi zakaenia ogolnoustrojowego przebiegeggo z gasczks,
zapalenia ptuc lub zapalenia jelita grubego, rzgdako zapalenie wroby. Objawowe
reaktywacje kolejnego betaherpeswirusa, HHV-6, sjetak czste i objawiaj Si¢
goraczka lub zapaleniem ptuc. Rzadko stwierdza isine postacie zakania HHV-6,
jak zapalenie mdzgu lub atvoby. Znaczenie kliniczne trzeciego betaherpessairu
HHV-7, nie zostatlo u biorcow PKT jednoznacznie dkiee, podejrzewa siudziat
tego wirusa w etiopatogenezie zadtaosrodkowego uktadu nerwowego, dyskutowany
jest jego zwdzek ze stopniem nasilenia choroby przeszczep prkecgospodarzowi
(GvHD, graft-versus-host disegs®raz zwegkszonym ryzykiem reaktywacji CMV.
Obecne zalecenia EBMT (European Society for Blood Barrow Transplantation)
przewidug u biorcow PKT monitorowanie poziomu DNA CMV we Krwe wczesnym
okresie poprzeszczepowym, podczas gdy diagnegigkaen HHV-6 i -7 stosuje siw

zaleznosci od obrazu klinicznego.

W pracach 4 (“Co-Infections with Cytomegalovirus and Human
Herpesvirus Type 7 in Adult Polish Allogeneic Haemtpoietic Stem Cell
Transplant Recipients’) i 5 (“Analysis of the shedding of three herpesviruses DNA
in Polish patients subjected to allogeneic hematopaic stem cell transplantation:
Six-year follow up’) zastosowano iliciowe metody PCR z detelicjw czasie
rzeczywistym do okrdenia czstasci zakaen wynikajgcych z  reaktywacii
betaherpeswirusbw u dorostych  biorcow PKT we wcyesn okresie
poprzeszczepowym, padp tez probe oceny wzajemnych zaieosci miedzy CMV,
HHV-6 i HHV-7. W pracy 4 poréwnano wyspowanie DNA CMV i HHV-7 w
surowicy krwi 69 biorcéw komorek krwiotworczych. \lagu 100 dni po zabiegu

przeszczepienia, epizody reaktywacji CMV stwierdzan 62% badanych, HHV-7 u
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43%, jednoczesnreaktywact obu wiruséw u 26% biorcéw, podczas gdy u 17%
pacjentow nie doszto do reaktywa¢pdnego z obu wiruséw. U gkiszaci biorcow
reaktywacja CMV miata miejsce w typowym okresie, @ do 70 dnia po
przeszczepieniu, i aglala poziom od 800 do 10000 kopii DNA CMV/ml. Wirem
HHV-7 wysepowata w zblkonym czasie (20 — 60 dni po przeszczepieniu), jedna
osiggata niszy poziom (200 — 3000 kopii/ml). Wykazan®, jednoczesna reaktywacja
CMV i HHV-7 charakteryzuje siwyzszym srednim poziomem wiremii CMV (1986
kopii/ml) niz reaktywacja tylko CMV, ktorej nie towarzyszy wykvglna ilas¢c DNA
HHV-7 (432 kopie/ml). Nie stwierdzono analogiczménicy w liczbie kopii HHV-7.
Jednoczesna reaktywacja CMV i HHV-7 byta natommgzana z diaszym czasem
trwania wiremii HHV-7 (mediana 38,5 dnia);zgh reaktywowat s tylko HHV-7,
mediana czasu trwania wiremii wynosita 14 dni. Viezaosci od tego, czy reaktywacji
CMV towarzyszyta wiremia HHV-7, wyspowata take r&nica w czasie trwania
wiremii CMV, jednak nie byla ona statystycznie tsi® (odpowiednio 43 i 21 dni).
Stwierdzono take, ze u 94% biorcow, u ktorych obserwowano wspotistigieviremie
CMV i HHV-7, we krwi najpierw pojawiato siDNA HHV-7, asrednio 10 dni péniej

— DNA CMV. Nie stwierdzono jednak, aby pojawienie jgdnego z badanych wiruséw

stanowito jednoznaczny czynnik predykcyjny dla tgalacji drugiego.

Praca 5 stanowi w duej mierze kontynuagjpracy 4. Grupa badana zostata
rozszerzona do 142 biorcéw allogenicznych przegmpzekomodrek krwiotworczych.
Analizie poddano wszystkie prébki surowicy pobramee wczesnym okresie
poprzeszczepowym dla celéow monitorowania CMV. P@MV i HHV-7, zbadano
takze liczebné¢ kopii DNA HHV-6. We krwi 113 biorcow (79,6%) wykty DNA
betaherpeswiruséw. Najliczniejsze grupy stanowdrdy, u ktérych wykrywano DNA
wirusa cytomegalii (23,9%) lub CMV z towarzysz reaktywacy HHV-7 (16,2%). U
wszystkich oséb, u ktérych stwierdzono koinfek«gMV i HHV-7 potwierdzono
zaobserwowane wcgaiej zjawisko wczéniejszego pojawiania si DNA HHV-7
wzgledem CMV. Co wgcej, take DNA HHV-6 wykrywalne bylo przed pojawieniem
sie CMV u 92,3% biorcow z wiremipowodowan przez oba wirusy. Nie stwierdzono
analogicznej zaleosci miedzy HHV-6 i HHV-7. Potwierdzono tale pozostate
zaleznosci miedzy CMV i HHV-7. Czas trwania wiremii CMV wynos#irednio 11,5
dnia, jednak gdy wirusowi temu towarzyszyt HHV-#Adiuzat sk do 37 dni P=0,008).
Analogicznie, wiremia HHV-7 trwata dhej u pacjentow z koinfekgiCMV (30 dni),
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niz w przypadku gdy wykrywano tylko DNA HHV-7 (11 dni?<0,001). Nie
zaobserwowano jednak, aby koinfekcje z HHV-6 wplywaa czas trwania wiremii
CMV lub HHV-7. Wzajemny zwjzek medzy CMV i HHV-7 stwierdzono tate
analizupc poziom wiremii obu wiruséw.Srednia liczba kopii DNA CMV przy
koinfekcji z HHV-7 wynosita 3,534 lgg, natomiast w grupie, w ktérej CMV byt
jedynym wykrywanym wirusem wynosita 2,942 legP<0,001). Podobnie, poziom
wiremii HHV-7 byt wyzszy w sytuacji, gdy reaktywacji tego wirusa towazyta
wiremia CMV (odpowiednio 2,676 i 2,118 Iggkopii HHV-7/ml, P<0,001). Nie
stwierdzono zauwalnego wptywu reaktywacji HHV-6 na poziom wiremiM¥ lub
HHV-7. W pracy przeanalizowano tak zwgzek mgdzy typem dawcy a opisanymi
wyzej parametrami (czas pojawienia ¢,Si czas trwania | poziom wiremii
betaherpeswiruséw). Stwierdzonge w grupie biorcéw komorek krwiotwoérczych od
dawcy niespokrewnionego, liczba kopii DNA CMV gga wysze wartéci, niz u
biorcéw przeszczepu rodzinnego (odpowiednio 3,2689R27 logo kopii, P<0,001).
Wiremia CMV trwata te znacznie dtzej (31 dni) u biorcow przeszczepow od dawcow
niespokrewnionych, niu biorcéw komorek od dawcow rodzinnych (10 dPe0,007).
Dlugaos¢ trwania wiremii HHV-6 i HHV-7 oraz jej nasileniegyly porownywalne w obu
grupach. Nie stwierdzono tad wptywu zrédta przeszczepianych komoérek na moment

pojawienia s wiremii CMV, HHV-6, czy te HHV-7.

Podsumowujc powysze wyniki, mana stwierdzi, ze reaktywacje latentnych
form betaherpeswirusbwasu biorcow przeszczepow komoérek krwiotwérczych
zjawiskiem czstym. Pierwsze epizody wiremii HHV-6 i HHV-7 wykravse w
podobnym czasie, przy czym oba te wirusy ulggegaktywacji wczéniej niz CMV, co
sugeruje potencjalne wzajemne interakcje. Metod@RjRvykazata w tym badaniu
zdecydowan przydatné¢, i maze shy¢ nie tylko jako nargdzie diagnostyczne, ale
takze jako zrodio wartgciowych danych dla analizy zgakdéw miedzy wirusami z
podrodzinyBetaherpesvirinae

Zakaenia powodowane przez alfaherpeswirusy (wirusy sguzki zwykiej 1 i
2 — HSV-1, HSV-2 oraz wirus ospy wietrznej i péipa — VZV) stwierdza si u
znacznego odsetka biorcow PKT. Reaktywacja latg¢rforeny wirusow opryszczki
dotyczy 25-40% biorcoOw przeszczepdw, zazwyczagdmy drugim a czwartym
tygodniem, licac od wdraenia immunosupresji. Rozsiana forma zaaa HSV-1 lub

HSV-2 zwhzana jest z wysaksmiertelnGgcig, pomimo leczenia przeciwwirusowego.
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Przed wprowadzeniem acyklowiru w chemioprofilaktyakaen alfaherpeswirusami,
wirus ospy wietrznej i pétgaa naleat do klasycznych patogendéw oportunistycznych u
0s6b z chtoniakami, ogtibiataczlg lub oséb po zabiegu PKT, a objawowe reaktywacje
VZV obserwowano u okoto 60% biorcow przeszczepopikez kostnego, zazwyczaj w
péznym okresie poprzeszczepowym (pawly 200 dnia). Zakaenie dotykato
najczsciej ptuc, wytroby lub grodkowego uktadu nerwowego.

W pracy nr 6, ,Infections due to alphaherpesviruses in early post
transplant period after allogeneic haematopoietic tem cell transplantation:
Results of a 5-year survey, wykorzystano iléciowa odmiar PCR z detekgj w
czasie rzeczywistym wykrywania zala alfaherpeswirusami w populacji 190
dorostych  biorcow allogenicznych przeszczepdéw  kakor krwiotworczych,
otrzymupcych standardoyv profilaktyke przeciwwirusowy z wyciem acyklowiru.
Pomiaru liczby kopii DNA alfaherpeswirusow dokonywsaw probkach surowicy krwi
pobranych we wczesnym okresie poprzeszczepowym 0Q0-@ini po zabiegu
przeszczepienia). Populacja badana obejmowata tkézyssoby poddane zabiegom
przeszczepienia w Katedrze i Klinice Choréb Wetanych, Hematologii i Onkologii
Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego, azéakw Instytucie Hematologii i
Transfuzjologii w Warszawie w latach 2009-2013¢czhie 190 os6b. Prébki byty
pobierane w odsgpach tygodniowych. W okresie, ktdrego dotyczylodrad, wszystkie
osoby poddane zabiegom przeszczepienia  otrzymywalstandardowy
chemioprofilaktyle z uzyciem acyklowiru w podaniu dginym (3 x 500 mg dziennie)
lub doustnym (4 x 400 mg/dzig Kondycjonowanie mieloablacyjne zastosowano u 68

biorcéw, a kondycjonowanie o zredukowanej intensydein— u 122 biorcow.

Do wykrywania DNA alfaherpeswirusow w 2475 probkacmowicy krwi wyto
dwoch odebnych metod: do jednoczesnego wykrywania i idekéd)i wirusow
opryszczki oraz do wykrywania wirusa ospy wietrzngptpaca (metoda prezentowana
w pracy nr 2).

Przed zabiegiem przeszczepienia dokonano ocenycpoygania przeciwciat
swoistych wobec wiruséw opryszczki i wirusa ospgtninej w klasach IgM i 1IgG. W
badanej grupie u 110 oso6b (57,9%) wykryto przeaveciv klasie IgG przeciw HSV-1,
u 163 oséb (85,8%) — przeciwko VZV, a u 19 0s0b%)10- przeciwko HSV-2.
Przeciwciata w klasie IgM, wykryte u pojedynczegdorby, skierowane byty przeciwko
HSV-1. W 142 prébkach surowic, pobranych od 44 0$88,2%) wykryto DNA
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alfaherpeswirusow. Najegciej wykrywano DNA HSV-1 (43 biorcow, 22,6%), u
pojedynczego biorcy wykryto DNA HSV-2 a iadnego nie wykryto DNA VZV.
Wszyscy badani, u ktérych stwierdzono DNA HSV-1SW2 mieli take odpowiednie
przeciwciata we krwi (badane przed wgeaiem immunosupresji), co sugeruje
zrodtem wiremii byta reaktywacja wirusa latentnegonie zakaenie pierwotne. U
biorcy, u ktérego wykryto przeciwciata przeciw HIWw klasie IgM nie stwierdzono
DNA wirusa we krwi. Mediana czasu od przeszczepiglu wysipienia wiremii HSV-
1 wynosita 15 dni (6-93 dni), a czas trwania — odio537 dni (mediana 12 dnf§redni
poziom DNAemii wynosit 2,183 lag kopii wirusowego DNA/mI (SD=0,175Frednia
liczba kopii DNA HSV-2 wynosita 2,06 lagml.

W badanej grupie biorcéw nie stwierdzono wyrago zwiazku migdzy wiremp
HSV-1 a objawami chorobowymi. Najgziej obserwowanym objawem byta gorka
0 nieustalonej etiologii. Wygpbowata ona z podolnczestascia w grupie 0sob z
reaktywacy HSV-1 i u 0sob, we krwi ktorych nie wykryto DNA WS1 (odpowiednio
81,2% i 80,3%); co wrcej, nie stwierdzono zwkku midzy czasem wysgpowania
DNAemii HSV-1 a epizodami gaczki. Spérod 43 biorcéw, u ktorych wykryto DNA
HSV-1, u péciu wyshpity objawy zapalenia ptuc, ktérym u czterech z hnic
towarzyszyly zmiany skorne zgzdane z zaostrzeniem choroby przeszczep przeciwko
gospodarzowi, a u trzech stwierdzono dodatkowo padeenie poziomu transaminaz

watrobowych.

Wykazano zwizek dwoch czynnikow z wiremi HSV-1. Pierwszym byta
korelacja z GvHD, jakae czstas¢ wysttpowania wiremii HSV-1 w grupie pacjentéw
z GvHD wynosita 56,3 %, podczas gdy u biorcéw bégawéw GvHD — 15,2%
(P<0,001); stwierdzono tak zwihzek GVHD z czasem trwania wiremii HSV-1
(mediany odpowiednio 15 i 10 dri?=0,011). Drugim, mniej ewidentnym czynnikiem
Zwigzanym z ryzykiem reaktywacji
HSV-1, byto zrodto przeszczepianych komérek. DNA HSV-1 wykryio 28,2%
biorcow komorek od dawcy niespokrewnionego oraz3u/% biorcow komérek od
rodzeistwa P=0,048). Nie stwierdzono zwiku mkdzy czstascia wyskpowania
wiremii HSV-1, czasem jej trwania ani nasileniemaalinym z pozostatych czynnikéw
branych pod uwag (wiek, pt&€, choroba podstawowa, typ kondycjonowania,

smiertelna¢, nasilenie GvHD i stosowana profilaktyka GvHD).
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Powyssze wyniki sugeraj ze profilaktyka przeciwwirusowa stosowana w
badanej grupie biorcow PKT nie zapobiega epizodeaktywacji latentnej formy
HSV-1, jednak w odniesieniu do wynikéw analogiczmymrac opisujcych zakaenia
alfaherpeswirusami u biorcéw przeszczepow nie atgycych profilaktycznie
acyklowiru, zauwzalnie obnia ryzyko wysipienia zarbwno zakan zlokalizowanych
0 ciezkim przebiegu, jak i masywnych zaiea ogdlnoustrojowych przebiegajych z
wysokg wiremig, a co za tym idzie — zgzanych z ryzykiem zaatakowania ngataw
wewretrznych i zwekszory smiertelngcig. Technika gPCR wykazata w tym badaniu
wysoky przydatné¢, jednak uzyskane wyniki nie sugeyujpotrzeby statego
monitorowania wiremii wywotanej przez HSV-1, HSW&/ZV w tej grupie chorych,

pod warunkiem stosowania chemioprofilaktyki przegimasowe;.

4.c.3) Zastosowanie metody PCR z detekej czasie rzeczywistym w diagnostyce

wybranych wirusowych zakai narzzdowych i ogélnoustrojowych

Metody wykorzystujce technik PCR z detekgj w czasie rzeczywistym znalazly w
ostatnich latach szerokie zastosowanie w rutynaisgnostyce zakan wirusowych.
Istnieje jednak szereg sytuacji, w ktorych poteintgehniki gPCR mie stanowd
wartasciowe uzupetnienie istniggych metod diagnostycznych. \Wracach 7 — 9
przedstawiono wyniki zastosowania metod qPCR w eg@nych sytuacjach

klinicznych.

Praca 7, ,Viral Nucleic Acids in the Serum Are Depeadent on Blood
Sampling Site in Patients with Clinical Suspicion b Myocarditis” skupia s¢ na
ocenie przydatn@i wykrywania wirusowych kwaséw nukleinowych we krw
obwodowej oraz krwi pobranej z jamy serca w rozpewmiu zapalenia r¥nia
sercowego lub kardiomiopatii pozapalnych o padiavirusowym w odniesieniu do
wynikéw badania bioptatow r¥nia sercowego. Badanie obejmowato 70 osob z
klinicznym podejrzeniem zapalenia ¢fmia sercowego (ZMS) Ilub pozapalnej
kardiomiopatii rozsztrzeniowej (iDCMjnflammatory cardiomyopathy ktérzy w
okresie 12 miescy przed badaniem przechodzili ostre zakae wirusowe gornych
drég oddechowych, a u ktorych wykluczono zawa¢émia sercowego jako przyczyn
pogorszenia parametrow kardiologicznych. Qcenmvystpowania i poziomu
wirusowych kwasow nukleinowych przeprowadzano przyciu qPCR. Na podstawie
kryteriow histopatologicznych u 11% badanych roz@ow ZMS, a fenotyp iDCM

obserwowano u 63%. W poréwnaniu z pacjentami z iDGbbby z cechami zapalenia
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byly mtodsze, mialy lepsze parametry echokardiograkt i bardziej stabilny obraz
kliniczny, przy czym prezentowaty bardziej nasilaigawy wg. klasyfikacji NYHA. U
0s6b z ZMS kroétszy byt czas od przebytej infekdiiusowej, ktory wynosikrednio 3
miesigce, podczas gdy u pacjentow z IDCM — 12 myegi Wirusowe kwasy
nukleinowe wykryto w prébkach giinia sercowego 32 pacjentéw (46%), dotyczyto to
6 0sO6b z ZMS (74% w tej grupie) i 26 pacjentow zCNDd (59%). Najczsciej
wykrywano parwowirusa B19 (B19V), ktéorego DNA stwdeono odpowiednio u 3
0séb z ZMS i 16 o0s6b z IDCM (odpowiednio 50% i 61%&tomiast DNA HHV-6
odpowiednio u 2 (33%) i 4 (15%) badanych. DNA adeinaséw (HAdV) i RNA
enterowirusow (EV) wykryto tylko u 2 (8%) i 3 (12%)s6b z iDCM. W dwdch
przypadkach wykryto koinfekcje dwoma wirusami: B1OMV u pacjenta z ZMS oraz
EV i HAdV u pacjenta z iDCM. Wzadnej probce nie wykryto DNA EBV. W grupach
ZMS i iDCM nie stwierdzono statystycznie istotny@inic w liczbie kopii wirusowego
RNA lub DNA.

Wyniki badania DNA i RNA konkretnych wirusow w piddich tkanki mgsnia
sercowego oraz surowicy krwi pobranej z jamy ségdst zgodne w 62% przypadkéw,
natomiast dla probek krwi obwodowej zgodfictwierdzono u 48% pacjentow. U
trzech chorych z objawami iDCM oraz obeétig DNA B19V w tkance mgsnia
sercowego, w surowicy krwi pobranej z jamy serc&myp kwas nukleinowy innego
wirusa (HAdV w dwoch przypadkach, EV w jednym). &dpego pacjenta z iDCM
wykryto DNA HAdV w surowicy krwi przy braku wiruso@go DNA lub RNA w sercu.
W probkach surowicy krwi nie wykryto DNA parwowiraiB19, mimoze wykryto go

w tkance mgsnia sercowego.

Spektrum gatunkéw wirusow wykrywanych w probkachedmia sercowego
pozostaje w zgodzie z wynikami prezentowanymi wzegdnio publikowanych pracach,
natomiast badania poréwagg wystpowanie wirusowych kwaséw nukleinowych w
sercu oraz probkach krwi u chorych z objawami ZM® i®BCM nie byly przedtem
prowadzone. Obec’é wirusowego DNA lub RNA w surowicy krwi u chorych z
potwierdzonym zakaniem wirusowym ngnia sercowego nm@ wynika z
uwalniania wiruséw z miejsca zatemia, tj. z tkanek serca lub dgkutkiem toczcej
sie reinfekcji. Uwzgédniajgc hemodynamik nalery sie spodziewd, ze przy aktywnej
replikacji wirusa w mg$niu sercowym, szansa jego wykryciedhie wyzsza we Kkrwi

pobranej z komory serca, znwe krwi obwodowej. Jest to zgodne z uzyskanymi
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wynikami — jezeli obecnéci DNA lub RNA w mksniu sercowym towarzyszyta
wiremia, liczba kopii byta wisza w surowicy krwi pobranej z jamy sercaz m
surowicy krwi obwodowej. Znajduje to tad potwierdzenie w fakciege u pacjentow, u
ktorych wykrywano ten sam gatunek wirusa wedniu sercowym oraz we Kkrwi
pobranej z komory, parametry kliniczne, echokardifigzne i histopatologiczne byty
gorsze, cgciej tez obserwowano u nich przewlekly stan zapalny. Z @justrony,
zakaenie megsnia sercowego, w ktérym wykrywa ¢siniewielky liczbe kopii
wirusowego kwasu nukleinowego, i ktéremu nie towary ani jego aktywna
replikacja, ani cechy zapalenia, dotyczytockgizaici chorych, u ktérych w tkankach
serca wykrywano DNA B19V. Obserwowany w tej gruggznicowany stopig
upcsledzenia wydolnéci serca jest raczej skutkiem zainicjowania i dingatego
dziatania szeregu mechanizmow pozapalnych, w tynoimmunologicznych, i

bezpdredniej aktywnéci cytolitycznej wirusa.

Podsumowujc, wykrywanie wirusowych kwaséw nukleinowych w swuicy
krwi pobranej z komory serca wydaje¢ sby¢ istotne dla bardziej precyzyjnego
potwierdzenia aktywnej replikacji wirusa w ¢imiu sercowym, natomiast badanie krwi

obwodowej prawdopodobnie nie ma znaczenia diagnpsego.

W pracy 8, ,,Occurrence of viral DNA in paired samples of cornelrim and
cornea preservation fluid’, metody gPCR zostatyzyte do oceny ryzyka przeniesienia
zaka&enia wirusami opryszczki zwyktej lub adenowirusapadczas przeszczepienia
rogowki, przy czym naley podkréli¢, ze temat ten nie byt dotychczas analizowany w

pismiennictwie o zaggu midzynarodowym.

W odniesieniu do innych procedur transplantacyjnycdibieg przeszczepienia
rogowki zwizany jest z bardzo niskim ryzykiem niepowodzeniagty rozwoj technik
zabiegowych, zaawansowane metody bankowania tkamak stosowane leczenie
Immunosupresyjne i przeciwwirusowe skutkuje zadeweymi parametrami
morfologicznymi i fizjologicznymi  przeszczepianychrogbwek w  okresie
pooperacyjnym. Z drugiej strony, neowaskularyzacgowki, uprzednie odrzucanie
przeszczepu oraz stan zapalny wynikgjz zakaenia bakteryjnego, wirusowego lub
grzybiczego, stanowi najwaniejsze czynniki zwikszapce ryzyko choroby
przeszczepu, co me prowadz do utraty przezierrsoi rogowki, a nawet do jej
catkowitego  odrzucenia. Ptyn zywany do przechowywania rogowek

przygotowywanych do wszczepienia jest badany pgenk skaenia bakteryjnego lub
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grzybiczego, a u dawcy wyklucza¢skzakaenie HIV, HBV oraz HCV. Wirusy
opryszczki zwyktej ¢ gltbwnym czynnikiem zapalenia rogowki, stwierdzameg0,9%
biorcow. Opryszczkowe zapalenie rogoéwki wynika mejciej z reaktywacji latntnej
formy wirusa, co implikuje tate ryzyko przeniesienia zakenia z przeszczepian
rogowky. Mimo to, badanie rogéwek w tym kierunku nie rngleo dziata rutynowych.
Problem ten dotyczy tak adenowiruséw, drugiego pod weadgm czstosci

wystepowania czynnika etiologicznego zapalenia rogowki.

Badanie obejmowato 57 kompletow probek, w skiadryjdld wchodzity
fragmenty rogowek pozostatych po przeszczepieniaz optyn uywany do ich
przechowywania. Materiat badany reprezentowat wikmyszabiegi przeszczepienia
wykonane w okulistycznej klinice uniwersyteckiej pezestrzeni dziewciu miesgcy.
Przy wyciu PCR z detekgjw czasie rzeczywistym w obu materialach wykrywano
DNA wiruséw opryszczki typu 1 i 2 (przy zyciu metody komercyjnej) oraz
adenowiruséw (z wykorzystaniem metody opracowanej zéptymalizowanej
samodzielnie). Obec’é wirusowego DNA stwierdzono w trzech rogéwkach: wodh
Z nich wykryto DNA adenowirusa, a w jednej — HSV&Genom HSV-1 wykryto
zaréwno w rogowce, jak i w ptyniezytym do jej konserwacji. Adenowirusowe DNA
wykryto w rogéwkach, lecz nie w ptynie konsergaym. W zadnej probce nie wykryto
DNA HSV-2.

W przypadku pierwszego z dwoch biorcow rogowki, tdrikch stwierdzono
DNA adenowirusa, w okresie 18 migsy po zabiegu nie zaobserwowano powikia
wskazugcych na wirusowe zakanie rogéwki. Rogdéwka utrzymywata pein
przejrzysté¢, a ostré¢ wzroku wynosita 0,9. Biorca ten nie nzéé do grupy
wysokiego ryzyka odrzucenia przeszczepu. U drugibgmcy rogowki, w ktorej
wykryto adenowirusowe DNA, pomimo odpowiedniego ntensywnego leczenia,
przeszczepiona tkanka nie utrzymywata prawidtowepktji i ulegta odrzuceniu.
Konieczny byt kolejny zabieg przeszczepienia. Rdggww ktorej (a take w plynie
konserwugcym) wykryto DNA HSV-1 zostata przeszczepiona byorkiory po zabiegu
cierpiat na szereg powikia prowadacych ostatecznie do perforacji rogoéwki, mimo
stosowanego leczenia przeciwwirusowego. zBakv tym przypadku konieczny byt
ponowny zabieg przeszczepienia. Obaj pacjenci,duy&h konieczne byto ponowne

przeszczepienie, nadeli do grupy wysokiego ryzyka.
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W dotychczas opublikowanych wynikach obserwacjinikiznych brakuje
danych na temat obecim wiruséw oftalmotropowych w rogéwkach przeznagzmn
do przeszczepienia. W obecnym badaniu stwiesdzyli wirusowe zakzenie
przeszczepionych rogowek w 6,4% przypadkéw. W tymtélécie mazna stwierdzi,
ze poza podwiszonym ryzykiem zaken powodowanych u biorcow rogowek przez
bakterie i grzyby, naley liczy¢ sie takze z realnym ryzykiem reaktywacji wirusowych
zakaen latentnych lub persystentnych, ktoryéhdodiem mae by przeszczepiona
rogoéwka. W ostatnich latach upowszechnisig przeszczepienia sztucznych rogéwek,
ktore wykazug szereg zalet, w tym brak ryzyka przeniesienia zahkia wirusowego.
Jednak w odniesieniu do rogéwek naturalnych, komeekp uzyskanych wynikow jest
postulat ich badania podgem wirusow opryszczki i adenowiruséw oraz elimjnac
tych, w ktérych wykryto wirusy. Metoda gPCR wydape by¢ odpowiednim
narzdziem do tego celu.

W pracy 9 ,Microbiological Findings and Treatment of EBV-Assodated
Hemophagocytic Lymphohistiocytosis: A Case Repottopisano zastosowanie gPCR
w diagnostyce rzadkiego schorzeniaddrego komplikagy zakaenia pierwotnego
wirusem Epsteina-Barr (EBV). Zakenia tym wirusem g rozpowszechnione — w
populacji polskiej przeciwciata swoisteviadczice o przebytym zakaniu wysepuja u
96% o0s6b dorostych. Zdecydowana ck@zasi¢ zakaen pierwotnych przebiega
bezobjawowo. Z klinicznego punktu widzenia, najpapuiejszym wariantem
zakaenia EBV jest mononukleoza zake, w ktorej komorkami docelowymi dla
wirusa § mate spoczynkowe limfocyty B CD21+. Dla kontrastkrajnie rzadko
obserwuje si zakaenia, w ktérych wirus atakuje limfocyty T CD8+, amoze
skutkowa& wyshpieniem zespotu limfohistiocytozy hematofagocytarn@HLH,
hemophagocytic lymphohistiocytgsiObjawy obserwowane w tym schorzenig s
efektem deregulacji mechanizmu uwalniania cytokio, skutkuje niekontrolowanym
uogodlnionym stanem zapalnym. Opisany przypadek adgtyl7-letniego pacjenta, u
ktdrego pocatkowo rozpoznano mononuklepzakang. Jednak wraz z uptywem
czasu, poza cechami wskagymi na typowe zakanie EBV, zaobserwowano objawy
wskazugce na niekontrolowany stan zapalny. Wanoe leczenie nie odniosto
pozagdanego  skutku. Zlecono wykonanie rozszerzonego awest bada
mikrobiologicznych, obejmyggych peta diagnostyk bakteriologiczg i mykologiczn.

Przy wyciu qPCR, we krwi chorego monitorowano wysiwanie i poziom DNA
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HSV-1 i HSV-2, VzZV, CMV, HHV-6, EBV oraz parwowirasB19, czyli wiruséw, co
do ktérych udowodniona,e mog inicjowaé niekontroloway reakcg zapala. Badanie
materiatu pobranego ze zmian skérnych obejmowakrywanie powyszych wiruséw
przy wyciu gPCR oraz mikroskopi elektronowy. Dodatkowo, u chorego
monitorowano poziom przeciwcial swoistych przeciwkantygenom kapsydu,
wczesnemu i gdrowemu EBV w klasach IgM i IgG. Wyniki baflawykluczyty
zakaenie bakteryjne lub grzybicze jako przyczywbjawow. Wykluczono tate
zakaenie HBV i HCV. Spérod badanych wirusow, zaréwno we krwi, jak i w rmitie
ze zmian skérnych wykryto DNA EBV, natomiast badam kierunku pozostatych
wiruséw dato wynik ujemny. Z ayciem mikroskopii elektronowej w skoérze
stwierdzono obecri¢ struktur o morfologii nukleokapsydéw herpeswirusoiNa
podstawie obrazu klinicznego, wynikow badaboratoryjnych oraz wirusologicznych
rozpoznano zespét hematofagocytozy o padtdBYV, co stanowito podstawdo
rozpoczcia leczenia zgodnie z protokotem HLH-94. £9siicto znaczca poprave
stanu chorego. Wiremia EBV, ktora na pgikm hospitalizacji osigneta poziom
140 000 kopii DNA/mI, stale sizmniejszala, a jej wygaszenie ngio po 23 dniach
od rozpoczcia leczenia. Nagpita tez znaczna poprawa wkszaci parametrow
laboratoryjnych i klinicznych. Mimo polepszenia ratachorego, w trakcie leczenia
stwierdzono jednak staty spadek poziomu przeciwmiaeciwko EBV, a do wartgci
bliskich zeru, co wskazywato na poime zaburzenia ich syntezy. Nayepodkréli¢, ze
zespot hematofagocytozy o pogbEBYV jest w Polsce obserwowany skrajnie rzadko, a
u dzieci i ludzi mtodych, przy braku prawidtowegectenia, obarczony jest bardzo
wysokim ryzykiem zgonu. Przeprowadzona diagnostyhkirobiologiczna, w tym

zastosowana ikziowa metoda PCR, utatwita w tym wypadku prawidtawwepoznanie.

Podsumowanie

e Opracowano spojny protokot projektowania i optyrmadiji metod gPCR dla
potrzeb badawirusologicznych.

e Poréwnujc metody qPCR shace do oznaczania liczby kopii DNA EBV

wykazanoze:

o0 na wielkagé¢ biedu wynikow ilasciowych oznacze DNA EBV przy

uzyciu gqPCR wplywa zastosowana metoda izolacji kwasow

22



nukleinowych, rodzaj Kkalibracji, parametry metodyzyte] do
amplifikacji i detekcji DNA wirusa, w tym dobor jedstki, w ktorej
wyrazone g wyniki oraz brak doktadrimi wynikajgcy z bkdu

ludzkiego;

0 zastosowanie zewtrznego standardu do normalizacji wynikow
umazliwia do pewnego stopnia zmniejszenie rozhmci wynikajacych
Z zastosowania metod ozrej wydajndci, jednak nie eliminuje w petni
réznic w wynikach uzyskanych dla konkretnych probeigzegolnie dla

wartasci bliskich granicom oznaczaléa;

0 najwigkszym zrodiem rozbienosci wynikdéw ilosciowych oznacze
DNA EBV byly zastosowane metody izolacji kwasow laikowych
oraz wyte metody gPCR. Najmniejszy negatywny wptyw migp t
uzytego cyklera, co potwierdzono tekdla metody wykrywarej DNA
CMV.

* Wykazano istotp przydatné¢ metod wykorzystujcych technik qPCR w
diagnozowaniu i monitorowaniu zateh wywotanych przez alfa- |

betaherpeswirusy u biorcow przeszczepow komorelkokwarczych:

0 przy zastosowaniu tej techniki wykazano u badamepy chorych,ze
reaktywacja CMV we wczesnym okresie poprzeszczepowgtyczyta
49-64% allogenicznych biorcéw HCST, w przypadku HBW- 29%, a
w przypadku HHV-7 — od 30 do 43% biorcéw. Koinfekojwoma
betaherpeswirusami stwierdzono u 26-30% biorcéw.akRevacje
stwierdzano  najggciej migdzy 20 a 70 dniem po wdteniu

immunosupresji;

0 u tych chorych stwierdzono jednoznaczny gzek medzy reaktywagj
HHV-7 i CMV. Wyraza st on zwkkszeniem poziomu wiremii obu

wirusow oraz wydtaeniem czasu jej trwania;

o reaktywacja HSV-1 we wczesnym okresie poprzeszazgmodotyczyta
22,6% biorcéw allogenicznych HSCT, podczas gdy tyeedcja HSV-2 i
VZV byta znacznie rzadsza. Chemioprofilaktyka z/aiem acyklowiru
zmniejszata w tej grupie pacjentow ryzyko wasénia objawowych

form zakaenia wirusami opryszczki.
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* Ponadto wykazano przydatiometody gPCR w wybranych niestandardowych

sytuacjach klinicznych:

0 w prébkach tkanek serca pobranych od oséb z objavwapalenia
miesnia sercowego lub kardiomiopatii rozsztrzeniowejjcagcie]
wykrywno DNA parwowirusa B19; dotyczylo to ponad tpoy
badanych chorych. Rzadziej wykrywano DNA HHV-6eadwirusow,
enterowirusbw oraz CMV. Stwierdzono #hiavos¢ wystpowania
koinfekcji B19V/CMV oraz HAdV/EV. Wykazano zwtek medzy
obecndcig wirusowego DNA w nmgsniu sercowym oraz surowicy krwi
pobranej z jamy serca, lecz nie stwierdzono takiegoazku dla

surowicy krwi obwodowej;

o stwierdzono,ze istnieje ryzyko przeniesienia zakaia HSV-1 oraz
HAdV wraz z przeszczepiamogowlky, co wskazuje na potrzetbadania
rogéwek przeznaczonych do przeszczepienia w Kkierumkrusow

oftalmotropowych;

o metoda gPCR wykazala swoj przydatné¢ w rozpoznaniu
limfohistiocytozy hematofagocytarnej o pogioEBV.

5. Omowienie pozostatych ogignie¢ naukowo-badawczych

a) opis i tematyka gtdwnych kierunkéw pozostahatath naukowych

Przedmiotem moich zainteresatagraktycznie od poagtku pracy, byta wirusologia i
diagnostyka zakaen wirusowych, zwtaszcza u biorcow HCST. Poza cykt&iewicciu
prac, stanowicych podstaw do ubiegania g o nadanie stopnia doktora
habilitowanego, moj dorobek naukowy obejmuje pudddjk, w ktorych znajduj sie
wyniki wstepne w stosunku do prac stangeych dzieto, lub té stanowice ich
rozwinigcie. Ponkej przedstawiam tematykstanowica przedmiot bada obejmugca
problem zakzen wywotanych u biorcow HSCT przez betaherpeswirusyzo

adenowirusy.

Zakazenia wywotane przez betaherpeswirusy u biorcow aligenicznych

przeszczepow komérek krwiotwoérczych
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Problemem zaken wywotanych przez betaherpeswirusy zajgngg od 2002 roku.
Reaktywacje wirusoéw z tej grupy zdarzaj sk u znacznego odsetka biorcow, jednak
tylko czs$¢ z nich przybiera postana tyle powana, aby wymagata leczenia
przeciwwirusowego. Gancyklowir, lek pierwszego tewmi leczeniu zaken wirusem
cytomegalii, wykazujcy skuteczn& takze wobec HHV-6 i HHV-7, ma dziatanie
mielotoksyczne, co u biorcow przeszczepdédw komorakidtworczych nabiera
szczegOlnego znaczenia. W zmku z tym, precyzyjne rozpoznanie reaktywacji CMV
ma podstawowe znaczenie przy podejmowaniu decyzjroppoczciu leczenia.
Dokonano oceny ryzyka reaktywacji betaherpeswiruséw
u biorcow komérek krwiotwoérczych separowanych z ikewodowej, a take biorcow
komorek krwi gpowinowej. Potwierdzono zwizek medzy nasileniem i dynamik
wiremii CMV a ryzykiem wysipienia zakaenia objawowego wirusem cytomegalii.
Badania nad czynnikami ryzyka wptywaymi na szans reaktywacji
betaherpeswirusow wskazyjgdnoznacznie na zgdek medzy wystpowaniem GvHD

a ryzykiem reaktywacji betaherpeswirusow.

Badania dotycgre oceny przydatdoi metod qPCR w wykrywaniu oraz nad

zakaeniami CMV, HHV-6 i HHV-7 zostaty udokumentowanepnacach:

1. Chabros tPrzybylski M, Dziechtkowski T, tuczak M. Modyfikacja i
optymalizacja metod PCR do wykrywania regionu MiBZkiego herpeswirusa
typu 5.Medycyna Déwiadczalna i Mikrobiologia2008;60:79-86.

2. Dziecigtkowski T,Przybylski M, Gieryiska M, Luczak M. Wykorzystanie
metody real-time PCR do wykrywania DNA ludzkiegogeswirusa typu 6.
Medycyna Déwiadczalna i Mikrobiologia2008;60:259-265

3. Dziecigtkowski T,Przybylski M, Kawecki D, Midak-Siewirska A, tuczak M,
Miynarczyk G. Zastosowanie metody real-time PClgstamu Light-Cycler do
wykrywania ludzkiego herpeswirusa typu 7 (HHV-¥edycyna Dewiadczalna
i Mikrobiologia, 2009, 61:93-98

4. Dziecigtkowski T,Przybylski M, Tomaszewska A, Rokicka M, Luczak M.
Comparison of two methods used for monitoring layeyc cytomegalovirus
infection in a patient with chronic myeloid leukenafter unrelated umbilical
cord blood transplantatioArchivum Immunologiae et Therapia Experimentalis
2007, 55, str. 199-203R=1,689)

5. Dziecigtkowski T,Przybylski M, Torosian T, Sulowska A, tuczak M.
Zakazenia cytomegalowirusem (HHV-5, CMV) u biorcow alagcznych
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przeszczepow komaorek krwiotworczych w Klinice Heatagii, Onkologii i
Chorob Wewstrznych Akademii Medycznej w Warszawie w latach 2@D06.
Acta Haematologica Poloni¢c&007, 38, str. 325-330

6. Dziecigtkowski T,Przybylski M, Torosian T, Tomaszewska A, tuczak M.
Prevalence of human herpesvirus 6 antibodies andl iDMllogeneic stem cell
transplant patients: two-year single centre expeaéArchivum Immunologiae
et Therapia Experimentali2008, 56, 201-208K=1,432)

7. Dziecigtkowski T,Przybylski M, Kawecki D, Gieryiska M, Sulowska A,
Torosian T, Luczak M,glirzejczak WW, Miynarczyk G., @stas¢ wykrywania
DNA ludzkiego herpeswirusa typu 6 u pacjentéw Sareldego Publicznego
Centralnego Szpitala Klinicznego w Warszawie wdata003-2007Przeghd
Epidemiologiczny2009, 63:35-38

8. Dziecigtkowski T,Przybylski M, Basak GW, Torosian T, Tomaszewska A,
Jedrzejczak WW, Miynarczyk G. Detection pfHerpesviruses in Polish Adult
Cord Blood Stem Cell Recipients by Real-Time PCRgte Centre Study.
Archivum Immunologiae et Therapia Experimentd310, 58:467-472
(IF=2,385)

9. Dziecigtkowski T,Przybylski M, Basak GW, Torosian Tgdrzejczak WW,
Mtynarczyk T. Human Herpesvirus 7 in Allogeneic Hepoietic Stem Cell
Transplant Recipients in the Central Clinical Heslph Warsaw: A Three-Year
Survey.Intervirology, 2011, 54:25-29IF=2,337)

10. Tormanowska M, Dziegtkowski T, Rynans Rrzybylski M, Gronkowska A,
Basak GW, Miynarczyk G, Tomaszewska A. ¥ste badania nad
wystepowaniem chromosomowej integracji ludzkiego herpassa typu 6 (CI-
HHV-6) wsrdd polskich biorcéw i dawcow krwiotworczych komkre

macierzystychMedycyna Dgwiadczalna i Mikrobiologia2016;68:113 — 117

Zakazenia wywotane przez adenowirusy u biorcéw allogenzaych przeszczepow
komorek krwiotworczych

Zakazenia adenowirusowe nate do jednych z najestszych wirusowych zaken u
cztowieka. W populacji immunokompetentne] wirusywgkazup zazwyczaj niewielki
potencjat chorobotworczy, wywohg przede wszystkim zakenia gornych drog
oddechowych oraz biegunki. §Zkie postacie zakan adenowirusowych o charakterze

ogolnoustrojowym i narglowym obserwowane gsprzede wszystkim u 0s6b z
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niedoborami  immunologicznymi. Prezentowany cykl opra dotyczacych
adenowirusowych zaken biorcéw allogenicznych przeszczepow komorek
krwiotworczych otwiera praca metodologiczna, opjsaj projektowanie i
optymalizacg metody gPCR, stosowanej w dalszych badaniach,gaptgich na
wykrywaniu DNA adenowiruséw w surowicy krwi. Zatenia adenowirusowe we
wczesnym okresie poprzeszczepowym dotyczyty 57%cbHiw. U 20% wiremia HAdV
miata charakter krotkotrwaty, podczas gdy u 37%atavponad 7 dni. Wksza¢
zaka&en przebiega z nigkwiremig (Srednio 618 kopii DNA/mI). U 27% badanych,
wiremii nie towarzyszytyzadne objawy. Zakaenia objawowe miaty lekki przebieg u
52% biorcow i przebiegaty jako gmzka, ktorej nie towarzyszyty inne objawy (36%),
zakaenie gornych drég oddechowych (11%) Ilub biegunk&b)(5Zakaenia o
powazniejszym przebiegu obejmowalty krwotoczne zapalg@gaherza (17% biorcow),
zapalenie oskrzeli (3%) Iub zapalenie ptuc (5%). KAaano zwizek medzy
wysfgpieniem wiremii HAdV a objawami i stopniem nasil@niGvHD. Wyniki
sekwencjonowania genu heksonu wygmhionych szczepow HAdV wykazalye za
zaka&enia najcgsciej odpowiadaty wirusy z gatunku C (HAdV-2 u 37,5&HAdV-5 u
8% biorcéw, a HAdV-6 u 5%). Précz tego wykryto nale do gatunku B typy 3 (20%
biorcow), 7 (15%) i 4 (7,5%). Pomimo relatywnie kiego potencjatu
chorobotworczego adenowiruséw, w grupie biorcow eprzzepow komorek
krwiotworczych obserwowane g srzadkie przypadki zakan ogolnoustrojowych
przebiegajcych z wysol wiremia i ciezkimi objawami. Przypadek takiego zakaia,
ktéremu towarzyszylo ¢kkie krwotoczne zapaleniecgherza, opisany zostat w pracy
nr4.

Wyniki zostaty opublikowane w pracach:

1. Rola A,Przybylski M, Dziecigtkowski D, Turowska A, tuczak M.
Zastosowanie metody real-time PCRzgaiem sond Tagman do wykrywania
zak&en adenowirusami cztowiekdedycyna Déwiadczalna i Mikrobiologia
2007;59:371-377

2. Rynans S, Dziegtkowski T, Krenke R, Grabczak M, Kotkowska<dneak A,
Przybylski M, Sulowska A, Chazan R, Warzocha K, Mtynarczyk G.
Wykorzystanie il§ciowej reakcji t&icuchowej polimerazy w czasie
rzeczywistym do wykrywania zaken dolnych drég oddechowych wywotanych
adenowirusami u 0s6b z chorobami nowotworowymi diktarwiotworczego.
Przeghd Epidemiologiczny2011;65(2):333-338
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3. Ulrych E, Dziecatkowski T,Przybylski M, Zduiczyk D, Boguradzki P,
Torosian T, Waszczuk-Gajda A, Rynans S, Wréblewdkaedrzejczak WW,
Miynarczyk G. Disseminated Adenovirus Disease imbmocompromised
Patient Successfully Treated with Oral RibavirinCAse Repor#rchivum
Immunologiae et Therapia Experimentak§11 (F=2,541)

4. Rynans S, Dziegtkowski T, Basak GW, Snarski Byrzybylski M, Wréblewska
M, Jedrzejczak WW, Miynarczyk T. Human adenovirus iniectin patients
subjected to allogeneic hematopoietic stem catisppiantation — a three year
single centre studyActa Virologica 2012 56 (1): 85-87F=0,759)

5. Przybylski M, Rynans S, Waszczuk-Gajda A, Bgki J, Basak GW,
Jedrzejczak WW, Wréblewska M, Miynarczyk G, Dzigiiowski T. Sequence
typing of human adenoviruses isolated from Poltiemts subjected to
allogeneic hematopoietic stem cell transplantatiarsingle center experience.
Hematology 2018, 28:1-61F=1,244)

Wirusowe zakazenia miesnia sercowego w populacji immunokompetentnej
Problem zwizany z diagnozowaniem zailea wirusowych mgsnia sercowego zostat
zarysowany wpracy nr 7, wchodacej w skiad osignigcia prezentowanego w
niniejszym autoreferacie (pkt. 4.c.3). Ponadtotdejatyce powiccone g jeszcze dwie
prace w moim dorobku. W przedstawionej pefipracy nr 1 opisana zostata
charakterystyka kliniczna, czynniki etiologiczneabrproponowany model patogenezy
ostrych i przewlektych form wirusowych zale serca. W pracy nr 2 przedstawiono
aktualny stan wiedzy na temat roli za&a wirusowych w etiopatogenezie ostrych
zespotow wiécowych.
1. Kuffner M, Pawlak A Przybylski M. Viral Infection of the Heart: Pathogenesis
and DiagnosisPolish Journal of Microbiology2016, 65(4):391-398 (IP5749
2. Pawlak A, Wiligérska N, Wiligorska D, Frontczak-Bawicz M, Przybylski
M, Krzyzewski R, Ziemba A, Gil RJ. Viral heart disease andte coronary
syndromes - often or rare coexisten€afr Pharm Des2018, 24(4):532-540
(IF=2,61))
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Diagnostyka zakaen dolnych drég oddechowych, spowodowanych przez bakie
atypowe, wirusy i grzyby u chorych z niedoborami ogornosci
Oprocz zakaen wirusowych, zajmowatem i oraz dalej zajmygj diagnostyk
molekularry prowadzon w kierunku innych drobnoustrojow (bakterie, grzyby
zwtaszcza sprawiggych trudnéci w klasycznej hodowli. O ile standardowa
diagnostyka bakteryjnych zateh dolnych dr6g oddechowych jest w grupie o0so6b
przyjmujgcych immunosupresj postpowaniem rutynowym, o tyle zakenia
wywotywane przez inne patogeny (wirusy, mykoplazothjamydie i grzyby) pozostaj
dla wickszaci laboratoriow sporym wyzwaniem. Wynika to z faktte metody
hodowlane wykazgj w tych przypadkach niewiedkprzydatné¢, natomiast metody
biologii molekularnej ograniczoneg Sch zdolndcia do specyficznego wykrywania
konkretnej sekwencji DNA lub RNA. Bigc pod uwag mnogaé potencjalnych
czynnikbéw etiologicznych tych zaken, dostpne rozwizania obejmuj albo
wykonanie szeregu ba@law kierunku ré@nych patogenéw, co jest trudne do
zastosowania z wielu wzglow (koszt, ranice w metodologii), albo zastosowanie
zaawansowanych metod diagnostycznych, ktore w popeadj reakcji wykrywaj wiele
roznych patogendw. Przyktadem peoby¢ opisana w pracy nr 1 technika FilmArray,
wykorzystupca nieswoist amplifikaci DNA i RNA z p&niejsz swoisty amplifikacp
i detekcp produktu na zasadzie analogicznej jak w qPCR, gkdwykorzystujca
podobigéstwo genetyczne niektorych grup patogendw i techmiultipleksowania.
Metoda ta w pojedynczej reakcji wykrywa trzy patogéakteryjne i osiem edych
gatunkow/grup wiruséw oddechowych. W pracy nr 2tasmvano odmian nested
PCR, identyfikugca M. pneumoniae C. pneumoniaei L. pneumophila Osobnym
problemem jest diagnostyka zaka grzybiczych, zwlaszcza wywotanych przez grzyby
z rodzaju Aspergillus Obecne maiwosci diagnostyczne przy zyciu metod
niehodowlanych opisane zostaty w pracy nr 3.
1. Dziecigtkowski T,Przybylski M, Sulowska A, Rynans S, Miynarczyk G,

Swoboda-Kopé E. Wykorzystanie technililmArray w diagnostyce zakan

drég oddechowych u 0s6b z niedoborami odp&orndledycyna Déwiadczalna

I Mikrobiologia, 2013, 65:181-185

2. Grabczak EM, Krenke RRrzybylski M, Kotkowska-L&niak A, Chazan R,

Dziecigtkowski T. Prevalence of Pulmonary Infections Calusg Atypical

Pathogens in non-HIV Immunocompromised Patiehdivances in

Experimental Medicine and Biolog®016, 935:1-111F=1,937)
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3. Dziecigtkowski T, Sulowska APrzybylski M. Diagnostyka serologiczna i
molekularna grzybic inwazyjnycl.ostpy Mikrobiologii 2015, 54(3):291-297

Przydatnosé metod biologii molekularnej w diagnostyce innych akazen
wirusowych- opisy przypadkow.

1. Dziecigtkowski T,Przybylski M, Marchel H, Kawecki D, Prokopienko M,
Miynarczyk G. Wykorzystanie techniki Real-Time P@Rliagnostyce
opryszczkowego zapalenia mézgu jako powikiania esp@a opon mdzgowo-
rdzeniowych wywotanego przéisteria monocytogenesopis przypadku.
Postpy Mikrobiologii, 2010, 49:325-328

2. Dziecigtkowski T,Przybylski M, Rusicka P, Mdry K, Boguradzki P, Marchel
H, Xkdrzejczak WW, Miynarczyk G. Przydatftowielokierunkowej diagnostyki
mikrobiologicznej na przyktadzie jednoczesnego zaké czterema
herpeswirusami jako powiktania po allogenicznymesexzepieniu komaérek
krwiotworczych — opis przypadikiMedycyna Déwiadczalna i Mikrobiologia
2014, 66:23-28

3. Rybka M,Przybylski M, Machura P, Dziegtkowski T, Krenke R, Wroblewska
M. Wykorzystanie serologicznych i molekularnych otetv diagnostyce
pierwotnego ostrego zapalenigtvoby spowodowanego przez ludzki
herpeswirus typu 6 — opis przypadkledycyna Déwiadczalna i
Mikrobiologia, 2017;69:43 - 48
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b) dan

e bibliometryczne

Sumaryczny impact fact@ opublikowanych prac, wedtug listy Journal Caati

Reports (JCR), zgodnie z rokiem opublikowania wynos

- Z prac petnotekstowych 39,987

- Z opiséw przypadkéw 6,011

- z prac pogidowych 8,112

Liczba opublikowanych prac oraz punktacja JCR i BWNi:

Przed doktoratem Po doktoracie
Liczba = MNiSW/ | Liczba = MNiSW/
prac KBN prac KBN
Oryginalne petnotekstowe 4 2708 36 a1 37.279 591
prace naukowe
Opisy przypadkéw - - - 9 6,011 98
Prace poghdowe 1 - 3 8 8,112 144
RAZEM 5 2,708 39 58 | 51,40p 833
t acznie:
IF =54,110
MNiISW = 872
Liczba cytowan (bez autocytowa): 70
Indeks Hirscha: 5
c) Udziat w toczcych s¢ projektach naukowo-badawczych:

1.

.Rola biatek opiekaczych Hsp90 w replikacji ludzkiego adenowirusa 5”
(016/23/BINZ6/02536): projekt finansowany przez dthowe Centrum Nauki,
realizowany we wspoétpracy z Instytutem Medycynys®iadczalnej i
Klinicznej PAN

.ldentyfikacja wirusdw oraz ocena zmian ultrastuwrkinych towarzysicych
obecndci wirusa w tkance mgénia sercowego u chorych z podejrzeniem
kardiomiopatii rozstrzeniowej pozapalnej’ (20148/8124/03832): projekt
finansowany przez Narodowe Centrum Nauki, realemoywe wspotpracy z
Instytutem Medycyny Déwiadczalnej i Klinicznej PAN oraz Klinkk
Kardiologii Inwazyjnej Centralnego Szpitala Klinftzgo MSWiA
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d) Cztonkostwo w towarzystwach naukowych

jestem cztonkiem Polskiego Towarzystwa Mikrobiolag&olskiego
Towarzystwa Wirusologicznego oraz Europejskiego diaystwa Wirusologii
Klinicznej (European Society for Clinical VirologgSCV)

e) Udziat w konferencjach naukowych

Jestem autorem lub wspétautorem 80 donfegj@zdowych prezentowanych na
konferencjach krajowych i rlzynarodowych, z czego 39 zostato

opublikowanych w suplementach periodykéw naukowych

Dziatalnasé dydaktyczna

wyktady i zagcia praktyczne ze studentami kierunku lekarskiegadl (Wydziat
Lekarski, Warszawski Uniwersytet Medyczny) orazdstutami medycyny
English Division(Warszawski Uniwersytet Medyczny)

w latach 2005 — 2013 wyktady i zaja praktyczne ze studentami kierunkow
pielegniarstwo, ratownictwo medyczne i zdrowie publictWeydziat Nauki o
Zdrowiu, Warszawski Uniwersytet Medyczny)

wyktady i zagcia praktyczne dla studentow Oddziatu Medycyny lrabaryjnej
(Wydziat Farmaceutyczny, Warszawski Uniwersytet yhy). Ponadto
opracowanie programu i prowadzenieggzdpkultatywnych dla tych studentow.
wyktady i zagcia praktyczne w ramach obakowego kursu
specjalizacyjnego w zakresie mikrobiologii medygatia diagnostéw
laboratoryjnych ,Etiologia, obraz kliniczny i diagstyka zakaen wirusowych”
— lata 2003-2011, 2013-2014, 2017

udziat, jako zaproszony wyktadowca, w szkoleniukZaenia uktadu
oddechowego” organizowanym przez Narodowy Instgtirowia Publicznego
opieka nad zagranicznymi studentami medycyny, waiggzymi praktyki w
ramach miesicznego programu wymiany naukowej SCORE (Standing
Committee on Research Exchange), organizowanega piedzynarodowe
Stowarzyszenie Studentow Medycyny (IFMSA) — latadskmickie 2013/2014,
2015/2016 i 2016/2017
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Publikacje dydaktyczne
Jestem autorem i wspétautorem rozdziatow w petrikach:
» ,Mikrobiologia lekarska” pod redakgjP.B. Heczko, M. Wrdblewskiej i A.
Pietrzyk, wyd. PZWL, Warszawa, 2014
e ,Choroby wirusowe w praktyce klinicznej” pod red@kd1. Wroblewskiej i
T. Dziechtkowskiego, wyd. PZWL, Warszawa, 2017

Jestem ttumaczem rozdziatéw w pecitniku ,Mikrobiologia dla stomatologéw”, wyd.
| pod red. Mirostawa tuczaka, PZWL, Warszawa, 200¥d. Il pod red. G.
Mitynarczyk i E. Swobody-Kopg Elsevier Urban & Partner, Wroctaw, 2014

Opieka nad pracami magisterskimi i licencjanckimi
Bytem promotorem prac magisterskich:

« Dagmara Misiak ,Wykrywanie genow klastra opascioranD Enterococcus
faeciuni na kierunku piejgniarskim, Wydziat Nauki o Zdrowiu, Warszawski
Uniwersytet Medyczny, 2007

» Katarzyna Krol-Wysocka ,Rola pigyniarki w zapobieganiu zakeniom
szpitalnym w daych i matych Zaktadach Opieki Zdrowotnej” na kiekun
pielegniarskim, Wydziat Nauki o Zdrowiu, Warszawski Umikgytet Medyczny,
2010

« NataliaZeber ,Opracowanie i optymalizacjaitauchowej reakciji polimerazy z
detekcy w czasie rzeczywistym do wykrywania ludzkiego fesspirusa typu 4 i
8" na kierunku biotechnologicznym, Wydziat Ogrodwmia, Biotechnologii i
Architektury Krajobrazu, Szkota Gtéwna GospodarsWi@jskiego, 2013

* Iga Galat ,Analiza wysfpowania i dynamiki mian przeciwciat swoistych wobec
wirusa Epsteina-Barr u pacjentow Samodzielnegoi€ari#go Centralnego
Szpitala Klinicznego Warszawskiego Uniwersytetu ytzhego” na kierunku
biologicznym Wydziatu Rolnictwa i Biologii, Szkofatbwna Gospodarstwa
Wiejskiego, 2016

Bytlem opiekunem prac magisterskich:

» Katarzyna Lé ,Opracowanie metody wykrywania enterowirusow czkka z

uzyciem techniki reakcji polimeryzacjidauchowej w czasie rzeczywistym” na
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kierunku Analityka Medyczna, Wydziat Farmaceutyczwiarszawski
Uniwersytet Medyczny, 2009, promotor: prof. dr histicostaw tuczak

* Szymon Kierat ,Opracowanie i optymalizacjad¢achowej reakcji polimerazy z
detekcy w czasie rzeczywistym do wykrywania wirusa ospgtwne; i
potpaca”’ na kierunku Analityka Medyczna, Wydziat Farmatyezny,
Warszawski Uniwersytet Medyczny, 2011, promotoofpdr hab. Grayna
Mtynarczyk

Bylem recenzentem jednej pracy magisterskiej naukiau pietgniarskim oraz jednej
pracy licencjackiej na kierunku Zdrowie Publiczngd¥iatu Nauki o Zdrowiu

Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego

Recenzowanie publikacji w czasopismach indeksowanya liscie Journal Citation
Reports (JCR):

Pediatric Infectious Diseases Journal: 2010

Advances in Medical Sciences: 2010, 2011

Saudi Medical Journal: 2017

BMC Infectious Diseases: 2017

Virus Research: 2018

Nagrody

1. 2007: Nagroda dydaktyczna zespotowa pierwszegmistdpektora
Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego za wieloégtwizorowe
prowadzenie kurséw z zakresu diagnostyki beztledownaraz diagnostyki
zakaen wirusowych dla lekarzy, diagnostow laboratoryjnychikrobiologow

2. 2018: Nagroda dydaktyczna zespotowa pierwszegmitdpektora
Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego za wspotatwar publikacii
»Choroby wirusowe w praktyce klinicznej”, red. M.rdblewska, T.
Dziecigtkowski, wyd. PZWL, Warszawa, 2017
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