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Zalacznik 3a Agata Bielawska-Drézd

1. Imig i nazwisko

mjr dr n. biol. Agata Bielawska-Drozd

2. Posiadane dyplomy, stopnie naukowe — z podaniem nazwy, miejsca i roku ich uzyskania

oraz tytut rozprawy doktorskiej

Dyplom doktora nauk biologicznych w specjalnosci mikrobiologia. Wojskowy Instytut

Higieny i Epidemiologii w Warszawie, czerwiec 2006 r.

Tytut rozprawy doktorskiej: "Wykrywanie i identyfikacja Bacillus anthracis w probkach
srodowiskowych".

Promotor: pik w st. spocz. prof. dr hab. n. wet. Michal Bartoszcze

Recenzenci: ptk w st. spocz. prof. dr hab. n. wet. Jerzy Mierzejewski

pptk SG prof. dr hab. n. med. Jozef P. Knap

Dyplom ukonczenia studiow wyzszych magisterskich na kierunku Biologia, specjalnosé¢
Mikrobiologia, Wydzial Biologii i Nauk o Ziemi, Uniwersytet Marii Curie-Sklodowskiej

w Lublinie, czerwiec 1995.

Tytul pracy magisterskiej: Poréwnanie i ocena wybranych metod analitycznych
stosowanych do iloSciowego oznaczania dekstranu.
Promotor: prof. dr hab. n. biol. Janusz Szczodrak

Recenzent: prof. dr hab. n. biol. Jerzy Ilczuk

3. Informacje o przebiegu pracy zawodowej, w tym naukowe]

1995-1997 r. Nadwislanskie Zaktady Przetworstwa Owocowo-Warzywnego ,,Leonard”
(NZPOW) w Zagtlobie — kierownik Laboratorium Kontroli Jakosci.
1997-2004 r. Osrodek Diagnostyki 1 Zwalczania Zagrozen Biologicznych Wojskowego
Instytutu Higieny 1 Epidemiologii (WIHiE) w Putawach — asystent.
2000-2001 r. Institute of Molecular Biology and Medicine, University of Scranton,

Pennsylvania, USA — staz w ramach stypendium naukowego Agencji i Zaawansowania

1|Strona



Zalgcznik 3a Agata Bielawska-Drozd

Projektéw Badawczych w Obszarze Obronnosci DARPA (Defense Advanced Research
Projects Agency).

2004-2005 r. JW 4111, 74 Batalion Przeciwepidemiczny w Warszawie — oficer Zespotu
Medycyny Prewencyjne;.

2005-2006 r. Centrum Reagowania Epidemiologicznego Sit Zbrojnych RP (CRESZ RP)
w Warszawie — oficer Zespolu Rozpoznania Biologicznego (ZRB)

2006-2018 r. Osrodek Diagnostyki 1 Zwalczania Zagrozen Biologicznych Wojskowego
Instytutu Higieny i Epidemiologii (WIHiE) Pulawy — specjalista, kierownik Pracowni
Bakteriologii

Od 2018 r. — Wojskowy Osrodek Medycyny Prewencyjnej Modlin — szef Sekcji

Rozpoznania Biologicznego w Zespole Reagowania Epidemiologicznego.

4. Wskazanie osiggnie¢ wynikajgcych z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14 marca 2003 r.
o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz stopniach i tytule w zakresie sztuki

(Dz. U. nr 65, poz. 595 ze zm.)

4.1. Tytul osiggnigcia naukowego:

"Doskonalenie metod detekeji, genetycznej identyfikacji, ré6znicowania wybranych
czynnikéw broni biologicznych (Bacillus anthracis, Vibrio cholerae, enterokrwotoczne

E. coli, Coxiella burnetii i Francisella tularensis) oraz rozpoznanie ich rezerwuarow".

Osiagniecie naukowe stanowi jednoobszarowy cykl publikacji z moim znaczacym

udzialem, wydanych w latach 2007-2018.

4.1.1. Wykaz autorskich publikacji z listy JCR (posiadajacych Impact Factor)

stanowigcych osiggni¢cia naukowe:

1. Bielawska-Drézd A [autor korespondencyjny], Niemcewicz M, Bartoszcze M.
The evaluation of methods for detection of Bacillus anthracis spores in artificially
contaminated soil samples. Pol.J Environ Stud. 2008;17(1):5-10.

IF2008 0.963 pkt MNiSW: 13

2|Strona
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2. Bielawska-Drézd A [autor korespondencyjny], Cieslik P, Bartoszcze M, Mirski T,
Osek J, Gryko R. Detection of enterohaemorrhagic Escherichia coli by triplex real-time
PCR method. Bull Vet Inst Pulawy. 2011;55:635-639.

[F2011 0,414 pkt MNiSW: 20

3. Bielawska-Drézd A [autor korespondencyjny], Mirski T, Bartoszcze M, Cieslik P,
Roszkowiak A, Michalski A. Development of real-time PCR assay for detection
of Vibrio cholerae. Pol J Environ Stud. 2012;21(2):277-286.

[F2012 0,462 pkt MNiSW: 15

4. Bielawska-Droézd A [autor korespondencyjny], Cieslik P, Mirski T, Gawel J, Michalski
A, Niemcewicz M, Bartoszcze M, Zakowska D, Laskowki K, Kocik J. Prevalence
of Coxiella burnetii in environmental samples collected from cattle farms
in Eastern and Central Poland (2011-2012). Vet Microbiol. 2014;174(3):600-606.

IF2014 2,511 pkt MNiSW: 40

5. Cieslik P, Knap J, Kolodziej M, Mirski T, Joniec J, Graniak G, Zakowska D, Winnicka
I, Bielawska-Drézd A. Real-Time PCR Identification of Unique Bacillus anthracis
Sequences. Folia Biol (Praha). 2015;61:178-183.

[F2014 0,833 pkt MNiSW: 20

6. Bielawska-Drézd A [autor korespondencyjny], Cieslik P, Zakowska D, Gtowacka P,
Wlizto-Skowronek B, Zieba P, Zdun A. Detection of Coxiella burnetii and Francisella
tularensis in tissues of wild-living animals and in ticks of north-west Poland. Pol J
Microbiol. 2018;67(4):529-534.

[F2018 0,784 pkt MNiSW: 15

7. Cieslik P. Knap JP, Piechowicz L., Bielawska-Drozd A [autor korespondencyjny].
Subspecies differentiation and genotyping of Francisella tularensis strains isolated from
clinical and environmental samples. Lett Appl Microbiol. 2018;67(6):550-555.

[F2018 1,471 pkt MNiSW: 20
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4.1.2. Wykaz autorskich publikacji bez wskaznika wplywu, stanowigcych osiggniecia

naukowe istotne dla omawianego obszaru jednotematycznego mojej specjalnosci:

8. Bielawska-Drozd A [autor korespondencyjny], Bartoszcze M. Wystepowanie
przetrwalnikow Bacillus anthracis w srodowisku. Med Weter. 2007;63(8):946-950.
pkt MNiSW: 9

9. Bielawska-Drozd A [autor korespondencyjny], Niemcewicz M, Gawel J, Bartoszcze
M, Graniak G, Joniec J, Kolodziej M. Identytikacja Francisella tularensis technika
real-time PCR z wykorzystaniem sond hybrydyzujacych zaprojektowanych
dla fragmentéw sekwencji gendw fopA i tuld. Med Dosw Mikrobiol. 2010;62:351-360.

pkt MNiSW: 9

10. Bielawska-Droézd A [autor korespondencyjny], Gawel J, Bartoszcze M, Kolodziej M,
Granitak G, Joniec J, Michalski A. Identyfikacja paleczki tularemii technikg PCR
w czasie rzeczywistym przy uzyciu sond hydrolizujacych. Lek Wojsk. 2011;89(2):98-
102. |
pkt MNiSW: 5

11. Bielawska-Drézd A [autor korespondencyjny], Cieslik P, Wlizto-Skowronek B, Zieba
P, Pitucha G, Gawel J, Knap J. Studies on the occurrence of Coxiella burnetii infection
in ticks in selected eastern and central regions of Poland. J Microbiol Biotechnol Food

Sci. 2016;5(4):355-357.

Osiagnigcie naukowe bedace podstawg do ubiegania si¢ o stopiefn doktora
habilitowanego stanowi cykl siedmiu publikacji naukowych opublikowanych
w czasopismach znajdujacych sie w bazie Journal Citaton Reports i czterech oryginalnych
publikacji naukowych bez wspolczynnika wpltywu. Sumaryczny IF dla cyklu prac
stanowigcych osiggnigcie naukowe wynosi 7,435 IF, natomiast sumaryczna liczba punktéw
MNiSW — 166. W dziewigciu z jedenastu publikacjach jestem pierwszym autorem,
w dziesieciu jestem autorem korespondencyjnym.

W dalszej czgsci autoreferatu prace wchodzace w skltad przedstawionego do oceny

cyklu sg przywolywane jako P.1-P.11.
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4.1.3. Omowienie celu naukowego przedstawionych prac i osiagnietych wynikéw

wraz z omowieniem osiagnie¢ naukowych

Badania dotyczace opracowania skutecznych metod szybkiej detekeji i identyfikacji
szczegolnie niebezpiecznych czynnikow biologicznych  wpisujacych sie w  panel
bioterrorystycznych, prowadz¢ od 2004 roku. Problematyka ta jest szczegdlnie wazna z uwagi
na mozliwos¢ uzycia niektérych z tych drobnoustrojéw, jak np.: Bacillus anthracis.
Vibrio cholerae, enterokrwotoczne izolaty E. coli — EHEC, Coxiella burnetii. Francisella
tularensis w atakach bioterrorystycznych. Konsekwencjami ataku moga by¢ zachorowania
ludzi 1 zwierzat, zgony, panika oraz dezorganizacja zycia i skazenie srodowiska na danym
obszarze. NajgroZniejsza formga ataku jest uzycie aerozolu biologicznego. Tak np. rozpylenie
nad aglomeracja miejska 100 kg przetrwalnikow B. anthracis moze spowodowaé straty
od 1 do 3 min oséb. W zwigzku z tym istnieje potrzeba ustawicznego doskonalenia metod
wykrywania tego typu zagrozen. Skutki niewykrytego w porg ataku biologicznego ujawniaja
si¢ po pewnym czasie, co ogranicza mozliwosci minimalizowania strat ludzkich.
Od lat rozwijane s3a coraz nowoczesniejsze techniki detekcyjne, pozwalajace wykryc
obecno$¢ czynnikow biologicznych w powietrzu, co stwarzaloby szanse zastosowania
srodkéw ochronnych (Bartoszcze 2003). Atak bioterrorystyczny moze by¢ przeprowadzony
z uzyciem skazonej zywnosci, wody, w postaci przesylek pocztowych, jak i w inny,
niekonwencjonalny sposob (kosmetyki). Stad tez istnieje potrzeba przygotowania czutych
i szybkich metod wykrywania zagrozen. Jedng z czolowych metod detekcyjnych
jest luminometria, oparta na wykrywaniu czasteczek wysokoenergetycznego ATP, co pozwala
na wykrycie obecnosci zywych czynnikow biologicznych (Bartoszcze, Bielawska 2000).
W badaniach wilasnych technika ta zostala zaadaptowana do wykrywania przetrwalnikow
laseczki waglika w r6znych srodowiskach, w probkach wymazowych (incydenty kopertowe
z ,.biatym proszkiem”), w probkach powietrza. Technika opiera si¢ na procedurze ,.heat
shock™ (germinacja przetrwalnikoéw w temp. 62,5°C. w obecnosci 10mM L-alaniny i 2 mM
adenozyny), umozliwiajac wykrywalnie spor B. anthracis na poziomie 29,300
przetrwalnikow. Zaleta tej metody jest jej szybkos¢ oraz niski koszt oznaczania, co czyni
z niej metod¢ do szerokiego rozpowszechniania w praktyce. Wyniki prac doswiadczalnych
zostaly zaprezentowane podczas konferencji naukowych, zamieszczone w pracach
opublikowanych czesciowo w  czasopismach przed obrong pracy doktorskiej
(zal. 4, 11.D.26,27,30,31,32,33,34,35). Po obronie doktoratu kontynuowalam badania

nad  wykorzystaniem  techniki  luminometrii  do  wykrywania  zanieczyszczen
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mikrobiologicznych, szczegdlnie w wodzie, do jej monitorowania, co ma duze znaczenie
dla bezpieczenstwa ludnosci, gdyz mikroorganizmy mogg by¢ uzyte do ataku rowniez
poprzez zanieczyszczong wode (zal. 4, 11.D.34,35).

W wielu przypadkach standardowe metody diagnostyczne oparte na hodowlach,
preparatyce mikroskopowej czy analizie biochemicznej nie mogg byé preferowane
w identyfikacji czynnikéw z uwagi na diugi czas konieczny do uzyskania wynikow.
Uzasadnione staje si¢ wdrazanie stosunkowo szybkich, a przy tym precyzyjnych
i powtarzalnych metod genetycznych, opartych na wykrywaniu specyficznych dla danego
gatunku drobnoustroju sekwencji nukleotydowych. W tym celu stosuje sie metody w oparciu
o tancuchowsg reakcje polimerazowg (PCR). Wsrdd nich mozemy wyrdzni¢ m.in. technike
nested PCR, PCR-ELISA, multiplex PCR, VNTR PCR, long-range PCR, rep-PCR, AFLP,
RFLP. PFGE i szereg innych odmian.

W  cyklu przeprowadzonych przeze mnie prac opracowane zostaly metody
wykrywania powyzszych czynnikéw biologicznych w oparciu o technike tancuchowe;j reakcji
polimerazy w tym real-time PCR (PCR czasu rzeczywistego). Dla podniesienia specyfiki,
czulosci 1 ograniczenia czasu trwania reakcji zaprojektowano zestawy oligonukleotydéw
(starteréw 1 sond molekularnych) wykorzystujacych  zarowno aktywnos¢ 5'-3'
egzonukleazowg (TaqgMan probes) polimerazy Taq (enzym wyizolowany z bakterii Thermus
aquaticus). jak 1 opartych na zjawisku Fluorescence Resonance Energy Transfer (FRET) —
sondy typu HybProbes. Zaproponowano i wdrozono kompleksowe wykrywanie sekwencji
nukleotydowych w reakcjach multipleksowych, a takze dobrano algorytmy sekwencyjnej
identyfikacji czynnikdw biologicznych na poziomie gatunku, podgatunku oraz zjadliwosci
badanych izolatow.

Dobor sekwencji markerowych przeprowadzono poprzez wytypowanie gendw
umozliwiajacych dyskryminacje spokrewnionych szczepow, np. geny kodujace bialka
niezbedne do podstawowych proceséw zyciowych (tzw. housekeeping genes); mniej podatne
na presje selekcyjna, a charakteryzujgce si¢ wysokg zmiennoscia sekwencje miedzygenowe
(intergenic sequences — IS) czy geny odgrywajgce wazng role w procesie patogenezy.
Startery i sondy dla wybranych sekwencji genow markerowych zaprojektowano przy uzyciu
programu LightCycler Probe Design 2.0 (Roche, Polska). Do standaryzacji parametréw
starterow 1 sond wykorzystywano programy Oligo Analyzer (Integrated DNA Technologies,
Inc., USA) oraz Fixed Oligos. Zaprojektowane sekwencje oligonukleotydowe poddawano
analizie z zastosowaniem oprogramowania in-silico PCR (http://insilico.ehu.es/PCR/) wobec

zdeponowanych w bazie danych genoméw szczepow badanego drobnoustroju. Otrzymane
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produkty amplifikacji porownywano w programie Clustal Omega (https://www/embl.de/)
celem sprawdzenia homologii zaprojektowanych starteréw i sond z sekwencjami
markerowymi. Dodatkowo  przeprowadzano  analiz¢  pordwnawczg  starteréw
oraz otrzymanych produktéow PCR (amplikonow) za pomoca algorytmu BLAST
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.chi). W efekcie optymalizacji reakcji nie stwierdzono
zadnego podobienstwa powstalych produktow amplifikacji z innymi przedstawicielami
panelu szczepéw kontrolnych blisko spokrewnionych ani reakcji krzyzowych wobec
zaprojektowanych oligonukleotyddw.

Cykl prac nad optymalizacjg detekcji i identyfikacji molekularnej rozpoczelam
od laseczki waglika Bacillus anthracis nalezacej do ,.grupy Bacillus cereus”. Charakteryzuje
Ja wysokie podobienstwo genetyczne, utrudniajace sciste rozréznienie gatunkow Bacillus
cereus, Bacillus thuringiensis. Bacillus mycoides, Bacillus weihenstephanensis i Bacillus
pseudomycoides. Szczegblnie wiele trudnosci sprawia réznicowanie B. thuringiensis,
B. cereus 1 B. anthracis z powodu mozliwosci horyzontalnego transferu genow miedzy tymi
bakteriami (m.in. poprzez zachodzenie pelnego cyklu rozwojowego bakterii glebowych
podczas kietkowania przetrwalnikow w  sprzyjajacych warunkach srodowiskowych —
odpowiednia wilgotno$¢, pH (zasadowe), obecnosé roznych sktadnikow odzywezych i jondw:
Ca® i Mg®* (Van Ness 1971). Transfer gendw moze odbywacé si¢ poprzez przemieszczanie sie
ruchomych elementéw wysp patogennosci, przez przesuniecie catych (pelnych) plazmidéw,
badz z udzialem bakteriofagbw CP-51 w procesie transdukcji lub za posrednictwem
transpozonow np. Tn 4430 plazmidu transferowego — pXO12 B. thuringiensis (Helgason
i wsp. 2000, Ellerbrok i wsp. 2002; Pepper, Gentry 2002). Potwierdzeniem zachodzacych
w glebie zmian genetycznych jest obecno$¢ tzw. szczepow przejsciowych Bacillus sp. Ba813"
(Ramisse 1 wsp. 1999). Zjawisko transferu gendéw moze powodowac trudnosci diagnostyczne.
Wedlug niektérych autoréw majg miejsce przypadki nabycia przez B. cereus cech zjadliwosci
charakterystycznych dla B. anthracis (Hofmaster i wsp. 2004). Dochodzié¢ moze takze
do utraty plazmidow pXO1 lub pXO2 przez laseczke waglika (Pannucci i wsp. 2002).

W badaniach wlasnych w pracy (P.8) po raz pierwszy podjeto probe wykrywania spor
B. anthracis w glebie, w probkach pochodzacych z miejsc o podwyzszonym ryzyku, takich
jak tereny zalewowe 1 grzebowiska padtych na waglik zwierzat hodowlanych
w woj. lubelskim, §wigtokrzyskim i podlaskim. Wykorzystano oligonukleotydy zorientowane
na sekwencje chromosomalne Ba8/3 oraz plazmidowe przy uzyciu metody nested PCR

(P.1). W badaniach wykryto izolaty Ba813" okreslane jako szczepy przejsciowe.
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ktére wedlug danych literaturowych czesto zasiedlajg miejsca, w ktorych doszlo do upadku
zwierzat chorych na waglik ((Ramisse i wsp. 1999).

Po raz pierwszy w Polsce zbadana zostala miazga zebowa krowy padlej na waglik
(Zakrzéw, woj. lubelskie). Wykazano w niej obecno$¢ zarowno sekwencji chromosomalne;
Ba813  jak 1 genu cap wystgpujacego na plazmidzie pXO2. Obecnos¢ jednego plazmidu
moze Swiadczy¢ o utracie drugiego, w tym przypadku pXOl. W literaturze $wiatowej
donoszono o podobnych przypadkach izolacji B. cereus, szczep G9241, posiadajgcego
plazmid pXO1, wykazujacego az 99,6% podobienstwa z plazmidem pXO1 B. anthracis.
Mimo ze nie posiadal plazmidu pXO2 $wiadczacego o petnej zjadliwosci, powodowat 100%
smiertelnos¢ zakazonych myszy (Hoftimaster i wsp. 2004). Plazmidy bedace jednoczesnie
nosnikami gendw zjadliwosci B. anthracis moga ulega¢ mutacjom lub nawet utracie,
co z kolei moze powodowa¢ nieskuteczna identytikacj¢ B. anthracis przy wylacznym oparciu
o geny plazmidowe. (Ellerbrok i wsp. 2002). Taka sytuacja sklania do poszukiwania
sekwencji  chromosomalnych  charakterystycznych  dla  gatunku  B.  anthracis.
W dotychczasowych badaniach koncentrowano sie gldwnie na takich markerach
chromosomalnych, jak: Ba813, SG-850, gen vird, gen rpoB kodujgcy podjednostke P
pentametrycznej polimerazy RNA, gen gyrd (kodujacy podjednostke A gyrazy), Ba5510,
jednak w Swietle niektérych badan sekwencje te moga wystepowaé takze u innych
przedstawicieli ,grupy Bacillus cereus” (Ellerbrok i wsp. 2002; Bode i wsp. 2004).
Z obecnie badanych markeréw chromosomalnych najbardziej obiecujace wydaja sie byc
sekwencje genow kodujacych hipotetyczne biatka: BA3206 (Bode i wsp. 2004) oraz BA5345
(Ellerbrok 1 wsp. 2002; Antwerpen i1 wsp. 2008). W badaniach wlasnych opracowano zestaw
oligonukleotydéw specyficznych dla unikatowej sekwencji chromosomalnej BA5345
(kodujacego bialko hipotetyczne), co pozwolilo na skuteczne rozréznianie blisko ze sobg
spokrewnionych gatunkow drobnoustrojéw z ,.grupy Bacillus cereus”. Ze wzgledu na wysoki
stopnienn  konserwatywnosci proponowanej sekwencji, uzasadnione jest stosowanie
jej w pierwszej kolejnosci jako markera chromosomalnego dla wykrywania gatunku
B. anthracis. W kolejnym etapie opracowywania schematu diagnostycznego z uzyciem
metody PCR czasu rzeczywistego okreslono zjadliwos¢ mikroorganizmu, wskazujac na
obecnos¢ sekwencji plazmidowych B. anthracis (pXO1 1 pX02) — genu pag kodujacego
biatko ochronne (komponent toksyny waglikowej) zlokalizowanego na plazmidzie pXOIl
i genu cap kodujacego otoczke zlokalizowanego na plazmidzie pX02, wykorzystujgc
zaprojektowane sondy hydrolizujace. Wyniki pracy zostaly umieszczone w publikacji P.5

oraz w  streszczeniach  konferencyjnych  (Postepy w  Medycynie  Zakazen
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1 na Miedzynarodowej Konferencji Naukowo-Szkoleniowej, Przygotowanie Szpitali
do Zdarzen Masowych) (zal. 4, 111.B.20,23).

Nastepnym obszarem badawczym bylo opracowanie algorytmu identyfikacji molekularne;j
toksynogennych szczepéw przecinkowca cholery Vibrio cholerae — kolejnego czynnika
o potencjale bioterrorystycznym. W tym celu dokonano wyboru specyficznej i wysoce
konserwatywnej sekwencji w obrgbie gatunku — genu ompW, ktory koduje biatko blony
zewnetrznej. Doboru pozostalych markeréw ompU (genu kodujacego biatko btony
zewnetrznej), cixA (genu kodujgcego podjednostke A toksyny cholery), zor (genu kodujacego
toksyne towarzyszaca toksynie CT — zonula occludens toxins) oraz fcpA (toxin coregulated
pilus) dokonano na podstawie roli jaka odgrywaja w patomechanizmie przecinkowca cholery.
O ile gen ompW moze stuzy¢ do identyfikacji gatunku V. cholerae o tyle geny cix i zof
pozwalajag na odroznienie  szczepdw  toksynogennych  (wywolujacych  cholerg)
od nietoksynogennych. Dodatkowo gen /cpA umozliwia réznicowanie serotypu O1 na biotypy
(El Tor lub Classical). Dla odréznienia serogrupy Ol (dominujacej w Europie) od 0139
(charakterystycznej dla obszaréw azjatyckich) zaproponowano zestaw starterow r/b-O1, rfb-
0O139. W literaturze Swiatowej proponowany jest szeroki wachlarz dostepnych rozwigzan
identyfikacji molekularnej przypisanych specyfice regionu, z ktérych pozyskiwane zostaly
izolaty przecinkowca cholery (Singh i wsp. 2002; Chkraborty i wsp. 2008; Chomvarin 2007;
Fykse 1 wsp. 2007: Huang i wsp. 2009; Jiang i wsp. 2003; Khuntia i wsp. 2008; Nandi i wsp.
2000). W badaniach whasnych uzyto zaprojektowanych we wlasnym zakresie starteréw i sond
hydrolizujgcych dla zestawu gendéw bialek blony zewngtrznej ompW, ompU i genu zot,
hybrydyzujacych dla gendéw toksyny cholery oraz zestawu molekularnego z interkalujagcym
barwnikiem SYBRGreen dla genéw rcpA i rfb. Specyficznosé i czutosé reakcji real-time PCR
badano wobec 55 szczepow srodowiskowych V. cholerae pozyskanych z rzek: Bug i Wisla,
pochodzacych z kolekcji wtasnej ODIZZB oraz 6 szczepow referencyjnych otrzymanych
z Instytutu Medycyny Morskiej i Tropikalnej w Gdyni. Pomimo Zze dokonany wybor
markerow genetycznych V. cholerae nie wyczerpuje pelnych mozliwosci diagnostycznych
tego gatunku, to jednak pozwala, co jest niezwykle pezydatne przeprowadzi¢ identyfikacje
do gatunku i odrézni¢ szczepy toksynogenne od niezdolnych do produkcji toksyn. Wyniki
badan umieszczone zostaly w pracy P.3.

Dla wykrywania 1 identyfikacji szczegdlnie niebezpiecznych pateczek coli -~
enterokrwotocznych szczepow E. coli (EHEC) w badaniach wlasnych po raz pierwszy
w Polsce opracowany zostat triplex real-time PCR z uzyciem zestawdw starteréw i sond

hydrolizujacych znakowanych barwnikami tluorescencyjnymi, emitujacych rézne dtugosci fal

9|Strona



Zalacznik 3a Agata Bielawska-Drozd

wykrywanych ~w  trzech  niezaleznych  kanatach  detekcji.  Oligonukleotydami
zaprojektowanymi dla trzech markerow genetycznych byly: geny dwodch podjednostek
toksyny Shiga (stx/ 1 six2) kodowane przez geny bakteriofagowe stx wbudowane
w chromosom bakteryjny (profag) oraz gen kodujgcy intiming — biatko adhezyjne,
umozliwiajgce przylaczenie si¢ patogennych E. coli do enterocytow (produkt genu eaed
zlokalizowanego na chromosomie bakteryjnym) (Mainil i wsp. 2005; Nataro i wsp. 1998).
enterokrwotocznych paleczek coli obejmujacych szerokg game serogrup w tym 0157, 026,
O111. O113, O145 czy O103 (Nataro i wsp. 1998; Tozzi i wsp. 2003). W zwigzku z wysoka
czuloscia, jak i specyficznoscig metody (badania przeprowadzono wobec szerokiego panelu
szczepow enterokrwotocznych i patogennych paleczek okreznicy z kolekcji PIWet), moze ona
by¢ z powodzeniem stosowana do wykrywania i identyfikacji izolatéw EHEC np. w prébkach
zakazonego miesa. Wyniki pracy zostaly przedstawione w publikacji P.2.

Kolejnym kierunkiem badan byla identyfikacja molekularna czynnika etiologicznego
gorgczki Q — C. burnetii (obligatoryjny patogen wewnatrzkomérkowy). Dokonano
jej w oparciu o zoptymalizowang technikg real-time PCR z uzyciem sond hydrolizujgcych
dla sekwencji insercyjnej IS1771" (wielokopijny gen transpozazy) (Klee i wsp. 2006).
Dla podniesienia specyficznosci reakcji real-time PCR amplifikowano sekwencje
chromosomalna fisK (jednokopijny gen kodujacy podjednostke translokazy DNA)
z zastosowaniem wlasnych starterow i sondy hydrolizujacej (P.4). Specyficznos¢ reakcji
przeprowadzono wobec 24 szczepow gatunkow blisko i daleko spokrewnionych z C. burnetii.
Celem badan byla analiza wystepowania patogenu w srodowisku gospodarstw rolniczo-
hodowlanych, w ktorych w ostatnich latach zdiagnozowano goraczke Q oraz wsrdd zwierzat
dzikich i stawonogdéw (kleszcze). Morfologicznie C. burnetii wystepuje w dwdch formach:
SCV (small cel variant), o wlasciwosciach zblizonych do bakteryjnych form przetrwalnych
wysoce opornych na czynniki fizyczne i chemiczne oraz LCV — metabolicznie aktywnej
i wykazujgcej niskg opornos¢ na czynniki srodowiskowe (zal. 4, I1.D.42).

W Polsce prowadzane sg badania nad goraczka Q gldwnie w oparciu o status
immunologiczny zwierzat zaréwno hodowlanych, jak i dzikich (Niemczuk i wsp. 2011;
Tylewska 1 wsp. 1996). Nieliczne badania obejmujg analiz¢ molekularng materialu
klinicznego lub $rodowiskowego, w tym stawonogdéw (Chmielewski i wsp. 2009; Tylewska
i wsp. 1996). Z uwagi na wysoka infekcyjnos$¢ czynnika, jak i zdolnosci dlugiego
utrzymywania si¢ w srodowisku zewnetrznym istotne bylo sprawdzenie jego obecnosci

w probkach srodowiskowych (wymazowych) pobranych z miejsc przetrzymywania zwierzat
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hodowlanych. W badaniach przesiewowych wykorzystano 727 probek $rodowiskowych
pobranych z 25 gospodarstw rolniczo-hodowlanych w wojewoddztwach: mazowieckim,
lubelskim i podkarpackim, w ktérych w ostatnich latach zdiagnozowano goraczke Q przy
wykorzystaniu sondy molekularnej zorientowanej na wielokopijne sekwencje 1S7717".
Obecnos¢ tego genu stwierdzono wsrdd 4,5% badanych probek. Wyniki dowodza obecnoscei
czynnika w $rodowisku zewnetrznym, a tym samym wskazuja na realne zagrozenie
zakazeniem hodowcow bydla. Bioragc pod uwage tropizm patogenu do narzadéw rodnych,
w obszarze moich badan znalazly si¢ réwniez probki kliniczne w postaci wymazéw z pochwy
— 30 probek). W jednej probee pobranej od rodnej krowy stwierdzono obecnosé sekwencji
nukleotydowych specyficznych dla pateczki gorgczki Q. Badania na obecno$¢ C. burnetii
w probkach srodowiskowych, jak i klinicznych zostaly przeprowadzone w Polsce po raz
pierwszy. Sposrod IS1111" pozytywnych probek poddanych hodowli na linii komorkowe;j
BGM in vitro z dwéch namnozono izolaty C. burnetii. Ciekawe jest, ze probki do badan
pobrane byly z losowo wybranych gospodarstw hodowlanych, w ktérych wcze$niej nie
stwierdzono w badaniach serologicznych ognisk epidemiologicznych. W $wietle powyzszych
badan uzasadniona byla szersza analiza molekularna pozyskanych izolatéw metoda MST
(Multispacer Typing) oparta na sekwencjonowaniu fragmentéw miedzygenowych (ang.
Intergenic Spacers), ktére wykazuja wysoka zmienno$¢. Dokonano wyboru 6 z 10
zaproponowanych sekwencji migdzygenowych dyskryminujacych poszczegdlne profile MST
C. burnetii opisane wczesniej przez Glazunows i wsp. (2005) i Chmielewskigo i wsp. (2009).
Otrzymane sekwencje zostaly poréwnane z profilami allelicznymi dla wybranych sekwencji
miedzygenowych (ST18, ST20, ST37, ST51, ST57, ST61) dostepnych w bazie ifr 48
(http://ifr48.timone.univ-mrs.ft/MST_Coxiella/mst) za pomoca programu BLAST (NCBI).
Analizy filogenetyczne zostgiy wykonane przy wykorzystaniu programu MEGAS
oraz  oprogramowania BLAST  (https://blast.ncbi.nlm.gov/Blast.cgi). W  wyniku
przeprowadzonych analiz genetycznych izolatoéw C. burnetii metodg MST otrzymano dwa
profile genetyczne (MST3 i MST6), ktorych obecnos¢ po raz pierwszy stwierdzono na terenie
Polski, a ktére wczesniej opisywane byly w Europie i na swiecie. Badania wykazaly,
1z skutecznym narzedziem w monitorowaniu obecno$ci C. burnetii w Srodowisku jest zestaw
nukleotydéw specyficznych dla wielokopijnej sekwencji miedzygenowej (insercyjnej —
IS11117), a z punktu widzenia epidemiologicznego istotnym jest zaadoptowanie techniki
MST wobec izolatéow C. burnetii (P.4).

Moim kolejnym celem badawczym bylo okreslenie stopnia zainfekowania kleszczy

C. burnetii zebranych ze zwierzat domowych i dzikich z wybranych regionéw Polski
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(woj. mazowieckie, lodzkie, lubelskie, podkarpackie oraz zachodniopomorskie) (P.11).
Kleszcze moga stanowi¢ bowiem bardzo istotne ogniwo w transmisji zarazka w trakcie
pobierania krwi od zywiciela, ktory moze rowniez zostaé zainfekowany poprzez kontakt
skérny czy wziewny z odchodami stawonogdéw (Anusz 1995; Marrie 1990; Mediannikow
2010). W Polsce nieliczne badania w tym kierunku obejmuja analiz¢ molekularng
stawonogow na obecnos¢ drobnoustroju (Tylewska i wsp. 1996; Szymaiska i wsp. 2012).
W badaniach wlasnych wykryto charakterystyczne dla C. burnetii sekwencje ISI17]1" u 3,1%
kleszczy zebranych od zwierzat domowych, w 0,4% w przypadku drobnych gryzoni lesnych,
aw 1,7% w przypadku dzikich zwierzat wolno zyjacych (dzik, jelen, sarna), co jest zbiezne
z wynikami innych autoréw (Tylewska i Chmielewski 1996; Mediannikov i wsp. 2010;
Sprong i wsp. 2012). Dodatkowo, po raz pierwszy w Polsce poddano analizie molekulamej na
obecnos¢ specyficznej dla C. burnetii sekwencji IS11]1" material kliniczny (probki tkanek
organow wewnetrznych dzikich zwierzat wolno zyjacych). W materiale genetycznym dla 3%
badanych wykryto obecno$¢ poszukiwanych sekwencji. Do$é¢ szeroki wachlarz odsetka
wynikow pozytywnych wsrod zwierzat dziko zyjacych otrzymali réwniez Smetanova i wsp.
(2006) i Astobiza i wsp. (2011). Wyniki pracy zostaty umieszczone w publikacji P.6.

O ile niski odsetek /S/111" pozytywnych kleszczy zebranych od zwierzat domowych
czy drobnych gryzoni le$nych moze wskazywaé na ograniczong role badanych stawonogow
W transmisji patogenu, to jednak nie nalezy bagatelizowaé ich funkcji w krgzeniu
drobnoustroju  w $rodowisku. Wystepowanie kleszczy jako potencjalnych wektorow
np. w srodowisku lesnym jest $cisle uzaleznione od siedliska, obecnosci okreslonych nisz
ekologicznych czy por roku, co w duzym stopniu decyduje o mozliwosci transferu patogenu,
a tym samym o mozliwosci zakazenia czlowieka. (Daszek i wsp. 2000).

Nastepnym czynnikiem biologicznym dla ktérego opracowane zostaly zestawy
narzedzi do szybkiej identyfikacji i réznicowania w obrebie podgatunkow. jest paleczka
tularemii F. tularensis. W zwigzku z duzym podobiefstwem genetycznym w obrebie gatunku
F. tularensis wyodrebniono 4 podgatunki: F. tularensis subsp. tularensis (typ A lub zwany
dawniej nearctica), F. tularensis subsp. holarctica (typ B, zwany dawniej palearctica),
F. tularensis subsp. mediasiatica oraz F. tularensis subsp. novicida. W obrebie rodzaju
Francisella  zalicza si¢ rowniez gatunki niepatogenne dla ludzi: F philomiragia,
F. noatunensis oraz inne (zal. 4, ILA.23). W molekularnej identyfikacji F. rularensis
wykorzystuje si¢ glownie fragmenty wysoce konserwatywnych sekwencji gendw: fopA,
kodujacego biatko btony zewnetrznej (outer membrane protein gene) oraz rul4, kodujacego

lipoproteing blony zewnetrznej (T-cell epitope membrane gene) (Fujita i wsp. 2006; Huntley
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i wsp. 2007; Versage i wsp. 2003). Najczesciej w literaturze dotyczacej identyfikacji
F. tularensis metodg real-time PCR stosowane sa sondy molekularne o aktywnosci 5°-3°
egzonukleazowej ukierunkowane na geny ful4 i fopA (Higgins i wsp. 2000; Wicki i wsp.
2000: Versage i wsp. 2003; Emanuel i wsp. 2003), ktére w ramach badan wiasnych zostaty
zoptymalizowane w zakresie specyficznosci i czutosci wobec kolekceji izolatow F. rularensis
jako propozycja do szybkiej identyfikacji patogenu w sytuacji zagrozenia zycia zardéwno
W opracowywaniu ogniska epidemiologicznego, jak tez w zdarzeniach bioterrorystycznych
(P.10).

Nieliczne prace w literaturze $wiatowej poswiecone sg identyfikacji patogenu przy
uzyciu sond hybrydyzujacych (Tomaso i wsp. 2003; Fujita i wsp. 2006). W badaniach
wiasnych zaproponowany zostal po raz pierwszy w Polsce zestaw sond hybrydyzujacych
wykorzystujgcych zjawisko FRET. Zjawisko to dodatkowo umozliwia wyznaczenie i analize
krzywej topnienia amplifikowanego produktu, podnoszac  specyficznos¢  reakcji.
Przeprowadzone badania na szerokim panelu izolatow F. tularensis pochodzacych z roznych
zrodel z calego swiata (stanowigce kolekcje ODIZZB WIHIE) wykazaly pelng przydatnos¢
opracowanych oligonukleotydéw przy zachowaniu wysokiej czulosci wykrywalnosci
(10 fg/ul przy zastosowaniu uktadu nukleotydow zaprojektowanych dla genu rul4,
a 1 fg/ul dla genu fopA). Tak wysoka czulos¢ metody na poziomie wykrywalnosci sladowych
ilosci materialu  genetycznego (pojedynczych kopii genéw) w badanych probkach
jJest niezmiernie istotna szczegélnie w dochodzeniach towarzyszacych dzialaniom
terrorystycznym z uzyciem czynnikéw broni biologicznej na rozlegtym terenie (P.9).

Kolejnym obszarem analiz molekularnych bylo dobranie, w drodze analizy pelnych
genomow czterech podgatunkéw F. rularensis dostepnych w bazie danych GenBank,
odpowiednich sekwencji nukleotydowych do reakcji real-time PCR w celu réznicowania
patogenu w obrebie podgatunku. Réznicowanie podgatunkéw bylo juz przedmiotem badan
Kugeler i wsp. 2006 i Gunnell i wsp. 2012 przy uzyciu w jednej reakcji markeréw
specyficznych dla dyskryminowania typu A na podtypy Al i All (charakterystycznych dla
obszaru Ameryki Pélnocnej) oraz typu B (typowego dla Europy i Azji) i F. novicida
(charakterystycznego dla Ameryki Péinocnej i Tajlandii).

W badaniach wlasnych po raz pierwszy w Polsce przy uzyciu w jednej reakcji dwdch
zestawow sekwencji starterowych i sond hydrolizujacych dokonano réznicowania wszystkich
czterech podgatunkéw paleczki tularemii. Roznicowanie podgatunkowe (typ A, typ B
oraz F. tularensis subsp. mediasiatica i F. tularensis subsp. novicida) w dwoch reakcjach

duplex zorientowanych na geny ISFru2, rpoHI i pot. Metoda ta jest wygodnym narzedziem
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diagnostycznym, umozliwiajacym relatywnie szybkie zdefiniowanie stopnia zjadliwosci
wykrytego patogenu 1 zrédla pochodzenia w dochodzeniach epidemiologicznych
lub w przypadku zdarzen bioterrorystycznych.

Badania nad dyskryminacja gatunkowsg i podgatunkowa F. fularensis zainspirowaly
mnie do glebszej analizy molekularnej na poziomie genotypowania zdeponowanych
w  ODIiZZB 49 szczepow muzealnych F. fularensis o charakterze klinicznym,
jak 1 srodowiskowym, pochodzacych z kolekeji Instytutu Medycyny Morskiej i Tropikalnej
w Gdyni. Szczepy pozyskane zostaly z terenow Polski (dzieki nieocenionej pracy
Pana Profesora Eugeniusza Skrodzkiego i jego Zespolu), jak i z innych czesci $wiata.
Zastosowana metoda Multispacer Typing (MST) umozliwiajaca charakterystyke sekwencji
w przestrzeniach migdzygenowych wykazala si¢ wysokim stopniem dyskryminacji badanych
izolatow F. tularensis i umozliwila wykrycie 23 nowych wariantow (genotypow ST), glownie
w sekwencji miedzygenowej S1. Dzieki tej metodzie szczepy polskiego pochodzenia
zdefiniowane zostaty glownie jako genotyp ST6. Wyniki badari molekularnych wskazuja
na utrzymywanie si¢ czynnika w roznych rezerwuarach zwierzecych na terenie Polski,
wskazujagc mozliwo$¢ powstania epidemii w warunkach naturalnych lub w efekcie
np. narazenia zawodowego grupy lesnikow, mysliwych czy lekarzy weterynarii.
Nalezy podkresli¢, ze byly to pierwsze badania nad szczegolowa charakterystykg molekularng
F. tularensis pochodzacych glownie z terendw Polski (15 szczepow), jak i 10 innych panstw.
Po raz pierwszy analize molekularng szczepdéw F. fularensis z zastosowaniem metody
Multispacer Typing przeprowadzili La Scola i wsp. (2008) oraz Li i wsp. (2011), jednak
dotyczyly one izolatéw pochodzacych ze Szwecji i Francji. Stad tez unikatowo$¢ badan czyni
je oryginalnym i znaczacym osiggnigciem na skale miedzynarodowsg. Wyniki powyzszych

badan zostaly opublikowane w pracy P.7.

Za szczegolne osiagnigcia zawarte w cyklu publikacji wykazanych do przewodu

habilitacyjnego uwazam:

1.  Opracowanie zestawow oligonukleotydow w celu podniesienia specyficznosci reakcji
real-time PCR dla poszczegoélnych docelowych sekwencji genéw wybranych, wysoce
niebezpiecznych czynnikéw III grupy zagrozenia (kategoria A wedlug CDC).
Zastosowanie zaproponowanych zestawow oligonukleotydow (startery i sondy
molekularne) w ukladzie sekwencyjnych lub multipleksowych reakcji real-time PCR

umozliwi skuteczng weryfikacj¢ gatunkowa, podgatunkowsg oraz toksynogennosé
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badanych izolatow, a takze ograniczy czas oczekiwania na wynik. Opracowane
narzgdzia molekularne wpisujg si¢ w proces szybkiej diagnostyki w badaniach
przesiewowych w rutynowej diagnostyce klinicznej, jak i w aspekcie zagrozenia
bezpieczenstwa kraju w przypadku uzycia czynnikoéw broni biologicznej, umozliwiajac
ich identyfikacje na poziomie niezaprzeczalnym (najwyzszym) — Allied Engineering
Publication (AEP-66), the NATO Handbook for Sampling and Identification
of Biological Chemical and Radiological Agents (SIBCRA).

Udoskonalenie metody odzyskiwania, namnazania i wykrywania przetrwalnikow
B. anthracis w réznych probkach srodowiskowych (probki gleby, woda, powietrze,
materiat kliniczny).

Oceng zmiennosci genetycznej pateczki goraczki Q pochodzacej z probek
srodowiskowych oraz klinicznych (wymaz z pochwy kréow rodnych) przy aplikacji
metody Multispacer Typing (MST). Z sukcesem ozywiono C. burnetii na linii
komérkowej, a w efekcie scharakteryzowano typy sekwencyjne, utrwalajac je na mapie
innych genotypow.

Innowacyjne zastosowanie metody MST do genotypowania szczepow F. fularensis —
pozyskanych od zwierzat, kleszczy oraz z probek klinicznych od ludzi — pozwolito na
opisanie 23 nowych genotypow. Jest to znaczacy postep w pracach z zakresu
filogenetyki tego czynnika oraz sa to pierwsze tego rodzaju badania wykonane
w Polsce. Nowo opisane sekwencje zdeponowane zostaly w ogélnie dostepnej bazie
danych European Molecular Biology Laboratory — European Bioinformatics Institute
(EMBL-EBI), dzigki czemu badacze w skali migdzynarodowej maja mozliwos¢ analiz
i poréwnan swoich wynikéw w przypadku stwierdzenia nowych wariantow typow
sekwencyjnych.

Uzupelnienie wiedzy dotyczacej F. rularensis i C. burnetii w aspekcie badania ich
rezerwuarow zwierzecych (dziki i sarny) oraz wektorow (kleszcze). ktére pozwolity
na okreslenie wystgpowania tych czynnikéw w przyrodzie. Perspektywa tych prac
w odniesieniu do ochrony zdrowia ludzi i zwierzat jest obiecujaca i zacheca do
dalszych, ekspansywnych analiz srodowiska i przyrody pod katem zagrozen dla ludzi.
Prezentowane badania wnosza istotny wklad w doskonalenie metod identyfikacji
szczegolnie niebezpiecznych czynnikéw biologicznych, stwarzajac nowe mozliwosci
ochrony zdrowia czlowieka przed celowym atakiem bioterrorystycznym i naturalnymi

zrodlami zakazen mikrobiologicznych.
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S. Oméwienie pozostalych osiagnie¢ naukowo-badawczych (nie wchodzacych w sklad

osiagnig¢ naukowych, o ktorych mowa w art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14 marca 2003 r.
o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U.
nr 65. poz. 595 ze zm.)

Poza omowionym powyzej gtownym cyklem prac w latach 2009-2011 prowadzilam
rowniez badania, w zakresie realizacji zalozen projektu MNiSW, dotyczace wystepowania
zakazen hantawirusowych w rezerwuarze zwierzecym w aspekcie przypadkow zachorowan
u ludzi w wojewédztwie podkarpackim. Od 2004 roku Polska byla jednym z nielicznych
panstw, gdzie nie stwierdzono zakazen hantawirusowych. W maju 2004 r. rozpoznano
retrospektywnie zakazenie u jednej z pacjentek na Podkarpaciu. Prawdopodobne jest,
ze w pierwsze] dekadzie obecnego stulecia przypadkow zachorowan na gorgczke krwotoczna
z zespotem nerkowym HFRS moglo by¢ nawet 26. Byli to pacjenci Oddziatu Nefrologii
Wojewddzkiego Szpitala w Przemyslu z objawami niewydolnosci nerek i grypopodobnymi,
u ktorych nie wykonano jednak badan serologicznych. W wyniku wzmozenia nadzoru
sanitarnego wraz z diagnostyka serologiczng odnotowano po raz pierwszy w Polsce w latach
2007-2008 epidemie zakazen hantawirusowych w wojewodztwie podkarpackim. Powyzsze
dane epidemiologiczne sklonitly zespét ODiZZB wraz moim udzialem, pod nadzorem
dr. hab. Janusza Kocika. do poszukiwania czynnika etiologicznego zakazen hantawirusowych
W rezerwuarze zwierzecym na terenie objetym epidemia bowiem $rodowisko naturalne w tym

regionie moze by¢ miejscem endemicznego wystepowania hantawirusow: Puumala, Tula czy

18|Strona



Zalacznik 3a Agata Bielawska-Drozd

Dobrava-Belgrade. Zatozenia projektu dotyczyly oceny serologicznej pacjentéw z objawami
wskazujgcymi na zakazenia HFRS (wykryto 26% pozytywnych probek), a takze obejmowaty
odtéw drobnych gryzoni lesnych: myszy polnej — Apodemus agrarius. myszy lesnej —
Apodemus flavicollis, nornicy rudej — Myodes glareolus., nornika zwyczajnego — Microtus
arvalis, myszy domowej — Mus musculus jako potencjalnych gospodarzy hantawiruséw.
Wzrost zachorowan koreluje z wielkoscia populacji drobnych zwierzat lesnych $cisle
zwigzang z poprzedzajgca masywng produkcja pokarmu - owocdw i nasion w drzewostanie
debu 1 buka (lata ,.nasienne”). Cykl ten moze powtarzaé¢ sie co 2-4 lata. W badaniach
molekularnych z wykorzystaniem techniki real-time PCR zidentyfikowano po raz pierwszy
w Polsce obecnos¢ wirusow Puumala 1 Dobrava-Belgrade w s$rodowisku zwierzecym,
wykazujac korelacje z wystgpowaniem zakazen hantawirusowych u ludzi (zal. 4, 11.A.14,

11.D.38).

Kolejnym nurtem badan z moim wspoéludzialem w obszarze wirusologii byta analiza
epidemiologiczna grypy w sezonie 2011-2012 wsrdd zolnierzy Sil Zbrojnych RP. ich rodzin
i pracownikow cywilnych wojska na Mazowszu i Lubelszczyznie oraz oddzialu polskiego
misji pokojowej w Kosowie w Camp Bondsteel (KFOR) w ramach realizacji projektu
.ourveillance and Testing for pathogens etiological for respiratory infectious diseases
including Influenza strains with pandemic potential: Domestic and Deployed Sentinel
Network in Polish Armed Forces with epidemiological/laboratory capacity at the Military
Institute of Hygiene and Epidemiology, Warsaw & Pulawy, Poland” — projekt Global
Emerging Infections Surveillance and Response System (2011) Nr SSPE-CT-2005-022639.
GEIS umozliwit nadzér nad grypa i ostrymi infekcjami gornych drog oddechowych
grypopodobnych. W badaniach wykorzystano techniki biologii molekularnej (real-time PCR,
multiplex real-time PCR) 1 mikrobiologii klasycznej (hodowle, testy biochemiczne i in.),
za pomoca ktorych zidentyfikowano wirusy gléwnie z rodzajow Coronavirus, Rhinovirus
i Parainfluienza 1/2/3/4. Do najczgsciej izolowanych patogenéw bakteryjnych nalezat
Staphylococcus aureus, ktory wspolwystepowat z wymienionymi wirusami w odsetku 11,5%.
Zaobserwowano stosunkowo niski odsetek adenowirusow, jak i wirusa grypy A/H3 i B,
co w przypadku tych ostatnich moglo $wiadczy¢ o nabyciu przez spoteczenstwo naturalnej
opornosci ze wzgledu na epidemi¢ wirusem grypy A/HIN1 notowanej dwa sezony wczesniej
(sezon grypowy 2009-2010) (zal. 4, 11.A.16). W cyklu badan nad zakazeniem wirusem grypy
w ramach misji humanitarnej z inicjatywy WHO przeprowadzono dochodzenie

epidemiologiczne w zachodniej Ukrainie w sezonie grypowym 2009-2010. Badania
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przeprowadzono pod kierownictwem dr. hab. Janusza Kocika. Objely one grupe ludnosci
cywilnej w regionie Lwowa ze szczegdlnie ostra niewydolnoscig oddechowa. Materiatem
do badan z uzyciem technik multipleks real-time PCR w kierunku czynnikow etiologicznych
grypy i zakazen grypopodobnych byly popluczyny z jamy gardlowo-nosowej. Sekwencje
nukleotydowe specyficzne dla wirusa grypy typu A wykryto w ok. 50% prébek, a szczepem
dominujagcym okazal si¢ szczep typu A/HINI. Wyniki badafi zostaly umieszczone
w publikacji (zal. 4, 11.D.43).

Jednym z szerzej opracowanych, innych obszaréw mojej aktywnosci badawczej byla
nowatorska analiza ekspozycji srodowiskowej (zanieczyszczenia mikrobiologiczne) personelu
stuzb ratownictwa medycznego w wybranych szpitalach klinicznych Warszawy. Badania
przeprowadzono w ramach wieloletniego programu ,,Poprawa bezpieczenstwa i warunkow
pracy” koordynowanego przez Centralny Instytut Ochrony Pracy (CIOP). Material do badan
stanowily rézne stanowiska pracy stuzb ratownictwa medycznego, jak rowniez miejsca
potencjalnie wolne od zagrozen biologicznych — pomieszczenia biurowe, z ktorych probki
pobierano metodg wymazowa, odciskowa i przy uzyciu pobornikow powietrza: metods
pochlaniania bioaerozolu w cieczy (aparatem stacjonarnym Coriolis) oraz metodg filtracji
zelatynowej bioaerozolu (aparatem indywidualnym Button Sampler).

Wyniki oznaczen mikrobiologicznych w szpitalnych oddziatach ratunkowych (SOR)
i karetkach wykazaly podwyzszone ryzyko ekspozycji na szkodliwe czynniki. Dowodzg tego
wyizolowane mikroorganizmy z grupy czynnikow potencjalnie chorobotwérczych
z obecnoscia roznych fenotypdw opornosci na antybiotyki i alert patogenow. Poziom
zanieczyszczenia bakteryjnego powietrza w srodowisku szpitalnym wskazywal wyzsze
wartosci w stosunku do karetek oraz miejsc kontrolnych. Rozklad grup mikroorganizmow
w Srodowisku szpitalnym przy uzyciu pobornika stacjonarnego wykazal obecnosé
potencjalnie patogennych gronkowcow koagulazo-ujemnych prezentujagcych mechanizmy
opornodci na antybiotyki oraz paleczek niefermentujacych, wsréd ktérych wyizolowano
Acinetobacter baumanii cplx. Rozklad grzybow plesniowych obejmowal gatunki z rodzaju
Penicillium. Trichoderma 1 Aspergillus. Acinetobacter baumanii cplx oraz Aspergillus naleza
do czynnikow alarmowych wg. listy z zalacznika 1 Rozporzadzenia Ministra Zdrowia
z dn. 22 kwietnia 2005 roku (Dz.U. 2005 nr 81 poz. 716). Wykazano wysoki odsetek
patogenow alarmowych w probkach pochodzacych z korytarzy SOR (17,6%). a szczegdlnie
z sal chorych — 25%. W przypadku karetek w probkach powietrza wyizolowano 8,4% alert
patogendw obejmujacych koagulazo-ujemne gronkowce o fenotypie opornosci MRCNS

(Methicyllin-Resistant ~ Coagulase-Negative — Staphylococcus) 1 MLSg  (Macrolides,
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Linkosamide, Streptogramine gr. B). W przypadku miejsc kontrolnych dla prébek powietrza
nie wyizolowano zadnych patogenow alarmowych. Analiza jakosciowa bioaerozoli
bakteryjnych przy uzyciu pobornika indywidualnego wykazata, ze dominujgcymi okazaty sie
gronkowce koagulazo-ujemne, bakterie z rodzaju Micrococcus, Kocuria oraz Bacillus spp.
W probkach wymazowych 1 odciskowych pobranych w srodowisku szpitalnym réwniez
dominowaly paleczki niefermentujace ~ 10,3% (Acinetobacter spp., Stenotrophomonas
maliphila) 1 koagulazo-ujemne  szczepy bakterii z rodzaju  Staphylococcus.
Z kolei w srodowisku karetek grupa dominujacg okazaly si¢ z koagulazo-ujemne gronkowce
z mechanizmami opornosci na antybiotyki (MSp — Macrolides, Streptogramine gr. B),
MLSg onstt 0oraz  MRCNS. Réznica poziomu zanieczyszczen Szpitalnych Oddzialéw
Ratunkowych oraz karetek wobec pomieszczen biurowych wykazala rdznice istotnie
statystyczne.  Wyniki prac  zostaly umieszczone w cyklu trzech publikacji
(zal. 4, 11.A.21,22,24). Odrebng czescia projektu bylo rowniez badanie korelacji miedzy
zaburzeniami ukladu odpornosciowego pracownikow SOR i pracownikéw biurowych
a poziomem zanieczyszczenia mikrobiologicznego miejsc pracy. W badaniach wykazano
pozytywna korelacje fagocytozy u pracownikow biurowych, a zanieczyszczeniami
grzybiczymi badanych powierzchni przy jednoczesnej negatywnej korelacji u ratownikdw
medycznych, co mozna wyjasnia¢ prawidlowg kompetencjg ukfadu immunologicznego
u pracownikéw biurowych i domniemanymi zaburzeniami immunologicznymi u ratownikéw
medycznych. W kolejnym etapie badan wykazano wplyw zanieczyszczenia grzybiczego scian
1 podtog na poziom limfocytow NKT (CD3+16+56+), wykazujac dodatnig korelacje (zal. 4,
11.A.18,20).

W ramach projektu naukowo-badawczego NCBiR — ,,Mobilne laboratorium do poboru
probek srodowiskowych i identyfikacji zagrozen biologicznych” (2011-2014), Nr O ROB-
0031-01/ID31/1 bralam czynny udzial w walidacji systemu mikrofluidycznego
przeznaczonego do szybkiego wykrywania i identyfikacji czynnikéw biologicznych BMR,
obejmujgcych panel bakteryjny przeznaczonego do uzytku w laboratorium polowym.
W procesie optymalizacji warunkow reakcji real — time PCR w systemie mikrofluidycznym
dokonano wyboru sekwencji docelowych wybranych czynnikdéw bakteryjnych: Bacillus
anthracis, Burkholderia mallei/pseudomallei, Brucella melitensis, Coxiella burnetii,
Francisella tularensis Yersinia pestis. W drodze analizy molekularnej wybranych fragmentow
gendow czynnikéw biologicznych, przy wykorzystaniu genetycznych dostepnych baz danych
(NCBI, EMBL, KEGG itd.), programow internetowych BLAST oraz FASTA33, Primer 3
Plus, LightCycler Probe Design, Primer BLAST i ,,/n-silico PCR™ zaprojektowano wlasciwe
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startery 1 sondy molekularne. W badaniach zaproponowano wspdlng temperature
hybrydyzacji 60°C dla wszystkich par starterow i sond molekularnych, ustalajac wsp6lny
odczyt fluorescencji w kanale detekeji dla $wiatla o dtugosci fali 670 nm. Wyniki prac zostaly
przedstawione przez zespdl Profesora Rafata Walczaka (Politechnika Wroclawska)
na migdzynarodowej konferencji w San Antonio, USA (zal. 4, III B.31).

W ramach doskonalenia metod detekcji przetrwalnikow Bacillus anthracis bratam
rowniez czynny udzial w prestizowych éwiczeniach laboratoryjnych Joint Field Trials 5
Laboratory Test w Dugway Proving Ground w stanie Utah, USA. Doswiadczenie zdobyte
podczas ¢wiczen zostalo rowniez wykorzystane do opracowywania materialu nieznanego
pochodzenia zwigzanego z ,.incydentami kopertowymi z bialym proszkiem™ na potrzeby
MON w latach 2003-2015. Bratam rowniez aktywny udzial w tworzeniu laboratorium III
stopnia hermetycznosci w Osrodku Diagnostyki i Zwalczania Zagrozen Biologicznych BSL3
(Biosafety Level 3) w Putawach. Od 1998 do 2009 r. bralam czynny udzial jako wykonawca,
koordynator 1 kierownik zespolu w migdzynarodowych ¢wiczeniach laboratoryjnych
organizowanych przez NATO — SIBCRA (Sampling and Identification of Biological,
Chemical and Radiological Agents) w zakresie zdolno$ci do identyfikacji zakodowanych
probek o potencjale bioterrorystycznym. Jednym z cenniejszych osiaggnie¢ wpisanych
w dziatalnos¢ Zespotu Diagnostyki Molekularnej Pracowni Bakteriologii, kierowanego przeze
mnie w zakresie detekcji i identyfikacji czynnikow biologicznych BMR, bylo otrzymanie
100% bieglosci w diagnostycznej w 2009 r. Zdobyte doswiadczenia i bieglo$¢ diagnostyczna
utrzymywaly w gotowosci ODIiZZB na wypadek uzycia czynnikéw broni biologicznej
na terenie RP, w tym atakéw waglikowych.

Od 2010 r. zarzadzeniem dyrektora Wojskowego Instytutu Higieny i Epidemiologii
objetam stanowisko kierownika Pracowni Bakteriologii w Zaktadzie Epizootiologii
1 Zwalczania Zoonoz ODiZZB WIHIE. Jednym z waznych nurtow mojej aktywnosci w tym
czasie byla dzialalnos¢ w zakresie opracowywania schematéw szybkiej detekcji
1 identyfikacji czynnikéw BMR na potrzeby stuzb mundurowych oraz ewaluacji zdolnosci
wojskowych mobilnych jednostek rozpoznania biologicznego w ramach Obrony przed
Bronia Masowego Razenia (OPBMR). Na przetomie dwoch dekad mojej pracy w instytucji
wojskowej jako pracownika cywilnego wojska i Zolnierza zawodowego regularnie bralam
udzial w strategicznych dla Sit Zbrojnych WP przedsigwzieciach. Odbytam szereg szkolen
i C¢wiczen na rzecz obronnosci panstwa. w tym bylam zaangazowana w proces
zabezpieczania i certyfikacji biologicznego komponentu Wielonarodowego Batalionu

OPBMR 12. zestawu Sil Odpowiedzi NATO (SON) na poligonie w Drawsku w latach 2008

22|Strona



Zalacznik 3a Agata Bielawska-Droézd

i 2015. Cwiczenia obejmowaly przygotowanie pozoracji uzycia czynnikéw BMR wedtug
przyjetego scenariusza z zachowaniem wytycznych standarddw NATO (STANAG) celem
nabycia umiejetnosci pobierania i wykrywania czynnikéw biologicznych. W ramach
przygotowan do EURO 2012 uczestniczylam réwniez w ¢éwiczeniach doskonalacych
przygotowanie Zespoldéw Rozpoznania Biologicznego Wojskowych Osrodkow Medycyny
Prewencyjnej na wypadek sytuacji kryzysowych. Dzialalnos¢ te zwienczyly liczne
doniesienia na konferencjach krajowych 1 miedzynarodowych oraz dwa rozdzialy
w monografii: CBRN Security Manager Book (zal. 4, 11.D.45,46).

Pozostale moje prace opublikowane w czasopismach ze wskaznikiem wplywu
we wspolpracy z innymi autorami wpisujg si¢ w obszar badan nad: laseczka waglika,
mechanizmami zjadliwos$ci, hamowania infekcji oraz nowoczesnymi metodami leczenia
waglika 1 Brucella spp. (zal; 4, 11.A.13,17,25), przegladu mozliwych metod szybkiej detekc;ji
i identyfikacji czynnikéw biologicznych z grupy .,biothreat” przy uzyciu zaawansowanych
narzedzi inzynierii genetycznej (zal. 4, II.A.15,19), a takze oceny antybakteryjnej
aktywnosci peptydoéw jako alternatywy dla antybiotykoterapii (zal. 4, I1.D.40). Waznym
obszarem moich zainteresowan byly réwniez zagadnienia choréb zakaznych w aspekcie
rozwijajgce] si¢ globalizacji, jak i zmian warunkdéw klimatycznych (zal. 4, I1.D.39, ITA.12),
a takze opracowanie rekomendacji dla stuzby zdrowia — propozycji postepowania
w przypadku podejrzenia choréb zakaznych lub nosicielstwa czynnikéw chordb zakaznych
w kontekscie medycznych badan diagnostycznych u uchodzcow przybywajacych do Polski
z terenow Syrii i Erytrei (zal. 4, I1.D.44).

W ramach aktywnosci recenzenckiej wykonalam cztery recenzje dla czasopism
naukowych o zasiggu migdzynarodowym (Journal of Hydrology, Chiang Mai Journal
of Science, Thailand. Annals of Agricultural and Environmental Medicine, Letters in Applied
Microbiology).

Od 1997 r. jestem czlonkiem Polskiego Towarzystwa Mikrobiologow (PTM),
a od 2003 r. naleze do Krajowej Izby Diagnostow Laboratoryjnych (KIIDL) i posiadam
prawo wykonywania zawodu diagnosty laboratoryjnego (AA 04268).

Podczas swojej pracy naukowej otrzymalam dwa wyréznienia finansowane przez
komisje grantowa Federacji Europejskich Towarzystw Mikrobiologow (FEMS), w ramach
ktérych odbylam staze naukowe w Zakladzie Mikrobiologii Srodowiskowej Uniwersytetu
Hohenheim w Stuttgarcie, Niemcy, oraz wziglam udzial w migdzynarodowym szkoleniu

w Plymouth, Salisbury, Anglia, poSwigconym zagadnieniom waglika.
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W efekcie wspotpracy polsko-amerykanskiej w zakresie obrony przed bronig
biologiczng zostalam wyznaczona decyzjg Dyrekcji WIHIE do odbycia rocznego stypendium
naukowego w Instytucie Biologii Molekularmej i Medycyny Uniwersytetu w Scranton
(Pensylwania, USA), finansowanego przez DARPA (Defense Advanced Research Project
Agency). Zdobyte w Instytucie doswiadczenie w zakresie nowoczesnych metod biologii
molekularnej opartych na klonowaniu gendéw opornosci antybiotykowej oraz amplifikacji
sekwencji gendw przy wykorzystaniu roznych technik PCR (AFLP-PCR, rep-PCR, ERIC-
PCR, PFGE), a takze bioinformatycznej analizy sekwencji nukleotydowych staly sie
inspiracja do dalszej pracy naukowej przy opracowywaniu metod szybkiej detekcji
i identyfikacji szczegdlnie niebezpiecznych czynnikdéw biologicznych w Osrodku Diagnostyki
1 Zwalczania Zagrozen Biologicznych w Pulawach.

W latach 2008-2012 zostalam wyznaczona przez prof. dr hab. Michala Bartoszcze —
kierownika wieloletniego projektu badawczo-rozwojowego MON do koordynowania prac nad
projektowaniem metod diagnostyki molekularnej dla wykrywania czynnikdéw biologicznych
BMR. Pemitam réwniez role wykonawcy w dwoch projektach badawczo-rozwojowych
MNISW w ramach dzialalnosci statutowej, w jednym projekcie Narodowego Centrum
Badania i Rozwoju (NCBiR) oraz w trzech projektach konsorcjum miedzynarodowego,
w tym Europejskiej Agencji Obrony (EDA) i Globalnej Sieci Nadzoru Wylaniajgcych sie
Choréb Zakaznych Departamentu Obrony USA (GEIS - Global Emerging Infections
Surveillence). Bralam udziat jako wykonawca w realizacji licznych projektow naukowo-
badawczych finansowanych przez MON, MNiSW oraz ze srodkéw europejskich.

W latach 2011-2013 petnitam funkcje kierownika projektu badawczo-rozwojowego
Narodowego Centrum Nauki finansowanego przez MNiSW pt. "Badanie srodowiskowych
rezerwuarow goraczki Q na obszarze endemicznego wystepowania Coxiella burnetii”, ktory
przyczynit si¢ do powstania kilku cennych publikacji rozwijajacych zagadnienie poznania
naturalnych rezerwuaréw C. burnetii oraz szczegolowe] charakterystyki molekularnej
pozyskanych izolatow. Projekt zainspirowal mnie rowniez do podjecia badan w kierunku
analizy rezerwuardéw i oceny molekularnej bogatej kolekcji szczepow F. tularensis.

W ramach promocji nauki uczestniczytam w dwoch festiwalach nauki w Lublinie
w latach 2008 i 2009, w prezentacjach opartych na praktycznym pokazie mozliwosci
diagnostyki czynnikow niebezpiecznych przy uzyciu szybkich metod detekcji. W ramach
aktywnosci naukowej bylam czlonkiem komitetdéw organizacyjnych miedzynarodowych
konferencji naukowych, m.in. NATO Advance Research Workshop, International Conference

— Protection against Bioterrorism.
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W latach 2015-2016 pelnitam rol¢ promotora pomocniczego w przewodzie
doktorskim mgr. inz. Piotra Cieslika poswieconym charakterystyce molekularnej szczepow
F. tularensis. Pelnilam réwniez funkcje¢ opiekuna naukowego studentdw z kraju
1 zagranicznych, w tym w ramach programu Erasmus.

W zakresie dodatkowych aktywnosci pehitam funkcje Sekretarza Rady Naukowej
WIHIE (od 26 kwietnia 2018 r.). Bytam wspolautorka oceny eksperckiej wielu aktywnosci
dla potrzeb MON, w tym wspélorganizowania pierwszego laboratorium BSL3
w Polsce, przygotowywania Zespoldéw Rozpoznania Biologicznego jako podstawowych
komponentéw zdolnych do szybkiego rozpoznania zagrozen biologicznych na misji w Iraku
i w Afganistanie. Bralam czynny udzial w ocenie skutecznosci dzialan Zespotow
Rozpoznania Biologicznego i Laboratoriow Mobilnych podczas licznych miedzynarodowych
¢wiczen wojskowych.

Osiagnigcia naukowo-badawcze nie uwzgledniajgce osiggnie¢ zgodnych z art. 16 ust.

2 ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz stopniach
1 tytule w zakresie sztuki (Dz. U. nr 65, poz. 595 ze zm.) objely 14 prac oryginalnych, w tym
8 z moim wiodacym udzialem, 13 prac pogladowych i autorstwo 8 rozdzialéow w publikacjach
zwartych. Sumaryczny ISI wspotczynnik wplywu dla prac publikowanych w ramach
pozostatych osiagnie¢ naukowo-badawczych wynosil 15,278 IF z lgczng liczba punktéw
MNiSW: 363. Wyniki pracy prezentowatam na 34 konferencjach i sympozjach naukowych,
w tym 29 miedzynarodowych i 5 krajowych, wsrod ktorych na 8 wygloszone zostaly referaty.

Sumaryczny IF wedlug JCR (lacznie z rokiem opublikowania) wynosi 22,713.
Laczna liczba punktéw wedlug listy MNiSW wynosi 509. Aktualny index Hirscha z bazy
Web of Science z dn. 03.06.2019 r. wynosi 5. Liczba cytowan (bez autocytowan) — 56.
Indeks Hirscha z bazy Scopus z dn. 03.06.2019 r. wynosi 5. Liczba cytowan
(bez autocytowan) — 63. Potwierdzeniem punktacji prac naukowych jest zalaczona analiza
bibliometryczna publikacji przygotowana przez pracownika sekcji bibliometrii Centrum

Informacji w Bibliotece WUM dn. 03.06.2019 1.

Wykaz wszystkich moich publikacji, doniesien konferencyjnych oraz pozostale

dzialania skladajgce si¢ na moja aktywnos¢ naukowsg przedstawitam w zalgczniku 4.
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Zestawienie liczbowe osiagnie¢ naukowych:

Agata Bielawska-Drozd

Typ publikacji Przed uzyskaniem Po uzyskaniem Suma prac | IF

stopnia dr n. biol. stopnia dr n. biol.
W czasopismach znajdujacych - 13 oryginalnych 21 22,713
si¢ w bazie JCR 8 pogladowych
W czasopismach nieznajdujacych 5 oryginalnych 6 oryginalnych 17 -
si¢ w bazie JCR (w tym 2 w suplementach) 5 pogladowych

| pogladowa

Autorstwo rozdziatu w 2 rozdz. w j. angielskim | rozdz. w j. polskim 8 -
monografii 5 rozdz. w j. angielskim
Doniesienia konferencyjne 14 5 29 -
migdzynarodowe (w tym 2 ustne) (w tym 4 ustne)
Doniesienia konferencyjne 1 4 5 -
krajowe (w tym 2 ustne)
Ogoélem 23 57 80 22,713

Osmielam si¢ sugerowaé, ze moja wiedza z zakresu mikrobiologii srodowiskowe;j,
szczegolnie w dziedzinie czynnikéw biologicznych BMR oraz doswiadczen w planowaniu
1 prowadzeniu badan naukowych popartych przedstawionym dorobkiem publikacyjnym
i osiggnigciami badawczymi upowazniaja mnie do ubiegania si¢ o stopien doktora

habilitowanego nauk o zdrowiu.

Pf%\ﬁa Dielorsdo ~ Dnczd
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