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1. INFORMACJE PODSTAWOWE
1.1. Imie i nazwisko: ELZBIETA KARCZEWSKA

1.2. Posiadane dyplomy, stopnie naukowe z podaniem nazwy, miejsca i
roku ich uzyskania oraz tytutu rozprawy doktorskiej.

Dyplom magistra biologii: Uniwersytet Jagielloniski, Wydziat Biologii i Nauk o Ziemi,
1977.

Dyplom doktora nauk przyrodniczych: Akademia Medyczna im. Mikotaja Kopernika
w Krakowie na podstawie rozprawy doktorskiej pt: Patogenetyczne wtasciwosci szczepoéw
Escherichia coli wyosobnionych z z6tci. Promotor - prof. dr hab. med. Piotr Heczko. 1991.

Dyplom pierwszego stopnia specjalizacji w zakresie mikrobiologii: Wydziat Zdrowia
i Opieki Spotecznej, Urzad Miasta Krakowa, tytul. Mikrobiolog, 1988.

1.3. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach
naukowych.

1978-1979 Instytut Mikrobiologii Akademii Medycznej w Krakowie,
Zaktad Mikrobiologii
wolontariat

1979-1993 Instytut Mikrobiologii Akademii Medycznej w Krakowie,
Zaktad Mikrobiologii
mtodszy asystent, starszy asystent wyktadowca

1991-1992 Department of Medicine, University of California, Irvine zatrudnienie
w projekcie dotyczacym badan nad patogennoscia szczepoéw Helicobacter
pylori

1994-2001 Centrum Badan Mikrobiologicznych i Autoszczepionek w Krakowie
Asystent

1995-2001 Katedra Fizjologii, Wydziat Lekarski U] CM
asystent naukowo-techniczny

2001-2011 Zaktad Mikrobiologii Farmaceutycznej,
Wydziat Farmaceutyczny U] CM

Adiunkt
2011- Zaktad Mikrobiologii Farmaceutycznej,
do chwili Wydziat Farmaceutyczny U] CM
obecnej Starszy wyktadowca
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2. OSIAGNIECIE NAUKOWE STANOWIACE PODSTAWE HABILITAC]I

(art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule
naukowym (Dz.U. nr 65, poz. 595 ze zm.)

Diagnostyka i rekomendowane schematy leczenia zakazenia Helicobacter pylori wobec
problemu narastajacej opornosci szczepow na leki stosowane w terapii empiryczne;j.

2.1. Wykaz monotematycznego cyklu publikacji stanowiacych podstawe

P-1.

P-2.

P-3.

P-5.

P-6.

habilitacji

Karczewska E, Klesiewicz K, Nowak P, Sito E, Skiba I, Zwolinska-Wcisto M, Mach T,
Budak A. Empirical versus targeted treatment of Helicobacter pylori infections in
southern Poland according to the results of local antimicrobial resistance monitoring.
W: Bruna Maria Roesler, redaktor. Trends in Helicobacter pylori Infection.
Wydawnictwo Intech, Rijeka 2014, rozdz. 12, 321-347. [online]
http://cdn.intechopen.com /pdfs-wm /46485.pdf [dostep: 16 stycznia 20171.]

Praca oryginalna
Rozdzial Monografii Zagranicznej

Karczewska E, Klesiewicz K, Wojtas-Bonior I, Skiba I, Sito E, Czajecki K, Zwolinska-
Wocisto M, Budak A. Levofloxacin resistance of Helicobacter pylori strains isolated from
patients in southern Poland, between 2006-2012. Acta Pol Pharm. 2014, 71(3):477-
483. [online]

http://www.ptfarm.pl/pub/File/Acta Poloniae/2014/3/477.pdf [dostep: 16 stycznia
2017r.]

IF: 0,737; pkt. MNiSW: 15

Karczewska E, Klesiewicz K, Skiba I, Wojtas-Bonior |, Sito E, Czajecki K, Zwoliniska-
Wocisto M, Budak A. Variability in prevalence of Helicobacter pylori strains resistant to
clarithromycin and levofloxacin in Southern Poland. Gastroenterol Res Pract. 2012,
Article ID 418010, 7 pages. [online]
https://www.hindawi.com/journals/grp/2012/418010/ [dostep: 16 stycznia 2017r.]

IF: 1,615; pkt. MNiSW: 15

Karczewska E, Wojtas-Bonior I, Sito E, Zwolinska-Wcisto M, Budak A. Primary and
secondary Helicobacter pylori resistance to clarithromycin, metronidazole, amoxicillin
and levofloxacin in the southern part of Poland. Pharmacol Rep. 2011, 63(3):799-807.
[online] http://www.if-pan.krakow.pl/pjp/pdf/2011/3 799.pdf [dostep: 16 stycznia
2017r.]

IF: 2,445; pkt. MNiSW: 25

Karczewska E, Woijtas I, Sito E, Trojanowska D, Budak A, Zwolinnska-Wcisto M, Wilk A.
Assessment of co-existence of Helicobacter pylori and Candida fungi in diseases of the
upper gastrointestinal tract. ] Physiol Pharmacol. 2009, 60(Suppl 6):33-39. [online]
http://www.jpp.krakow.pl/journal/archive/12 09 s6/pdf/33 12 09 s6 article.pdf
[dostep: 16 stycznia 2017r.]

IF: 1,489; pkt. MNiSW: 24

Konturek SJ, Starzynska T, Konturek PC, Karczewska E, Marlicz K, Lawniczak M,
Jaroszewicz-Heigelman H, Bielanski W, Hartwich A, Ziemniak W, Hahn EG. Helicobacter
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https://www.hindawi.com/journals/grp/2012/418010/
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http://www.jpp.krakow.pl/journal/archive/12_09_s6/pdf/33_12_09_s6_article.pdf
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pylori and CagA status, serum gastrin, interleukin-8 and gastric acid secretion in gastric
cancer. Scand ] Gastroenterol 2002, 37(8):891-8.

IF: 1,847; pkt. MNiSW: 10

P-7. Karczewska E, Konturek JE, Konturek PC, Czesnikiewicz M, Sito E, Bielanski W,
Kwiecien N, Obtutowicz W, Ziemniak W, Majka ], Hahn EG, Konturek SJ. Oral cavity as a

potential source of gastric reinfection by Helicobacter pylori. Dig Dis Sci. 2002,
47(5):978-86.

IF: 1,438; pkt. MNiSW: 9

Analiza bibliometryczna w/w prac, przeprowadzona przez Biblioteke Medyczna U] CM
(zdn. 22.10.2016 r.) wedlug listy Journal Citation Reports zgodnie zrokiem
opublikowania, wykazala nastepujaca faczna ich punktacje (Zal. 7, 8):

Sumaryczny Impact Factor = 9,571
Punkty KBN/MNiSW = 98

Badania naukowe opisane w publikacjach stanowigcych podstawe habilitacji prowadzone
byly w oparciu o $rodki finansowe uzyskane z grantéw Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa
Wyzszego, [K/PBW/000768 (NN404547640 2011), 4P05B050B], a takze w ramach projektow
finansowanych ze sSrodkéw Uczelni (badan wtasnych i programu statutowego). We wszystkich
wymienionych bytam kierownikiem (Zat 4, cz.II, pkt G ). W pracach od 1-4 bytam autorem
korespondujacym.

Udziat wlasny w powstanie kazdej pracy wchodzacej w monotematyczny cykl publikacji
stanowiacych podstawe habilitacji zostat szczegétowo opisany w Zal. 4, cz. I.

Do wniosku o wszczecie postepowania habilitacyjnego zatgczono o§wiadczenia wspétautoréw
wszystkich prac wchodzacych w sktad monotematycznego cyklu publikacji, okreslajace
indywidualny wktad kazdego z nich w jej powstanie (Zat. 6).

2.2. Wprowdzenie w tematyke badawcza, omodwienie celu naukowego
oraz osiagnietych wynikéw przedstawionych w pracach zgltoszonych
do postepowania habilitacyjnego

2.2.1. Wprowadzenie w tematyke badawcza prac zgloszonych do
postepowania habilitacyjnego.

W 2005 roku Barry J. Marshall i Robin ]. Warren otrzymujg nagrode Nobla w dziedzinie
fizjologii i medycyny. Nagroda zostata przyznana za udowodnienie zwigzku odkrytych przez
nich bakterii Helicobacter pylori (H. pylori) z zapaleniem btony $luzowej zotadka i chorobg
wrzodowg. Wyniki swoich badan publikujg w czasopi$mie Lancet w 1984 roku, w pracy pt.
Unidentified curved bacilli in the stomach of patients with gastritis and peptic ulceration. Od tej
pory zaczyna sie mowi¢ o bakteryjnym podtozu choroby wrzodowej zotadka i dwunastnicy.

Jednoczes$nie upada koncepcja fizjologa Karola Schwarza zaktadajaca, ze owrzodzenie btony
Sluzowej zotadka jest wytgcznie wynikiem zaburzenia wzajemnej réwnowagi pomiedzy
czynnikami agresji w postaci zwiekszonej ilosci kwasu solnego lub pepsyny, ktore uszkadzajg
btone $luzowa, a jej zdolnoSciami ochronnymi, czyli barierg §luzéwkowa. Schwarz wiedziat, ze
wydzielany w zotadku kwas solny nie tylko bierze udziat w trawieniu, ale produkowany
w nadmiarze pod wplywem stresu moze by¢ przyczyna uszkodzen btony $luzowe;,
a w konsekwencji wrzodu trawiennego. Byl autorem teorii “no acid, no ulcer” czyli ,nie ma
wrzodu bez kwasu”. Powstawanie choroby wrzodowej taczono wiec gtéwnie z nadmiernym
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wydzielaniem kwasu zotgdkowego. Teoria stresowo-kwasowej etiologii wrzodu trawiennego
utrzymywata sie blisko 70 lat, mimo iZ nie potrafiono wyjasni¢ dlaczego u pewnych oséb
z chorobg wrzodowa wykrywa sie prawidtowa ilos¢ wydzielanego kwasu, a przy jego
zwiekszonym wydzielaniu nie zawsze dochodzi do powstania wrzodu. Samoistne gojenie sie
wrzoddw, jak réwniez czesta ich nawrotowos¢ to takze problemy, ktére pozostawaty wéwczas
bez wyjasnienia.

Bariere $luzéwkowa zapewnia $luz wytwarzany przez komdrki nabtonka, fosfolipidy,
prostaglandyny oraz obfity przeptyw krwi przez blone $luzowa. Zaburzenie réwnowagi
pomiedzy czynnikami obronnymi (protekcyjnymi) a czynnikami agresywnymi prowadzi do
uszkodzenn btony S$luzowej, nadzerek i wrzodéw. Do czynnikéw agresywnych, poza
pobudzajacymi wydzielanie kwasu solnego (gastryna, histamina uktad cholinergiczny), zalicza
sie pepsyne, wolne rodniki tlenowe, niesterydowe leki przeciwzapalne (NLPZ), kwasy zo6tciowe
oraz drobnoustroje takie jak H. pylori, wirus cytomegalii, czy grzyby. Uszkodzenie bariery
Sluzéwkowej odgrywa wiec istotng role w powstawaniu owrzodzen. Obecnie sposréd wielu
czynnikéw bioracych udziat w etiologii choroby wrzodowej najczeSciej wymienia sie H. pylori i
NLPZ.

U wszystkich zakazonych, H. pylori wywotuje przewlekte zapalenie blony $§luzowej zotgdka typu
B. Zmiany zapalne moga prowadzi¢ do atrofii i metaplazji nabtonka oraz spadku wydzielania
soku zZoladkowego. W konsekwencji zmian morfologicznych moze dochodzi¢ do choroby
wrzodowej zotadka i dwunastnicy oraz, rzadziej, raka zoladka. H. pylori przez dlugotrwala
stymulacje uktadu immunologicznego moze takze indukowaé rozwoj chtoniaka typu MALT
(mucosa-associated lymphatic tissue). Jednak uwiekszo$ci zakazonych poza zmianami
histologicznymi o typie przewlektego zapalenia, nie dochodzi do zmian w czynno$ci Zotadka.
Jedynie u okoto 15% zakazonych rozwija sie wrzdéd trawienny (u 90% wrz6d dwunastnicy,
natomiast u 70% wrzéd Zotadka), a u 2% moze doj$¢ do rozwoju raka zotadka. Do czasu
wykrycia zwigzku pomiedzy choroba wrzodowg azakazeniem H. pylori, leczenie wrzodow
polegato na stosowaniu $rodkéw silnie hamujacych wydzielanie zotadkowe, takich jak inhibitory
pompy protonowej (PP, ang. proton pump inhibitor) czy antagonisci receptoréw histaminowych
H2, ktére skutecznie goily wrzody, ale nie eliminowaly infekcji. Dopiero odkrycie Warrena
i Marshalla potwierdzito zwigzek pomiedzy H. pylori a choroba wrzodowsg, co przyczynito sie do
wprowadzenia lekéw przeciwbakteryjnych w terapii wrzodéw. Poniewaz potwierdzono, Ze
skuteczno$¢ eradykacji w wyniku stosowania jednego leku jest niska, zaczety pojawiac sie rézne
propozycje terapii wielolekowe;j.

Opracowaniem metod skojarzonego leczenia farmakologicznego zakazen H. pylori zajmuje sie
grupa miedzynarodowych ekspertow (EHSG - European Helicobacter Study Group) oraz grupy
robocze Wytyczne obowigzujace w Europie, dotyczace diagnostyki i leczenia zakazenia H. pylori,
sg publikowane jako Maastricht Consensus Report. W Polsce obowiazuja zalecenia Grupy
Roboczej Polskiego Towarzystwa Gastroenterologii (PTG-E).

Polskie rekomendacje opracowywane przez Grupe Robocza PTG-E dziatajaca od 1994 roku byty
pierwszymi w Europie oraz drugimi na $wiecie po wytycznych amerykanskich. Zostaty
opublikowane w 1996 roku. Nastepne cztery polskie uzgodnienia dotyczgce postepowania
w zakazeniu H. pylori pochodzg z roku 2000, 2004, 2008 i 2014.

Europejskie zalecenia EHSG publikowane byty kolejno w latach 1997, 2000, 2005, 2012 i 2016
(sierpien).

Aktualnie w Polsce powinny by¢ stosowane zalecenia Grupy Roboczej PTG-E z 2014 roku oraz
najnowsze rekomendacje europejskie EHSG z 2016 roku. Badania przedstawione w publikacjach
stanowiacych osiggniecie naukowe prowadzone byty zgodnie z obowigzujacymi w danym czasie
rekomendacjami PTG-E i EHSG.
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Za najbardziej skuteczne postepowanie terapeutyczne, ktére daje najwyzszy odsetek eradykaciji
H. pylori uwaza sie 10 lub 14 dniowa empiryczng terapie skojarzona, obejmujaca dwa
antybiotyki lub antybiotyk i jeden z chemioterapeutykéw w potaczeniu z lekiem zmniejszajacym
wydzielanie kwasu solnego w Zotadku (Inhibitor Pompy Protonowej-IPP, antagonisci
receptoréw histaminowych H2) i/lub sole bizmutu dziatajgce cytoprotekcyjnie, chronigce btone
$luzowq zotadka.

Dotychczas rekomendowane schematy leczenia zakazenia H. pylori zawierajg trzy grupy lekow.
Leki przeciwbakteryjne (antybiotyki i chemioterapeutyki), antysekrecyjne (inhibitory pompy
protonowej-IPP lub antagonisci receptoréw histaminowych H2) oraz leki cytoprotekcyjne (sole
bizmutu). Zalecane modele leczenia zostana przedstawione w omoéwieniu wynikéw badan
zawartych w pracach zgtoszonych do postepowania habilitacyjnego.

Rekomendowane leki o dziataniu antybakteryjnym to klarytromycyna, metronidazol,
amoksycylina, tetracyklina, lewofloksacyna i rifabutyna. Wykazuja dobrg dyspersje w zotadku
i dwunastnicy, posiadaja zdolno$¢ penetracji do warstwy $luzu oraz absorpcji do btony $luzowej
zotadka.

Stale narastajaca oporno$¢ H.pylori na stosowane w terapii zakaZzenia antybiotyki
i chemioterapeutyki, stanowi powazny problem terapeutyczny wymagajacy ciggtego
monitorowania, celem doboru odpowiedniego schematu leczenia przeciwbakteryjnego.
Znajomo$¢ czesto$ci wystepowania pierwotnej i wtérnej opornosci szczepdw H. pylori na leki
przeciwbakteryjne w danym kraju czy regionie, decyduje o ich zastosowaniu w leczeniu
zakazenia. Jednym z najwazniejszych czynnikow wplywajacych na skuteczno$¢ leczenia jest
wiec wrazliwo$¢ bakterii na stosowane leki.

Gwarancja skutecznej eradykacji zakazenia H. pylori jest dobdér odpowiedniej metody
diagnostycznej potwierdzajacej i identyfikujacej zakazenie oraz zastosowanie odpowiedniego
modelu leczenia, z uwzglednieniem wyniku monitorowania opornoséci H. pylori na leki w danym

regionie.

W 1994 roku Internal Agency for Research in Cancer przy Swiatowej Organizacji Zdrowia uznaje
H. pylori za karcinogen klasy 1. Od tej pory H. pylori wymienia sie takze jako jeden z czynnikow
bioracych udzial w powstawaniu raka zZotadka. Dzisiaj wiemy juz, Ze silnie immunogenna
proteina CagA, (ang.cytotoxin associated protein A, 120-145 kDa), kodowana przez gen cagA
znajdujacy sie w obszarze wyspy patogennosci PAl (ang cytotoxin associated gene A
pathogenicity island), produkowana przez okoto 50-60% szczepéw H. pylori, moze oddziatywac
na procesy fizjologiczne komorek gospodarza, co skutkuje powstawaniem zmian atroficznych,
a w konsekwencji doprowadza do rozwoju choroby nowotworowej. Cechy onkogenne proteiny
CagA zostaty potwierdzone w badaniach prowadzonych na modelu zwierzecym (2008r.)

Odkrycie H. pylori oraz poznanie patomechanizmu zakazenia stworzyto nadzieje na mozliwos¢
skutecznego leczenia choroby wrzodowej zotagdka i dwunastnicy. Minimalnie zwiekszyto takze
szanse na walke z rakiem zotadka poprzez eradykacje wczesnego zakazenia.

2.2.1.1. Cel naukowy badan przedstawionych w pracach zgloszonych do
postepowania habilitacyjnego

Celem prowadzonych badan byto:

e Opracowanie procedury badania mikrobiologicznego bioptatu pobranego z btony
$luzowej zotagdka oraz materiatu pobranego z kieszonek dzigstowych w kierunku izolacji
iidentyfikacji H. pylori. Badane materiaty Kkliniczne pochodzity od pacjentéw
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z chorobami gérnego odcinka przewodu pokarmowego, atakze od pacjentéw
z chorobami przyzebia.

PowyZsze badania rozpoczetam, kiedy w Polsce nie bylo zdefiniowanej, rutynowej
diagnostyki zakazenia H pylori. Badania daty mi podstawe do wprowadzenia w przysziej
dziatalno$ci naukowej, prawidtowej identyfikacji zakazenia na podstawie badania
mikrobiologicznego materiatéw klinicznych.

e Badanie obecnosci H. pylori w jamie ustnej i proba odpowiedzi na pytanie, czy jama
ustna moze by¢ Zréddiem reinfekcji Zotadka. Badania te byly szczegdlnie istotne dla
poznania epidemiologii zakazenia H. pylori oraz w poszukiwaniu rezerwuaru iZrodet
zakazenia.

o Identyfikacja szczepéw patogennych H. pylori, produkujacych silnie immunogenng
proteine CagA (ang. cytotoxin associated protein A) i wakuolizujaca toksyne VacA (ang.
vacuolating cytotoxin A), przy uzyciu metod serologicznych i genetycznych.

Badania podjeto w celu ewentualnego zastosowania tej metody w przypadku kazdego
potwierdzonego zakazenia H. pylori, poniewaz osoby zakaZone szczepami patogennymi
typu CagA+, VacA+, znajduja sie w grupie ryzyka rozwoju zmian nowotworowych
zotadka w przysztosci.

e Opracowanie wtasnej, nieinwazyjnej metody oznaczania obecnosci przeciwciat IgG anty-
CagA w surowicy i S$linie, przy uzyciu immunoenzymatycznego testu ELISA,
z zastosowaniem jako antygenu rekombinowanego biatka CagA, ktére otrzymatam od dr.
Harry’ego Kleanthousa z OraVax Inc. (Cambridge, MA, USA).

Test byt jedng z metod posredniej identyfikacji szczepéw H. pylori CagA+, na podstawie
wykrywanych przeciwciat anty-CagA w badanej surowicy pacjenta, zakaZonego
szczepem H. pylori CagA+ .

Obecnie dostepne sa juz komercyjne testy wykrywajace przeciwciata anty-CagA
w badanej surowicy.

Dodatni wynik testu potwierdzajacy obecnos$¢ przeciwciat anty-CagA w surowicy
pacjenta, jest bardzo wazng informacjg Kkliniczng pomocng dla lekarza w dalszej
diagnostyce oraz przed przystapieniem do eradykacji zakazenia

Znaczenie patogennych szczepdw H. pylori, zwtaszcza typu (CagA+) w patomechanizmie
zakazenia, uzasadnia celowo$¢ dazenia do zwalczania tych zakazen.

e Wprowadzenie do badan wiasnych oznaczania lekowrazliwos$ci szczepéw H. pylori.

Nalezy zaznaczy¢, ze antybiogram dla szczepow H. pylori nie byt wéwczas wykonywany
w rutynowej diagnostyce mikrobiologiczne;j.

Test lekowrazliwo$ci umozliwial zastosowanie terapii celowanej, zgodnej z wynikami
antybiogramu, co w przypadku zakazenia szczepami opornymi na rekomendowane leki,
w wiekszo$ci przypadkéw gwarantowato dobry efekt terapeutyczny. Wprowadzony
pozniej iloSciowy test lekowrazliwosci zuzyciem paskéw nasyconych lekiem
w gradiencie stezen (E-test), wyznaczajgcy warto$¢ minimalnego stezenia hamujgcego
wzrost drobnoustroju (MIC - ang. minimal inhibitory concentration), umozliwit
monitorowanie narastania lekoopornos$ci szczepow H.pylori na antybiotyki
i chemioterapeutyki stosowane w leczeniu zakazenia.

e Monitorowanie zakazen o etiologii H. pylori w Matopolsce oraz monitorowanie
narastania oporno$ci szczep6éw na leki stosowane w terapii empirycznej zakazenia wg
obowiazujacych rekomendacji EHSG (ang. European Helicobacter Study Group) i PTG-E
(Polskie Towarzystwo Gastroenterologiczne).
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Badania prowadzone byly w celu obserwacji zmian profilu lekowrazliwosci H. pylori
w ciggu kilkunastu lat, co umozliwiatlo dokonanie wyboru prawidtowego modelu
leczenia warunkujacego eradykacje zakazenia.

e Wzwigzku z cigglym narastaniem opornos$ci szczepéw H. pylori na leki zalecane
w terapii empirycznej, celem badan bylo takZze wuzasadnienie ewentualnego
wprowadzenia  antybiogramu przed zastosowaniem = pierwszego leczenia,
z uwzglednieniem aktualnych wynikéw monitorowania opornosci H. pylori na leki w
danym regionie. Wedlug zalecen PTG-E oraz Raportu Maastricht, badanie
mikrobiologiczne iantybiogram nalezy wykona¢ dopiero po dwukrotnym
niepowodzeniu terapii, w celu prowadzenia dalszego leczenia zgodnie z wynikami testu
lekowrazliowo$ci.

Przedstawione powyzej cele prowadzonych badan naukowych, realizowatam od kilkunastu lat
a ostatni z nich czyli monitorowanie narastania opornosci szczepéw H. pylori na leki stosowane
w terapii zakazenia kontynuuje. Przedstawienie wynikéw badan uzyskiwanych na przestrzeni
dtuzszego okresu czasu daje czytelny obraz dotyczacy ksztattowania sie udzialu zakazenia
w danej populacji czy tez oceny dynamiki narastania lub spadku opornosci na leki w danym
regionie, w tym przypadku w rejonie Matopolski. W zwigzku z tym wyniki badan przedstawione
w cyklu siedmiu publikacji stanowigcych podstawe habilitacji omawiane beda od pracy
najstarszej czyli P-7. Publikacja wynikow monitorowania byta i jest wazng informacjg dla
lekarzy z tego regionu dotyczaca m.in. wylgczenia z empirycznego leczenia zakazenia H. pylori
klarytromycyny gdyz ilo$¢ szczepow opornych na ten lek w Matopolsce przekracza 20%.

Wobec powyzszego problemu, w cyklu publikacji zgtoszonych do postepowania habilitacyjnego
znajduja sie takze dwie starsze prace, ktére pozwola na ocene rozwoju diagnostyki zakazenia
H. pylori oraz monitorowania lekoopornosci szczepdw, na przestrzeni kilkunastu lat.

Zakres przeprowadzonych badan obejmowat:

e Diagnostyke zakazenia H. pylori.
v Badanie mikrobiologiczne, antybiogram
v/ Badania serologiczne
v' Badania genetyczne

o Identyfikacje patogennych szczepéw szczepéw H. pylori, wyznaczenie ewentualnych
markeréw zakazenia.

e Badania epidemiologiczne.

e Monitorowanie zakazen o etiologii H. pylori w Matopolsce oraz monitorowanie dynamiki
narastania oraz spadku opornosci szczepéw na leki stosowane w terapii empirycznej,
prowadzonej wg obowigzujacych w danym czasie rekomendacji EHSG i PTG-E.

Badania przedstawione w cyklu prac stanowigcych podstawe habilitacji prowadzone byly
wramach réznych projektéw badawczych i uzyskaly zgode Kkomisji bioetycznej.
Wszystkie osoby biorace udzial w badaniach wyrazily pisemna i Swiadoma zgode na ich
przeprowadzenie.

Procedura badania mikrobiologicznego i hodowli szczepéw H. pylori oraz wykonanie
antybiogramu metoda iloSciowa z zastosowaniem plastikowych paskéw nasyconych
antybiotykiem w gradiencie steZen (E-test ) zostala opisana w pracy P-4.

Badania prowadzono kazdorazowo wobec szczepu wzorcowego H. pylori ATCC 43504.
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2.2.1.2. Omoéwienie osiagnietych wynikéw badan przedstawionych w pracach
zgloszonych do postepowania habilitacyjnego

P-7. Karczewska E, Konturek JE, Konturek PC, Cze$nikiewicz M, Sito E, Bielanski W, Kwiecien
N, Obtutowicz W, Ziemniak W, Majka ], Hahn EG, Konturek SJ. Oral cavity as a potential
source of gastric reinfection by Helicobacter pylori. Dig Dis Sci. 2002, 47(5):978-86.

IF: 1,438; pkt. MNiSW: 9

Wprowadzenie

Pomimo, iz bakterie H. pylori wyizolowano z materiatu klinicznego okoto 35 lat temu, to jednak
patomechanizm zakazenia, przyczyny reinfekcji, czy drogi przenoszenia bakterii nadal nie sa do
konica poznane. Wymienia sie droge zakazenia oralno-oralng, fekalno-oralng i gastryczno-oralng
(1). Wykrycie obecnos$ci bakterii w kale, Sciekach i wodzie pitnej potwierdza hipoteze fekalno-
oralng (2). Mozliwo$¢ wstecznej transmisji bakterii zZoladka do jamy ustnej, gdzie moze
dochodzi¢ do kolonizacji ptytki nazebnej idzigstowej, potwierdza natomiast hipoteza
gastryczno-oralna (3, 4, 5). Istnieja takze badania sugerujace, ze H. pylori nalezy do fizjologicznej
flory jamy ustnej Zyjac w komensalizmie z gospodarzem (6, 7). Pozostaje to w sprzecznoSci
z cze$ciej wysuwang hipotezg, ze obecnos$¢ tych bakterii w jamie ustnej moze by¢ spowodowana
refluksem zotgdkowo-przetykowym, czy regurgitacja. Nasuwa sie wiec pytanie, czy jama ustna
jest pierwotnym rezerwuarem H. pylori, z ktérego nastepuje transmisja i kolonizacja dalszych
odcinkéow przewodu pokarmowego, miejscem przejSciowym zasiedlania i tymczasowej
transmisji, czy tez wtéornym rezerwuarem powstajacym podczas trwajacej choroby refluksowe;j.

Wszystko, co do tej pory wiemy na temat H. pylori potwierdza, Ze btona $luzowa Zotadka jest
nisza ekologiczng dla tej bakterii (8). Dowody potwierdzajace przezywanie H. pylori poza
zotagdkiem sg bardzo nieliczne. Badanym przez wiele juz lat Zrédlem zakaZenia jest woda pitna
i biofilm bakteryjny, ale nadal obecno$¢ tych bakterii nie zostata potwierdzona w hodowli
i badaniu mikrobiologicznym prébek wody czy biofilmu (9). Hipotetycznie H. pylori moze sie
dostawa¢ do przewodu pokarmowego ze Srodowiska zewnetrznego przez jame ustng,
stanowiaca gtéwne wrota transmisji bakterii do dalszych odcinkéw przewodu pokarmowego,
ale drobnoustroje obecne w jamie ustnej moga takze stanowi¢ zagrozenie dla drugiego
cztowieka. Zrédtem zakazenia moze byé¢ wiec w tym przypadku $lina lub przedmioty, ktére
miaty kontakt ze $ling (10).

Poniewaz jama ustna jest ekosystemem zasiedlanym przez wiele réznych gatunkéw bakterii,
potwierdzenie obecnosci H. pylori w hodowli, w materiale takim jak $lina czy kamien nazebny
sprawia wiele trudnosci. H. pylori nalezy do bakterii wybrednych i wymagajacych. R6znorodnos¢
metod prowadzenia hodowli, identyfikacji bakterii oraz réznych grup badanych, moze
ttumaczy¢ rozbiezno$ci w wynikach prezentowanych przez rézne osrodki naukowe. Najwiekszg
czutos¢ wykazuje test oparty na reakcji tancuchowej polimerazy (PCR) oraz jego modyfikacja,
nested-PCR wykrywajgcy w $linie i bioptatach btony $luzowej zotadka geny 16S rRNA (11, 12,).

Kolonizacja populacji ludzkiej przez H.pylori jest procesem skomplikowanym, o réznych
drogach transmisji bakterii, a w zwigzku z tym, réznych zrédtach zakazenia, wpltywajgacych na
poziom rozpowszechnienia bakterii (13, 14, 15). Za gtéwng droge transmisji uwaza sie jednak
zakazenie przenoszone bezposrednio z cztowieka na cztowieka (16).

Do momentu odkrycia H.pylori badania patogenezy wrzodu trawiennego nie wyjasniaty
przyczyn jego nawrotowos$ci. Poznanie chorobotwoérczo$ci tych bakterii iich roli
w patomechanizmie zakazenia, zmianach w wydzielaniu Zotagdkowym i epidemiologii, czeSciowo
wyjasnity ten problem. W wielu badaniach zaczeto udowadniac teze, ze obecno$¢ H. pylori
w jamie ustnej zwieksza ryzyko reinfekcji (17). Stomatolodzy podkres$laja zwigzek zlej higieny
jamy ustnej z zakazeniem H. pylori i sktonnoscig do reinfekcji Zotadka. Obecnos$¢ bakterii w jamie
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ustnej nie musi jednak stanowi¢ dowodu na to, Ze jama ustna jest rezerwuarem zakazenia dla
dalszych czesci przewodu pokarmowego, mimo iz wiadomo, ze bakterie te do przewodu
pokarmowego dostaja sie ze srodowiska zewnetrznego wtasnie przez jame ustna.

Cel badan

e Wprowadzenie badania mikrobiologicznego bioptatéw btony $luzowej zotadka
pobranych podczas gastroskopii, do monitorowania zakazen H.pylori , na terenie
Matopolski

e Wyb6r metody diagnostycznej przydatnej w monitorowaniu skuteczno$ci leczenia
zakazenia H. pylori

e Poniewaz w badaniach uzywano roéznych metod diagnostycznych identyfikujacych
zakazenie H. pylori, podjeto prébe ich poréwnania i oceny wobec nieinwazyjnego testu
oddechowego (UBT, ang. Urea Breath Test) stanowigcego ztoty standard diagnostyczny,
czyli metode referencyjna bedacg punktem odniesienia dla innych uzywanych testow.

e Badanie obecnosci H. pylori w jamie ustnej i préoba odpowiedzi na pytanie, czy jama
ustna moze by¢ Zrédtem reinfekcji Zotadka.

e Skoro jama ustna stanowi wrota zakazenia, badania miaty takze da¢ odpowiedZ na
pytanie, czy $lina moze by¢ materiatem diagnostycznym stuzacym do wykrywania
infekcji H. pylori, biorac pod uwage, ze wykrywanie przeciwciat IgA w S$linie to test
nieinwazyjny, mogacy mie¢ zastosowanie w diagnostyce zakazenia w populacji dzieci.

Omodwienie wynikéw

Badania prowadzono w grupie 329 pacjentéw z objawami dyspepsji, w przedziale wiekowym
31-60 lat. W badaniu gastroskopowym i histologicznym potwierdzono zapalenie btony $luzowe;j
zotadka (N=257), wrzody Zotadka (N=15) i wrzody dwunastnicy (N=57).

W kazdym przypadku podczas gastroskopii pobierano bioptaty btony Sluzowej zotadka z cze$ci
odzwiernikowej i trzonu w celu wykonania badania mikrobiologicznego w kierunku obecno$ci
H. pylori. Bioptaty pobierano takze w celu identyfikacji zakazenia w szybkim te$cie ureazowym
(test CLO) oraz do badan genetycznych zuzyciem metody PCR dla potwierdzenia gendéw
kodujacych 16S rRNA.

Jednoczes$nie od kazdego pacjenta pobierano materiat z kieszonek dzigstowych i $line w celu
wykonania badania mikrobiologicznego oraz potwierdzenia obecnos$ci przeciwciat IgA anty-
H. pylori w nadsaczu odwirowanej $liny.

Dodatkowo dla materiatu z kieszonek dzigstowych oraz bioptatéw pobranych przed ipo
leczeniu od 30 sposrod badanych pacjentéw, wykonano badanie genetyczne PCR - 16S rRNA.
Badania genetyczne wykonane zostaly w University of Erlangen-Nuremberg w Niemczech
w ramach wspétpracy naukowe;.

W surowicy krwi pobranej od pacjentow badano obecnos$¢ przeciwciat IgG anty-H. pylori przy
uzyciu immunoenzymatycznego testu ELISA, (EIAGEN HP IgG test, Clone Systems, Wtochy).

Przeciwciata IgG anty-CagA w surowicy oznaczano za pomocg wystandaryzowanego testu ELISA
(wg Perez-Perez) z modyfikacja wtasng, uzywajgc jako antygenu rekombinowanego biatka
rCagA otrzymanego od dr. H. Kleanthousa z OraVax Inc. Cambridge, MA, USA.

U wszystkich badanych os6b aktualnie toczaca sie infekcje H. pylori wykrywano szybkim,

nieinwazyjnym, ureazowym testem oddechowym C13UBT (Urea Breath Test). Zakazenie
potwierdzono u 276/329 pacjentow, co stanowi 83,9% badanych os6b.
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Pacjenci z potwierdzonym zakazeniem H. pylori otrzymywali siedmiodniowg terapie trojlekowa
(omeprazol, klarytromycyna, metronidazol).

Cztery tygodnie po zakoniczonym leczeniu 164 sposrod 276 pacjentéw odbylo kontrolng wizyte
lekarska iotrzymato zalecenie powtérzenia testu oddechowego UBT wraz z powtérnym
badaniem wszystkich materiatéw pobranych z jamy ustnej oraz krwi. Pobrane materiaty badano
ponownie w Kierunku obecnos$ci H. pylori i odpowiednich przeciwcial, jak opisano powyze;.
Podczas badania kontrolnego po czterech tygodniach nie wykonywano gastroskopii.

Niezaleznie od wynikOw przeprowadzonej terapii, pacjenci byli proszeni o nastepng
wizyte kontrolng i badanie sze$¢ miesiecy po zakonczeniu leczenia w celu wykluczenia
reinfekcji.

Na podstawie wynikéw testu C13UBT w drugim badaniu, czyli po czterech tygodniach od
przeprowadzonej terapii, potwierdzono, Ze liczba oséb zakazonych H.pylori zmniejszyta sie
z283,9% do 13,4%. W badaniu kontrolnym po sze$ciu miesigcach zakazenie potwierdzono
u 21,6% oséb. Stwierdzono brak istotnosci statystycznej pomiedzy drugim i trzecim badaniem.

Ze wzgledu na dtugi okres utrzymywania sie przeciwciat I1gG anty-H. pylori we krwi pacjentéw
po terapii (od kilku miesiecy do roku), dodatni wynik testu oznaczajacy obecno$¢ w badanej
surowicy przeciwciat IgG anty H. pylori nie musi wskazywa¢ na aktywne zakazenie. W badanej
grupie os6b wyniki testu ELISA w grupie przed leczeniem oraz w grupach: cztery tygodnie
i sze$¢ miesiecy po leczeniu byty zbliZzone, (87,5%, 87,2% i 83,8%). Stwierdzono brak istotnosci
statystycznej pomiedzy wynikami przed i po leczeniu. Wyniki testu ELISA u badanych oséb
przed leczeniem okazaly sie by¢ bardzo zblizone do wynikéw urazowego testu
oddechowego C13UBTwykonywanego u pacjentow przed zastosowaniem terapii.

Poréwnujac wyniki badania mikrobiologicznego bioptatéw blony Sluzowej zoladka

z wynikami urazowego testu oddechowego C133UBT potwierdzono brak statystycznie
istotnych réznic pomiedzy wynikami obydwu testéow przed leczeniem (odpowiednio:

78,.2%, i83,9%) ipo szeSciu miesiacach (11,7% i21,6%). W obydwu testach réznica
pomiedzy wynikami przed i po leczeniu jest istotna.

W_badaniu mikrobiologicznym $liny przed leczeniem rzadziej stwierdzana byta obecno$¢
H. pylori, niz wynikato to z badania C13UBT, czyli obecnos$ci H. pylori w Zotadku (odpowiednio
50% 1i83,9%). Odsetek zakazonych spada po czterech tygodniach (23,8%), a po szesciu
miesigcach minimalnie wzrasta (35,1%). Réznice statystycznie istotne potwierdzono jedynie
pomiedzy wynikami badania przed leczeniem i cztery tygodnie po leczeniu.

Czesto$¢ wystepowania przeciwciat IgA anty-H. pylori w $linie w zestawieniu z wynikami C'3UBT
przed leczeniem to odpowiednio 76,8% i 83,9%. Potwierdzono brak statystycznie istotnych
réznic pomiedzy wynikami obydwu testow. Cztery tygodnie isze$¢ miesiecy po leczeniu
czesto$¢ wynikéw dodatnich dla IgA anty-H. pylori spada do odpowiednio: 53,7 i 56.8%. Réznice
pomiedzy wynikami badania przeciwciat IgA anty-H. pylori w $linie przed i po leczeniu nie sa
jednak statystycznie istotne.

Obecno$¢ przeciwcial IgG anty-CagA w surowicy potwierdzono u62,2% badanych.
W najwyzszym odsetku (66,7%) wystepowaly w surowicy pochodzacej od pacjentéw
z wrzodem dwunastnicy. Obecno$¢ przeciwciat anty-CagA w surowicy i $linie potwierdzono
testem western blot (Helico Blot 2.0, Genelab Diagnostics). Nie u wszystkich badanych
przeciwciata wystepowaty jednocze$nie w surowicy i $linie.

Warto$¢ diagnostyczna oznaczania poziomu przeciwcial IgA anty-H. pylori w $linie
okreslono odnoszac sie do badania mikrobiologicznego bioptatéw oraz badania
mikrobiologicznego $liny. Czulo$¢ i swoistos¢ testu oszacowano odpowiednio na 79,1%
i44,6%; trafnosc na 71,7%.
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Te same parametry okreslono dla wykrywania H. pylori w badaniu mikrobiologicznym
bioptatéow pochodzacych zblony Sluzowej Zoladka; czulos$é¢ iswoisto$¢ oszacowano
odpowiednio na 93% i 100%, trafno$¢ na 94,3%.

W przypadku badania mikrobiologicznego $liny czulo$¢ oszacowano na 51,5%, swoistos¢
na 57,8%, a trafnos¢ na 52,5%.

Jak wynika z przeprowadzonych badan, najbardziej zblizone wyniki potwierdzajace
obecnos¢ lub brak H.pylori w zoladku przed ipo leczeniu otrzymano w tescie
oddechowym C13UBT i badaniu mikrobiologicznym bioptatéw blony Sluzowej Zotadka.

W ramach badania kontrolnego po czterech tygodniach od zakonczenia leczenia nie planowano
i nie wykonywano gastroskopii. Testem kontrolnym byt urezowy test oddechowy C13UBT, ktéry
jest zalecany do monitorowania skutecznosci leczenia. Efekt terapii przedstawiaja wiec wyniki
testu przeprowadzonego po czterech tygodniach isze$ciu miesigcach po leczeniu. Wyniki
C13UBT potwierdzity eradykacje H. pylori u 80% badanych juz po czterech tygodniach.

W wynikach badan mikrobiologicznych bioptatow oraz w wynikach testu oddechowego
C13UBT wykonanych po szesciu miesigcach nie wykazano statystycznie istotnych réznic.

Nie stwierdzono takze statystycznie istotnych réznic pomiedzy wynikami testu C13UBT po
czterech tygodniach i po szesciu miesigcach od zakonczenia leczenia, moZna wiec
wnioskowag, ze nie doszlo do nawrotéw zakazenia czy reinfekcji.

Przy braku mozliwo$ci wykonania C13UBT, metoda alternatywng jest zatem badanie
mikrobiologiczne bioptatéw btony Sluzowej zoladka pobranych podczas gastroskopii,

w przypadku kiedy istnieja wskazania do wykonania gastroskopii, a badany zgadza sie na
leczenie eradykacyjne.

Potwierdzona w hodowli obecnos$¢ H. pylori w $linie, czy tez materiale pochodzacym z kieszonek
dzigstowych nasuwa przypuszczenie, iz jama ustna mogtaby by¢ Zrédiem reinfekcji Zzotadka po
przeprowadzonej skutecznie eradykacji H. pylori w Zotadku.

U Zadnej jednak z badanych os6b z potwierdzong przed leczeniem infekcja H. pylori w Zzotadku
i potwierdzong infekcjg H. pylori jamie ustnej utrzymujaca sie jeszcze po czterech tygodniach po
leczeniu ale jednoczesnym braku H. pylori w Zotadku, po sze$ciu miesigcach nie stwierdzono
reinfekcji zotadka. Jest zatem mato prawdopodobne, aby po eradykacji H. pylori w zotadku, jama
ustna mogta by¢ Zrédtem ponownego zakazenia. By¢ moze ilos¢ bakterii wjamie ustnej,
kolonizujacych kieszonki dzigstowe czy ptytke nazebng oraz §line po leczeniu, jest za mata, aby
doszto do kolonizacji zotadka (18). W celu potwierdzenia tej hipotezy badania nalezatoby
kontynuowa¢ na wiekszej grupie oséb.

W przypadku opisywanych badan, do trzeciego badania, czyli sze$¢ miesiecy po leczeniu zgtosito
sie tylko 65 0séb sposrod wezwanych.

Ocena wartosci diagnostycznej badania mikrobiologicznego materiatéw pochodzacych
zjamy ustnej ($lina, material z kieszonek dzigstowych), wzgledem C13UBT jako testu
referencyjnego, wykazala niska czutos¢, swoistosc i trafnos¢ testu. Nasuwa sie wniosek, iz
badanie mikrobiologiczne wyzZej wymienionych materialéw moze by¢ jedynie testem
uzupelniajacym.

Wysokie wartosci w tej ocenie uzyskala hodowla H. pylori z bioptatow blony $luzowej
zoladka (90-100%), a nieco nizsze - oznaczanie przeciwcial IgA anty-H. pylori w $linie
(70-80%). Czestos¢ wystepowania dodatnich wynikéw IgA anty-H. pylori w $linie przed
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leczeniem zbliZona jest do wynikéw urazowego testu oddechowego C13UBT u tych samych
pacjentow. Potwierdzono brak statystycznie istotnej roznicy pomiedzy wynikami
przeprowadzonych testow. Mozna zatem wnioskowaé, iz wykrywanie przeciwcial IgA
anty-H. pylori w te$cie immunoenzymatycznym ELISA moZe by¢ metoda alternatywna
w stosunku do testu C13UBT dla wykrywania zakaZenia przed zastosowaniem terapii.

Nie wykazano bowiem statystycznie istotnych ré6znic pomiedzy poziomem IgA anty-
H. pylori w $linie przed i po leczeniu.

Slina, ze wzgledu na tatwo$¢ pobierania i przechowywania moze by¢ dobrym materiatlem
diagnostycznym dla wykrywania zakazenia H. pylori, szczegdlnie kiedy inne materiaty, takie jak
bioptat czy surowica nie mogg by¢ z réznych przyczyn pobrane lub badane. Wedtug Patel i wsp.,
czuto$¢ i swoistos¢ testu ELISA uzytego w celu oznaczenia poziomu IgA anty-Hp w $linie, to
odpowiednio 76% i 61%. Wyniki te sg wiec zbliZzone do uzyskanych w badaniach wtasnych.

Nalezy pamieta¢, iz obecno$¢ przeciwcial IgA anty-H. pylori w $linie moze $wiadczy¢ o obecnosci
H. pylori zaré6wno w Zotadku, jak i wjamie ustnej. Poniewaz przed leczeniem wyniki obydwu
przeprowadzonych testow (IgA anty-H. pylori w $linie i C13UBT) w tej samej grupie badanych
0s6b byly zblizone, natomiast po leczeniu odsetek pacjentéw z podwyzszonym poziomem
przeciwciat IgA anty-H. pylori w $linie pozostawat wysoki (53,7%) w poréwnaniu z C13UBT
(13,4%), mozna wnioskowa¢, ze stosowane leczenie jest skuteczniejsze w stosunku do infekcji
H. pylori w zotadku.

Nalezy takze wzig¢ pod uwage mozliwo$¢ przenoszenia szczepéw H. pylori z zotadka do jamy
ustnej, ktéora w takim przypadku mogtaby by¢ miejscem tymczasowej transmisji zwrotnej
z zotadka u pacjentéw z potwierdzona chorobg refluksowa lub regurgitacja tresci pokarmowe;j
(19). Na podstawie uzyskanych wynikéw badan genetycznych stwierdzono, iz u niewielkiego
odsetka badanych zzakazeniem H. pylori w Zoladku przy réwnoczesnym jego braku w jamie
ustnej, po leczeniu nastgpita eradykacja w zotadku, ale infekcje mozna byto wykry¢ w jamie
ustnej. Mozna zatem przyja¢, Ze jama ustna staje sie tylko przejSciowym rezerwuarem H. pylori
pochodzenia pokarmowego, o ile istniejg w niej odpowiednie warunki do kolonizacji, np. zmiany
zapalne w przyzebiu. Na podstawie badan mozna wnioskowa¢, iz przy dobrej higienie jamy
ustnej, mimo zakazenia H. pylori w Zotadku, nie stwierdza sie H.pylori ani w S$linie, ani
w kieszonkach dzigstowych. Traktujgc jednak jame ustng jako Zrédio zakazenia dla otoczenia,
nalezatoby wzig¢ pod uwage leczenie infekcji H.pylori w Kkieszonkach dzigstowych przy
wspotistniejgcych zmianach przyzebia.

Badanie poziomu IgA anty-H. pylori w $linie takze moze stluzy¢ do monitorowania leczenia, ale
przy uzyskanym wyniku dodatnim nalezy zawsze wzig¢ pod uwage mozliwos¢ infekcji H. pylori
w jamie ustnej, w jamie ustnej i w zZoladku lub tylko w zZoladku. Jak wynika z badan
prowadzonych przez innych autoréw, u2%-7% pacjentdw z zakazeniem H. pylori wzrost
poziomu przeciwciat dotyczy wytacznie klasy IgA (20, 21).

Obecno$¢ przeciwciat IgA anty-CagA w surowicy czy $linie, przy braku komercyjnego testu
ELISA wykrywajacego przeciwciata anty-CagA, mozna potwierdzi¢ za pomocg metody western
blot. Wykrywanie tych przeciwciat jest bardzo wazne, gdyz jak wynika z badan, pacjenci
zakazeni szczepami H. pylori CagA+ narazeni sg na zwiekszone ryzyko wystapienia wrzodu
dwunastnicy, czy nawet raka zotadka.

W badaniu genetycznym wykonanym metodg polimerazowej reakcji tancuchowej (PCR) -
16S rRNA dla $liny, materialu z kieszonek dzigstowych oraz bioptatow przed leczeniem,
potwierdzono obecno$¢ H. pylori w bioptatach pobranych z czes$ci antralnej Zotadka (95%),
trzonu zoladka (90%) i kieszonek dziastowych (35%) oraz po leczeniu, odpowiednio w: 25%,
20%, 10% przypadkdow.
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Whioski

e Monitorowanie zakazenia H.pylori w latach 1997-1999 na terenie Matopolski
potwierdzito wysoki odsetek zakazen w badanej grupie wiekowej 31-60 lat (83,9%).

e  Wyniki badan mikrobiologicznych, serologicznych i genetycznych potwierdzity obecnos¢
H. pylori w jamie ustnej, co nie dowodzi, Ze jama ustna jest Zrodtem reinfekcji Zotadka po
jego skutecznym leczeniu eradykacyjnym.

e Slina moze byé waznym materiatem diagnostycznym badanym w kierunku obecnosci
przeciwciat IgA anty-H. pylori, ale jedynie przed rozpoczeciem leczenia zakazenia. Nie
potwierdzono zasadno$ci badania poziomu przeciwciat IgA anty-H. pylori w S$linie
w monitorowania skutecznosci leczenia .

e Badania potwierdzily mozliwo$¢ stosowania w monitorowaniu leczenia jedynie
ureazowego testu oddechowego UBT a takze badania mikrobiologicznego bioptatéow
btony $luzowej zotadka przy braku dostepnosci testu oddechowego UBT i przy
istniejgcych wskazaniach do gastroskopii.

P-6. Konturek SJ, Starzynska T, Konturek PC, Karczewska E, Marlicz K, Lawniczak M,
Jaroszewicz-Heigelman H, Bielanski W, Hartwich A, Ziemniak W, Hahn EG. Helicobacter
pylori and CagA status, serum gastrin, interleukin-8 and gastric acid secretion in gastric
cancer. Scand ] Gastroenterol 2002, 37(8):891-8.

IF: 1,847; pkt. MNiSW: 10

Wprowadzenie

0d wielu lat Polska zaliczana jest do krajow podwyzszonego ryzyka zachorowania na jeden
z najczestszych na $wiecie nowotworéw przewodu pokarmowego, ktérym jest rak zotadka (22).
W 1994 roku Internal Agency for Research in Cancer przy Swiatowej Organizacji Zdrowia uznaje
Helicobacter pylori za karcinogen klasy 1. Od tej pory Helicobacter pylori wymieniany jest jako
jeden z czynnikéw biorgcych wudzial w powstawaniu raka zotadka, obok czynnikow
$Srodowiskowych, genetycznych oraz diety. Powstaje wiele prac doswiadczalnych
i przegladowych opisujacych zmiany w fizjologii komérek eukariotycznych wywotywanych
infekcja H. pylori (23, 24, 25).

Rozwdj raka Zotadka w przebiegu zakazenia przez H. pylori zwigzany jest z szeregiem zmian
histologicznych w btonie Sluzowej Zotadka, okreslanych jako ,kaskada Correi”. Bezposrednio po
zakazeniu dochodzi do rozwoju ostrego stanu zapalnego (acute gastritis), ktory przechodzi
w przewlekte aktywne zapalenie btony $luzowej zotadka (chronic active gastritis). U pewnej
czesci zakazonych (ok. 50%) moze ono przej$¢ w zanikowe zapalenie btony sluzowej (chronic
atrophic gastritis) i metaplazje. U 8% zakazonych pojawiaja sie zmiany dysplastyczne, a tylko
ul1l-2% na skutek przewlektej infekcji H.pylori rozwija sie gruczolakorak zotgdka (26).
Powstawanie irozwdj zmian nowotworowych z towarzyszacym zakazeniem H. pylori
uzaleznione jest od czynnikow wirulencji bakterii oraz od czynnikw immunologicznych
i genetycznych gospodarza.

Ryzyko rozwoju raka zotadka zwigzanego zzakazeniem H. pylori podwyzszaja czynniki
patogennosci bakterii. Najwazniejsze z nich to wakuolizujaca cytotoksyna VacA (ang. vacuolating
cytotoxin A) oraz silnie immunogenne biatko CagA, bedace produktem genu cagA (ang. cytotoxin
associated gene A), ktéry jest markerem tzw. wyspy patogennosSci cagPAl (ang. cytotoxin
associated gene A pathogenicity island). Patogenno$c¢ H. pylori zalezy poza tym od licznych biatek
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umozliwiajgcych bakterii przetrwanie w kwasnym $rodowisku zotadka, adhezje do komorek
gospodarza oraz przetamywanie jego obronnych mechanizméw immunologicznych. Wyspa
patogennosci cagPAl zawiera geny biorace udzialt w procesie kolonizacji i modulacji odpowiedzi
zapalnej, a takze geny kodujace bakteryjny system sekrecyjny umozliwiajacy translokacje biatka
CagA do komoérek nabtonka gospodarza. Prowadzi to do aktywacji przewodzenia sygnatéw
w komorkach iw efekcie do zaburzenia ich funkcji, miedzy innymi proliferacji, apoptozy
iuwalniania mediatoré6w. Potwierdzono, Ze =zakaZenie szczepami CagA+ w niektorych
populacjach zwieksza ryzyko choroby wrzodowej oraz atrofii btony $luzowej i raka zotadka
(27). W oparciu o obecno$¢ lub brak ekspresji genéw vacA i cagA szczepy H. pylori zostaty
podzielone na szczepy o duzej (Typ I) i matej patogennosci (Typ II)

Analiza genotypowa i fenotypowa ekspresji genu cagA i vacA umozliwia wyodrebnienie dwdéch
gtownych typow szczepoéw H. pylori. Do typu I (fenotypowo CagA+, VacA+) naleza szczepy
posiadajace gen cagA kodujacy biatko CagA, jak i gen vacA dla toksyny wakuolizujgcej VacA.
Najprawdopodobniej zakazenie szczepem typu | wigze sie z czestszym wystepowaniem wrzodu
trawiennego, atroficznego zapalenia Zotadka oraz raka zotadka. Do typu II (fenotypowo CagA-,
VacA) zalicza sie szczepy nie zawierajace genu kodujgcego CagA, ale gen vacA ktdéry ulega
ekspres;ji, przy czym powstajaca toksyna wakuolizujgca nie jest aktywna. U chorych zakazonych
szczepami typu Il choroba ma tagodniejszy przebieg, w postaci zapalenia btony $luzowej
zotgdka. Najczesciej jednak zakazenia szczepami typu II przyjmujg posta¢ bezobjawowa.
Wyodrebniono jeszcze typ posredni szczepdw H. pylori, w ktérych ekspresja obydwu genéw jest
niezalezna.

Liczne badania epidemiologiczne dowodzg, Ze ludzie zainfekowani szczepami H. pylori
produkujacymi aktywng cytotoksyne VacA i biatko immunogenne CagA obarczeni sa wyzszym
ryzykiem rozwoju choroby nowotworowej. Wykazano, ze uszkodzenie DNA komorek btony
$luzowej zotadka jest bardziej nasilone przy zakazeniu szczepem H. pylori CagA+ (28). Ponadto
H. pylori aktywuje geny powigzane z karcynogenezg, m.in. geny kodujgce biatko p53 (ang. tumor
suppressor protein), biatko p52 (ang. cell cycle inhibitor), cyklooksygenaze 2 (COX2) - kluczowy
enzym w produkcji prostaglandyn, fosfolipaze A, czy tez biatko regulujace cykl komérkowy-
cykline D1 (24). Najistotniesze dla procesu nowotworzenia jest immunogenne biatko CagA. Gen
kodujacy to biato znajduje sie w genomie okoto 60% Kklinicznych szczepéw H. pylori.
Produkowane przez te szczepy biatko CagA, po translokacji do komorek gospodarza, reaguje
z biatkami, powodujgc m.in. zmiany w ruchliwosci i proliferacji komérek nabtonka, a wptywajac
na ostabienie potgczen miedzy nimi zmienia strukture nabtonka. Prowadzi to do chroniczne;j
infekcji powiazanej ze stanem zapalnym oraz uszkadzaniem komdrek gospodarza, co zwieksza
ryzyko choroby nowotworowej. Liczne badania wskazujg takze na udziat CagA w rozwoju
metaplazji i dysplazji, czego konsekwencjg jest nowotwor tkanki nabtonkowej Zotadka (25).
Cechy onkogenne biatka CagA zostaly potwierdzone w badaniach prowadzonych na modelu
zwierzecym (29).

Gen vacA wystepujacy prawie u wszystkich szczepoéw H. pylori, z ktérych potowa tylko wytwarza
toksyne wakuolizujaca VacA, ma strukture mozaikowsa, a ekspresja toksyny zalezy od typu
sekwencji sygnatowej (s1a, s1b, s1c, s2) i regionu Srodkowego (m1, m2). Szczepy o najwiekszej
wirulencji to szczepy o genotypie slm1l wytwarzajgce najwiekszg ilo$¢ toksyny, natomiast
najmniejszg ilo$¢ toksyny produkuja szczepy o genotypie s2m2. Szczepy toksynotwoércze majg
wiec genotyp cagA+/vacAs1 (30).

Infekcja H. pylori stymuluje takze wytwarzanie cytokin prozapalnych m.in. interleukiny 1§ (II-
1), interleukiny 8 (IL-8), interleukiny 6 (IL-6) oraz TNFa (ang. tumor necrosis factor a). Opisany
zostatl polimorfizm genéw kodujacych cytokiny (IL-1f, TNFq, 1L-10, IFN-y i in.), ktére maja
wplyw na nasilenie odpowiedzi zapalnej, co ma $cisty zwiazek z powstawaniem raka zotadka
(31). Interleukina 8 jest silnym czynnikiem chemotaktycznym i aktywujacym neutrofile, co
prowadzi do rozwoju procesu zapalnego iuszkodzenia oraz zniszczenia komdrek
nabtonkowych.
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Podczas trwajacego zakazenia H.pylori dochodzi takze do zmian wydzielania Zotgdkowego
gastryny, histaminy i somatostatyny. Kiedy kolonizacja bakterii obejmuje cze$¢ antralng Zotadka,
zmniejsza sie uwalnianie somatostatyny, co powoduje zwiekszone wydzielanie gastryny i kwasu
solnego. Bakterie pobudzaja takze komorki ECL (ang. enterochromaffin-like) powodujac wzrost
syntezy histaminy izwiekszong produkcje jonéw wodorowych. Dodatkowo pod wpltywem
bakteryjnej metylotransferazy dochodzi do powstania N-a-metylohistaminy stymulujacej
uwalnianie gastryny z komérek G. Prowadzi to do proliferacji i zaniku btony $luzowej Zotadka,
$mierci komorek nabtonkowych, dysplazji i rozwoju raka zotadka (32).

Kolonizacja nablonka zoladka przez H.pylori wywoluje miejscowa iuogdlniona
odpowiedz immunologiczna. Wykrywanie przeciwcial skierowanych przeciwko
antygenom bakterii stosowane jest w rutynowej diagnostyce zakazen. Traktujac
immunogenng proteine CagA jako biomarker silnie zwigzany z ryzykiem zachorowania
na raka zoladka, zasadnym wydaje sie stosowanie prostego, nieinwazyjnego i taniego
testu immunoenzymatycznego ELISA wykrywajacego przeciwciala IgG anty-CagA
w surowicy, wcelu wczesnego wykrywania zakaZenia szczepem chorobotwdrczym
H. pylori. Inwazyjne metody oparte na badaniu endoskopowym nie s3 przydatne
w masowych badaniach przesiewowych i nie sg zalecane u dzieci.

Zastosowanie dwoch testow nieinwazyjnych, immunoenzymatycznego testu ELISA
wykrywajacego przeciwciata IgG anty CagA oraz ureazowego testu oddechowego mogloby
by¢ cennym narzedziem diagnostycznym wykrywajacym jednoczes$nie aktywne zakazenie
H. pylori oraz typ szczepu okre$lajacy jego patogenno$¢. Wynik badania potwierdzajacy
zakazenie szczepem o zwiekszonej wirulencji, produkujacym onkoproteine CagA, madglby
by¢ wskazaniem do leczenia eradykacyjnego (33).

Cel badan

e Oznaczenie poziomu przeciwciat IgG anty-CagA w surowicy pacjentéw z rakiem zotadka
(GC) oraz w grupie kontrolnej pacjentéw z objawami dyspeps;ji, bez raka zotadka.
Badania wykonano uzywajac wystandaryzowanego testu ELISA wg Perez-Perez
z modyfikacja wlasna, w ktérym jako antygenu uzyto rekombinowanego biatka rCagA
otrzymanego z OraVax Inc. Cambridge, MA, USA.

e Oznaczenie i pordwnanie poziomu interleukiny 8 (IL-8) w surowicy badanych z rakiem
zotadka i w grupie kontrolnej (komercyjny test Biosource Europe S.A., Belgia).

e Badania wstepne dotyczace poziomu gastryny w korelacji zinfekcja H. pylori CagA+
u pacjentow z GC prowadzone pod katem wyznaczenia ewentualnych markeréw
choroby nowotworowej zotagdka.

Wszyscy badani mieli oznaczony poziom przeciwciat IgG anty-H. pylori w surowicy metoda
immunoenzymatyczng ELISA, testem komercyjnym (EIAGEN H.PYLORI IgG, Clone Systems,
Wtochy) w celu potwierdzenia zakazenia.

Badania prowadzone byly zespotowo, koordynowatam ibratam udziat w badaniach
serologicznych dotyczacych oznaczania we wszystkich surowicach poziomu przeciwciat IgG
anty-H. pylori oraz IgG anty-CagA metodg ELISA z modyfikacja wlasng a takze w oznaczaniu
poziomu IL-8.

Nie bratam udziatu w oznaczaniu poziomu gastryny i pH Zotadka.
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Badania prowadzone byly przy wspétpracy z Klinika Gastroenterologii Pomorskiej Akademii
Medycznej w Szczecinie, skad otrzymywali$my materiat do badan wraz z diagnozg pacjentéw
i wynikiem badania histopatologicznego oraz informacjami dotyczacymi wieku i ptci badanych.

Omowienie wynikéw

Przebadano materiat diagnostyczny pochodzacy od 337 pacjentéw z rakiem zotadka oraz 337
pacjentéw z wykluczonym rakiem zotadka, ale zobjawami dyspepsji w podobnej grupie
wiekowej (20 do 70 lat).

W grupie pacjentéw z GC odsetek badanych z dodatnim wynikiem testu na obecnos$¢ przeciwciat
IgG anty-H. pylori byt istotnie wyzszy (90,8%), niz w grupie kontrolnej (79,2%). Przeciwciata IgG
anty-CagA w grupie z rakiem Zotadka potwierdzono u 58% badanych tj. dwa razy czesciej, niz
w grupie kontrolnej (25,2%). Poziom IL-8 w surowicy powyzej wartosci odciecia (1,77 pg/ml)
wystepowatl uprawie wszystkich oséb zgrupy zGC (99,7%), natomiast tylko w kilku
przypadkach w grupie kontrolnej (0,3%). Poziom gastryny w surowicy powyzej wartosci
odciecia (38.88 pM/1) stwierdzono w wiekszej ilosci przypadkéw w grupie z GC (48%), niz w
grupie kontrolnej (8,3%). Silng korelacje pomiedzy poziomem gastryny w surowicy i pH Zotgdka
zaobserwowano u badanych z GC, natomiast stabg w grupie kontrolne;j.

Jak wynika z badan, kazdy z analizowanych indywidualnie parametréw oznaczonych dla
pacjentow z GC wykazuje znaczng réznice w poréwnaniu z wynikami dla poszczegélnych
parametréw oznaczonych dla pacjentéw z objawami dyspepsji bez raka zotgdka.

Analiza wieloczynnikowa poziomu gastryny w surowicy, IgG anty-H. pylori i IgG anty-CagA oraz
warto$ci pH Zotadka wykazala, Ze tylko gastryna iimmunogenne biatko CagA majg istotny
wplyw na rozwdj raka zotadka (OR>1 w regresji logistycznej).

Gastryna jest czynnikiem silnie stymulujgcym proliferacje komoérek nabtonka btony $luzowej
w catym przewodzie pokarmowym, a takze zwiekszajgcym zoladkowe wydzielanie kwasu
solnego( 34). Wynika z tego, ze poziom gastryny u chorych na raka zotadka z zakazeniem
H. pylori CagA+ moze by¢ markerem choroby nowotworowej i mie¢ znaczenie w jej rokowaniu.

Whnioski

e Wyniki przeprowadzonych badan potwierdzajg wysoka czesto$¢ zakazenia H. pylori w
populacji polskiej. Wsréd chorych z potwierdzonym rakiem zotgdka (90,8%) odsetek
zakazonych jest wyzszy niz w grupie kontrolnej pacjentéw z objawami dyspepsji bez
raka zotadka (79,2%).

o Zakazenie zotadka szczepami H. pylori produkujacymi immunogenng proteine CagA
(H. pylori CagA+) moze zwieksza¢ ryzyko rozwoju raka zotadka.

e Badania potwierdzaja Ze poziom gastryny u chorych z GC (gastric cancer) oraz zakazenie
szczepami H. pylori CagA+ to dwa markery majace znaczenie w rokowaniu choroby
nowotworowej zoladka.

Zastosowanie wynikéw badan

Z uwagi na wieksza wirulencje szczepow H. pylori, wktorych potwierdza sie ekspresje
immunogennego biatka CagA oraz znaczenie biatka CagA w patomechanizmie zakazenia,
nalezatoby wprowadzi¢ rutynowa diagnostyke w kierunku identyfikacji szczepéw typu I
(CagA+) w celu podejmowania uzasadnionej decyzji przeprowadzenia bezwzglednej eradykacji
zakazenia H. pylori.
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Wprowadzenie

Grzyby z rodzaju Candida, stanowigc naturalng flore saprofityczna, bytuja w obrebie jamy
ustnej, gardta i jelita grubego u wiekszosci zdrowych os6b, pozostajac w réwnowadze
biologicznej z bakteriami przewodu pokarmowego. Przetyk, Zotagdek oraz jelito cienkie stanowig
dla nich jedynie droge pasazu. U chorych podwyzszonego ryzyka stata kolonizacja grzybicza
moze przyczyni¢ sie do rozwoju zmian patologicznych. Do grzybiczego zakazenia przewodu
pokarmowego dochodzi gtéwnie na drodze endogennej. Mozliwe jest takze zakazenie egzogenne
wraz ze statym pokarmem zakazonym grzybami (35, 36). W ostatnich latach zaczeto zwracac
uwage na fakt, ze zakazenie H. pylori moze by¢ czynnikiem utatwiajagcym grzybom kolonizacje
btony $luzowej Zoladka (36, 37). Badania potwierdzaja, Ze najczesciej wystepujacymi gatunkami
grzybow w zotadku sg Candida albicans, (C. albicans), C. krusei, C. tropicalis oraz C. glabrata.

Zaktada sie, ze niskie pH zotadka nie stanowi przeszkody dla przezycia oraz patogennego
dzialania grzybdéw z rodzaju Candida. Badania in vitro wykazaty zdolno$¢ gatunkoéw: C. albicans
oraz C. tropicalis do wzrostu w §rodowisku o pH réwnym 2, a C. lusitaniae przy pH o wartosci 3.
Jest to zgodne z obserwacjami innych autoréw, ktérzy opisali przypadki pacjentéw z wrzodami
zotadka umiejscowionymi w czesci przedodzwiernikowej, ze stwierdzong jednocze$nie wysoka
kolonizacjg grzybéw przy bardzo niskim pH. Zjawisko to wskazuje na istnienie sprawnego, nie
do konca poznanego mechanizmu, ktéry umozliwia grzybom z rodzaju Candida bytowanie
w niskim pH, jakie wystepuje w zotagdku (32,38,).

Wydzielane przez C. albicans enzymy proteolityczne oraz fosfolipazy i lizofosfolipazy
determinuja zjadliwo$¢ szczepéw. Proteza asparaginianowa SAP (ang. secretory aspartic
proteinase) hydrolizuje wiele waznych biatek gospodarza takich jak kolagen, keratyne,
immunoglobuliny (IgA), czy hemoglobine. Upos$ledza przez to procesy obronne gospodarza oraz
bierze udziat w rozwoju stanu zapalnego oraz stymulacji cytokin prozapalnych. Zjadliwo$¢
szczepu zalezy od iloSci wytwarzanego enzymu. Proteazy asparaginianowe SAP 1-3 uczestniczg
najprawdopodobniej w zakazeniach bton $luzowych, natomiast SAP 4-6 w zakazeniach
uktadowych. C. albicans oprdécz enzymoéw wydziela takze toksyne (kandydalizyne) wystepujaca
u szczepow wirulentnych, ktéra wykazuje aktywno$¢ cytotoksyczng oraz aktywuje uktad
odpowiedzi immunologicznej wspomagajac nasilanie procesu zapalnego (39).

Wykazano, Ze kolonizacja grzybicza wrzodéw zotgdka wystepuje u okoto 50% populacji chorych
z wrzodem zotadka, wydtuzajgc czas gojenia sie wrzodow i wptywajac na utrzymywanie sie
objawow Kklinicznych (38, 40). Potwierdzono takze, Ze szczepy grzybow izolowane z wrzodoéw
zotadka wykazuja silniejszg aktywnos¢ proteolityczng w poréwnaniu do szczepéw izolowanych
od pacjentéw z przewlektym zapaleniem btony §luzowej. Najprawdopodobniej ma to wpltyw na
gojenie sie niszy wrzodowej (41), a grzybicza kolonizacja wrzodéw jest zjawiskiem wtornym,
towarzyszacym lokalnej patologii w zotadku (38)
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Cel badan

e Analiza wspotwystepowania zakazenia H. pylori oraz grzybdéw zrodzaju Candida
u pacjentéw z objawami klinicznymi ze strony gérnego odcinka przewodu pokarmowego

o Wykazanie zalezno$ci pomiedzy wirulencja szczepéw H. pylori wyizolowanych
z materiatu diagnostycznego a nasileniem zmian zapalnych w obrebie gérnego odcinka
przewodu pokarmowego w grupie badanych oséb.

e Préba wykazania znaczenia kolonizacji blony $§luzowej Zotadka przez grzyby Candida
w patogenezie chorob zotagdka i dwunastnicy przy wspétwystepowaniu z H. pylori

Omowienie wynikéw

Badaniami objeto grupe 158 oséb w wieku od 15 do 80 lat, ktére nigdy wcze$niej nie byty
leczone z powodu zakazenia H. pylori. U wszystkich badanych oséb wystepowaly objawy
kliniczne ze strony gérnego odcinka przewodu pokarmowego.

Wyniki badan endoskopowych oraz histologicznych stanowily kryteria diagnostyczne, na
podstawie ktorych kwalifikowano pacjentéw do jednej z utworzonych grup (Grupa I: wrzéd
zotadka, Grupa II: wrzdéd dwunastnicy, Grupa III: wrzody Zotadka i dwunastnicy - PUD [ang.
peptic ulcer disease], Grupa IV: metaplazja jelitowa w zotadku, Grupa V: dyspepsja bezwrzodowa
- NUD [ang. non-ulcer dyspepsial).

Do grupy VI zaliczono pacjentdw u ktérych nie potwierdzono zadnych zmian w badaniu
endoskopowym oraz pacjentow znadzerkami lub bez nadzerek, zzapaleniem przetykuy,
zapaleniem Zotadka lub zapaleniem dwunastnicy.

Do badan genetycznych wigczono 58 szczepdw H. pylori wyizolowanych zbtony $luzowej
zotadka, badanych na obecno$¢ genu cagA oraz alleli genu vacA (s1, s2, m1, m2) przy uzyciu
metody PCR.

Zakazenie H.pylori potwierdzono u97 (61%) badanych oséb, natomiast grzyby zrodzaju
Candida u 27 (17%) , z czego 20 wyizolowanych szczep6éw zidentyfikowano jako C. albicans, a 7
jako Candida spp. Analizujac wyniki posiewu iloSciowego w kierunku grzybow Candida
wykazano, ze wszyscy pacjenci posiadali nieistotna patologicznie liczbe grzybéw w zotadku
(<103 CFU/ml).

Potwierdzono 128 (81%) przypadkow NUD, 18 (11%) wrzodéw dwunastnicy oraz 12 (8%)
wrzoddéw zotadka.

Wspotwystepowanie H. pylori oraz grzybow z rodzaju Candida (grupa H.pylori+ Candida+)
w zotadku odnotowano u 18 (11%) pacjentéw.

U 79 (50%) os6b stwierdzono obecno$¢ H. pylori bez wspoétwystepowania grzybow Candida
(grupa H.pylori+ Candida-) w zoladku, natomiast grzyby =zrodzaju Candida bez
wspotwystepowania H. pylori stwierdzono u 9 (6%) pacjentéw (grupa H. pylori- Candida+).

U 52 (33%) os6b nie stwierdzono zakazenia Zadnym z powyzszych mikroorganizméw (grupa
H. pylori- Candida-).

Przeprowadzono analize zaleZnos$ci pomiedzy rozpoznaniem klinicznym a zakazeniem
lub brakiem zakazenia H. pylori i/lub grzybami.

Poréwnujgc grupy badanych bez zakazenia H. pylori lub Candida (grupa H. pylori- Candida-)
z grupa zakazonych tylko H. pylori (grupa H. pylori+ Candida-) wykazano, ze NUD (non-ulcer
dyspepsia) wystepuje istotnie czeSciej w grupie bez zakazen (grupa H.pylori- Candida-)
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(p=0,024). Takg samg zalezno$¢ wykazano poréwnujac grupy niezakazonych i zakazonych
obydwoma drobnoustrojami jednoczesnie (p=0,002).

Wrz6d dwunastnicy wystepowat czesciej (poziom zblizony do istotnosci statystycznej, p=0,068)
w grupie chorych zakazonych tylko H. pylori w poréwnaniu do grupy bez zakazenia H. pylori
i Candida (grupa H. pylori- Candida-).

Wrzody zotadka istotnie czeSciej wystepowaly w grupie z jednoczesnym zakazeniem H. pylori
i Candida (grupa H. pylori+ Candida+) w poréwnaniu do grupy zakazonej tylko H. pylori (tab. 4a,
p=0,007) oraz do grupy bez zakazenia H. pylori i Candida (grupa H. pylori- Candida-) (p=0,001).

W pozostatych przypadkach nie wykazano roéznic istotnych statystycznie w czesto$ci
wystepowania wyzej wymienionych choréb w poszczegdlnych grupach zakazen.

Stosujac metode PCR zbadano 58 szczepdw H. pylori na obecno$¢ genu cagA oraz alleli genu
vacA (s1, s2, m1l, m2). W jednym szczepie allel s nie zostat zamplifikowany za pomoca
zastosowanych primero6w, dlatego analizie poddano 57 szczepow H. pylori.

Obecnos¢ genu cagA potwierdzono u 30 (53%) spos$rdéd 57 badanych szczepdw. Najczesciej
wystepujacymi allelami genu vacA byty: s1 (w 34 szczepach - 60%) oraz m2 (w 40 szczepach -
70%). Allel s2 stwierdzono u 23 szczepdw (40%), natomiast m1 u 17 szczepow (30%).

W badanych szczepach wykazano obecno$¢ trzech spos$rdd czterech mozliwych kombinacji alleli
genu vacA, a mianowicie: slm1 (17 przypadkow - 30%), slm2 (17 przypadkow - 30%) oraz
s2m?2 (23 przypadki - 40%). Nie stwierdzono obecnosci szczepéw o genotypie s2Zm1.

DwadziesScia siedem szczepow H. pylori (48%), posiadato genotyp odpowiadajacy za zwiekszong
wirulencje szczepu [cagA+, s1m1 - 15 (27%), cagA+, s1m2 - 12 (21%)]. Allel s1 istotnie czeSciej
wystepowat z genem cagA+, a allel s2 z cagA- (p<0,001). Sposrod alleli typu m, m1 byt silnie
skorelowany z cagA+, a m2 z cagA-.

Poréwnujac czesto$¢ wystepowania genotypow cagA ivacA w grupach chorych z dyspepsja
bezwrzodowa (NUD) oraz zchorobg wrzodowa zZotagdka/dwunastnicy (PUD - peptic ulcer
disease), wykazano roznice istotne statystycznie tylko w przypadku genu cagA (p=0,045), ktory
istotnie cze$ciej wystepowat u chorych z PUD.

Analizujgc te grupy oddzielnie wykazano, Ze u pacjentéw z PUD znacznie cze$ciej wystepowat
allel s1 w poréwnaniu z allelem s2 (p=0,006), allel m2 w poréwnaniu z allelem m1 (p=0,025)
oraz gen cagA+ w porodwnaniu z cagA- (p=0,006).

W przypadku pacjentéw z NUD wykazano korelacje jedynie z allelem m2 (p<0,001).

Sposrod 57 pacjentéw, od ktorych wyizolowano szczepy H. pylori idla ktorych okreslono
genotypy (cagA, vacA), metaplazje jelitowa w zotadku na podstawie wyniku badania
histopatologicznego stwierdzono u5 (9%) znich. Szczepy izolowane od tych pacjentéw
posiadaty nastepujace genotypy: cagA+, slm1 (4 przypadki), cagA-, sim1 (1 przypadek).

W przeprowadzonych badaniach podjeto takze wstepna probe wykazania znaczenia
kolonizacji blony $luzowej zotadka przez grzyby Candida w patogenezie chorob zotadka
i dwunastnicy.

Nalezy zaznaczyg¢, iz kolonizacja to obecno$¢ grzybow w materiatach pobranych od pacjentéw
w iloSci nieistotnej patologicznie i niewywotujacej zakazenia oraz klinicznych objawéw infekcji
grzybiczej. Badania prowadzone przez Scotta i Katzenstein (42, 43) potwierdzaja wzrastajaca
ilos¢ takich przypadkéw (odpowiednio: 16% i 33%). Zjawisko to wydaje sie by¢ niepokojace,
gdyz kolonizacja moze prowadzi¢ do rozwoju infekcji grzybiczej nie tylko u oséb z grup ryzyka,
u ktérych wystepuja czynniki sprzyjajace, ale takze u 0oséb zdrowych.
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W badaniach potwierdzono obecno$¢ grzybow zrodzaju Candida w zotadku u 27 (17%)
pacjentéw z objawami ze strony gérnego odcinka przewodu pokarmowego. Jednak u wszystkich
pacjentéw grzyby te wystepowaty w stezeniu nieistotnym patologicznie (<103 CFU/ml).
Pomimo, iZ u tych os6b nie mozna moéwié o wystepowaniu grzybicy, to jednak sama obecnos¢
grzybow w zotagdku, nawet w matej iloSci, moze wptywac na uszkodzenie nabtonka i zmiany
w §luzéwce wywotywane przez enzymy proteolityczne produkowane przez blastokonidia, czy
tez zarodniki grzybow.

W przeprowadzonych badaniach znaczenie wystepowania grzybéw w btonie sluzowej Zotadka
rozpatrywano takze w aspekcie ich wspoétwystepowania z H. pylori, co prawdopodobnie moze
wpltywa¢ na nasilenie zmian zapalnych (32). Wspoétwystepowanie Candida i H. pylori
potwierdzono u 18 (11%) badanych. U 11 (61%) os6b rozpoznano NUD, u5 (28%) wrzod
zotadka, au?2 (11%) wrzdéd dwunastnicy. Podobnie, w badaniach przeprowadzonych przez
Zwolinskg-Wcisto i wsp. w grupie 63 chorych, w10% przypadkéw wykazano
wspotwystepowanie w zotadku grzybow z rodzaju Candida i H. pylori .

Antybiotykoterapia oraz leczenie zakazenia H. pylori sprzyja, jak wiadomo, nasileniu kolonizacji
przez grzyby z rodzaju Candida. Podobne objawy kliniczne wystepujace w zakazeniu H. pylori
oraz Candida mogg sta¢ sie powodem zastosowania kolejnego cyklu terapii przeciw H. pylori
przy niepowodzeniu leczenia pierwszego rzutu. W takim przypadku moze doj$¢ do nasilenia
objawow klinicznych wywotywanych przez Candida. Brak wskazan do identyfikacji grzybéw
z rodzaju Candida w zakazeniach H. pylori moze prowadzi¢ do btednej interpretacji objawdw,
a w sprzyjajacych okolicznos$ciach do rozwoju infekcji grzybicze;j.

Wystepowanie grzybéw (bez obecnos$ci H. pylori) stwierdzono u 9 pacjentéw, u ktérych w 8
(89%) przypadkach rozpoznano NUD, awjednym (11%) wrz6d zotadka. Prawdopodobnie
obecnos¢ grzybéw Candida w zotadku tych pacjentéw byta nastepstwem stosowania lekow m.in.
z grupy inhibitoréw pompy protonowej (PPI - proton pump inhibitor) lub blokeréw receptora
H2, ktére zaburzajac rownowage mikrobiologiczng mogty przyczyni¢ sie do rozwoju kolonizacji
grzybiczej przewodu pokarmowego. Nie bez znaczenia pozostaje wiek pacjentéw (Srednia wieku
tej grupy chorych - 52 lata), ktéry obok wielu czynnikéw, stanowi ryzyko rozwoju kandydozy
(35).

Analizujac (test Chi2) zalezno$¢ pomiedzy czestoscia wystepowania wybranych choréb gérnego
odcinka przewodu pokarmowego w grupach z zakazeniem H. pylori i/lub Candida oraz bez tego
zakazenia wykazano, Ze same grzyby nie odgrywaty istotnej roli w ich powstawaniu, co mogto
wynika¢ z ich matej ilosci (<103 CFU/ml).

Jak wiadomo, zakazenie H. pylori predysponuje do rozwoju wrzodu dwunastnicy. U badanych
pacjentow zalezno$¢ pomiedzy zakazeniem tylko H. pylori, w poréwnaniu do grupy nie
zakazonej H.pylori ani Candida, a czesto$cig wystepowania wrzodéw dwunastnicy byla na
poziomie zblizonym do istotnos$ci statystycznej (p=0,068).

W grupie zjednoczesnym zakazeniem H. pylori i Candida, wrzéd Zotadka wystepowat istotnie
czesciej, niz w grupie bez zakazenia tymi drobnoustrojami oraz zakazonej tylko H. pylori
(odpowiednio: p=0,001, p=0,007).

Mozna zatem wnioskowaé, Ze na rozwdj choroby wrzodowej zotagdka mogg mie¢ wpltyw obydwa
czynniki wystepujace rownoczesnie,

Przeprowadzona analiza statystyczna wykazata, ze dyspepsja bezwrzodowa (NUD)
wystepowata znacznie czeSciej w grupie bez jednoczesnego zakazenia H. pylori i Candida, niz
z zakazeniem tylko H. pylori oraz H. pylori i Candida jednocze$nie.

Mozna zatem sadzi¢, Ze u czeSci pacjentdw zakazonych H.pylori dochodzi do rozwoju
grozniejszych schorzen niz NUD, natomiast u oséb nie zakazonych dominuje dyspepsja
bezwrzodowa.
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Na stopien zmian patologicznych w Zotadku majg wptyw zaréwno cechy gospodarza, jak
réwniez stopien toksycznosci szczepu H. pylori (44).

Jak wiadomo, szczepy cagA+ moga zwiekszac¢ ryzyko rozwoju choroby wrzodowej, jak réwniez
raka zotadka. Wykazano, Ze u zakazonych szczepami cagA+ wystepuja silniejsze zmiany zapalne
w btonie §luzowej Zotadka (45,46,47,23). W badaniach Lage i wsp. 91,7% pacjentéw z chorobg
wrzodowg oraz 73% chorych z zapaleniem Zotadka byto zakazonych szczepami H. pylori cagA+
(48).

W przeprowadzonych badaniach 72% pacjentéw z chorobg wrzodowa byto zakazonych
szczepem H. pylori posiadajacym gen cagA, ktéry istotnie czeSciej wystepowat u chorych z grupy
PUD, niz z NUD (44%) (p=0,045).

Badania przeprowadzone w wielu krajach potwierdzily, Ze u os6b zakazonych szczepami
H. pylori cagA+ czeSciej dochodzilo do rozwoju zmian zanikowych w zZotadku oraz metaplazji
jelitowej (zastgpienia prawidtowej btony $luzowej trzonu lub czesci przedodZwiernikowej
zotgdka przez komoérki nabtonka jelitowego), niz w przypadku infekcji H. pylori cagA- (44).

W przeprowadzonych badaniach metaplazje jelitowa stwierdzono u pieciu pacjentéw. Wszyscy
zakazeni byli szczepami H. pylori s1m1, sposrdd ktérych czterech posiadato gen cagA. Byé moze
genotyp cagA+, slm1 jest czynnikiem ryzyka rozwoju metaplazji jelitowej.

Wiadomo, Ze wystepowanie genu cagA jest silnie zwigzane z obecnoscig sekwencji sygnalnej
vacA s1, natomiast u wiekszoSci szczepdéw cagA- stwierdza sie obecnos$¢ allelu s2 (47).
Potwierdzajg to przeprowadzone przez nas badania, ktére wykazaty, ze gen cagA wystepowat
w obecnosci allelu s1 w 90% przypadkow, a 74% szczepoéw cagA- posiadato allel s2 (p<0,001).

Badania przeprowadzone w wielu krajach dowodza, iz szczepy H.pylori produkujgce
immunogenne biatko CagA oraz toksyne wakualizujaca VacA (z ekspresja gendw cagA ivach;
tzw. typ 1) sg bardziej chorobotworcze i czesciej izolowane od chorych z wrzodem trawiennym
Moga wywotywaé¢ zanik btony $luzowej Zotadka, a wkonsekwencji metaplazje jelitowa
i dysplazje.

Badajac zalezno$¢ pomiedzy genotypami cagA i vacA arozpoznaniem klinicznym, w naszej
grupie chorych wykazano, zZe u pacjentéow zakazonych szczepami H. pylori o genotypie cagA+,
vacA sl istnieje wieksze prawdopodobienstwo rozwoju choroby wrzodowej w poréwnaniu do
pacjentéw zakazonych szczepami cagA-, vacA s2. Moze to oznacza¢, ze czeS¢ pacjentéw z NUD
zakazona szczepami o genotypie cagA+, vacA s1 znajduje sie w grupie zwiekszonego ryzyka
rozwoju PUD w przysztoSci.

Whnioski

e Badania monitorowania zakazenia H. pylori na terenie Matopolski prowadzone w latach
2005-2008 potwierdzity spadek zakazenia w stosunku do lat ubiegtych do 61%.

e W przeprowadzonych badaniach wykazano wysoki odsetek zakazen szczepami
o wiekszej patogennosci (48% szczepéw H. pylori o genotypie cagA+, slm1/s1m2). Moze
to stanowi¢_zagrozenie zwiekszona zachorowalno$cia na takie choroby jak wrzod
zotadka, wrzdd dwunastnicy czy rak zotadka.

o Wykazany zwigzek pomiedzy wspdtwystepowaniem H. pylori i Candida awrzodem
zotadka moze wskazywac na ich synergistyczne dziatanie i udziat w patogenezie tej
choroby, mimo iz grzyby Candida wystepowaty w niewielkich ilo$ciach, co znalazto
potwierdzenie w badaniach ilo§ciowych.
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o W przypadku, gdy grzyby z rodzaju Candida wystepowaty pod nieobecno$¢ H. pylori, ich
zwigzku z wystepowaniem wrzodéw Zotadka lub dwunastnicy nie udato sie potwierdzic.

o Wykazano zalezno$¢ pomiedzy wystepowaniem choroby wrzodowej zZotadka
i dwunastnicy-PUD (peptic ulcer disease) , a genotypem cagA+, vacA s1, warunkujacym
wiekszg wirulencje szczepoéw H. pylori. Pacjenci z NUD (non-ulcer dyspepsia) zakazeni
szczepami H. pylori cagA+, vacA s1, sa wiec prawdopodobnie w grupie ryzyka rozwoju
PUD w przysztosci.

e Przeprowadzone badania potwierdzajg zwigzek pomiedzy wirulencjg szczepoéw H. pylori
a nasileniem zmian patologicznych w gérnym odcinku przewodu pokarmowego.

Wprowadzenie do prac P-4, P-3, P-2, P-1

Badania epidemiologiczne prowadzone na catym $wiecie potwierdzaja, Ze okoto 50%
ludno$ci zakazonej jest bakteria H. pylori. Jak wynika 2z wieloosrodkowych badan
przeprowadzonych w Polsce w latach 2000-2003, odsetek tych zakazen siegat wowczas okoto
84% w populacji ludzi dorostych, a w populacji dzieci do 18 roku zycia odsetek ten wynosit 32%.
Udowodnienie roli H. pylori w zapaleniu Zotadka i chorobie wrzodowej byto wielkim przetomem
w gastroenterologii. Do leczenia tych zakazen zaczeto wprowadzal leki przeciwbakteryjne.
Poniewaz wykazano, Ze skuteczno$¢ eradykacji H. pylori w wyniku stosowania tylko jednego
leku jest niska, wprowadzono terapie wielolekowa.

Jak pisatam juz we wprowadzeniu w tematyke badawczg prac zgtoszonych do postepowania
habilitacyjnego, opracowaniem skojarzonego leczenia farmakologicznego zakazen H. pylori
zajmuje sie grupa miedzynarodowych ekspertéw (EHSG - European Helicobacter Study Group)
oraz grupy robocze. Wytyczne obowiazujace w Europie, dotyczace diagnostyki ileczenia
zakazenia H. pylori, s3 publikowane jako Maastricht Consensus Reports. W Polsce obowigzuja
zalecenia Grupy Roboczej Polskiego Towarzystwa Gastroenterologii (PTG-E).

Aktualnie w Polsce powinny by¢ stosowane wytyczne Grupy Roboczej PTG-E z 2014 roku, ktore
rekomendujg terapie empiryczng, a dopiero po nieskutecznej terapii drugiego rzutu, wykonanie
antybiogramu i leczenie celowane. Wyjatek stanowig regiony 2z udokumentowana,
przekraczajaca 20% iloScia szczep6éw H. pylori opornych na klarytromycyne w ktérych zaleca sie
przed wiaczeniem klarytromycyny do leczenia wykonanie antybiogramu dla wyizolowanego
szczepu. Jesli to nie jest mozliwe klarytromycyna nie moze by¢ stosowana w tym regionie.

Badania przedstawione w publikacjach stanowigcych osiggniecie naukowe prowadzone byty
zgodnie z obowigzujacymi w danym czasie rekomendacjami PTG-E i EHSG.

Dotychczas rekomendowane schematy leczenia zakazenia H. pylori opieraja sie na trzech
grupach lekéw: przeciwbakteryjnych (antybiotykach i chemioterapeutykach), antysekrecyjnych
(inhibitorach pompy protonowej - IPP lub antagonistach receptoréw histaminowych H2) oraz
lekach cytoprotekcyjnych (solach bizmutu).

Za najbardziej skuteczne postepowanie terapeutyczne, ktére daje najwyzszy odsetek eradykacji
H. pylori, uwaza sie 10- lub 14-dniowa empiryczna terapie skojarzong, obejmujaca dwa
antybiotyki lub antybiotyk i jeden z chemioterapeutykéw w potaczeniu zlekiem hamujacym
wydzielanie kwasu solnego przez blokowanie pompy wodorowo-potasowej w komorkach
oktadzinowych zZotadka (Inhibitor Pompy Protonowej - IPP) i/lub sole bizmutu dziatajace
toksycznie na H. pylori i cytoprotekcyjnie w stosunku do btony Sluzowej zotadka oraz
wplywajace na gojenie sie niszy wrzodowej.
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Rekomendowane leki o dziataniu antybakteryjnym to klarytromycyna, stosowana w leczeniu
zakazen H. pylori od 1994 roku, metronidazol /tynidazol (chemioterapeutyki nitroimidazolowe),
amoksycylina, tetracyklina, lewofloksacyna i rifabutyna. Wykazuja one dobra dyspersje
w zotadku i dwunastnicy, posiadaja zdolno$¢ penetracji do warstwy $luzu oraz absorpcji do
btony Sluzowej zotadka.

Klarytromycyna to antybiotyk z grupy makrolidéw, wykazujacy dziatanie bakteriostatyczne
przez hamowanie biosyntezy biatka na poziomie podjednostki 50S rybosomu. Miejscem
docelowym dziatania klarytromycyny jest domena V podjednostki 23S rRNA rybosomu komorki
bakteryjnej, co skutkuje zatrzymaniem procesu elongacji i uszkodzeniem biosyntezy biatek.
Wykazuje stabilnos¢ w sSrodowisku kwasnym (51).

Antybiotyk ten jest najczeSciej stosowany w eradykacji H. pylori w polaczeniu z metronidazolem
lub amoksycylina.

Amoksycylina to poétsyntetyczna penicylina dziatajgca bakteriobdjczo przez blokowanie
aktywnosci transpeptydaz (tzw. biatka wiazace penicyliny, PBPs - penicillin binding proteins),
ktére biora udziat w syntezie peptydoglikanu. Powoduje to zahamowanie biosyntezy $ciany
komérkowej bakterii (51).

Amoksycylina jest stosowana w eradykacji H.pylori w skojarzeniu z klarytromycyna lub
metronidazolem. Wykazuje dobrg stabilno$¢ w soku Zotgdkowym.

Tetracyklina jest antybiotykiem o dziataniu bakteriostatycznym. Mechanizm dziatania
przeciwbakteryjnego polega na wigzaniu sie leku z podjednostkg 16S rRNA rybosomu.
Uniemozliwia to wigzanie aminoacylo-tRNA do miejsca A na rybosomie, co prowadzi do
zahamowania syntezy biatek i wzrostu bakterii (51)

Tetracyklina stosowana jest w terapii zakazen szczepami H. pylori opornymi na inne leki, takie
jak klarytromycyna czy metronidazol. Jest alternatywa w przypadku leczenia oséb uczulonych
na penicyliny. Tetracyklina wykazuje aktywnos$¢ w niskim pH.

Metronidazol to chemioterapeutyk nalezacy do syntetycznych, heterocyklicznych zwigzkéw -
nitroimidazoli. Po wniknieciu do wnetrza komoérki bakteryjnej, przy niskim potencjale
oksydoredukcyjnym, ulega redukcji przez nitroreduktazy, a jego zredukowana forma powoduje
rozerwanie nici DNA, prowadzac do $mierci komoérki. (51). Wykazuje synergizm z antybiotykami
B-laktamowymi (amoksycylina).

W leczeniu zakazen H. pylori, metronidazol stosowany jest najczes$ciej w leczeniu skojarzonym
z amoksycyling lub klarytromycyna, solami bizmutu lub tetracykling. Metronidazol jest stabilny
w soku zotadkowym.

Lewofloksacyna nalezy do III generacji fluorochinolonéw (naftyrydynochinolony),
bakteriobdjczych chemioterapeutykéw o szerokim spektrum dziatania. Glownym miejscem ich
docelowego dziatania jest gyraza; enzym bioracy udziat w syntezie DNA. Mechanizm dziatania
bakteriobdjczego lewofloksacyny polega na blokowaniu replikacji DNA bakterii przez
zahamowanie aktywno$ci topoizomerazy Il (gyrazy) itopoizomerazy IV. Topoizomeraza II
(gyrA, gyrB) odpowiedzialna jest za negatywny superskret helisy DNA. Dziatanie bakterioboéjcze
lewofloksacyny wobec H. pylori polega na hamowaniu gyrazy kodowanej przez gen gyrA (51).

Wykazuje dziatanie synergistyczne z inhibitorami pompy protonowe;.

W 2012 roku lewofloksacyna zostata wprowadzona do podstawowych schematéw leczenia
zakazen H. pylori zalecanych przez EHSG. We wczes$niejszych rekomendacjach EHSG z 2005 roku
i PTG-E z 2008 roku zawarta jest jedynie informacja o mozliwosci zastosowania lewofloksacyny
w terapii trzeciego rzutu leczenia zakazenia H. pylori.

Biorac pod uwage tatwe nabywanie opornosci bakterii na fluorochinolony (mutacje punktowe),
lek ten powinno sie stosowac tylko w uzasadnionych przypadkach.
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Rifabutyna to pochodna rifamycyny, zarezerwowana gtéwnie do leczenia wielolekoopornych
pratkow gruzlicy. Mechanizm dziatania przeciwbakteryjnego tego leku wobec H. pylori i innych
bakterii polega na hamowaniu podjednostki B DNA-zaleznej polimerazy RNA, kodowanej przez
gen rpoB (51).

Rifabutyna wykazuje stabilno$s¢ w kwasnym $rodowisku zotgdka. Moze powodowac¢ leukopenie
lub trombocytopenie.

Jako lek zarezerwowany do leczenia gruzlicy, rifabutyna powinna by¢ stosowana jedynie
w szczegblnych przypadkach z uwagi na szybkie narastanie opornosci na ten preparat wsrod
szczepow Mycobacterium spp. EHSG w swoich rekomendacjach zlat 2005 12012 proponuje
rifabutyne jako lek trzeciego rzutu w zakazeniach H. pylori.

Najczestszg przyczyng niepowodzenia leczenia eradykacyjnego jest opornosc¢ szczepow H. pylori
na rekomendowane antybiotyki i chemioterapeutyki, a szczegélnie na klarytromycyne.
Stosowanie tych lekéw w leczeniu innych zakazen spowodowato wzrost opornosci szczepéw
H. pylori.

Bardzo wazne w zalecanym przez PTG-E i EHSG monitorowaniu narastania opornosci na dany
lek jest oznaczanie opornosci pierwotnej i wtérnej bakterii.

Opornos¢ pierwotna na leki przeciwbakteryjne wystepuje przed rozpoczeciem terapii
eradykacyjnej, natomiast wtérna nabywana jest w trakcie trwania kuracji antybiotykowej przez
szczepy uprzednio wrazliwe.

Nalezy wspomnie¢ takze o opornosci wykrywanej po nieskutecznej terapii eradykacyjnej (ang.
post-treatment resistance), gdy lekowrazliwo$¢ szczepu H. pylori przed wprowadzeniem leczenia
nie byta znana.

Badania przedstawione w publikacjach 4, 3, 2, 1, stanowiacych cze$¢ osiggniecia naukowego,
prowadzone byty zgodnie z obowiazujacymi w danym czasie rekomendacjami PTG-E i EHSG
(PTG-E z1at 2008 2014 oraz EHSG z lat 2005 i 2012).

Zalecenia Grupy Roboczej Polskiego Towarzystwa Gastroenterologii (PTG-E) z 2008 roku.

Zgodnie z powyzszymi wytycznymi obowigzywaly nastepujgce schematy leczenia zakaZzenia
H. pylori

10-14 dniowa terapia pierwszego rzutu:

IPP + amoksycylina + metronidazol
lub

IPP + klarytromycyna + metronidazol
lub

IPP + amoksycylina + klarytromycyna.

W przypadku braku efektéw terapeutycznych po zastosowaniu terapii pierwszego rzutu,
zalecano:
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14- dniowy trojsktadnikowy schemat leczenia drugiego rzutu:

IPP + 2 antybiotyki,

lub czterosktadnikowy:

IPP + amoksycylina + metronidazol + tetracyklina

lub

IPP + amoksycylina + metronidazol + sole bizmutu (je$li s dostepne)
Leczenie trzeciego wyboru:

Wedlug zalecen PTG-E z roku 2008 oraz Raportu Maastricht-IIl z roku 2005, po
dwukrotnym niepowodzeniu terapii oraz przy bezwzglednych wskazaniach do eradykacji
zakazenia H. pylori, pacjenta nalezy skierowa¢ do specjalistycznego osrodka, wykona¢ badanie
mikrobiologiczne oraz antybiogram dla wyizolowanego szczepu, a nastepnie leczy¢ zgodnie
z wynikiem badania lekowrazliwosci.

PTG-E w swoich zaleceniach z roku 2008 wskazuje, iZ wobec narastajgcej w Polsce opornosci na
klarytromycyne (28% wg PTG-E-2008; dane z 2005 roku) antybiotyk ten nie powinien by¢
stosowany w terapii pierwszego rzutu w potaczeniu z amoksycyling w klasycznym leczeniu
tréjlekowym. Zalecany schemat tréjlekowy obejmuje IPP z amoksycyling i metronidazolem
w postaci leczenia 14-dniowego.

PTG-E (2008) zaleca takze rozwazenie wprowadzenia w trzecim rzucie leczenia lewofloksacyny
w polaczeniu z amoksycylina.

Wedlug Raportu Maastricht-1II z roku 2005, 14-dniowa standardowa terapia troéjlekowa
pierwszego rzutu (IPP, amoksycylina i klarytromycyna lub metronidazol) jest skuteczniejsza, niz
terapia 7-dniowa, zalecana w rekomendacjach wczes$niejszych (PTG-E 2004).

Raport Maastricht-III z roku 2005 zaleca powyzsza terapie jako leczenie pierwszego wyboru
w populacjach, w ktérych czesto$¢ opornosci szczepéw H. pylori na Kklarytromycyne jest
mniejsza, niz 15 - 20%.

W przypadku, gdy odsetek szczepéw H. pylori opornych na metronidazol jest w danej populacji
nizszy niz 40%, zalecana jest terapia ztozona z IPP, klarytromycyny i metronidazolu.

Jezeli odsetek szczepdéw H. pylori opornych na klarytromycyne przekracza w danej populacji 15
- 20% i nie jest mozliwe przed rozpoczeciem leczenia wykonanie antybiogramu dla
wyizolowanego szczepu H.pylori, to zgodnie zpowyzszymi zaleceniami, klarytromycyna
powinna by¢ wykluczona z terapii.

W zaleceniach tych rekomendowane jest takze cigglte monitorowanie czesto$ci wystepowania
szczepow H. pylori opornych na stosowane antybiotyki i chemioterapeutyki w réznych rejonach
geograficznych celem doboru odpowiedniego schematu leczenia przeciwbakteryjnego.

Wedtug powyzszych zalecen, czteroskladnikowe leczenie z preparatem bizmutu stanowi
akceptowang terapie pierwszego rzutu i pozostaje najlepszym rozwigzaniem dla leczenia
drugiego rzutu. W przypadku braku dostepnosci soli bizmutu, Raport Maastricht-11I z roku 2005
zaleca terapie ztozona z IPP, amoksycyliny lub tetracykliny i metronidazolu.

Zalecenia Europejskiej Grupy Badawczej zawarte w Maastricht IV/Florence Consensus
Report (4. Raport Uzgodnieniowy), wydane w 2012 roku, dotyczace zakazen wywotanych

przez Helicobacter pylori

W Raporcie Maastricht IV z roku 2012 najwazniejszg zmiang w stosunku do poprzedniej edycji
rekomendacji Europejskiej Grupy Roboczej z roku 2005, jest zalecenie zréznicowanego leczenia
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zakazenia w zalezno$ci od czestoSci wystepowania w danym regionie szczepoéw H. pylori
opornych na klarytromycyne.

PoniZsza rycina przedstawia schematy leczenia dla regionéw, w ktérych odsetek szczepow
H. pylori opornych na klarytromycyne jest niski lub wysoki.

Regiony o niskiej czestosci Regiony o wysokiej czestosci
wystepowania opornosci wystepowania opornosci
na Klarytromycyne (<20%) na klarytromycyne (>20%)
h 4 h 4
) IPP + klarytromycyna Terapia czterolekowa z bizmutem
Leczenie + metronidazol/amoksycylina lub
1-go rzutu lub (gdy bizmut niedostepny)
Terapia czterolekowa z bizmutem terapia czterolekowa bez bizmutu
Y
Leczenie Terapia czterolekowa z bizmutem
2-go rzutu lub IPP + lewofloksacyna + amoksycylina
IPP + lewofloksacyna + amoksycylina
Leczenie Leczenie trzeciego rzutu
3-go rzutu prowadzone jest tylko w oparciu o wynik antybiogramu

Schemat leczenia zakazenia H. pylori uwzgledniajgcy podzial na regiony o niskiej i wysokiej
czesto$ci wystepowania szczepoéw opornych na Kklarytromycyne, na podstawie schematu
z wytycznych EHSG 2012 (54).

W regionach o wysokiej czesto$ci wystepowania szczepéw opornych na klarytromycyne (>20%)
nie zaleca sie stosowania tego antybiotyku bez uprzedniego wykonania testu wrazliwosci
szczepu na ten lek. Zalecana jest terapia czterolekowa z bizmutem lub bez bizmutu, w przypadku
gdy nie jest dostepny. W zwiazku z tym zaleca sie state regionalne monitorowanie opornosci
szczepbébw H. pylori na klarytromycyne, ktéra jest jednym z podstawowych antybiotykéw
stosowanych w leczeniu zakazen H. pylori. Bez monitorowania narastania opornosci szczepdw
H. pylori na leki nie jest mozliwe zastosowanie sie do powyzszych zalecen.

Narastajgca opornos¢ klinicznych szczepéw H. pylori na antybiotyki i chemioterapeutyki
uwazana jest za jeden z gléwnych czynnikéw wptywajacych na skuteczno$é terapii
eradykacyjnej. Wykazano, Ze niepowodzenia terapeutyczne zwigzane sa z oporno$cia na
klarytromycyne oraz w mniejszym stopniu na metronidazol. W przypadku szczepéw wrazliwych
na klarytromycyne, stopien eradykacji siega 87,8%. Odnotowano spadek stopnia eradykacji do
18,3%, gdy szczepy sa oporne na ten antybiotyk. Wrazliwo$¢ na metronidazol zapewnia sukces
terapeutyczny w 97% przypadkéw, a oporno$¢ na ten chemioterapeutyk obniza efektywno$¢
eradykacji o 25%.

Raport Maastricht IV z roku 2012 zaleca, by w leczeniu drugiego rzutu w regionie o wysokiej
czestosci wystepowania szczepow H. pylori opornych na klarytromycyne, przy braku efektow
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leczenia pierwszego rzutu, zastosowac¢ schemat trojlekowy zlewofloksacyng, amoksycyling
iIPP. W regionie o niskiej czesto$ci wystepowania szczepéw H. pylori opornych na
klarytromycyne (<20%), w pierwszym rzucie leczenia zalecany jest standardowy schemat
tréjlekowy z klarytromycyna lub terapie poczwdrna z solami bizmutu.

Po niepowodzeniu i braku efektéw leczenia pierwszego rzutu zalecana jest terapia czterolekowa
drugiego rzutu z bizmutem lub tréjlekowa z lewofloksacyng. Terapia trzeciego rzutu powinna
by¢ prowadzona zgodnie z wynikiem antybiogramu. Jesli oznaczenie lekowrazliwosci nie jest
mozliwe, dopuszcza sie terapie empiryczng z rifabutyna.

Dane dotyczace wrazliwosci szczepow H. pylori na zalecane w terapii leki powinny by¢
systematycznie uaktualniane przez monitorowanie narastania opornosci szczep6w na
stosowane antybiotyki i chemioterapeutyki. Obserwowany znaczny wzrost odsetka
opornych szczepéw H.pylori moze stanowi¢ w przyszlosci powazny problem
terapeutyczny.

Rozpoczecie terapii celowanej wedlug wykonanego wcze$niej antybiogramu, jako
leczenia pierwszego rzutu, umozliwiloby jednak uzyskiwanie szybszych efektow
terapeutycznych bez dodatkowych obciazen pacjenta, wynikajacych z wielokrotnego
leczenia oraz ograniczyloby zjawisko narastania opornosci szczepéw H. pylori na

stosowane leki. Kazde kolejne leczenie zwieksza ryzyko selekcji szczepéw opornych, co w

konsekwencji prowadzi¢ moze w niedalekiej przysztosci do braku mozliwosci eradykacji
zakazenia. W Polsce ocena lekowrazliwos$ci szczepow H. pylori jest wykonywana jednak

tylko w kilku o$rodkach, dlatego nie jest to badanie powszechnie dostepne.

Wydaje sie, Ze niniejsze badania prowadzone na terenie Malopolski przyczynily sie do
poprawy stanu wiedzy na temat opornosci klinicznych szczepéw H. pylori w tym regionie,
aco za tym idzie, daly mozliwo$s¢ wyboru prawidlowego modelu leczenia zgodnie
zwynikami oceny opornosci bakterii na Kklarytromycyne imetronidazol oraz
lewofloksacyne.

Cel badan

e Monitorowanie zakazenia oraz narastania lub spadku opornosci H. pylori na leki
stosowane w terapii.

e Ocena pierwotnej i wtornej opornosci szczepéw H. pylori, izolowanych od pacjentow
z rejonu Matopolski, na klarytromycyne, metronidazol, amoksycyline, i lewofloksacyne.

e  Wykrywanie wielolekoopornych szczepow H. pylori.

e Wykrywanie mechanizmu opornosci na klarytromycyne, uwarunkowanego mutacjami
punktowymi w genie 23S rRNA. Badania te prowadzono na klinicznych szczepach
H. pylori za pomoca metody genetycznej PCR-RLFP. Wprowadzenie tej metody jako
badania rutynowego moze przyspieszy¢ decyzje lekarza co do wyboru modelu leczenia,
umozliwiajgc pominiecie sporzadzania antybiogramu.

e Mozliwos¢ szerszej analizy zjawiska pierwotnej i wtdérnej opornosci klinicznych
szczepOw H. pylori wyizolowanych od pacjentéw z rejonu Matopolski.

e Uzasadnienie znaczenia celowanej terapii zakazen H.pylori wobec narastajgcej
opornosci tych bakterii na klarytromycyne, lewofloksacyne oraz utrzymujgcej sie na
wysokim poziomie oporno$ci na metronidazol, a takze wobec pojawiania sie szczepow
H. pylori wielolekoopornych.
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Cel badan

e Ocena pierwotnej i wtornej opornosci szczepéw H. pylori, wyizolowanych od dorostych
pacjentéw z regionu Matopolski, gtéwnie Krakowa i okolic, na stosowane w eradykacji
zakazenia leki przeciwbakteryjne (amoksycylina, metronidazol, klarytromycyna oraz
lewofloksacyna).

e Monitorowanie narastania/spadku opornosci H. pylori na leki stosowane w terapii.

Badaniami objeto pacjentéw, zglaszajacych sie do poradni gastrologicznej w Krakowie
z objawami dyspepsji, w okresie od grudnia 2006 roku do grudnia 2008 roku.
Dziewiecdziesieciu z tych pacjentow nigdy nie byto leczonych w zwigzku z zakazeniem H. pylori,
natomiast u pozostalych 25 potwierdzono brak efektow terapeutycznych stosowanego
wcze$niej leczenia.

Wycinki btony $luzowej zotadka, pobrane z trzonu i antrum podczas gastroskopii,
transportowano do pracowni mikrobiologicznej na podiozu Portagerm Pylori (bioMerieux
Polska sp. z 0.0.). Po homogenizacji w szklanych, jatowych moZdzierzach, materiat wysiewano na
podtoze Schaedler Agar z dodatkiem 5% krwi baraniej (bioMerieux Polska sp. z 0.0.) oraz
Schaedler Agar z dodatkiem 5% krwi baraniej i suplementem selekcyjnym DENT (Oxoid,
Argenta, Polska). Hodowle inkubowano w warunkach mikroaerofilnych, w temperaturze 37°C
przez okres od 2 do 10 dni.

Wyizolowano 115 szczepdw H. pylori.

Oznaczenie lekowrazliwosci szczepdw H. pylori na amoksycyline, metronidazol, klarytromycyne
oraz lewofloksacyne wykonywano metodg iloSciowg z zastosowaniem plastikowych paskéw
nasyconych antybiotykiem w gradiencie stezen (E-test, bioMerieux Polska sp. z 0.0.). Test
wykonywano w celu oznaczenia minimalnego stezenia leku hamujgcego wzrost bakterii (MIC
ang. minimal inhibitory concentration), warto$ci podawano w mg/1.

Badania prowadzono wobec szczepu wzorcowego H. pylori ATCC 43504.

W kategoryzacji szczepdw na wrazliwe i oporne, w oparciu o obowigzujace w tym czasie
wytyczne, dla szczepoéw opornych przyjeto nastepujgce wartos$ci graniczne MIC:

amoksycylina >1mg/l
metronidazol >4 mg/l
klarytromycyna =1 mg/l

lewofloksacyna 1 mg/l

Omowienie wynikow
Amoksycylina

Wszystkie badane szczepy H.pylori byly wrazliwe na amoksycyline. Wzrost wiekszosci
szczepow (95% izolowanych od chorych przed leczeniem i 80% od pacjentéw po leczeniu)
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hamowany byt przy warto$ci MIC < 0,016 mg/l. Nieco wyzsze wartosci MIC, bedace wciaz
w zakresie wrazliwosci na amoksycyline, zanotowano tylko dla 5% izolatéw od pacjentéw przed
leczeniem oraz az dla 20% szczep6éw H. pylori wyizolowanych od pacjentéw po leczeniu.

Wyniki potwierdzaja, ze szczepy H. pylori nadal pozostaja wrazliwe na amoksycyline, jednak
niepokojgce wydaje sie przesuniecie MIC dla amoksycyliny w kierunku wyzszych wartos$ci,
zwlaszcza wobec szczepow izolowanych od pacjentéw po leczeniu,

Moze to oznaczaé pojawienie sie w przysztoSci szczepé6w opornych na ten lek, co znacznie
obnizyloby efektywnos¢ leczenia zakazen H. pylori.

Metronidazol

Odsetek szczepéw H. pylori opornych na metronidazol wynosit 44%. Pierwotna i wtérna
oporno$¢ na ten chemioterapeutyk siegata odpowiednio 37% oraz 72% (p =0,002). Wysoka
oporno$¢ na metronidazol (MIC = 256 pg/ml) odnotowano dla 20% oraz 44% szczepow H. pylori
izolowanych od pacjentéw odpowiednio przed i po leczeniu.

Zblizone wyniki uzyskano w ogolnopolskich badaniach przeprowadzonych w okresie od 2001
do 2004 roku, w ktorych pierwotna oporno$¢ na metronidazol wynosita 41%, a wtérna 68%.
Laczna oporno$¢ na ten chemioterapeutyk siegata natomiast 46% (49)

Klarytromycyna

Lacznie 34% szczepow H.pylori byto opornych na klarytromycyne, a odsetek izolatow
cechujacych sie wtérng opornoscig byt znamiennie wyzszy od odsetka szczepéw pierwotnie
opornych (80% vs 21%, p <0,001). Wartos¢ MIC < 0,016 mg/1 wykazano dla 74% szczepéw
izolowanych od pacjentéw przed leczeniem oraz dla 20% po leczeniu. Dla pozostatych szczepoéw
odnotowano wartosci MIC w zakresie od 0,38 do 64 mg/l, ktére odpowiadaty S$redniej
wrazliwo$ci lub opornosci.

W badaniach przeprowadzonych w réznych osrodkach w Polsce (Warszawa, Ptock, Rzeszow,
Sanok, Katowice) w latach 2001-2004, tacznie 28% szczepow H. pylori byto opornych na
klarytromycyne. Pierwotna oporno$¢ na ten antybiotyk byta niemal taka sama, jak w
omawianych badaniach wtasnych i siegala 22%, natomiast zanotowano mniejszy odsetek
szczepéw wykazujacych wtdérng oporno$¢ - 54%. Wyniki pierwotnej opornosci na
klarytromycyne, uzyskane w osrodkach bioracych udziat w badaniach, znacznie réznity sie w
zalezno$ci od regionu, jak rowniez pomiedzy dorostymi i dzie¢mi (49).

Konsensus Maastricht III 2005 zaleca wykluczenie stosowania klarytromycyny lub wykonanie
antybiogramu przed wprowadzeniem jej do leczenia eradykacyjnego, jezeli pierwotna opornos$¢
H. pylori na klarytromycyne w danej populacji jest wyzsza niz 15%-20%. Zgodnie z powyzszymi
danymi, w Polsce, a zwtaszcza w regionie Matopolski, nie powinno sie stosowa¢ klarytromycyny
w terapii zakazenia H. pylori bez wstepnej oceny lekowrazliwoSci.

Wykazano, Ze opornos¢ na klarytromycyne jest niemal rownoznaczna z niepowodzeniem terapii
eradykacyjnej (50). Z tego wzgledu powinno sie oznacza¢ wrazliwo$¢ na ten lek przed
kazdorazowym wprowadzeniem go do terapii.

Jednoczesna opornos¢ na metronidazol i klarytromycyne

Podwoéjna oporno$¢ na metronidazol oraz Kklarytromycyne zostata potwierdzona u 23%
(27/115) szczepow H. pylori. Odsetek szczepéw wykazujacych pierwotng oraz wtérng opornos¢
na te leki wynosit odpowiednio 13% (12/90)i 60% (15/25).

Lewofloksacyna

Oponos¢ na lewofloksacyne potwierdzono u 5% szczepow H. pylori, a pierwotna iwtérna
oporno$¢ na ten lek wynosita odpowiednio 2% oraz 16% (p=0,006). Aktywnosc¢
lewofloksacyny wobec badanych szczepéw byta dosy¢ wysoka, wiekszo$¢ szczepow (89%
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izolowanych od pacjentéw przed leczeniem oraz 76% po leczeniu) wykazywata wartosci MIC
z zakresu od 0,032 mg/1 do 0,125 mg/1.

Biorac pod uwage duza rozpieto$¢ w wartosciach MIC dla lewofloksacyny wobec badanych
szczepow H. pylori mozna przypuszczac, ze w przysztosci odsetek szczepéw opornych na ten lek
bedzie sie zwiekszat.

Jednoczesna pornos$¢ na metronidazol, Klarytromycyne i lewofloksacyne

Na uwage zastuguje fakt, ze lacznie 4% (5/115) szczepdéw H. pylori charakteryzowato sie
opornoscig jednoczes$nie na trzy leki - metronidazol, klarytromycyne oraz lewofloksacyne.
Odsetek izolatow z pierwotng oraz wtdrng opornoscig na te leki wynosit odpowiednio 1%
(1/90) oraz 16% (4/25).

Duze obawy dotyczace skutecznosci eradykaciji zakazen H. pylori w przysztoSci budzi pojawianie
sie szczepow wielolekoopornych z podwédijna i potrdjna opornoscia.

Przeprowadzone badania maja pewne ograniczenia wynikajace z braku informacji na temat
wrazliwosci badanych szczepéw H. pylori pochodzacych od pacjentéw bedacych juz po
nieskutecznym pierwszym, czy nawet drugim leczeniu, zanim zastosowano kolejng terapie. By¢
moze wykazany w badaniach wysoki odsetek szczepéw o wtérnej opornosci na klarytromycyne
czy metronidazol mogt by¢ spowodowany tym, ze cze$¢ pacjentéw juz przed rozpoczeciem
leczenia byta zakazona szczepami opornymi.

Pieciu spos$roéd badanych 25 pacjentéw po leczeniu, przeszto dwie, a jeden pacjent, trzy
nieskuteczne terapie.

Whioski

o Wysoki odsetek szczepéw H.pylori opornych na metronidazol i klarytromycyne,
podstawowe leki stosowane w terapii zakazen H. pylori, oraz pojawianie sie izolatow
wielolekoopornych z podwoéjng i potrdjng opornoscig, wskazuje na konieczno$¢
zastapienia leczenia empirycznego pierwszego rzutu leczeniem celowanym. Mogtoby to
wptynaé na poprawe efektywnosci leczenia i ograniczy¢ narastanie opornosci szczepéw.

P-3. Karczewska E, Klesiewicz K, Skiba I, Wojtas-Bonior I, Sito E, Czajecki K, Zwolifiska-Wcisto
M, Budak A. Variability in prevalence of Helicobacter pylori strains resistant to
clarithromycin and levofloxacin in Southern Poland. Gastroenterol Res Pract. 2012, Article
ID 418010, 7 pages. [online]
https://www.hindawi.com/journals/grp/2012/418010/ [dostep: 16 stycznia 2017r.]

Wprowadzenie

Gtownym mechanizmem nabywania opornosci bakterii na lewofloksacyne sa mutacje. Dotycza
one gen6w odpowiedzialnych za synteze gyrazy DNA i topoizomerazy IV oraz biatka biorgcego
udziat w czynnym usuwaniu leku z komoérki (51).

H. pylori nalezy do bakterii, ktére szybko rozwijaja opornos¢ podczas leczenia lewofloksacyna.
Wysokie zuzycie fluorochinolonéw w wielu innych zakazeniach poza przewodem pokarmowym
to jedna z gtéwnych przyczyn narastania opornosci szczepéw H. pylori na lewofloksacyne.
Potwierdzajg to publikowane wyniki badan prowadzonych w réznych regionach §wiata (52).

W 2012 roku lewofloksacyna zostata wiaczona do podstawowych schematéw leczenia zakazen
H. pylori. Szybkie narastanie opornosci na ten lek wywotuje obawy o mozliwos¢ zmniejszenia
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efektywnoSci leczenia empirycznego z udziatem lewofloksacyny, choé wprowadzenie tego leku
do terapii zakazen H. pylori budzito wiele nadziei na zwiekszenie skutecznosci leczenia.

Opornosc¢ klinicznych szczepoéw H. pylori na klarytromycyne wynika przede wszystkim z mutacji
punktowych, obejmujacych jedng lub kilka par zasad, w obrebie jednego genu. Mutacje te
polegaja na tranzycji adeniny do guaniny (pozycja 2142 lub 2143) lub transwersji adeniny do
cytozyny (pozycja 2142) w genie 23S rRNA (mutacje te znajdujg sie w domenie V 23S rRNA,
ktéra ma wplyw na drugorzedowa strukture 23S rRNA), prowadzac do modyfikacji miejsca
docelowego, a co za tym idzie, zmniejszenia wigzania klarytromycyny do rybosomu (51, 53).

Najczesciej spotykane mutacje to A2143G, A2142G lub A2142C. Czesto$¢ ich wystepowania
rozni sie w zaleznoSci od regionu geograficznego. Badania przeprowadzone w 12 o$rodkach na
calym $wiecie (w tym w Polsce) wykazaty, Ze w szczepach H. pylori opornych na klarytromycyne
dominuje mutacja A2143G (69,8%).

Mutacje te mozna wykry¢ stosujac metode Real-time PCR i PCR-RFLP, co umozliwia uzyskanie
wyniku w ciggu kilku godzin, zanim zostanie wprowadzona terapia eradykacyjna.

Cel badan

e Narastajgca opornos$¢ H. pylori na stosowane w leczeniu antybiotyki i chemioterapeutyki
staje sie powaznym problem terapeutycznym, a obowigzujace rekomendacje polskie
PTG-E i europejskie EHSG zalecajg ciggte monitorowanie lekowrazliwosci. Celem
przedstawionych badan byto wiec poréwnanie pierwotnej i wtérnej opornosci szczepéw
H. pylori na klarytromycyne (izolowanych w latach 2006-2008) i lewofloksacyne (2009-
2011).

Omowienie wynikéw

Badaniami objeto 220 pacjentéw pacjentow z objawami dyspepsji, zgtaszajacych sie do poradni
gastrologicznej w Krakowie. Stu piecdziesieciu trzech pacjentéw nigdy wcze$niej nie byto
leczonych w zwigzku z zakazeniem H. pylori, natomiast u pozostalych 67 potwierdzono brak
efektu terapeutycznego stosowanego wcze$niej leczenia. W badaniu mikrobiologicznym
obecno$¢ H. pylori potwierdzono u 51 (23%; 51/220) badanych.

W latach 2009-2011, 22% (11/51) szczepédw H. pylori bylo opornych na klarytromycyne
a pierwotna i wtoérna opornos¢ na ten lek wynosita odpowiednio 19% (8/43) i 38% (3/8).
Oporno$¢ na lewofloksacyne potwierdzono u 16% (8/51) szczepéw H. pylori, a pierwotna
i wtdrna opornos¢ to odpowiednio 12% (5/43) i 38% (3/8).

W latach 2006-2008 1acznie 34% (39/115) szczepow H.pylori bylo opornych na
klarytromycyne, a odsetek izolatdw o wtornej opornosci byt znamiennie wyzszy w poréwnaniu
do pierwotnie opornych (80% 20/25 vs 21%, 19/90 p <0.001). Warto$¢ MIC < 0,016 mg/1
wykazano dla 74% szczepow izolowanych od pacjentéw przed leczeniem oraz tylko dla 20% po
leczeniu. Dla pozostatych szczepéw odnotowano warto$ci MIC w zakresie od 0,38 do 64 mg/], co
odpowiadato sredniej wrazliwosci lub opornosci.

Opono$¢ na lewofloksacyne potwierdzono u 5% (6/115) szczepéw H. pylori, a pierwotna
i wtérna opornos¢ na ten lek wynosita odpowiednio 2% (2/90) oraz 16% (4/25) (p = 0,002).
Aktywnos$¢ lewofloksacyny wobec badanych szczepow byta dosy¢ wysoka, z przewagg wartos$ci
MIC od 0,032 mg/l do 0,125 mg/l dla 89% oraz 76% szczepéw izolowanych od pacjentow,
odpowiednio przed i po leczeniu.

Powyzsze wyniki badan dotyczace monitorowania oporno$ci na Kklarytromycyne
i lewofloksacyne (2006-2008) byty juz publikowane w pracy P4. W omawianej publikacji zostaty
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przytoczone dla poréwnania z wynikami uzyskanymi w badaniach p6zniejszych (2009-2011),
w celu wykazania narastania lub spadku opornosci szczepéw w tych latach.

Badania monitorowania opornosci H. pylori prowadzone na terenie Matopolski potwierdzaja
wzrastajacg opornos¢ szczepow na lewofloksacyne oraz malejacg opornos¢ na klarytromycyne
w danym oKkresie czasu (2009-2011), w poréwnaniu z wynikami z lat poprzednich.

Pomimo istotnego zmniejszenia liczby szczepéw H. pylori opornych na Kklarytromycyne
(p < 0,05), ich odsetek nadal utrzymuje sie na wysokim poziomie (powyzej 20%), co uzasadnia
konieczno$¢ statego monitorowania wrazliwosci na ten lek. Spadek odsetka szczepéw opornych
mogt by¢ skutkiem mniejszego zuzycia klarytromycyny na rzecz lewofloksacyny. Dzieki
prowadzonym w Matopolsce badaniom opisywanym powyzej, istniata mozliwo$¢ celowanego
leczenia prowadzonego zgodnie z wynikiem antybiogramu. W przypadku braku mozliwosci
oznaczenia lekowrazliwosci, do leczenia wtaczano lewofloksacyne, co mogto przyczyni¢ sie do
zahamowania narastania opornosci na klarytromycyne.

Oporno$¢ na lewofloksacyne w ciggu 5 lat wzrosta z 5% do 16%. W 2012 roku lek ten zostat
wprowadzony do podstawowych schematéw leczenia zakazen H. pylori zalecanych przez EHSG
jako leczenie drugiego rzutu (54). W rekomendacjach EHSG z 2005 roku i PTG-E z 2008 roku
istnieje jedynie informacja o mozliwo$ci zastosowania lewofloksacyny w terapii trzeciego rzutu
leczenia zakazenia H. pylori ( 55,56)

Wysoka skuteczno$¢ terapii zakazen H. pylori z uzyciem lewofloksacyny mogta by¢ przyczyna
czestszego stosowania tego leku w ostatnich latach, zwtaszcza w regionach, gdzie opornos¢
szczepéw na Kklarytromycyne przekraczata 20%. Poza tym fluorochinolony stosowane sa
powszechnie w zakazeniach drég moczowych oraz drég oddechowych, co zdecydowanie mogto
sie przyczyni¢ do wzrostu opornosci szczepdw H. pylori na lewofloksacyne.

Whioski

o Wyniki przeprowadzonych badan uzasadniajg potrzebe ciagglego monitorowania
lekoopornosci H. pylori na leki stosowane w terapii empiryczne;j.

e Wykazano szybki wzrost opornosci na lewofloksacyne, co uzasadnia obawy zwigzane ze
stosowaniem tego leku w terapii empirycznej pierwszego rzutu. Opcja taka jest
sporadycznie stosowana, mimo iz pozostaje w sprzecznosci z rekomendacjami.

e Jednocze$nie potwierdzono spadek opornosci szczepéw H. pylori na klarytromycyne
w stosunku do lat ubieglych, ale odsetek tych szczepéw pozostaje nadal na wysokim
poziomie przekraczajagcym 20% i wyklucza stosowanie tego leku w przypadku braku
mozliwos$ci wykonania testu wrazliwosci dla wyizolowanych szczepow.

e Badania potwierdzaja szybka zmienno$¢ wrazliwos$ci/opornosci szczepéw H. pylori na
lewofloksacyne i klarytromycyne.

P-2. Karczewska E, Klesiewicz K, Wojtas-Bonior I, Skiba I, Sito E, Czajecki K, Zwoliniska-Wcisto
M, Budak A. Levofloxacin resistance of Helicobacter pylori strains isolated from patients in
southern Poland, between 2006-2012. Acta Pol Pharm. 2014, 71(3):477-483. [online]
http://www.ptfarm.pl/pub/File/Acta Poloniae/2014/3/477.pdf [dostep: 16 stycznia
2017r.]

IF: 0,737; pkt. MNiSW: 15
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Cel badan

Przestanka do podjecia badan oceny wrazliwosci na lewofloksacyne szczepoéw H. pylori
izolowanych w Polsce w latach 2006-2012, byta potrzeba ciggtego monitorowania narastania
opornosci na ten lek, zwtaszcza dla szczepoéw pochodzacych od pacjentéw z regionu Matopolski,
w ktérym potwierdzony jest wysoki odsetek szczepéw opornych na klarytromycyne (> 20%).

Omowienie wynikéw

Badanie mikrobiologiczne wykonywane w kierunku obecnos$ci H. pylori w bioptatach btony
$luzowej pobranych podczas gastroskopii z antrum i trzonu Zotadka przeprowadzono w grupie
811 pacjentéw z objawami dyspepsji i wskazaniami do gastroskopii, zgtaszajacych sie do
poradni gastrologicznej w Krakowie. Zakazenie H. pylori potwierdzono u 210 (25.9%) badanych.

Wyizolowane w badaniu mikrobiologicznym szczepy w wiekszos$ci pobrano od pacjentéw
w okresie przed pierwszym leczeniem zakazenia H.pylori (81%, 171/210), natomiast 19%
(39/210) szczepoéw wyizolowano od badanych, ktérzy przeszli juz jedng, nieskuteczng terapie.
Interpretacji wynikéw dokonywano zgodnie z EUCAST Clinical Breakpoint Table 2011, dla
H. pylori (57).

Aktywnos¢ lewofloksacyny wobec badanych szczepéw wyrazong w MIC przedstawia ponizszy
wykres. Szczepy, dla ktoérych potwierdzono wartosci MIC powyzej 1 mg/1 przyjeto jako oporne.

Activity of levofloxacin against H. pylori strains
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10,00% -

% of strains

5,00% 1

0,009 4=

0,002 0,008 0,016 0,023 0,032 0,047 0,064 0,094 0,125 0,19 025 0,75 1 15 2 3 4 6 12 32

MIC values [mg/L]

|III Susceptible strains B Resistant strains |

Wsréd badanych szczepéw H. pylori 8,10% (17 /210) wykazato oporno$¢ na lewofloksacyne.

W grupie pacjentow przed leczeniem wyizolowano 5,85% (10/171) szczepdw opornych na
lewofloksacyne, natomiast wsrod szczepow wyizolowanych od pacjentéw po leczeniu opornos¢
potwierdzono w 17,95% (7/39) przypadkéw.

Przeprowadzono takze analize wielolekoopornosci badanych szczepow H. pylori.

U 11 sposréd opornych na lewofloksacyne szczepéw potwierdzono takze oporno$¢ na inne leki
stosowane w terapii zakazenia H. pylori. Wyniki zamieszczono w ponizszej tabeli.
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Lek Llczba, opornych .
szczepow H. pylori
lewofloksacyna 6
lewofloksacyna + Klarytromycyna 1
lewofloksacyna + metronidazol 2
lewofloksacyna + klarytromycyna + 3
metronidazol
Wszystkie 17

Whioski

e Jak wynika z badan, czesto$¢ szczepéw H.pylori opornych na lewofloksacyne
pochodzacych od pacjentéw z regionu Matopolski jest niska, dlatego wprowadzenie tego
fluorochinolonu do terapii zakazen H.pylori moze zwiekszy¢ odsetek eradykacji
zakazenia.

e Mata liczba szczepdw opornych na lewofloksacyne potwierdza, Ze wprowadzenie
potrdjnej terapii z lewofloksacyng w drugim rzucie leczenia stanowi dobrg alternatywe
w leczeniu zakazen H. pylori, zwlaszcza w regionach o wysokiej czestosci szczepéw
opornych na klarytromycyne (> 20%).

e Badania wykazaly jednak, Zze wsrdd szczepoéw H. pylori opornych na lewofloksacyne
pojawiaja sie takze szczepy oporne dodatkowo na klarytromycyne lub metronidazol oraz
na klarytromycyne i metronidazol jednoczes$nie. W zwigzku z tym nalezy podkresli¢
konieczno$¢ ciggtego monitorowania narastania opornosci szczepéw na lewofloksacyne
mimo niskiego, potwierdzonego w badaniach odsetka szczepéw opornych na ten lek.

W czasie wykonywanych badan obowigzywaty rekomendacje polskie PTG-E 2008 i wytyczne
Europejskie Maastricht IV /Florence Consensus Report 2012.

P-1. Karczewska E, Klesiewicz K, Nowak P, Sito E, Skiba I, Zwolinska-Wcisto M, Mach T, Budak
A. Empirical versus targeted treatment of Helicobacter pylori infections in southern Poland
according to the results of local antimicrobial resistance monitoring. W: Bruna Maria
Roesler, redaktor. Trends in Helicobacter pylori Infection. Wydawnictwo Intech, Rijeka
2014, rozdz. 12, 321-347. [online] http://cdn.intechopen.com/pdfs-wm/46485.pdf
[dostep: 16 stycznia 2017r.]

Wprowadzenie

Jednym z najwazniejszych czynnikow wptywajacych na skuteczno$c¢ terapii zakazenia H. pylori,
o czym pisatam juz wcze$niej, jest wrazliwo$¢ bakterii na stosowane w leczeniu antybiotyki oraz
chemioterapeutyki. Narastanie opornosci szczepdw H.pylori stanowi powazny problem
terapeutyczny wynikajacy z obnizenia skuteczno$ci klinicznej leczenia empirycznego
obowigzujacego do tej pory w eradykacji tego zakazenia. Wskazuje to i uzasadnia potrzebe
wprowadzenia oceny lekowrazliwo$ci szczepéw H. pylori izolowanych zzakazen przed
zastosowaniem leczenia, a nie jak zaleca PTG-E, dopiero po nieskutecznej terapii drugiego rzutu
lub w przypadku kiedy ilo$¢ szczepéw w danym regionie opornych na Kklarytromycyne
przekracza 20%.
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Przestrzeganie tych zasad oraz zalecen zawartych w rekomendacjach PTG-E oraz EHSG wymaga
prowadzenia ciggltego, regionalnego monitorowania narastania opornosci szczepéw
izolowanych z zakazen H. pylori.

Wprowadzenie terapii celowanej wg wykonanego wcze$niej antybiogramu lub odpowiednich
badan genetycznych identyfikujacych oporno$é¢ na Kklarytromycyne w czasie krétszym, niz
wykonanie antybiogramu, mogtoby przyspieszy¢ decyzje lekarza co do wyboru modelu leczenia.
Umozliwitoby takze uzyskiwanie szybszych efektéow terapeutycznych, bez dodatkowych
obciagzen pacjenta wynikajacych z wielokrotnego leczenia.

Zagrozenie narastania opornosci oraz mozliwo$¢ obnizenia skutecznosci klinicznej leczenia
empirycznego zakazenia H.pylori stanowito przyczyne podjecia powyzszego tematu
badawczego.

Cel badan

e Kontynuacja badan dotyczacych monitorowania zakazen o etiologii H. pylori
w Matopolsce oraz monitorowanie narastania opornosci szczepéw na leki stosowane w
terapii empirycznej zakazenia wedlug obowigzujgcych rekomendacji EHSG i PTG-E.

Badania prowadzone byty w celu obserwacji zmian profilu lekowrazliwosci H. pylori, co
umozliwia dokonanie wyboru prawidtowego modelu leczenia warunkujgcego eradykacje
zakazenia.

e Uzasadnienie znaczenia celowanej terapii zakazen H.pylori wobec narastajgcej
opornosci tych bakterii na klarytromycyne i lewofloksacyne oraz utrzymujacej sie na
wysokim poziomie oporno$ci na metronidazol, a takze wobec pojawiania sie szczepdw
H. pylori wielolekoopornych.

o Identyfikacja gatunku H. pylori przy uzyciu metod genetycznych (16S rRNA, ureB, ureC,
vacA).

o Wykrywanie metodami genetycznymi obecno$ci genu cagA kodujacego immunogenne
biatko CagA bedace jednym z wyznacznikéw patogennosci bardziej chorobotwoérczych
szczepow H. pylori.

e Wykrywanie w Kklinicznych szczepach H. pylori mechanizmu opornosci na
klarytromycyne, zwigzanego z mutacjami punktowymi w genie 23S rRNA, metoda
genetyczng PCR-RLFP. Wprowadzenie tej metody jako rutynowo wykonywanego
badania mogtoby przyspieszy¢ decyzje lekarza co do wyboru modelu leczenia
z pominieciem sporzadzania antybiogramu.

Omowienie wynikéw

0Od listopada 2010 roku do czerwca 2013 zbadano 316 pacjentéw (190 kobiet oraz 154
mezczyzn) z chorobami gérnego odcinka przewodu pokarmowego i wskazaniami do
gastroskopii. Materiat do badan stanowily wycinki btony $luzowej z trzonu i antrum zZotadka
pobrane podczas gastroskopii od pacjentow zgtaszajacych sie do poradni gastrologicznych na
terenie Krakowa.

Z pobranego od pacjentow materiatu klinicznego wyizolowano 73 szczepy H. pylori, ktérych
obecno$¢ w pobranych bioptatach btony sluzowej Zotadka zostata potwierdzona przez szybki
test urazowy po wykonanej gastroskopii oraz w badaniu mikrobiologicznym bioptatéw. Na
podstawie uzyskanych wynikéw mozna przyjac, ze czesto$¢ wystepowania zakazenia w tym
okresie na terenie Matopolski wynosita 23,1% (73/316).
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W ponizszej tabeli zestawiono wyniki lekoopornosci badanych szczepéw H. pylori na antybiotyki
i chemioterapeutyki rekomendowane w leczeniu zakazenia.

Lek Liczba szczepéw opornych N (%)
przeciwbakteryjny (n=73)
Klarytromycyna 17 (23.3)
Metronidazol 29 (39.7)
Lewofloksacyna 9(12.3)
Amoksycylina 1(1.4)
Tetracyklina 0(0)

W badaniach potwierdzono obecno$¢ jednego szczepu opornego na amoksycyline. Opornosé
szczepow H. pylori na amoksycyline jest bardzo rzadka, a w regionie Matopolski opisana po raz
pierwszy. Wszystkie szczepy byty wrazliwe na tetracykline.

Wsréd badanych szczepéw wykazano obecno$¢ podwoéjnej i potrdjnej opornoséi na
antybiotyki/chemioterapeutyki. Wyniki zestawiono w tabeli.

. . Liczba szczepéw opornych
Lek przeciwbakteryjny N (%) (n=73)
Szczepy Klarytromycyna 6 (8.2)
oporne na Metronidazol 16 (21.9)
jeden lek Lewofloksacyna 4(54)
Szczepy Klarytromycyna + metronidazol 9(12.3)
oporne na dwa | Metronidazol + lewofloksacyna 3(4.1)
leki Klarytromycyna + 1(1.4)
lewofloksacyna
Szczepy Klarytromycyna + metronidazol
oporne na . 1(1.4)
. + lewofloksacyna + amoksycylina
cztery leki

Wsréd szczepdw o podwodjnej opornosci, najwiecej (12,3%) byto opornych jednoczesnie na
klarytromycyne i metronidazol. Poczwdérng opornos¢ potwierdzono dla jednego szczepu (1,4%),
ktéry byt oporny na klarytromycyne, metronidazol, lewofloksacyne i amoksycyline.

Ponadto wykonano analize rozktadu warto$ci MIC dla klarytromycyny (Ryc. 1), metronidazolu
(Ryc. 2), lewofloksacyny (Ryc. 3), amoksycyliny (Ryc. 4) i tetracykliny (Ryc.5). Potwierdzono
dynamiczny wzrost opornoS$ci H.pylori na monitorowane leki. Wyniki przedstawiono na
wykresach.
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Ryc. 1. Rozktad wartosci MIC klarytromycyny dla szczepéw H. pylori (graniczne wartosci kliniczne wg
EUCAST: oporne: MIC>0,5 mg/]; wrazliwe: MIC < 0,25 mg/1); * szczepy, dla ktérych wartosci MIC wynosity
0,5 mg/l uwazane sa za oporne na klarytromycyne zgodnie z wynikami badania PCR-RFLP.
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Ryc.2. Rozktad wartosci MIC metronidazolu dla szczepéw H. pylori (graniczne wartosci kliniczne wg
EUCAST: oporne: MIC>8 mg/l; wrazliwe: MIC < 8 mg/1).
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Ryc.3. Rozktad wartosci MIC lewofloksacyny dla szczepdw H. pylori (graniczne wartosci kliniczne wg
EUCAST: oporne: MIC>1 mg/l; wrazliwe: MIC < 1 mg/1).
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Ryc.4. Rozktad wartosci MIC amoksycyliny dla szczepow H. pylori (graniczne wartosci kliniczne wg
EUCAST: oporne: MIC>0,12 mg/]; wrazliwe: MIC < 0,12 mg/1).
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Ryc.5. Rozktad wartosci MIC tetracykliny dla szczepéw H. pylori (graniczne warto$ci kliniczne wg
EUCAST: oporne: MIC>1 mg/l; wrazliwe: MIC < 1 mg/1).

Nalezy podkresli¢, ze badania potwierdzity takze obecno$¢ szczepdéw o wysokiej opornosci na
klarytromycyne (6,8%; MIC = 256mg/1) i metronidazol (26%; MIC = 256mg/1).

Narastanie opornosci na klarytromycyne wynika prawdopodobnie z nadmiernego stosowania
makrolidow w leczeniu wielu zakazen, zwlaszcza drég oddechowych. Czeste stosowanie
klarytromycyny i metronidazolu w leczeniu zakazen H.pylori moze by takze przyczyna
pojawiania sie szczepow opornych jednocze$nie na obydwa te leki.

Potwierdzono takze wzrost opornosci badanych szczepéw H.pylori na lewofloksacyne
w stosunku do lat ubiegtych (5% w latach 2006-2008 vs 12,3% ).

Wyniki badan potwierdzajg potrzebe ciggltego lokalnego monitorowania narastania opornosci
szczepow H. pylori na leki stosowane w terapii tego zakazenia. Ponadto w celu przeprowadzenia
skutecznego leczenia, z uwagi na ciagly i dynamiczny wzrost opornosci, uzasadnione wydaje sie
wprowadzenie leczenia celowanego.

W celu potwierdzenia identyfikacji wyizolowanych szczepéw H. pylori do gatunku, zbadano
obecno$¢ genow: 16S rRNA, ureB, ureC oraz vacA przy uzyciu metody PCR.

Wszystkie badane szczepy H. pylori (73) wykazaty obecno$¢ genu 16S rRNA oraz ureC. Produkt
reakcji PCR dla genu vacA wielkos$ci 229 bp otrzymano dla 89% (65/73) badanych szczepéw

H. pylori. Prawdopodobnie u 11% (8/73) ulegt on translokacji.
Ponizsze zdjecie przedstawia wyniki dla przyktadowych proébek oraz szczepu wzorcowego

H. pylori]99.
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Produkty genu 16S rRNA dla wybranych szczepow H. pylori
Sciezki 1-11 szczepy badane, Sciezka 12-szczep wzorcowy ]99, Sciezka 13-kontrola negatywna, M -
marker wielkosci DNA (O'GeneRuler 50bp DNA Ladder, Thermo Scientific, USA)

Metoda PCR dokonano takze analizy patogennosci wszystkich szczepdw poprzez ocene
obecnosci genu cagA kodujacego immunogenne biatko CagA.

Produkt reakcji PCR dla genu cagA otrzymano dla 80,8% (59/73) szczep6w, co potwierdza ich
zwiekszong patogennosc .

Produkty genu cagA oraz vacA dla wybranych szczep6w H. pylori.

Sciezki 1-3- szczepy Kliniczne H. pylori cagA+, Sciezka 4 - szczep kliniczny cagA-ujemny, Sciezka 5 -
kontrola pozytywna, Sciezka 6-kontrola negatywna, Sciezki 7-9 - szczepy kliniczne H. pylori, u ktérych
wykryto gen vac4, Sciezka 10 - szczep kliniczny, dla ktérego nie wykryto genu vacA, Sciezka 11 -
kontrola pozytywna - szczep wzorcowy H. pylori ]99, Sciezka 12 - kontrola negatywna, M - marker
wielkos$ci DNA (O'GeneRuler 50 bp DNA Ladder, Thermo Scientific)

Mechanizm oporno$ci na klarytromycyne wykrywano metodag PCR-RFLP, umozliwiajgca
potwierdzenie obecno$ci mutacji punktowych: A2143G, A2142G oraz A2142C w genie 23S
rRNA.

Reakcje PCR-RFLP przeprowadzono dla szczepéw wzorcowych: ATCC 700684 (szczep z mutacja
A2143G powodujacg oporno$¢ na klarytromycyne) ATCC 43504 (szczep wrazliwy na
klarytromycyne), oraz dla szczepdéw klinicznych.

W celu oznaczenia obecno$ci mutacji A2143G oraz A2142G przeprowadzono reakcje PCR
z wykorzystaniem nastepujacych starterow:

K1: 5’CCACAGCGATGTGGTCTCAG oraz
K2: 5’CTCCATAAGAGCCAAAGCCC

Mutacje A2143G potwierdzono dla 12 (70,6%) sposréd 17 szczepéw opornych na
Klarytromycyne, natomiast A2142G dla 3 (17,6%) szczepéw. Dla 2 (11,8%) szczepéw nie
wykryto zadnej z 3 badanych mutacji. Najprawdopodobniej w przypadku tych szczepéw mamy
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do czynienia z innym rodzajem mechanizmu opornosci np. A2115G, G2141A, C2147G, T2190,
czy tez mechanizmem zwigzanym z systemem pomp wyrzutu leku.

Obecnos$ci mutacji A2143G i A2142G nie potwierdzono w Zadnym ze szczepow wrazliwych.
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Analiza obecnosci mutacji A2143G oraz A4142G.

Sciezki 1-4 wynik trawienia enzymem Eco31l szczepéw Kklinicznych opornych na klarytromycyne,
Sciezka 5-kontrola dodatnia - szczep H. pylori ATCC 700684 z mutacja A2143G, Sciezka 6 - kontrola
ujemna, Sciezki 7-10 wynik trawienia enzymem Bbsl szczepéw klinicznych opornych na klarytromycyne,
Sciezka 11 - kontrola dodatnia (szczep H. pylori z mutacja A2142G, Sciezka 12 - kontrola ujemna, M -
marker wielkosci DNA (O'GeneRuler 50 bp DNA Ladder, Thermo Scientific).

Przedstawione wyniki, dotyczace czesto$ci wystepowania szczepow H. pylori opornych na
klarytromycyne na terenie Malopolski (23,3%), maja bardzo istotne znaczenie
w podejmowaniu decyzji przy wyborze modelu leczenia zakazZenia H. pylori wtym
regionie. Wedlug aktualnie obowiazujacych zasad, jezeli opornos¢ szczepéw H. pylori na
Klarytromycyne w danej populacji jest wyzsza niz 20%, nie zaleca sie stosowania tego
antybiotyku bez uprzednio wykonanego testu wrazliwosci.

W zwiazku z powyzszym zaleca sie stale, regionalne monitorowanie opornosci szczepow
H. pylori na Klarytromycyne, ktora stanowi jeden z podstawowych antybiotykow
stosowanych w leczeniu zakazen H. pylori .

ZALECENIE wynikajace z przeprowadzonych badan:

NA TERENIE MALOPOLSKI NIE ZALECA SIE STOSOWANIA KLARYTROMYCYNY W LECZENIU
ZAKAZENIA H. PYLORI BEZ UPRZEDNIO WYKONANEGO TESTU WRAZLIWOSCI SZCZEPU NA
TEN LEK, GDYZ CZESTOSC WYSTEPOWANIA SZCZEPOW OPORNYCH NA
KLARYTROMYCYNE W TYM REGIONIE JEST WIEKSZA NIZ 20%.

Whioski

e Brak monitorowania narastania opornosci i konkretnych danych, dotyczacych czestosci
wystepowania szczepow H. pylori opornych na klarytromycyne czy tez inny
rekomendowany lek, uniemozliwia terapie celowana i wykonywanie antybiogramu
wczesniej, niz po niepowodzeniu drugiego leczenia zakazenia H.pylori .

e Powyzsze badania dotyczace Matopolski, umozliwiaja na tym terenie podejmowanie
celowanej terapii zakazenia H. pylori.
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e Wprowadzenie terapii celowanej jako leczenia pierwszego rzutu umozliwia uzyskiwanie
szybszych efektéw terapeutycznych oraz ogranicza zjawisko narastania opornosci
szczepOw H. pylori na leki stosowane w terapii zakazenia.

e Badania genetyczne wykrywajace mechanizm opornosci szczepéw H. pylori na
klarytromycyne moga przyczyni¢ sie do przyspieszenia diagnostyki i identyfikacji
szczepow opornych na klarytromycyne, co umozliwia podjecie terapii celowanej
w krétszym czasie, niz wykonanie antybiogramu.

2.3. Podsumowanie wynikow badan stanowigcych podstawe habilitacji

e Monitorowanie zakazenia H.pylori w latach 1997-2014 na terenie Matopolski
potwierdzito spadek odsetka zakazen w populacji dorostych w kolejnych latach
wykonywanych badan (83,9%; 61%; 51%; 25,9%; 23,1% ).

e Monitorowanie lekowrazliwo$ci szczepéw H. pylori na leki stosowane w terapii
empirycznej zakazenia wykazato narastanie opornosci, a takze pojawienie sie szczepéw
wielolekoopornych.

e Badania potwierdzaja szybka zmienno$¢ wrazliwos$ci/opornosci szczepow H. pylori na
lewofloksacyne i klarytromycyne.

o Wsrod szczepéw H. pylori opornych na lewofloksacyng potwierdzono szczepy
wielolekooporne co uzasadnia konieczno$¢ cigglego monitorowania narastania
opornos$ci szczepoéw na lewofloksacyne mimo niskiego, potwierdzonego w badaniach
odsetka szczepow opornych na ten lek.

o Wysoki odsetek szczepéw H.pylori opornych na metronidazol i klarytromycyne,
podstawowe leki stosowane w terapii zakazen H.pylori oraz pojawienie sie izolatow
wielolekoopornych z podwoéjng i potréjng opornoscia, wskazuje na Kkonieczno$c¢
zastapienia leczenia empirycznego pierwszego rzutu leczeniem celowanym, zgodnie
z wykonanym antybiogramem, lub wynikami badan genetycznych. Mogtoby to wptynac
na poprawe efektywnosci leczenia i ograniczy¢ narastanie opornosci szczepéw na te leki
w Matopolsce

o Kazde kolejne nieskuteczne leczenie zwieksza ryzyko selekcji szczepéw opornych, co w
konsekwencji prowadzi¢ moze w niedalekiej przysztosci do braku mozliwosci eradykacji
zakazenia.

e Aktualnie na terenie Matopolski nie zaleca sie stosowania klarytromycyny w leczeniu
zakazen H. pylori bez uprzednio wykonanego testu wrazliwos$ci na ten lek. Czestos¢
wystepowania szczepow opornych na klarytromycyne w tym regionie przekracza 20%.

e Badania genetyczne wykrywajace opornos¢ na klarytromycyne w szczepach H. pylori
moga przyczyni¢ si¢ do przyspieszenia diagnostyki i identyfikacji szczepéw opornych
na klarytromycyne, co umozliwitoby podjecie terapii celowanej w krotszym czasie.

e Wyniki przeprowadzonych badan uzasadniaja potrzebe dalszego monitorowania
lekoopornosci szczepoéw H. pylori na leki stosowane w terapii empirycznej zakazenia.

e Badania potwierdzaja zwigzek pomiedzy wirulencja szczepow H. pylori a nasileniem
zmian patologicznych w gérnym odcinku przewodu pokarmowego.

o Zakazenie Zoladka szczepami H. pylori produkujacymi immunogennag proteine CagA
(H. pylori CagA+) moze zwiekszac¢ ryzyko rozwoju raka zotadka.
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e Traktujagc immunogenng proteine CagA jako biomarker zwigzany zryzykiem
zachorowania na raka zotadka, zasadnym wydaje sie stosowanie, nieinwazyjnego
i taniego, immunoenzymatycznego testu ELISA wykrywajacego przeciwciata anty-CagA
w surowicy lub testu western blot w celu wczesnego wykrywania zakazenia szczepem
chorobotwérczym H. pylori CagA+.

e Zastosowanie dwoéch testéw nieinwazyjnych, immunoenzymatycznego testu ELISA
wykrywajacego przeciwciata anty-CagA oraz ureazowego testu oddechowego C1I3UBT
mogtoby by¢ cennym narzedziem diagnostycznym wykrywajacym jednocze$nie aktywne
zakazenie H. pylori oraz typ szczepu okre$lajacy jego patogennos$é. Wynik badania
potwierdzajacy zakazenie szczepem o zwiekszonej wirulencji, produkujacym
onkoproteine CagA, moégiby by¢ dodatkowym wskazaniem do leczenia eradykacyjnego.

e Badania potwierdzajg ze poziom gastryny u chorych z GC (gastric cancer) oraz zakazenie
szczepami H. pylori CagA+ to dwa markery mogace mie¢ znaczenie w rokowaniu choroby
nowotworowej zoladka.

o Wykazano wysoki odsetek zakazen szczepami H.pylori o wiekszej patogennosci
(genotyp cagA+, slml/slm2). Moze to stanowi¢ zagrozenie zwiekszong
zachorowalnos$cig na takie choroby, jak wrzdéd Zzotadka, wrzdd dwunastnicy czy rak
zotadka.

e Wyniki badan mikrobiologicznych, serologicznych i genetycznych potwierdzity obecnos¢
H. pylori w jamie ustnej, co nie dowodzi, Ze jama ustna jest Zzrédtem reinfekcji Zotadka po
jego skutecznym leczeniu eradykacyjnym.

3. POZOSTALE OSIAGNIECIA NAUKOWO-BADAWCZE

3.1. Dzialalnos$¢ naukowo-badawcza przed uzyskaniem stopnia doktora

Po ukonczeniu studiow na kierunku biologia, na Wydziale Biologii i Nauk o Ziemi
Uniwersytetu Jagielloniskiego, w 1976 roku w Krakowie, rozpoczetam prace zawodowaq
w Krakowskiej Wytworni Surowic i Szczepionek w Dziale Surowic Diagnostycznych (aktualnie
Instytut Biotechnologii Surowic i Szczepionek BIOMED). Surowice te stosowane sg w
dochodzeniach epidemiologicznych do typowania serologicznego m.in. patogennych szczepéw
Escherichia coli czy Salmonella spp. Moim zadaniem byto opracowanie technologii i pelnej
dokumentacji do wdrozenia iuruchomienia produkcji kilku nowych surowic. W tym celu
odbywatam szkolenia w Instytucie Medycyny Morskiej i Tropikalnej w Gdansku, w Zaktadzie
Bakteriologii iTypowania Fagowego. Zajmowatam sie produkcja swoistych surowic
diagnostycznych, ale przedmiotem mojego zainteresowania byly takze bakteriofagi, ich
namnazanie i typowanie bakteriofagowe szczepow bakteryjnych, jako metoda doktadniejsza
i cenniejsza w dochodzeniach epidemiologicznych, niz typowanie szczepoéw surowicami
diagnostycznymi. W tym okresie zaczetam bardziej koncentrowaé¢ sie na mikrobiologii i
poszukiwaniu w Krakowie jednostki naukowej o profilu zbliZzonym do moich zainteresowan.

W 1978 roku uzyskatam zgode na prace w ramach rocznego wolontariatu w Instytucie
Mikrobiologii Akademii Medycznej im. Mikotaja Kopernika w Krakowie, w Zakladzie
Bakteriologii kierowanym przez prof. dr hab. Piotra B. Heczko. Bralam udziat w badaniach
prowadzonych w ramach miedzynarodowego grantu, ktérego koordynatorem byt prof. dr hab.
Janusz Jeljaszewicz zPanstwowego Zaktadu Higieny w Warszawie. Zajmowatam sie
namnazaniem bakteriofagéw gronkowcowych i typowaniem fagowym gronkowcéw.

W 1979 roku zostatam zatrudniona w Zaktadzie Bakteriologii Instytutu Mikrobiologii AM
w Krakowie na etacie mtodszego asystenta. Badania naukowe, w ktérych wéwczas bratam
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udziat byly wielokierunkowe, ale tematem wiodacym byly gronkowce i ich udziat
w patomechanizmie zakazen. Kontynuowatam badania dotyczgce typowania serologicznego
i fagowego gronkowcéw. Poznane i stosowane juz wczeSniej przeze mnie metody
wykorzystatam m.in. w badaniach, ktérych celem byto wykazanie réznic pomiedzy szczepami
wyjsciowymi a sztucznie wywotanymi mutantami itransduktantami Staphylococcus aureus.
Wyniki tych badan potwierdzity, iz zmiany genotypowe indukowane przez Srodki mutagenne
lub infekcje DNA pochodzenia fagowego wywotujg nie tylko zmiany w skladzie S$ciany
komorkowej, ale doprowadzaja takze do powstania form otoczkowych szczepéw, co zwieksza
ich wirulencje. Badania te byly kontynuowane na modelu zwierzecym i pozwolily na wykazanie
zwiekszonej wirulencji mutantéw ( Zat.4, cz.Il, pkt B 1, Zat.4, cz 11, pkt A, ppkt b 1)

Karczewska E, Wiecek L, Heczko P. Effect of mutagenic factors and transducing phages on the changes in
serological properties and sensitivity to bacteriophages in Staphylococcus aureus. Med Dosw Mikrobiol
1983; 35(2): 107-13

Karczewska E, Petrynka M, Heczko P. Pathogenicity of encapsulated mutants of clinical isolates of
Staphylococcus aureus in mice. Staphylococci, Zbl Bakt (Suppl 14): Gustav Fischer Verlag, Stuttgart, New
York, 1985

W tym samym czasie bratam takze udziat w badaniach dotyczacych wplywu kwaséw
ttuszczowych wchodzacych w skiad toju skérnego na drobnoustroje stanowigce flore
fizjologiczng skéry. Poniewaz wecze$niejsze badania wykazaly hamujacy wptyw kwaséw
ttuszczowych na wiekszo$¢ drobnoustrojéw skérnych, a wptyw pobudzajacy stwierdzono dla
Propionibacterium granulosum, drobnoustroju izolowanego czesto ze zmian tradzikowych, to
wnioskowano, ze metabolizm kwaséw ttuszczcowych w skoérze moze by¢ czynnikiem
decydujacym o sktadzie i gestosci flory skory. Postanowiono wiec zbada¢ zalezno$¢ pomiedzy
sktadem kwaséw ttuszczowych toju skérnego réznych oséb a wptywem toju na drobnoustroje in
vitro. Badania potwierdzity zalezno$¢ pomiedzy sktadem toju skérnego a picig badanych oséb
oraz pobudzaniem lub hamowaniem wzrostu réznych gatunkéw bakterii. Pobudzanie wzrostu
dotyczyto tylko Propionibacterium granulosum, atoje wzmagajace wzrost zawieraly wiecej
kwasow C12, izoC12, C13, C17, C18, i C19 w stosunku do pozostatych ( Zat. 4, cz 1], pkt B 2)

Basta M, Kartowski K, Karczewska E, Heczko P. Relations between the inhibition and stimulation of
microorganism growth and the composition of sebum. Przegl Epidemiol 1984; 38(4): 369-76

Od 1984 roku w ramach wspélpracy z [ Katedrg i Klinikg Chirurgii Ogolnej
i Gastroenterologicznej Akademii Medycznej w Krakowie (pézniej Uniwersytet Jagiellonski
Collegium Medicum) prowadzitam badania mikrobiologiczne Zétci pobranej Srédoperacyjnie od
pacjentéw z potwierdzong kamicg zotciowa. Jest to temat bardzo istotny pod wzgledem
klinicznym, gdyz zakazenie zo6tci prowadzi¢ moze do powiktan pooperacyjnych, takich jak sepsa
lub zakazenie rany pooperacyjnej, a takze zapalenia drog zotciowych skutkujgcego ropniem lub
marskos$cig watroby. Celem tych badan byta analiza mikrobiologiczna i poréwnanie udziatu
tlenowej i beztlenowej flory bakteryjnej stanowigcej zakazenie zéici w trzech réznych grupach
pacjentow (kamica zo6tciowa, kamica przewodowa bez stanu zapalnego i kamica przewodowa ze
stanem zapalnym). Analiza zaleznoSci pomiedzy florg bakteryjng izolowang z z6tci a badang
grupa wykazata, iz jedynie w zdlci pacjentéw z zapaleniem drog zoélciowych czesciej
wystepowatly co najmniej dwa gatunki bakterii tlenowych (z dominacja Escherichia coli) lub flora
mieszana tlenowo-beztlenowa (z dominacja Bacteroides fragilis), Zat. 4, cz. 11, pkt A, ppkta 1.

Kosowski K, Karczewska E, Kasprowicz A, Andziak ], Heczko P. Bacteria in bile of patients with bile duct
inflammation. Eur ] Clin Microbiol 1987; 6(5): 575-8

Inne badania, w ktérych bratam udziat (1987-1990) dotyczyty zakazen ran pooperacyjnych po
zabiegach na uktadzie pokarmowym oraz wptywem stosowania profilaktyki antybiotykowej na
czestos$¢ tych zakazen.

45



Elzbieta Karczewska Autoreferat Zatqcznik 2

Celem badan byto ustalenie jakosciowego sktadu flory bakteryjnej ran pooperacyjnych ze
szczeg6lnym uwzglednieniem bakterii beztlenowych niesporujacych oraz okreslenie zaleznosci
sktadu flory od operowanego narzadu.

Materialem diagnostycznym do badan mikrobiologicznych byty punktaty z ran pooperacyjnych
pacjentow leczonych na oddziatach zabiegowych szpitala Wojskowego w Krakowie (Oddziat
Chirurgii Ogolnej, Oddziat Urologiczny, Oddzial Urazowo-Ortopedyczny i Ginekologiczny).
Badania mikrobiologiczne wydzieliny ropnej wykonywano w sposéb standardowy w
odniesieniu do bakterii tlenowych, najczesciej wystepujacych w zakazeniach przyrannych,
natomiast bakterie beztlenowe identyfikowano zgodnie z zaleceniami Virginia Polytechnic
Institute. ldentyfikacje gatunkéw w obrebie rodzaju Bacteroides oparto na metodzie
immunofluorescencji bezposredniej. Na podstawie przeprowadzonych badan zakazenie ran
pooperacyjnych stwierdzono u 11,1% sposréd operowanych pacjentéw. Zaobserwowano takze,
ze wbadanym materiale flora bakteryjna beztlenowa stanowita 24% flory bakteryjnej
zakazonych ran pooperacyjnych. W grupie wyizolowanych bakterii tlenowych dominowaty
gatunki Escherichia coli i Staphylococcus aureus, a wsréd beztlenowcéw Bacteroides fragilis.
Badania wykazaty tez, ze bakterie tlenowe najczesciej izolowano z materiatu pochodzacego z ran
pooperacyjnych po zabiegach na zotadku i dwunastnicy. Mieszana flora bakteryjna dominowata
w ranach po wycieciu wyrostka robaczkowego, po zabiegach na drogach zo6tciowych i uktadzie
moczowo-ptciowym. Natomiast bakterie beztlenowe bez innej flory towarzyszacej
potwierdzono w ranach po wycieciu wyrostka robaczkowego i po zabiegach na drogach
z6tciowych.

Badania dotyczace wplywu stosowania profilaktyki antybiotykowej na czesto$¢ zakazenia ran
pooperacyjnych po zabiegach na uktadzie pokarmowym potwierdzity, ze profilaktyka
przeciwbakteryjna w okresie okotooperacyjnym w znacznym stopniu zmniejsza czesto$c¢
wystepowania zakazen rany pooperacyjnej (Zat. 4, cz. 11, pkt B 3,4)

Madry R, Karczewska E, Heczko P. Wptyw stosowania profilaktyki przeciwbakteryjnej na czestos¢
wystepowania zakazenia rany pooperacyjnej po operacjach na przewodzie pokarmowym. Pol Przeg
Chirurg 1990; 62(6): 419-22

Madry R, Karczewska E, Heczko P. Udziat tlenowej i beztlenowej flory bakteryjnej w zakazonych ranach
pooperacyjnych. Pol Przeg Chirurg 1990; 4: 245-52

W 1988 roku nadal wspétpracowatam z 1 Katedra i Klinikg Chirurgii Ogolnej
i Gastroenterologicznej w Krakowie. Badania zaowocowaly rozprawg doktorska pt.:
Patogenetyczne wtasciwosci szczepéw Escherichia coli wyosobnionych z z6étci, ktéra obronitam
w 1991 roku. Promotorem pracy byt prof. dr hab. Piotr B. Heczko.

Wyniki wcze$niejszych badan dotyczace analizy mikrobiologicznej zéici pobieranej od chorych
z kamica zéiciowa dowiodly, ze najczesciej izolowana z zakazonej z6tci bakterig tlenowa jest
Escherichia coli. Skierowalo to moje zainteresowania ku zakazeniom bakteryjnym uktadu
z0tciowego i rolg tego zakazenia w powstawaniu kamicy zétciowej. Nasuwato sie pytanie,
dlaczego z z6tci od chorych z kamicg najczesciej izolowana jest Escherichia coli i ktére
z czynnikéw patogennosci tej bakterii odgrywaja role w infekcji uktadu z6tciowego.

Przeprowadzone badania miaty na celu okreslenie znaczenia pateczki Escherichia coli
w schorzeniach drég zétciowych.

W patogenezie zakazen bakteryjnych przypisuje sie duze znaczenie wtasciwosciom adhezyjnym
bakterii. Zdolno$¢ przylegania bakterii do powierzchni komdrek jest istotnym czynnikiem
w procesie kolonizacji, ktory poprzedza rozwo6j zakazenia. Brak zdolnosci przylegania powoduje
eliminacje bakterii z organizmu Zywiciela. Interesujgce byto wiec zbadanie zalezno$ci miedzy
adherencjg Escherichia coli do nabtonka pecherzyka zétciowego a zmianami zapalnymi btony

46



Elzbieta Karczewska Autoreferat Zatqcznik 2

$luzowej pecherzyka i dréog zétciowych u chorych z kamica. Stan btony sluzowej drég zétciowych
oceniano $rédoperacyjnie technika wziernikowania przy uzyciu cholangioskopu.

Najwiekszg zdolno$¢ adherencji pateczek Escherichia coli do nabtonka pecherzyka Zétciowego
stwierdzono w S$rodowisku toczacych sie zmian zapalnych, co przemawia za adherencjg
nieswoistg, w ktérej biorg udzial receptory nabyte, a nie receptory swoiste znajdujace sie
w glebszych warstwach nabtonka. W pracy zastosowano test adherencji wg Vaisane.

Wyniki badan identyfikacyjnych fimbrii adherencyjnych wykonane metoda hemaglutynacji
czynnej wg Evansa oraz antygenéw O i OK wykrywanych za pomoca swoistych surowic
diagnostycznych wykazaty odmiennos$¢ badanych szczepéw w zakresie posiadanych czynnikéw
patogennosci od juz opisanych i obecnych u enterotoksycznych i enteropatogennych Escherichia
coli. By¢ moze srodowisko zo6tci wptywa na zmiany wlasnosci szczepdéw patogennych.

Wiadomo, iz w wyniku zakaZenia bakteryjnego Zo6tci zmienia sie motoryka pecherzyka, co
prowadzi do =zastoju zo6tci, a nastepnie do rozwoju kamicy. Przeprowadzone badania
potwierdzily wiec znaczenie zakazenia bakteryjnego w patogenezie kamicy i czeSciowo
przyczynity sie do wyjasnienia niektorych zagadnien zakazenia drdg zélciowych o etiologii
Escherichia coli. Udokumentowaty adherencje Escherichia coli do nabtonka pecherzyka
uchorych z toczacym sie procesem zapalnym. Miaty takze znaczenie w potwierdzeniu
infekcyjnej teorii dotyczacej etiologii kamicy z6étciowe;.

Przez wszystkie lata pracy w Zaktadzie Bakteriologii Instytutu Mikrobiologii zdobywatam takze
wiedzg praktyczng i teoretyczng z zakresu rutynowej diagnostyki mikrobiologicznej zakazen
i opracowywania materiatléw diagnostycznych.

3.1.1. Wykaz prac opublikowanych w czasopismach naukowych przed
uzyskaniem stopnia doktora

1. Karczewska E, Wiecek L, Heczko P. Effect of mutagenic factors and transducing phages on
the changes in serological properties and sensitivity to bacteriophages in Staphylococcus
aureus. Med Dosw Mikrobiol 1983; 35(2): 107-13

2. Basta M, Karlowski K, Karczewska E, Heczko P. Relations between the inhibition and

stimulation of microorganism growth and the composition of sebum. Przegl Epidemiol 1984;
38(4):369-76

3. Karczewska E, Petrynka M, Heczko P. Pathogenicity of encapsulated mutats of clinical
isolates of Staphylococcus aureus in mice. Staphylococci, Zbl Bakt (Suppl 14): Gustav Fischer
Verlag, Stuttgart, New York, 1985

4. Kosowski K, Karczewska E, Kasprowicz A, Andziak |, Heczko P. Bacteria in bile of patients
with bile duct inflammation. Eur ] Clin Microbiol 1987; 6(5): 575-8

5. Madry R, Karczewska E, Heczko P. Wptyw stosowania profilaktyki przeciwbakteryjnej na
czesto$¢ wystepowania zakazenia rany pooperacyjnej po operacjach na przewodzie
pokarmowym. Pol Przeg Chirurg 1990; 62(6): 419-22

6. Madry R, Karczewska E, Heczko P. Udziat tlenowej i beztlenowej flory bakteryjnej
w zakazonych ranach pooperacyjnych. Pol Przeg Chirurg 1990; 4: 245-52

7. Basta M, Herman T, Tomanek E, Karczewska E, Heczko P. The in vitro susceptibility of
Polish isolates of Methicillin-resistant Staphylococcus aureus to various antimicrobials. The

Staphylococci, Zbl Bakt (Suppl 21): Gustav Fischer Verlag, Stuttgart, New York, 1991
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3.2. Dzialalnos$¢ naukowo-badawcza po uzyskaniu stopnia doktora

Prace doktorska obronitam w 1991 roku na Wydziale Lekarskim Akademii Medycznej im.
Mikotaja Kopernika w Krakowie (obecnie: Uniwersytet Jagiellonski Collegium Medicum).
Promotorem rozprawy byt prof.dr hab. Piotr B. Heczko, a recenzentami prof. dr hab. Zofia
Porwit-Bobr i prof. dr hab. Gabriel Turowski.

Po uzyskaniu stopnia doktora moje zainteresowania i wynikajacy z nich dorobek naukowy,
dotyczyty gtéwnie zakazenia Helicobacter pylori (H. pylori).

Glowne kierunki badan:

[ Diagnostyka zakazenia H. pylori

e opracowanie procedury badania mikrobiologicznego bioptatu pobranego z btony
$luzowej zotgdka w kierunku izolacji i identyfikacji H. pylori,

e identyfikacja szczepéw patogennych H. pylori produkujacych silnie immunogenna
proteine CagA (ang. cytotoxin associated protein A) i wakuolizujaca toksyne VacA
(ang. vacuolating cytotoxin A) , przy uzyciu metod serologicznych i genetycznych;
udziat szczepdw typu CagA+, VacA+ w patomechanizmie zakazenia.

II Badania epidemiologiczne
e monitorowanie zakazen o etiologii H. pylori w Matopolsce

e Dbadanie obecnosci H. pylori w jamie ustnej i préba odpowiedzi na pytanie czy jama
ustna moze by¢ zrodtem reinfekcji Zotagdka

III Leczenie zakazenia H. pylori

e antybiogram

e monitorowanie narastania opornos$ci na leki stosowane w terapii empirycznej
zakazenia wg obowiazujgcych rekomendacji EHSG (European Helicobacter Study
Group) i PTG-E (Polskie Towarzystwo Gastroenterologiczne) prowadzone w celu
obserwacji zmian profilu lekowrazliwo$ci w danym regionie.

IV Badanie aktywnoSci przeciwbakteryjnej pochodnych amin

W zwigzku narastaniem oporno$ci szczepoéw H. pylori na leki stosowane w terapii
empirycznej zakazenia, badatam aktywnos$¢ przeciwbakteryjng pochodnych amin
jako ewentualnych zwigzkéw alternatywnych dla aktualnie stosowanych
antybiotykéw i chemioterapeutykéw. Badania prowadzone byly takze wobec
szczepdéw Staphylococcus aureus opornych na metycyline (MRSA) oraz opornych
szczepOw bakterii nalezacych do Enterobacteriaceae i sa kontynuowane, w ramach
wspotpracy z Zaktadem Chemii Bioorganicznej Katedry Chemii Organicznej U] CM.

W roku 1991, po obronie pracy doktorskiej, wyjechatam do Stanéw Zjednoczonych na roczne
stypendium naukowe w University of California, Irvine (Department of Medicine). Bratam udziat
w badaniach prowadzonych w ramach projektu dotyczacego mechanizméw patogennosci
H. pylori.

Pierwszy etap badan obejmowat opracowanie procedury badania mikrobiologicznego bioptatow
btony $luzowej zotadka, pod katem izolacji i identyfikacji H. pylori oraz utworzenie kolekcji
wyizolowanych szczepéw i surowic pochodzacych od badanych oséb z dolegliwo$ciami ze
strony gérnego odcinka przewodu pokarmowego.
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Patogennos$¢ szczepéw, wyizolowanych z materiatow klinicznych, badano wykrywajac obecno$¢
antygenow, istotnych w patomechanizmie zakazenia (immunogenna proteina CagA, toksyna
wakuolizujgca VacA).

Uzyskane w badaniach wyniki potwierdzity roéznice antygenowe pomiedzy szczepami
izolowanymi z réznych przypadkéw Klinicznych.

Wczesna identyfikacja szczepdw wyizolowanych z bioptatéw btony $luzowej zotagdka, pod katem
obecnosci antygendéw istotnych w patomechanizmie zakazenia, moze stuzy¢ jako wskaznik
ryzyka rozwoju choroby.

Wskaznikiem ryzyka rozwoju choroby moze by¢ takze informacja o obecnosci w surowicy
pacjenta przeciwciat skierowanych przeciwko immunogennej proteinie CagA.

Dzialanie cytotoksyczne toksyny VacA oceniane byto na liniach komérkowych KATO III,
zakazanych nadsaczem (zageszczonym metoda dializacyjng) z ptynnej hodowli szczepu H. pylori,
ktéry uwalniat biatko o ciezarze okoto 87-94 kDa. Po inkubacji obserwowano efekt
cytotoksyczny w postaci zwakuolizowanych komorek oraz spowolnienie ich wzrostu
i proliferacji. Badania potwierdzily zaburzenie mechanizmu protekcji iregeneracji nabtonka
zotadka podczas zakazenia szczepami produkujacymi cytotoksyne VacA.

Komoérki zakazane byly zageszczonym nadsgczem w rdznych rozcieniczeniach. Odczytu
dokonywano w czasie zerowym i w ciggu kolejnych siedmiu dni inkubacji. Proliferacje komoérek
oceniano przy uzyciu metody immunohistochemiczne;j.

Badania potwierdzity udziat toksyny VacA (ang. vacuolating cytotoxin A) w patomechanizmie
zakazenia H. pylori.

Gen kodujacy biatko VacA obecny jest w genomach wszystkich szczepéw H. pylori, jednak
ekspresje tego biatka potwierdzono u okoto 50% z nich.

W roku 1992 scharakteryzowano oczyszczong toksyne cytotoksyczng VacA (Cover i wsp.).

Pewien krotki wycinek badan wraz z wynikami przedstawitam w publikacji zamieszczonej w
Zal. 4, czesc 11, pkt B, 6.

Karczewska E, Wyle F, Tarnawski A. Immunoblot analysisof immune response to cell surfach antigens of
different Helicobacter pylori strains. ] Physiol Pharmacol 1996; 47(1): 115-120

Opisane powyzej badania, prowadzone w czasach kiedy nie byto jeszcze w Polsce zdefiniowanej
diagnostyki zakazenia H. pylori, daty podstawe do wprowadzenia w mojej przysztej dziatalnosci
naukowej procedury badania mikrobiologicznego bioptatéw btony sluzowej zZotagdka w kierunku
izolacji i identyfikacji szczepow H. pylori.

W roku 1995, chcac kontynuowac opisane wyzej badania, przyjetam propozycje wspétpracy od
prof. dr hab. Stanistawa ]. Konturka, ktéry prowadzac od wielu lat badania nad fizjologia
i wydzielaniem Zotadkowym oraz patogeneza choroby wrzodowej, planowat ich poszerzenie
obadania nad udziatem zakazenia H.pylori w chorobach goérnego odcinka przewodu

pokarmowego. Poniewaz badania te wymagaly wspétpracy Klinicystéw i mikrobiologa,
podjetam prace w Katedrze Fizjologii U] CM.

ByliSmy woéwczas jedynym w Polsce, kilkuosobowym zespotem pracujacym kompleksowo nad
patomechanizmem zakazenia H. pylori, rozpatrujac jednocze$nie wpltyw obecnos$ci bakterii na
wydzielanie zotagdkowe i Sluzoéwke Zoladka poprzez dziatanie wydzielanych przez nig toksyn
i enzymow. Bardzo istotne byty takze badania dotyczace diagnostyki i zwalczania zakazenia oraz
zagadnien epidemiologicznych.

Prowadzone przeze mnie badania mikrobiologiczne dotyczyly wykrywania obecnoSci
i identyfikacji H. pylori w takich materiatach klinicznych, jak bioptaty sluzéwki zotadka, $Slina
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oraz materiat z kieszonek dzigstowych pobierany od pacjentéw z chorobami przyzebia, a takze
od pacjentéw z potwierdzong chorobg wrzodowg, rakiem zotgdka czy dyspepsja bezwrzodowa.
Badania te byly szczeg6lnie istotne dla poznania epidemiologii zakazenia H.pylori oraz
w poszukiwaniach rezerwuaru i Zrédet zakazenia.

Czes$¢ z nich prowadzona byta w ramach Grantu KBN, ktérego bytam kierownikiem: Jama ustna
jako potencjalne Zrddto infekcji i reinfekcji Helicobacter pylori. (1997-1998), Zat.4, cz. II, pkt G,
ppkt a.

Badania zostaty opisane i opublikowane w pracy, ktéra wchodzi w sktad monotematycznego
cyklu publikacji stanowigcych podstawe habilitacji, Zat. 4, cz. 1, 7.

Karczewska E, Konturek ].E, Konturek P.C, Cze$nikiewicz M, Sito E, Bielanski W, Kwiecien N, Obtutowicz
W, Ziemniak W, Majka ], Hahn E.G, Konturek S.]. Oral cavity as a potential source of gastric reinfection by
Helicobacter pylori. Dig Dis Sci 2002; 47 (5): 978-986

Wyniki badan byty takze prezentowane na sympozjum miedzynarodowym Zat. 4, cz. 111, pkt A,
ppkt a, 36.

Karczewska E, Sito E, Cze$nikiewicz M, Bielanski W, Kwiecien N, Obtutowicz W, Ziemniak W, Szczyrk U,
Majka ], Konturek SJ. Oral cavity as a potential source of Helicobacter pylori gastric reinfection. XIVth
International Workshop on Gastroduodenal Pathology and Helicobacter pylori, Strasbourg, France, 5-8
September 2001, Int Gut 2001; Vol. 49 suppl. 11 s. A37, abstr. 6/28

Kontynuacja badan dotyczacych patogennosSci H. pylori dotyczyta takze wykrywania silnie
immunogennej proteiny CagA, produkowanej tylko przez szczepy, u ktérych w obszarze wyspy
patogennosci cagPAI (ang. cytotoxin associated gene A pathogenicity island) znajduje sie gen cagA
kodujacy immunogenng proteine CagA. Wystepuje on u okoto 50-60% szczepéw. Opracowatam
i opisatam w jednej z publikacji metode oznaczania i wykrywania przeciwciat IgG i IgA anty-
CagA w surowicy i $linie, w teScie immunoenzymatycznym ELISA. Antygenem w odczynie byto
rekombinowane biatko CagA, ktdére otrzymatam od dr. Harry’ego Kleanthousa z OraVax Inc.
(Cambridge, MA, USA). Badania zostaly opisane w pracach, ktére wchodza w skiad
monotematycznego cyklu publikacji stanowigcego podstawe habilitacji, Zat.4, cz. 1, 6, 7.

Konturek S.J, Starzynska T, Konturek P.C, Karczewska E, Marlicz K, Lawniczak M, Jaroszewicz-Heigelman
H, Bielanski W, Hartwich A, Ziemniak W, Hahn E.G. Helicobacter pylori and CagA status, serum gastrin,
interleukin-8 and gastric acid secretion in gastric cancer. Scand ] Gastroenterol 2002, 37 (8) : 891-8

Karczewska E, Konturek ].E, Konturek P.C, Czesnikiewicz M, Sito E, Bielanski W, Kwiecien N, Obtutowicz
W, Ziemniak W, Majka ], Hahn E.G, Konturek S.J. Oral cavity as a potential source of gastric reinfection by

Helicobacter pylori. Dig Dis Sci 2002; 47 (5): 978-86

Silnie immunogenna proteina CagA, moze oddziatywaé¢ na procesy fizjologiczne komadrek
gospodarza, co skutkuje powstawaniem zmian atroficznych, a w konsekwencji doprowadza do
rozwoju choroby nowotworowej. Cechy onkogenne proteiny CagA zostaly potwierdzone
w badaniach prowadzonych na modelu zwierzecym (Ohnishi i wsp.)

Innym kierunkiem moich badan byt udzial szczepéw H. pylori typu CagA+, VacA+ w patogenezie
raka zotagdka

Juz woéwczas opublikowane wyniki badan, ktére prowadzone byly w wielu os$rodkach
naukowych na $wiecie potwierdzaty role immunogennej proteiny CagA w nowotworzeniu. Byty
dowodem na to, ze poprzez indukcje odpowiedzi immunologicznej zakazenie H. pylori moze
prowadzi¢ do transformacji nowotworowej. W skrécie mozna powiedzieé, ze szczepy CagA+
indukuja zwiekszone uwalnianie prozapalnych cytokin IL-1, IL-6, IL-8 i TNF-a, przyczyniajac sie
do powstawania gtebokich zmian morfologicznych w komérkach nabtonka Zotadka.

50



Elzbieta Karczewska Autoreferat Zatqcznik 2

W badaniach, w ktérych bratam udziat zostato to potwierdzone na modelu zwierzecym (gerbile
mongolskie) i opisane w pracy zamieszczonej w Zat. 4 ,cz. I, pkt A, ppkt a, 16.

Konturek PC, Brzozowski T, Konturek S], Kwiecien S, Pajdo R, Drozdowicz D, Stachura ], Karczewska E,
Hahn EG. Functional and morfological aspects of Helicobacter pylori-induced gastric cancer in Mongolian
gerbils. Eur ] Gastroenterol Hepatol 2003; 15(7): 745-54

Wyniki badan dotyczace patomechanizmu raka Zoladka u ludzi, prowadzone pod katem
wydzielania Zolagdkowego podczas zakazenia szczepami Helicobacter pylori CagA+,
przedstawiono w publikacji zamieszczonej w Zat. 4, cz. II, pkt A, ppkt a, 17.

S], Konturek PC, Bielanski W, Karczewska E, Zuchowicz M, Hartwich A, Rehfeld JF, Goetze JP, Hahn EG.
Serum progastrin and its products, gastric acid secretion and serum pepsinogen in gastric cancer.
Digestion 2003; 169-77

W latach 1999-2001 bytam kierownikiem projektu finansowanego ze $rodkéw Uczelni (Statut):
Rola cytotoksyn Helicobacter pylori w patogenezie raka zZotqdka. Zal. 4, cz. 1l, pkt G, ppkt c.
Badania realizowane byly w kooperacji z Klinikg Gastrologiczng Akademii Medycznej
w Szczecinie.

Wyniki badan zostaty wigczone do publikacji wchodzacej w sktad monotematycznego cyklu
publikacji stanowigcego podstawe habilitacji: Zat. 4, cz. 1, 6.

Byty takZe prezentowane na sympozjach miedzynarodowych Zat. 4, cz. III, pkt A, ppkt a, 10, 12,
17, 34.

Marlicz K, Starzynska T, Jaroszewicz H, Karczewska E, Konturek PC, Bielanski W, Konturek SJ. CagA, TNFa
and IL8 seropositivity in gastric carcinoma and accompanying gastric acid secretion and plasma gastrin
levels. XIth International Workshop on Gastroduodenal Pathology and Helicobacter pylori, Budapest,
Hungary, 2-5 Sptember 1998; Abstracts, s. A67, abstr. 08/228

Karczewska E, Bobrzynski A, Sito E, Lawniczak M, Starzynska T, Marlicz K, Konturek S]. Relation between
Helicobacter pylori (Hp) CagA antibody and histological changes in various gastroduodenal diseases.
World Congresses of Gastroenterology, Vienna, Austria, September 6-11, 1998, Digestion 1998, Vol. 59
suppl. 3 s. 381, abstr. ExhA3024

Starzynska T, Karczewska E, Marlicz K, Jaroszewicz-Heigelmann H, Lawniczak M, Konturek PC, Bielaniski
W, Jedrychowski W, Hahn EG, Konturek S]. Association between Helicobacter pylori and gastric carcinoma
importance of CagA seropositivity and gastric secretory status. 7th UEGW, Roma 1999, Endoscop 1999;
Vol. 31 suppl. 1

Konturek SJ, Konturek PC, Karczewska E, Marlicz K, Rembiasz K, Bielaniski W, Halne G. Helicobacter pylori
(Hp) status, plasma gastryn and p53 expression of gastric cancer (GC). 9th United European
Gastroenterology Week, Amsterdam, Netherlands, 6-10 October 2001, Gut 2001; Vol. 49, suppl. III
November 2001, abstr. 2584

Wyniki badan przedstawione w powyzszych pracach dowodza, Ze osoby zakaZone szczepami
patogennymi typu CagA+, VacA+, znajdujg sie w grupie ryzyka rozwoju zmian nowotworowych
zotadka w przysztosci. Wazne jest wiec wczesne wykrywanie zakazenia oraz mozliwo$c¢
potwierdzenia patogennosci czynnika etiologicznego, czyli wykrywania immunogennej proteiny
CagA+ oraz cytotoksyny VacA w szczepach H. pylori lub przeciwcial anty-CagA i anty-VacA w
surowicach, za pomocg odpowiednich metod diagnostycznych.

Opracowany przeze mnie nieinwazyjny immunoenzymatyczny test ELISA-CagA, jest jedna z
proponowanych metod diagnostycznych, posredniej identyfikacji szczepow H. pylori CagA+, na
podstawie wykrywanych w teScie przeciwciat anty-CagA w badanej surowicy pacjenta
zakazonego szczepem H. pylori CagA+. Dodatni wynik testu wykrywajacy obecnos$é przeciwciat
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IgG anty-CagA w surowicy pacjenta, potwierdzajgcy aktualne lub przebyte zakazenie
patogennym szczepem H. pylori CagA+, jest bardzo wazng informacja kliniczng, pomocng dla
lekarza w dalszej diagnostyce oraz przystapieniu do eradykacji zakazenia. Najprawdopodobniej,
atrofia i metaplazja jelitowa moze ulec regresji po zastosowaniu odpowiedniego modelu leczenia
zakazenia.

Wyniki przeprowadzonych badan dotyczacych roli patogennych szczepéw H. pylori (CagA+,
VacA+) w patomechanizmie zakazenia, uzasadniajg celowo$¢ dazenia do zwalczania zakazen o
tej etiologii. Tak w Polsce, jak i w Europie powotywane s3 zespoty specjalistow opracowujacych
zalecenia dotyczace diagnostyki i leczenia zakazen H. pylori. W Polsce jest to Grupa Robocza
Polskiego Towarzystwa Gastroenterologii (PTG-E), w Europie European Helicobacter Study
Group (EHSG).

W zwigzku z czestymi niepowodzeniami i brakiem efektu leczenia z uzyciem tréjlekowej lub
czterolekowej terapii empirycznej zakazen H. pylori, wprowadzitam do badan wtasnych
oznaczanie lekowrazliwos$ci szczepéw H. pylori pochodzgcych od pacjentow z chorobami
gbérnego odcinka przewodu pokarmowego, wyizolowanych z bioptatow i zidentyfikowanych w
badaniu mikrobiologicznym.

W tym czasie aktualne byly rekomendacje dotyczace diagnostyki i leczenia zakazen H. pylori
z 1996 roku (PTG-E) oraz rekomendacje europejskie EHSG z 1997 roku.

Wykonanie antybiogramu umozliwialo zastosowanie terapii celowanej zgodnej z wynikami
przeprowadzonego testu lekowrazliwo$ci, co w przypadku zakazenia szczepami opornymi na
rekomendowane leki, w wiekszosci przypadkow gwarantowato dobry efekt terapeutyczny.
Nalezy zaznaczy¢, ze takie badania nie byly woéwczas wykonywane w rutynowej diagnostyce
mikrobiologicznej zakazen H. pylori.

Zastosowanie antybiogramu wykonywanego metoda ilo$ciowa z uzyciem E-testu umozliwito
takze monitorowanie narastania lekooporno$ci szczepoéw H.pylori na antybiotyki
i chemioterapeutyki stosowane w leczeniu zakazenia.

Badania te prowadzone byty w ramach grantu, ktérego bytam kierownikiem, finansowanego
przez Centralna Rezerwe Srodkéw Badan Wtasnych: Pierwotna i nabyta lekoopornosé szczepéw
Helicobacter pylori na metronidazol i klarytromycyne izolowanych od pacjentéw z wrzodem
zotgdka i dwunastnicy przed i po leczeniu. (1999), Zat. 4, cz. 11, pkt G, ppkt b.

Badania kompleksowe, czyli badanie mikrobiologiczne wykrywajace obecno$¢ H. pylori
w roznych materiatach klinicznych, antybiogram, opisane powyzej badania serologiczne oraz
wprowadzony przez prof. dr hab. S. Konturka ureazowy test oddechowy (UBT, wowczas jedyny
w Polsce), umozliwilty monitorowanie leczenia zakazen H. pylori przez kilka lat, gtéwnie na
terenie Matopolski.

Wyniki mojej pracy naukowej prowadzonej w tym czasie (1995-2001) zamieszczone s3 takze
w innych, niz wymienione powyzej publikacjach zespotowych, ktérych jestem wspdtautorem,
Zal. 4, cz. 11, pkt A, ppkt a, b, ¢, pkt B. Poza tym, prezentowane byty na konferencjach naukowych
krajowych i zagranicznych; Zat. 4, cz. I11, pkt A, ppkt a, b.

Poniewaz interesowata mnie takze diagnostyka zakazen o innej etiologii niz H. pylori,
réwnolegle w latach 1993-2001 pracowatam w Centrum Badan Mikrobiologicznych
i Autoszczepionek w Krakowie, gdzie zajmowatam sie opracowywaniem r6znych materiatow
diagnostycznych pod katem wykrywania i identyfikacji czynnika etiologicznego zakazenia,
oznaczania lekowrazliwosci oraz mechanizméw opornosci, atakze interpretacji klinicznej
wynikéw badan.

W_ 2001 roku rozpoczetam prace na etacie adiunkta w nowoutworzonym Zaktadzie
Mikrobiologii Farmaceutycznej na Wydziale Farmaceutycznym UJ CM, ktérego kierownikiem
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byta prof. dr hab. Alicja Budak. Poza pracg dydaktyczng prowadzitam badania, ktére byty
kontynuacja wczesniej juz opisywanych, zwigzanych z zakazeniem H. pylori. Gtéwnie dotyczyty
patogennosci szczepow izolowanych od pacjentéw z chorobami gérnego odcinka przewodu
pokarmowego oraz wykrywania genéw warunkujgcych obecnos$¢ cytotoksyny wakuolizujacej
VacA i immunogennej proteiny CagA, a takze ich ekspresji w badanych szczepach. Ma to zwigzek
ze stopniem ich chorobotworczosci i wirulencji, o czym pisatam juz wczesnie;j.

Gen vacA kodujacy cytotoksyne wakuolizujacg (VacA) obecny jest u wszystkich szczepow
H. pylori, jednak tylko okoto 40-50% z nich wykazuje aktywnoS$¢ cytotoksyczng, wytwarzajac
toksyne powodujaca $mier¢ komorek nabtonkowych. Gen vacA ma bowiem strukture
mozaikowa, a ekspresja toksyny zalezy od uktadu alleli sekwencji sygnatowej iregionu
Srodkowego. Najwieksza ilos¢ toksyny wytwarzajg szczepy o genotypie slml,
w przeciwienstwie do szczepdéw typu s2m2 o najmniejszej wirulencji. Toksyczno$¢ zwigzana jest
wiec z obecnoscia okre$lonych typow alleli wystepujacych w réznych kombinacjach
warunkujacych zwiekszong aktywnos$¢ cytotoksyny lub jej brak. Cytotoksyna stymuluje takze
powstawanie swoistych przeciwciat anty-VacA wykrywanych m.in.w teScie western blot czy
ELISA, podobnie jak immunogenna proteina CagA.

Wykrywanie przeciwciat anty-CagA i anty-VacA w surowicy pacjenta jest wiec dla lekarza
istotng informacja na temat patogennoSci szczepu bedacego czynnikiem etiologicznym
zakazenia. Jednocze$nie s3 to takze badania epidemiologiczne umozliwiajace rejestracje
szczepow patogennych H. pylori bioracych udziat w zakazeniach.

Typowanie genetyczne szczepéw oraz wykrywanie obecno$ci gendéw warunkujgcych ich
wirulencje moze by¢ wykorzystywane w diagnostyce zakaZenia, co ma znaczenie
w podejmowaniu przez lekarza decyzji dotyczacej eradykacji zakazenia.

W latach 2007-2009 kierowatam badaniami finansowanymi ze Srodkéw Uczelni w ramach
badan wtasnych; Identyfikacja metodq PCR chorobotworczych szczepéw Helicobacter pylori
biorqcych udziat w zakazeniach gérnego odcinka przewodu pokarmowego. Zat. 4, cz. 11, pkt G, ppkt
C.

Celem badan byto wykazanie obecnosci gendw cagA oraz alleli genu vacA (s1 lub s2, m1 lub m2)
w szczepach H. pylori metoda polimerazowej reakcji fancuchowej (PCR). Analiza statystyczna
wynikéw potwierdzita silng zalezno$¢ pomiedzy genotypem s2m2 abrakiem genu CagA,
natomiast obecno$¢ genotypu s1 zwigzana byta z obecnoscig genu CagA.

Wyniki badan potwierdzity, Ze leczenie zakazenia powinno by¢ wdrazane u pacjentéw, u ktérych
w badaniu mikrobiologicznym, przy uzyciu metod genetycznych potwierdza sie szczepy
toksyczne typu Cag+, Vac+ (s1m1) lub Cag+, Vac-.

Wyniki przedstawione zostaly na sympozjum miedzynarodowym; Zat. 4, cz. IlI, pkt A, ppkt a, 51.

Karczewska E, Wojtas [, Budak A, Sito E, Zwolinska-Wcislo M. Genotypic characterisation of Helicobacter
pylori isolates from southern Poland. 19% European Congress of Clinical Microbiology and Infectious
Diseases (ECCMID), Helsinki, Finland, 16-19 May 2009, Clin Microbiol Infect 2009; Vol. 15, suppl. 4, abstr.
P799.

W 2009 roku opublikowana zostata praca przegladowa, dotyczgca wystepowania opornosci
H. pylori na leki przeciwbakteryjne w Polsce i na $wiecie. Zostaly w niej omowione wazne
mechanizmy opornosci tych bakterii na leki stosowane w terapii empirycznej zakazenia Zat. 4,
cz. I, pkt A, ppkt a, 19.

Karczewska E, Wojtas I, Budak A. Wystepowanie pierwotnej opornosci Helicobacter pylori na leki
przeciwbakteryjne w Polsce i na $wiecie. Post Mikrobiol 2009;48(1):31-41
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W zwiazku z narastaniem opornosci na leki stosowane w terapii empirycznej, poza badaniami
dotyczacymi  chorobotwdrczosci  szczepoéw  H. pylori, kontynuowatam badania ich
lekowrazliwosci w celu poprawienia i uaktualnienia stanu wiedzy na ten temat, dla regionu
Matopolski. Badania prowadzone byty na klinicznych szczepach H. pylori iobejmowaty leki
najczesciej stosowane w empirycznej terapii eradykacyjnej tego zakazenia, rekomendowane
przez EGSG i PTG-E (klarytromycyna, amoksycylina, metronidazol, lewofloksacyna,
tetracyklina).

Celem badan bylo takze uzasadnienie znaczenia celowanej terapii zakazen H. pylori wobec
narastajacej opornosci tych bakterii na klarytromycyne, metronidazol ilewofloksacyne, co
dawatoby podstawe do wprowadzenia, przynajmniej na terenie Matopolski, rutynowego
wykonywania antybiogramu dla szczepoéw H. pylori izolowanych zzakazen, jeszcze przed
zastosowaniem pierwszego leczenia a nie dopiero po nieskutecznej terapii pierwszego lub
drugiego rzutu. Wedtug rekomendacji PTG-E i EHSG wykonanie antybiogramu mozliwe jest po
drugim nieskutecznym leczeniu zakazenia.

Zastosowanie terapii celowanej zgodnie z wykonanym wcze$niej antybiogramem, jako leczenia
pierwszego rzutu, umozliwia uzyskiwanie szybszych efektow terapeutycznych bez dodatkowych
obcigzen pacjenta, wynikajacych z wielokrotnego leczenia empirycznego oraz ogranicza
zjawisko narastania opornos$ci szczepow H. pylori na stosowane leki. Kazde kolejne leczenie
zwieksza ryzyko selekcji szczepu opornego, co w konsekwencji moze prowadzi¢ w niedalekiej
przysztosci do utraty mozliwosci zwalczania tych zakazen.

Do badan wprowadzono takze metody genetyczne dla potwierdzenia i identyfikacji gatunku
H. pylori, a takze wykrywania mechanizmu opornosci szczepéw na klarytromycyne (PCR -
wykrywanie genoéw 16SrRNA, ureB, ureC oraz vacA, PCR-RFLP - wykrywanie mutacji
punktowych A 2143G, A2142G w genie 23S rRNA warunkujgcych oporno$¢ na klarytromycyne).

Wprowadzenie badan genetycznych wykrywajacych obecno$é¢ mechanizmu opornosci na
klarytromycyne w szczepach H. pylori umozliwia podjecie terapii celowanej w krotszym czasie,
niz w przypadku wykonywania tradycyjnego antybiogramu.

Badania te realizowane byly zespotowo w ramach grantu NCN, ktérego bytam kierownikiem:
Rola celowanej antybiotykoterapii w leczeniu zakazen Helicobacter pylori wobec narastajqgcej
lekoopornosci tych drobnoustrojow, monitorowanej na terenie Matopolski. (2011-2013). Zat. 4, cz.
II, pkt G, ppkt a.

Wyniki zostaly opublikowane w pracach wchodzacych w sktad monotematycznego cyklu
publikacji, Zat.4, cz. 1, 1, 2, 3, 4. 1 zostang omdwione w opisie osiggniecia naukowego.

Zostaty takze przedstawione na sympozjach zagranicznych Zat. 4, cz. I1I, pkt A, ppkt a, 52, 55, 56.

Karczewska E, Wojtas |, Sito E, Budak A. Primary Helicobacter pylori resistance to antimicrobial agents in
southern Poland. 20% European Congress of Clinical Microbiology and Infectious Diseases (ECCMID),
Vienna, Austria, 10-13 April 2010, Clin Microbiol Infect 2010; Vol. 16, suppl. 2 s. 483, abstr. P1651

Karczewska E, Klesiewicz K, Skiba I, Wojtas-Bonior I, Sito E, Zwolinska-Wcislo M, Budak A. A comparison
of primary and secondary clarithromycin and levofloxacin resistance of Helicobacter pylori In southern
Poland between 2006-2008 and 2009-2011. 22nd European Congress of Clinical Microbiology and
Infectious Diseases (ECCMID), London, United Kingdom, 31 March- 3 April, 2012, Clinical Microbiol Infect
2012; Vol. 18, suppl. S3 s. 265, abstr. P1106

Klesiewicz K, Karczewska E, Nowak P, Sito E, Wojtas-Bonior [, Budak A. Prevalence of the point mutations
in 23s rrna gene conferring to the clarithromycin resistance of Helicobacter pylori strains - correlation
between Mutations and different levels of resistance. Helicobacter, European Helicobacter Study Group
XXVIIth International Workshop on Helicobacter & Microbiota in Inflammation & Cancer Rzym, 10-13
wrze$nia 2014, Special Issue: The Year in Helicobacter 2014, 19: 150-151.
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Od roku 2008, w ramach wspoétpracy z Zakladem Chemii Bioorganicznej Katedry Chemii
Organicznej UJCM, prowadze badania dotyczace aktywno$ci pochodnych amin, w tym
pochodnych piperazyny, chiralnych i achiralnych aminoalkanoli, a takze pochodnych arylowych
i aroksylowych z ukladem ksantonu lub kwasu cynamonowego wobec wybranych klinicznych
szczepéw bakterii, opornych na stosowane leki przeciwbakteryjne. Badania dotycza gtéwnie
szczepOw H. pylori, ale kontrolnie prowadzone s3g takze wobec wybranych szczep6w nalezgcych
do rodziny Enterobacteriaceae oraz opornych na antybiotyki szczepow z rodzaju Staphylococcus.
Celem tych wieloletnich juz badan jest wskazanie ugrupowan chemicznych determinujacych
dziatanie przeciwbakteryjne oraz ewentualne zastosowanie otrzymanych wynikéw do syntezy
nowych zwigzkéw - analogdw amin, zawierajacych zmieniong w stosunku do prekursoréw
lokalizacje czynnych ugrupowan. Przeprowadzone dotychczas badania wykazaty, ze wtasciwosci
przeciwbakteryjne posiadaja ugrupowania takie, jak pirydylopiperazyna, pirymidylopiperazyna
i atom chloru. Najwiekszg aktywnos$¢ przeciwbakteryjng wobec szczepéw H. pylori wykazaty
pochodne ksantonu oraz kwasu cynamonowego. Warto$¢ MIC dla tych szczepéw w poréwnaniu
z warto$ciami MIC uzyskanymi dla Staphylococcus aureus i Escherichia coli byty 1000 razy nizsze
(odpowiednio: 10 pug/ml i 10 000 pg/ml). W badaniach potwierdzono zalezno$¢ pomiedzy
strukturg zwigzku a jego aktywnoScia.

Badania s3 kontynuowane. Majg istotne znaczenie dla poszukiwania nowych zwigzkow
bedacych alternatywa dla antybiotykéw i chemioterapeutykéw aktualnie stosowanych w terapii
zakazen.

Wyniki dotyczace tylko wrazliwosci H. pylori na badane zwigzki zostaty opublikowane w 2016 r;
Zal. 4, cz. 11, pkt A, ppkt a, 23.

Klesiewicz K, Karczewska E, Budak A, Marona H, Szkaradek N. Anti-Helicobacter pylori activity of some
newly synthesized derivatives of xantone. ].Antibiot 2016 (30 march 2016) doi: 10.1038/ja.2016.36.(Epub
ahead of print)

Prezentowane takze byly na sympozjach zagranicznych i krajowych Zat. 4, cz. IIl, pkt A, ppkt a,
57, ppktb, 19, 20, 26.

Marona H, Szkaradek N, Budak A, Karczewska E, Trojanowska D. Antibacterial activity of the xanthone
derivatives against multidrug-resistant strains. I Konwersatorium Chemii Medycznej, Lublin, 19-20
wrze$nia, 2008; abstr. P-44

Marona H, Szkaradek N, Budak A, Karczewska E, Trojanowska D. Antifungal and antibacterial activity of
the newly synthesized 2-xanthone derivatives.17t International Symposium of Polish Network of
Molecular and Cellular Biology ,Molecular and Physiological Aspects of Regulatory Processes of the
Organism”. Pedagogical University of Cracow-Krakéw, June 5-6, 2008 , Materials of 17t International
Symposium of Polish Network of Molecular and Cellular Biology / ed. by Henryk Lach; Wydawnictwo
naukowe Akademii Pedagogicznej im. Komisji Edukacji Narodowej, 2008; s. 313-316, bibliogr. 10 poz

Klesiewicz K, Karczewska E, Szkaradek N,Gunia A, Habuz M, Marona H, Budak A. Wstepna ocena
aktywnos$ci wybranych pochodnych aminoalkanoli na szczepy z gatunku Helicobacterpylori. XVI
Sympozjum Naukowe ,Postepy w Medycynie Zakazen” Warszawa, 30.11.2012 01.12.2012

Klesiewicz K, Karczewska E, Gunia A, Szkaradek N, Waszkielewicz A, Marona H, Budak A. Anti-
Helicobacter pylori activity of newly synthesised derivatives of xanthone, piperazine and cinnamic acid.
XXIX International Workshop on Helicobacter and Microbiota in Inflammation and Cancer, Magdeburg,
Germany 15-17 september 2016, Helicobacter 1016, 21:148-149 Issue Supplement
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10.

11.

3.2.1. Wykaz prac opublikowanych w czasopismach naukowych po
uzyskaniu stopnia doktora

Publikacje naukowe w czasopismach znajdujacych sie w bazie Journal Citation Reports
(ICR)

a. Prace pelnotekstowe w czasopismach:

Brzozowski T, Konturek PC, Konturek S], Karczewska E, Pajdo R, Stachura ], Ghiara P, Hahn
EG. Gastric secretion and ulcer healing in mouse stomach infected with cytotoxin
expressing strain of Helicobacter pylori. ] Physiol Pharmacol 1998; 49(3): 387-403
IF: 1,114; pkt. MNiSW: 0
Brzozowski T, Konturek PC., Konturek SJ., Kwiecien S, Pajdo R, Karczewska E, Stachura ],
Hahn EG. Water extracts of Helicobacter pylori delay healing of chronic gastric ulcers in
rats; role of cytokines and gastrin-somatostatin link. Digestion 1999; 60(1): 22-33
IF: 1,442; pkt. MNiSW: 9
Konturek PC, Brzozowski T, Konturek SJ, Stachura ], Karczewska E, Pajdo R, Ghiara P,
Hahn EG. Mouse model of Helicobacter pylori infection: studies of gastric function and ulcer
healing. Aliment Pharmacol Ther 1999; 13(3): 333-46
IF: 3,057; pkt. MNiSW: 13
Pienigzek P, Karczewska E, Duda A, Tracz W, Pasowicz M, Konturek SJ. Association of
Helicobacter pylori infection with coronary heart disease. ] Physiol Pharmacol 1999; 50(5):
743-51
IF: 1,270; pkt. MNiSW: 9
Szlachcic A, Sliwowski Z, Karczewska E, Bielaniski W, Pytko-Poloriczyk ], Konturek SJ.
Helicobacter pylori and its eradication in rosacea. ] Physiol Pharmacol 1999; 50(5): 777-86.
IF: 1,270; pkt. MNiSW: 9
Konturek PC, Konturek SJ, Bielanski W, Karczewska E, Pierzchalski P, Duda A, Starzynska
T, Marlicz K, Popiela T, Hartwich A, Hahn EG. Role of gastrin in gastric cancerogenesis in
Helicobacter pylori infected humans. ] Physiol Pharmacol 1999; 50(5); 857-73
IF: 1,270; pkt. MNiSW; 9
Jaworek ], Jachimczak B, Bonior ], Kot M, Tomaszewska R, Karczewska E, Stachura J,
Pawlik W, Konturek SJ. Protective role of endogenous nitric oxide (NO) in
lipopolysaccharide-induced pancreatic damage (a new experimental model of acute
pancreatitis). ] Physiol Pharmacol 2000; 51(1): 85-102
IF: 1,025; pkt. MNiSW: 9
Konturek PC, Konturek SJ, Starzynska T, Marlicz K, Bielaniski W, Pierzchalski P,
Karczewska E, Hartwich A, Rembiasz K, Lawniczak M, Ziemniak W, Hahn EC Helicobacter
pylori-gastrin link in MALT lymphoma. Aliment Pharmacol Ther 2000; 14(10): 1311-8
IF: 3,489; pkt. MNiSW: 13
Konturek PC, Brzozowski T, Karczewska E, Duda A, Bielanski W, Hahn EG, Konturek SJ.
Water extracts of Helicobacter pylori suppress the expression of histidine decarboxylase
and reduce histamine content in the rat gastric mucosa. Digestion 2000; 62(2-3): 100-9
IF: 1,780; pkt MNiSW: 10
Konturek S], Brzozowski T, Konturek PC, Kwiecien S, Karczewska E, Drozdowicz D,
Stachura ], Hahn EG. Helicobacter pylori infection delays healing of ischaemia-reperfusion
induced gastric ulcerations: new animal model for studying pathogenesis and therapy of
H. pylori infection. Eur ] Gastroenterol Hepatol 2000; 12(12): 1299-313
IF: 1,142; pkt. MNiSW: 9
Konturek PC, Hartwich A, Zuchowicz M, Labza H, Pierzchalski P, Karczewska E, Bielanski
W, Hahn EG, Konturek S]. Helicobacter pylori, gastrin and cyclooxygenases in gastric
cancer. ] Physiol Pharmacol 2000; 51(4): 737-49
IF: 1,025; pkt. MNiSW: 9
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12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

Kowalski M, Konturek PC, Pieniazek P, Karczewska E, Kluczka A, Grove R, Kranig W,
Nasseri R, Thale ], Hahn EG, Konturek S]. Prevalence of Helicobacter pylori infection in
coronary artery disease and effect of its eradication on coronary lumen reduction after
percutaneous coronary angioplasty. Dig Liver Dis 2001; 33(3): 222-9
IF: 0696; pkt. MNiSW: 8
Konturek PC, Konturek S], Sulekova Z, Meixner H, Bielanski W, Starzynska T, Karczewska
E, Marlicz K, Stachura ], Hahn EG. Expression of hepatocyte growth factor, transforming
growth factor alpha, apoptosis related proteins Bax and Bcl-2, and gastrin human gastric
cancer. Aliment Pharmacol Ther 2001; 15(7): 989-99
IF: 3,900; pkt. MNiSW: 14
Hartwich A, Konturek SJ, Pierzchalski P, Zuchowicz M, Labza H, Konturek PC, Karczewska
E, Bielanski W, Marlicz K, Starzynska T, Lawniczk M, Hahn EG. Helicobacter pylori infection,
gastrin, cyclooxygenase-2, and apoptosis in colorectal cancer. Int ] Colorectal Dis 2001;
16(4): 202-10
IF: 1,709; pktMNiSW: 10
Konturek PC, Brzozowski T, Konturek S], Kwiecien S, Pajdo R, Drozdowicz D, Stachura ],
Karczewska E, Hahn EG. Functional and morfological aspects of Helicobacter pylori-
induced gastric cancer in Mongolian gerbils. Eur ] Gastroenterol Hepatol 2003; 15(7): 745-
54
IF: 1,578; pkt. MNiSW: 10
Konturek SJ, Konturek PC, Bielanski W, Karczewska E, Zuchowicz M, Hartwich A, Rehfeld
JF, Goetze JP, Hahn EG. Serum progastrin and its products, gastric acid secretion and
serum pepsinogen in gastric cancer. Digestion 2003; 169-77
IF: 1,399; pkt. MNiSW:9
Marona H, Szkaradek N, Karczewska E, Trojanowska D, Budak A, Bober P, Przepiérka W,
Cegta H, Szneler E. Antifungal and antibacterial activity of the newly synthesized 2-
xantone derivatives. Arch Pharm (Weinheim) 2009; 342(1): 9-18
IF: 1,785; pkt. MNiSW: 20
Karczewska E, Woijtas I, Budak A. Wystepowanie pierwotnej opornosci Helicobacter pylori
na leki przeciwbakteryjne w Polsce i na $wiecie. Post Mikrobiol 2009;48(1):31-41
IF: 0,108; pkt. MNiSW:4
Sutkowska-Ziaja K, Karczewska E, Wojtas |, Budak A, Muszynska B, Ekiert H. Isolation and
biological activities of polysaccharide fractions from mycelium of Sarcodon imbricatus L.
P. Karst. (Basidiomycota) cultured in vitro. Acta Pol Pharm 2011; 68(1): 143-5
IF: 0,663; pkt. MNiSW: 15
Zwolinska-Wcislo M, Krzysiek-Maczka G, Ptak-Belowska A, Karczewska E, Pajdo
R,Sliwowski Z, Urbanczyk K, Drozdowicz D, Konturek S], Pawlik WW, Brzozowski T.
Antibiotic treatment with ampicillin accelerates the healing of colonic damage impaired by
aspirin and coxib in the experimental colitis. Importance of intestinal bacteria, colonic
microcirculation and proinflammatory cytokines. ] Physiol Pharmacol 2011; 62(3), 357-6
IF: 2,267; pkt. MNiSW: 25
Klesiewicz K, Nowak P, Karczewska E, Skiba I, Wojtas-Bonior I, Budak A. PCR-RFLP
detection of point mutations A2143G and A2142G in 23S rRNA gene conferring resistance
to clarithromycin in Helicobacter pylori strains. Acta Biochim. Pol. 2014; 61(2):311-315.
IF: 1,153; pkt. MNiSW: 15
Klesiewicz K, Karczewska E, Budak A, Marona H, Szkaradek N. Anti-Helicobacter pylori
activity of some newly synthesized derivatives of xantone. ]J.Antibiot 2016 (30 march
2016) doi: 10.1038/ja.2016.36.(Epub ahead of print)
IF: 1,730; pkt. MNiSW: 20
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b. Prace pelnotekstowe w suplementach czasopism:

Karczewska E, Petrynka M, Heczko P. Pathogenicity of encapsulated mutats of clinical
isolates of Staphylococcus aureus in mice. Staphylococci, Zbl Bakt (Suppl 14): Gustav
Fischer Verlag, Stuttgart, New York, 1985
Praca oryginalna

IF: 0,698
Basta M, Herman T, Tomanek E, Karczewska E, Heczko P. The in vitro susceptibility of
Polish isolates of Methicillin-resistant Staphylococcus aureus to various antimicrobials. The
Staphylococci, Zbl Bakt (Suppl 21): Gustav Fischer Verlag, Stuttgart, New York, 1991
Praca oryginalna

IF: 0,520
Konturek PC, Brzozowski T, Konturek SJ., Karczewska E, Pajdo R, Ghiara P, Hahn EG.
Mouse model of gastric infection with cytotoxin-expressing strain of Helicobacter pylori in
studying of pathogenesis of chronic gastric ulcer. ] Gastroenterol Hepatol 1998; 13
(Suppl): 178-84
Praca oryginalna

IF: 0,944
Cze$nikiewicz-Guzik M, Karczewska E, Bielanski W, Guzik T], Kapera P, Targosz A,
Konturek SJ, Loster B. Association of the presence the Helicobacter pylori In the oral cavity
and In the stomach. ] Physiol Pharmacol 2004; 55 (Suppl.2): 105-115
Praca oryginalna

IF: 2,328; pkt. MNiSW: 11
Loster BW, Czesnikiewicz-Guzik M, Bielanski W, Karczewska E, Loster JE, Kalukin ], Guzik
TJ, Majewski S, Konturek S] Prevalence and characterization of Helicobacter pylori (H.
pylori) infection and colonization In dentists. ] Physiol Pharmacol 2009; 60 (Suppl 8): 13-8
Praca oryginalna
IF: 1,489; pkt. MniSW: 24

. Listy do redakcji czasopism:

Konturek PC, Karczewska E, Dietrich W, Hahn EG, Schuppan D. Increased prevalence of

Helicobacter pylori infection in patients with celiac disease. Am ] Gastroenterol 2000;
IF;2,834; pkt. MNiSW: 12

Publikacje naukowe w czasopismach miedzynarodowych lub Kkrajowych innych, niz
znajdujace sie w bazie Journal Citation reports (JCR)

1.

Sito E, Karczewska E, Szczerba E, Kaminski K, Oleksy ], Nowak-Sadzikowska ], Maj A.
Poréwnawcza ocena posiewdw i testu ELISA w wykrywaniu zakazenia Helicobacter pylori.
Med Dosw Mikrobiol 1994; 46(4):301-4

Karczewska E, Wyle F, Tarnawski A. Immunoblot analysisof immune response to cell
surfach antigens of different Helicobacter pylori strains. ] Physiol Pharmacol 1996;
47(1):115-20

Pytko-Polonczyk ], Konturek S], Karczewska E, Bielanski W, Kaczmarczyk- Stachowska A.
Oral cavity as permanent reservoir of Helicobacter pylori and potential source of
reinfection. ] Physiol Pharmacol 1996; 47(1):121-9

Kosowski K, Heczko P, Karczewska E. Wyniki profilaktycznego i leczniczego stosowania
antybiotykoterapii w chirurgii drog zétciowych. Przegl Lek 1997;57(7-8): 551-3

Karczewska E, Konturek S]. Helicobacter pylori - chorobotwoérczo$¢, diagnostyka
i leczenie. Nowa Med 1997; R.4(4):17-20
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6. Kosowski K, Karczewska E, Nowak K, Lukasiewicz |, Heczko PB, Popiela T, Panek M.
Adherence of bile-isolated bacteria to the bile ducts mucosa as a pathogenic factor in the
development of inflammatory lesions. Med Sci Monit 2000; 6(2):291-9

7. Pienigzek P, Karczewska E, Stepien E, Tracz W, Konturek SJ. Incidence of Chlamydia
pneumoniae infection in patients with coronary artery disease subjected to angioplasty or
bypass surgery. Med Sci Monit 2001; 7(5):995-1001

Podsumowujac cato$¢ dorobku naukowego jestem autorem/wspoétautorem 47 prac naukowych
w tym 43 prac petnotekstowych, 2 prac pogladowych, 1 rozdzialu monografii zagranicznej i 1
listu do redakcji czasopisma.

Jestem takze wspétautorem w 57 komunikatach prezentowanych na konferencjach
miedzynarodowych oraz w 31 komunikatach prezentowanych na konferencjach krajowych.
(Szczegdtowy wykaz w Zat. 4, cz. 111, pkt. A)

Sumaryczny Impact Factor wszystkich prac wedlug listy Journal Citation Reports (JRC),
zgodnie z rokiem opublikowania wynosi 54,709 ( Zal. 7)

Sumaryczny Impact Factor wszystkich prac wedlug listy Journal Citation Reports (JCR)
z wylaczeniem z listy publikacji wchodzacych w sklad osiagniecia naukowego wynosi
45,138 (Zal.8)

Liczba cytowan tych publikacji wedlug bazy Web of Science Core Collection 1945-2016
zdn 15.10.2016r. wynosi 735

Indeks Hirscha wedlug bazy Web of Science Core Collection wynosi 16

Liczba publikacji w czasopismach z IF, ktére nie podlegaja punktacji ze wzgledu na brak danych
o wskaznikach (KBN przed 1999): 2.
Punktacja wg KBN z 1999 roku dla tych publikacji wynosi: 18 pkt.

Liczba publikacji w czasopismach bez IF, ktére nie podlegaja punktacji ze wzgledu na brak
danych o wskaZnikach (KBN przed 1999): 8.
Punktacja wg KBN z 1999 roku dla tych publikacji wynosi: 42 pkt.

Rozdzialy w monografiach naukowych w jezyku angielskim 5 pkt. (1 rozdziat)

3.3. Kierowanie miedzynarodowymi i Krajowymi projektami
badawczymi oraz udzial w takich projektach

Po uzyskaniu stopnia doktora wiekszo$¢ badan naukowych prowadzitam w ramach krajowych
projektéw badawczych. We wszystkich poza projektem K/PDW /000067 bytam kierownikiem.
Wyniki tych badan opublikowane zostaty gtéwnie w pracach sktadajacych sie na przedstawione
osiagniecie naukowe zgtoszone do oceny w postepowaniu habilitacyjnym.

W sumie zrealizowatam dwa granty badawcze, Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa WyZszego oraz

Narodowego Centrum Nauki, trzy granty dofinansowywane ze $rodkéw krajowych, ale inne niz
KBN i pie¢ projektéw finansowanych ze $rodkéw Uczelni.
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Wykaz realizowanych projektow badawczych:

3.3.1. Granty KBN/MNiSW/NCN

e Projekt Badawczy Grant 4PO5B050B (1997-1998): Jama ustna jako potencjalne Zrédto
infekcji i reinfekcji Helicobacter pylori (kierownik).

e Projekt Badawczy Grant K/PDW/000067 (2007- 2009): Badania nad wptywem
niesteroidowych lekéw przeciwzapalnych, stresu, mikroflory jelita na nasilenie, przebieg
i gojenie sie zmian zapalnych we wrzodziejacym zapaleniu jelita grubego. Badania
kliniczne oraz na modelu zwierzecym (wykonawca).

e Projekt Badawczy Grant K/PBW/000768 (NN404547640 2011) (_2011-2013): Rola
celowanej antybiotykoterapii w leczeniu zakazen Helicobacter pylori wobec narastajacej
lekoopornosci tych drobnoustrojéw, monitorowanej na terenie Matopolski (kierownik).

3.3.2. Inne (poza KBN) granty dofinansowywane ze Srodkow krajowych,
z subwencji fundacji

e Badania finansowane przez Centralng Rezerwe Srodkéw Badan Wiasnych (1999):

Pierwotna inabyta lekooporno$¢ szczepéw Helicobacter pylori na metronidazol
i klarytromycyne izolowanych od pacjentéw z wrzodem Zotgdka i dwunastnicy przed i po
leczeniu, (Centralna rezerwa $rodkéw, projekt UJ) (kierownik).

e Badania finansowane przez Centralng Rezerwe Srodkéw Badan Wtasnych (2004-2005):

Badanie interakcji pomiedzy Helicobacter pylori a Candida spp.- izolacja i charakterystyka
czynnika hamujacego (kierownik).

e Badania finansowane przez Centralna Rezerwe Srodkéw Badan Witasnych (2005-2006):

Izolacja homogennego peptydu odpowiedzialnego za aktywno$¢ Candida spp. wobec
szczepoéw Helicobacter pylori biorgcych udziat w zakazeniu gérnego odcinka przewodu
pokarmowego (kierownik).

3.3.3. Projekty finansowane ze Srodkow Uczelni

e Program statutowy (1999-2001): Rola cytotoksyn Helicobacter pylori w patogenezie raka
zotadka (kierownik).

e Badania wtiasne (2002-2003): Chorobotworczo$¢ szczepow Helicobacter pylori
o genotypie s1/ml, izolowanych od dzieci z przewleklym zapaleniem blony Sluzowej

zotadka, refluksem oraz chorobg wrzodowg (kierownik).

e Badania wlasne (2004-2006): Wspétwystepowanie grzybéw drozdzopodobnych i bakterii
patogennych w chorobach gérnego odcinka przewodu pokarmowego (kierownik).

o Badania wilasne (2007-2009): Identyfikacja metodg PCR chorobotwoérczych szczepdédw
Helicobacter pylori bioracych udziat w zakazeniach gornego odcinka przewodu

pokarmowego (kierownik).

e Badania wlasne (2010-2011): Monitorowanie lekoopornosci szczepéw Helicobacter pylori
na amoksycyline, klarytromycyne, tetracykline i metronidazol (kierownik).
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3.4.

Wspolpraca naukowa

W ramach realizacji badan, ktérych wyniki opublikowane zostaty w pracach sktadajacych sie na
cze$¢ mojego dorobku naukowego tak przed, jak i po doktoracie, wspétpracowatam
z nastepujgcymi jednostkami badawczymi:

I Katedra i Klinika Chirurgii Ogodlnej i Gastroenterologicznej CM U] w Krakowie
Badanie mikrobiologiczne zo6tci pobranej od pacjentéw z réznymi postaciami kamicy
zo6tciowej w kierunku obecno$ci bakterii tlenowych i beztlenowych. Ocena znaczenienia
profilaktyki antybiotykowej w chirurgii drég zé6tciowych.

(1984-1986)

Badanie mikrobiologiczne Z6tci pobranej $srédoperacyjnie od chorych z kamica Zdtciowa.
Adherencja bakterii wyizolowanych z Zétci do nabtonka pecherzyka z6tciowego. Badanie
bioptatéw btony sluzowej pecherzyka zétciowego.

(1988-1990)

Kliniczny Oddzial Chirurgii Ogélnej Wojskowego Szpitala Klinicznego w Krakowie
Badanie mikrobiologiczne wydzieliny ropnej pochodzacej z ran pooperacyjnych. Ocena
wplywu stosowanej profilaktyki przeciwbakteryjnej w okresie okotooperacyjnym na
czesto$¢ wystepowania ran pooperacyjnych.

(1987-1990)

Zaktlad Ortodoncji Instytutu Stomatologii U] CM
Wykrywanie zakazenia Helicobacter pylori w jamie ustnej u pacjentéw leczonych

stomatologicznie z dolegliwo$ciami ze strony gérnego odcinka przewodu pokarmowego.
(1997-2003)

Klinika Chordb Serca i Naczyn Instytutu Kardiologii U] CM
Wykrywanie zakazen Helicobacter pylori u pacjentéw z chorobg wiericowa.
(1997-2001)

Department of Medicine I, University of Erlangen-Nuremberg, Erlangen, Niemcy
Badania bioptatow pobranych podczas gastroskopii oraz materiatéw pochodzacych
z kieszonek dzigstowych, od pacjentéw z chorobami gérnego odcinka przewodu
pokarmowego. Badania prowadzone w kierunku w obecnoSci Helicobacter pylori 16S
rRNA, metodg polimerazowej reakcji tanncuchowej (PCR).

(1997-2002)

Katedra i Klinika Gastroenterologii Pomorskiego Uniwersytetu Medycznego
w Szczecinie

Wykrywanie zakazenia Helicobacter pylori u pacjentéw z rakiem zZotadka.

(1997-2002)

Zaklad Biochemii Analitycznej Wydziatlu Biochemii, Biofizyki i Biotechnologii U]
Izolacja homogennego peptydu odpowiedzialnego za aktywno$¢ Candida spp. wobec
szczepdw Helicobacter pylori bioracych udziat w zakazeniu gérnego odcinka przewodu
pokarmowego.

(2003-2004, 2005-2006)

Katedra Gastroenterologii, Hepatologii i Chordb ZakaZnych oraz Katedra Fizjologii
UJ CM

Badania prowadzone w ramach projektu badawczego K/PDW/000067, dotyczace m.in.
udziatu bakterii w patomechanizmie nieswoistego zapalenia jelit.

(2007-2011)

61



Elzbieta Karczewska Autoreferat Zatqcznik 2

e Zaklad Chemii Bioorganicznej Katedry Chemii Organicznej Wydz.
Farmaceutycznego U] CM
Badania aktywno$ci przeciwbakteryjnej pochodnych amin.
(od 2007-do chwili obecnej)

e Zaklad Bromatologii Wydz. Farmaceutycznego UJ].CM
Hodowla i identyfikacja bakterii biorgcych udzial w fermentacji mlekowej. Badania
dotyczace prebiotykéw
(2015-do chwili obecnej)

3.5. Staze w zagranicznych i krajowych osrodkach naukowych

1991-1992 Department of Medicine, University of California, Irvine,USA, stypendium naukowe,

udziat w pracach badawczych nad patogennoscig Helicobacter pylori

3.6. Szkolenia

Podczas wieloletniej pracy zawodowej poszerzatam swoja wiedze i umiejetnosci zzakresu
mikrobiologii uczestniczac w kursach i szkoleniach krajowych.

1996,/1997

2002

2006

2011

2011

Instytut Medycyny Morskiej i Tropikalnej Gdansk-Wrzeszcz, Zaktad Bakteriologii,
kier. prof. dr hab. med. Janina Lalko - typowanie bakteriofagowe pateczek
Enterobacteriaceae, namnazanie bakteriofagow, produkcja surowic
diagnostycznych do typowania serologicznego Escherichia coli i Salmonella spp.

Szkolenie ,Laboratorium Mikrobiologiczne a Unia Europejska”.

[ etap- Zasady organizacji i zarzadzania laboratorium

Il etap- Wymagania techniczne-podstawy teoretyczne i praktyczne
Warszawa, 04.10. 2002, Narodowy Instytut Zdrowia Publicznego

Jesienna Szkota Mikrobiologii Klinicznej. Pulawy, uczestnictwo w warsztatach
mikrobiologicznych organizowanych przez krajowego konsultanta do spraw
mikrobiologii prof. dr hab. med. Walerie Hryniewicz.

Wiosenna  Szkota  Mikrobiologii  Klinicznej.  Zakopane, uczestnictwo
w warsztatach mikrobiologicznych organizowanych przez prezesa Polskiego
Towarzystwa Mikrobiologéw prof.dr hab. med. Walerie Hryniewicz.

Szkolenie ,Technika Real-Time PCR”- podstawy techniki, projektowanie
warunkow reakcji, sposoby detekcji otrzymanego produktu, analiza otrzymanych
wynikéw. Polygen, Wroctaw.

W latach: 2001, 2003, 2004, 2006, 2007, 2012, 2016 -uczestnictwo w zajeciach naukowo-

szkoleniowych prowadzonych w ramach doskonalenia zawodowego ,Postepy
w medycynie zakazen”.

Organizatorzy szkolen:
Centralne Laboratorium Surowic i Szczepionek,

Centrum Mikrobiologii i Chor6b Zakaznych NIZP,
Fundacja ,Centrum Mikrobiologii Klinicznej”,
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Komitet Mikrobiologii PAN,
Narodowy Instytut Zdrowia Publicznego,
Polskie Towarzystwo Mikrobiologéw

4. DZIALALNOSC DYDAKTYCZNA I ORGANIZACYJNA

4.1. Osiagniecia dydaktyczne

W latach 1978-1992 moja dziatalno$¢ dydaktyczna zwigzana byla z prowadzeniem zajec
w formie ¢wiczen z zakresu mikrobiologii dla studentéw Wydziatu Lekarskiego z Oddziatem
Stomatologii (na kierunku lekarskim i kierunku: stomatologia), Wydziatu Farmaceutycznego
i Oddziatu Analityki Medycznej (na kierunku: farmacja i kierunku: analityka medyczna)
Akademii Medycznej w Krakowie (aktualnie U] CM).

0d roku 2000 do chwili obecnej prowadze zajecia w formie ¢wiczen i seminariéw z zakresu
mikrobiologii dla studentéw Wydziatu Farmaceutycznego i Oddziatu Analityki Medycznej U] CM
(na kierunku farmacja i kierunku analityka medyczna) oraz Wydziatu Nauk o Zdrowiu (kierunki:
potoznictwo, pielegniarstwo).

Prowadze takze ¢wiczenia dla studentéw zawodowych studidw podyplomowych zzakresu
analityki medyczne;j.

W latach 2008, 2009, 2010 prowadzitam kurs specjalizacyjny dla diagnostéw laboratoryjnych
,Oporno$¢ drobnoustrojéw na antybiotyki; podstawy teoretyczne ilaboratoryjne, metody
oznaczania wrazliwos$ci szczepdéw na antybiotyki i chemioterapeutyki”.

W ramach dziatalnosci dydaktycznej przygotowuje na poszczegdlne zajecia konspekty,
instrukcje, pytania testowe i prezentacje.

W sumie zrealizowalam okoto 6500 godzin dydaktycznych w ramach pensum
dydaktycznego, w tym 480 godzin na studiach podyplomowych.

Szczegotowy przebieg pracy dydaktycznej w Zat. 4, cz 111, pkt. D.
4.1.1. Opieka naukowa nad studentami

e Opiekun naukowy Studenckiego Kota Naukowego prowadzonego przy Zaktadzie
Mikrobiologii Farmaceutycznej U] CM w latach 2006-2014.
CERTYFIKAT otrzymany od Studenckiego Towarzystwa Naukowego UJCM
poswiadczajcy sprawowanie opieki przez habilitanta nad Kolem Naukowym przy
Zakladzie Mikrobiologii Farmaceutycznej U] CM w latach 2006-2014 (Zal. 10).

e Promotor, opiekun naukowy 36 prac magisterskich studentéw Wydz. Farmaceutycznego
UJ CM, (kierunki: analityka medyczna i farmacja), realizowanych w Zaktadzie
Mikrobiologii Farmaceutycznej w latach 2003-2016.

Jedna z prac magisterskich realizowana w latach 2014/1015 zostata nagrodzona przez
Krajowa Rade Diagnostéow Laboratoryjnych w Wydzialowym Konkursie Prac
Magisterskich U] CM (Il miejsce) oraz w Wydziatowym Konkursie Prac Magisterskich
UJ CM organizowanym przez Mtoda Farmacje (I miejsce).

e Opiekun studentéw II1 i [V roku jednolitych studiéw magisterskich na kierunku analityka
medyczna, Wydziat Farmaceutyczny, w latach 2006-2016.
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4.1.2. Opieka naukowa nad doktorantami

Promotor pomocniczy w przewodzie doktorskim mgr Karoliny Klesiewicz. Obowigzek
powierzony przez Rade Wydziatu Farmaceutycznego U] CM w dn. 20.12.2012 (Zat. 11).

Tytut pracy doktorskiej: Analiza wrazliwosci oraz opornosci na leki przeciwdrobnoustrojowe
szczepow Helicobacter pylori izolowanych od chorych z zakazeniem Helicobacter pylori, przy
uzyciu metod mikrobiologicznych i genetycznych. Data publicznej obrony: 14.11.2014r.

4.2. Osiaggniecia organizacyjne
4.2.1. Udziat w pracach organizacyjnych na rzecz Uczelni

e  Wspdtudziat w organizacji powotanego na Wydziale Farmaceutycznym U] CM w 2000
roku Zaktadu Mikrobiologii Farmaceutycznej. Jestem pracownikiem tego Zaktadu od
2001 roku do chwili obecne;j.

e (Cztonek Rady Programowej Wydziatu Farmaceutycznego U] CM kierunku analityka
medyczna (od 2013 do chwili obecnej).

e Hospitacja zaje¢ dydaktycznych.

e Udziat w pracach Wydziatowych Komisji Rekrutacyjnych w latach 2003-2005.

e  Udziat w organizacji wyboréw wtadz Uniwersytetu Jagiellonskiego w 2005 roku (cztonek
Komisji Rekrutacyjnej).

5. OTRZYMANE NAGRODY I WYROZNIENIA

MEDAL ZtOTY ZA DLUGOLETNIA SLUZBE, postanowienie z 2009 roku. Odznaczenie pafnstwowe
przyznane przez Prezydenta RP Lecha Kaczyriskiego wyr6znionym pracownikom Uniwersytetu
Jagiellonskiego, wreczone dn. 23 kwietnia 2010 roku.

Przyznawane za wzorowe i sumienne wykonywanie obowigzkéw wynikajgcych zpracy
zawodowe]j w stuzbie Panstwa.

6. CZLONKOSTWO W  ORGANIZACJACH ORAZ TOWARZYSTWACH
NAUKOWYCH

POLSKIE TOWARZYSTWO MIKROBIOLOGOW (PTM).
Okres cztonkostwa: od 1979 roku do chwili obecne;.

Wykaz opublikowanych prac ikomunikatow prezentowanych na krajowych
i zagranicznych konferencjach naukowych oraz szczegétowa informacja o prowadzonych
zajeciach dydaktycznych znajduje sie w Zalagczniku 4 do Wniosku o wszczecie
postepowania habilitacyjnego.
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