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Wraz z rozwojem cywilizacji i udoskonalania metod badawczych coraz bardziej
widoczna jest wzrastajgca rola drobnoustrojéw wywodzacych sig z patogenow zwierzecych,
ktore nabyty cechy umozliwiajace powodowanie réznych zakazer u ludzi, czgsto powaznych,
zagrazajacych zyciu, nierzadko o charakterze epidemicznym. Postepujace zjawisko przemian
drobnoustrojéw wskazuje na szerokie mozliwosci adaptacyjne i zdolnoéci do wytwarzanie
nowych czynnikéw wirulencji pozyskiwanych od innych patogenéw lub zmian w obrebie ich
genomow, ktére prowadza do nabycia cech umozliwiajacych kolonizacje i szybka adaptacje do
warunkéw nowego gospodarza. Zjawiska te zachodza wieloetapowo prowadzac
do postepujgcych proceséw w zakresie nabywania czynnikéw wirulencji i transformacji
w drobnoustroje typowo patogenne dla cztowieka. Przekraczanie barier gatunkowych
w ewolucji bakterii jest podstawg ich zréznicowania i rozszerzenia zakresu wystepowania
w populacji ludzi i zwierzat. Problem ten dotyczy wielu »howych” patogenéw ludzkich, ktérych
pojawienie si¢ moze stwarza¢ powazne problemy diagnostyczne i terapeutyczne.

Wieloetapowy proces tych przemian stwarza konieczno$¢ prowadzenia ciggtych badan



umozliwiajgcych analize i oceng powstawania ,nowych wersji” bakterii chorobotwérczych
wywodzgcych sig z mikrobiomu zwierzecego, ktére stajg sie drobnoustrojami patogennymi dla
ludzi. Pozyskiwanie nowych cech umozliwiajgcych rozszerzenie zakresu gospodarzy

i przekroczenie barier gatunkowych przez bakterie wywodzgcych sie z rezerwuaru
zwierzgcego stwarza powazne zagrozenie w rozprzestrzenianiu sie drobnoustrojéw wobec
ktérych wystepujace u cztowieka mechanizmy odpornosci stajg sie nieskuteczne.

Jednym z gatunkdw, ktdry jest przyktadem zachodzacych tego typu przemian -
powoduje zakazenia u zwierzat i coraz czedciej bywa izolowany z zakazeri u ludzi jest
Streptococcus dysgalactiae. Ten beta-hemolizujacy paciorkowiec jest znany przede wszystkim
jako patogen wywotujacy infekcje o réznej lokalizacji np.: u bydta, owiec, $wif czy zwierzat
domowych. U ludzi moze powodowac zakazenia skory, gardta, tkanki tacznej, gtéwnie u oséb
z obnizong odpornoscig oraz zakazenia o charakterze inwazyjnym, prowadzgce nawet do
posocznicy i wstrzgsu toksycznego.

Podjety temat rozprawy doktorskiej: ,Analiza czynnikdéw chorobotwdrczosci
Streptococcus dysgalactiae — paciorkowcéw ropotworczych izolowanych od ludzi i zwierzat”
przez pana mgr farm. Marcina Ciszewskiego porusza wazne aspekty zakazeh wystepujacych
u ludzi, spowodowanych przez bakterie wywodzace sig z drobnoustrojéw chorobotwérczych
dla zwierzat. Poréwnanie szczepow S. dysgalactiae izolowanych z zakazer u zwierzat i ludzi
w kontekscie wystepujacych cech wirulencji, zdolnosci do kolonizacji skéry ludzkiej oraz
opornosci na antybiotyki jest waznym elementem badan, ktére moga wyja$ni¢ powstajace
zmiany we wtasciwosciach szczepéw izolowanych od roznych gospodarzy. Interesujaca jest
rowniez analiza mozliwo$¢ nabycia przez S. dysgalactiae nowych cech ufatwiajgcych adaptacje
do organizmu cztowieka od innego réwniez beta-hemolizujacego paciorkowca typowo
patogennego dla cztowieka - Streptococcus pyogenes. Przeprowadzenie badan genetycznych
dotyczacych gendéw wirulencji daje szerokie mozliwosci poréwnawcze w obrebie izolowanych
szczepOw na podstawie danych uzyskanych z badar in vitro i zastosowanych symulagji
komputerowych - badan poréwnawczych in silico.

Cele rozprawy doktorskiej zostaty wtasciwie sformutowane i adekwatne do podjetego
tematu pracy. Recenzowana rozprawa ma typowy ukfad prac eksperymentalnych, sktada sie
12 rozdziatow obejmujgcych: Wstep, Zatozenia i Cel pracy, Materiaty i metody, Wyniki,
Dyskusja, Wnioski, Streszczenie w jezyku polskim i w jezyku angielskim — Abstract,

Pismiennictwo, Spis tabel, Spis rycin oraz Aneks zawierajacy zestawione w tabelach wyniki
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badan. Autor umiescit réwniez na poczatku pracy wykaz uzytych skrétéw. Rozprawa doktorska
liczy 152 strony.

We wstepie pracy zawierajgcym dwa podrozdziaty Autor skupit sie na przedstawieniu
mechanizméw przemian prowadzacych do przetamania bariery miedzygatunkowe; zwierze-
cztowiek. Podstawg do analizy byta rycina 1 przedstawiajgca schemat drabiny ewolucyjnej
prowadzacej do przeksztatcenia patogenéw zwierzecych w ludzkie, w nawigzaniu do
przyktadéw nowych wiruséw i bakterii zaliczanych do wystepujacych w ostatnich latach
nowych zakazen oraz przyktady niepokojgcych zakazer drobnoustrojami odzwierzecymi,
poparte danymi epidemiologicznymi w postaci 2 i 3 ryciny. Charakterystyka rodzaju
Streptococcus obejmowata klasyfikacje i opis gatunkéw o najwiekszym znaczeniu
chorobotwdrczym dla zwierzat. Autor przedstawit rowniez gatunek S. pyogenes zwracajac
uwage na czynniki wirulencji i determinujace je geny. Zabrakto mi bardziej szczegétowego
przedstawienia gatunku S. dysgalactiae, jego czynnikéw wirulencji. Czy przytaczane przyktady
zakazen u ludzi wigzaly sie np. z kontaktem ze zwierzetami? Czy znana jest
antybiotykoopornos¢ szczepéw, ktére wywotaty wymieniane przez Autora przypadki réznych
zakazen? Czy oprécz obnizonej odpornosci chorych - byty inne okolicznosci sprzyjajace
zakazeniom? Informacje te bytyby cenne w przedstawieniu gatunku we wstepie pracy, ktéry
jest przedmiotem badan.

W rozdziale Materiaty i metody — Doktorant przedstawit informacje dotyczace
pochodzenia szczepéw. Grupa badanych szczepéw S. dysgalactiae obejmowata 30 izolatéw
z zakazen od ludzi oraz niestety tylko 6 pochodzacych z zakazen od zwierzat. Jest to bardzo
mata grupa badawcza. W celu dokonania badan poréwnawczych Autor wykorzystat rowniez
grupe 30 szczepow S. pyogenes oraz szczepy Staphylococcus epidermidis i Corynebacterium
Jeikeium i Corynebacterium tuberculostearicum oraz szczepy wzorcowe uzytych gatunkéw.
Sktad podtozy, odczynniki do badar i opis metod badawczych zostaty przedstawione przez
Autora przejrzyscie uwzgledniajagc metody zastosowane do badania cech fenotypowych
i genetycznych zgromadzonych do analizy szczepdw oraz sposéb przeprowadzenia badar ,in
silico” z wykorzystaniem dostepnej analizy szczepu wzorcowego S. dysgalactiae susp.
equisimilis  ATCC 12394, ktérego genom zostat juz wcze$niej zsekwencjonowany
i zdeponowany w bazie GenBank. Okreslenie lokalizacji genéw kodujacych czynniki wirulencji
paciorkowcow i ich potozenie zostato wykonane z wykorzystaniem odpowiednich programow

stosowanych do tego typu analiz komputerowych.



Wyniki badan zostaty przedstawione przez Doktoranta w sposdb jasny i przejrzy sty
z wykorzystaniem tabel i kolorowych rycin, zdjec¢ zeli elektroforetycznych reakcji PCR,
histogramu, kladogramu, drzewa filogenetycznego. Identyfikacja badanych szczepéw zostata
przeprowadzona technikg MALDI-TOF opartg na analizie profili biatkowych i pozwolita na ich
zaklasyfikowanie do podgatunku S. dysgalactiae susp. equisimilis (SDSE), pozostate 30 szczepy
uzyte do badarn poréwnawczych zidentyfikowano jako S. pyogenes. Identyfikacja
S. dysgalactiae susp. equisimilis zostata potwierdzona genetycznie, na podstawie amplifikacji
fragmentu kodujacego 16S rRNA. Wyniki identyfikacji S. dysgalactiae nie wykazaty petnej
zgodnosci z metodami stosowanymi w latach 90-tych opartych tylko na podstawie cech
fenotypowych. Zréznicowana zdolnos¢ do zasiedlania skory ludzkiej przez badane szczepy
SDSE wskazuje na niski potencjat kolonizacji organizmu cztowieka. Waznym etapem badar
byto oznaczenie przez Doktoranta lekowrazliwosci izolowanych szczepdw. Mam watpliwosci
co do sposobu ich wykonania i interpretacji. Dlaczego Autor wykorzystuje rekomendacije dla
paciorkowcéw KORLD z 2009 roku? Z dniem 1 kwietnia 2011 roku obowigzujg w Polsce we
wszystkich laboratoriach rekomendacje do interpretacji lekowrazliwosci EUCAST. W podtozu
do oznaczania lekowrazliwosci zastosowat Autor - krew baranig a nie rekomendowanga krew
koniska? Stwierdzenie opornosdci na penicyling szczepdw S. pyogenes budzi moje duze
watpliwosci, podobnie jak opornos¢ na wankomycyne. Tym bardziej, ze Doktorant nie
oznaczyt wartosci MIC dla tych antybiotykéw, mimo bardzo waznych wynikéw opornosci (jakie
byty zakresy ich interpretacji?). Jakie zostaty uzyte zakresy do interpretacji lekoopornosci na
ofloksacyne i cefotaksym? W zwigzku z wykonaniem oznaczan lekowrazliwoéci - mam réwniez
pytanie: jak przedstawia si¢ na $wiecie i w Polsce opornos¢ na penicyling i wankomycyne
szczepdw S. pyogenes? Ostatecznie proponuje aby przed opublikowaniem wynikéw badar
lekowrazliwosci analizowanych szczepéw zaréwno S. pyogenes jak i S. dysgalactiae susp.
equisimilis  zostaty one ponownie sprawdzone/ewent. wykonane oznaczenia i
zinterpretowane ich wyniki na podstawie obowigzujgcej wersji rekomendacji EUCAST 2016.
W dalszej czgsci pracy Doktorant skupit sie na cechach wirulencji badanych szczepéw:
wytwarzaniu biofilmu, hemolizy, kazeinazy, lecytynaza, streptokinazy, czynnika CAMP oraz
obecnosci gendw wirulencji. Za pomocg uniwersalnych starteréw dla obu gatunkdw byto
wykrywanych 26 genéw kodujacych czynniki chorobotwércze obejmujace adhezje do
komérek, rozprzestrzenianie sie w organizmie, rozktad czynnikéw uktadu immunologicznego

i toksyny. Uwage zwrdcita obecnos¢ w wysokim odsetku szczepéw - gendw Imb, gapC, ska,
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scpA, slo, smeZ, speGG obecnych réwnocze$nie w badanych gatunkach S. dysgalactiae susp.
equisimilis i S. pyogenes. To niezwykle cenne wyniki badarn potwierdzajagce mozliwos¢é
cigzkiego przebiegu zakazenia u ludzi spowodowanego przez szczepy odzwierzece. Wykonane
badania zostaly w dalszym etapie pracy rozszerzone o poszukiwanie genéw kodujacych
czynniki wirulencji po przez analizg opartg o pordwnanie uzyskanych produktéw reakcji PCR —
w badaniach in vitro z wynikami otrzymanymi in silico przez analizg genomu szczepu
wzorcowego S. dysgalactiae susp. equisimilis z zastosowanie nowoczesnej bioinformatycznej
analizy podobieristwa. Okreslenie metody Real-time PCR ekspresji genéw wybranych
czynnikéw wirulencji byto waznym i ciekawym kolejnym elementem pracy. Wyniki wskazaty,
iz mimo wykrycia obecnosci analizowanych genéw brak byto ich ekspresji w szczepach
odzwierzgcych, lub niektére z nich jak np. gen kodujacy biatko M — nie wystepowat w ogéle w
tych izolatach. Obecnos¢ genéw odpowiedzialnych za chorobotwérczoéé potwierdza
filogenetyczne ich pokrewieristwo mimo réznic w dziataniu na organizm ludzki i zwierzecy.
Autor ukazat to w opracowanym kladogramie (w oparciu o sekwencje genu emm)
i skonstruowanym drzewie filogenetycznym oraz mapach genowych uzyskanych w wyniku
analizy in silico umozliwiajagcych poréwnanie lokalizacji genéw wirulencji u S. dysgalactiae
susp. equisimilis i S. pyogenes.

Dyskusja w rozprawie - zawiera analize, interpretacje i podsumowanie uzyskanych
wynikéw na tle opublikowanych danych w pismiennictwie. Jak stwierdzit Doktorant, niestety
niska liczebnos¢ grupy szczepédw pochodzacych od zwierzat nie data podstaw do pewnych
uogolnien, ktore bytyby wynikiem poréwnania szczepéw wywodzgcych sie od réznych
gospodarzy. Sadze, ze na opracowanej bazie metodycznej i juz czesciowo (6 szczepdw
odzwierzecych) uzyskanych wynikéw takie badania powinny by¢ dalej kontynuowane na
wigkszej grupie badanej, co umozliwi potwierdzenie lub weryfikacje wczeéniejszych zatozen
rozprawy, szczegdlnie wobec doktadnie przeprowadzonej analizy in silico i opracowanych map
genowych. Dyskusja wskazuje na wtasciwy dobor pismiennictwa (271 pozycji), ktére zostato
przytaczane przez Autora podczas interpretacji i analizy wynikéw badan. Przedstawienie tego
problemu zakazen iprocesu ewaluacji szczepow S. dysgalactiae susp. equisimilis, ktére moga
nabywac¢ geny wirulencji od klasycznych patogendw ludzkich, jakim jest S. pyogenes byto

mozliwe dzigki zastosowaniu szerokiego zakresu metod badawczych.



Whioski, w postaci 10 punktow objety najistotniejsze informacje uzyskane
na podstawie przeprowadzonych badan wskazujgc na konieczno$é weryfikacji kryteriéw
stuzacych do identyfikacji S. dysgalactiae z uwzglednieniem cech fenotypowych
i genotypowych. Zostaty sformutowane wtasciwie wobec otrzymanych wynikéw badan.
Uwazam jednak, ze punkt 8 wniosku powinien by¢ zweryfikowany w kontekécie moich
weczesniejszych uwag, zawarte uogélnienia budza moje duze watpliwosci.

Rozpraweg doktorska mimo przedstawionych uwag i watpliwosci oceniam pozytywnie.
Pragne podkresli¢ bardzo duzy wkfad pracy wniesiony przez Doktoranta w wykonanie badar
i ich opracowanie. Zastosowanie wielu réznych metod badawczych wskazuje na jego szerokie
mozliwosci poznawcze i bardzo dobrg znajomo$¢ nowych aspektéw i mozliwosci prowadzenia
analizkomputerowych uzyskanych wynikdw badan genetycznych. Przedstawiony temat pracy,
ze wzgledu na swoja wage, powinien by¢ dalej kontynuowany réwniez w kontekscie innych
gatunkow paciorkowcéw chorobotwérczych dla zwierzat.

Rozprawa doktorska mgr farm. Marcina Ciszewskiego pt:,, Czynniki chorobotwérczoéci
Streptococcus dysgalactiae — paciorkowcdw ropotwdrczych izolowanych od ludzi i zwierzat”
spetnia ustawowe wymagania stawiane tego typu rozprawom. W zwigzku z powyzszym
zwracam sie do Wysokiej Rady Wydziatu Farmaceutycznego Uniwersytetu Medycznego
w todzi o dopuszczenie mgr farm. Marcina Ciszewskiego do dalszych etapéw przewodu

doktorskiego.



