Prof. dr hab. med. Waleria Hryniewicz

Recenzja rozprawy doktorskiej mgr farmacji Marcina Ciszewskiego

pt ,, Czynniki chorobotwodrczosci Streptococcus dysgalactiae — paciorkowcéw
ropotworczych izolowanych od ludzi i zwierzat”

Przez dziesigtki lat uwazano, ze istnieje bariera migdzy ,$wiatem” patogendw zwierzecych i
odrebnym od niego ,Swiatem” patogenow ludzkich. Pojedyncze przypadki zakazer u
cztowieka typowymi drobnoustrojami zwierzecymi kwitowano zazwyczaj stwierdzeniem, ze
to pojedynczy przypadek ze wzgledu na bliskos¢ kontaktu ze zwierzetami. Faktycznie od tej
bliskosci zaczynato sie ale coraz czesciej nie koriczyto sie na pojedynczych przypadkach
zachorowan u ludzi ale przekazywaniem zakazenia kolejnym podatnym osobnikom i
szerzeniem sie wsrod nowej podatnej populacji ,,typowego” drobnoustroju zwierzecego.
Przyktadow jest wiele zwtaszcza jesli chodzi o wirusy a epidemie przez nie wywotywane nie
nalezg do rzadkosci (np. SARS, MERS, wirusy grypy ptasiej, swiriskiej). Znakomitym
przyktadem przekroczenia barier gatunkowych jest ludzki wirus niedoboru odpornosci (HIV).
Ostatnie lata wskazuja, ze coraz wiecej takich przyktadow znajdujemy takze wérdd bakterii i
to dosc czesto nalezacych do ziarenkowcéw jak np. Streptococcus suis czy LA-MRSA. Lista
patogenow zoonotycznych jest coraz diuzsza. Stanowig one powazne zagrozenie dla zycia i
zdrowia cztowieka. Rozw6j metod biologii molekularnej umozliwia poznanie strategii
pozwalajgcych drobnoustrojom przekraczac bariery gatunkowe. Zwigzane jest to przede
wszystkim z pozyskiwaniem nowego materiatu genetycznego umozliwiajgcego nabywanie
nowych cech m.in. pozwalajacych na zasiedlanie nowych niszy. Jest to jeden z najbardziej

fascynujacych tematéw wspdtczesnej mikrobiologii.

W zwigzku z powyzszym wybdr tematu praey wpisuje sie w aktualng, wazna tematyke

badawczg.

Rozprawa doktorska mgr Marcina Ciszewskiego zawiera sie na 152 stronach i ma charakter
typowy. Wstep zajmuje 20 s. i podzielony jest na dwa podrozdziaty, co sprzyja przejrzystosci

przedstawionych informacji i utatwia czytanie. Rozpoczyna go niezwykle ciekawie opisany



podrozdziat na temat mechanizmdw przetamywania bariery miedzygatunkowej zwierze-
cztowiek. Przedstawiony schemat na podstawie publikacji Wolfe’go z 2007 r i jego
omowienie, pokazuje pie¢ etapow przemian ewolucyjnych , ktére musza byé spetnione aby
drobnoustrdéj przeszedt droge ewolucyjng od patogenu zwierzecego do ludzkiego. Doktorant
ilustruje ten proces wieloma przyktadami i to zaréwno dotyczacymi wiruséw jak i bakterii.
Daje takze przyktady zoonoz odnotowywane w krajach UE. Odnosi sie takze do
przedstawicieli rodzaju Staphylococcus obejmujgcego gatunki bedacé czynnikami
etiologicznymi zakazen u zwierzat, ktére coraz czesciej izolujemy od ludzi bedacych
wtascicielami zwierzat. Doktorant skupia sie na cechach drobnoustrojéw natomiast nie
odnosi sie do cech ze strony cztowieka, ich nowego gospodarza. Czy one sg bez znaczenia w
pokonywaniu barier gatunkowych? Szereg wspomnianych patogendw, przynajmniej na
chwilg obecng, wywotuje zakazenia jedynie u 0s6b z obnizong odpornoscia. Z pewnoscig na

tej Sciezce ewolucyjnej odgrywa role gospodarz.

Drugi podrozdziat skupia sie na opisie rodzaju Streptococcus poprzez opis ich podziatu,
przedstawienie ich filogenetycznej drabiny, do opisu cech umozliwiajgcych im wywotywanie
zakazen. Na przykfadzie gatunkdw zawartych w tym rodzaju Doktorant ciekawie opisuje
»Wspinanie” si¢ ich po drabinie przemian ewolucyjnych. W ostatniej czesci Wstepu znajduje
sig opis czynnikow wirulencji S. pyogenes, patogenu wytgcznie ,ludzkiego”. Mam w tym
miejscu parg uwag. Nie s mi znane zakazenia pochwy wywotywane przez ten drobnoustré;.
Nie rozumiem tez stwierdzenia, ze ...”patogen rozprzestrzenia sie z pierwotnego miejsca
zakazenia, najczesciej poprzez ptyny ustrojowe”..s.23). To wymaga doprecyzowania. Trudno
sie tez zgodzic ze stwierdzeniem, ze wymienione przez doktoranta zakazenia inwazyjne ,
kwalifikuje jako ...o lekkim i Srednio-ciezkim przebiegu. Wszystkie one mogg by¢ piorunujace

w przebiegu.

Nie moge zgodzic sig ze stwierdzeniem Doktoranta, ze streptolizyna O jest jednym z
gtownych czynnikéw chorobotwdrczosci S. pyogenes a dzieki jej antygenowemu
podobienstwu do tkanek ludzkiego organizmu odgrywa role w nieropnych powiktaniach
zakazenia S. pyogenes. Nie wskazuje takze na to przytoczona przez niego literatura. Jest ona

wazna w diagnostyce zakazen. Sadze, ze Doktorant miat na mysli biatko M.



Ogolnie moge stwierdzi¢, ze Wstep jest ciekawy i dobrze napisany. Najwiecej uwagi
poswigca jednak Streptococcus pyogenes. Uwazam, ze za mato w nim informacji o

Streptococcus dysgalactiae, gtownym temacie Rozprawy.

W Zatozeniach i Celu Pracy, po krétkim wprowadzeniu, okreslono gtéwne zadania Rozprawy.
Postanowiono oceni¢ poprawnos¢ identyfikacji analizowanych szczepéw zgodnie z
zaleceniami Vandamma czy Vieiry’ego oraz poréwnacé wyposazenie szczepow ludzkich ze
zwierzgcymi pod kontem obecnosci gendw warunkujgcych chorobotwdrczosé i ich

ekspresje. Zaplanowano takze odniesienie otrzymanych wynikéw do S. pyogenes.

Czgs¢ Materialy i Metody jest bardzo bogata (ponad 25 stron), poczawszy od opisania
szczepow i Zrodet ich izolacji z informacjg o wieku, ptci i stanie klinicznym poprzez
szczegotowe informacje dotyczace podfozy, aparatury i metod . Istnieje duza dysproporcja w
liczbie szczepdw pochodzenia ludzkiego i zwierzecego ale podzielam opinie Doktoranta, ze te
ostatnie jest trudno pozyskac. Na uwage zastuguje badanie bardzo szerokiego wachlarza
cech biochemicznych, okreslanie lekowrazliwosci, zdolnoéci tworzenia biofilmu. Bardzo
doktadnie opisano stosowane metody genetyczne dla celéw badania ekspresji gendw i

typowania szczepow na podstawie réznic genetycznych biatka M.

Nastgpnie w tej czgsci Rozprawy przedstawiono zastosowany program uzyty przez

Doktoranta do statystycznej analizy otrzymanych wynikow.

Ostatni podrozdziat tej czesci skupia sie na badaniach in silico gtéwnie obejmujacych
lokalizacje genéw w genomowym DNA S. pyogenes i S. dysgalactiae subsp. equisimilis oraz

poréwnaniem ich map genomowych.

Wyniki zawarte s na prawie 30 stronach. S bogato ilustrowane rycinami, tabelami i

zdjeciami.

Zawierajg opis szeregu cech biochemicznycl}, serologicznych i biologicznych badanych
szczepow. Pokazuje interakcje miedzy badanymi szczepami a florg zasiedlajaca skére
cztowieka. Wyniki lekowrazliwosci przedstawione dla 10 antybiotykéw uzyskane metoda
dyfuzji z krazka s kontrowersyjne. Wykazanie opornosci S. pyogenes na penicyline,
cefotaksym, wankomycyne i linezolid bytoby takim pierwszym znaleziskiem na $wiecie. Na

podstawie zastosowanej metody Doktorant nie byt uprawniony do przedstawienia takiego



wyniku. Nalezato takie szczepy poddac wnikliwej analizie metodg rozciericzeniowg w
bulionie a w przypadku potwierdzenia takiej opornosci przesta¢ do Krajowego Osrodka
Referencyjnego ds. Lekowrazliwosci Drobnoustrojéw celem znalezienia mechanizmu za to

odpowiedzialnego.

Imponujacy jest zakres badania wtasciwosci biologicznych pod katem oceny cech wirulencji
szczepow. Wykazano zdolno$é SDSE izolowanych zaréwno od zwierzat jak i ludzi do
tworzenia biofilmu . Wykazano réznice ekspresji poszczegdlnych cech wirulencji miedzy
szczepami pochodzenia ludzkiego i zwierzecego. Trudno jednak, co podkresla Doktorant, na
uogolnianie wnioskéw dotyczgcych réznic biochemicznych istniejgcych miedzy dwiema
populacjami szczepdw ze wzgledu na matg liczebnos$¢ izolatéw od zwierzat. Ciekawy wynik
uzyskano dla streptokinazy. Jej wytwarzanie jest charakterystyczne dla szczepow ludzkich i
stanowi jedna z cech stosowanych w ustalaniu ich pochodzenia, co zostato potwierdzone w
niniejszej Rozprawie. To znalezisko znalazto wyttumaczenie w badaniach genetycznych, w
ktorych stwierdzono brak ekspresji genu kodujacego streptokinaze, obecnego w genomach
szczepow wyizolowanych od zwierzat. Wyniki okreslajace zdolnosci wytwarzania hemolizy
przeprowadzono na krwinkach baranich. Wydaje mi sig, ze bytoby ciekawe poréwnanie

zdolnosci hemolizy krwinek koniskich, ktére czesto stosuje sie w badaniach nad S. pyogenes.

Duzg wartosc rozprawy stanowig badania genetyczne, zakrojone na szerokg skale. Wykazaty
one nie tylko bogactwo gendw wirulencji u dobrze juz przebadanego gatunku S. pyogenes
ale takze SDSE. Zastosowanie techniki PCR a takze Real-time PCR pozwolity nie tylko na
stwierdzenie obecnosci najwazniejszych gendw wirulencji Rodzaju Streptococcus ale takze
ich ekspresje u badanych w Rozprawie szczepow. Waznym wynikiem jest znalezienie
szerokiej puli gendw wirulencji u szczepdw SDSE izolowanych od ludzi. Prace wzbogacity
wyniki molekularnego typowania szczepéw SDSE od ludzi w oparciu o biatko M. Populacja ta
byta dos¢ heterogenna i sktadata sig az z 13 typow biatka M, ktére jest najwazniejszym
czynnikiem wirulencji S. pyogenes. Ciekawym bytoby poréwnanie z M typami u szczepéw S.

pyogenes.

Bardzo wartosciowymi wynikami s kladogram przedstawiajacy przyblizone podobieristwo

miedzy szczepami SDSE w oparciu o sekwencje genu biatka M i opracowane drzewo



filogenetyczne pokazujace podobieristwo miedzy szczepami SDSE w oparciu o sekwencje

genu emm.

Dyskusja zawarta jest na ponad 20 stronach. Doktorant omawia wtasne wyniki na tle
literatury Swiatowej, odnoszac sie do istniejacych klasyfikacji i definicji gatunku jako takiego
wtaczajac sie w miedzynarodowg dyskusje na ten temat. Proponuje on wprowadzenie
patotypow uwzgledniajacych cechy feno- i genotypowe i potgczone ze zrédtem izolacji i
typem zakazenia. Omawia takze znaczenie poszczegdlnych cech S. dysgalactiae w

odniesieniu do potencjatu chorobotwdrczego poréwnujac je z S. pyogenes.

Przedstawione z Rozprawy wnioski s zawarte w 10 punktach. Wedtug mojej oceny sg zbyt
opisowe i zawierajg takze wyniki. Wniosek 8, jak juz wspomniatam powyzej, nie jest

uprawniony bowiem zastosowane metody nie upowazniajg do jego sformutowania.

Rozprawe konczg streszczenia w jezyku polskim i angielskim i bardzo bogate pismiennictwo
(271) pozycji. Uwazam , ze nalezato cytowac bardziej aktualne Rekomendacje Krajowego

Osrodka Referencyjnego ds. Lekowrazliwosci Drobnustrojow.

Na zakonczenie przedstawiono spis tabel i rycin, po ktérych nastepuje Aneks z licznymi

tabelami. Szkoda, ze brak w czesci z nich legendy co utatwiatoby ich czytanie.

W podsumowaniu pragne stwierdzi¢, ze Rozprawa porusza szereg istotnych, oryginalnych
zagadnien dotyczacych biologii waznych gatunkéw Rodzaju Streptococcus, reprezentujacych
typowy patogen cztowieka i patogen (y) zwierzecy na sciezce ewolucyjnej w kierunku
‘przetamywania bariery gatunkowych. Bogactwo zastosowanych metod laboratoryjnych
klasycznych i molekularnych a takze ich analiza pozwolito na szerokg ocene badanych
przedstawicieli 2-ch gatunkéw S. dysgalactiae i S. pyogenes i wskazuje na znaczacq biegtog¢
Doktoranta w postugiwaniu si¢ nimi celem realizacji postawionych w Rozprawie zadar. A
wigc cele zostaty zrealizowane bardzo szeroko. Pomimo pewnych wyrazonych powyzej

uwag, Rozprawe oceniam pozytywnie.

Rozprawa doktorska mgr farm. Marcina Ciszewskiego pt. ,,Czynniki chorobotwdrczosci
Streptococcus dysgalactiae — paciorkowcéw ropotwérczych izolowanych od ludzi i zwierzat”

spetnia ustawowe wymagania stawiane tego typu rozprawom.



W zwigzku z powyzszym wnosze do Wysokiej Rady Wydziatu Farmaceutycznego
Uniwersytetu Medycznego w todzi o dopuszczenie mgr farm. Marcina Ciszewskiego do

dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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