Warszawa, dn.08.02.2016 r,

Recenzja rozprawy doktorskiej mgr inz. Piotra Cieslika pt.
»Charakterystyka molekularna szczepdw Franciscella tularensis wyizolowanych z probek

klinicznych i srodowiskowych za pomoca metody Real-time PCR i Multispacer Typing”

Ostatnia dekada przyniosta szereg nowych problemdéw w obszarze chordob zakainych
i zakazen. Niewatpliwie na skutek wielu czynnikdow doszto do przesuniecia barier
klimatycznych a takze gatunkowych dla wielu patogenow. Uwage zwraca wzrost zakazen
odzwierzecych. Niektdére z nich stanowig powazne zagroienie dla zdrowia publicznego
ze wzgledu m.in. na wysokg zjadliwos¢, inwazyjnos¢, niska dawke letalng, trudnosci
w hodowli i identyfikacji a takie brak skutecznego leczenia i wystarczajgco skutecznych
metod profilaktyki. Te cechy powodujg, ze sposrdd nich wywodzg sie gatunki/szczepy
stosowane w broni biologicznej.

Francisella tularensis nalezy do te] wifasnie grupy drobnoustrojow. Ponadto, wywotuje
zakazenia u bardzo wielu gatunkdéw zwierzat skad przenoszona jest na cziowieka. Istnieje
wiec szeroki rezerwuar tego patogenu. Obraz kliniczny zalezy w duzej mierze od postaci
klinicznej, ogromnie zrdoinicowanej a wiec trudnej w diagnozie. Epidemiologia zakazen
F. tularensis w Polsce jest stabo rozpoznana | opiera sie gtownie na badaniach
serologicznych, ktérych wiarygodnosé jest czesto podwazana ze wzgledu na ogromne
zroznicowanie w obrebie gatunku i szereg nieswoistych reakcji krzyzowych.

W zwigzku z powyziszym wybor tematu jest wainy i aktualny zardwno ze wzgledow
poznawczych jak i aplikacyjnych i wpisuje sie w wiodgcg, w tym zakresie, tematyke
na swiecie.

Przedstawiona mi do oceny Rozprawa liczy 183 strony i ma charakter typowy (ksigzkowy).
Wstep zawarty jest na 44 stronach i podzielony na podrozdziaty co znaczaco ufatwia
czytanie. Pierwsza czedc historyczna przedstawia w sposéb ciekawy odkrycie F. tulgrensis,
losy taksonomii tego drobnoustroju a takze zréznicowanie i ustalenie podgatunkow.

W kolejnych rozdziatach starannie oméwiono taksonomig, morfologie, sposcby hodowli
i identyfikacji oparte przede wszystkim do dnia dzisiejszego na testach biochemicznych
a takze cechy, ktére pozwalajg na diugotrwate utrzymywanie sie tego drobnoustroju

w srodowisku. Waing czes¢ wstepu stanowi charakterystyka zsekwencjonowanych



genomow F. tularensis co pozwala na sledzenie zmian ewolucyjnych a takize pokazuje
obecnos¢ wielu elementéw inercyjnych z pewnoscig za to takie odpowiedzialnych.
Czesc ta scidle faczy sie z kolejnymi, waznymi podrozdziatami nt tego drobnoustroju jako
czynnika broni biologicznej, opracowanych szczepionek a przede wszystkim nt
patomechanizmu zakazen wywotywanych przez ten drobnoustrdj. Ta ostatnia tematyka
zastuguje na szczegdlne wyrdznienie a jej szczegdtowe potraktowanie pokazuje réznorodne
strategie uruchomiane przez F. tufarensis celem wywotania zmian chorobowych. Kolejny
bardzo ciekawy podrozdziat, przydatny z punktu widzenia praktycznego, omawia rdine
postaci zakazen F. tularensis i charakterystyczne dla nich objawy. Wydaje mi sie, ze bardziej
adekwatnym dla niego tytutem bytby .. Postacie kliniczne.. zamiast przedstawionego
..Patogennos¢ F. tularensis, ktéra zostata podana w poprzedzajgcym podrozdziale. Schematy
leczenia podane wg WHO2007 dotyczg zardwno dorostych jak i dzieci oraz kobiety ciezarne.
Doktorant uwzglednia pacjentow z zaburzeniami uktadu immunologicznego a nie wspomina
o tych, ktérzy majg niewydolnos$é nerek i/lub watroby, zwlaszcza, ze standardowa terapia
wykazuje toksycznos¢ wobec tych dwodch narzadéw. Nie wspomina takze o chloramfenikoly,
ktory moze stanowi¢ opcje terapeutyczng u dzieci z zapaleniem opon mézgowo-
rdzeniowych. Niemniej jednak, pomimo, ze doktorant nie jest medykiem, omowit wszystkie
najwazniejsze leki stosowane w terapii tularemii, roéznicujgc miedzy przypadkami
sporadycznymi a powstatymi na skutek masowego ataku.

Kolejny, bardzo obszerny rozdziat dotyczy epidemiologii zakazen F. tularensis. Omdwiona
zostata w nim szczegotowo sytuacja w Polsce, z rozbiciem na wojewddztwa i opis
przypadkow. To bardzo wartosciowa czesé rozprawy. Doktorant.podzieli’f przypadki na dwie
powojenne grupy. Szczegolnie ciekawe dane pokazat dla lat 1996-2014, a wiec bardzo
aktualne. Wskazat, rozszerzanie sie terenow wystepowania F. tularensis na potudnie naszego
kraju ciggtego wzrostu liczby odnotowywanych przypadkéw. Szkoda, ze Doktorant
nie pokusit sie o probe skomentowania tego zjawiska. Czy mamy do czynienia faktycznie ze
wzrostem?, czy lepsza wykrywalnoscia, czy tez innymi uwarunkowaniami?

Po przedstawieniu sytuacji epidemiologicznej w Polsce Doktorant szeroko omawia
epidemiologie F. tularensis w krajach UE a takie w innych Europy i spoza niej. Przedstawia
szczegdtowo sytuacje w wybranych krajach i uzasadnia, co jest bardzo wazine, wzrost
przypadkow tularemii w potaczeniu np. w Hiszpanii ze wzrostem populacji nornika

zwyczajnego. Wskazuje, na przyktadzie analizy epidemiologicznej przeprowadzonej w USA,
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na zaleino$¢ miedzy rozleglodcig rezerwuaru srodowiskowego a liczba wystepujgcych
przypadkow tularemii u ludzi.

Ostatnim ogromnie wainym tematem Wstepu rozprawy jest diagnhostyka laboratoryjna
F. tularensis. Opisuje zardwno metody fenotypowe, serologiczne jak i molekularne,
podkresdlajgc ogromna wage tych ostatnich. Umozliwiajg wykrycie materiatu genetycznego
F. tularensis zaréwno w materiale klinicznym jak i $rodowiskowym w bardzo krotkim czasie
a takze pozwalajg na rdinicowanie w obrebie gatunku. Znajdujg takie coraz szersze
zastosowanie w dochodzeniach epidemiologicznych.

W podsumowaniu tej czesci rozprawy pragne podkreslic wszechstronnos¢ zebranych danych
na temat F. tularensis i to zardwno dotyczacy biologii drobnoustroju, jego patogennosci jak
i metod rozpoznawania, leczenia i profilaktyki.

Whprawdzie w Rozprawie Cel Pracy umieszczony jest po Materiatach i Metodach ale uwazam,
ze powinien znalez¢ sie przed nimi, zreszta we wszystkich recenzowanych przeze mnie
dysertacjach, tak wtasnie byto. Ulatwia to ocene poprawnosci zastosowanych metod.

Cel Rozprawy jest dobrze uzasadniony a proponowane metody sg nowoczesne i dotychczas
w Polsce niestosowane w badaniach nad F. tularensis.

W Materiatach i Metodach Doktorant szczegotowo opisat irddio, rok izolacji i miejsce
pochodzenia badanych szczepéw. Uzyskane one zostaty zardwno od ludzi jak i zwierzat
{srodowisko), dla wielu brak byto petnej charakterystyki. Byty to szczepy z kolekeji zardwno
wyizolowane w Polsce jak i w wielu innych krajach. Do kontroli wiaczono szczepy
referencyjne.

Na podkreslenie zastuguje zaprojektowanie wiasnych sekwencji starterowych i sond
hybrydyzacyjnych na podstawie przeanalizowania sekwencji petnych genomdw czterech
podgatunkdw F. tularensis dostepnych w bazie danych GenBanku. Dokonano optymalizacji
reakcji real-time PCR a takie oceniano czutos¢ opracowanej metody. Dokonano nastepnie
sekwehcjonowania i przeprowadzono analize bioinformatyczng uzyskanych sekwencji.
Przeprowadzono  molekularny analize epidemiologiczng 15  szczepow  z woj.
zachodniopomorskiego (d. szczeciriskie) pochodzacych z roznych lat zaréwno od ludzi jak
i zwierzgt.

Wyniki sg czyteinie przedstawione w postaci tabel {n=8) i rycin {n=12) i ich przejrzystego
komentarza. Na zakoniczenie rozprawy przedstawiono wyniki sekwencjonowania {ponad 60

stron).



Wykazano specyficznosé zastosowanej metody dla poszczegdinych podgatunkdw, pokazujac
brak reakcji krzyzowych. Dotyczyto to takze gatunkdéw daleko spokrewnionych z F. tularensis.
Wykazano wysoka czuto$é opracowanej metody na poziomie 10fg/ul DNA, a dla kopii
genomu na poziomie 4,9 GE. Byta ona taka sama badZz bardzo podobna dla wszystkich
czterech podgatunkow F. tularensis.

Dzieki zastosowanej metodzie real-time PCR udato sie skiasyfikowa¢ badane szczepy
i okazato sie, ze sposrod nich wiodgcym podgatunkiem jest F. tularensis subsp. holarctica
a drugim co do czestosci F. tularensis subsp. tularensis. Wéréd pozostatych szczepow
stwierdzono obecnosc typu B F. tularensis, a takze innych tego podgatunku jak F. tularensis
subsp. novicida i F. tularensis subsp. medigsiatica. Przy zastosowaniu tej metody nie
stwierdzono reakcji niespecyficznych wobec zarowno blisko spokrewnionych jak i odlegtych
filogenetycznie szczepbéw bakteryjnych.

Wyniki waine dla celéw analizy i dochodzenia epidemiologicznego uzyskano dzieki
zastosowaniu metody MST (Multispacer Typing), ktora umoiliwita glebsza analize
genetyczng badanych szezepdw. Wykazano, ze ST6 jest genotypem dominujacym wsrdd
polskich szczepdw F. tularensis subsp. hofarctica. Stwierdzono takze obecnosé genotypow
5T6 oraz ST27 a takize udato sie zidentyfikowal genotypy dotychczas nieopisywane.
Na uwage zastuguje fakt, ze dzieki zastosowanej metodzie MST udato sie wséréd szczepow
zdeponowanych w kolekcji ODiZZB WIHIE w Pufawach, wykryé nieopisane dotychczas
genotypy F. tularensis. Takze dokonano identyfikacji nowych ST w kolekcjach pochodzgcych
z innych zrédet.

Ponadto stwierdzono nowe allele zardwno w sekwencji miedzygenowej $3 jak i w sekwencji
genowej 54.

Na zakonhczenie rozdziatu Wyniki Doktorant umiescit kladogram, porzadkujacy uzyskane
wyniki i przedstawiajgcy zalezno$¢ oraz podobienstwo pomiedzy genotypami badanych
szczepow a wezesdniej opisanymi.

Dyskusja obejmuje wszechstronng analize wynikéw badan wiasnych na tle opublikowanych
w literaturze swiatowej. Wskazuje na ciggle fragmentaryczne informacje dotyczgce zagroien
ze strony F. tularensis. Uzasadnia to trudnymi warunkami hodowli i identyfikacji. Odnosi sie,
przytaczajgc szeroka literature do cech tego drobnoustroju pozwalajgeych go zaliczy¢ do
poﬁencjalnych sktadnikéw broni biologicznej. Doktorant podkresla koniecznodéc stosowania

wiarygodnych metod molekularnych celem szybkiej identyfikacji nie tylko szczepdw tego
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gatunku ale takie wykrywanie jego wirulencji. Krytycznie ocenia dostepne metody
molekularne wskazujgc na ich przydatnos¢ w zaleznosci od stawianego celu. Odnosi sie do
przydatnosci metod witasnych i to zaréwno dla charakterystyki molekularnej szczepow jak
i ich typowania genetycznego.

Rozprawa koriczy sie trzema wnioskami, z ktorych dwa (1 i 2) majg bardziej charakter
wyniku. Nalezy je przeredagowac.

Uwazam, ze wniosek nr 2 mégtby by¢ podzielony na dwa wnioski.

Pismiennictwo jest bogate i zawiera 184 pozycje.

Rozprawe zamyka aneks zawierajagcy wyniki sekwencjonowania, stanowigcy wazne
i wartosciowe uzupetnienie wynikow. Materiat ten bedzie bardzo przydatny dla
kontynuatoréw tematyki Rozprawy.

Dla porzadku pragne odnotowaé, ze Rozprawe rozpoczyna Streszczenie w j. polskim
i j. angielskim oraz Spis tresci.

W podsumowaniu pragne podkreslic, waznos¢ i aktualno$¢ wybranego tematu.
Cele badawcze zostaty jasno sformutowane. Doktorant wykazat sie szerokg i wszechstronng
znajomoscig tematu i nowoczesnych metod badawczych. To pozwolito mu w petni
zrealizowaé postawione cele. Dyskusja pokazata dobrg znajomos¢ literatury i umiejetnos¢
prezentowania wynikow badan wtasnych na tle dokonan swiatowych. Wnioski wskazuja,
ze postawione w Rozprawie cele zostaty zrealizowane. Drobne uwagi umieszczone w recenzji

nie umniejszajg wysokiej jakosci merytorycznej Rozprawy.

Rozprawa doktorska mgr inz. Piotra Cieslika pt. ,Charakterystyka molekularna szczepéw
Franciscella tularensis wyizolowanych z probek klinicznych i srodowiskowych za pomocg
metody Real-time PCR i Multispacer Typing” spetnia wymogi stawiane tego typu rozprawom
i dlatego wnosze, do Wysokiej Rady Wojskowego Instytutu Higieny i Epidemiologii
w Warszawie o dopuszczenie mgr inz. Piotra Cieslika do dalszych etapow przewodu
doktorskiego.

Ze wzgledu na wysokg warto$¢ poznawczg i aplikacyjng wnosze o jej wyroznienie.
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