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RECENZJA
rozprawy doktorskiej Pana mgr. Macieja Polaka

pt. ,Charakterystyka genotypowa i fenotypowa szczepow Bordetella  pertussis

niewytwarzajacych antygenéw szczepionkowych, wyizolowanych w Polsce w latach 1959-2016”

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska Pana mgr. Macieja Polaka zostata wykonana w
Zakladzie Badania Surowic i Szczepionek Narodowego Instytutu Zdrowia Publicznego —
Paristwowego Zaktadu Higieny, pod kierunkiem i opieka naukowa promotora dr hab. Aleksandry
Anny Zasady. Tematyka rozprawy doktorskiej Pana mgr. Macieja Polaka jest kontynuacja badan
realizowanych przez zespot dr hab. Aleksandry Anny Zasady, ktorych prace dostarczaja wiele
oryginalnych i wartosciowych danych dotyczacych czynnikéw chorobotwérczych wybranych
patogenéw czlowieka, ze szczegblnym uwzglednieniem mozliwosei ich zastosowania W
szczepionkach, a takze nowoczesnych metod diagnostyki wielu groznych choréb zakaznych. Praca
Doktoranta w tym zespole oraz mozliwo$¢ korzystania z dos$wiadczenia i bogatego warsztatu
badawczego, zaowocowaly rozprawa doktorska na wysokim poziomie naukowym i o duzych
walorach poznawczych.

W ramach profilaktyki krztusca na $wiecie stosuje si¢ dwa rodzaje szczepionek przeciw tej
bakterii, tj. szczepionki catlokomérkowe (wP) oraz bezkomérkowe (aP). Te pierwsze indukuja
kompleksowa odpowiedz immunologiczna na wiele antygenéw B. pertussis, sa jednak wysoce
reaktogenne. Natomiast szczepionki aP, zlozone z 1-5 oczyszczonych i odtoksycznionych antygenow

pateczki krztusca, jak si¢ okazalo, sa mnie skuteczne niz szczepionki wP. W Polsce od 1960 roku
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stosuje si¢ powszechnie szczepionki wP w szczepieniach przeciw krztuscowi dzieci, a od 1998 roku
dostepne i wykorzystywane sg rowniez szczepionki aP.

Obserwowany od lat 90-tych ubiegltego wieku w Polsce i na swiecie wzrost zachorowalosci na
krztusie¢, pomimo wysokiego poziomu szczepien, przyczynit si¢ do rozpoczecia intensywnych badan
monitorujagcych zmienno$¢ genetyczng i fenotypowg szczepOw B. pertussis odpowiedzialnych za
zakazenia u ludzi. Analizy te pozwolg na c;pracowanie kompleksowej strategii majacej na celu
poprawe globalnej sytuacji epidemiologicznej krztusca. Badania prowadzone przez Pana mgr.
Macieja Polaka wpisujg si¢ w ten ogélno$wiatowy trend.

Pan mgr Maciej Polak podjat si¢ waznego zadania jakim jest charakterystyka genotypowa i
fenotypowa szczepéw B. pertussis izolowanych w Polsce od zakéZonych ludzi w ciggu ostatnich 50
lat. Nie mam najmniejszych watpliwosci, Ze temat ten jest interesujacy, a wyniki uzyskane podczas
jego realizacji maja charakter oryginalny i sg interesujace dla szerokiego grona badaczy zajmujacych
sie epidemiologia choréb zakaznych. Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska spetnia zatem
wymog oryginalnosci podjgtej tematyki badawczej.

Wydaje mi sig, ze niepotrzebnie tytul pracy zostal zawezony do szczepow B. pertussis
niewytwarzajacych antygenéw  szczepionkowych  (zidentyfikowano 4 izolaty kliniczne
niewytwarzajace pertaktyny sposrod 193 badanych) poniewaz ogrom prac Doktoranta dotyczyt
charakterystyki genotypowej i fenotypowej duzej puli szczepéw B. pertussis izolowanych od ludzi
chorych na krztusieé w Polsce w latach 1959-2016, jak réwniez dodatkowo 10 szczepow
szczepionkowych.

Praca doktorska Pana mgr. Macieja Polaka ma klasyczhy, typowy uktad dla rozpraw z dziedziny
biologii medycznej. Rozpoczyna si¢ obszernych Wstgpem, w ktorym Doktorant doktadnie
scharakteryzowat czynniki zjadliwosci B. pertussis, stosowane metody genotypowe i fenotypowe
badai zmiennodci izolatéw tego patogenu. Oméwil takze wyczerpujaco sposoby diagnozowania,
leczenia, profilaktyki i epidemiologii krztusca. Duzo uwagi Autor poswigcit szczepieniom i
mozliwym przyczynom wzrostu zachorowan na t¢ chorobg zakazng oraz zaprezentowat potencjalne
strategie poprawy immunoprofilaktyki krztusca. Wstep jest napisany bardzo dobrze w oparciu o
doglebnie przeanalizowane zrodta literaturowe. Brakuje mi jedynie rycin w tej czgsci rozprawy, ktore
utatwityby niewatpliwie studiowanie tekstu. Nalezy jednak podkresli¢, ze wszystkie przedstawione
w tej czesci pracy informacje przydaly si¢ podczas analizy oméwionych w rozprawie wynikow

wiasnych Doktoranta. Podsumowujac, zaprezentowany Wstep oceniam bardzo wysoko.
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W nastepnym rozdziale ocenianej pracy Pan mgr Maciej Polak zaprezentowat zatozenia i cel
rozprawy, ktorym byla charakterystyka genotypowa i fenotypowa szczepéw B. pertussis
wyosobnionych od ludzi chorych na krztusie¢ w Polsce w okresie 1959-2016, przy zatozeniu, ze
rézne rodzaje szczepionek przeciw krztugcowi, tj. calokomérkowe lub bezkomoérkowe, w odmienny
sposob ksztattuja strukture populacji B. pertussis. Jak podkresla Autor: ,,szczegoOlny nacisk w pracy
potozono na ocen¢ zdolnosci bakterii do wyf;)val'zania antygendw wystepujacych w szczepionkach
bezkomérkowych, poniewaz utrata niektérych z nich byta opisywana u izolatow krazacych w krajach
stosujacych od wielu lat szczepionki bezkomoérkowe”. Ten ambitny cel zostal podzielony na kilka
precyzyjnie okreslonych zadan badawczych, ktére polegaty m. in. na: (i) ocenie wystepowania wsrod
badanych izolatéw klinicznych B. pertussis mutantéw niewytwarzajacych pertaktyny, toksyny
krztuscowej, hemaglutyniny wiokienkowej, fimbrii, jak réwniez toksyny cyklazy adenylowej oraz
czynnika kolonizacji tchawicy, (ii) okresleniu struktury serotypowej izolatow klinicznych B.
pertussis oraz stabilnosci serotypéw szczepdéw stosowanych do produkeji polskiej szczepionki
przeciw krztuscowi. Kolejnymi waznymi zadaniami jakie postawil przed soba Pan mgr Maciej Polak
byly analizy genotypowania metodami PFGE, MLST i MLVA, jak réwniez ocena stopnia
wrazliwodei badanych izolatéow klinicznych na antybiotyki powszechnie stosowane w leczeniu
krztuéca. Nalezy podkresli¢, ze poszczegdlne zadania badawcze zostaty bardzo precyzyjnie przez
Pana mgr. Macieja Polaka opisane i byly przez niego konsekwentnie realizowane w trakcie prac nad
dysertacja.

Nastepny rozdzial ocenianej rozprawy to Materialy i Metody. Wtasciwie nie mam do tej
czeSci powazniejszych uwag. Chciatabym w tym miéjscu podkresli¢, ze metody badawcze
zastosowane w pracy zostaly prawidlowo dobrane i przeprowadzone. Nie watpi¢ tez, Ze
przedstawione szczegdtowe protokoty badawcze bedg przydatne innym pracownikom w Zaktadzie
Badania Surowic i Szczepionek NIZP-PZH. Mam tylko kilka drobnych uwag, po pierwsze, nie
znalaztam informacji dlaczego do analiz lekooporno$ci metodami mikrobiologicznymi wybrano 26
izolatéw klinicznych z lat 2010-2016, w przypadku pozostatych analiz byty to 22 izolaty z lat 2014-
2016 (albo cafa pula 193 szczepéw). Po drugie, w opisie metody Western Blot nie znalaztam
informacji w jaki sposob sprawdzano czy poréwnywalne ilosci lizatow komérkowych byly naktadane
do studzienek w zelu SDS-PAGE, jak réwniez czy doszlo do prawidtowego transferu biatek na
membrane. Oczywiscie w pracy brak odpowiedniego prazka na membranie przektadat si¢ nastgpnie
na obecno$¢ mutacji skutkujacej tym brakiem, jednakze trzeba mie¢ pewno$¢, ze potencjalny brak

syntezy jakiego$ biatka nie jest kwestia mozliwych probleméw technicznych. Kolejna uwaga dotyczy
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analiz RT-qPCR, nie wspomniano o waznym etapie w procedurze, a mianowicie kontrolnej reakcji
PCR na matrycy izolowanego totalnego RNA po traktowaniu DNaza, w celu wykluczenia obecnosci
$ladowych ilosci DNA. Czy taki test kontrolny byt przeprowadzany ?

Najobszerniejsza cze$¢ ocenianej pracy stanowi oméwienie wynikéw wiasnych Doktoranta.
Wszystkie opisane w rozprawie doktorskiej Pana mgr. Macieja Polaka rezultaty maja charakter
doniesien oryginalnych, a ich dokumentac}a nie budzi zastrzezen. Charakterystyke izolatow
klinicznych B. pertussis Autor rozpoczat od oceny zdolnosci szczepow do syntezy antygenow, przede
wszystkim tych wystgpujacych w szczepionkach bezkomoérkowych. Wéréd 193 analizowanych
izolatéw zidentyfikowano cztery, ktére utracity zdolno$¢ wytwarzania pertaktyny, co jak stusznie
sugeruje Autor moze wskazywa¢ na pojawienie si¢ W polskiej populacji pateczek krztusca nowego
mechanizmu adaptacyjnego, obserwowanego juz na $wiecie, ktory moze obnizy¢ skutecznos¢
stosowanych coraz czesciej w Polsce szczepionek bezkomérkowych. Przeprowadzona przez
Doktoranta doktadna analiza pozwolita na okreslenie charakteru tych mutacji, tj. insercja elementu
transpozycyjnego, powstanie przedwczesnego kodonu STOP w sekwencji prn oraz inwersja
promotora prn. Ponadto, wszystkie badane izolaty kliniczne posiadaty zdolnos¢ do wytwarzana
antygendw toksyny krztuscowej, hemaglutyniny widkienkowej, fimbrii, toksyny cyklazy adenylowej
oraz potencjalnie immunogennego czynnika kolonizacji tchawicy (oprocz jednego szcezepu, ktory byt
tcfA). Serotypowanie izolatéw klinicznych B. pertussis wykazato natomiast zastepowanie w ostatniej
dekadzie dominujacego serotypu Fim2 przez Fim3, co prawdopodobnie jest efektem presji
selekcyjnej wywieranej na bakterie przez stosowang latami szczepionkg catokomoérkowsg. Ponadto,
analizowane szczepy szczepionkowe charakteryzowaty si¢ réwniez zmianami w sktadzie antygenow
Fim2 oraz Fim3 w zaleznoéci od badanej serii siewnej, co jak stusznie zauwazyt Autor wskazuje na
potrzebg monitorowania jednorodnosci w/w szczepéw oraz oceny jakosci stosowanych szczepionek
wP.

Do genotypowania izolatéw klinicznych B. pertussis zastosowano metody PFGE, MLST oraz
MLVA, ktérych wyniki pozwolity na zaobserwowanie istotnych zmian genetycznych polskiej
populacji pateczek krztusca izolowanych w ostatnim dziecigeioleciu. Doktorant stawia tez¢ o
ewolucji w kierunku jednorodnosci genetycznej, tj. w kierunku genotypu ptxA1 -ptxP3-prn2-MT-217,
ktory prawdopodobnie zwigksza szansg przezycia polskich izolatéw w populacji ludzkiej szczepione;j

przeciw krztuscowi coraz cze¢$ciej szczepionka aP.
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W ostatnim etapie badan Doktorant analizowal lekowrazliwo$¢ izolatéw klinicznych B.
pertussis na antybiotyki powszechnie stosowane w leczeniu krztusca, tj. makrolidy (erytromycyna,
azytromycyna i klarytromycyna) oraz leki alternatywnie stosowane w przypadkach nietolerancji na
makrolidy, jak trimetoprim-sulfametoksazol czy kwas nalidyksowy, majac na uwadze pojawiajace
sic w ostatnim czasie na $wiecie szczepy oporne na erytromycyng. Okazalo sie, ze wszystkie
analizowane izolaty kliniczne B. pertussis by’tj} wrazliwe na badane chemioterapeutyki, ktore to moga
by¢ z powodzeniem stosowane w leczeniu krztusca.

Przedstawione w rozprawie wyniki zostaly bardzo szczegdtowo skonfrontowane z danymi
literaturowymi w rozdziale zatytulowanym Dyskusja. Kazdy aspekt wynik6w zostat doglebnie
omoéwiony, a postawione zalozenia umiejetnie zweryfikowane. Z'duzym zainteresowaniem czytatam
ta cze$é rozprawy i chciatabym podkreslic duza dojrzatos¢ naukowa Doktoranta i znajomos¢
problematyki zwiazana z immunoprofilaktyka krztusca.

Czytajac Dyskusje nasungto mi si¢ kilka pytan, prosz¢ o ustosunkowanie si¢ do nich
Doktoranta:

1. Jakie inne antygeny mogtyby by¢ wykorzystane w szczepionkach aP przeciw krztuscowi ?
Wspomniat Pan o tym we Wstepie, prositabym jednak o szerszy komentarz.

2. Czy wérdd innych patogendw, chociazby laseczki tezca czy maczugowca btonicy, ktérych
antygeny obok antygendéw krztusca sa obecne w powszechnie stosowanych skojarzonych
szczepionkach DTP, zaobserwowano zjawisko ,escape mutants”, czyli pojawiania si¢
nowych szczepéw o nowych wariantach antygenowych zdolnych do krazenia w populacji
ludzkiej pomimo wysokiego poziomu szczepien ?

3. Jaki moze byé powdd rzadko wystepujacych w populacji B. pertussis Szczepow

erytromycynoopornych w dobie narastajgcej antybiotykoopornosci ?

Podsumowujgc, wyrazam duze uznanie dla osiagnig¢ Pana mgr. Macieja Polaka.
Przedstawione w rozprawie badania reprezentuja wysoki poziom naukowy i wnosza nowe, wazne
tresci, ktére umozliwiaja poznanie kierunku ewolucji polskiej populacji B. pertussis, bedace]
konsekwencja zmian adaptacyjnych zachodzacych w komérkach pateczek krztusca w celu uniknigcia
poszczepiennej odpowiedzi immunologicznej.

Rozprawa doktorska Pana mgr. Macieja Polaka przedstawiona w postaci rozprawy
reprezentuje wysoki poziom naukowy i wnosi oryginalny wktad do bardzo waznego obszaru wiedzy
jakim jest mikrobiologia medyczna, epidemiologia i wakcynologia.
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Uwazam, ze oceniana praca spetnia wszystkie wymogi formalne stawiane rozprawom
doktorskim okreslonym w art. 13 Ustawy o stopniach i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w
zakresie sztuki z dnia 14 marca 2003 roku (Dz. U. z 2003 ., nr 65, poz.595 z pdz. zm.) i uzasadnia
nadanie stopnia naukowego doktora nauk medycznych w dyscyplinie biologia medyczna. Zatem,
wnosze do Rady Naukowej Narodowego Instytutu Zdrowia Publicznego — Panstwowego Zaktadu
Higieny o dopuszczenie Pana mgr. Macieja P;)laka do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Jednoczesnie, biorac pod uwage zakres prowadzonych badan, warto$é naukowa uzyskanych

wynikéw oraz walory poznawcze wnioskujg o wyréznienie rozprawy doktorskiej.

dr hab. Adrianna Raczkowska
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