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wyizolowanych w Polsce w latach 1959-2016”

Szczepienia sa wciaz najskuteczniejsza i najpowszechniejsza forma profilaktyki
majacej na celu zapobieganie wystepowaniu wielu choréb zaréwno bakteryjnych jak i
wirusowych na calym $wiecie. Na skuteczno$¢ szczepien zasadniczy wplyw ma rodzaj i skfad
szczepionek oraz programy szczepiefi stosowane w danym kraju. Jednym z grozniejszych
patogenéw drég oddechowych jest Gram-ujemna paleczka Bordetella pertussis, patogen
wylacznie ludzki, powodujacy ostra chorobg ukladu oddechowego zwang krztuscem (dawniej
— kokluszem). Wprowadzenie powszechnych szczepiei w latach 40. w Stanach
Zjednoczonych i 50-60. XX wieku w pozostatych krajach spowodowato gwalttowny spadek
zachorowan na krztusiec. Niestety juz w kolejnych dekadach ubiegltego wieku w wielu
krajach zaobserwowano coraz wigkszy i niebezpieczny wzrost zachorowafi, w Polsce od
potowy lat 90. Zjawisko to powiazano z wygasaniem poszczepiennej odpowiedzi
immunologicznej, zastgpowaniem szczepionek catokomorkowych wP przez szczepionki
bezkomérkowe aP oraz z mechanizmami adaptacyjnymi B. pertussis. Dotychczas opisane
mechanizmy adaptacyjne B. pertussis obejmuja: polimorfizm genéw kodujacych wysoce
immunogenne czynniki zjadliwosci, wzrost poziomu wytwarzania toksyny krztuScowej oraz
utrate zdolnosci do wytwarzania niektorych antygenéw wchodzacych w sktad szczepionek
przeciw krztuscowi. Do tej pory wciaz trwaja badania nad problemem presji selekcyjne; v
wywieranej przez skladniki szczepionek bezkomoérkowych stosowanych w danych krajach na
wystepowanie i rozprzestrzenienie w populacji ludzkiej szczepéw, ktére utracily zdolnos¢
wytwarzania antygenéw szczepionkowych. Poznanie i zrozumienie przyczyn wystgpowania
szczepdw pozbawionych najwazniejszych czynnikéw zjadliwosci, w tym bedacych
antygenami szczepionek aP, wymaga stalego monitorowania zmiennosci genetycznej

szczepow krazacych w réznych populacjach. Ponadto nadzorowanie zmian zachodzacych



wsrdd izolatow uzyskanych od 0s6b chorych stanowi zalecany element optymalizacji strategii
szczepien przeciw krztuscowi.

- Rozprawa doktorska mgr Macieja Polak wpisuje si¢ w ten wazny i aktualny temat.
Poswigcona jest analizie problemu w dziedzinie medycyny, w zakresie dotyczacym zmian
fenotypowych i genotypowych szczepdw B. pertussis izolowanych od chorych, w tym
wypadku w Polsce, na przestrzeni lat 1959-2016 w odniesieniu do zmian sktadu stosowanych
szczepionek i programu szczepien. Analiza ta obejmowala: badanie zdolnosci izolatow do
wytwarzania antygenéw szczepionkowych i charakterystyke genetycznych przyczyn
warunkujacych ich brak u danych szczepow, oceng¢ czestosci wystepowania izolatow
niewytwarzajacych antygenéw szczepionkowych, oceng dominujacych serotypdw oraz oceng
lekowrazli;zvos’ci izolatéw. Material do badan stanowily 193 izolaty B. pertussis uzyskane od
0s0b chorych na krztusiec w Polsce w okresie 1959-2016, w tym 22 izolaty z ostatnich dwéch
lat badan tj. 2014-2016, oraz 10 szczepéw szczepionkowych stosowanych, obecnie (trzy
szczepy) lub w przeszlosci, tj. przed 1978 r. (7 szczepéw), do produkcji polskiej
catokomodrkowej szczepionki przeciw krztuScowi (DTP, IBSS BIOMED S.A.). Sposréd 10
analizowanych szqzep()w szczepionkowych 6 zostato wyizolowanych od 0s6b chorych w
Polsce, a pozostale pochodzity z Jugostawii (n=3) oraz Holandii (n=i). W czesci pracy
dotyczacej serotypowania bakterii material badany zostat poszerzony o 14 réznych serii
siewnych szczep6w szczepionkowych aktualnie stosowanych do produkcji szczepionki DTP:
9 serii szczepu 629, 3 serie szczepu 186 oraz 2 serie szczepu 606. Przeprowadzone przez Pana
mgr Macieja Polak badania tak duzej grupy szczepéw, zar6wno Kklinicznych jak i
szczepionkowych, stanowia niezmiernie cenng baz¢ danych. W Polsce nie prowadzona jest
rutynowa diagnostyka krztusca metodqa hodowli co powoduje brak izolacji szczepow
klinicznych B. pertussis. Kolekcja szczepéw z NIZP-PZH ktore stanowity material badawczy
w przewodzie doktorskim mgr Macieja Polak jest unikatowa. Ponadto w Polsce od lat
60. XX wieku az do dnia dzisiejszego szczepienia podstawowe przeciw krztuScowi
prowadzone sa przy uzyciu szczepionki calokomorkowej (WP), podczas gdy w innych krajach
rozwinigtych szczepionki wP zostaly zastapione szczepionkami bezkomoérkowymi (aP).
Dodatkowo w odréznieniu do innych panstw sklad polskiej szczepionki wP podlegat
wielokrotnym zmianom — dotyczyly one zaréwno stosowanych szczepéw szczepionkowych,
jak i catkowitej ich liczby (od kilkunastu szczepéw w latach 1960-1967 do 3 stosowanych
niezmiennie od 1978 roku). Do 1976 roku nawet poszczegdlne serie szczepionki DTP
produkowane w danym roku roznily sie pod wzgledem skladu szczepow szczepionkowych.

Tak duza r6znorodno$¢ stanowita dodatkowe utrudnienie rozprawy doktorskiej.



W rozprawie doktorskiej Pan mgr Maciej Polak wykonat takze typowanie genetyczne
22 klinicznych izolatéw pochodzacych z ostatnich lat 2014-2016 przy uzyciu trzech metod
tj. PEGE, MLST oraz MLVA. Niezmiernie cenne i zastugujace na podkreslenie jest
przeprowadzenie przez Doktoranta szerokiej analizy wynikow genotypowania tymi trzema
metodami dla 22 izolatéw z danymi uzyskanymi dla izolatéw wyosobnionych we
wezesdniejszych latach 1959-2013, a przedstawionych w pracach Mosiej i wspotautorow.
Doktorant przeanalizowat réwniez potencjal roznicujacy uzytych metod genotypowania w
zaleznoéci od okresu izolacji badanych szczepéw. Analizie poddat grupy izolatéw z lat 1959-
1968 (n=39), 1970-1977 (n=15), 1995-1999 (n=77), 2000-2007 (n=36) oraz 2010-2016
(n=26), tacznie 193 izolaty.

R(;zprawa jest bardzo obszerna, liczy 241 stron druku, a jej uklad jest typowy.
Napisana jest w bardzo przystgpny sposob a jej logiczny uklad utatwia czytelnikowi $ledzenie
realizacji celéw postawionych w pracy oraz doglgbna analize uzyskanych wynikow.

W 37-stronnicowym Wstepie do rozprawy Doktorant rzeczowo przedstawia aktualng
wiedze dotyczaca czynnika etiologicznego krztusca tj. B. pertussis, jego diagnostyki,
epidemiologii krztusca w Polsce oraz na $wiecie, przyczyn wzrostu zachorowan oraz
zagadnienia proﬁlaktyki krztusca. Przedstawia réwniez nowe strategie zapobiegania
zachorowaniu u noworodkéw, niemowlat i oséb starszych. Szczeg6lnie cenna dla czytelnika
jest doglebna analiza czynnikéw zjadliwosci B. pertussis z uwzglednieniem ich obecnosci
jako sktadnikéw szczepionek. Wstep stanowi samodzielng czg$¢ rozprawy, jest doskonaly
teoretyczng podstawe pracy doktorskiej i w petni uzasadnia wyb6r tematyki badawczej pracy.

Cze$¢ eksperymentalna rozprawy doktorskiej zostata wykonana prawidtowo.
Eksperymenty zostaly zaplanowane logiczne z jasno postawionym celem. W recenzowanej
pracy doktorskiej zastosowano caly szereg metod zaréwno serologicznych (Western blot,
ELISA), genetycznych (PCR, RT-PCR, sckwencjonowanie, PFGE, MLST, MLVA) jak i
mikrobiologicznych (okreslenie lekowrazliwodci metoda E-testow i metoda krazkowo-
dyfuzyjna). Szczegodlnie cenne jest wykrywanie obecnosci antygendéw szczepionkowych
u testowanych szczepéw metodami serologicznymi wykorzystujac metode Western blot lub
ELISA, a nastepnie wyjasnienie metodami genetycznymi przyczyn warunkujacych brak ich
wytwarzania. Prawidlowo przeprowadzono i zinterpretowano genotypowanie izolatow az
trzema metodami tj. PFGE, MLST i MLVA. Stosowanie tak rozmaitych, prawidlowo
dobranych metod $wiadczy o bardzo dobrym opanowaniu szerokiego warsztatu badawczego i

umiejetnosei jego wykorzystania przez Doktoranta.



Uzyskane w pracy wyniki Doktorant przedstawil w 14 tabelach i na 37 rycinach.
Dodatkowo w rozdziale pracy Zatacznik przedstawiono obszerng tabele, w ktérej zebrano
wszystkie wyniki uzyskane w pracy doktorskiej dla badanych szczepéw oraz dane
genotypowania izolatéw z lat 1959-2013 opisane we wczesniejszych pracach Mosiej i
wspdtautoréw, a ktdre to zostaly poddane przez Doktoranta analizie bioinformatycznej w
odniesieniu do izolatéw z lat 2014-2016. Zatacznik stanowi cenne uzupelnienie pracy,
umozliwia szybkie przesledzenie zarowno informacji dotyczacych izolacji szczepu, zdolnosci
wytwarzania antygenéw szczepionkowych oraz typowania genetycznego. Wszystkie tabele i
ryciny zawarte w pracy sa czytelne, a zamieszczenie ich jest w pelni uzasadnione
(z wyjatkiem ryciny 13 ktéra nie zawiera wynikow badan a jedynie informacje dotyczace
pochodzenia szczepOw B. pertussis Prn(-), i wedlug recenzenta powinna znajdowaé sie
w Dyskusji).

Doskonatej jakosci sa: (I) zdjecia rozdzialow elektroforetycznych produktéw reakcji
PCR uzyskanych zar6wno przy poszukiwaniu gendéw kodujacych czynniki zjadliwosci,
poszukiwaniu mutacji w genie 23S rRNA warunkujacej oporno$¢ na erytromycyne, jak i
fragment6w genéw w przebiegu metodyki typowania MLST oraz MLVA, (II) zdjecia
wynikéw badania wytwarzania antygenéw metoda Wester blot, (III) zdjgcia w rozdziatow
genoméw badanych izolatbw w zmiennym polu elektrycznym, (IV) dendogramy
przedstawiajace podobienstwo izolatbw w metodzie PFGE. Czytelne i pomocne w
interpretacji wynikow sa schematy wykazanych przez Doktoranta zmian we fragmentach
DNA izolatéw, u ktérych stwierdzono brak wytwarzania antygendéw szczepionkowych Prn
oraz jednego szczepu niewytwarzajacego czynnika kolonizacji tchawicy. Niezmiernie cenne
sq takze ryciny przedstawiajace poréwnanie dla szczepéw z réznych okreséw izolacji
wynikéw genotypowania metoda PFGE oraz czestosci wystepowania poszczeg6lnych alleli i
wariantéw loci odpowiednich VNTR stosowanych w metodach typowania MLST i MLVA.
Zalaczone na koncu pracy Spis Rycin oraz Spis Tabel utatwiaja syntetyczne zapoznanie si¢ z
wynikami uzyskanymi przez Doktoranta.

Doktadna analiza uzyskanych wynikéw oraz ich szeroka dyskusja, polaczona ze
wskazaniem uzyskanych przez innych badaczy zblizonych rezultatéw, zostata
przeprowadzona w sposob poprawny, z wyczerpujacg analiza dostepnego pismiennictwa
przedmiotu. Zacytowane pi$miennictwo jest obszerne i aktualne, obejmuje 391 pozycji.
Ponadto w pracy podano 6 adreséw do stron internetowych, w tym dotyczacych szczepieh na
krajowej stronie NIZP-PZH, aktualnych informacji na stronach WHO, a takze do genetycznej
bazy danych w NCBI GenBank i bazy MLVA dla B. pertussis. Za szczeg6lnie cenng uwazam



jest zawarta w dyskusji analize¢ wytwarzania czynnikow zjadliwosci (bedacych jednoczesnie
antygenami szczepionkowymi) przez izolaty B. pertussis w kolejnych dekadach od 1959 1. do
2016 r, w kontekscie zmian w skladzie szczepionek stosowanych w tym czasie w Polsce i w
odniesieniu do danych z innych krajow.

Whioski wyptywajace z pracy, postawione na podstawie rzetelnie przeprowadzonych
badaf i analiz bioinformatycznych, uwazam za prawidlowe i uzasadnione (z wyjatkiem

wniosku nr 7 — wyjasnienie przedstawiono w dalszej czgsci recenzji).

W rozprawie doktorskiej Pan mgr Maciej Polak w wyniku wykonanych
eksperymentéw i przeprowadzonej analizy bioinformatycznej uzyskal szereg interesujacych
wynikéw, sposréd ktorych za najwazniejsze uwazam:

1. Przebadanie kolekcji 193 szczepéw klinicznych B. pertussis zgromadzonych od
1959 r. do 2016 r. oraz 10 szczepéw szczepionkowych (stosowanych dawniej i obecnie) w
zakresie zdolno$ci wytwarzania 6 czynnikow zjadliwosci w tym 4 stosowanych jako antygeny
w szczepionkach bezkomorkowych i wyjasnienie na poziomie genetycznym przyczyn
warunkujacych brak ich obecno$ci. Doktorant wykazatl u 4/193 izolatéw klinicznych brak
wytwarzania perfaktyny (Prn) — bialka blony zewnetrznej bakterii o wlasciwosciach
immunogennych. Pertaktyna jest skladnikiem szczepionek bezkomorkowych stosowanych w
Polsce w latach 2000-2015, w tym 4/7 szczepionek aP przeznaczonych do szczepien
podstawowych noworodkéw i uzupetniajacych dla dzieci do 2 r.z. oraz 3/4 szczepionek aP do
szczepien przypominajacych dla mtodziezy i os6b dorostych. Izolaty Prn(-) pochodzity z lat
2012-2015. Pozostale antygeny B. pertussis wchodzace w sktad szczepionek
bezkomérkowych, tj. toksyna krztuscowa, hemaglutynina wiokienkowa, podjednostki glowne
budujace fimbrie — Fim2 i/lub Fim3, byly wytwarzane przez wszystkie badane szczepy.
Doktorant w dyskusji celnie wskazuje przyczyny selekcji szczepéw Prn(-) oraz zmian w
serotypach badanych izolatow (wykazat 3 serotypy Fim2, Fim3 i Fim2,3) analizujgc ich
wystepowanie w kontekécie programéw szczepien realizowanych w Polsce oraz innych
krajach. Doktorant wysungl uzasadniony wniosek w pracy, iz wykrycie wéréd izolatow
klinicznych B. pertussis szczepdw niewytwarzajacych pertaktyny, tj. antygenu wystgpujacego
w skladzie wigkszosdci stosowanych w Polsce szczepionek bezkomoérkowych (aP), wskazuje
na pojawienie si¢ w polskiej populacji pateczek krztusca nowego mechanizmu adaptacyjnego,
ktéry moze obnizaé skuteczno$¢ powszechnie stosowanych w kraju bezkomérkowych

szczepionek przeciw krztu§cowi.



2. Wykazanie podstaw molekularnych ktore uwarunkowaty brak wytwarzania
waznych czynnikow zjadliwosci tj. pertaktyny (u 4 polskich izolatéw klinicznych
B. pertussis) oraz czynnika kolonizacji tchawicy TcfA (u jednego szczepu). Brak wytwarzania
pertaktyny przez 4 polskie izolaty B. pertussis bylo efektem: 1) insercji elementu IS48/
(o wielkosci 1049 pz) w obrebie genu prn (co zaobserwowano u jednego izolatu), 2) tranzycji
cytozyny na tyming w pozycji 223 genu prn i powstaniu przedwczesnego kodonu stop w
mRNA (tzw. mutacja nonsensowna) — u jednego izolatu, oraz 3) inwersji promotora prn —
u dwéch izolatéw. Natomiast u jednego szczepu TcfA(-) doszto do delecji duzego fragmentu
DNA obejmujacego caly gen fcf4. Zmiany takie w genomach B. pertussis zostaly juz
wezesniej opisane u SzCzepow pochodzacych z innych rejonéw $wiata. Stwierdzona przez
Doktoranta roznorodno$é mechanizméw molekularnych prowadzacych do powstania
fenotypu Prn(-) u polskich izolatow moze §wiadczy¢ o oddziatywaniu na bakterie silnej presji
selekcyjnej, warunkujacej utratg zdolnosci wytwarzania pertaktyny.

3. Zastosowanie trzech metod genotypowania tj. PFGE (z uzyciem dwoch réznych
enzyméw restrykcyjnych tj. Xbal oraz AfIII), MLST oraz MLVA, umozliwito wykazanie
zachodzacych zmian w profilach genetycznych B. pertussis izolowanych w Polsce na
przestrzeni lat 1959-2016. Profile szczepéw izolowanych w ostatnim dziesigcioleciu
upodabniajg sie do struktury genetycznej tego patogenu obserwowanej w Europie oraz innych
krajach z dluga historig szczepien przeciw krztuScowi. Wykazano iz ewoluujg w kierunku
jednorodno$ci genetycznej w strong profili PFGE-Xbal grupy IV, genotypu MLST pixA1-
ptxP3-prn2 i profilu MLVA MT-27, co prawdopodobnie moze zwigksza¢ przezywalnos¢
bakterii w populacjach o wysokim poziomie zaszczepienia przeciw krztuscowi szczepionkami
bezkomérkowymi. Zmiany te sg najprawdopodobniej wynikiem powszechnego w ostatnich
latach stosowania szczepionek aP (jako szczepienia podstawowe oraz przypominajace)
zaréwno w Polsce jak i w innych krajach Europy, i tym samym wskazuja na istotng rolg
szczepien w ksztaltowaniu nowego kierunku ewolucji polskiej populacji B. pertussis.

4. Wykazanie wrazliwosci wszystkich polskich izolatéw B. pertussis, uzyskanych od
chorych w ostatniej dekadzie 2010-2016, na makrolidy (erytromycyng, azytromycyng i
klarytromycyne) oraz trimetoprim-sulfametoksazol wskazuje, ze w Polsce antybiotyki te
moga nadal byé stosowane w leczeniu krztusca oraz eradykacji B. pertussis z drog

oddechowych.



Moje uwagi i sugestie dotyczace rozprawy doktorskiej:

1. Wniosek nr 7 to jedynie przedstawienie znanych prawd o celu w jakim stosuje sig te
trzy metody genotypowania. Najwiekszy potencjat roznicujacy w typowaniu genetycznym
izolatéw wsréd uzytych w pracy metod ma z definicji PFGE. Bardzo proszg¢ Doktoranta o
ustosunkowanie sie do tego zagadnienia w trakcie publicznej obrony rozprawy. Co wiadomo
natomiast o izolowanych na $wiecie szczepach B. pertussis o genotypie MLST ptxAI-ptxP3-
prn2 i profilu MLVA MT-27? Jak powinien brzmie¢ poprawnie sformutowany wniosek?

2. W Dyskusji na str. 140 w punkcie 7). —

,Oprocz wyzej wymienionych mutacji, za brak wytwarzania pertaktyny u B. pertussis

odpowiadato wiele innych: ....... 7) blizej nieopisane mutacje pojedynczego nukleotydu w

pozyciach 1185 lub 1479 prn.” Jezeli sa to pojedyncze mutacje nukleotydowe to powinno by¢

jednocze$nie wiadomo jakie sg to mutacje. Prosz¢ Doktoranta o wyjasnienie.

3. Presja szczepien jest wywierana na szczepy bakteryjne a nie na biatka czy antygeny.

4. Drobne bledy np. nazwa genu powinna by¢ pisana kursywa, niezgrabnosci
stylistyczne zdan, niepoprawne sformulowania — skréty myslowe (np. genetycznie
odtoksyczniona Ptx, ogdlna rekrutacja makrofagéw), niezgodnos¢ wielkosci powstajacego
fragmentu DNA w reakcji PCR np. 575 pz (tekst 3.4.2) a w tabeli 3 jest 498 pz., bledne
cytowanie tabeli (w rozdziale 3.6.3 powinna by¢ tabela 10 a nie tabela 8) (w rozdziale 4.3.5
powinna by¢ tabela 24 a nie tabela 31), niepoprawny tytut w tabeli 12, blgdny zakres OD w
rozdziale 4.2.5.1, w rozdziale 4.4.3 powinno by¢ $rednica strefy zahamowania wzrostu.

Wszystkie zauwazone bledy zostaty przedstawione Doktorantowi.

Reasumujac — uwagi, ktérych zgtoszenie jest obowiazkiem recenzenta, nie wptywaja
na wysoka warto$¢ merytoryczng calej dysertacji, ktora oceniam bardzo wysoko. Rozprawa ta
wnosi nowe elementy do zasobu wiedzy o adaptacji (w kontekécie zmian fenotypowych i
genotypowych) szczepéw B. pertussis wywolujacych krztusiec na teremie Polski w
odniesieniu do rodzaju i sktadu szczepionek stosowanych w naszym kraju w réznych
okresach od 1959 r. do 2016 roku. Doktorant wykazal istotny wplyw presji selekcyjnej coraz
powszechniej stosowanych w Polsce szczepionek bezkomoérkowych na kierunek ewolucji
B. pertussis prowadzacy do mozliwosci rozpowszechnienia si¢ zakazen szczepami Prn(-) oraz
zaobserwowal dazenie w kierunku jednorodnosci genetycznej wérod izolatéw z ostatniej

dekady, podobnie jak ma to miejsce w innych europejskich krajach.



Whiosek:

W zwiazku z powyzszym stwierdzam, ze oceniana rozprawa doktorska spetnia
wymogi stawiane rozprawie na stopien doktora i zgodnie z art. 13 Ustawy o stopniach
naukowych i tytule naukowym oraz stopniach i tytule w zakresie sztuki z dnia 14 marca 2003
roku (Dz. U. z 2003 r., Nr 65, poz. 595, z pézn. zm.) wnoszg do Wysokiej Rady Naukowej
Narodowego Instytutu Zdrowia Publicznego — Pafistwowego Zaktadu Higieny w Warszawie
o dopuszczenie Pana mgr inz. Macieja M. Polak do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
Jednoczesnie skladam wniosek o wyréznienie przedtozonej do recenzji rozprawy doktorskiej,
ktorej warto$¢ merytoryczng oraz znaczenie dla monitorowania zmiennosci szczepéw i

skutecznosci szczepien zapobiegajacych krztucowi oceniam bardzo wysoko.
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