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Promocja wiekszego udziatu produktow rybnych w diecie cztowieka jako element
strategii ,,zdrowego” odzywiania powoduje w ostatnich latach zwiekszone spozycie ryb i ich
przetworOw. Fakt ten wywotuje jednoczesnie fale dyskusji o innych czesto negatywnych
aspektach zdrowotnych takiej tendencji. Analizowane sa najczeséciej negatywne aspekty
bakteriologiczne oraz toksykologiczne zwigzane z pozostatosciami antybiotykow lub metali
cigzkich. Stosunkowo niewiele uwagi poswieca si¢ zagrozeniom inwazjologicznym i ich
konsekwencjom. Parazytozy ryb sa niedocenianym wieloplaszczyznowym problemem
zarowno ekonomicznym jak i1 zdrowotnym. Nieliczne z nich wykazujac cechy zoonotyczne
zaliczane sa do grupy pasozytow czlowieka przenoszonych przez zywnos$¢ -foodborne
parasites. Przykladem takiej parazytozy jest inwazja larwalna glist z rodziny Anisakidae. Jako
nicienie jelitowe ssakow wodnych przechodza ztozony cykl rozwojowy z udziatem zywicieli
posrednich — bezkregowcow (skorupiaki planktonowe) oraz wielu réznych zywicieli
paratenicznych — kregowcdw wodnych; w tym ryb planktonozernych, drapieznych oraz
czlowieka. Zywiciele parateniczni moga sie kaskadowo zaraza¢ zjadajac inwazyjne larwy

obecne w innych zwierzetach stanowiacych ich pokarm.



Inwazja u cztowieka wystepuje wylacznie w postaci larwalnej 1 dotyczy sciany zotadka, jelit
oraz jamy otrzewnowej. Choroba wywotana obecnoscia aktywnych pasozytow jest inwazja
larwalng - anisakioza (lac. anisakosis). Odrebnym problemem zwigzanym posrednio
z pasozytami z rodziny Anisakidae jest mozliwo$¢ wystapienia anafilaksji pokarmowe;j
wywolanej alergenami zwigzanymi z tymi nicieniami. Alergeny te sa biatkami
termostabilnymi pochodzenia somatycznego oraz wydalniczo-wydzielniczego. Nie ulegaja
destrukcji pod wplywem proceséw technologicznych przez co moga by¢ obecne w
przetworzonej zywnosci. Zagrozenie to dotyczy wylacznie u 0sob wrazliwych podobnie jak
w wielu innych anafilaksjach. W potocznym jezyku okreslane jest czesto jako ,,zatrucie
$ledziowe”. Z punktu widzenia patogenezy tej choroby, jest to forma alergii i nie moze byc¢
rozpatrywana jako parazytoza. Jedynym skutecznym sposobem zapobiegania tej chorobie jest
unikanie spozywania produktow rybnych mogacych zawiera¢ alergeny zwiazane z nicieniami
z rodziny Anisakide. Dotychczas brak jest skutecznych metod diagnostycznych mogacych
znalez¢ zastosowanie w szybkim wykrywaniu alergenéw w produktach rybnych. Brak jest
takze rozwiazan legislacyjnych regulujacych obrot zywnoscia zawierajaca te alergeny.
Dlatego prace naukowe przyczyniajace si¢ do naglosnienia problemu ,zatru¢ rybami”
zmierzajace do wypracowania nowych metod diagnostycznych sa szczegolnie cenne. Wybor
tematyki badawczej oceniam bardzo wysoko zarowno z naukowego jak 1 aplikacyjnego

punktu widzenia.

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska ma forme jednotematycznego zbioru
opublikowanych w renomowanych czasopismach oryginalnych artykuléw naukowych.
W ramach recenzowanej pracy ujeto piec¢ artykutow opublikowanych w latach 2018-2020:

1. M. Kochanowski, M. Rozycki, J. Dabrowska, E. Bilska-Zajac, J. Karamon,

E. Antolak, K. Gradziel-Krukowska, T. Cencek: Metody wykrywania Anisakis

simplex w rybach 1 produktach rybnych. Medycyna Weterynaryjna, 2018, 74, 247-

252,

FI2018 = 0,26; MNiSW2018 = 20
2. M. Kochanowski, M. Gonzilez-Mufioz, M. A. Goémez-Morales, B. Gottstein,

J. Dabrowska, M. Rézycki, T. Cencek, N. Miiller, G. Boubaker: Comparative analysis

of excretory-secretory antigens of Anisakis simplex, Pseudoterranova decipiens and

Contracaecum osculatum regarding their applicability for specific serodiagnosis of



human anisakidosis based on IgG-ELISA. Experimental Parasitology, 2019, 197,
9-15.
[F2019 = 1,690, MNiSW2019 = 100

3. M. Kochanowski, J. Dabrowska, M. Rozycki, J. Karamon, J. Sroka, T. Cencek:
Proteomic profiling reveals new insights into the allergomes of Anisakis simplex,
Pseudoterranova decipiens and Contracaecum osculatum. Journal of Parasitology,
2020, 106, 572-588.
[F2020 = 1,109; MNiSW2020 = 70

4. M. Kochanowski, M. Rozycki, J. Dabrowska, A. Belcik, J. Karamon, J. Sroka,
T. Cencek: Proteomic and bioinformatic investigations of heat-treated Anisakis
simplex third-stage larvae. Biomolecules, 2020, 10, 1066.
1F2020 = 4,082; MNiSW2020 = 100

5. M. Kochanowski, M. Rézycki, J. Dabrowska, J. Karamon, J. Sroka, E. Antolak,
A. Belcik, T. Cencek: Development and application of novel chemiluminescence
immunoassays for highly sensitive detection of Anisakis simplex proteins in thermally
processed seafood. Pathogens, 2020, 9, 777.
[F2020 = 3,018; MNiSW2020 = 100.

Wiaczone do cyklu publikacyjnego prace sa opracowaniami wieloautorskimi
w  ktérych doktorant jest pierwszym autorem. Wszystkie zostaly opublikowane
w renomowanych czasopismach z listy Journal Citation Report (JCR). Sumaryczny czynnik
wplywu (IF) wynosi 10,159 a taczna liczba punktow dla czasopism z bazy MNiSW, wynosi
390. Sposréd zataczonych prac jedna jest artykulem przegladowym (1) a cztery pozostate sa
pracami doswiadczalnymi zawierajgcymi wyniki badan wilasnych. Speiniajac wymog
jednotematycznosci cyklu, wszystkie prace poswigcone sg problematyce zwiazanej z probami
zastosowania diagnostyki serologicznej do wykrywania antygenow nicieni z rodziny
Anisakidae. Dob6r publikacji w ramach tematyki cyklu jest bardzo trafny 1 wyczerpuje
wszystkie postawione w dysertacji doktorskiej cele. Koncepcja pracy doktorskiej jest
doskonale przemyslana obejmujac aspekty poznawcze jak 1 ich mozliwe zastosowanie
praktyczne w postaci nowych rozwigzan diagnostycznych. Naukowy oraz aplikacyjny
charakter pracy czyni z niej wyjatkowo cenne osiagniecie.

Dysertacja doktorska liczy 75 stron maszynopisu oraz kopie opublikowanych prac.
Poza strong tytutlowa zawiera podziekowania (1 str.), spis tresci (1 str.), wykaz artykulow

naukowych wchodzacych w sklad rozprawy doktorskiej (1 str.), wykaz skrotow (2 str.),



streszczenie w jezyku polskim (4 str.), streszczenie w jezyku angielskim (3 str.), obszerny
wstep bedacy uzasadnieniem podjetych badan (29 str.), przedstawienie celow badan
zwigzanych z praca doktorska (1str.), rozdziat dotyczacy omowienia wynikow wraz a analizg
literatury naukowej (20 str.), sformulowane wnioski (1str.), oswiadczenia promotora oraz
autora pracy doktorskiej (1str.), informacje dotyczaca finansowania badan (1str.) 1 bogate

pismiennictwo (10 str.).

We wstepie, w podrozdziale ,,Ogoélna charakterystyka Ansakis simplex” doktorant na
przykladzie najczesciej stwierdzanego gatunku dokonal analizy taksonomicznej
i morfologicznej pasozyta oraz opisal cykl rozwojowy z przytoczeniem wystepujacych
zywicieli.

Mam w tym miejscu wiele uwag szczegolnie w aspekcie taksonomii. Autor przytacza
niewlasciwy uklad taksonéw wykazujac klase 1 podklase ktore wystepuja jedynie
w systematyce roslin. Pomija typ ktéremu nadaje range gromady. Niezrozumialym dla mnie
jest przypisanie nicieni z rodziny Anisakide do rzedu Rabditida. Wiasciwym dla rodziny
Anisakidae jest rzad Ascaridida. Nie wiadomo dlaczego autor lokalizuje te nicienie
w taksonie — podrzad Spirurina”. Spirurina nalezy do rzedu Spirurida, jest to zdecydowanie
odrebna grupa nicieni, najczesciej lokalizujacych sie w tkankach. Autor nie cytuje pozycji
pismiennictwa z ktore] zaczerpnal te systematyke. Wg mojej wiedzy wiasciwa bylaby
nastepujaca systematyka: Krolestwo: Animalia. Typ: Nematoda. Gromada: Secernentea,
(Phasmidia). Rzad: Ascaridida. Rodzina: Anisakidae.

Podobne niescistosci znajduje réwniez w czesci dotyczace] morfologii larw L3
Anisakis simplex. Autor opisuje u tych nicieni ,,gruczoly boczne” —prawdopodobnie chodzi
o gruczoly naboczne- amfidia, ktére wystepuja tylko w obrebie gromady Adenophorea.
Roéznice dotyczace wystepowania tych gruczoldw sa podstawa przyjete] systematyki
1 warunkujg przynaleznos¢ do odrebnych gromad. Nicienie nalezace do gromady Secernentea
(Phasmidia) posiadaja phasmidia (gruczoly przyogonowe) zawierajace chemoreceptory,

natomiast amfidia (narzady naboczne) u nicieni w obrebie tej gromady nie wystepuja.

W  kolgjnych  podrozdziatach  wstepu doktorant analizuje oddzialywanie
chorobotwodrcze nicieni z rodziny Anisakidae. Réznicuje tu przebieg typowej parazytozy
z czlowiekiem jako zywicielem paratenicznym — anisakioza, od stanu nadwrazliwosci
niektorych ludzi na alergeny tych nicieni. Mimo to w niektorych fragmentach tekstu autor
niezbyt czytelnie réznicuje te parazytoze od anafilaksji pokarmowej, szczegoélnie

w kontekscie prewalencji tych chorob. Analiza bogatego pismiennictwa pozwolita



zobrazowac prewalencje obu zagrozen i1 wykazac ich czeste wystepowanie w populacji ludzi
preferujacych zwiekszony udziat ryb 1 produktéw rybnych w diecie. Wykazata jednoczesnie
brak skutecznych 1 wiarygodnych rozwigzan diagnostycznych w wykrywaniu zagrozenia

w postaci obecnosci alergendw w przetworzonych produktach pochodzenia rybnego.

W ostatniej czesci wstepu autor koncentruje sie wylacznie na analizie dotychczasowej
wiedzy dotyczacej alergenow Anisakis simplex. Wskazuje na wiele niewiadomych w zakresie
ich wlasciwosci 1 funkcji oraz stawia teze, 1z nie wszystkie aktywne biatka zostaty dotychczas
poznane. Przedstawione rozwazania ujete we ,,Wstepie” ocenianej pracy stanowia gruntowne
teoretyczne uzasadnienie badan bedacych przedmiotem dysertacji doktorskiej.

Rozprawa doktorska ma charakter wielowatkowy oscylujac wokot roznych aspektow
immunologicznych zwigzanych z antygenami nicieni z Rodziny Anisakide. Nadrzednym
celem badan bylo natomiast opracowanie 1 wdrozenie metody immunoenzymatycznej do
wykrywania antygenow larw L3 A. simplex w przetworzonych produktach rybnych.

Zalozone cele doktorant zrealizowal etapowo w czterech zadaniach. Poszczegodlne
zadania byly realizowane w ramach prac opisywanych w kolejnych publikacjach.

Pierwsza z nich o charakterze przegladowym zatytulowana , Metody wykrywania
Anisakis simplex w rybach i produktach rybnych” dokonuje analizy dostepnej wiedzy
dotyczacej metod wykrywania larw L3 A. simplex w rybach 1 produktach rybnych. Autor
analizuje mozliwe metody bezposrednie w tym obrazowe, immunologiczne oraz genetyczne
wraz z ich zaletami 1 ograniczeniami. Wykazuje jednoczesnie, ze aktualnie brak jest
komercyjnych testow immunoenzymatycznych umozliwiajacych szybkie wykrywanie biatek
A. simplex w produktach rybnych. Stwierdzenie to stalo sie¢ wyzwaniem dla autora do
opracowania takiego testu.

Jako zadanie drugie doktorant postanowil dokona¢ gruntownej analizy antygenow
nicieni z rodziny Anisakidae. To bardzo pracochtonne wyzwanie autor zrealizowat w ramach
trzech pracach do$wiadczalnych. W pierwszej z nich w ramach wspolpracy Instytutem
Parazytologii w Bernie dokonal poréwnania skutecznosci antygenow nicieni z rodziny
Anisakidae do serologicznej diagnostyki anisakiozy u ludzi. Wykazal najwyzsza czulosc testu
IgG ELISA siegajaca 100 % przy uzyciu antygenow wydalniczo-wydzielniczych (ES)
gatunku Contracecum osculatum a takze mieszaniny antygenow ES trzech gatunkow
(Pseudoterranova decipiens, A. simlex, C. osculatum ). Z uwagi na jednoczesnie wysoka
specyficznos¢ reakcji, antygen ES C. osculatum okazat si¢ byC najbardziej przydatnym w

diagnostyce serologicznej anisakiozy u ludzi.



Doktorant w ramach tego samego =zadania dokonal charakterystyki profilu
proteomicznego antygenow nicieni z rodzaju Anisakidae. Przeprowadzil porownawcza
analize antygenow somatycznych larw L3 A. simplex, P. decipiens oraz C. osculatum metoda
technik laczonych spektrometrii mas LC-MS/MS z uzyciem spektrometru mas wysokiej
rozdzielczosci Q-Exactive. Szczegdlnie ta cze$¢ badan wniosta wiele nowych danych do
ogolne; wiedzy dotyczacej réznorodnosci antygenowe] 1 alergogennej nicieni z rodziny
Anisakidae. Uzyskane wyniki sa niezwykle ciekawe 1 moga by¢ przydatne przy poszukiwaniu
nowych rozwigzan diagnostycznych i terapeutycznych.

W celu wykazania realnego zagrozenia w postaci obecnosci alergendéw A. simplex
w zywnosci po obrobce termicznej doktorant dokonatl analizy proteomiczne;j
1 bioinformatyczne] peptydow jako potencjalnych alergenéw w probach zawierajacych
antygeny A. simplex poddanych autoklawowaniu. Analizujgc pelne antygeny tego gatunku
nicienia po obrébce cieplnej technika LC-MS/MS, po analizie bioinformatycznej, po
poréwnaniu profili SDS-PAGE oraz poréwnaniu technika Western Blot potwierdzono
obecnos¢ potencjalnych alergenow homologicznych do substancji stwierdzanych w probach
nie poddawanych reakcji termicznej. Wskazuje to jednoznacznie, iz przetworzone produkty
rybne mogg stanowi¢ potencjalne zagrozenie dla uczulonych konsumentow.

Kolejnym zadaniem bylo opracowanie 1 walidacja immunoezymatycznej metody
wykrywania antygenow A. simplex w przetworzonych produktach rybnych. Wage tego
zadania potwierdza fakt braku na rynki komercyjnych testow ELISA stuzacych temu celowi.
W ramach tego zadania opracowano dwa chemiluminescencyjne testy— CL-S-ELISA oraz
CL-C-ELISA cechujace si¢ wysoka czuloscig 1 specyficznoscia. Specyficznos¢ testow
okreslono oceniajac rekcje krzyzowe z probkami tkanki miesniowej roznych gatunkéw ryb
oraz dodatkéw spozywczych pochodzenia roslinnego. Czulo$¢ testow kontrolowano
komercyjnym testem real-time PCR do wykrywania DNA A. simplex. Z dwu opracowanych
testow bardziej przydatny okazal sie test CL-S-ELISA ktory znalazl zastosowanie
w badaniach ustugowych, jak i naukowych.

Trzecim zadaniem realizowanym przez doktoranta bylo sprawdzenie w praktyce
opracowanego testu a jednoczesnie okreslenie skali wystepowania antygenow A. simplex
w produktach rybnych dostepnych w Polsce w aspekcie zagrozenia zdrowia wrazliwych
konsumentéw. Materialem do badan byly dostepne w handlu produkty rybne o réznym
stopniu przetworzenia. Antygen 4. simplex stwierdzono w 28% badanych produktow. Jest to
wynik ktory moze wprawi¢ w zaklopotanie stuzby sanitarne. Biorac pod uwage brak obecnie

uregulowan prawnych dotyczacych obecnosci alergenow w zywnosci, wyniki tych badan



powinny by¢ sygnatem do podjecia wieloptaszczyznowych dziatan dotyczacych uregulowania
tego problemu.

Wyniki badah pozwolity na wysuniecie 7 wnioskow korespondujacych do przyjetych
celow badan. Sprowadzaja sie one do stwierdzenia, ze w proteomach réznych gatunkow
nicieni z rodziny Anisakidae obecnych w rybach i ich przetworach wystepuje wiele
wspolnych potencjalnych alergenéw ktéore w warunkach autoklawowania nie ulegaja
degradacji. Jednoczesnie wykazano wysoka przydatnos¢ opracowanego testu CL-S-ELISA
ktorym wykazano znaczace zanieczyszczenie przetworzonych produktow rybnych alergenami
o wysokim potencjalnym znaczeniu chorobotworczym dla wybranej populacji ludzi.

Nie wnosze zadnych uwag co do wartosci merytorycznej pracy. Wrecz przeciwnie
w tym aspekcie oceniam ja bardzo wysoko. Doktorant wykazat si¢ duza znajomoscia tematyki
badan molekularnych i serologicznych ktore zaowocowaly bardzo nowatorskimi wynikami
i wnioskami. Wyjatkowo wysoko oceniam aspekt aplikacyjny badan ktére pozwola
w przyszlosci na uregulowanie nierozwiazanego problemu dostgpnosci zywnosci
zanieczyszczonej alergenami. Rowniez opracowanie edytorskie przedstawione jest w sposob
czytelny i uktada sie w logiczng calo$¢. Pragne jednak zwrdci¢ uwage na niescistosci
jezykowe dostrzezone w pracy. Zaréwno w tekscie dysertacji jak i analizowanych
opublikowanych artykutach autor uzywa réznych okreslen zwiazanych z nazwami chorob
pasozytniczych w tym anisakiozy. Pragne nakresli¢, 1z zarowno ,Leksykon parazytologiczny”
2016 1. jak i ,Stownik parazytologiczny” z 1998 r. wydane prze Istytut Parazytologii PAN
wskazuja jednoznacznie ma zasade tworzenia nazw chorob pasozytniczych. W tym
kontekécie okreslenia polskojezyczne: anikakidoza, schistosomatoza jak 1 tacinskojezyczne:
anisakidosis, filariasis, strongyloidiasis, ascariasis, toxocariasis, amoebiasis, leishmaniasis
odnalezione w analizowanych tekstach sa niewlasciwe. Jednoczesnie zdaje sobie sprawe
z obecno$ci takiego nazewnictwa w wielu dostepnych pracach naukowych, zwlaszcza
klinicznych z anglojezyczne;j strefy jezykowej gdzie nie przyktada sie do tego wielkiej uwagi.

Powyzsza uwaga jak i wczesniejsze dotyczace wstepu nie umniejszajg wartosci
ocenianej dysertacji a szczegdlnie warto$ci poznawczych 1 aplikacyjnych wykonanych badan.
Uwazam jednak, iz nawet wyjatkowo warto§ciowe merytorycznie prace powinny by¢
napisane poprawnym jezykiem naukowym a ich forma nie budzi¢ watpliwosci.

Prace doktorska Pana lek. wet. Macieja Kochanowskiego oceniam bardzo wysoko.
Doktorant w pelni zrealizowat postawione w zalozeniach pracy cele i sformutowat ciekawe
wnioski. W mojej opinii pozwola one na wszczecie dziatan zmierzajacych do opracowania

procedur minimalizujacych ryzyko wystepowania ,,zatru¢ rybami” u konsumentow. Wielkim



atutem badah obejmujacych tematyke pracy doktorskiej jest ich globalny wymiar oraz
wyjatkowo praktyczny charakter.

Przedstawiona do oceny praca jest wartosciowym, oryginalnym i1 samodzielnym
dorobkiem naukowym lek. wet. Macieja Kochanowskiego. Moim zdaniem odpowiada w peini
warunkom okreslonym w art. 13 Ustawy o stopniach i tytule naukowym oraz o stopniach
i tytule w zakresie sztuki z dnia 14 marca 2003 r. (Dz.U. Nr 65, poz. 595), a takze zapisom
Rozporzadzenia Ministra Nauki i Szkolnictwa Wyzszego z dnia 22 wrzesnia 2011 roku
w sprawie szczegOlowego trybu i warunkéw przeprowadzania czynnosci w przewodach
doktorskich, w postepowaniu habilitacyjnym oraz postepowaniu o nadanie tytutu profesora.

Z pelna odpowiedzialnoscia przedstawiam Wysokiej Radzie Naukowe] Panstwowego
Instytutu Weterynaryjnego — Pafstwowego Instytutu Badawczego w Putawach wniosek
o dopuszczenie lek. wet. Macieja Kochanowskiego do dalszych etapow przewodu
doktorskiego.

Wysoka ocena pracy szczegdlnie w aspekcie jej aplikacyjnego charakteru, upowaznia
mnie do wystapienia do Wysokiej Rady Naukowej Panstwowego Instytutu Weterynaryjnego

— Panstwowego Instytutu Badawczego w Putawach o wyrdznienie pracy doktorskiej lek. wet.

/ OW/W'/

prof. dr hab. Krzysztof Tomczuk

Macieja Kochanowskiego stosowna nagroda.

Lublin, dnia 07. 01. 2021 .



