@ GDANSKI
¥ UNIWERSYTET
¥ 'MEDYCZNY

@ www.gumed.edu.pl
58349 11 11
info@gumed.edu.pl

©5

<
@ ul. M. Sktodowskiej-Curie 3a,
80-210 Gdansk

Dr hab. n. med. Beata Szostakowska Gdansk, 10.01.2021.
Katedra Medycyny Tropikalnej i Parazytologii

Zaktad Parazytologii Tropikalnej

Gdanski Uniwersytet Medyczny

RECENZJA

osiggniecia naukowego lek. wet. Macieja Kochanowskiego pt. ,Walidacja i ocena wartosci
diagnostycznej metod immunoenzymatycznych do wykrywania antygenéw
Anisakis simplex w produktach rybnych”

Nicienie z rodziny Anisakidae sg szeroko rozpowszechnione w srodowisku wodnym,
gtéwnie w wodach morskich, catego globu. Postacie doroste s3 pasozytami zwierzat
statocieplnych: gtéwnie ssakéw morskich, a niektére gatunki z rodzaju Contracaeum takze
ptakow rybozernych, natomiast larwy pasozytujg u skorupiakéw, ryb i gtowonogéw. Larwy
Anisakis simplex, Pseudoterranova decipiens oraz Contracaecum osculatum majg potencjat
zoonotyczny. Przypadkowe spozycie zywych larw wraz z miesem zarazonych ryb czy
gtowonogéw niepoddanym obrdbce cieplnej moze spowodowaé dolegliwosci, zwykle
zotadkowe lub jelitowe, a sporadycznie takze inne. Dolegliwosci te znane s3g pod nazwa
»anisakidoza” i objawiaja sie niespecyficznie, co moze powodowaé, ze s3 mylnie
diagnozowane, przy czym inwazje te moga przebiegac tacznie z objawami alergii. Mozliwe jest
takze, ze u cztowieka wystepuja jedynie objawy alergiczne. Pasozyty zabija zaréwno
odpowiednie podwyzszenie temperatury jak i mrozenie, co zabezpiecza przed anisakidoza. Nie
chroni to jednak przed reakcjami alergiczymi u uczulonych oséb, gdyz czesé alergendw jest
termostabilna, co oznacza, ze u uczulonych oséb, nawet spozycie wysoce przetworzonych ryb
(jak np. konserwy) moze wywotaé¢ odczyny alergiczne, niekiedy o nasilonym przebiegu
wigcznie ze wstrzgsem anafilaktycznym. Alegria na antygeny Anisakidae w niektérych
rejonach swiata (np. Kraj Baskdw w pétnocnej Hiszpanii) stanowi gtéwny problem zwigzany z
alergiami pokarmowymi. Szacuje sig, ze obecnie przypadkow anisakidozy na swiecie moze by¢
ponad 70 tysiecy, z czego potowa to przypadki europejskie — gtdwnie z Hiszpanii i Wioch.

Anisakidoza jest jednostka chorobowg dobrze opisang i coraz powszechniej brang pod
uwage w diagnostyce pacjentéw z dolegliwosciami zotgdkowo-jelitowymi jesli w wywiadzie
lekarskim podana jest konsumpcja (pét)surowych ryb. Natomiast wcigz niewiele jest
naukowych danych na temat alergendw Anisakidae. Pierwsze reakcje alergiczne po
konsumpciji ryby morskiej, w ktérych wykluczono uczulenie na biatko ryby, opisano dopiero w
roku 1990. Bardzo czesto alergie wywotane przez larwy Anisakidae po spozyciu
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zanieczyszczonych nimi produktéw rybnych, mylone s3 z odczynami spowodowanymi
uczuleniem na biatka ryb.

Aby modc skutecznie diagnozowaé alergie ludzi wywotane antygenami Anisakidae,
potrzebne s3 specyficzne i czute testy serologiczne do ich wykrywania. Co jest nie mniej
istotne, powinna by¢ mozliwo$¢ wykrywania antygendéw Anisakidae w produktach z ryb
przeznaczonych do konsumpcji, aby mdc takich partii produktéw nie dopusci¢ do obrotu. W
celu opracowania odpowiednich testéw, wszystkie alergeny musza by¢ wykryte, a ich
struktura musi by¢ dobrze poznana. Doktorant podjat sie tego trudnego zadania.
Przedstawiona rozprawa doktorska Pana Macieja Kochanowskiego jest niezwykle cenna,
wnosi bardzo duzo do istniejgcej, na razie fragmentarycznej wiedzy na te tematy.

Rozprawa zostata sporzadzona w postaci jednego obszernego dzieta ztozonego z
liczacej 72 strony czesci majacej charakter monografii, za ktéra znajduja sie wydruki publikacji
wchodzgcych w sktad rozprawy. Ponadto, osobno dotaczono oswiadczenia wszystkich
wspotautordw o ich udziale w powstanie poszczegélnych publikaciji.

Monografia jest bardzo przejrzysta, ma nastepujacy uktad: wykaz publikacji
wchodzacych w sktad rozprawy doktorskiej, wykaz stosowanych skrotéw, streszczenia w
jezyku polskim i angielskim, a nastepnie przedstawienie obecnego stanu wiedzy w
przedmiotowym temacie ze szczegdlnym uwzglednieniem zagadnienia bedacego tematem
rozprawy. Uwage zwraca bardzo obrazowe, nowatorskie przedstawienie uktadu pracy
doktorskiej w postaci ryciny zawierajgcej zwiezty opis zrealizowanych kolejnych zadan i obok,
tytutdow publikacji powstatych w wyniku wykonania tych zadan.

Nastepnie Doktorant omawia obszernie kolejne publikacje wchodzace w sktad cyklu.
Podobnie pomystowe jak rycina prezentujaca uktad pracy doktorskiej, s3 umieszczone po
kazdej omoéwionej publikacji ryciny przedstawiajace ich schematy z podaniem wykonanych
badan i osiggnietymi wynikami.

Publikacja pierwsza, przeglagdowa, systematyzuje wszystkie znane metody detekcji
larw Anisakidae w rybach i produktach, z omdéwieniem zalet, wad oraz zastosowania
poszczegdlnych metod.

Publikacje badawcze B1, B2, B3 poswiecone s3 analizie antygendéw trzech
zoonotycznych Anisakidae.

B1-pordwnanie antygendw A. simplex, P. decipiens i C. osculatum i opracowanie testu
immunoenzymatycznego do serologicznej diagnostyki anisakidozy u ludzi. Opracowany test
wdrozono do rutynowego stosowania z Instytucie Parazytologii w Bernie, skad wywodz3 sie
wspotautorzy pracy.

B2 - analiza poréwnawcza profili proteomicznych antygendéw A. simplex, P. decipiens i
C. osculatum. Doktorant, stosujgc metody biochemiczne i immunologiczne scharakteryzowat
antygeny zoonotycznych Anisakidae i przy pomocy odpowiednich programéw
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komputerowych opracowat modele struktury trzeciorzedowej trzynastu alergenéw A. simplex
. Doktorant tez wykryt kolejne alergeny i potencjalne alergeny Anisakidae.

B3 - analiza proteomiczna biatek A. simplex poddanych autoklawowaniu. Doktorant
zidentyfikowat pie¢ peptydéw pochodzacych z alergendw oraz 13 potencjalnych alergendéw
wykazujac tym samym, ze autoklawowane produkty rybne moga stanowi¢ zagrozenie dla
uczulonych konsumentoéw.

B4, do ktorej doprowadzity konsekwentnie poprzednie prace - opracowanie i walidacja
metod immunoenzymatycznych do wykrywania antygendw A. simplex w przetworach z ryb.
Lepszy z testéw zostat wdrozony przez KLR do badan w kierunku obecnosci antygenu A.
simplex w produktach rybnych. W ramach tej pracy zbadana zostata takze duza préba
dostepnych na rynku polskim przetworéw rybnych i okreslono poziom zanieczyszcenia ich
antygenem A. simplex.

Doktorant jest pierwszym autorem wszystkich prezentownych publikacji i autorem
korespondujgcym czterech z nich. Sumaryczny IF prac jest bardzo wysoki, wynosi 10.159, a
suma punktéw MNiSW wynosi 390. Bardzo pozytywnie oceniam rzetelnie i klarownie
przedstawienie udziatu wspoétautoréw poszczegolnych prac, ktéry wyrazono procentowo.
Udziat Doktoranta w kazdej z prac jest bardzo wysoki i wynosi w kolejnych: 82%, 56%, 90%,
87% i 85%.

Uwagi.

Wszystkie publikacje z prezentowanego cyklu sg bardzo wazne i cenne. Jednakze, o ile
uzasadnienie wiaczenia do cyklu pracy przeglagdowej (A1) jest w mojej ocenie przekonujace,
to uwazam, ze praca B1 dotyczgca analizy przydatnosci antygendw A. simplex, P. decipiens i
C. osculatum w diagnostyce anisakidozy u cztowieka, jakkolwiek jest sama w sobie niezwykle
cenna, tym bardziej, ze znalazta zastosowanie w praktyce, odbiega tematycznie od
pozostatych, nie obejmuje jej tytut rozprawy. W mojej opinii praca doktorska nie stracitaby nic
na swojej wartosci gdyby publikacja ta nie znalazla sie w cyklu, a bytby on bardziej spdjny
tematycznie. Drugg opcja bytoby nadanie rozprawie innego, szerszego tytutu.

Doktorant nie uniknat tez kilku réznego rodzaju drobnych btedéw. Przy bardzo
wysokim poziomie merytorycznym rozprawy s3 one mafo istotne. Informuje o tym jedynie z
obowigzku recenzenta. | tak:

Doktorant podaje we wstepie ogdlny schemat cyklu zyciowego nicieni z rodziny
Anisakidae. Cykl ten wedtug réznych badaczy réini sie jednym szczegétem: wedtug jednych z
jaj wykluwajg sie larwy trzeciego stadium (L3), a wedtug innych - larwy drugiego stadium (L2).
Wedtug wszystkich autoréw, wolno ptywajace larwy s3 zjadane przez skorupiaki. Doktorant
pisze, ze z jaj wykluwajg sie larwy L3, ktore s3 zjadane przez skorupiaki bedace zywicielami
posrednimi, a nastepnie, nadal w stadium L3 zjadane sg z tymi skorupiakami przez ryby, ktére
stajq sie zywicielami paratenicznymi. Jesli Doktorant przychyla sie do pierwszej grupy badaczy,
skorupiaki, podobnie jak ryby, sg zywicielem paratenicznym (inaczej: transportowymi), gdyz
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nie nastepuje w nich przeksztatcenie w kolejne stadium rozwojowe. Natomiast w drugim
opisie cyklu skorupiaki sa zywicielami posrednimi (larwy L2 przeksztafcajg sie w L3), a ryby —
paratenicznymi.

Inne drobne btedy :

Jest: (tych) szprot, a powinno by¢: ,,szprotow”

Sformutowanie: ,startery ampifikujgce”, powszechnie stosowane przez wielu autoréw,
jest okre$leniem zargonowym. Startery flankuja amplifikowany fragment DNA, a nie go
amplifikuja.

Jest: ,precyzja wewnatrz testowa”, ,precyzja zewnatrz testowa”, a powinno by¢ :
,wewnatrztestowa”, ,zewngatrztestowa”

Wreszcie drobne btedy interpunkcyjne: np. obecnos¢ przecinka po stowie ,,czy” oraz
,Niz”, natomiast brak przecinka po ,gdyz”.

Wszystkie te drobne btedy wymienione powyzej w zaden sposéb nie umiejszajg
wartosci dysertacji, ktéra oceniam bardzo wysoko.

Pytania.

Pytanie pierwsze: jak mozna wyjasnic to, ze test serologiczny z antygenem C. osculatum
jest bardziej czuty niz test z antygenem A. simplex w reakcjach z surowicami pacjentéw z
anisakidoza? Nalezy sie spodziewaé, ze surowice, ktére postuzyty do oceny wartosci tych
antygendw, pochodzity od pacjentéw zarazonych A. simplex (a wigc cierpigcych na anisakioze),
a nie C.osculatum.

Pytanie drugie dotyczy plandéw na przysztos¢ Doktoranta: czy planuje Pan analize
antygenu Hysterothylacium aduncum? Wprawdzie nie jest to niciert ktéry moze inwadowac
cztowieka, gdyz jest pasozytem wyfacznie ryb, jednak moze znajdowal sie w tkance
mieéniowej wielu gatunkdw ryb wznych gospodarczo, morfologicznie jest dos¢ podobny do A.
simplex i wiadomo, ze antygen z tego nicienie daje krzyzowe reakcje z antygenami Anisakidae,
a wiec zapewne moze wywotac reakcje alergiczne u cztowieka.

Whniosek koncowy.

Tematyka podjeta przez Doktoranta jest bardzo wazna z punktu widzenia zdrowia
cztfowieka. Reakcje alergiczne stanowia coraz wigkszy problem medyczny. Rozpoznanie
mechanizméw tych reakcji, poznanie alergendéw i potencjalnych alergenéw Anisakidae to
nowatorskie kierunki badan. Doktorant jest jednym z niewielu naukowcéw ktorzy podijeli te
trudne a wazne badania, wspétpracuje z naukowcami z Wtoch i Hiszpanii, skad pochodzi
najwiecej przypadkéw anisakidozy w Europie, a takze ze Szwajcarii: Instytut Parazytologii w
Bernie, w ktérym opracowany wspdlnie test stosuje sie w diagnostyce anisakidozy u ludzi
rutynowo. Badania nad mozliwosciami wykrywania alergenéw A. simplex w produktach
rybnych wydajg sie jeszcze istotniejsze, jako ze opracowane testy beda mogly byc
wykorzystane w monitoringu rynku produktéw rybnych, ewentualnie by¢ podstawg do
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eliminacji zanieczyszczonych partii produktéw, a tym samym zapobiega¢ alergiom u
uczulonych konsumentéw.

W zwigzku z powyzszym, z przyjemnoscia stwierdzam, ze dysertacja lek. wet. Macieja
Kochanowskiego spetnia wszelkie warunki stawiane rozprawom doktorskim. Mam zaszczyt
prosi¢ Wysoka Rade Naukowg Panstwowego Instytutu Weterynaryjnego — Panstwowego
Instytutu Badawczego w Putawach o dopuszczenie lek.wet. Macieja Kochanowskiego do
dalszych etapdw przewodu doktorskiego.

Jednoczesnie, ze wzgledu na bardzo wysoka wartos¢ prezentowanej rozprawy:
zarébwno poznawczg jak i praktyczna, jej nowatorski charakter, wysoki wskaznik
odziatywania Impact Factor wynoszacy 10.159 oraz punktacje MNiSW wynoszacg 390
whnosze o wyréznienie rozprawy. Uwazam, ze Doktorant swojg praca nie tylko przyczynit si¢
do poszerzenia wiedzy w dyscyplinie, ktdra sie zajmuje przy zastosowaniu znanych metod,
ale takze sam ma udziat w tworzeniu narzedzi, ktore juz znalazty praktyczne zastosowanie.
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