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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr. inz. L.ukasza Radulskiego pt. ,, Wykrywanie
zakazen bakteriami z rodzaju Mycobacterium u zwierzat wolno zyjacych i
towarzyszacych przy uzyciu nowoczesnych metod badawczych”

Zgodnie z uchwata Rady Naukowej Panstwowego Instytutu Weterynaryjnego —
Panstwowego Instytutu Badawczego w Putawach z dnia 08. 03. 2019 r. dokonatem recenzji
pracy doktorskiej mgr. inz. Lukasza Radulskiego pt.” Wykrywanie zakazen bakteriami z
rodzaju Mycobacterium u zwierzat wolno zyjacych i towarzyszacych przy uzyciu

nowoczesnych metod badawczych™.

Rozprawa autorstwa mgr. inz. Lukasza Radulskiego przyczynia si¢ do doskonalenia
diagnostyki zakazen bakteriami z rodzaju Mycobacterium, ze szczegdlnym ukierunkowaniem
na zwierzeta wolno zyjace i towarzyszace. W tym zakresie odczuwany jest niedobor
projektow badawézych, publikacji. Tak wigc, rozprawe nalezy uzna¢ za oryginalna,
niezwykle potrzebné 1 wartosciowa. Jej tytut zostal sformutowany w sposéb prawidtowy i
adekwatny do tresci. Wyniki badan mgr. inz. Lukasza Radulskiego umozliwiajg bardziej
wiarygodng oceng zardwno sytuacji epidemiologicznej wsrod zwierzat wolno zyjacych i
towarzyszgcych, jak i roli Mykobakterii w rozprzestrzenianiu choréb, biorge pod uwage
mozliwos¢ wielokrotnego bezposredniego kontaktu chorego zwierzecia towarzyszacego z
czlowiekiem, czy tez obustronnego przenoszenia zakazef pomiedzy populacjami zwierzat

gospodarskich i wolno zyjacych, ktore wykorzystuja te same pastwiska.



Przyktadem obustronnego przenoszenia czynnikow zakaznych, w tym pratkow, jest
relacja bydlo domowe — zubry. W okresie letnim pojedyncze zubry, najczesciej samce,
wedruja po pastwiskach i uprawach przylegajacych do terendéw lesnych. Przebywanie na
naturalnie nawozonym obszarze stwarza mozliwos¢ kontaktu z zarazkami pochodzacymi od
bydta domowego. Nie mozna réwniez wykluczy¢ obecnosci zarazkéw groznych dla bydta
domowego w wydalinach i wydzielinach zubrow. W okresie zimowym mozliwos¢ ekspozycji
zubrow na zarazki pochodzace od bydla domowego stwarza dokarmianie sianem, burakami i

marchwia, pochodzacymi z przylegajacych do terenéw lesnych gospodarstw.

Korzystanie ze wspolnych z bydlem domowym pastwisk byto prawdopodobnie gtéwna
przyczyng wystapienia gruzlicy bydlecej u zubréw wolno zyjacych w Bieszczadach. Pod
uwage nalezy rowniez wzia¢ potencjalng obecnos¢ pratkow w pozostawianych na tych
pastwiskach przez zubry wydalinach i wydzielinach, co stwarza zagrozenie dla bydla

domowego. Doktorant odpowiednio przedstawia w rozprawie powyzszy aspekt.

Bardzo istotnym walorem rozprawy jest wstgp, bedacy odzwierciedleniem olbrzymiej
wiedzy 1 profesjonalizmu doktoranta. Jest to bardzo wartosciowe kompendium wiedzy nt.
rodzaju Mycobacterium, umiejetnie odnoszace si¢ do tematu rozprawy. Doktorant
przedstawia charakterystyke rodzaju Mycobacterium z uwzglgdnieniem klasyfikacji, budowy
1 wlasciwosci pratkow. Najpierw odnosi si¢ do pratkow wywotujacych gruzlice. Uwypukla
problem gruzlicy bydlecej zwigzanej z zakazeniami Mycobacterium bovis i Mycobacterium
caprae, w tym gruzlicy bydlecej u zwierzat spoza gatunku bydta domowego. Bardzo jasno
opisuje zwalczanie gruzlicy zwierzat w Polsce w $wietle obowigzujacych przepisow. Na
podkreslenie zastuguje wykonywanie przez Panstwowy Instytut Weterynaryjny — Panstwowy
Instytut Badawczy, pomimo braku odpowiednich uregulowan prawnych, badan réznorodnych
probek pochodzacych od zwierzat spoza gatunku bydta domowego, pobieranych posmiertnie
oraz jesli to mozliwe przyzyciowo. Nastepnie doktorant przedstawia problem mykobakterioz
zwierzat oraz ludzi wywolywanych przez pratki kwasooporne (NTM) inne niz
Mycobacterium leprae i pratki z grupy MTBC. Wstep konczy opis diagnostyki zakazen
zwierzat bakteriami z rodzaju Mycobacterium w Polsce i na $wiecie. Taka konstrukcja wstepu

w pelni odpowiada tematowi pracy, jak roéwniez w dalszej czgsci przeprowadzonej dyskusji.

Ogolny cel pracy zostal prawidlowo sformutowany — dostarczenie dowodow naukowych
na wystgpowanie bakterii z rodzaju Mycobacterium wsréd zwierzat wolno zyjacych i

towarzyszacych oraz doskonalenie dostepnych metod diagnostycznych utatwiajacych



wykrywanie oraz identyfikacje tych mikroorganizméw. Doktorant umiejetnie  sformulowat
rowniez 4 cele szczegdtowe odnoszace si¢ do wykrywania i identyfikacji gatunkowej bakterii
z rodzaju Mycobacterium w probkach pochodzacych od zwierzat wolno zyjacych i
towarzyszacych, oceny spektrum gospodarzy pratkow wsrod roéznych gatunkow zwierzat, jak
réwniez uspraw;lienia metod wykrywania pratkbw w badanych probkach i metod

identyfikacji gatunkowej wyizolowanych szczepow.

Badaniom zostal poddany material pochodzacy od 519 zwierzat roznych gatunkow, co
zostalo w sposob przejrzysty przedstawione w odpowiedniej tabeli. Miedzy innymi badaniom
poddano material pochodzacy od 70 dzikéw, 63 zubrow, 55 bociandéw biatych, 47 zotwi
czerwonolicych, 25 zolwi zoéttobrzuchych, 27 ostéow domowych, 1 konia. Ta szeroka
reprezentacja roznych gatunkoéw to bardzo wazny atut pracy. W badaniach wykorzystano

rowniez wiele szczepow srodowiskowych z rodzaju Mycobacterium.

Szczegdtowy opis metod badawczych — doktorant w sposéb udany i wplywajgcy
pozytywnie na przejrzystos¢ pracy umiescit w aneksie metodycznym. W badaniach
zastosowano metody hodowlane z wykorzystaniem podlozy statych i ptynnych (MGIT),
metody mikroskopowe — barwienie metoda Ziehl-Neelsena, metode
immunochromatograficzna do szybkiej identyfikacji pratkow z grupy MTBC (MGIT Tbc
Identification Test, Becton Dickinson, USA), metody molekularne — real time PCR w
kierunku Mycobacterium tuberculosis complex, real-time PCR w kierunku Mycobacteriun
avium, multiplex PCR w celu potwierdzenia lub wykluczenia przynaleznosci bakterii do
rodzaju Mycobacterium oraz grupy MTBC, test Hain Lifescience CM do zidentyfikowania M.
avium, M. chelonae, M. abscessus, M. fortuitum, M. gordonae, M. intracellulare, M.
scrofulaceum, M. interjectum, M. kansasii, M. malmoense, M. marinum, M. ulcerus, M.
peregrinum, M. xenopi, sekwencjonowanie molekularne konserwatywnych genow 16S rRNA,
hsp63, rpoB 1 16S — 23S ITS do identyfikacji gatunkéw pratkow, metoda MALDI — TOF MS
(technika ekstrakcji biatlek z wykorzystaniem kwasu mrowkowego oraz metoda bezposrednia
z wykorzystaniem kwasu trifluorooctowego) do okreslania gatunkow pratkéw spoza
kompleksu gruzliczego (NTM) na podstawie analizy biatek. Nalezy podkreslié, ze tak szeroki
zakres metod badawczych ukierunkowanych na diagnostyke zakazen pratkami z rodzaju
Mycobacterium, w odniesieniu do jednego tematu badawczego, zastosowano w kraju po raz
pierwszy (11 metod badawczych). Pozwolitlo to na oceng skutecznosci poszczegdlnych
metod. Migdzy innymi doktorant podkresla, ze skuteczniejszy jest posiew materialu na

podioze state. Takie wnioskowanie wynika z otrzymania dwunastu wynikow fatszywie



dodatnich w przypadku podiozy plynnych. Bardzo cenne jest réwniez potwierdzenie, ze
technika real- time PCR do wykrywania pratkéw z grupy MTBC w materiale tkankowym jest
rdwnie skuteczna jak metody hodowlane. Doktorant zaznacza, ze stosujac PCR nie uzyskano
zadnego wyniku fatszywie dodatniego, co mialo miejsce w przypadku badania hodowlanego.
Mozliwe jest znacznie szybsze uzyskanie wyniku niz w przypadku metod hodowlanych (
skrocenie badan z 42 do 1 dnia), a takze stosowanie PCR pozwoli na odstgpienie od badan z

wykorzystaniem zwierzat laboratoryjnych.

Technika real-time PCR okazatla si¢ rowniez bardzo szybka i efektywna w wykluczaniu
lub potwierdzaniu przynaleznosci wyizolowanego szczepu pratkdw atypowych do gatunkow
M. avium ssp. avium oraz M. avium ssp. homisissuis — najczgsciej izolowanych gatunkow
NTM, w porownaniu do testu Hain Lifescience CM — techniki genotypowania. Doktorant
dodatkowo jako alternatywe dla testu Hain do identyfikacji pratkéw atypowych rekomenduje
zastosowanie spektrometrii mas — MALDI, ktéra pozwala na uzyskanie wyniku nawet w
przeciggu 3 godzin. Nalezy podkresli¢, ze w procedurze okreslania gatunkéw i podgatunkow

w odniesieniu do pratkéw NTM oraz MTBC zastosowano sekwencjonowanie catego genomu
(WGS) NGS.

Niezwykle wysokie zaawansowanie metodyczne doktoranta pozwolilo na uzyskanie
bardzo wiarygodnych i wartosciowych wynikow w odniesieniu do wybranych gatunkow
zwierzat wolno zyjacych 1 towarzyszacych. Moje szczegdlne zainteresowanie wzbudzito
wykazanie, ze bakterie z rodzaju Mycobacterium najczgsciej izolowano od dzika
euroazjatyckiego , a izolaty nalezaty zarowno do MTBC jak i NTM. Pratkiem gruzliczym
najczesciej izolowanym byl M. caprae. Pocieszajace jest, ze nie stwierdzono przypadku
przeniesienia patogenu z dzika na bydto domowe. Doktorant zwraca jednak stusznie uwage,
ze zakazony dzik euroazjatycki ze wzglgdu na wysoki potencjal migracyjny stanowi duze

zagrozenie zaro6wno dla zwierzat gospodarskich jak i cztowieka.

M. caprae wyizolowano rowniez od zubréw z Os$rodka Hodowli Zubrow w
Smardzewicach. Natomiast od zubra z terenu Bialowieskiego Parku Narodowego
wyizolowano M. avium ssp. hominissuis. Ten sam drobnoustr6j wyizolowano od antylopy

sitatunga z ogrodu zoologicznego.

Bardzo istotne jest wyizolowanie M. bovis od alpak, nalezacych do rodziny
wielbladowatych. Zwierzg¢ta pochodzily z hodowli prywatnych. Doktorant przedstawia

rowniez kontekst tych izolacji, informujac, ze w Polsce pierwszy przypadek gruzlicy u alpaki



pochodzacej z prywatnej hodowli odnotowano w 2017 r. Byla to konsekwencja importu
zakazonych zwierzat z Anglii, gdzie gruzlica bydlgca jest chorobg szeroko rozpowszechniona.
Zakazenia alpak stanowia zagrozenie zardwno dla zwierzat gospodarskich utrzymywanych w
tych samych gospodarstwach, jak réwniez dla ludzi np. pacjentow z immunosupresja w

trakcie terapii przeciwnowotworowej, podlegajacych jednoczesnie alpakoterapii.

Od alpaki importowane] z Chile wyizolowano M. avium ssp. avium., pratek wywotujacy
Mykobateriozy u wielbtgdowatych, o przebiegu klinicznym mogacym taczy¢ w sobie objawy
gruzlicy oraz paratuberkulozy (zakazenie M. avium ssp. paratuberculosis). Od jednej z alpak
wyizolowano M. aurum, co nalezy zaznaczy¢ w kontekscie mozliwosci przeniesienia
zakazenia na czlowieka, objawiajacego si¢ zapaleniem rogdwki, a takze mozliwoscig
powstania guzkow w ptucach, szczegodlnie u pacjentdow z immunosupresja w trakcie lub po

przebyciu terapii przeciwnowotworowej.

Bardzo interesujace sg prezentowane w pracy przypadki gruzlicy u konia i osla,
przedstawicieli rodziny koniowatych uwazanych za mato wrazliwe na zakazenie pratkami M.

bovis.

Bardzo ciekawe obserwacje poczynit doktorant w odniesieniu do przypadku
odstrzelonego jelenia szlachetnego, ktéry nie wykazywal objawow choroby, a badanie
anatomopatologiczne nie wykazato zmian w tkankach. Tak wigc, zwierze mogto by¢ uznane
za niepodejrzane o zakazenie bakteriami z rodzaju Mycobacterium. Tym niemniej w badaniu
hodowlanym probek pluc otrzymano obfity wzrost Mycobacterium avium ssp. avium. Ten

sam pratek doktorant wyizolowal od fretki domowej w przebiegu ostrej mykobakteriozy.

Niewyjasniony z punktu widzenia mozliwosci przeniesienia zakazenia pozostaje opisany i
dyskutowany przez doktoranta przypadek zakazenia Mycobacterium avium ssp. hominissuis
gryzonia — gundii zwyczajnej. Gundie przebywaly bowiem w ogrodzie zoologicznym, gdzie
byly odseparowane od innych gatunkéw zwierzat. W pracy prezentowany jest poglad, ze

prawdopodobnie zrodtem zakazenia bylo ptactwo, czesty wektor zakazenia M. avium.

Unikalny przypadek poddany analizie w pracy stanowi mykobakterioza u dwoéch wilkow,
potwierdzona izolacja M. avium ssp. hominissuis. Wilki zostaly odnalezione martwe w
podobnej lokalizacji w powiecie bieszczadzkim. Sekcja nie wykazala zmian
anatomopatologicznych charakterystycznych dla choréb wywolanych przez pratki. Doktorant

przychyla si¢ do opinii innych autoréw, ze zrodlem zakazenia byla fauna wolno zyjaca —



czesty wektor przenoszenia pratkdw zaréwno na zwierz¢ta udomowione jak i czlowieka.
Doktorant stusznie podsumowuje opis tego przypadku stwierdzeniem, ze dowodzi on
powszechnego wystgpowania pratkow w srodowisku zarowno w organizmach roslinozercow

jak 1 drapieznikow.

Przedmiotem badan doktoranta byly rowniez wolno zyjace zoétwie zottobrzuche,
czerwonolice, zoltolice o ostrogrzbiete, od ktérych wyizolowano M. chelonae, M. fortuitum,
M. avium. U z6lwi odnotowano mykobakterioze w postaci  zmian skornych oraz

nieprawidlowosci w strukturze karapaksu i plastronu.

Mykobakterioze ptasig (gruzlice ptasia) , wywolywana przez M. avium oraz M. avium ssp.
hominissusis stwierdzono u pawia zielonego, papuzek nieroztaczek, pizmoéwki malajskiej oraz
bociana biatego. Jedynie bocian biaty nie wykazywal zmian chorobowych narzadow
wewnetrznych, a w badaniu hodowlanym, ktérego matryca byla tkanka watrobowa
wyizolowano jedynie pojedyncza koloni¢ bakteryjna M. avium. Stwierdzona gruzlica ptasia 1

bociana biatego jest wedtug dostepnej literatury przypadkiem unikalnym w skali swiatowe.

W przebiegu badan stwierdzono réwniez mykobakterioz¢ rybia u szesciu osobnikow
danio rerio linii Cacybp. Wsrod dominowaty ubytki w $cianie jamy brzusznej przed pletwa

odbytows, z cechami owrzodzenia. Badanie hodowlane wykazato obfity wzrost M. chelonae.

Doktorant sformutowal w sposob prawidtowy cztery wnioski, dwa odnoszace si¢ do
doskonalenia diagnostyki laboratoryjnej zakazen pratkami, poprzez zastosowanie metody
real-time PCR, sekwencjonowania NGS oraz MALDI-TOF. Metody te pozwalaja
usprawnienie wykrywania pratkow oraz ich identyfikacji gatunkowej. Nalezy podkresli¢, ze
zastosowanie metody real-time PCR umozliwia zastapienie metody biologiczne] w
procedurze wykrywania pratkow. Obszerne wyniki badan potwierdzily, ze zwierzeta wolno
zyjace i towarzyszace sg rezerwuarem bakterii z rodzaju Mycobacterium w ré6znych regionach
Polski. Doktorant wykazal roéwniez, ze zakazenia zwierzat wolno zyjacych, stalo i
zmiennocieplnych, utrzymywanych przez cztowieka w celach rekreacyjnych, powodowane sa
zarOwno przez pratki typowe jak i czesciej atypowe, z dominujaca rola M. avium ssp. avium 1

M. avium ssp. hominissuis.

Praca jest przygotowana bardzo starannie pod wzgledem edytorskim. O koniecznych
niewielkich poprawkach poinformowatem autora. Mam mala uwage odnoszaca si¢ do

PiSmiennictwa, w ktorym czasami zostaly umieszczone artykuly z periodykéw o nizszej



wartosci, podczas gdy okreslony temat zostal dokladnie opisany w innym artykule

umieszczonym w periodyku z IF.

Podsumowujac recenzj¢ pracy doktorskiej mgr. inz. Lukasza Radulskiego jeszcze raz
zwracam uwage na trafne sformulowanie tematu pracy wykonanej w laboratorium
referencyjnym, ksztaltujacym i doskonalagcym odpowiednie metody diagnostyczne. Praca jest
podsumowaniem waznego kierunku badan — wykrywania zakazen bakteriami z rodzaju
Mycobacterium u zwierzat wolno zyjacych i towarzyszacych. Doktorant zaprezentowat
ogromne doswiadczenie w zakresie diagnostyki laboratoryjnej. Jest to bardzo dobry
przewodnik nowoczesnej diagnostyki laboratoryjnej zakazen pratkami. Wartos¢ badan
materiatu od wielu gatunkow zwierzat, majacych na celu wykrywanie pratkéw i ich
identyfikacje, dodatkowo podwyzszaja odniesienia do obserwacji klinicznych oraz opisow
zmian anatomopatologicznych. Taka praca mogta powsta¢ w Polsce jedynie w laboratorium
referencyjnym Panstwowego Instytutu Weterynaryjnego — Panstwowego Instytutu
Badawczego w Pulawach. Stwierdzam, Zze recenzowana rozprawa doktorska stanowi
oryginalne rozwigzanie problemu naukowego oraz wykazuje ogoélna wiedz¢ teoretyczng
doktoranta, a takze Jego umiejetnos¢ samodzielnego prowadzenia pracy badawczej. Tym
samym odpowiada warunkom okreslonym w art. 13 Ustawy z dnia 14 marca 2003 roku o
stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule naukowym w zakresie
sztuki (Dz. U. z 2003 r. nr 65 poz. 595 z pdzn. zm), a takze zapisom szczegélowym z
Rozporzagdzenia Ministra Nauki i Szkolnictwa Wyzszego z dnia 22 wrzesnia 2011 r.
Jednoczesnie zglaszam propozycje wyrdznienia powyzszej rozprawy doktorskiej zgodnie z
odpowiednim zapisem w Regulaminie wyrdzniania rozpraw doktorskich przez dyrektora

Panstwowego Instytutu Weterynaryjnego - Panstwowego Instytutu Badawczego w Putawach.

Prof. dr hab. Krzy$ztof Anusz



