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dr Sebastian Gnat

1. Imie¢ i Nazwisko:
Sebastian Gnat

2. Posiadane dyplomy, stopnie naukowe/ artystyczne — z podaniem nazwy, miejsca i roku

ich uzyskania:
. Stopien naukowy: doktor nauk biologicznych, specjalnos¢ — mikrobiologia

Uchwata Rady Wydziatu Biologii i Biotechnologii Uniwersytetu Marii Curie-
Sktodowskiej w Lublinie z dnia 20 listopada 2013 roku; tytut rozprawy
doktorskiej ,,Molekularna taksonomia bakteryjnych symbiontow Astragalus
glycyphyllos [L.] (traganek szerokolistny)” (Promotor: prof. dr hab. Wanda
Matek)

. Tytul: magister biologii o specjalnosci mikrobiologia

Wydziat Biologii i Nauk o Ziemi Uniwersytetu Marii Curie-Sktodowskiej w
Lublinie; tytul pracy magisterskiej ,,Analiza numeryczna cech fenotypowych i
filogeneza genu 16S rRNA rizobiow specyficznych dla Astragalus glycyphyllos
[L.] (traganek szerokolistny)”; obrona w dniu 20 czerwca 2009 roku (Promotor:
prof. dr hab. Wanda Matek)

3. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych/ artystycznych:

" Od 2014 roku do dnia dzisiejszego: Zaktad Mikrobiologii Weterynaryjnej,
Instytut Biologicznych Podstaw Choréb Zwierzat, Wydzial Medycyny
Weterynaryjnej, Uniwersytet Przyrodniczy w Lublinie; adiunkt

. Od 2012 do 2014 roku: Zaktad Mikrobiologii Weterynaryjnej, Instytut
Biologicznych Podstaw Chordb Zwierzat, Wydziat Medycyny Weterynaryjnej,
Uniwersytet Przyrodniczy w Lublinie; asystent

. Od 2009 do 2012 roku: Zaklad Genetyki i Mikrobiologii, Instytut
Biotechnologii i Mikrobiologii, Wydzial Biologii i Biotechnologii, Uniwersytet

Marii Curie-Sktodowskiej w Lublinie; starszy referent inzynieryjno-techniczny

4. Wskazanie osiagniecia* wynikajacego z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o
stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz.

U. nr 65, poz. 595 ze zm.):
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a) osiagnieciem naukowym jest tematyczny cykl publikacji objety tytulem:

Doskonalenie metod diagnostyki dermatofitow zoofilnych w aspekcie molekularnej

identyfikacji gatunkowej, typowania epidemiologicznego i oceny stopnia wirulencji

b) publikacje stanowiace osiagniecie naukowe:

1.

Ziotkowska G, Nowakiewicz A, Gnat S, Troscianczyk A, Zigba P, Majer-
Dziedzic B. Molecular identification and classification of Trichophyton
mentagrophytes complex strains isolated from humans and selected animal
species. MYCOSES, 2015; 58 (3): 119-126; doi:10.1111/myc.12284.

IF2015: 2,332; MNiSW2015: 30 pkt.

Moj wkiad w powstanie powyzszej pracy polegal na opracowaniu koncepcji
genetycznej czesci badan, wykonaniu oznaczen genomowych analizowanych
szczepow dermatofitow, analizie i interpretacji wynikow badan, a takze
czesciowym opracowaniu manuskryptu. Mdoj udzial procentowy szacuje na
27%.

Gnat S, Nowakiewicz A, Zidtkowska G, Troscianczyk A, Majer-Dziedzic B,
Zigba P. Evaluation of growth conditions and DNA extraction techniques used
in the molecular analysis of dermatophytes. JOURNAL OF APPLIED
MICROBIOLOGY, 2017; 122: 1368—1379; d0i:10.1111/jam.13427.

IF2016: 2,099; MNiSW2016: 30 pkt.

Moj wktad w powstanie powyzszej pracy polegal na opracowaniu koncepcji
badan, zaplanowaniu metodyki, wykonaniu oznaczen, analizie i interpretacji
wynikow, przygotowaniu manuskryptu do druku (autor korespondencyjny). Mdoj

udzial procentowy szacuje na 90%.

Gnat S, Nowakiewicz A, Lagowski D, Troscianczyk A, Zigba P. Multiple-strain
Trichophyton mentagrophytes infection in a silver fox (Vulpes vulpes) from a
breeding farm. MEDICAL MYCOLOGY, 2018; 0: 1-10; doi:
10.1093/mmy/myy011.

IF2016: 2,377; MNiISW2016: 30 pkt.
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Moj wkitad w powstanie powyzszej pracy polegat na opracowaniu koncepcji
badan, zebraniu szczepow dermatofitow, wykonaniu wiekszosci oznaczen
fenotypowych i genomowych, analizie i interpretacji uzyskanych wynikow,
przygotowaniu manuskryptu (autor korespondencyjny). Mdj udziat procentowy

szacuje na 90%.

Gnat S, Lagowski D, Nowakiewicz A, Troscianczyk A, Zigba P. Infection of
Trichophyton verrucosum in cattle breeders, Poland: A 40-year retrospective
study on the genomic variability of strains. MYCOSES, 2018; doi:
10.1111/myc.12791.

IF2016: 2,252; MNiSW2016: 25 pkt.

Moj wklad w powstanie powyzszej pracy polegal na opracowaniu koncepcji
badan, zaplanowaniu ich metodyki, czesciowym zebraniu izolatow
dermatofitow, wykonaniu wigkszosci oznaczen genomowych szczepow, analizie
i interpretacji uzyskanych wynikéw, przygotowaniu manuskryptu (autor

korespondencyjny). Mdj udzial procentowy szacuje na 90%.

Gnat S, Lagowski D, Nowakiewicz A, Zigba P. Phenotypic characterization of
enzymatic activity of clinical dermatophyte isolates from animals with and
without skin lesions and humans. JOURNAL OF APPLIED MICROBIOLOGY,
2018; doi: 10.1111/jam.13921.

IF2016: 2,099; MNiSW2016: 30 pkt.

Moj wktad w powstanie powyzszej pracy polegal na opracowaniu koncepcji
badan, zebraniu kolekcji szczepow dermatofitow, wykonaniu wigkszosci analiz
fenotypowych czynnikéw wirulencji, przeprowadzeniu interpretacji wynikow,
wnioskowaniu i napisaniu manuskryptu (autor korespondencyjny). Méj udzial

procentowy szacuje na 90%.

Laczna punktacja prac wchodzacych w sktad jednotematycznego cyklu publikac;ji:

wedhug listy Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego: 145 pkt.
taczny impact factor wedtug listy JCR: 11.159
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Dla publikacji nr 2 (opublikowanej w 2017 roku) i nr 3, 4 i 5 (opublikowanych w wersji online
w 2018 roku) podano aktualne dane z roku 2016. Artykuty stanowigce osiggni¢cie naukowe
oraz o$wiadczenia wspotautorow, okreslajace indywidualny wktad kazdego z nich w powstanie

pracy, znajduja si¢ w zataczeniu (zal. 51 6).

C) oméwienie celu naukowego ww. prac i osiggnietych wynikéw wraz z omoéwieniem ich

ewentualnego wykorzystania:
I.  Wprowadzenie

W ostatnich latach zauwazalny jest “epidemiologiczny renesans” grzybic zoofilnych
wywolywanych przez rézne gatunki dermatofitow. Jednymi z najwazniejszych patogendow sa
grzyby nalezace do Trichophyton mentagrophytes complex, T. verrucosum i Microsporum
canis, wywotujace wysoce zarazliwe grzybice powierzchowne, przenoszace si¢ przez
bezposredni kontakt migdzy ludzmi i zwierzgtami (Barry i Hainer, 2003; Czaika i Lam, 2013;
Takeda i wsp., 2016). Wysoka czgstotliwos¢ zakazen wywolywanych przez dermatofity
spowodowana jest ich tatwa transmisja na inne gatunki niz pierwotny gospodarz, a szczegolnie
predysponowany do infekcji jest cztowiek (Weitzman i Summerbell, 1995). Doniesienia
naukowe podaja, ze dermatofitozy wykazujace objawy kliniczne pojawiajg si¢ u cztowieka, gdy
ten sam czynnik etiologiczny wystepuje u zwierzecia jedynie asymptomatycznie, czynigc je
nosicielem (Lakshmipathy i Kanabiran, 2010; Ziolkowska i wsp., 2015). Infekcje
powierzchowne u zwierzat czesto sg btednie diagnozowane przy poczatku choroby i przez to
btednie leczone (Brillowska-Dabrowska i wsp., 2007), zwlaszcza podawanie preparatOw
steroidowych wyraznie zmienia obraz choroby 1 utrudnia postawienie rozpoznania
(Lakshmipathy i Kanabiran, 2010). Niewlasciwie leczone oraz nawracajgce grzybice
powierzchowne sa potencjalnym zrodtem zarazenia bezposredniego i1 posredniego dla innych

zwierzat, a przede wszystkim dla ludzi (Havlickova i wsp., 2008).

Postawienie prawidlowego rozpoznania utrudnione jest przez brak jednolitej $ciezki
diagnostycznej przy podejrzeniu dermatofitozy (Graser i wsp., 1998). Dermatofity sa
szczegblnie trudne do identyfikacji wyltacznie na podstawie cech morfologicznych, a ich
fenotypowe podobienstwo w obrebie grupy utrudnia wyznaczenie cech rdznicujacych
(Mesquita 1 wsp., 2016). Najnowsze typowanie genetyczne okresla Trichophyton
mentagrophytes jako jeden kompleks, morfologicznie nie do rozréznienia, obejmujacy T.

interdigitale i Trichophyton sp., nalezacy do Arthroderma benhamiae (Elewski, 2010; Packeau
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I wsp., 2013). Ten podziat taksonomiczny nie jest jednak uzyteczny w praktyce klinicznej i w
zwigzku z tym diagnostycznie zbedny (Elewski, 2010; Packeu i wsp., 2013). Jeszcze wigkszych
trudnosci nastrgcza roznicowanie fenotypowe 1 genomowe izolatow klinicznych T. verrucosum
I Microsporum canis (Dobrowolska i wsp., 2011; Pasquetti i wsp., 2017). Identyfikacja
poszczegbélnych gatunkéw dermatofitow przeprowadzana jest rutynowo na podstawie
wystepujacych objawow klinicznych oraz opisie makromorfologii i badaniu mikroskopowym
uzyskanej hodowli (De Hoog i wsp., 2000). W celu uwierzytelnienia analizy diagnostycznej
wykorzystuje si¢ metody biologii molekularnej, jak dotad sporadycznie wzbogacane o badanie
aktywnosci enzymatycznej, ktora pozwala na ocene¢ Stopnia zjadliwosci izolatu klinicznego
(Graser iwsp., 2006; Sterry i wsp., 2010). Takie postgpowanie diagnostyczne pozwala uzyskac
wystarczajacg liczbe réznic pomigdzy gatunkami dermatofitow, aby dokonaé¢ wiarygodne;j
identyfikacji gatunku (Weitzman i Summerbell, 1995; Ziolkowska i wsp., 2015), istotnej do
wdrozenia  postgpowania  terapeutycznego, ale przewaznie niewystarczajacej Z

epidemiologicznego puntu widzenia (da Costa i wsp., 2013; Shafiee i wsp., 2014).

“Ztoty standard”, najlepszy mozliwy sposob postepowania wykorzystywany przy
rutynowej identyfikacji dermatofitow stal si¢ tematem trwajacej dyskusji i nie ma jednego,
wypracowanego stanowiska posrod mikrobiologow (Mesquita i wsp., 2016; Beguin i wsp.,
2012). Opracowanie szybkiej, prostej i taniej metody diagnostyki infekcji i identyfikacji
dermatofitow jest waznym wspolczesnym wyzwaniem dla mikologéw (Leibner-Ciszak i wsp.,
2010; Petinataud i wsp., 2016). Obecny trend w diagnostyce mikologicznej podaza w kierunku
wykorzystywania w identyfikacji dermatofitow badan molekularnych, przede wszystkim
bazujacych na analizie sekwencji ITS (ang. Internal Transcribed Spacer) i genotypowaniu,
poprzedzonych skrupulatnymi badaniami morfologicznymi, uzyskaniem hodowli i ocenie

mikromorfologii (Ziotkowska i wsp., 2015; Courtellemont i wsp., 2017).

Klasyczne metody identyfikacji dermatofitow opierajg si¢ na okresleniu morfologii
kolonii (zabarwienie awersu i rewersu kolonii, jej topografii, tekstury oraz szybkos$ci wzrostu)
i badaniu mikroskopowym (ocena ksztattu i rozmiaru mikro- i makrokonidiéw) (de Hoog i
wsp., 2000) w potaczeniu z, rzadko wykonywanymi, badaniami biochemicznymi i
fizjologicznymi (wzrost przy réznych temperaturach, wymagania pokarmowe, wytwarzanie
enzymow, zdolnos$¢ do perforowania whosa itp.) (Faggi i wsp., 2001, Kamiya i wsp., 2004).
Glowng wada tych metod jest czesto obserwowana zmienno$¢ badanych cech, ktora zalezy od

indywidualnych wtasciwosci badanego izolatu klinicznego, bez statosci gatunkowej, a wiele
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dermatofitow ma charakter atypowy w pierwotnej izolacji (Graser i wsp., 1998, Faggi i wsp.,
2001,). W dodatku ocena tych cech moze by¢ subiektywna, poniewaz w zaleznosci od
zastosowanego podtoza i warunkéw hodowli, dermatofity prezentuja odmienng morfologie¢
(Kamiya i wsp., 2004). Z tych powodow badanie fenotypowe staje si¢ praco- i czasochtonne, i
w duzej liczbie przypadkow nie nadaje si¢ do rzetelnej identyfikacji dermatofitow na poziomie
gatunku. Ponadto, nie posiada wystarczajacej sity dyskryminacyjnej aby okresli¢ zmienno$¢
wewnatrzgatunkowg, a tym samym nie jest uzyteczne w dochodzeniu epidemiologicznym
(Ziotkowska i wsp., 2015; Gnat i wsp., 2016; Watanabe i wsp., 2017).

Woprowadzenie metod biologii molekularnej w latach 80-tych XX wieku wyraznie
zwigkszylo wiarygodno$¢, powtarzalno$¢ i1 wydajno$¢ identyfikacji dermatofitow, co
przetozylo si¢ na zwigkszenie szybkosci uzyskania wyniku 1 obnizylo zwigzane z tym koszty
(De Baere i wsp., 2010; Elavarashi i wsp., 2013). Sukces metod molekularnych i ich czeste
wykorzystywanie w rutynowej praktyce wynika z braku stabilno$ci cech morfologicznych
kultur uzyskiwanych w trakcie hodowli, co moze skutkowac btedng identyfikacja (Graser i wsp,
1999; Graser i wsp., 2008; Cafarchia i wsp., 2013). Kolejnym utrudnieniem jest dtugi czasu
inkubacji niezbedny do wzrostu dermatofitow, aby uzyska¢ odpowiednio wyrazone cechy
morfologiczne (Sharma i wsp., 2015; Rezusta i wsp., 2016). Chociaz zakazenie dermatofitem
nie jest sytuacja bezposredniego zagrozenia zycia pacjenta, wymagajaca interwencji
natychmiastowej, wiarygodna identyfikacja gatunku dermatofita jest niezbedna do
wykluczenia innych czynnikow etiologicznych, powodujacych podobne zmiany jak w
przypadku dermatofitozy, a tym samym do rozpoczgcia jak najwczes$niej odpowiedniego
leczenia (Moretti i wsp., 1998; Liu i wsp., 2002). Nalezy przy tym pamigtac, ze szybkos¢
rozprzestrzeniania si¢ dermatofitow jest bardzo wysoka, wigc przedtuzajaca si¢ diagnostyka,
skutkujaca opdznieniem w podjeciu wihasciwego postepowania terapeutycznego ma duze
konsekwencje epidemiologiczne (Ming i wsp., 2006; Pasquetti i wsp., 2017). Drugim
czynnikiem przemawiajacym za stosowaniem metod molekularnych w diagnostyce
dermatofitoz jest ich wysoka sita dyskryminacyjna i, w przypadku wielu technik, zdolno$¢
rozdzielcza umozliwiajgca typowanie wewnatrzgatunkowe grzybow (Cano i wsp., 2005; da
Costa i wsp., 2013). Tak wysoka rozdzielczo$¢ metod ma zasadnicze znaczenie w ocenie
epidemiologicznej zrodta infekcji (Cano i wsp., 2005; Veraldi i wsp., 2012; Neji i wsp., 2016).
Nalezy podkresli¢, ze w diagnostyce zakazen powodowanych dermatofitami zoofilnymi,
istotne, zwlaszcza w aspekcie powodzenia terapeutycznego, jest wskazanie pierwotnego

ogniska grzyba i jego wyeliminowanie (Zhang i wsp., 2009; Gnat i wsp., 2018). Zwierzeta
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bowiem moga by¢ asymptomatycznymi nosicielami dermatofitoéw, rozsiewajac infekcje w

otoczeniu (Watanabe i wsp., 2017).

Wykrycie zrodta zakazenia oraz mozliwych drog jego rozprzestrzeniania (Bloch i wsp.,
2016; Pasquetti i wsp., 2017; Gupta i wsp., 2017), jest kluczowe zwtaszcza przy infekcjach
wieloszczepowych (Kac i wsp, 2000; Gnat i wsp., 2018), jak rowniez identyfikacji nosicieli na
farmach, w lecznicach weterynaryjnych, szpitalach, schroniskach dla zwierzat, a takze innych
miejscach, ktore moga by¢ ogniskami transmisji dermatofitow pomiedzy ludzmi, np. szpitale,
szkoty, przedszkola, baseny (Jankowski i wsp., 2017; Gupta i wsp., 2017). Rozszerzona o aspekt
epidemiologiczny diagnostyka dermatofitow jest w stanie nie tylko skroci¢ czas wlasciwego
rozpoznania czynnika etiologicznego, ale przede wszystkim doprowadzi¢ do eliminacji
pierwotnych zrodet zakazenia, doboru metody dezynfekcji, a w niektérych przypadkach
kwarantanny na danym obszarze, np. w gospodarstwie (Pasquetti i wsp., 2017, Ming i wsp.,
2006). Tak ujety rozszerzony cel diagnostyki zdecydowanie przyczyni si¢ do redukcji kosztow

zarzadzania zakazeniem (Pasquetti i wsp., 2017).

Rola dermatofitow w patogenezie grzybic powierzchownych zwigzana jest z produkcja
charakterystycznego profilu enzymow, ktory najprawdopodobniej determinowany jest przez
infekowany gatunek gospodarza zwierzgcego lub zakazonego cztowieka (Cafarchia i wsp.,
2011; Elavarashi i wsp., 2017). Przypuszcza si¢, ze wytwarzanie enzymow moze by¢ zwigzane
ze sktadem tkanek skory gospodarza i odzwierciedla¢ typ kolonizacji miejsc predylekcyjnych
u zwierzat i cztowieka (Cafarchia i wsp., 2006). Natomiast samo wytwarzanie enzymow, jak i
czas w jakim ono wystepuje, jest rézne w zalezno$ci od patogennego szczepu dermatofitu
(Elavarashi i wsp., 2017). Roéwnie istotne w patogenezie infekcji dermatofitami sa hemolizyny
(Schaufuss i Steller, 2003; Aktas 1 Yigit, 2015). Chemicznie hemolizyny sg lipidami i biatkami,
ktore sg toksyczne dla limfocytéw, makrofagdw 1 neutrofili w przebiegu wielu infekcjach
bakteryjnych (Schaufuss i Steller, 2013; Aktas i Yigit, 2015). Hemolizyny wytwarzane przez
dermatofity moga rowniez dziata¢ podobnie i zmniejsza¢ odpowiedZz immunologiczng

gospodarza (Schaufuss i Steller, 2003).

Podsumowujac, obecnie wachlarz dostgpnych w mikologii metod diagnostycznych jest
bardzo szeroki 1 pozwala na przeprowadzenie kompleksowych badan identyfikacyjnych,
epidemiologicznych, a takze ocen¢ stopnia wirulencji grzyba. Pomimo tego znaczenie
laboratoryjnej diagnostyki dermatofitoz zoofilnych wcigz jest niedoszacowane, a przez

mikologdw bywa postrzegane jako czasochlonne i1 mato wiarygodne. Z tych powodow
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uzasadnionym wydaje si¢ podjecie badan wskazujacych na mozliwe drogi postepowania
identyfikacyjnego, a takze poszukiwanie alternatywnych ,,markerow” wskazujacych na

poszczegdlne gatunki, rodzaje badz grupy dermatofitow.
. Cel

Badania przedstawione w publikacjach stanowigcych omawiane osiagni¢cie naukowe
byty wykonane przede wszystkim na szczepach T. mentagrophytes complex, T. verrucosum i
M. canis, a takze innych gatunkach dermatofitow (T. rubrum, T. equinum, M. nanum, M.
gallinae i E . floccosum) wyizolowanych od zwierzat i ludzi. Gtéwne cele przeprowadzonych

badan to:

a)  opracowanie prostej, powtarzalnej i wiarygodnej S$ciezki diagnostycznej
dermatofitow zoofilnych metodami opartymi na analizie cech morfologiczno-
hodowlanych, ocenie ich zréznicowania genomowego, a takze stopnia
aktywno$ci  enzymatycznej, stanowiacej uniwersalne  postepowanie
identyfikacyjne dla najczesciej izolowanych od zwierzat i ludzi gatunkoéw
dermatofitow 0 istotnym znaczeniu epidemiologicznym;

b)  przeprowadzenie analizy poréwnawczej skuteczno$ci identyfikacji gatunku
patogenu za pomocag jedynie metod fenotypowych i w potaczeniu z
wykorzystaniem metod opartych na analizie genomu, a takze ocena korelacji
miedzy wynikami diagnostyki morfologicznej, a wynikami analiz
genetycznych;

c)  wystandaryzowanie czasu i typu hodowli szczepow klinicznych dermatofitow
wykorzystywanych do izolacji DNA oraz stosowanej metody ekstrakcji DNA
przeznaczonego do analiz molekularnych;

d) odwzorowanie filogenezy izolatow dermatofitow na podstawie analizy
czasteczki ITS (ang. Internal Transcribed Spacer);

e) wykazanie stopnia zroznicowania genomow dermatofitbw metodami
genotypowania: MSP-fingerprinting (MicroSatelitte Primed) i MP-PCR (ang.
Melting-Profile PCR), a takze ocena uzytecznosci tych metod w dochodzeniu
epidemiologicznym;

f)  okreslenie stopnia aktywnosci enzymatycznej izolatow  klinicznych
dermatofitow oraz analiza poréwnawcza (w tym statystyczna) profilu

wytwarzanych enzyméw przez dermatofity wyizolowane od zwierzat
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symptomatycznych, asymptomatycznych oraz ze zmian klinicznych u ludzi, a
takze wskazanie korelacji miedzy badanym enzymem, a gatunkiem dermatofitu
powodujacego infekcje oraz odpowiedz na pytanie, czy intensywnos$¢ zmian
skornych jest zalezna od stopnia ogdlnej aktywnosci enzymatycznej, czy tez
moze od przewagi aktywnosci w przebiegu zakazenia przez jeden z nich;

oznaczenie typu i stopnia intensywnosci hemolizy izolatéw klinicznych

dermatofitow zoofilnych.

1.  Omowienie wynikow

a)

I1zolacja i identyfikacja gatunkowa dermatofitow izolowanych od zwierzgt i

czlowieka

Material do prowadzonych badan mikologicznych, ktorych wyniki zostaty
opublikowane w cyklu prac, przedstawionych jako osiggnigcie naukowe,
pobierany byt zaré6wno od zwierzat wykazujacych objawy kliniczne
dermatofitozy oraz w trakcie rutynowych przegladow farm hodowlanych
zwierzat futerkowych (publikacja nr 1 i 3), ferm drobiu (publikacja nr 1 i 5),
farm bydta (publikacja nr 2 i 4), hodowcow (publikacja nr 1, 4, 5), jak i zwierzat
towarzyszacych 1 ich wlascicieli zglaszajacych si¢ po porade do lekarza
weterynarii (publikacja nr 2 i 5). Zostata zebrana pula 234 izolatow klinicznych
dermatofitow zostata zebrana, w tym: 61 szczepoéw T. mentagrophytes complex,
68 szczepow T. verrucosum, 45 szczepow M. canis i 60 szczepow innych
gatunkow dermatofitow pochodzacych od zwierzat symptomatycznych 1
asymptomatycznych oraz ze zmian chorobowych od ludzi (publikacja nr 5). W
przypadku zwierzat hodowlanych do pobierania materialu klinicznego
wybierano zazwyczaj farmy duze, liczace okoto 100 zwierzat (publikacja nr 3,
4 1 5). Jednoczesnie proby pobierane byly takze w indywidualnych i matych
gospodarstwach. Szczegolng uwage, przy doborze miejsc poboru, zwracano na
to, czy zgodnie z wywiadem epidemiologicznym w danym gospodarstwie,
fermie lub u posiadacza juz wczes$niej wystepowaly grzybice i czy osoby majace
bezposredni kontakt ze zwierzetami (hodowcy, lekarze weterynarii i inne)
rowniez ulegly zarazeniu. Obserwacje wlasne, poczynione w trakcie
wykonywania badan, wskazuja, Zze przy ekspozycji na dermatofity zoofilne,

wysokie ryzyko zarazenia nalezy powiazac z ciagglym kontaktem ludzi z chorymi
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osobnikami, niewlasciwymi warunkami zoohigienicznymi oraz
niewystarczajagcym  nadzorem = weterynaryjnym  nad = zwierzgtami.
Prawdopodobienstwo transmisji infekcji w gospodarstwie hodowlanym moze
zosta¢ wyeliminowane poprzez prawidtowe uzytkowanie sprzetu przez personel

i $ciste przestrzeganiu zasad bioasekuracji (publikacja nr 3).

Do identyfikacji dermatofitow, w badaniach opublikowanych w cyklu
stanowigcym osiggniecie naukowe, wykorzystywatem zaréwno metody
diagnostyczne oparte o morfologig, jak i metody biologii molekularnej, zgodnie
z najnowszymi standardami (Graser i wsp., 2008; Courtellemont i wsp., 2017).
Klasyczna identyfikacja fenotypowa jest nadal uwazana przez wielu mikologoéw
za podstawowy standard kazdego badania diagnostycznego i mimo coraz
powszechniejszego wykorzystywania w identyfikacji dermatofitow technik
biologii molekularnej, jest zawsze zalecana (Kano i wsp., 1998; Kupch i wsp.,
2016). W wielu wiodacych o$rodkach naukowych na $wiecie prowadzone sg
badania diagnostyczne oparte na opisie makro- i mikromorfologii dermatofitow
i wykazaniu cech roznicujgcych gatunki (Graser i wsp., 2006; Courtellemont i
wsp., 2017).

W pierwszym etapie oceny materialu diagnostycznego wykonywalem
preparat bezposredni i poszukiwalem struktur zakaznych grzyba. Niezaleznie od
wyniku tego badania wstepnego zakladatlem hodowle grzyba. Taka praktyka
pozwolita oszacowac korelacj¢ wynikéw badania bezposredniego, stosowanego
w pospolicie w diagnostyce laboratoryjnej (ocena wystgpowania artrospor), a
badaniem hodowlanym (uzyskanie wzrostu dermatofitu). Obserwacje
morfologii uzyskanych kolonii prowadzitem ze zwrdceniem szczegdlnej uwagi
na cechy tatwo dostrzegalne, mogace by¢ wskazoéwka identyfikacyjng nawet dla
niedo$wiadczonych w pracy z dermatofitami laborantow, takie jak zabarwienie
rewersu 1 awersu, teksture kolonii i jej topografie. Odnotowywatem przy tym
szybkos¢ wzrostu kolonii izolatow klinicznych poszczegélnych gatunkow
dermatofitow, oceniajgc na kolejnych etapach ich mikromorfologi¢, celem
wskazania uniwersalnego czasu inkubacji niezbg¢dnego do wytworzenia przez
grzyba  typowych rozpoznawalnych  elementow  morfologicznych
(mikrokonidiéw, makrokonidiow, chlamydospor, kandelabréw, struktur

spiralnych) stanowigcych kolejny punkt identyfikacji (publikacja nr 1-5).
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Poczynione obserwacje wskazuja, ze opis makromorfologii kolonii
dermatofitow ma swoje uzasadnione miejsce w Sciezce diagnostycznej, bowiem
wyznacza nie tylko cechy wskazujace na infekcje przez grzyba z grupy
dermatofitow, ale takze cechy roznicujace migdzy gatunkami, m. in. T.
mentagrophytes, T. verrucosum i M. canis, co w uchwytny sposdb pozwala
nakicrowa¢ wstepne rozpoznanie (publikacja nr 1-4). T. verrucosum
charakteryzowat si¢ koloniami o ziarnistej konsystencji, przypominajacymi
kalafior, barwy kremowej i bezowym rewersie. M. canis posiadat kolonie 0
migkko pudrowej teksturze z charakterystycznym zoéttym zabarwieniem
rewersu. Natomiast T. mentagrophytes wytwarzat puchate kolonie o jasnym
awersie 1 zolto-pomaranczowym do brazowego rewersie z silnym
pobruzdzeniem, niejednokrotnie $ciggajacym podloze state. Natomiast w
ptynnym podtozu T. mentagrophytes formowat twardy bezowo-brazowy kozuch
na powierzchnia. T. verrucosum tworzyt mate (1-2 mm) granulki, taczace si¢ w
tancuszek, ktore spadaly na dno kolby. Z kolei M. canis charakteryzowat
ktaczkowaty wzrost w calej objetosci poditoza. Co wigcej, rowniez
wieloszczepowe zakazenie T. mentagrophytes zostalo udokumentowane w
wykonywanym przeze mnie badaniu hodowlanym (publikacja nr 3), w ktorym
uzyskano cztery odmienne kultury dermatofitow, wywolujace kliniczng postaé
dermatofitozy u tego samego osobnika (lis), a dodatkowo ich zréznicowanie
zostato potwierdzone w analizie genomoéw. Dotychczas podobnych doniesien
nie byto w literaturze naukowej. W uzyskanych wynikach potwierdzitem
istotnos¢ oceny makromorfologii w trakcie diagnostyki mikologicznej.
Przeprowadzone badania stanowig istotny wktad w oceng¢ zmiennosci
fenotypowej izolatow klinicznych dermatofitow zoofilnych i wskazuja cechy,
bedace ,,markerowymi” wyznacznikami wykorzystywanymi w rutynowej
diagnostyce mikologicznej poszczegélnych gatunkow.

Ocena obrazu mikromorfologicznego badanych szczepow klinicznych T.
mentagrophytes, T. verrucosum i M. canis wykazata wyrazne przejScie od
dominujgcej postaci strzgpkowej w czwartym dniu inkubacji do formy
zarodnikowej w 10 dniu. Spory pojawily si¢ najwczes$niej w przypadku T.
verrucosum, nieco nizsza szybko$¢ sporulacji zostala zaobserwowana dla
izolatow T. mentagrophytes i M. canis (publikacja nr 1-4). Przeprowadzone

przeze mnie obserwacje wskazaty, ze optymalnym czasem wykonywania oceny
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mikromorfologii dermatofitow jest 7 dzien inkubacji W wykonywanych
preparatach konidia wystgpowaly w liczebnosci i ulozeniu pozwalajgcym
dokona¢ prawidlowej oceny diagnostycznej, a jednoczesnie nie dominowaty
preparatu i posta¢ strzgpkowa nadal byta widoczna. Nalezy jednak nadmieni¢,
ze ocena obrazu mikromorfologicznego jest znacznie trudniejsza i wymaga
znacznego doswiadczenia mikrobiologa.

Wykonane przeze mnie badania identyfikacyjne dermatofitow objety
réwniez szereg analiz molekularnych, bedacych wiarygodnym uzupetnieniem
morfotypowania. Ponadto, w oparciu o wczesniejsze badania, stwierdzono
100% zgodno$¢ pomiedzy wynikami metod molekularnych i hodowlanych
stosowanych do identyfikacji czynnika etiologicznego dermatofitozy (Kano i
wsp., 2001; Nenoff i wsp., 2007; Elavarashi i wsp., 2013). Wachlarz dostepnych
metod molekularnych wdrazanych do diagnostyki mikologicznej ciagle sig¢
rozszerza i obejmuje, przede wszystkim PCR (ang. Polymerase Chain Reaction)
i ,,multiplex” PCR (Kanbe i wsp., 2003; Kano, 2004; Brillowska-Dgbrowska i
wsp., 2007), PCR fingerprinting (Kanbe i wsp., 2003; De Baere i wsp.,
2010), losowa amplifikacj¢ polimorficznego DNA (RAPD, ang. Random
Amplified Polymorphism DNA) (Liu i wsp., 2002), polimorfizm dtugosci
fragmentow restrykcyjnych (RFLP, ang. Restriction Fragment Lenght
Polymorphism) (Shin i wsp., 2003; Elavarashi i wsp., 2013), profil topnienia
DNA (MP-PCR, ang. PCR melting profile) (Krawczyk i wsp., 2006; Leibner-
Ciszak i wsp., 2010), wysokorozdzielcza denaturacjc DNA (HRM-PCR, ang.
high resolution melting) (Didehdar i wsp., 2016), PCR z losowo dobranymi
starterami (AP-PCR, ang. arbitrary primed PCR) (Liu i wsp., 2000) i
sekwencjonowanie DNA (Martinez i wsp., 2012; Ziotkowska i wsp., 2015;
Kumar i wsp., 2016). Niektore z tych metod, oparte na analizie calego materiatu
genetycznego grzyba, pozwalaja uzyskaé wysoka czuto$¢ identyfikacji i1
precyzyjnie oceni¢ stopien zrdéznicowania wewnatrzgatunkowego izolatow
klinicznych (Cano i wsp., 2005; da Costa i wsp., 2013).

W pierwszym etapie wykonywanych przeze mnie molekularnych badan
diagnostycznych dermatofitow, przeprowadzatem amplifikacje genu chs-1
(kodujacego syntaze chityny), stanowigcego marker grupy dermatofitow
(publikacja nr 3). Okreslenie masy molekularnej amplikonu chs-1 pozwalato

dokona¢ wstepnej, szybkiej klasyfikacji izolatow klinicznych do grupy

13



Zalgcznik nr 2 do wniosku o przeprowadzenie postegpowania habilitacyjnego
dr Sebastian Gnat

dermatofitow w przypadkach watpliwych. Wszystkie identyfikowane ta metoda
szczepy T. mentagrophytes, wyizolowane od jednego osobnika, posiadaty
amplikony chs-1 o masie molekularnej wynoszacej 650 pz, identycznej jak
szczep referencyjny tego gatunku, a takze uzyskane masy znalazty swoje
identyfikacyjne potwierdzenie w bazie NCBI (ang. National Center for
Biotechnology Information; publikacja nr 3). Stosowanie amplifikacji genu chs-
1 znaczaco przyspieszato diagnostyke dermatofitoz, a uzyskiwane przeze mnie
wyniki byty wysoce powtarzalne, co przedstawitem w publikacjach.

Najwazniejszym, z punktu widzenia identyfikacji — gatunkowej
dermatofitow, elementem badanh genomowych jest amplifikacja i
sekwencjonowanie czasteczki ITS. Czasteczki ITS spelniaja jednoczesnie kilka
kryteriow umozliwiajgcych wiarygodne ustalanie pozycji gatunkowej grzybow,
a takze badania ich ewolucyjnego pokrewienstwa. Sg to, po pierwsze,
powszechne wystepowanie we wszystkich grupach badanych organizméw oraz
pehienie w nich tych samych funkcji (Graser i wsp., 1999). Po drugie, ztozona
struktura zawierajgca fragmenty wysoce konserwatywne, a takze zmienne.
Pierwsze z nich umozliwiaja prawidlowe przyrownanie analizowanych
sekwencji, drugie, okreslenie stopnia podobienstwa miedzy nimi. Identyfikacja
dermatofitu 1 analiza filogenetyczna jego pochodzenia na podstawie czasteczki
ITS dotyczy jednego z konserwatywnych regionow genomu — fragmentu genu
rDNA, zawierajacego czg¢$¢ 18S 1 28S rDNA (ITS1), 5.8S rDNA oraz fragment
ITS2 (Graser i wsp., 2008). Analiza poréwnawcza sekwencji ITS izolatow
klinicznych dermatofitow i szczepdw referencyjnych dostepnych w bazie NCBI
pozwalata dokona¢ wiarygodnej identyfikacji gatunkowej. W przypadku 28
wybranych szczepow T. verrucosum zebranych w okresie ostatnich 40 lat (od
1970 rok) stopien podobienstwa uzyskanych przeze mnie sekwencji ITS do
analogicznych sekwencji szczepu referencyjnego T. verrucosum ATCC10695
wynosit 99% (publikacja nr 4). Rowniez w przypadku infekcji wieloszczepowej
T. mentagrophytes, analiza sekwencji ITS data 99% wynik identyfikacji
gatunkowej wszystkich izolatow (publikacja nr 3). W przeprowadzonych
badaniach potwierdzitlem wysoka precyzje ustalania przynaleznosci gatunkowej
dermatofitow na podstawie analizy stopnia podobienstwa sekwencji ITS.

Na podstawie réznic w sekwencji czasteczki ITS zostata opracowana nowa

klasyfikacja fenotypowo nierozroznialnych gatunkow T. mentagrophytes
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complex, dzielagca grupg na formy anamorficzne i telomorficzne. Ze wzglgdu na
heterogennos¢, interpretacja wynikoéw molekularnej identyfikacji gatunkowe;j
wybranych 22 izolatow T. mentagrophytes complex przysporzyta wigkszych
trudnosci. W przeprowadzonych przeze mnie badaniach wykazatem 77-99%
stopien podobienstwa sekwencji ITS 17 szczepoéw klinicznych 1 szczepu
referencyjnego Arthroderma benhamiae CBS 112371, i 92% stopien
podobienstwa tej sekwencji miedzy jednym badanym izolatem a A.
vanbreuseghemii KMU5461 (publikacja nr 1). Pozostalych sze$¢ szczepow
sklasyfikowalem jako T. interdigitale. Nalezy zaznaczy¢, ze w przypadku
molekularnej identyfikacji stadiow doskonatych dermatofitow, nie da sie
zaobserwowac¢ zadnych korelacji z morfotypowaniem (publikacja nr 1).
Wydaje si¢, ze mniejsza uzyteczno$¢ niz sekwencjonowanie posiada
technika ITS-RFLP (ang. ITS-Restriction Fragment Lenght Polymorphism),
niemniej jednak wielu autorow wykorzystuje te¢ metod¢ do identyfikacji
gatunkowej dermatofitow. W przeprowadzonych przeze mnie badaniach
diagnostycznych postuzylem si¢ czterema enzymami restrykcyjnymi: Mval,
Hinfl, Hhal, EcoRIl, do cigcia amplikonu ITS, a uzyskane profile
elektroforetyczne  poddatem  analizie ~w  programie  BioNumerics
(VilberLourmat, France). Trawienie restrykcyjne czasteczki ITS 22 izolatow
klinicznych T. mentagrophytes (publikacja nr 1) enzymami Mval i Hinfl
pozwolito uzyskaé trzy rézne profile elektroforetyczne, w przypadku Hhal
otrzymatem dwa wzory restrykcyjne, a enzym ECORI nie zréznicowat
amplikonow ITS badanych szczepéw. Analiza uzyskanych profili
elektroforetycznych wykazata sze$¢ roznych genotypow czasteczki ITS posrod
badanych szczepdéw dermatofitow. Na dendrogramie skonstruowanym metoda
UPGMA (ang. Unweighted Pair-Group Method Arithmetic) izolaty kliniczne T.
mentagrophytes utworzyly grupy o wspotczynniku podobienstwa wzorow
restrykcyjnych ITS wynoszacym 78%. Pomimo uzyskania wysokiego stopnia
zréznicowania profili, nie mogly by¢ one powigzane z konkretnymi gatunkami
dermatofitow 1 stanowi¢ podstawy identyfikacji. Wydaje si¢, ze technika ITS-
RFLP ma znacznie nizszg sitle¢ dyskryminacyjna, a ze wzgledu na praco- i
czasochlonno$¢ wykonania, jej przydatno$¢ w diagnostyce mikologicznej

dermatofitow jest ograniczona, co wykazaly moje badania.
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Rzadziej stosowana praktyka w diagnostyce dermatofitow jest okreslanie
wilasciwosci enzymatycznych izolatow klinicznych, m. in. oznaczanie
aktywnos$ci keratynazy, elastazy, lipazy, fosfolipazy, proteazy, DNazy i
zelatynazy. Analizujgc aktywno$¢ enzymatyczng dermatofitow wykazano
wystepowanie wyraznych réznic w sktadzie wytwarzanych przez nie enzymow
(Cafarchia i wsp., 2013; Elavarashi i wsp., 2017). W zwigzku z tym moje
zainteresowanie  budzita mozliwos¢ opracowania charakterystycznego
kompleksu taksonomicznego enzyméw dla poszczegdlnych rodzajow i
gatunkow dermatofitéw. Podjeta przeze mnie proba okreslenia profilu
wytwarzanych enzymow przez poszczegdlne gatunki dermatofitow, m. in. T.
mentagrophytes, T. verrucosum, T. rubrum, T. equinum, M. canis, M. nanum, M.
gallinae i E. floccosum, wykazata, ze nie istnieje charakterystyczny profil
enzymatyczny, bedacy jednoznacznym wskazaniem diagnostycznym gatunku
dermatofitu (publikacja nr 5). Niemniej jednak pewne zalezno$ci daje si¢
wyraznie zaobserwowaé. W przeprowadzonych badaniach wykazatem, ze
jedynie keratynaza wydaje si¢ by¢ skorelowana z pojawieniem si¢ infekcji
dermatofitem, niezaleznie od gatunku patogenu. Inne enzymy wytwarzane sg
przez rozne gatunki dermatofitdéw z réznymi czgstotliwosciami, np. proteaza
zwigzana jest z infekcjami izolatami klinicznymi T. mentagrophytes, a DNaza

jest charakterystyczna dla T. verrucosum (publikacja nr 5).

Ocena optymalnego czasu, typu hodowli oraz metody izolacji DNA w

diagnostyce molekularnej dermatofitow

Molekularne metody diagnostyki dermatofitow wymagaja
wystandaryzowanej, szybkiej, tatwej 1 wydajne metody izolacji DNA. Zazwyczaj
nalezy wzig¢ pod uwage dwa kluczowe czynniki procedury ekstrakcji DNA.
Pierwszym z nich jest maksymalizacja wydajnosci techniki uzyskiwania
preparatu DNA, a po drugie - zapewnienie, ze wyekstrahowany DNA jest podatny
na reakcje enzymatyczne, takie jak amplifikacja i cigcie restrykcyjne. Zatem,
wlasciwy dobor czasu inkubacji izolatu Kklinicznego dermatofitu i typu
zastosowane] hodowli, a takze skuteczna metoda izolacji DNA, taczaca dwa
kluczowe czynniki, jest niezbedna do prawidtowego przeprowadzenia dalszych

etapow diagnostyki molekularnej dermatofitow. W literaturze nie byto dotychczas
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doniesien rozwigzujacych ten problem. W publikacji, stanowigcej omawiane
osiggniecie naukowe, okreslitem optymalny czas inkubacji, metode hodowli i
izolacji DNA, stanowigce podstawe do analiz molekularnych dermatofitow o
najwigkszym znaczeniu epidemiologicznym w Europie, tj. M. canis, T.
mentagrophytes i T. verrucosum (publikacja nr 2). Dokonana przeze mnie ocena
uzyskanych r6znymi metodami preparatow DNA polegata przede wszystkim na
wyborze optymalnej techniki hodowli, z wykorzystaniem podtoza stalego i
pltynnego, w roznych przedziatach czasowych inkubacji grzybow. Analizie
porownawczej poddatem nastepujace metody ekstrakcji DNA: technike z
wykorzystaniem mieszaniny fenol-chloroform-alkohol izoamylowy, technike z
wykorzystaniem CTAB, a takze cztery powszechnie uzywane zestawy kliku

producentow.

Najwyzsze stezenie 1 czysto$§¢ preparatow DNA dla wszystkich
analizowanych organizmow uzyskiwano stosujac metode fenol-chloroform
(publikacja nr 2). Metoda CTAB pozwalata wyizolowa¢ DNA na poziomie
wydajnosci wynoszacym 62.21% wobec stgzenia DNA otrzymanego za pomoca
pierwszej techniki. W przypadku zestawéw komercyjnych, najwicksza
efektywnos¢ ekstrakcji wykazano dla zestawu firmy Macherey-Nagel (35.53%
wobec metody fenol-chloroform), nastepnie dla zestawu firmy EuryX (25.97%),
GeneAll (18.99%) i A&A Biotechnology (15.41%). Uzyskane przeze mnie
wyniki wskazujg, ze dla M. canis i T. verrucosum statystycznie istotnie wyzszg
wydajnos¢ ekstrakcji DNA uzyskiwano po 7 dniach inkubacji niezaleznie od
zastosowanego typu hodowli (stata czy ptynna). Analiza wynikow otrzymanych
dla T. mentagrophytes nie wykazata statystycznie istotnych réznic w preparatach
DNA uzyskiwanych w 7-dniu inkubacji (publikacja nr 2). Jednakze, notowana
byta tendencja wigkszej efektywnosci izolacji w tym okresie hodowli.
Dodatkowo, lepszym wyborem w przypadku tego dermatofitu jest stosowanie
hodowli na podtozu statym. Ostatecznie, w przeprowadzonym badaniu
wskazatem metode ekstrakcji DNA z wykorzystaniem mieszaniny fenol-
chloroform i 7 dniowy okres inkubacji jako standard do analiz molekularnych

dermatofitow.
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Analiza historii ewolucyjnej dermatofitow w oparciu o czgsteczke Internal
Transcribed Spacer (ITS)

Sledzenie historii ewolucyjnej mikroorganizmoéw, takze grzybow, stanowi
istotny element w obserwowaniu ich zmiennoS$ci genetycznej | Szacowaniu czasu
dywergencji gatunkéw. Dla dermatofitéw doniesienia dotyczace filogenezy sa
jeszcze sporadyczne, a szerszy zakres badan wymaga zwigkszenia zasobu
ogdlnodostepnych sekwencji w bazach danych. Przeprowadzone przeze mnie
analizy sekwencji czasteczki ITS dostarczyly nie tylko informacji o
przynalezno$ci gatunkowej poszczegdlnych izolatow dermatofitow, ale rowniez
uzyskane sekwencje postuzyty do wykonania analizy filogenetycznej (publikacja
nr1, 3i4). Literatura wskazuje na dwie uzyteczne w odwzorowywaniu filogenezy
dermatofitow sekwencje: genu chs-1 i fragmentu ITS. Ta druga jest obecnie
uznawana za ‘zloty standard’ w $ledzeniu historii ewolucyjnej mikroorganizmow
eukariotycznych i1 zostala wykorzystana przeze mnie do analizy zmienno$ci
genetycznej pozyskanych izolatow klinicznych. Do konstrukcji filogramow
metoda najwigkszego podobienstwa (ML, ang. Maximum Likelihood)
wykorzystywatem autorska technike, w ktérej podstawe okres§lania odleglosci
ewolucyjnych pomigdzy analizowanymi organizmami, stanowil optymalnie
dobrany, wedlug kryterium informacyjnego Akaike, model podstawien

nukleotydowych (publikacja nr 1, 3 i 4).

Analiza filogenetyczna badanych szczepoéw T. verrucosum wskazata, ze
tworza one monofiletyczng grupe, o wspdtczynniku poparcia wynoszacym 99%,
ze szczepem referencyjnym T. verrucosum ATCC10695 (publikacja nr 4).
Odrebna grupe na filogramie utworzyly pozostate analizowane gatunki grzybow
z rodzaju Trichophyton. Z kolei najbardziej ewolucyjnie odlegltymi organizmami
wzglgedem badanych dermatofitow byly Epidermophyton floccosum CBS457.56 i
M. canis CBS113480. Uzyskane przeze mnie wyniki wskazuja na wspdlng droge
ewolucyjng wszystkich badanych izolatow klinicznych i T. verrucosum oraz
odlegly czas dywergencji poszczegdlnych gatunkéw dermatofitow. Analiza
sekwencji ITS szczepoéw T. mentagrophytes wyizolowanych od jednego osobnika,
réwniez wykazata ich bliskie pokrewienstwo ewolucyjne, dodatkowo

potwierdzajac identyfikacje gatunkowa (publikacja nr 3). Na filogramie tacza si¢
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one z T. mentagrophytes CBS318.56 w wezle o poparciu wynoszacym 99%.
Odrgbne grupy utworzyty wilgczone do analizy gatunki Trichophyton spp., a
zupelnie zewnetrznie, jako najdalej ewolucyjnie spokrewnione organizmy,
ulokowaty si¢ E. floccosum ATCC26072 i M. canis ATCC23828.

Wiegkszych trudno$ci nastrecza interpretacja relacji filogenetycznych
stadiow doskonatych T. mentagrophytes complex izolowanych od réznych
gatunkéw zwierzat, zwlaszcza futerkowych (publikacja nr 1). Filogram obrazuje
bliskie ewolucyjne powigzanie migdzy izolatami Klinicznymi i dermatofitami
referencyjnymi z gatunku A. vanbreuseghemii i T. interdigitale, ktore taczy wezet
o wspodlczynniku poparcia wynoszacym 100%. Odrebng grupe tworza szczepy
identyfikowane jako A. benhamiae. Dodatkowo, jeden szczep identyfikowany
jako A. benhamiae wykazuje inng filogenezg i tworzy niezalezng gataz, ktora
faczy sie¢ w wezle o wspodtczynniku poparcia wynoszacym 73% ze szczepem
referencyjnym A. benhamiae CBS112371 i pozostalymi izolatami
klasyfikowanymi do tego gatunku. Przedstawione wyniki wskazuja
jednoznacznie na odmienne pochodzenie filogenetyczne  gatunkow
klasyfikowanych jako T. mentagrophytes complex i ich krotka wspolng droge

ewolucyjna.

Analiza stopnia zréinicowania genomow dermatofitow metodami markerow

molekularnych i typowanie epidemiologiczne

Jednym z kluczowych etapow analizy genetycznej dermatofitow jest
genotypowanie zebranych izolatow klinicznych. Z epidemiologicznego punktu
widzenia wydaje si¢, ze jest to w wielu przypadkach niezastgpowalny element
umozliwiajacy wskazanie zrodta infekcji. Badania epidemiologiczne nad
infekcjami wywolywanymi przez dermatofity zoofilne u ludzi i zwierzat
wykazaty brak fenotypowego markera zrodta zakazenia (da Costa i wsp., 2013;
Shafiee i wsp., 2014). Epidemiologiczne wskazanie pierwotnego zrodta infekcji
oraz mozliwych drog jej rozprzestrzeniania wymaga stosowania metod opartych
zwykle na analizie catego genomu grzyba. Metody markeréw molekularnych
majg rozdzielczo$¢ znacznie wyzszg niz okreslenie gatunku i pozwalaja na

zréznicowanie wewnatrzgatunkowe, a w konsekwencji, umozliwiaja prowadzenie
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dochodzenia  epidemiologicznego z  wysokim  prawdopodobienstwem

powodzenia.

Metodami o wysokiej sile dyskryminacyjnej, ktore zastosowatem, w
badaniach stanowiacych osiagnigcie naukowe, do okreslania stopnia
zréznicowania genomow szczepdéw dermatofitow byly nastepujace oznaczenia:
MSP-fingerprinting (MicroSatellitte Primed fingerprinting) oraz MP-PCR (PCR
Melting Profile). W przeprowadzonych badaniach, odnotowatem, iz jeden
osobnik moze by¢ zarazony zréznicowanymi fenotypowo i genomowo szczepami
T. mentagrophytes (publikacja nr 3). Wieloszczepowe zakazenie T.
mentagrophytes udokumentowatem w badaniu hodowlanym, a dodatkowo
potwierdzitem metodg MP-PCR. Stosujac t¢ metod¢ ujawnitem cztery odmienne
profile elektroforetyczne izolatow wywotujacych dermatofitozg. Wszystkie
uzyskane od tego samego osobnika szczepy byly genetycznie odmienne od siebie,
a dodatkowo, w tym przypadku, réznorodno$¢ genetyczna odpowiadata
zroznicowaniu morfologicznemu uzyskanemu w badaniu hodowlanym.
Srodowisko mikologéw przedstawialo do tej pory stanowisko, oparte na
wynikach rutynowo przeprowadzanej diagnostyki oznaczajacej wytacznie cechy
morfologiczne, iz tylko jeden izolat moze by¢ rozpoznany od pojedynczego
pacjenta (Weitzmann i Summerbel, 1995). Bioragc powyzsze pod uwage, a
dodatkowo opierajgc si¢ na wynikach wlasnych i1 doniesieniach literatury,
uzasadnione wydaje si¢ stwierdzenie o odrgbnym Zzrdédle infekcji kazdym ze

szczepow przez zwierze (publikacja nr 3).

Nie zawsze uzyskiwane wyniki genotypowania odpowiadajg jednak w tak
bezposredni sposob mozliwej genezie infekcji. W przeprowadzonej przeze mnie
analizie metodg MP-PCR 28 szczepdw klinicznych T. verrucosum pochodzacych
od krow 1 owiec z rdznych gospodarstw oraz hodowcoéw, pracujacych w tych
gospodarstwach, zebranych na przestrzeni az 40 lat, nie udalo si¢ uchwycié
zadnego zrdznicowania genomoéw badanych dermatofitow (publikacja nr 4).
Pomimo, ze izolaty pozyskiwane byly od réznych zwierzat, z roznych farm i w
odlegtych okresach czasu, zadne dwa rozne profile elektroforetyczne nie zostaty
uzyskane. Dotaczenie drugiej analizy metoda markeréw molekularnych, MSP-

fingerprinting ze starterami (GTG)s i (GACA)4 réwniez nie ujawnito zadnego

20



Zalgcznik nr 2 do wniosku o przeprowadzenie postegpowania habilitacyjnego
dr Sebastian Gnat

zroznicowania genomoéw szczepow T. verrucosum. W literaturze brak jest
doniesien dotyczacych genotypowania T. verrucosum, a powodem moze by¢
wysoka stabilno$¢ genomowa tego dermatofitu i trudnosci z izolacjg czystej
kultury. Tym bardziej zaskakujacym wydaje si¢, odnaleziona heterogennosc
sekwencji czasteczki ITS tych szczepow. W analizie, ktérg przeprowadzitem,
sekwencja ITS izolatow T. verrucosum o dtugo$ci 625 pz posiadata sumarycznie
siedem pozycji zmiennych. Po wykonaniu przyréwnania sekwencji wszystkich
badanych szczepow, wskazano sze$¢ réznych grup i laczaca je zaleznosc,
umozliwiajaca wskazanie farmy, niezaleznie od roku izolacji grzyba, z ktorej
pochodzit dermatofit. Podobnie, izolaty kliniczne pochodzace od hodowcow byty
identyczne jak te od zwierzat z tych samych farm (publikacja nr 4). Chociaz
stopien zakonserwowania czasteczki ITS jest zbyt wysoki, aby w sposob
wiarygodny oceni¢ zrdéznicowanie wewnatrzgatunkowe dermatofitow, w
omawianym przeze mnie przypadku, zaledwie 1.5% zmiennych loci ujawniato

pochodzenie izolatow.
Stopien aktywnosci enzymatycznej i hemolitycznej dermatofitow zoofilnych

Patogeneza grzybic powierzchownych zwigzana jest z produkcja
egzoenzymow przez dermatofity. Enzymatyczne czynniki  wirulencji
dermatofitow sa standardowo okre§lane fenotypowo, na podstawie stopnia
aktywnos$ci enzymu. Do tego celu uzywa si¢ opisanych 1 wystandaryzowanych
podlozy hodowlanych. Dotychczas zostala zbadana zdolno$¢ do wytwarzania
nastgpujacych enzymoéw: keratynazy, fosfolipazy, lipazy, zelatynazy, DNazy.
Wykazano, ze keratynaza jest najwazniejszym czynnikiem zjadliwosci u
dermatofitow, a elastaza odpowiada w gtownej mierze za wystgpowanie zmian
skornych u cztowieka (Vermout i wsp., 2008; Sharma i wsp., 2011). Z kolei
wysoki poziom wytwarzanej DNAzy zwigzany jest z intensywnoscig procesu
zapalnego u ludzi (Cafarchia i wsp., 2011; Elavarashi i wsp., 2017). Podobnie
lipazy i proteazy, ktore sa odpowiedzialne za poczatek infekcji wywolanej przez
dermatofity, poprzez uszkadzanie i rozluznianie stratum corneum w naskorku
czlowieka, i jak si¢ przypuszcza takze u zwierzat (Vermout i wsp., 2008;
Cafarchia i wsp., 2011). Natomiast brak jest dostepnych wynikéw badan

poréwnawczych, ktére uwzgledniatyby aktywno$¢ enzymatyczng dermatofitow
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w odniesieniu do intensywnos$ci objawow klinicznych u zarazonego organizmu, a
takze samego gatunku gospodarzy. W tym aspekcie istotne jest, czy ten sam izolat
kliniczny wyizolowany od zwierzecia i zainfekowanego cztowieka prezentuje
odmienny profil enzymatyczny badz stopien aktywno$ci enzymatycznej.
Okreslenie stopnia aktywno$ci enzymatycznej mogloby shuzy¢ za czynnik
prognostyczny dla przebiegu samego procesu chorobowego, ale i mozliwosci jego

dalszego rozprzestrzeniania.

W przeprowadzonych przeze mnie badaniach, okreslitem aktywnosc¢
enzymatyczng  izolatow  klinicznych ~ pochodzacych  od  zwierzat
symptomatycznych, asymptomatycznych i czlowieka nastgpujacych gatunkow
dermatofitow: T. mentagrophytes, T. verrucosum, T. rubrum, T. equinum, M.
canis, M. nanum, M. gallinae i E. floccosum. Ogélny stopien aktywnoS$ci
enzymatycznej oznaczylem na 67%, przy czym byl on zréznicowany u
poszczegolnych gatunkow dermatofitow. Wykazatem, ze wszystkie testowane
szczepy posiadaja aktywno$¢ keratynazy, a dodatkowo 96% z nich takze
fosfolipazy (publikacja nr 5). Najstabsza aktywno$¢ sposrod testowanych
enzymow wykazatem dla elastazy i zelatynazy, odpowiednio 23% 1 14%. Co
wiecej, aktywnos$ci zelatynazy nie wykazywat zaden szczep M. gallinae i E.
floccosum, a elastazy T. equinum, M. nanum i M. gallinae. Analiza wynikow
wskazala, ze statystycznie istotnie wyzsza aktywno$¢ proteazy, elastazy i DNazy
wystepowata u izolatow T. mentagrophytes, T. rubrum i T. verrucosum niz u
innych badanych szczepoéw. Z kolei aktywno$¢ elastazy znajdowala si¢ na
statystycznie istotnie wyzszym poziomie u szczepow M. canis niz u T.
mentagrophytes. Badania, ktore przeprowadzitem, udowadniajg, ze keratynaza
jest gtbwnym czynnikiem wirulencji dermatofitow, a ocena stopnia jej aktywnosci

stanowi uzyteczng technike prognostyczng infekcji.

Natomiast analiza aktywnosci enzymatycznej dermatofitow w zaleznosci od
pochodzenia materialu diagnostycznego wykazata statystycznie wyzsza
produkcje¢ keratynazy u szczepéw T. mentagrophytes i T. verrucosum
pochodzacych od zwierzat symptomatycznych, a w przypadku M. canis od
zwierzat asymptomatycznych (publikacja nr 5). Z kolei, statystycznie wigkszy

odsetek szczepow T. mentagrophytes, T. verrucosum i M. canis, ktore
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produkowaty elastaze, pochodzit z infekcji od ludzi. Nie stwierdzono natomiast
zadnych roznic w aktywnosci tego enzymu niezaleznie od pochodzenia izolatow.
Uzyskane wyniki pozwolity wykaza¢ korelacje aktywnosci elastazy z

wystepowaniem nasilonych zmian skérnych u ludzi.

W literaturze naukowej pojawiaja si¢ doniesienia, ze aktywno$¢
enzymatyczna, tym samym stopien wirulencji, dermatofitow =zalezy od
gospodarza. W tym aspekcie ciekawe wydajg si¢ by¢ wyniki, przeprowadzonych
przeze mnie, badan nad aktywnos$cig enzymow w wieloszczepowym zakazeniu na
tle T. mentagrophytes jednego osobnika. Oznaczony stopien wirulencji czterech
izolatéw klinicznych wykazatl, ze wszystkie produkuja keratynaze, fosfolipaze i
proteaz¢ na zblizonym poziomie aktywnosci, bez uchwytnych statystycznie
istotnych réznic w strefach rozktadu substratow (publikacja nr 3). Z drugiej
strony, zaden z nich nie wykazal aktywnosci lipazy i zelatynazy. Obserwacje te
nie koreluja z wynikami uzyskanymi w badaniu 61 szczepdéw klinicznych T.
mentagrophytes réznego pochodzenia, w ktorym aktywnos¢ lipazy wykazato 90%
izolatow, a zelatynazy 16% z nich (publikacja nr 5). Odnoszac uzyskane wyniki
do symptomatycznych infekcji T. mentagrophytes, taka bylo zakazenie
wieloszczepowe, aktywnosci lipazy 1 zelatynazy wykazato odpowiednio 95% 1
15% badanych szczepoéw. Wydaje sie wiec, ze wytwarzanie enzymow jest $cisle

skorelowane z gospodarzem infekcji.

Biorac pod uwage hemolizyny jako czynniki wirulencji, stopien aktywnosci
hemolitycznej moze by¢ istotny w rozwoju infekcji w zaleznosci od gatunku
dermatofitow. Brak jest szerszych badan nad zrdéznicowaniem aktywnoSci
hemolitycznej gatunkow 1 szczepow dermatofitow, a takze doniesien nad
specyficznoscig gatunkowg hemolizyn dermatofitow. W jednym z nielicznych
dostepnych w literaturze opracowan wynikow badan, Schaufuss i Steller (2003)
zbadali wrazliwo$¢ erytrocytow pochodzacych od réznych gatunkéow ssakow na
hemolizyn¢ wyizolowang z T. mentagrophytes i zasugerowali, ze hemolizyna
wykazywata specyficzno$¢ wobec gatunku, od ktérego pochodzity erytrocyty.
Ponadto, wykazano, ze ludzkie erytrocyty byly najbardziej odpornymi
komorkami, stad hemolizyna moze by¢ mniej wazna w patogenezie dermatofitozy

zoofilnej u ludzi (Schaufuss i Steller, 2003; Elavarashi i wsp., 2017). Oznaczony
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w ramach badan, stanowigcych osiggniecie naukowe, ogdlny stopien aktywnosci
hemolitycznej testowanych 234 izolatéw klinicznych dermatofitow wynosit 75%.
Wykazatem, ze wszystkie badane szczepy T. mentagrophytes sg zdolne do
wywotywania hemolizy. Na przeciwleglym biegunie znajdowaly si¢ izolaty M.
nanum, z ktérych zaden nie wykazywat tej wiasciwosci (publikacja nr 5).
Natomiast, statystycznie istotnie wyzszy odsetek izolatow klinicznych M. canis
pochodzacych z infekcji ludzi, niz od zwierzat symptomatycznych i
asymptomatycznych, wykazywat hemoliz¢. Podobnej zalezno$ci nie udato si¢
stwierdzi¢ dla szczepoéw T. mentagrophytes i T. verrucosum. Wykazatem rowniez
wysoki stopien aktywnosci hemolitycznej czterech izolatow klinicznych T.
mentagrophytes infekujacych jednego osobnika, dodatkowo znajdowat si¢ on na
zblizonym poziomie dla wszystkich szczepoéw (publikacja nr 3). Przeprowadzone
badania wskazuja, ze zdolno$¢ do wywolywania hemolizy jest jednym z
czynnikow wirulencji dermatofitow, jednak stopien tej aktywno$ci nie moze

stanowi¢ jednoznacznego czynnika prognostycznego nasilenia infekcji.
IV. Podsumowanie

Badania przedstawione w omawianych publikacjach stanowigcych osiggniecie
naukowe dostarczyty istotnych danych dotyczacych metod diagnostyki, w tym technik
molekularnych, typowania epidemiologicznego i czynnikow wirulencji dermatofitow
zoofilnych o najwigkszym znaczeniu W Europie. Pula szczepdéw jaka pozyskatem do
przeprowadzenia badan stanowita reprezentatywng grupe epidemiologicznie istotnych
gatunkow dermatofitow pochodzacych od zwierzat symptomatycznych, a skrupulatny sposéb
zbierania materialu diagnostycznego i1 obserwowania ognisk infekcji umozliwit izolacje
szczepOw klinicznych takze od ludzi oraz zwierzat asymptomatycznych. Podjatem dziatania w
kierunku opracowania wystandaryzowanej $ciezki diagnostyki molekularnej, dost¢pnej do
wykonania w kazdym laboratorium mikrobiologicznym i prezentujacej wystarczajacy poziom
rozdzielczosci, umozliwiajacy rzetelng identyfikacj¢ gatunku grzyba. W przedstawionych
publikacjach zaproponowatem stosowanie identyfikacji dermatofitow poprzez potaczenie
wynikow wstepnego morfotypowania, ze szczegdlnym uwzglednieniem makromorfologii
izolatow, z badaniem genomowym opartym na okreslaniu masy molekularnej amplikonu genu
chs-1, w watpliwych przypadkach diagnostycznych, i analizie sekwencji czasteczki ITS. Jako

uzupehienie rutynowo wykonywanej identyfikacji gatunkowej grzyba, wskazatem mozliwos¢
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typowania epidemiologicznego z zastosowaniem metod markeréw molekularnych, a takze
udowodnitem, ze w pewnych przypadkach juz sama zmienno$¢ sekwencji ITS moze
wykazywac uzyteczno$¢ we wskazywaniu zrodia infekcji.

Gloéwne ograniczenie stosowania metod molekularnych w diagnostyce dermatofitow
stanowi ekstrakcja DNA w wysokim stezeniu i czysto$ci. W przeprowadzonych badaniach
wystandaryzowatem optymalny czas prowadzenia hodowli i technik¢ izolacji DNA dla
dermatofitow, wskazujac 7-dniowy okres inkubacji i metode z wykorzystaniem mieszaniny
fenol-chloroform jako niezawodny sposob uzyskania diagnostycznego preparatu DNA.

Dodatkowo, podjatlem probe opracowania i wprowadzenia do postepowania
diagnostycznego przy infekcjach dermatofitami, gatunkowo charakterystycznego profilu
enzymatycznego. Pomimo braku wykazania jednoznacznego wzorca enzyméw mozliwego do
wykorzystania w identyfikacji, udato si¢ oceni¢ jak ksztattuje si¢ aktywnos$¢ enzymatyczna
bedaca kluczowym czynnikiem wirulencji grzybow. Stwierdzilem korelacje pomigdzy
wytwarzaniem keratynazy a infekcja dermatofitem niezaleznie od gatunku i gospodarza
infekcji, a takze powigzanie aktywnosci elastazy z powstawaniem zmian chorobowych u ludzi.

Wazng czg$cig, prowadzonych w ramach osiggniecia naukowego, badan bylo
odwzorowanie filogenezy czasteczki ITS dermatofitow. Dotychczas w literaturze naukowe;j
temat ten podejmowany byl sporadycznie ze wzgledu na niewielka dostgpnos¢ sekwencji ITS
izolatow klinicznych w bazach danych. Wykazalem, ze szczepy kliniczne réznych gatunkéw
dermatofitow tworza monofiletyczne grupy z gatunkami referencyjnymi, zgodnie z
przeprowadzong identyfikacja, o wysokich wspotczynnikach poparcia gatezi. Dodatkowo,
wszystkie uzyskane sekwencje ITS umiesScilem w bazach, otrzymujac numery dostepowe,
celem zwigkszenia zasobu informacji do dalszych badan dotyczacych historii ewolucyjnej

dermatofitow.
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5. Oméwienie pozostalych osiagnie¢ naukowo-badawczych:

Studia na Wydziale Biologii i Nauk o Ziemi Uniwersytetu Marii Curie-Sktodowskiej w
Lublinie ukonczytlem w 2009 roku obrong pracy magisterskiej. W tym samym roku zostatem
zatrudniony na stanowisku starszego referenta inzynieryjno-technicznego w Zaktadzie
Mikrobiologii Ogodlnej (obecna nazwa Zaktad Genetyki i Mikrobiologii) Wydziatu Biologii i
Biotechnologii UMCS w Lublinie. Od poczatku pracy na Wydziale Biologii i Biotechnologii,
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oprocz pracy inzynieryjno-technicznej, realizowatem moje zainteresowania naukowe, ktore
byty skoncentrowane na szeroko pojetej diagnostyce | taksonomii bakterii, zwlaszcza bakterii
brodawkowych. Od poczatku pracy naukowej szczegoOlnie interesujagce byly dla mnie
zagadnienia zwigzane z rozwojem i stosowaniem nowoczesnych, molekularnych technik
diagnostycznych, identyfikacyjnych i klasyfikacyjnych, ktore staratem si¢ wedle mozliwos$ci
wprowadza¢ do wlasnego warsztatu pracy laboratoryjnej. W roku 2012 podjatem zatrudnienie
w Zaktadzie Mikrobiologii Weterynaryjne Wydziatu Medycyny Weterynaryjnej Uniwersytetu
Przyrodniczego w Lublinie na stanowisku asystenta. Wowczas, nie rezygnujac z prowadzenia
rozpoczetych badan na UMCS, podjatem si¢ analizy drugiego istotnego problemu, jakim byta
oporno$¢ drobnoustrojéw na antybiotyki, chemioterapeutyki oraz inne czynniki
przeciwdrobnoustrojowe. Jednoczes$nie realizowatem badania, pod kierunkiem prof. dr hab.
Wandy Matek w Zaktadzie Genetyki i Mikrobiologii UMCS, skupione na molekularnej
identyfikacji izolatow bakterii brodawkowych, ktore zakonczytem przygotowaniem rozprawy
doktorskiej. W tamtym okresie, szczegolnie zainteresowatem si¢ rowniez tematyka rozwoju
metod diagnostyki dermatofitow, zwlaszcza technik molekularnych, ktére to badania realizuje
do dnia dzisiejszego. Od wielu lat uczestnicze¢ czynnie lub biernie w sympozjach, konferencjach
oraz szkoleniach dotyczacych zagadnien zwigzanych z tg tematyka. Moje badania naukowe,
obejmujace liczne gatunki dermatofitow, zwigzane sa nie tylko z ich diagnostyka, ale takze
lekooporno$cia, zjadliwo$cia oraz patogeneza i epidemiologia wywolywanych przez nie
zakazen. Badania te prowadz¢ od lat w $cistej wspolpracy z klinicystami 1 terenowymi
lekarzami weterynarii zajmujacymi si¢ chorobami zakaznymi zwierzat roznych gatunkow.
Doswiadczenie naukowe zdobyte w trakcie pracy badawczej i diagnostycznej jest mi niezwykle
przydatne w prowadzeniu zaje¢ dydaktycznych z zakresu mikrobiologii weterynaryjnej dla

studentow Wydziatu Medycyny Weterynaryjnej UP w Lublinie.
a) Dorobek naukowy przed uzyskaniem stopnia naukowego doktora:

Od poczatku pracy naukowo-badawczej moje zainteresowania koncentrowaty si¢ na szeroko
pojetej diagnostyce mikrobiologicznej, a szczegdlnie wokol zagadnien wielokierunkowe;j
taksonomii drobnoustrojow, a takze okreslaniu koncepcji i definicji gatunku bakteryjnego. W
pracy laboratoryjnej zajmowalem si¢ charakterystyka fizjologiczng 1 biochemiczng
drobnoustrojow, jak rowniez wykorzystywatem techniki molekularne do genotypowania i

okres$lania pokrewienstwa filogenetycznego bakterii. Poznalem 1 stosowatem programy
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komputerowe do analizy stopnia pokrewienstwa bakterii w oparciu o nukleotydowe sekwencje

genow oraz oceniajgce podobienstwo mikroorganizmow metodami markeréw molekularnych.

Moje prace badawcze mialy na celu okreslenie wiasciwosci fenotypowych,
genomowych i ustalenie relacji filogenetycznych mikrosymbiontéw dziko rosngcej rosliny
bobowatej Astragalus glycyphyllos (traganek szerokolistny) pochodzacych z Polski. Wykonana
w pierwszej kolejnosci analiza numeryczna 102 cech fenotypowych, 28 izolatéw z brodawek
korzeniowych traganka szerokolistnego, wykazala, ze tworza one wspdlng grupg z
przedstawicielami bakterii rodzaju Mesorhizobium. Na dendrogramie przedstawiajacym
stopien podobienstwa fenotypowego bakterii, wszystkie mikrosymbionty Astragalus
glycyphyllos oraz bakterie rodzaju Mesorhizobium tworzyty wspolny fenon przy
wspotczynniku podobienstwa 76%, co $wiadczy o wysokim stopniu podobienstwa

fenotypowego mikrosymbiontéw Astragalus glycyphyllos i bakterii rodzaju Mesorhizobium.

W celu ustalenia pozycji rodzajowej badanych bakterii wykonalem analize¢
porownawczg sekwencji nukleotydowych genu 16S rRNA, wybranych mikrosymbiontow A.
glycyphyllos i odpowiednich sekwencji nukleotydowych szczepow referencyjnych. Sekwencje
16S rDNA badanych mikrosymbiontéw Astragalus glycyphyllos byty podobne migdzy sobg w
95- 99%, za$ ich stopien podobienstwa do sekwencji 16S rDNA réznych gatunkéw rodzaju
Mesorhizobium miescit si¢ w granicach 95- 97%. Zgodnie z przyjetymi zasadami klasyfikacji
bakterii do rodzaju, ryzobia specyficzne dla Astragalus glycyphyllos zostaty przydzielone do
rodzaju Mesorhizobium. Przynalezno$¢ bakterii specyficznych dla A. glycyphyllos do rodzaju
Mesorhizobium potwierdzitem w oparciu 0 analiz¢ fragmentéw restrykcyjnych 16S rDNA
(RFLP-16S rDNA).

Do konstrukeji filograméw obrazujacych relacje filogenetyczne mikrosymbiontow
Astragalus glycyphyllos do znanych gatunkéw bakterii brodawkowych wykorzystatem metode
najwiekszej wiarygodnos$ci (ML, ang. maximum likelihood), w ktorej bazuje si¢ na najbardziej
odpowiednim modelu ewolucji, dopasowanym do analizowanych sekwencji DNA. Otrzymany
filogram genu 16S rRNA wskazal, Ze organizmami najblizszymi filogenetycznie do
symbiontow Astragalus glycyphyllos sa bakterie rodzaju Mesorhizobium, z ktérymi badane
izolaty z brodawek korzeniowych A. glycyphyllos utworzyty wspolng monofiletyczng grupe
przy wspotczynniku poparcia (bootstrap) 95%. Jednocze$nie sekwencje te wykazaty

najwicksze podobienstwo do sekwencji genu 16S rRNA przedstawicieli rodzaju
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Mesorhizobium (98-99%). Na drzewie filogenetycznym badane izolaty utworzyly wspdlna

grupe z bakteriami rodzaju Mesorhizobium.

W identyfikacji i réznicowaniu bakterii, w tym takze bakterii brodawkowych, bardzo
wazne miejsce zajmujg metody molekularne oparte na analizie polimorfizmu genomowego
DNA. W analizie stopnia zréznicowania genomowego symbiontow Astragalus glycyphyllos w
oparciu o analiz¢ numeryczng profili ich DNA uzyskanych metodami RAPD, ERIC oraz AFLP
wyodregbnitem 25 genomotypow. Tylko 3 szczepy wykazaty identyczne profile DNA, co moze
sugerowac, ze reprezentuja one ten sam klon bakteryjny lub uzyte metody maja zbyt niska

rozdzielczos$¢ aby wykazac ich zréznicowanie genomowe.

Pomimo szeroko uznawanej wiarygodnosci 16S rDNA jako markera filogenetycznego,
okreslanie pokrewienstwa mikroorganizméw prokariotycznych wylacznie na podstawie
sekwencji tego jednego genu moze by¢ obarczone bledem, gtéwnie ze wzgledu na mozliwos¢
zachodzenia procesu horyzontalnego transferu genéw. Z tych powodow w analizie
filogenetycznej bakterii, poza 16S rDNA, wykorzystuje si¢ obecnie dodatkowo inne markery
molekularne, tj. geny metabolizmu podstawowego (ang. housekeeping genes), np. dnakK, atpD,
recA, rpoB, gInA, gyrB, ktore charakteryzuja si¢ wigkszg sitg roznicowania nizszych taksonow,
tj. gatunkéw 1 podgatunkéw. Analiza poréwnawcza sekwencji nukleotydowych wszystkich
wlaczonych do analizy genow rdzeniowych, potwierdzita ustalone, w oparciu o sekwencje 16S
rDNA, pokrewienstwo filogenetyczne badanych izolatow z bakteriami rodzaju Mesorhizobium.
Rowniez na podstawie analizy MLSA (ang. multi-locus sequence analysis) mozna stwierdzi¢,
ze ewolucyjnie najblizszymi ,krewnymi” izolatow z brodawek korzeniowych traganka
szerokolistnego sa, odpowiednio, Mesorhizobium amorphae ACCC19665 (87- 88%
identycznosci sekwencji), Mesorhizobium septentrionale SDWO014 (93- 94% identycznos$¢

sekwencji) i Mesorhizobium ciceri USDA3378 (86- 90% identyczno$¢ sekwencji).

Jednym ze wspoélczesnych standardow niezbednych dzisiaj do okreSlenia nowego
gatunku bakteryjnego jest stopien podobienstwa DNA-DNA oznaczony metodg hybrydyzacji.
Uzyskane wyniki wskazaly na wysoki stopien reasocjacji migdzy DNA pochodzacym z
r6znych mikrosymbiontéw Astragalus glycyphyllos, co §wiadczy o ich przynaleznos$ci do tego
samego genomogatunku. Stopien hybrydyzacji DNA-DNA tych szczepoéw zawieratl si¢ w
przedziale 86.6- 98.6%. Wysoki stopien reasocjaciji, tj. 77.5 — 83.3% stwierdzitem migdzy DNA
izolatow z brodawek korzeniowych Astragalus glycyphyllos a DNA Mesorhizobium amorphae

ICMP15022. Na tej podstawie mozna stwierdzi¢, ze symbionty specyficzne dla traganka
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szerokolistnego naleza do genomogatunku Mesorhizobium amorphae. Z kolei zawartos$¢ zasad
G+C w genomowym DNA wybranych mikrosymbiontéw Astragalus glycyphyllos zawierata
si¢ w przedziale 59,39- 62,11mol%. Na podstawie uzyskanych informacji stwierdzitem, ze
zawarto$¢ G+C w genomowym DNA symbiontéw specyficznych dla traganka szerokolistnego
miescita si¢ w zakresie typowym dla bakterii brodawkowych z rodzaju Mesorhizobium

wynoszgcym 59-64 mol%.

Molekularna filogeneza genéw symbiotycznych (Sym) ryzobiow stanowi dopelnienie
ich wielokierunkowej charakterystyki. Geny symbiotyczne to tzw. geny adaptatywne, a ich
produkty stuzg utworzeniu symbiozy z gospodarzem roslinnym. W wielu przypadkach historia
ewolucyjna gendw symbiotycznych ryzobidow jest niezalezna od tej, jaka wykazuja geny
rdzeniowe. W badaniach genealogii ryzobiow specyficznych dla Astragalus glycyphyllos jako
markery symbiotyczne wybratem: gen nodA, nodC, nodD i nodH. Na filogramach wszystkich
badanych genéw nod, ryzobia specyficzne dla Astragalus glycyphyllos tworzyty
monofiletyczne grupy z wszystkimi wigczonymi do analizy bakteriami rodzaju Mesorhizobium
przy wysokich warto$ciach wspotczynnika ,.bootstrap”. Generalnie, filogeneza wspolnych
gendw nod, tj. nodA, nodC i nodD mikrosymbiontow Astragalus glycyphyllos byta podobna do

filogenezy ich gen6w rdzeniowych, co wskazuje na ich koewolucje.

Jednym z etapow ustalenia pelnej genealogii bakterii brodawkowych jest takze analiza
sekwencji genow nif, dostarczajacych informacji o relacjach miedzy ryzobiami a innymi
bakteriami diazotroficznymi. Histori¢ ewolucyjng nitrogenazy okresla si¢ najczesciej na
podstawie sekwencji genu nifH kodujacego jej podjednostke zwang reduktazg nitrogenazy. Na
drzewie filogenetycznym genu nifH, mikrosymbionty Astragalus glycyphyllos, o stopniu
podobienstwa sekwencji tego genu 88-100%, utworzyly wspdlng grupg o wspotczynniku
poparcia wynoszacym 96% i duze, monofiletyczne grono (wspodtczynnik poparcia 89%) ze
wszystkimi wigczonymi do analizy bakteriami rodzaju Mesorhizobium. Historia ewolucyjna
genu nifH symbiontow Astragalus glycyphyllos byta zgodna z filogenezg genu 16S rRNA i
innych konserwatywnych genow rdzeniowych, a takze z filogeneza gendow symbiotycznych
nod. Przeprowadzone badania pozwalaty stwierdzi¢, ze droga ewolucyjna symbiotycznej i
niesymbiotycznej czg¢sci genomu badanych bakterii byta zgodna, i Ze na jej przebieg nie miat

wplywu miedzyrodzajowy transfer genow.

Wyniki opisywanych powyzej badan przedstawiono w nastgpujacych publikacjach:
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Gnat S, Wojcik M, Wdowiak-Wrdbel S, Kalita M, Ptaszynska A, Matek W.
Phenotypic characterization of Astragalus glycyphyllos symbionts and their
phylogeny based on the 16S rDNA sequences and RFLP of 16S rRNA gene.
ANTONIE VAN LEEUWENHOEK INTERNATIONAL JOURNAL OF
GENETICS AND MOLECULAR MICROBIOLOGY, 2014; 105: 1033-1048;
doi: 10.1007/s10482-014-0163-y. IF: 1,806; MNiSW: 20 pkt.

Gnat S, Matek W, Olenska E, Tro$cianczyk A, Wdowiak Wrobel S, Kalita M,
Wojcik M. Insight into the genomic diversity and relationship of Astragalus
glycyphyllos symbionts by RAPD, ERIC-PCR, and AFLP fingerprinting.
JOURNAL OF APPLIED GENETICS, 2015; 56: 551-554; doi:
10.1007/s13353-015-0285-6. IF: 1,929; MNiSW: 20 pkt.

Gnat S, Matek W, Olenska E, Wdowiak-Wrdbel S, Kalita M, Lotocka B, Wojcik
M. Phylogeny of symbiotic genes and the symbiotic properties of rhizobia
specific to Astragalus glycyphyllos L. PLOS ONE, 2015; 10(10):e0141504;
doi:10.1371/journal.pone.0141504. IF: 3,057; MNiSW: 40 pkt.

Gnat S, Matek W, Olenska E, Wdowiak-Wrobel S, Kalita M, Rogalski J, Woéjcik
M. Multilocus sequence analysis supports taxonomic position of Astragalus
glycyphyllos symbionts based on DNA:DNA hybridization. INTERNATIONAL
JOURNAL OF SYSTEMATIC AND EVOLUTIONARY MICROBIOLOGY,
2016; 66: 1906-1912; doi: 10.1099/ijsem.0.000862. IF: 2,134; MNiSW: 25 pkt.

Cykl publikacji zostat wyr6zniony Nagrodgq Naukowa II stopnia im. Prof. Edmunda

Mikulaszka Polskiego Towarzystwa Mikrobiologow w 2016 roku.

Uczestniczylem rowniez w badaniach dotyczacych ustalania relacji filogenetycznych

mikrosymbiontéw dziko rosngcej ro$liny bobowatej Robinia pseudoacacia (robinia akacjowa,

grochodrzew biaty) pochodzacych z Polski 1 Japonii. W oparciu o analiz¢ sekwencji

nukleotydowych gendéw symbiotycznych nodA i nodC, zostalo ustalone symbiotyczne

pokrewienstwo izolatbw z brodawek korzeniowych R. pseudoacacia z bakteriami

reprezentujgcymi mikrosymbionty Phaseolus sp. oraz gatunkiem Mesorhizobium amorphae.

Filogeneza genu nifH bakterii specyficznych dla grochodrzewu biatego byta zgodna z historia

ewolucyjng genu 16S rRNA. Na drzewie filogenetycznym genu nifH badane izolaty tworzyty

wspoélne grono z bakteriami reprezentujgcymi rodzaj Mesorhizobium. Obecnos$¢ genu nodH,
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ktory koduje enzym sulfotransferaze, w genomie mikrosymbiontéw R. pseudoacacia, moze
sugerowac, ze bakterie te produkujg specyficzne, sulfonowane czynniki Nod niezbgdne w
symbiotycznych interakcjach z gospodarzem roslinnym. Sposréd 14 badanych roslin,
mikrosymbionty grochodrzewu bialego tworzyly efektywne uklady symbiotyczne jedynie z
przedstawicielami rodzaju Amorpha sp. (Amorpha fruticosa i Amorpha californica) oraz
wlasnym gospodarzem R. pseudoacacia. Analiza brodawek korzeniowych R. pseudoacacia,
przy uzyciu mikroskopu s$wietlnego i elektronowego, wykazata, ze sg to brodawki

niezdeterminowane.
Wyniki opisywanych powyzej badan przedstawiono w publikacji:

] Mierzwa B, Wdowiak-Wrdbel S, Kalita M, Gnat S, Matek W. Insight into the
evolutionary history of symbiotic genes of Robinia pseudoacacia rhizobia
deriving from Poland and Japan. ARCHIVES OF MICROBIOLOGY, 2010;
192: 341-350; doi: 10.1007/s00203-010-0561-0. IF: 1,754; MNiSW: 20 pkt.

Ponadto, bralem udzial w badaniach owadoéw nalezacych do rodziny Pedrusiowate
(Apionidae). Wigkszo$¢ z nich to gatunki kosmopolityczne, a ich larwy zZerujg na ros$linach
uprawnych, waznych z gospodarczego punktu widzenia. Klasyczna identyfikacja tej grupy
owadow opiera sie, przede wszystkim na cechach morfologicznych. W wielu przypadkach jest
to niewystarczajace ze wzgledu na wystepowanie taksonow o podobnych fenotypach oraz
gatunkow blizniaczych. Pozycja systematyczna i status wielu gatunkow byty niejasne i budzity
wiele kontrowersji. Rozwiazaniem okazato si¢ zastosowanie analizy filogenetycznej opartej na
sekwencji specyficznych genow. Podstawowym celem wykonywanych badan stata sie analiza
zastosowania genu COI w taksonomii i systematyce wybranych gatunkow owadow z rodziny
Apionidae. Oznaczone sekwencje genu COI przedstawicieli 23 gatunkow z 15 roznych
rodzajow zostaty poréwnane z dostgpnymi w GenBanku sekwencjami COIl. Wyniki uzyskane
dla genu COI poréwnano z innymi, pochodzacymi z badania genéw: mitochondrialnego,
kodujacego 16S rRNA oraz jadrowego, kodujacego 18S rRNA. Relacje filogenetyczne
otrzymane na podstawie statystycznej analizy sekwencji poszczegolnych gatunkow byty
zblizone do morfologicznego systemu klasyfikacji Apionidae, z pewnymi wyjatkami, w
obrebie plemienia Oxystomatini i rodzajach Ceratapion oraz Exapion. Jednym z osiggni¢¢
pracy bylo rowniez opracowanie metody izolacji DNA z przechowywanych od ponad 60-ciu

lat okazéw muzealnych i eksykatow.

Wyniki opisywanych powyzej badan przedstawiono w publikacji:
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. Ptaszynska A, Letowski J, Gnat S, Malek W. Application of COI sequences to
study phylogenetic relationships among 40 Apionidae species (Coleoptera:
Curculionoidea). JOURNAL OF INSECT SCIENCE, 2012; 12: 16; doi:
10.1673/031.012.1601. IF: 0,875; MNiSW: 30 pkt.

Wazne miejsce w moich osiggnieciach naukowych przed uzyskaniem stopnia
naukowego doktora zajmuje wspoétautorstwo publikacji przegladowej. Zrealizowane zadanie
stanowil opis strategii adaptacji bakterii, ktore pozwalaja im przezy¢ w hiper- i
hipoosmotycznych warunkach. Z fizycznego punktu widzenia, jednym z czynnikow
srodowiskowych wptywajacych na wzrost organizméw jest jego osmolarnosé. Wyzsze
cisnienie osmotyczne wewnatrz komorki niz podtoza umozliwia komoérce utrzymanie turgoru
niezbgdnego do jej wzrostu i podziatu. Wyniki badan wskazuja, ze osmoadaptacja komorek
bakterii indukowana jest akumulacjg jonéw K+, ktéra zachodzi poprzez szybka aktywacje
systemow transportu o niskim i wysokim powinowactwie do K+. Zwiazek migdzy transportem
jonéw K+ u bakterii, a turgorem, wskazuje, ze homeostatyczny mechanizm przywracania

turgoru przy wzroscie osmolarnosci podtoza wigze sie ze zwigkszonym importem potasu.
Opisywana powyzej praca przegladowa ma nastepujace wskazniki bibliometryczne:

] Matek W, Wdowiak-Wrobel S, Targonska M, Kalita M, Gnat S. Osmoadaptacja
i systemy transportu potasu w bakteriach Gram-ujemnych. POSTEPY
MIKROBIOLOGII 2012; 51: 93-98. IF: 0,207; MNiSW: 15 pkt.

b) Dorobek naukowy po uzyskaniu stopnia haukowego doktora:

Po uzyskaniu stopnia doktora nauk biologicznych, w roku 2013 zostatem zatrudniony na etacie
adiunkta w Zaktadzie Mikrobiologii Weterynaryjnej UP w Lublinie. Od tej pory moja praca
naukowa zwigzana byla z wieloma aspektami bakteriologii, mikologii i wirusologii
weterynaryjnej, przy czym istotng jej cze$¢ stanowily badania dotyczace tematyki
mechanizméw determinujgcych oporno$¢ drobnoustrojow, diagnostyki 1 patogenezy
dermatofitoz u ludzi i zwierzat, a takze zwierzat wolno zyjacych jako istotnego ogniwa
tancucha epidemiologicznego wigkszosci zoonoz. W wielu przypadkach prowadzona przeze

mnie dziatalno$¢ naukowa jest wynikiem wspotpracy krajowej oraz migdzynarodowe;.

Problematyka opornosci klinicznej szczepow bakteryjnych izolowanych od zwierzat
obejmuje niezwykle szerokg tematyke badawczg. Ze wzgledu na duze prawdopodobienstwo

bezposredniego kontaktu 1 przenoszenia opornych szczepéw pomigdzy zwierzgtami
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hodowlanymi a cztowiekiem, staly si¢ one najlepiej przebadanym w Europie i w Polsce
rezerwuarem opornosci zarowno pod wzgledem drobnoustrojow wskaznikowych, jak i
zoonotycznych. Zagadnienic zwigzane z wyst¢powaniem zjawiska opornosci szczepoéw
izolowanych od zwierzat wolno zyjacych jest stosunkowo malo poznanym problemem.
Dotychczas, w literaturze naukowej spotykane sag jedynie pojedyncze doniesienia, takze z
Polski, dotyczace izolacji opornych szczepdéw Escherichia coli i bakterii z rodzaju Salmonella
opornych na cefalosporyny. Z tego wzgledu podjatem si¢ wspdtudzialu w opracowaniu
koncepcji badan majacych na celu okreslenie znaczenia epidemiologicznego potencjalnych
rezerwuaréw opornosci, jakimi moga by¢ populacje zwierzat wolno zyjacych. Wyniki
uzyskanych badan potwierdzily wstepne przypuszczenia dotyczace nosicielstwa szczepow o
fenotypie MRSA (ang. methicilin-resistant Staphylococcus aureus) oraz ESBL (ang. extended-
spectrum beta-lactamases) u lisow i kun oraz stosunkowo wysoki odsetek (10%)
wielolekoopornych, przede wszystkim na tetracykling, chloramfenikol i kanamycyne,
szczepow E. coli i znacznie nizszy (3%) koagulazododatnich gatunkéw bakterii z rodzaju
Staphylococcus, gtownie S. aureus i S. pseudintermedius. Zréznicowany poziom lekoopornosci
cechuje rowniez populacje szczepéw Enterococcus izolowanych od czlowieka i réznych
gatunkow zwierzat, a nawet grup produkcyjnych. Prowadzony od szeregu lat monitoringowy
program globalnej oceny poziomu opornosci drobnoustrojow zoonotycznych i wskaznikowych
u zwierzat hodowlanych w krajach europejskich, od dwoch lat nie obejmuje danych odno$nie
oporno$ci Enterococcus spp. Pomimo prowadzonych intensywnych badan, analiza
lekoopornosci Enterococcus w aspekcie molekularnego typowania epidemiologicznego,
odzwierciedlajgcego rozprzestrzenianie si¢ klonéw o specyficznych profilach opornosci, nadal
wymaga opracowania specyficznych, powtarzalnych i tatwych do zastosowania narz¢dzi. W
przeprowadzonych badaniach wyizolowano 1 okreslono przynaleznos¢ gatunkowg ponad 1100
szczepOw z rodzaju Enterococcus spp. Badania koncentrowaly si¢ przede wszystkim na
gatunkach E. faecium i E. faecalis ze wzgledu na ich znaczenie epidemiologiczne. Wykazano,
ze w przypadku drobiu, $win i bydta, najczesciej notowanym typem opornos$ci byta opornosé
na erytromycyng i tetracykling oraz wysokie stezenie kanamycyny i streptomycyny (ang.
HLKR i HLSR). U zwierzat wolno zyjacych i egzotycznych dominowaty natomiast szczepy
oporne na fluorochinolony i rifampicyne. Dodatkowo, oznaczono izolaty oporne na tylozyng
(pochodzace od $win) i wykazano, ze cechowaty si¢ w kazdym przypadku krzyzowa oporno$cia
na erytromycyn¢, a z kolei opornos$ci na enrofloksacyne towarzyszyla niewrazliwo$¢ na
ciprofloksacyn¢. Natomiast brak opornosci na wankomycyne w badanej puli szczepoéw

pochodzacych od zwierzat domowych zwigzany byt prawdopodobnie z zakazem stosowania w
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krajach Unii Europejskiej awoparcyny jako promotora wzrostu u zwierzat. Ze wzgledu wysokie
znaczenie uzyskanych wynikow badan, prace w tym zakresie sg nadal kontynuowane i

poszerzane 0 oznaczanie kolejnych istotnych klinicznie fenotypow opornosci.
Wyniki opisywanych powyzej badan przedstawiono w publikacjach:

= Nowakiewicz A, Ziodtkowska G, Ziegba P, Gnat S, Markiewicz-Wojtanowicz K,
Troscianczyk A. Coagulase positive Staphylococcus isolated from wildlife:
Identification, molecular characterization and evaluation of resistance profiles
with focus on a methicillin-resistant strain. COMPARATIVE IMMUNOLOGY,
MICROBIOLOGY AND INFECTION DISEASE, 2016; 44: 21-28; doi:
10.1016/j.cimid.2015.11.003. IF: 1,875; MNiSW: 25 pkt.

= Nowakiewicz A, Zidtkowska G, Zigba P, Gnat S, Troscianczyk A, Adaszek L.
Characterization of multidrug resistant E. faecalis strains from pigs of local
origin by ADSRRS-fingerprinting and MALDI -TOF MS; evaluation of the
compatibility of methods employed for multidrug resistance analysis. PLOS
ONE, 2017; 12(1): e0171160; doi:10.1371/journal.pone.0171160. IF: 2,806;
MNiSW: 35 pkt.

. Nowakiewicz A, Ziodtkowska G, Troscianczyk A, Zigba P, Gnat S.
Determination of antimicrobial resistance of Enterococcus strains isolated from
pigs and their genotypic characterization by method of amplification of DNA
fragments surrounding rare restriction sites (ADSRRS fingerprinting).
JOURNAL OF MEDICAL MICROBIOLOGY, 2017; 66:175-183; doi:
10.1099/jmm.0.000400. IF: 2,159; MNiSW: 20 pkt.

= Nowakiewicz A, Ziotkowska G, Troscianczyk A, Zigha P, Gnat S.
Determination of resistance and virulence genes in Enterococcus faecalis and E.
faecium strains isolated from poultry and their genotypic characterization by
ADSRRS-fingerprinting. POULTRY SCIENCE, 2017; 96: 986-996; doi:
10.3382/ps/pew365. IF: 1,908; MNiSW: 35 pkt.

W ostatnim czasie podjalem réwniez badania majace na celu okreslenie aktywnosci
przeciwbakteryjnej ekstraktow roslinnych. Wyniki przeprowadzonych wstepnie analiz dla

dziewigciu ekstraktow roslinnych wykazaty obiecujace rezultaty w stosunku do Kilku istotnych
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klinicznie gatunkéw bakterii, tj. Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes i Yersinia
enterocolitica. Wyniki uzyskanych badan wskazaly, ze najwyzszy stopien wilasciwosci
antybakteryjnych wykazaty ekstrakty Mentha x piperita L., a tylko nieco wezsze spektrum
dziatania posiadaty ekstrakty Hypericum perforatum L. Na drugim biegunie tej zaleznos$ci
znalazly si¢ ekstrakty z Achillea millefolium L., ktore miaty najnizsze spektrum aktywnosci
przeciwbakteryjnej. Wykonane badanie potwierdza, ze wiele ekstraktow roslinnych wykazuje

dziatanie przeciwbakteryjne in vitro i moze zosta¢ wykorzystanych terapeutycznie.
Wyniki opisywanych powyzej badan przedstawiono w publikacji:

= Gnat S, Majer-Dziedzic B, Nowakiewicz A, TroScianczyk A, Ziotkowska G,
Jesionek W, Choma I, Dziedzic R, Zigba P. Antimicrobial activity of some plant
extracts against bacterial pathogens isolated from faeces of red deer (Cervus
elaphus). POLISH JOURNAL OF VETERINARY SCIENCE, 2017; 20(4):
697-706; doi: 10.1515/pjvs-2017-0087. IF: 0,697; MNiSW: 20 pkt.

Kolejne zagadnienie bedace w kregu moich zainteresowan naukowych dotyczy zwierzat
wolno zyjacych, stanowigcych potencjalny rezerwuar czynnikow patogennych dla cztowieka i
zwierzat domowych. W Polsce kompleksowe badania dotyczace tego zagadnienia zostaly
przeprowadzone jedynie fragmentarycznie i jedynym usankcjonowanym prawnie badaniem
monitoringowym jest wykrywanie wirusa wscieklizny. Problematyka prowadzonych badan
objeta kilka odrgbnych rezerwuardéw nosicieli, dla ktorych okreslono wstgpnie grupe badanych
drobnoustrojow stanowigcych potencjalne zagrozenie zoonotyczne. Najwigkszg badang grupe
stanowity migsozerne zwierzeta wolno zyjace, obejmujace najliczniej wystepujace w Polsce
gatunki (lis rudy, kuna le$na i kuna domowa oraz szop pracz). Dodatkowym czynnikiem
predysponujacym do transmisji potencjalnych zakazen poprzez aktywne rozprzestrzenianie
drobnoustrojow bakteryjnych wynika z wysokiego potencjatu migracyjnego tych gatunkdéw
zwierzat. Grupa ta zostala kompleksowo przeanalizowana w kierunku nosicielstwa bakterii z
rodzaju Salmonella spp, Yersinia spp, Listeria spp i koagulazo dodatnich gatunkow
Staphylococcus, ze szczegélnym uwzglednieniem czynnikow wirulencji determinujacych
patogennos¢ poszczegdlnych szczepow. Druga grupe badang ograniczono do jednego gatunku
dzikich przezuwaczy, jakim byt jelen szlachetny. Obecnie prowadzona reintrodukcja tego
gatunku budzi obawy zawleczenia, wraz ze zwierzeciem, potencjalnych patogendéw mogacych
ulega¢ dalszym transmisjom migdzyosobniczym. Grupa ta zostala ocenione w aspekcie

nosicielstwa przede wszystkim enterokrwotocznych (EHEC) i enteropatogennych (EPEC)
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patotypow E. coli oraz drobnoustrojow nalezacych do rodzaju Yersinia spp. i Listeria spp.
Kolejng specyficzng grupe badanych zwierzat stanowity dwa gatunki z6twi, a mianowicie z6tw
stepowy, bedacy gatunkiem egzotycznym, powszechnym w hodowli terrariowej i zOtw blotny
jako jedyny gatunek zotwia naturalnie wystepujacy w Polsce. Zwierzeta analizowane bytly
przede wszystkim w aspekcie nosicielstwa pateczek Salmonella bedacych przyczyna jednej z
wazniejszych zoonoz w Polsce. Wyniki przeprowadzonych badan wykazaty, ze zwierzeta bez
wzgledu na gatunek okazaty si¢ nosicielami potencjalnie patogennych bakterii. Szczegdlnie
wysoki odsetek w nosicielstwie pateczek Salmonella (18,8%- 11,7% w zalezno$ci od gatunku)
przypadl gadom, ale réwniez migsozerne zwierzeta wolno zyjace stanowig réwnie istotny
rezerwuar tych bakterii (2,8% do 9,2% nosicieli pateczek Salmonella, w zaleznosci od
gatunku). We wszystkich badanych grupach zwierzat wykazano rdwniez obecnos¢ Listeria
spp., w tym L. monocytogenes, ktorag wyizolowano od 4,5% - 6,6% badanych zwierzat. W
podobnej liczbie wyizolowano bakterie z gatunku Yersinia enterocolitica, ktora stanowi
przyczyne 96% przypadkow jersiniozy u ludzi. Jednakze, najliczniejsza grupe drobnoustrojow
mogacych stanowi¢ zagrozenie dla zdrowia publicznego stanowity drobnoustroje z gatunku S.
aureus, ktore miaty najwyzszy, 12% udziat w biocie przewodu pokarmowego zwierzat
migsozernych i co najwazniejsze cechowat je bardzo zréznicowany i bogaty panel czynnikow
wirulencji, w tym gendw kodujacych enterotoksyny 1 toksyne szoku toksycznego. Co wazne,
w przypadku wszystkich grup zwierzat material badawczy stanowity wymazy z prostnicy, lub
kloaki oraz probki katu. Wykazane w nich drobnoustroje patogenne zasiedlajac koncowy
odcinek przewodu pokarmowego moga zosta¢ tatwo wprowadzone do Srodowiska wraz z
wydalanym katem, a stad przeniesione na cztowieka i inne gatunki zwierzat. Uwzgledniajac
bogata 1 zréznicowang pule czynnikéw wirulencji wykazang w trakcie przeprowadzonych
badan oraz tatwos¢ kontaminacji Srodowiska, wydaje si¢ ze potencjal zoonotyczny
drobnoustrojow izolowanych od zwierzat wolno zyjacych i egzotycznych jest stosunkowo

wysoki, a zaobserwowane zjawisko potwierdza celowos$¢ prowadzonych badan.
Wyniki opisywanych powyzej badan przedstawiono w publikacjach:

. Gnat S, Troscianczyk A, Nowakiewicz A, Majer-Dziedzic B, Ziotkowska G,
Dziedzic R, Zigba P, Teodorowski O. Experimental studies of microbial
populations and incidence of zoonotic pathogens in the faeces in red deer
(Cervus elaphus). LETTERS IN APPLIED MICROBIOLOGY, 2015; 61: 446-
452; doi: 10.1111/1lam.12471. IF: 1,579; MNiSW: 20 pkt.
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= Nowakiewicz A, Zigba P, Ziotkowska G, Gnat S, Muszynska M, Tomczuk K,
Dziedzic B, Ulbrych L, Tros$cianczyk A. Free-Living Species of Carnivorous
Mammals in Poland: Red Fox, Beech Marten, and Raccoon as a Potential
Reservoir of Salmonella, Yersinia, Listeria spp. and Coagulase-Positive
Staphylococcus. PLOS  ONE, 2016; 11, 5: e0155533; doi:
10.1371/journal.pone.0155533. IF 2,806; MNiSW: 35 pkt.

= Nowakiewicz A, Zotkowska G, Zigba P, Dziedzic B, Gnat S, Wojcik M,
Dziedzic R, Kostruba A. Aerobic Bacterial Microbiota Isolated from the Cloaca
of the European Pond Turtle (Emys orbicularis) in Poland. JOURNAL OF
WILDLIFE DISEASES, 2015; 51(1): 255-259; doi: 10.7589/2013-07-157. IF:
1,189; MNIiSW: 30 pkt.

Bralem réwniez udziat w badaniach metodycznych, ktorych celem bylo
zaprojektowanie techniki identyfikacyjnej LAMP do rozrézniania Nosema apis i N. ceranae.
Byto to rozwigzanie nowatorskie, opracowane na potrzeby prowadzonych badan.
Zaprojektowane zostaty wtedy startery do reakcji LAMP, dodatkowe startery ,,petli”,
przyspieszajace reakcje oraz zoptymalizowano warunki przeprowadzenia reakcji LAMP
specyficznej dla N. apis i N. ceranae. Technika ta umozliwia szybkie i bardzo czute
rozréznienie tych dwu gatunkow mikrosporydiow, bez koniecznosci zastosowania
specjalistycznego sprzetu analitycznego. Do przeprowadzenia opisanej reakcji LAMP
wystarczyta zwykta taznia wodna utrzymujaca temperaturg reakcji na statym poziomie. Poza
tym czas reakcji LAMP byt bardzo krotki, wyniki otrzymano juz po 30 min, przy czym, dzieki
zastosowaniu zaprojektowanych w badaniach trzech par starterow, byta to reakcja wysoce
specyficzna i ok. 10% czulsza od standardowego PCR. Opracowana podczas badan metoda
LAMP byta dobrg alternatywa dla standardowej techniki PCR. Identyfikacja DNA N. apis i N.
ceranae odbywata si¢ z wysoka czutoscig i specyficznoscig gatunkowa. Dodatkowo, niskie
koszty aparatury potrzebnej do izotermicznej amplifikacji DNA (faznia wodna lub blok
grzejny) umozliwity szybka detekcje nosemozy nawet przez mate laboratoria, wyposazone
jedynie w stopniu podstawowym w aparaturg badawcza. Dlatego udzial w tych badaniach
uwazam za istotne OSiggniecie aplikacyjne, a uzyskane wyniki stanowig duzy, nowatorski
wktad w udoskonalenie warsztatu badawczego i dajg mozliwos¢ oceny skutkow inwazji N.
ceranae w Europie. Szybkie rozpoznanie problemu jest pierwszym krokiem do jego

rozwigzania.
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Wyniki opisywanych powyzej badan przedstawiono w publikacji:

= Ptaszynska A, Borsuk G, Wozniakowski G, Gnat S, Matek W. Loop-mediated
isothermal amplification (LAMP) assays for rapid detection and differentiation
of Nosema apis and N. ceranae in honeybees FEMS MICROBIOLOGY
LETTERS, 2014; 357(1): 40-48; doi: 10.1111/1574-6968.12521. IF: 2,121;
MNiSW: 20 pkt.

W moje zainteresowania naukowe wpisuje si¢ udzial w badaniach majacych na celu
zidentyfikowanie i oznaczenie zroznicowania wewnatrzgatunkowego izolatow gesich bakterii
z rodzaju Lactobacillus za pomocg spektrometrii mas MALDI-TOF, metody ITS-PCR i ITS-
RFLP. Wszystkie trzy zastosowane techniki okazaly si¢ cennymi narzedziami do identyfikacji
pateczek kwasu mlekowego i daly porownywalne wyniki. Sposrod 104 badanych szczepow
wyodrebnilismy 14 réznych gatunkow bakterii z rodzaju Lactobacillus. Dominujacym
gatunkiem byt L. salivarius (35,6%), a nast¢pnie L. johnsonii (18,3%), L. ingluviei (11,5%) i L.
agilis (7,7%). Technika MALDI-TOF umozliwita szybka identyfikacj¢ gatunkow pateczek
kwasu mlekowego przy minimalnej obrobce wstepnej. Jednakze, wigcej niz jeden wiarygodny
wynik identyfikacji zostal wskazany dla 11,5% badanych ta metodg szczepow (gldwnie
gatunku L. johnsonii). Metoda ITS-PCR zostalo wyodrebnionych 12 genotypéw sposrod
izolatow, nie udato si¢ wykazac¢ r6znic pomigdzy gatunkami L. amylovorus i L. kitasatonis oraz
L. paracasei, L. rhamnosus i L. zeae. Gatunki te zostaly zr6znicowane za pomoca techniki ITS-
RFLP przy uzyciu enzymow restrykcyjnych Tagl i Msel. Uzyskane wyniki wskazaly, ze testy
ITS-PCR i ITS-RFLP moga by¢ stosowane nie tylko do identyfikowania gatunkowego, ale

takze do typowania wewnatrzgatunkowego.
Wyniki opisywanych powyzej badah przedstawiono w publikac;ji:

. Dec M, Urban-Chmiel R, Gnat S, Puchalski A, Wernicki A. Identification of
Lactobacillus strains of goose origin using MALDI-TOF mass spectrometry and
16S-23S  rDNA intergenic spacer PCR analysis. RESEARCH IN
MICROBIOLOGY, 2014; 165(3): 190-201; doi: 10.1016/j.resmic.2014.02.003.
IF: 2,705; MNiSW: 25 pkt.

W ramach zainteresowan wirusologicznych bratem udziat w badaniu porownawczym
wykorzystania ré6znych linii komorkowych in vitro do hodowli bydlecego syncytialnego wirusa

uktadu oddechowego (BRSV). W badaniu tym zastosowano szczep BRSV375 i wymazy z nosa
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otrzymane od cielat rasy simentalskiej. Hodowlg przeprowadzano na nastgpujacych liniach
komoérkowych: komorkach nerki bydlecej (LLC-PK1), komoérkach tchawicy bydlecej (TBTR)
1 pierwotnych komorkach zarodkowych kurzych (CER). Porownawcza analiza Zzmian zostata
przeprowadzona przy uzyciu testu aglutynacji z erytrocytami ludzkimi i erytrocytami bydta.
Obecnos¢ BRSV we wszystkich liniach komorkowych potwierdzono metoda RT-PCR.
Syncytialne zmiany odnotowano po 4-dniowej inkubacji. Poczatkowo obserwowany efekt
cytopatyczny nastepowal 24 godziny po zakazeniu. Zaobserwowano adaptacj¢ wirusa do
infekcji komoérek innych niz komorki tchawicy po 3 pasazach. Najwyzsze miano wirusa
uzyskano przy uzyciu linii TBTR. Miano uzyskane w hodowlach LLC-PK1 i CER ksztattowato

si¢ na poziomie statystycznie istotnie nizszym.
Wyniki opisywanych powyzej badah przedstawiono w publikacji:

. Urban-Chmiel R, Wernicki A, Majer-Dziedzic B, Gnat S, Puchalski A, Dec M.
Use of different cell lines for in vitro cultures of bovine respiratory syncytial
virus. JOURNAL OF VIROLOGICAL METHODS, 2014; 204: 62-64; doi:
10.1016/j.jviromet.2014.04.003. IF: 1,781; MNiSW: 20 pkt.

Temat badawczy, ktérym zainteresowatem si¢ w ostatnim czasie dotyczy liczebnosci i
sktadu drobnoustrojow wystepujacych w zwaczu. Przezuwacze to grupa zwierzat, ktore
przetwarzaja i przyswajaja swoje jedzenie w wyjatkowy sposob. Funkcjonowanie ich
przewodu pokarmowego jest $cisle zwigzane z mikroorganizmami, a dodatkowo istnieja
doniesienia o szczegdlnym ich wptywie na procesy fizjologiczne zachodzace w organizmie
zwierzat i na ich ogdlny stan zdrowia. Mikrobiologiczne badanie ekologii mikrobioty Zzwacza
jest utrudnione z powodu braku selektywnych pozywek wzrostowych, a takze trudnosci w
izolowaniu bakterii in vitro i ich dokladnej identyfikacji. Koncepcja badan, ktore
zaplanowalem, miata na celu ocen¢ wptywu spozywanego przez jelenie (Cervus elaphus)
pokarmu na réznorodnos¢ mikroflory ich zwacza. Wybratem dwa okresy badania, jesienny,
kiedy dieta zwierzat sktada si¢ wylacznie z naturalnie wystepujacych roslin, a takze zimowy,
po wprowadzeniu zywienia uzupetniajacego, w tym specjalnie przygotowanej paszy. Badanie
wykazato, ze u jeleni, ktére w okresie zimowym nie otrzymywaty paszy, a ich dieta opierata
si¢ tylko na naturalnych sktadnikach roslinnych, obfitos¢ flory bakteryjnej znacznie sig
zmniejszyta w poréwnaniu z florg zwacza oznaczong jesienig. Z kolei u zwierzat, ktore
otrzymywaly w zimie paszg, ktorej sktad i1 warto$¢ kaloryczna byly znaczace, liczebno$¢

mikroorganizméw nie tylko si¢ utrzymata, ale nawet statystycznie istotnie zwigkszyla w
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poréwnaniu z okresem jesiennym. Podsumowujac wyniki badania, wykorzystujac
wysokokaloryczng, zroznicowang pasz¢ w zimowym dokarmianiu jeleni, mozna wptywac na
ekosystem ich zwacza, co bezposrednio przyczynia si¢ do poprawy wydajnosci trawienia i

ogolnego stanu zdrowia zwierzat.
Wyniki opisywanych powyzej badan przedstawiono w publikacji:

" Gnat S, Dziedzic R, Nowakiewicz A, Zieba P, Troscianczyk A, Majer-Dziedzic
B, Ziotkowska G, Beeger S, Wojcik M. Effect of balanced supplementary
feeding in winter on qualitative and quantitative changes in the population of
microbes  colonizing the rumen of red deerr MEDYCYNA
WETERYNARYJNA- VETERINARY MEDICINE- SCIENCE AND
PRACTICE, 2018; 74(2): 119-124; doi: 10.21521/mw.6072. IF: 0,161; MNiSW:
15 pkt.

Plany naukowe na najblizsza przyszlos¢

Prace badawcze zaplanowane do realizacji w najblizszym czasie obejmuja analize
bior6znorodnosci genetycznej 1 wlasciwosci determinujacych patogeneze dermatofitow
zoofilnych ze szczegdlnym uwzglednieniem T. verrucosum i M. canis, jako przedstawicieli
najczesciej pojawiajacych sie grzybic powierzchniowych o etiologii zwierzgcej u ludzi w
Europie. Do badan poréwnawczych zamierzam wiaczy¢ izolaty pochodzace z innych krajow,
przede wszystkim z Wloch 1 Turcji, pozyskane w ramach nawigzanej wspotpracy

miedzynarodowe;.

W najblizszej przysztosci, po zakonczeniu analizy uzyskanych wynikow, przedstawie
réwniez prac¢ dotyczaca wyznaczenia zakresu gospodarza szczepow klinicznych T.
verrucosum na podstawie aktywnosci keratynolitycznej. Realizacja tego zadania odbywa si¢ w
ramach projektu badawczego Narodowego Centrum Nauki ,,MINIATURA”. Badanie to
zamierzam nast¢pnie rozszerzy¢ na inne gatunki dermatofitow, a takze podjac probe wskazania
czynnika prognostycznego transmisji infekcji pomigdzy réznymi gatunkami zwierzat i ludZmi.
Ciekawym zagadnieniem do realizacji jest oznaczenie wrazliwosci infekcyjnej na dermatofity
zoofilne r6znych ras ludzkich, grup wiekowych i ptci. Podstawg do tego badania moze stanowic¢
aktywnos$¢ keratynolityczna grzybow, bedaca uniwersalnym czynnikiem wirulencji wszystkich

dermatofitow.
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Jeden z wazniejszych tematéw badawczych podejmowanych w moich obecnych
badaniach stanowi antybiotykooporno$¢ dermatofitow zoofilnych. Zjawisko jest coraz
powszechniej obserwowane u izolatow klinicznych, a jego nastepstwem jest utrudnione
prowadzenie i obnizona skuteczno$¢ leczenia. Problemem w doborze lekow jest niska
uzyteczno$¢ W badaniach dermatofitow dostepnych obecnie metod wyznaczania wartosci
stezen terapeutycznych MIC (ang. minimal inhibitory concentration). Z tego powodu podjatem
probe opracowania i wystandaryzowania metody ,,cylinderkowej” do oznaczania wartosci MIC

dla szczepow klinicznych dermatofitow.
Podsumowanie dorobku naukowego
Moj dorobek naukowy obejmuje:

. autorstwo lub wspotautorstwo w 23 oryginalnych pracach badawczych i 1
artykule przegladowym opublikowanych w czasopismach znajdujacych w bazie
Journal Citation Reports (JCR) oraz 26 komunikatow konferencyjnych, z
ktérych 10 prezentowanych byto na konferencjach miedzynarodowych;

. sumaryczny Impact Factor (IF) wszystkich opublikowanych prac wynosi
44,328, liczba punktow wedtug listy MNiSW to 615, a indeks Hirscha 6; liczba
cytowan wedlug bazy Web of Science Core Collection wynosi 90, a bez
autocytowan 77;

. recenzje manuskryptow prac dla redakcji czasopism naukowych: Veterinary
Research (IF: 1.99), Microbiology Open (IF: 2.747), Journal of Environmental
Quality (IF: 2.987), Current Genetics (IF: 3.764);

. udziatl jako glowny wykonawca lub wykonawca w dwoch zrealizowanych
projektach badawczych finansowanych przez Narodowe Centrum Nauki (NCN),
a takze kierowanie jednym projektem badawczym NCN i trzykrotnie grantem
przyznanym przez Prorektora UP w Lublinie d/s Nauki, Wdrozen i Wspotpracy
Migdzynarodowej;

" przygotowanie jednej ekspertyzy na zaméwienie;

. wspotprace z osrodkiem naukowym we Wtoszech, w ramach ktorej odbylem
staz naukowy na Wydziale Medycyny Weterynaryjnej Uniwersytetu w Pizie;

. wygtoszenie wyktadu konferencyjnego na zaproszenie Wydzialu Medycyny

Weterynaryjnej Uniwersytetu w Stambule.
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Zestawienie liczbowe dorobku naukowego z uwzglednieniem punktacji MNISW oraz

wspotczynnika wplywu (Impact Factor, IF)

Liczba Punktacja Impact
publikacji MNiISW* Factor**

Publikacje stanowigce osiggni¢cie naukowe 5 145 pkt. 11,159

Dorobek naukowy przed osiggnigciem stopnia 7 170 pkt. 11,762

naukowego dr

Dorobek naukowy po osiggnieciu stopnia 12 300 pkt. 21,787

naukowego dr

Lacznie 24 615 pkt. 44,708

* dla publikacji, ktore ukazaly sie w 2017 i 2018 roku przyjeto wartos¢ punktow wedtug

aktualnej listy MNiSW ogtoszonej 9 grudnia 2016 roku

**dla publikacji, ktore ukazaly sie w 2017 i 2018 roku przyjeto wartos¢ IF wedtug aktualnej
listy JCR z 2016 roku

¢) Dzialalnos$¢ dydaktyczna:

W trakcie zatrudnienia na Wydziale Biologii i Biotechnologii UMCS, pomimo pracy na etacie

inzynieryjno-technicznym, prowadzitem zajecia dydaktyczne z przedmiotu Mikrobiologia dla

studentow I roku kierunku biotechnologia.

Obecnie prowadzg zajecia dydaktyczne z przedmiotow:

mikrobiologia weterynaryjna dla studentow II i III roku kierunku weterynaria

(¢wiczenia laboratoryjne 1 wyktady)

ochrona wiasnosci intelektualnej dla studentéw I roku kierunku weterynaria

(wyktady)

W 2011 roku ukonczytem studia podyplomowe: ,Ksztalcenie kadry
akademickiej do roli wykladowcow przedmiotu Ochrona wlasnosci
intelektualnej”. Poczawszy od roku akademickiego 2013/2014 jestem osobag

odpowiedzialng za przedmiot Ochrona Wtasnosci Intelektualnej na Wydziale
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Medycyny Weterynaryjnej UP, do ktérego samodzielnie opracowatem program

ksztatcenia i sylabus.
Pozostata dziatalno$¢ dydaktyczna:

. bylem opiekunem pracowni magisterskiej dla studentéw kierunku

biotechnologia w Zaktadzie Genetyki i Mikrobiologii UMCS

. wielokrotnie bylem wspotautorem projektow prezentowanych w  trakcie

Lubelskiego Festiwalu Nauki (zat. 41)

" jestem promotorem 5 prac dyplomowych, w tym dwoch magisterskich i trzech
inzynierskich studentéow Wydzialu Nauk o Zywnosci i Biotechnologii UP w

Lublinie (zat. 4]), a takze bytem recenzentem dwoch prac inzynierskich

. jestem promotorem pomocniczym jednego zakonczonego przewodu
doktorskiego oraz sprawuj¢ opicke naukowg w charakterze promotora
pomocniczego dwoch doktorantow realizujacych prace badawcze w Instytucie
Biologicznych Podstaw Chorob Zwierzat Wydziatu Medycyny Weterynaryjnej
UP w Lublinie (zat. 4K)

d) Inna dzialalnosé:

Od poczatku mojej pracy w Zaktadzie Mikrobiologii Weterynaryjnej UP w Lublinie oprocz
pracy badawczej biore aktywny udziat w diagnostyce mikrobiologicznej, stale uzupetniajac i
poszerzajac swoja wiedze z zakresu aktualnych metod wykorzystywanych rutynowo w
laboratorium diagnostycznym 1 napotykanych w trakcie pracy problemow. Dzigki nawigzanej
wspotpracy z Nadlesnictwem Kluczbork, uczestnicz¢ w badaniach oceny wystepowania, w
aspekcie nosicielstwa, potencjalnych patogenéw u osobnikéw jeleni importowane z innych
krajow europejskich do Polski w ramach programu reintrodukcji gatunku. Realizuj¢ takze prace
badawcze zlecane przez firmy farmaceutyczne, ktore dotycza oceny preparatow

mikrobiologicznych.

Dodatkowo, wiaczam si¢ w dziatalno$¢ organizacyjna na Wydziale Medycyny
Weterynaryjne UP w Lublinie, bedac od 2014 roku Sekretarzem Wydziatlowe; Komisji
Rekrutacyjnej.

49



Zalgeznik nr 2 do wniosku o przeprowadzenie postgpowania habilitacyjnego

dr Sebastian Gnat
M

Jestem réwniez aktywnym czlonkiem Polskiego Towarzystwa Mikrobiologéw. Od

2016 roku petnie funkcje Przewodniczacego Komisji Rewizyjnej Oddziatu Lubelskiego PTM.

Pelny wykaz opublikowanych przeze mnie prac naukowych znajduje si¢ w zataczniku
nr 3 do wniosku o wszczecie postepowania habilitacyjnego. Szczegdlowe informacje o dorobku
dydaktycznym i popularyzatorskim oraz wspdlpracy naukowej migdzynarodowej i krajowej
oraz innej dziatalnosci (wg Dz. U. Nr 196, poz. 1165) zebratem i przedstawilem w zataczniku

nr 4 do wniosku o wszczecie postepowania habilitacyjnego.
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