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Recenzja
osiagni¢cia naukowego, dorobku naukowo-badawczego, organizacyjnego,
dydaktycznego i popularyzatorskiego doktora Sebastiana Gnata
dotyczaca wniosku o nadanie stopnia doktora habilitowanego w dziedzinie nauk
weterynaryjnych

Podstawa opracowania:

Do oceny w postepowaniu o nadanie stopnia doktora habilitowanego wplynegty
nast¢pujgce materialy w wersji drukowanej i elektroniczne;:

e Zalacznik nr. 1 kopia dyplomu potwierdzajacego posiadanie stopnia naukowego

doktora

Zalacznik nr. 2 autoreferat

Zalacznik nr. 3 wykaz opublikowanych prac naukowych

Zalgcznik nr. 4 informacja o osiggnigciach dydaktycznych, wspolpracy naukowej i

popularyzacji nauki
e Zalacznik nr. 5 lista publikacji wchodzgcych w sklad osiagnigcia naukowego oraz
raport cytowan Web of Science Core Collection przygotowane przez Biblioteke

Glowna UP w Lublinie

Zalacznik nr. 6 os$wiadczenia wspolautorow publikacji wchodzacych w skiad
osiggnigcia naukowego
Nadestany material umozliwil przygotowanie oceny i zajecie jednoznacznego stanowiska w

postgpowaniu o nadanie stopnia doktora habilitowanego.




Podstawowe informacje o Habilitancie

Tytul magistra biologii specjalnos¢ mikrobiologia Habilitant uzyskal 2009 roku na
podstawie pracy magisterskiej ., Analiza numeryczna cech fenotypowych i filogeneza genu
16S rRNA rizobiéw specyficznych dla Astragalus glycyphyllos [L.] (traganek szerokolistny)”
wykonanej na Wydziale Biologii i Biotechnologii Uniwersytetu Marii Curie-Sklodowskiej w
Lublinie; pod kierunkiem prof. dr hab. Wandy Matek

Stopien doktora nauk biologicznych w zakresie biologii specjalno$é¢ mikrobiolcgia
uzyskal w 2013 roku na podstawie rozprawy ,Molekularna taksonomia bakteryjnych
symbiontow Astragalus glycyphyllos [L.] (traganek szerokolistny)”, ktérej Promotorem byla

prof. dr hab. Wanda Malek.

Przebieg kariery zawodowej

Doktor Sebastian Gnat od 2014 roku do dnia dzisiejszego jest adiunktem w Zakladzie
Mikrobiologii Weterynaryjnej, Instytutu Biologicznych Podstaw Chorob Zwierzat, Wydzialu
Medycyny Weterynaryjnej, Uniwersytetu Przyrodniczego w Lublinie. Wczesniej w latach
2009-2012 byl zatrudniony jako starszy referent inzynieryjno-techniczny w Zakladzie
Genetyki 1 Mikrobiologii, Instytut Mikrobiologii Biotechnologii, Wydzial Biologii i
Biotechnologii, Uniwersytet Marii Curie-Sklodowskiej w Lublinie a od 2012 do 2014 roku
jako asystent w Zakladzie Mikrobiologii Weterynaryjnej, UP w Lublinie. Aktualna tematyka
badawcza dr Sebastiana Gnata jest zwiagzana z identyfikacja gatunkowa grzybow
dermatofitycznych opartg na analizie markeréw morfologicznych i molekularnych. Wyniki
réznicowania szczepow na podstawie metod fenotypowych oraz analizy filogenetyczne) maja
znaczenie kliniczne 1 epidemiologicze. Metody analizy molekularnej Habilitant zastosowal z
powodzeniem do badan mikrobiomu ukladu pokarmowego, bakterii: patogennych,
probiotycznych 1 symbiotycznych, mikrosporydiow z rodzaju Nosema, syncytialnego wirusa
uktadu oddechowego bydla oraz owadow z rodziny Apionidae (P¢drusiowate).
Ocena osiggniecia naukowego stanowigcego podstawe habilitacji

Przedstawionym do oceny osiggnigciem naukowym jest cykl 5 publikacji
powiazanych  tematycznie  zatytulowanych: ,Doskonalenie = metod  diagnostyki
dermatofitow zoofilnych w aspekcie molekularnej identyfikacji gatunkowej, typowania
epidemiologicznego i oceny stopnia wirulencji”.

Tematem cyklu prac sa badania molekularne dermatofitow, grupy keratynofilnych
patogennych grzybéw. ktére powodujg infekcje skory, wloséow i paznokei. Najezestsza
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przyczyng zakazen sg dermatofity z rodzajow Trichophyton complex, Microsporum i
Epidermophyton. Ich identyfikacja jest wazna z przyczyn epidemiologicznych i
terapeutycznych. Problemem wspotezesnej taksonomii tej grupy grzybow jest niewielka ilogé
roznic sekwencji okreslonych regiondw DNA, zmiennosé fenotypowa oraz zjawisko
pleomorfizmu.

Diagnostyka molekularna dermatofitéw oparta jest gléwnie na reakcji tancuchowej
polimerazy (PCR) lub molekularnym odcisku palca (profilu bialkowego uzyskanego metoda
MALDI TOF). Jedna z najczgsciej stosowanych metod uwazanych za ..zloty standard’ jest
PCR, w ktorym amplifikowane sa sekwencje ITS regionow rDNA.

Cykl rozpoczyna publikacja z 2015 r. “Molecular identification and classification of
Trichophyton mentagrophytes complex strains isolated from humans and selected animal
species”. Celem jej byla identyfikacja do gatunku i znalezienie roznic wewnatrzgatunkowych
szczepow z rodzaju Trichophyton complex izolowanych od ludzi oraz zwilerzat ze zmianami
skornymi i bez symptoméw dermatofitozy przy pomocy metod fenotypowych i typowania
genomowego: mapowanie PCR-RFLP produktéw PCR sekwencji ITS (ITS-internal
transcribed sequences) fragmentéw regionu rDNA. ( 18S-1TS1-5,8S-1TS2-28S) kodujacego
rybosomalne RNA. Wyniki badan potwierdzily wysoki potencjal réznicujacy sekwencji ITS,
nadajacy si¢ do identyfikacji gatunku oraz detekcji réznic wewnatrz gatunkéw Trichophyton.
Roznice wewnatrzgatunkowe okreslone na podstawie wzoréw RFLP moga wskazywac na
pochodzenie szczepéw i znalez¢ zastosowanie do badan epidemiologicznych. Do
szczegolnych osiagnie¢ nalezy opracowanie i standaryzacja procedur analiz morfologicznych
oraz molekularnych do identyfikacji izolatow klinicznych w kierunku rozpoznania 7'
mentagrophytes, T. verrucosum i Microsporum canis. Wykazano, ze w przypadku
molekularnej identyfikacji stadiow doskonatych dermatofitow, nie wystepuje korelacja z
morfotypowaniem. Technikg, o znacznej przewadze diagnostycznej pozwalajaca na
rejestracj¢ réznic gatunkowych i grupowanie Trichophyton complex do gatunkow
Arthroderma benhamiae, A. vanbreuseghemii oraz T. interdigitale jest sekwencjonowanie
ITS, natomiast metoda ITS-RFLP ma mniejsza zdolno§¢ dyskryminacyjna. Nalezy podkreslic,
ze do konstrukcji filograméw metoda (ML, ang. Maximum Likelihood) w tej i dwu kolejnych
publikacjach wehodzacych w sklad cyklu, Habilitant wykorzystal technike, w ktérej podstawe
okreslania odleglosci ewolucyjnych pomiedzy analizowanymi organizmami, stanowil
optymalnie dobrany, wedlug kryterium informacyjnego Akaike, model podstawien

nukleotydowych. Otrzymane filogramy dla szczepéw izolowanych z réznych gospodarzy
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ilustruja  odmienne pochodzenie filogenetyczne gatunkow  klasyfikowanych jako 7
mentagrophytes complex i ich krétka wspélng droge ewolucyjna.

Druga (chronologicznie) publikacja ,,Evaluation of growth conditions and Di5A
extraction techniques used in the molecular analysis of dermatophytes” z 2017 roku
dotyczy oceny preparatéw DNA do genotypowania dermatofitéw o najwigkszym znaczeniu
epidemiologicznym w Europie: Microsporum canis, Trichophyton mentagrophytes i T.
verrucosum, pochodzacych od zwierzat hodowlanych i od 0s6b zajmujacych si¢ hodowlg oraz
od zwierzat towarzyszacych i ich wlascicieli.

Porownano efektywnos¢ izolacji i jako$¢ preparatow DNA 1zolowanych metodami
niestandardowymi: fenol-chloroform i ,,CTAB” oraz zestawami komercyjnymi z hodowli
plynnych i stalych w roznych fazach wzrostu. Stosujac jako kryterium czystosci preparatow
wartos¢ wspolczynnika A260 nm do A280 nm oraz polimorfizm okreslonych sekwencji DNA
(PCR-MP (PCR-Melting Profile, PCR fragmentéw DNA roznigcych si¢ stabilnogcig
termiczng) i PCR ITS ze starterami obejmujacymi obydwie sekwencje ITS), Habilitant mogt
ustali¢ optymalny czas hodowli do izolacji DNA. W wyniku tych obserwacji stwierdzono, ze
nie czas trwania hodowli lecz odpowiednia faza wzrostu decyduje o przydatnosci DNA. Po
poréwnaniu stopnia zréznicowania amplikonéw otrzymanych metoda PCR-MP stwierdzono,
ze preparaty otrzymane z zastosowaniem komercyjnych zestawdw ekstrakcyjnych zawieraja
zanieczyszcezenia, kiore zaklocaja przebieg i wynik typowania wewnatrzgatunkowego.
Wyniki przedstawione w tej pracy poza walorem merytorycznym maja wysoka wartos¢
empiryczna.

Muszg zwréci¢ uwage, ze w calym tekscie tej publikacji nie pojawito sie wyjasnienie skrétu
CTAB (Cetyl trimethylammonium bromide, bromek heksadecylotrimetyloamoniowy).

Pierwszy z trzech artykuléow opublikowanych w 2018 roku “Multiple-strain
Trichophyton mentagrophytes infection in a silver fox (Vulpes vulpes) from a breeding
farm” dotyczy analizy fenotypowej i genotypowej szczepéw dermatofitow wyizolowanych
od lisow z jednej fermy hodowlanej. Na podstawie obserwacji makro- i
mikromorfologicznych zostaly one okreslone jako rézne formy T. mentagrophytes. Do
badania filogenetycznego zastosowano analize polimorfizmu ITS, do genotypowania metode
PCR-MP a do detekeji aktywnosci keratynolitycznej sekwencje genu chs-/ dla syntazy
chitynowej. Stwierdzono zgodno$¢ zroznicowania fenotypowego z wzorami genotypowymi
oznaczonymi metodg PCR-MP, ktéra ujawnita profile 4 r6znych szczepéw wyizolowanych od
Jednego zwierzgcia. Koinfekcja organizmu zwierzecego przez rézne szczepy patogenu
wskazuje na potrzebe szczegolowej identyfikacji izolatoéw i ustalania zrodla zakazenia ze
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wzgledu na wybor wlasciwego postgpowania terapeutycznego z uwagi na to, ze 7.
mentagrophytes complex nalezy do dermatofitow zoofilnych, ktore wywoluja zakazenia u
ludzi.

Sekwencje ITS opublikowane w tej pracy lokowaly wszystkie izolaty w monofiletycznej
grupie wraz z Trichophyton mentagrophytes. Wigkszy stopien zroznicowania stwierdzono na
podstawie analizy PCR-MP. W tym przypadku, ilo$¢ grup genomowych odpowiadala
zroznicowaniu fenotypowemu. Nie stwierdzono natomiast istotnych réznic w profilach
aktywnosci enzymatycznych, co uniemozliwito wskazanie szczepdw o wigkszym potencjale
chorobotworczym.

Systematyka grzybéw dermatofilnych z rodzaju Trichphyton ulega cigglym modyfikacjom.
Wyniki badan prowadzonych przez Habilitanta potwierdzone danymi literaturowymi
wskazujg na koniecznos¢ kontynuowania badan m. in. w celu opracowanie udoskonalonych
procedur diagnostycznych.

W tym miejscu checialabym zwrécié uwage na definiowanie aktywnosci hemolitycznej
poniewaz w tej publikacji Habilitant podaje za Elavashari i wsp. J. Clin. Diagn. Res. 2017
;. The haemolysins are the lipids and proteins ....”. Uwazam, ze nalezaloby uscisli¢ te
definicj¢ podajac, ze wigkszos$¢ hemolizyn jest biatkami a cze$¢ biosurfaktantami o

charakterze lipidow.

W publikacji “Infection of Trichophyton verrucosum in cattle breeders, Poland: A
40-year retrospective study on the genomic variability of strains” Habilitant dowiodl. ze
przy pomocy aktualnie stosowanych metod mozna zweryfikowac identyfikacje dermatofitow
z probek zabezpieczonych przed wieloma latami.

Badania dotyczyly zakazen u hodowcdéw bydla wywolanych przez 7. verrucosum, ktory
nalezy do dermatofitow zoofilnych coraz czesciej izolowanych od bydla oraz od oséb
trudnigcych sie hodowla. W celu precyzyjnego ustalenia gatunku dermatofitu wyniki badan
uzyskanych metodami konwencjonalnymi porownywano do otrzymanych za pomoca: analizy
sekwencji ITS, ktére wykazaly, ze wszystkie izolaty tworzg monofiletyczng grupe ze
szczepem referencyjnym 7. verrucosum. Amplifikacja sekwencji metoda PCR-MP oraz
metodg (PCR-MSP, Microsatellite primed-PCR, z zastosowaniem oligonukleotydowych
sekwencji starterowych) nie generowala profili sekwencyjnych o sile dyskryminacyjnej
wystarczajace] do rdéznicowania szczepow na poziomie gatunku. Badania retrospektywne

szczepow pochodzacych od krow i owiec z roznych gospodarstw oraz od hodowcow




pracujacych w tych gospodarstwach, zebranych na przestrzeni 40 lat potwierdzily duza
stabilnos¢ genomowa tego gatunku.

Mozna mieé¢ pewne watpliwosci co do wnioskowania o podobienstwie izolatow od
trzech r6znych gospodarzy na podstawie stabo wyodrgbnionych prazkow (Fig. 6, str. 687).

W tabeli 1 dostrzegtam blad w nazwie miasta ..Janow lubelski”.

Tematem ostatniej publikacji: “Phenotypic characterization of enzymatic activity of
clinical dermatophyte isolates from animals with and without skin lesions and humans”
bylo poszukiwanie korelacji migdzy profilami enzymatycznymi dermatofitéw a fenotypowym
obrazem wywolywanych przez nie zmian przez poréwnanie izolatow od zwierzat z objawami
i bez objawow grzybicy. W wyniku zastosowania wystandaryzowanych metod ustalono, ze
profil enzyméw zwiazanych z patogennoscia szczepow Trichophyton mentagrophytes, T.
verrucosum i Microsporum canis jest zwiazany z wiasciwosciami tkanki gospodarza.
Wyjatkiem byla keratynaza, ktorej obecnos¢ stwierdzano niezaleznie od gatunku zwierzgcia.
Elastaza natomiast, podobnie jak aktywno$¢ hemolityczna, byla powiazana ze zdolnoscig do
zakazania ludzi.

W tabeli 2 zauwazylam blad: % aktywnych szczepéw DNase-positive 40/61 = 65% a
nie 58%.

Przedstawione do oceny publikacje potwierdzaja, ze zastosowanie sekwencjonowania
amplikonéw ITS jest bardzo czula metoda identyfikacji gatunkow oraz analizy
filogenetycznej wickszosci izolatow klinicznych. Ponadto wykazano, ze klasyfikacja oparta
na kryteriach molekularnych nie zawsze pokrywa si¢ z oparta na kryteriach morfologicznych i
klinicznych. Podsumowujac osiggniecie naukowe dr S. Gnata nalezy stwierdzi¢, Zze uzyskane
przez Niego wyniki maja znaczenie zaréwno w badaniach zaleznosci ewolucyjnych jak i
diagnostyce dermatofitow.

Do szczegdlnych osiagnig¢ Habilitanta nalezy zaliczy¢:

- badanie aktywnosci enzymatycznych polaczone z probg znalezienia korelacji migdzy
profilem enzymatycznym a obrazem zmian chorobowych

- wykazanie, ze przy ekspozycji na dermatofity zoofilne istnieje wysokie ryzyko zarazenia
zwiazane z ciggtym kontaktem ludzi z chorymi zwierzgtami

.- stwierdzenie, ze cechy makromorfologii kolonii dermatofitow powinny zosta¢ utrzymane w
$ciezce diagnostycznej. gdyz nie tylko umozliwiaja zaklasyfikowanie grzybow do grupy

dermatofitow ale réznicujg gatunki 7. mentagrophytes. T. verrucosum i M. canis.




- udokumentowanie dotychczas nie opisywanego w literaturze naukowej jednoczesnego
zakazenia jednego osobnika (lis) czterema szczepami 1. mentagrophytes, co zostalo
potwierdzone badaniami genomowymi

- wykazanie, ze metoda ekstrakcji DNA mieszaning fenol-chloroform jest optymalna pod
wzglgdem wydajnosei i jakosci preparatu DNA do analiz genomowych

- potwierdzenie zastosowania amplifikacji genu chs-/ w rutynowej analizie dermatofitoz z
uwagi na znaczace przyspieszenie diagnostyki i wysoce powtarzalne wyniki, znajdujace
potwierdzenie w bazie NCBI

- stwierdzenie wigkszej zdolnosci réznicujacej sekwencji ITS w poréwnaniu z metoda ITS-
RFLP do identyfikacji i ustalania filogenezy klinicznych izolatow 7. mentagrophytes

- wprowadzenie kryterium informacyjnego Akaike jako udoskonalenie do ustalania
konstrukeji filograméw metoda najwiekszego podobienstwa

- okreslenie relacji filogenetycznych migdzy izolatami 7. floccosum oraz T. mentagrophytes
wskazujgce na odmienne pochodzenie gatunkéw klasyfikowanych jako 7. mentagrophytes
complex

- zastosowanie metod o wysokiej sile dyskryminacyjnej: MSP-fingerprinting (MicroSatellitte
Primed fingerprinting) oraz PCR-MP (PCR Melting Profile) do okreslania stopnia
zroznicowania genomowego szczepow klinicznych dermatofitow

- potwierdzenie wysokiej stabilnosci genomu 7. verrucosum w badaniach retrospektywnych

- odwzorowanie filogenezy na podstawie heterogennosci sekwencji ITS dermatofitow i
wykazanie, ze szczepy kliniczne réznych gatunkéw dermatofitow tworzg monofiletyczne
grupy z gatunkami referencyjnymi

- umieszezenie sekwencji ITS w bazach NCBI, co zwiekszylo zasoby stanowigce podstawe do
badanie filogenezy dermatofitow.

O wiodacym udziale Pana dr Sebastiana Gnata w powstaniu prac przedstawionych do
oceny swiadczy fakt, ze w czterech z nich jest On pierwszym i korespondencyjnym autorem.
W pierwszej publikacji z roku 2015 Habilitant ocenil swoj udzial na 27%, w pozostatych
publikacjach z ostatnich dwu lat jest on bardzo wysoki, oceniony na 90%. Laczny IF wedhug
listy JCR pigciu prac stanowiacych osiagnigcie naukowe wynosi: 11.159, wedlug listy
Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego: 145 pkt., przy ilosci cytowan 3. Powodem

niskiej cytowalnoséci jest czas ich (publikacje nr 2-5) ukazania sie (rok 2017 i biezacy).




Ocena pozostalego dorobku naukowego (niewchodzacego w sklad osiagniecia)

Dotychezasowy dorobek naukowy Habilitanta obejmuje wspétautorstwo w 23 pracach
oryginalnych opublikowanych w czasopismach znajdujacych sie w bazie Journal Citation
Reports, w tym w 12 pracach oryginalnych opublikowanych po uzyskaniu stopnia naukowego
doktora, jednej pracy przegladowej, 26 komunikatach zjazdowych oraz 10 referatach
wygloszonych na konferencjach miedzynarodowych.

Sumaryczny impact factor wedlug listy Journal Citation Reports na dzien 22.05.2018 roku
wynosi 44,328 a sumaryczna ilo$¢ punktow MNiSW 615. Wigkszo$¢ publikacji (12) powstata
po uzyskaniu stopnia naukowego doktora: ich IF wynosi 21,787, w poréwnaniu do 7
publikacji o tgcznym IF wynoszacym 11,762 przed uzyskaniem stopnia doktora oraz ilosci
punktow MNiISW, odpowiednio; 300 i 170.

Wedlug bazy Web of Science (WoS) do dnia 22 maja 2018 roku liczba cytowan wszystkich
publikacji wynosi 77 (bez autocytowan) a indeks Hirscha: 6.

Nalezy podkresli¢, ze warto$ci parametryczne dorobku naukowego zostaly
sporzadzone zgodnie z aktualnie obowiazujgcymi wymogami a warto$¢ indeksu cytowan
podano zgodnie z rokiem opublikowania, natomiast dla publikacji wchodzacych w skiad
osiggnigcia naukowego: 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.

Problematyka badan, ktérymi zajmowal si¢ Habilitant przed doktoratem oraz po
uzyskaniu stopnia doktora dotyczyla diagnostyki mikrobiologicznej, wielokierunkowej
taksonomii drobnoustrojow oraz koncepcji i definicji gatunku bakteryjnego. W trakcie
przygotowania pracy magisterskiej korzystal z narzedzi bioinformatycznych do badania
pokrewienstwa ewolucyjnego mikroorganizméw. Poczatkowo jako student a potem
pracownik Zakladu Genetyki i Mikrobiologii wspolpracowal z zespolem Pani prof. dr hab.
Wandy Malek i1 zajmowal si¢ okreslaniem wiasciwosci fenotypowych, genomowych i
badaniem relacji filogenetycznych mikrosymbiontéw traganka szerokolistnego (4stragalus
glycyphyllos). Na podstawie analizy numerycznej wykazal, ze tworzag one wspélng grupe z
bakteriami symbiotycznymi z rodzaju Mesorhizobium, co potwierdzila analiza sekwenlcji
genu 16S rRNA oraz wzorow RFLP-16S rDNA. Do okreslania stopnia zréznicowania
genomowego symbiontéw A. glycyphyllos wykorzystal analiz¢ numeryczng profili DNA
uzyskanych metodami RAPD, ERIC oraz AFLP. W celu roznicowania nizszych taksonow. tj.
gatunkéw 1 podgatunkow badal sekwencje, ktore charakteryzujg sie wiekszg sila
dyskryminacyjna tj. geny metabolizmu podstawowego oraz stosowal analize MLSA (ang.
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multi-locus sequence analysis), hybrydyzacje DNA-DNA i okreslanie zawartosci % mol
G+C. W badaniach genealogii ryzobiéw jako sktadnik ich drogi ewolucyjnej badal sekwencje
genow symbiotycznych; nod i nif. Na tej podstawie Habilitant mégl stwierdzi¢, ze droga
ewolucyjna symbiotycznej i niesymbiotycznej czgsei genomu badanych bakterii byta zgodna,
i ze na jej przebieg nie mial wpltywu migdzyrodzajowy transfer genow.

Cztery prace: Anton Leeuw., Int. J. G.: 2014 (udzial Habilitanta 80%); J. Appl. Gerict.:
2015 (udzial Habilitanta 80%); Plos One: 2015 (udzial Habilitanta 80%): Int. J. Syst. Evol.
Microbiol.: 2016. (udzial Habilitanta 75%) weszly w sklad cyklu, wyréznionego Nagroda
Naukowg II stopnia im. Prof. Edmunda Mikulaszka Polskiego Towarzystwa Mikrobiologow
w 2016 roku.
Podobne badania mikrosymbiontow, z udzialem dr S. Gnata wykonano na izolatach Robinia
pseudoacacia rosnacych w Polsce i w Japonii. Réwniez w tym przypadku mikrosymbionty z
rodzaju Amorpha spp. tworzyly wspdélne grono z rodzajem Mesorhizobium. Wyniki tych prac
zostaty opublikowane w Arch. Microbiol.: 2010 z 15% udzialem Habilitanta.

Doswiadczenie uzyskane w badaniach molekularnych mikroorganizméw Pan dr S.
Gnat wykorzystal we wspolpracy z zespotami naukowymi spoza macierzystej jednostki.
Wilaczyl si¢ do badan owadow nalezacych do rodziny Pedrusiowate (Apionidae)
prowadzonych w Zaktadzie Botaniki i Mykologii UMCS oraz Zakladzie Zoologii UP. Przy
udziale Habilitanta opracowano rozwigzanie zastosowane do identyfikacji i systematyki tych
owadow, polegajace na analizie sekwencji nukleotydowej genu dla podjednostki
mitochondrialnej oksydazy cytochromowej 1 (COIL, COXI1, COl1). Procedurg otrzymywania
mitochondrialnego DNA uzyto z powodzeniem do okazéw muzealnych przechowywanych
przez wiele lat. Otrzymane sekwencje poréwnywano z sekwencjami genu COI
zdeponowanymi w bazie NCBI oraz z innymi w tym genu 18S rRNA. Skonstruowano drzewo
filogenetyczne dla przedstawicieli 23 gatunkow i 15 rodzajow, w wigkszosci zgodne z
morfologicznym systemem klasyfikacji Apionidae. Wyniki opublikowano w J. Insect. Sci.:
2012 z 20% udziatem Habilitanta.
We wspolpracy ‘z tym samym zespolem Habilitant opracowal metode, ktéra znajdzie
zastosowanie do rozrézniania mikrosporydiow grzybow wywolujacych wymieranie pszczol
miodnych z rodzaju Nosema, technika LAMP (loop mediated isothermal amplification),
pc;legajch na izotermiczne] amplifikacji specyficznego odcinka DNA z modyfikacja. dzigki
ktorej mozliwe jest rozroznianie gatunkow N. apis 1 N. ceranae. Wyniki zostaly

przedstawione w FEMS Microbiol. Lett.: 2014, w ktorym udzial dr S. Gnata wynosi 80%.




Wazne miejsce w dzialalnosci naukowej dr S. Gnata zajmuje identyfikacja.
systematyka oraz zjawisko oporno$ci bakterii, dermatofitow i wiruséw wywolujacych
zakazenia zwierzat hodowlanych i wolno zyjacych. Zagadnienia zwiazane z lekoopornoscia
bakterii, takich jak E. coli, Salmonella, Enterococcus, Listeria, Staphylococcus, zostaly
opublikowane we wspdlpracy z pracownikami Wydzialu Medycyny Weterynaryjnej
Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu oraz Parku Narodowego .,Ujscie Warty”. Do
okreslania stopnia podobienistwa szczepdw stosowano wzory biatkowe uzyskane przy pomocy
spektrometrii masowej MALDI-TOF oraz metode typowania calego materialu genetycznego
ADSRRS-fingerprinting (Amplification of DNA fragments Surrounding Rare Restriction
Sites). Wyniki zostaly opublikowane w czasopismach o wysokim IF, takich jak: Comp.
Immunol. Microbiol. Infect. Dis.: 2016 (udzial Habilitanta wynosi 10%). Plos One, 2017,
(udzial Habilitanta wynosi 20%), J. Med. Microbiol.; 2017 (udzial Habilitanta wynosi 10%) i
Poultry Sci.: 2017 (udzial Habilitanta wynosi 10%).

Habilitant opublikowat 3 prace na temat nosicielstwa bakterii w przewodzie pokarmowiym
dziko zyjacych zwierzat. Ukazaly si¢ one w Lett. Appl. Microbiol.: 2015 (udzial Habilitanta
wynosi 70%), Plos One,: 2016 (udzial Habilitanta wynosi 15%) i J. Wildl. Dis.: 2015 (udzial
Habilitanta wynosi 10%).

Posiadane doswiadczenie (techniki spektrometrii MALDI-TOF, metody ITS-PCR i ITS-PCR-
RFLP) Habilitant wykorzystal do identyfikacji i systematyki bakterii z rodzaju Lactobacillus
spp. jednego ze skladnikow mikroflory uktadu pokarmowego gesi, co zostalo opublikowane
w Res. Microbiol.: 2014 z udzialem Habilitanta wynoszacym 30%.

W badaniach innych czynnikow etiologicznych chorob zwierzgqt Habilitant ustalil
przydatnos¢ roéznych linii komdrkowych do hodowli in vitro bydlecego syncytialnego wirusa
uktadu oddechowego (BRSV) a wyniki opublikowal w J. Virol. Methods: 2014; z udzia’em
wynoszacym 15%.

Dr S. Gnat jest wspolautorem pracy (z udzialem wynoszacym 70%), ktorg zrealizowal
we wspolpracy z Zakladem Metod Chromatograficznych Wydzialu Chemii UMCS dotyczacej
wrazliwosci izolatow klinicznych bakterii z rodzaju Staphyvlococcus, Listeria 1 Yersinia na
sktadniki ekstraktow roslinnych w aspekcie ich zastosowania jako terapii uzupelniajace)
leczenie antybiotykami opublikowanej w Pol. J. Vet. Sci.: 2017.

W dorobku naukowym dr S. Gnata opublikowanym przed doktoratem znajduje si¢ tez
artykul przegladowy (Post. Mikrobiol.: 2012) z 15% udzialem Habilitanta, w ktérym
przedstawiono mechanizmy adaptacji bakterii Gram-ujemnych do réznych warunkéw

ci$nienia osmotycznego.
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Dr Gnat posiada umiejetnos¢ nawiazywania wspolpracy i wymiany doswiadczen
migdzy osrodkami naukowymi krajowymi i zagranicznymi o czym swiadczy wspolpraca z
osrodkiem naukowym we Wioszech, w ramach ktorej odbyl staz naukowy na Wydziale
Medycyny Weterynaryjnej Uniwersytetu w Pizie a takze zaproszenie do wygloszenia
wykladu konferencyjnego na Wydziale Medycyny Weterynaryjnej Uniwersytetu w Stambule.

W trakcie swojej dziatalno$ci naukowej byl On gléwnym wykonawcg lub wykonawea

w dwu projektach badawczych finansowanych przez Narodowe Centrum Nauki a takze

kierownikiem jednego projektu badawczego NCN (Miniatura) i trzykrotnie grantu
przyznanego przez Prorektora UP w Lublinie d/s Nauki, Wdrozen i Wspélpracy
Migdzynarodowej:

Habilitant byl recenzentem manuskryptow dla redakcji czasopism naukowych o
wysokim IF: Veterinary Research (IF: 1,99), Microbiology Open (IF: 2,747). Journal of
Environmental Quality (IF: 2,987), Current Genetics (IF: 3.764) oraz przygotowat ekspertyze
na zamowienie.

Podsumowujac dorobek naukowy dr Sebastiana Gnata nalezy podkreslié, ze jest
on bogaty i roznorodny. Na podkreslenie zastuguje doskonale opanowany i stale poszerzany
zakres metod analizy molekularnej, ktory umozliwia Habilitantowi badanie molekularnych
podstaw identyfikacji ~mikroorganizméw glownie w kontekécie ich wlasciwosci
chorobotworezych. Waznym efektem laczenia przez Habilitanta wiedzy w zakresie metod
molekularnych realizowanych we wspolpracy z zespolami naukowymi krajowymi i
zagranicznymi jest praktyczne wykorzystanie uzyskanych wynikéw.

Podsumowujgc te czes¢ recenzji uwazam, Zze dorobek naukowy dr Sebastiana Grata
jest znaczacy i w pelni wystarczajacy do uzyskania stopnia naukowego doktora

habilitowanego.

Ocena dorobku dydaktycznego, wspélpracy mi¢gdzynarodowej i popularyzacji nauki

Dr S. Gnat ma znaczace osiagnigeia w pracy ze studentami i mtodymi naukowcami,
ktore uzyskatl jeézcze trakcie zatrudnienia na Wydziale Biologii i Biotechnologii UMCS,
pracujac na etacie inzynieryjno-technicznym. Obecnie jako adiunkt w Zakladzie
Mikrobiologii Weterynaryjnej prowadzi ¢wiczenia laboratoryjne i wyklady z Mikrobiologii
Weterynaryjnej dla studentow II i IIT roku kierunku weterynaria oraz wyklady z przedmiotu
Ochrona Wlasnosci Intelektualnej dla studentéw 1 roku kierunku weterynaria. Do

prowadzenia tego przedmiotu Habilitant uzyskal odpowiednie kwalifikacje w wyniku
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ukonczenia studiow podyplomowych: ,Ksztalcenie kadry akademickiej do roli
wykladoweéw przedmiotu - Ochrona wlasno$ci intelektualne;j”.

Byl promotorem 5 prac dyplomowych, w tym dwdéch magisterskich i trzech
inzynierskich studentéow Wydzialu Nauk o Zywnosci i Biotechnologii UP w Lublinie,
recenzentem dwu prac inzynierskich oraz opiekunem pracowni magisterskiej dla studentow
kierunku biotechnologia w Zaktadzie Genetyki i Mikrobiologii UMCS.

Habilitant byl promotorem pomocniczym jednego zakonczonego przewodu
doktorskiego a obecnie jest promotorem pomocniczym w dwu przewodach doktorskich
realizowanych w Instytucie Biologicznych Podstaw Choréb Zwierzat Wydzialu Medycny
Weterynaryjnej UP.

Trzykrotnie byl wspétautorem i prowadzacym projekty prezentowane w ramach Lubelskiego
Festiwalu Nauki.

Dr S. Gnat przebywatl dwukrotnie na zagranicznych stazach naukowych; 1.5 miesiaca
na Wydziale Medycyny Weterynaryjnej Uniwersytetu w Pizie, Wlochy oraz 8 dni na
Wydziale Medycyny Weterynaryjnej Uniwersytetu w Stambule, Turcja oraz uczestniczyt w 6
krajowych warsztatach szkoleniowych.

Dzialalno$¢ organizatorska

Dr S. Gnat aktywnie uczestniczy w diagnostyce mikrobiologicznej prowadzonej w Zakladzie
Mikrobiologii Weterynaryjnej UP w Lublinie. We wspolpracy z Nadlesnictwem Kluczbork,
jest zaangazowany w badanie wystepowania w aspekcie nosicielstwa potencjalnych
patogenow bakteryjnych u jeleni importowanych z innych krajow europejskich do Polski w
ramach programu reintrodukeji gatunku. Realizuje zlecane przez firmy farmaceutyczne prace
badawcze, ktore dotycza oceny jakoscei preparatow mikrobiologicznych.

Na Wydziale Medycyny Weterynaryjnej UP w Lublinie od 2014 roku jest Sekretarzem
Wydziatlowej Komisji Rekrutacyjne;.

Jest cztonkiem Polskiego Towarzystwa Mikrobiologow, w ktérym od 2016 roku pelni funkcje
Przewodniczacego Komisji Rewizyjnej Oddziatu Lubelskiego.

Plany naukowe na najblizszg przyszlo§¢

Habilitant planuje rozszerzenie badan nad zmiennoscia genetyczng i czynnikami zwigzanymi
z.patogenezg dermatofitow zoofilnych ze szczeg6lnym uwzglednieniem 7. verrucosum i M.
canis, jako najezgscie] wystepujacych u ludzi grzybic powierzchniowych o etiologii
zwierzgeej. Planuje On  wyznaczanie zakresu gospodarza klinicznych szczepow 7.
verrucosum 1 innych gatunkow dermatofitow, co moze przyczynié si¢ do przewidywania drog

transmisji infekcji pomiedzy roznymi gatunkami zwierzat i ludzmi.




Podsumowanie i wniosek koncowy

Na podstawie przedstawionych do oceny materialbw uwazam, ze dorobek

publikacyjny Habilitanta wnosi istotny wklad w rozwdj diagnostyki molekularnej
dermatofitow zoofilnych i innych patogennych mikroorganizmow.
Caloksztalt dziatalnosci naukowej dr Sebastiana Gnata, ktory dat si¢ poznac jako badacz o
duzym zaangazowaniu w proces naukowy, dziatalnoé¢ dydaktyczna i popularyzatorska,
aktywne uczestnictwo w realizacji projektéw naukowych i kierowanie jednym z nich, bez
watpienia kwalifikuje Go do objecia stanowiska samodzielnego pracownika nauki.

Zarowno osiagnigcie naukowe, jak i pozostaly dorobek naukowy dr Sebastiana Gnata
spelniaja kryteria okreslone w art. 16 ust. 4 ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach 1
tytule naukowym oraz stopniach i tytule naukowym w zakresie sztuki oraz rozporzgdzenia
Ministra Nauki i Szkolnictwa Wyzszego z dnia 1 wrzesnia 2011 r. w sprawie kryteriéw oceny
osiggniec¢ osoby ubiegajacej sie o nadanie stopnia doktora habilitowanego. ‘
Biorac to pod uwage z pelnym przekonaniem przedstawiam pozytywna opini¢ w sprawie
nadania dr Sebastianowi Gnatowi stopnia naukowego doktora habilitowanego w dziedzinie

nauk weterynaryjnych.
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