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Podstawg formalng do wykonania niniejszej recenzji jest Uchwata nr 3/2019 Rady
Wydziatu Nauk Biologicznych Uniwersytetu Wroctawskiego z dnia 24 stycznia 2019 r.

Tematyka pracy

Jersinioza wywolywana przez vpaleczki Yersinia enterocolitica i Yersinia
Dpseudotuberculosis jest jedng z choréb odzwierzecych podlegajacych zaréwno w Polsce jak
i w Europie obowigzkowej rejestracji. Drobnoustroje te sg szeroko rozpowszechnione
W przyrodzie, wystgpujg zar6wno u zwierzgt domowych jak i dzikich, a takze w wodzie
i glebie. Za najczgstszg przyczyne zarazenia uznaje si¢ spozycie surowej lub niedogotowanej
wieprzowiny, zanieczyszczonej odchodami zakazonych zwierzat wody, mleka lub jego

przetworow.

Szczepy Y. enterocolitica podzielono na szes¢ biotypow: 1A, 1B, 2,3,41 5 na podstawie
okreslonych cech biochemicznych. Za najbardziej patogenne dla ludzi uwaza si¢ szczepy
nalezace do biotypu 1B, za $rednio chorobotwoércze szczepy biotypéw 2 — 5, niepatogenne
szczepy przynalezace do biotypu 1A. Na podstawie antygenu somatycznego O wsréd
paleczek Y. enterocolitica wyrbzniono kilkadziesigt grup serologicznych. Szczepy, ktére sg



najczesciej izolowane od czlowieka nalezg do bioserotypu 4/0:3, 2/0:5,27, 3/0:5,27, 1B/O:8
i 2/0:9. Okres$lenie patogennego potencjatu szczepéw Y. enterocolitica opiera si¢ na
wykrywaniu plazmidowych i chromosomowych markeréw zjadliwosci odgrywajacych istotng
rolg w inwazyjnosci tych bakterii. Obecnosé tych markerow jest szczeg6lnie wazna
w  przypadku szczepéw nalezacych do biotypu 1A, powszechnie uznawanych za
niechorobotwércze, a jak wynika z literatury coraz czgdciej izolowanych z klinicznych

przypadkéw jersiniozy u ludzi.

Epidemiologia zakazef Y. enterocolitica jest ziozona. Wiadomym jest, ze gléwnym
rezerwuarem szczepow patogennych dla ludzi sg $winie. Warto jednak podkresli¢, ze
gryzonie moga przyczynia¢ si¢ do szybkiego rozprzestrzeniania paleczek w $rodowisku
naturalnym, w tym na zwierzeta wolno Zzyjace, np. dziki, sarny. Niestety w literaturze
naukowej niewiele jest artykuléw poswieconych ocenie rozprzestrzenienia Szczepow
Y. enterocolitica w populacji dzikich zwierzat, a takze ich charakterystyce biochemicznej czy
genotypowej, dlatego uwazam, e recenzowana przeze mnie praca stanowi cenne

uzupelnienie tego tematu.

Podjety przez Doktorantk¢ temat badan dotyczacy identyfikacji, analizy genotypowej
i wirulotypowe]j szczepéw Yersinia sp. pochodzacych od ludzi oraz zwierzat domowych
i dzikich jest w petni uzasadniony i aktualny.

Ocena formalnej strony pracy

Rozprawa ma uktad powszechnie stosowany w pracach doswiadczalnych, typowy dla
rozprawy doktorskiej i zawiera 130 stron maszynopisu, w tym 37 rycini 15 tabel, 179 pozycji
piSmiennictwa oraz wykaz stosowanych skrétéw. Przedstawiona do recenzji rozprawa
doktorska obejmuje dziesi¢é rozdzialéw: (i) Wprowadzenie, (ii) Cele badan, (iii) Materialy i
metody, (iv) Wyniki, (v) Dyskusje, (vi) Wnioski, (vii) Streszczenie w jezyku angielskim,
(viii) Streszczenie w jezyku polskim, (ix) Materialy uzupetniajgce oraz (x) Bibliografie. Szata

graficzna pracy jest bardzo staranna i przejrzysta.
Ocena merytoryczna pracy

W rozdziale Wprowadzenie Doktorantka dokonala wprowadzenia w problematyke
pracy, uzasadnila istot¢ i znaczenie podjetych badah. Autorka przedstawila klasyfikacje
bakterii z rodzaju Yersinia, biochemiczng charakterystyke jednego z gatunkéw —
Y. enterocolitica oraz opisala szczegélowo warunki wzrostu tych drobnoustrojéw. W dalszej
czgsci tego rozdzialu Doktorantka zwrdcila réwniez uwage na trzy inne gatunki

Y. kristensenii, Y. pekkanenii oraz Y. frederiksenii okreélane jako Y. enterocolitica — podobne,



ktére sa co prawda potencjalnie niepatogenne dla czlowieka, ale ze wzgledu na to, ze
nieznacznie r6znig si¢ wlasciwosciami biochemicznymi od Y. enterocolitica mogg zostaé
blednie zidentyfikowane. W nastepnym podrozdziale Autorka szeroko przedstawila
patogenne dzialanie Y. enterocolitica w organizmie czlowieka. Podkreslita takze, Ze obecnosé
genéw yadA i ail kodujach adhezyny moze warunkowagé opornos¢ tych bakterii na surowice.
Stad w kolejnej czesci przedstawita role bialek ukiadu dopetniacza (komplementu) w walce
z patogenami, a nastgpnie opisala relacje pomiedzy paleczkami Y. enterocolitica
i dopelniaczem. Doktorantka szczegblowo przedstawita odzialywania pomig¢dzy adhezyng
YadA i bialkiem wigzacym regulator dopelniacza C4 (C4bp) oraz osoczowym czynnikiem H,
ktére w efekcie chronig paleczki przed aktywacja komplementu na drodze klasycznej,
lektynowej i alternatywnej. Zwrécita tez uwage na istotng rol¢ biatka Ail, poryny OmpC
i lipopolisacharydu w dziataniu biatek dopelniacza. W dalszej czesci Wprowadzenia Autorka
przedstawila dane epidemiologiczne jersiniozy w krajach Unii Europejskiej i w Polsce,
a takze podkreslita znaczacq role $win domowych i dzikéw w rozprzestrzenianiu tej choroby.
Kolejny podrozdziat poswigcony zostat izolacji i identyfikacji szczepéw Y. enterocolitica
z wykorzystaniem rutynowych metod mikrobiologicznych opartych na cechach fenotypowych
i biochemicznych, a takze na bardziej zaawansowanych technikach: molekularnych czy tych
wykorzystujacych spektrofotometrie mas (MALDI-TOF MS). W ostatniej czesci Doktorantka
scharakteryzowata metody wykorzystywane w genotypowaniu bakterii (m.in. PFGE-CHEEF,
MLVA) oraz wyjasnila ich zastosowanie w przypadku szczepéw Y. enterocolitica
izolowanych z réznych Zrédel. Podsumowujac rozdzial Wprowadzenie zostal przygotowany
bardzo starannie, opiera sic na wilasciwie wybranych i oméwionych publikacjach. Bez
watpienia, cze$¢ teoretyczna dysertacji prezentuje bardzo dobry poziom merytoryczny

i $wiadczy o znakomitej znajomosci zagadnieri zwigzanych z tematem rozprawy.

Cele pracy zamieszczone w kolejnym rozdziale zostaly sformulowane prawidlowo,

a przedstawiona koncepcja ich rozwigzania jest klarowna i nie budzi zastrzezes recenzenta.

Rozdzial Materialy i metody zawiera szczegblowy opis metod, ktérymi Doktorantka
postuzyla si¢ w celu realizacji czesci empirycznej pracy. Opisy przeprowadzonych
eksperymentow sg bardzo precyzyjne i z cata pewnoscig pozwalajg na ich odtworzenie. Dobér
metod jest trafny, a szeroki zakres badan $wiadczy o bardzo dobrym przygotowaniu
warsztatowym Doktorantki.

Kolejny rozdziat rozprawy zatytutowany Wyniki, ktéry podzielono na podrozdziaty,

zostal napisany z dbaloscia o jasno$¢ oraz precyzje poszczegblnych etapéw i kolejno



uzyskiwanych wynikéw. Na pochwale zashiguje bardzo czytelna i staranna dokumentacja

wynikéw w postaci tabel, rycin i fotografii, ktéra ulatwila ich interpretacje. Bardzo

pozytywnie oceniam réwniez przedstawienie przez Doktorantke krétkich podsumowan po

kilku tematycznie zwigzanych ze soba podrozdziatach. Do najwazniejszych wynikéw

otrzymanych przez Doktorantk¢ mozna zaliczyé:

1.

Okreslenie wystgpowania szczepow Yersina sp. wsrod dzikéw (1.6%), saren europejskich
(1.1%), swifi domowych (16.9%) oraz ludzi (1.0%) w zachodniej Polsce w latach 2014-
2018.

Potwierdzenie koniecznosci stosowania kilku metod celem identyfikacji szczepow

Yersinia sp. pochodzenia zwierzecego.

Wykazanie dominacji patogennego bioserotyp 4/0:3 wsréd izolatéw pozyskanych od

ludzi oraz swifi domowych.

Oznaczenie 20 wirulotypéw wéréd zidentyfikowanych pateczek Yersinia sp. i wskazanie,
ze najpowszechniej wystepujagcymi genami wirulencji byly ymod, ureC, inv, myf4 i yst,
ktérych produkty s3 odpowiedzialne za wytwarzanie toksyn oraz regulacj¢ ekspresji
czynnikéw chorobotwérczosci, a takze umozliwienie inwazji enterocytéw i kolonizacji
jelit.

Wykazanie podobnych typéw wirulencji paleczek Yersinia sp. izolowanych od ludzi,
Swii domowych i pséw, co moze wskazywaé na rozprzestrzenianie si¢ tych

drobnoustrojéw pomigdzy tymi trzema gospodarzami.

Zaobserwowanie korelacji bioserotyp — wirulotyp szczegdlnie wsréd izolatow

Y. enterocolitica pochodzacych od $win domowych (4/0:3).

Odnotowanie tendencji klasteryzacji szczegélnie wérod szczepéw wyizolowanych od

Swin domowych i nalezacych do bioserotypu 4/0:3.

Wskazanie, ze szczepy wyizolowane od $wifi domowych oraz ludzi tworzyly najbardziej

spokrewniong grupe, cechujaca sie 80% podobiefistwem genetycznym.

Wykazanie, ze szczepy Yersinia sp. pochodzace od dzikéw charakteryzowaly si¢ duzg
réznorodnoscia genetyczng w przeciwiefistwie do izolatow pochodzacych od s$win
domowych, co wskazuje na mato prawdopodobng transmisj¢ paleczek migdzy tymi

gospodarzami.



10. Zaobserwowanie korelacji pomiedzy obecnoscia genéw yadd i ail w komérkach Yersinia

sp., a ich opornoscia na surowice ludzka.

11. Posrednie potwierdzanie roli bialek Ail, YadA i OmpC w nadawaniu bakteriom
opornosci na dziatanie surowicy ze wzgledu na to, ze ekspresja genbéw ail, yadA, ompC
byla wyzsza po inkubacji bakterii w surowicy aktywnej niz w surowicy inaktywowanej
przynajmniej w jednym punkcie pomiarowym.

Biorgc pod uwage duza ilo$¢ uzyskanych wynikéw o wysokiej warto$ci poznawczej
kolejny rozdzial Dyskusja wymagat od Doktorantki szczegblnego opracowania. Uwazam, ze
Dyskusja zostala przeprowadzona w sposob dojrzaly. Autorka odniosta sie do wszystkich
etapdw badan zamieszczonych w pracy. Szczegbtowo zinterpretowata otrzymane wyniki
i przedstawila je na tle rezultatéw opublikowanych w literaturze krajowej i zagranicznej.
W oparciu o dokonany przeglad najnowszej literatury Doktorantka bardzo przekonujaco

i rzeczowo dowiodla trafnosci i aktualnosci podjetego przez siebie tematu badan.

Whnioski wynikajace z analizy wynikéw badafi eksperymentalnych i syntetyczne
podsumowanie uzyskanych rezultatow przedstawiono w kolejnym rozdziale. Doktorantka
zamiescila w nim 13 dobrze sformutowanych konkluzji, ktére w pemi odpowiadaja

postawionym celom badawczym.

Bibliografia obejmuje zbiér 179 pozycji, w ktérym znalazly si¢ réwniez 4 publikacje
Doktorantki (w trzech wystepuje jako pierwszy autor, w jednej jako wspolautor). Mozna wigc
sadzi¢, ze zdobyte przez Doktorantke rozeznanie w tematyce rozprawy jest wystarczajgco

rozlegle i obejmuje najnowszy stan wiedzy.
Ocena wynikéw naukowych

Przedstawione wyniki badan eksperymentalnych dowodza, ze postawione przez
Doktorantke w pracy cele zostaly zrealizowane. Liczne fragmenty rozprawy majg oryginalny
charakter, co potwierdza umiejetnosé zaplanowania i wykonania przez Doktorantke zadan
doswiadczalnych. Udokumentowaniem rezultatéw S3 zamieszczone w pracy liczne
zestawienia tabelaryczne, ryciny oraz zdjecia. Bez watpienia do zalet pracy nalezg praktyczne

aspekty uzyskanych wynikéw, ktére mogg mieé duza warto$é uzytkows.
Uwagi szczegélowe

Na podstawie wnikliwej analizy pracy moge stwierdzi¢, ze nie nasuwajg si¢ zasadnicze
uwagi krytyczne o charakterze merytorycznym. Z obowigzku recenzenta nalezy wymienié
drobne uchybienia zauwazone podczas lektury niniejszej rozprawy, takie jak:



Str. 22, Doktorantka napisala, ze bialko Ail ulatwia wigzanie oraz inwazje
Y. enterocolitica do komérek nablonkowych, a takze chroni komérki bakteryjne przed
bakteriobdjcza aktywnoscig dopelniacza poprzez wigzanie z czynnikiem H i Cdbp.
Nastgpne zdanie o tresci: ,,Dzieje sie tak, poniewaz antygen O, komponent LPS, maskuje
Ail na blonie zewnetrznej” jest dla recenzenta niejasne w kontekscie poprzedniej
informacji.

Str. 50, Doktorantka odnoszac sie w tekscie do tabeli 12 informuje, ze wérdd 51 izolatéw
47 zostato oznaczone jako Y. enterocolitica, 2 jako Y. kristensenii, 1 jako Y. frederiksenii
i 1 jako Y. pekkanenii. Informacja ta jest bledna, poniewaz jak wynika z danych
zawartych w tabeli 12, 50 szczepéw zostato zidentyfikowanych jako Y. enterocolitica,
atylko 1 jako Y. frederiksenii.

Str. 60, Doktoranta napisata, ze na rycinach 9-13 przedstawiono produkt amplifikacji
kazdego powtérzenia tandemowego o zmiennej liczbie. Nie jest to jednak zgodne

z prawda, bowiem wyniki te zostaly zaprezentowane na rycinach 10-14.

Ryciny 18 i 19 sg tak samo zatytulowane, zatem mozna byloby polaczyé¢ je w jedna,

zawierajgcg sze$é wykreséw.

Rycina 20 przedstawiajaca wyniki bakteriobojczego dzialania surowicy wobec 12
szczepow pochodzacych od dzikéw jest stabo czytelna. Pokazanie rezultatéw na jednej

rycinie, kt6ra zawierataby dwa wykresy (A, B), zwigkszytoby ich czytelnosé.

Tabela 11 przedstawia wyniki podobiefistwa sekwencji genu ail szczepu 205dz z innymi
testowanymi szczepami Y. enterocolitica oraz sekwencjami tego genu zdeponowanymi w
bazie GenBank. Wyniki te mozna bytoby ulozy¢ w tabeli od wartosci najwigkszych do

najmniejszych.

W tabeli 11 najwigksza wartosé to 100%, dlaczego wigc Doktorantka w tekscie napisala,
ze podobienstwo wynosito od 96 do 99.7%?

W tekscie rozprawy w niektérych miejscach pojawily si¢ blednie napisane wyrazy (str.
24 jest acording, powinno byé according; str. 31 jest voivodship, powinno byé
voivodeship; str. 67 jest strains was, powinno by¢ strains were; str. 67 jest distiguished,
powinno by¢ distinguished; str. 82 jest are align with, powinno by¢ are aligned with; str.
88 i 89 Fredriksson-Ahoma et al. has, powinno by¢ Fredriksson-Ahoma et al. have; str.
90 jest of this results, powinno by¢ of these results; str. 92 jest this findings, powinno byé
these findings; str. 93 jest others genes, powinno by¢ other genes; str. 93 jest wihin,



powinno by¢ within; str. 94 jest thalasemias, powinno by¢ thalassemias; str. 96 jest Platt-
Samoraj et al. has, powinno byé Platt-Samoraj et al. have; str. 96 jest effecting, powinno
by¢ affecting; str. 98 jest identifiaction, powinno by¢ identification; str. 99 jest additonal,
powinno by¢ additional)

Te drobne uwagi nie zmieniajg jednak mojej wysokiej oceny recenzowanej pracy. Sa one
jedynie wskazéwkami do ewentualnych poprawek, jezeli Autorka zamierza opublikowaé
wyniki swojej pracy.

Whiosek koncowy

W podsumowaniu recenzji stwierdzam, ze w opiniowanej rozprawie doktorskiej pt.:
»Identification, genotype and virulotype analysis of Yersinia sp. isolated from humans,
domestic and wild-living animals” mgr Katarzyna Dorota Morka postugujac sie dobrze
dobranymi, nowoczesnymi technikami eksperymentalnymi rozwigzata postawione cele
badawcze, wykazala si¢ szeroka wiedzg naukows oraz umiejetnosciami wymaganymi dla
uzyskania stopnia doktora nauk biologicznych. Stwierdzam, Ze praca spelnia wymagania
stawiane rozprawom doktorskim przez obowigzujace przepisy i w zwigzku z powyzszym
zwracam si¢ do Rady Wydzialu Nauk Biologicznych Uniwersytetu Wroctawskiego
o dopuszczenie mgr Katarzyny Doroty Morki do dalszych etap6w przewodu doktorskiego.

Jednoczesnie zglaszam wniosek o wyréznienie pracy ze wzgledu na nowatorski charakter

tematyki przeprowadzonych badan oraz duza wartosé naukowg uzyskanych wynikow.
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