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Podstawe prawng wykonania recenzji rozprawy doktorskiej stanowi Uchwala Nr
215/2017 Rady Wydzialu Nauk Biologicznych Uniwersytetu Wroctawskiego z dnia 23
listopada 2017 roku.

Paleczki E. coli odznaczajg si¢ duzg réznorodnoscig i szerokim spektrum organizmow,
ktére mogg zasiedla¢, jednak ich podstawowym rezerwuarem sa zwierzgta stalocieplne. Do
gatunku E. coli nalezg zaréwno szczepy komensalne jak i patogenne wywotujace u ludzi i
zwierzat infekcje jelitowe oraz pozajelitowe. W krajach Unii Europejskiej bakterie te sg
istotnym czynnikiem infekcji jelitowych ludzi. Wedtug danych Europejskiego Urzedu ds.
Bezpieczenstwa Zywnosci (EFSA) pateczki STEC, nalezace do grupy patogennych,
jelitowych E. coli, w 2016 r. klasyfikowane byly na 4 miejscu wsréd drobnoustrojow
zoonotycznych wywolujgcych infekcje ludzi. Jednym z ich Zrédet jest zywnos$¢ pochodzenia
zwierzecego, gléwnie mieso przezuwaczy. Patogenne, jelitowe E. coli stanowig obecnie lepiej
poznang grupe niz szczepy patogenne pozajelitowe (EXPEC). Wiadomo jednak, ze
pozajelitowe patogenne E. coli rowniez moga stanowi¢ powazne zagrozenie dla zdrowia ludzi
i zwierzat, gdyz odpowiedzialne sa miedzy innymi za infekcje uktadu moczowego oraz opon
mézgowo-rdzeniowych u ludzi, a u zwierzat za kolibakteriozy drobiu czy zapalenie gruczotu
mlekowego kréw. Szczegélne znaczenie z punktu widzenia bezpieczenstwa zdrowia ludzi
stanowia szczepy nalezace do typu ST131 obejmujacego wielolekooporne, globalnie
rozpowszechnione, patogenne, pozajelitowe E. coli odpowiedzialne gléwnie za zakazenia

uktadu moczowego. Paleczki nalezgce do tego typu klonalnego posiadaja wysokg zdolnos¢



adaptacji do réznorodnych warunkow $rodowiskowych. Sa one zaliczane sg do grupy tzw.
,hew-emerging pathogens”, a za jedna z drég ich rozprzestrzeniania uwaza si¢ ZMOS’(:,
gléwnie mieso drobiowe i jego przetwory. Jednym z elementéw ocenianej pracy doktorskiej,
poza oceng obecnosci czynnikow wirulencji czy wrazliwosci na  substancje
przeciwdrobnoustrojowe jest takze oznaczenie genotypow ST szczepéw pozajelitowych
wyosobnionych od ludzi i drobiu, co stanowi istotny element oceny zagrozenia zdrowia
publicznego.

Wsréd scharakteryzowanych do tej pory populacji E. coli najstabiej poznang stanowig
szczepy wystepujgce u zwierzat zmiennocieplnych. Wiadomo, ze zwierzgta te mogg by¢
bezobjawowymi nosicielami paleczek E. coli, jednakze wiedza dotyczaca epidemiologii
szczepdw wystepujacych u tej grupy zwierzat jest niewielka. Zatem waznym zadaniem jest
ocena potencjalu zoonotycznego szczepéw E. coli wystepujagcych u  zwierzat
zmiennocieplnych, czego podjeta si¢ Autorka pracy.

Temat pracy doktorskiej mgr Marty Ksiazczyk obejmuje aktualne zagadnienia
zwiazane z oceng potencjatu chorobotworczego pozajelitowych E. coli pochodzacych od ludzi
i drobiu oraz okresleniem potencjatu zoonotycznego, a zwlaszcza nie badanej do tej pory w
Polsce, populacji komensalnych E. coli wyosobnionej od gadow.

We wstepie rozprawy doktorskiej mgr Marta Ksiazczyk scharakteryzowata pateczki
E. coli pod wzgledem ich wiasciwosci biochemicznych i fizjologicznych, przedstawila
klasyfikacje oraz chorobotwdrczo$é tych drobnoustrojow. Nastepnie szczegdlowo opisata
aktualne dane dotyczace dystrybucji czynnikéw wirulencji u poszczegdlnych pozajelitowych
patotypéw E. coli oraz omoéwila potencjal zoonotyczny pozajelitowych szczepow E. coli
identyfikowanych u zwierzat, ze szczegélnym uwzglgdnieniem szczepéw wywolujacych
kolibakteriozy u ptakéw (APEC). Zaprezentowata tez dane dotyczace epidemiologii E. coli
izolowanych od gadéw, zwracajac uwage na skaposé tego typu badan w skali Swiatowej.
Kolejny podrozdziat wstepu poswiecono charakterystyce grup filogenetycznych E. coli, z
uwzglednieniem technik ich oznaczania. Doktorantka omoéwita problematyke narastania
oporno$ci na  substancje  przeciwdrobnoustrojowe oraz  obecnoSci  szczepodw
wielolekoopornych wsrdéd jelitowych i pozajelitowych E. coli. Rozdziat ten koficzy opis
mechanizméw opornosci szczepéw pozajelitowych E. coli na bakteriobdjcze dziatanie
surowicy. Nalezy podkresli¢, ze informacje zawarte w kazdym podrozdziale wstgpu sg
aktualne, a niewatpliwg zaletg tej czesci pracy sa ryciny i tabele, syntetycznie obrazujace

omawiane zagadnienia.



W rozdziale ,,Cele badawcze” Autorka podata gtéwny cel pracy doktorskiej, ktérym
jest okreslenie czynnikéw wirulencji i analiza filogenetyczna trzech grup izolatéw ftj.
pozajelitowych uropatogennych E. coli (UPEC), pozajelitowych E. coli, wywotujacych
kolibakterioze u ptakow (APEC) oraz E. coli izolowanych od gadéw. Nastepnie w punktach
wymieniono zadania badawcze, ktérymi sa: identyfikacja grup filogenetycznych E. coli,
dystrybucja gendéw wirulencji, ocena wrazliwosci na sﬁbstancje przeciwdrobnoustrojowe,
ocena bakteriobdjczej aktywno$ci surowicy, ocena patogennosci in vivo oraz analiza
pokrewienstwa filogenetycznego.

Rozdziat ,,Materialy i metody”, sktadajacy sie z dziesigciu podrozdzialow, Autorka
poswiecita na opis:

- pozyskiwania materiatu do badan, hodowli i identyfikacji izolatow E. coli na podstawie cech
morfologicznych i biochemicznych,

- potwierdzania przynaleznosci gatunkowej izolatéw technikg PCR i MALDI-TOF,

- okreslania grup filogenetycznych (A — F) izolatéw E. coli metoda Quadruplex-PCR,

- oznaczania obecnosci genow wirulencji przy zastosowaniu multiplex-PCR,

- oznaczania wrazliwosci izolatéw E. coli na substancje przeciwdrobnoustrojowe,

- oznaczania wrazliwosci izolatow E. coli na surowice ludzka,

- wykonania testu patogennosci in vivo z wykorzystaniem larw Galleria melllonella,

- okre$lania podobienstwa genetycznego przy zastosowaniu techniki PFGE oraz ERIC-PCR

- oznaczania genotypu ST metodg MLST.

Metodyka zostala zaplanowana adekwatnie do zalozonego planu badan. Zastosowano
nowoczesne techniki biologii molekularnej, co obrazuje bardzo wysoki poziom badan
zrealizowanych przez Doktorantke. Z drobnych uwag: w podrozdzialach 4.4 i 4.5, w opisie
techniki m-PCR brakuje informacji na temat pozytywnych kontroli do okreslania grup
filogenetycznych (A, B1, B2, C, D, E, F) oraz obecnosci genéw wirulencji. Informacja o
szczepach referencyjnych uzytych w pracy znajduje si¢ na poczatku rozdziatu ,,Materiaty i
metody” (str. 59-60), jednak nie wiadomo, ktére z tych szczepéw uzyto jako kontrole w
identyfikacji poszczegdlnych grup filogenetycznych (A-F), a ktére w detekcji gendw
wirulencji E. coli.

W czgsei eksperymentalnej pracy mgr Marta Ksigzezyk okreslita prewalencje pateczek
E. coli w katomoczu gadéw na poziomie 29%, wskazujac, ze ze wzgledu na czgste nietypowe
cechy morfologiczne i fizjologiczne izolatow E. coli pochodzacych od tej grupy zwierzat
jedynie molekularne techniki badawcze umozliwiaja wiarygodng identyfikacje gatunkowa. W
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badaniach dotyczacych dystrybucji grup filogenetycznych wykazano, ze wsréd izolatow
pochodzacych od gadéw dominowata grupa B1, obejmujaca gléwnie szczepy niepatogenne, a
wséréd izolatéw UPEC grupa B2, obejmujgca patogenne szczepy pozajelitowe. Z kolei w
populacji APEC rozktad izolatow byt rownomierny z nieznaczng dominacja grup B2 oraz C,
zawierajacych szczepy niepatogenne.

Autorka wykazala, ze czesto$¢ wystgpowania genow wirulencji w izolatach E. coli
wyosobnionych od gadéw jest nizsza w poréwnaniu z izolatami UPEC i APEC. Wsréd E. coli
pochodzacych od gadéw stwierdzono réwniez nizsza liczbe izolatéw opornych na substancje
przeciwdrobnoustrojowe, jednak ponad 70% z nich bylo opornych na sulfametaksazol.
Wielolekoopornoséé stwierdzono u 82% izolatow APEC oraz 62% UPEC, a takze u jednego
izolatu E. coli od gadéw. Oceniajgc opornos¢ na dzialanie surowicy ludzkiej w grupie 14
wybranych izolatéw E. coli, Doktorantka, wykazata, ze izolaty pochodzace od gadow
odznaczaly si¢ wyzszym poziomem opornosci na surowicg w pordwnaniu z izolatami EPEC i
APEC. Co ciekawe, nie zaobserwowano zwigzku pomiedzy opornosciag na surowice a
obecnoscig gendéw wirulencji iss oraz traT, wiazanych dotychczas z przezywalnoscig E. coli
W SUrowicy.

Badania in vivo przeprowadzone na larwach Galleria melllonella pozwolity na oceng
poziomu patogenno$ci izolatow E. coli. Autorka stwierdzila, ze najwigksza patogennoscig
cechowal si¢ jeden z izolatéw UPEC, za$ najmniejszg izolat E. coli pochodzacy od gadow.
Analiza podobiefistwa genetycznego wskazata na zrdéznicowanie badanej populacji E. coli
oraz wigkszg site dyskryminacji techniki PFGE niz ERIC-PCR.

Nalezy podkre$li¢, iz wyniki badan zostaly przedstawione w sposéb czytelny,
zilustrowane licznymi, przejrzystymi tabelami oraz rycinami. Do drobnej uwagi dotyczacej
tego rozdziahu nalezy kwestia celowosci uzycia przez Doktorantke techniki ERIC-PCR, skoro
zastosowata metode PFGE, ktéra uznawana jest za metode, do ktérej odnosi si¢ pozostale
techniki réznicowania genetycznego bakterii. Ponadto brak informacji o zastosowanej
kontroli pozytywnej w opisie rycin obrazujacych grupy filogenetyczne (A-F) (ryc. 5.7, 5.8,
390

W rozdziale ,,Dyskusja” Doktorantka w sposéb rzeczowy i dojrzaty konfrontuje
uzyskane wyniki badan wilasnych z dostgpng literaturg. Obszerna polemika zawiera trafne
stwierdzenia i komentarze.

Pi$miennictwo zawiera 295 pozycji literaturowych, w zdecydowanej wigkszosci
anglojezycznych i opublikowanych po 2000 roku. Wyniki badan wlasnych Autorka zebrala w
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postaci o$miu zwiezle i precyzyjnie sformutowanych wnioskéw, odzwierciedlajacych -cele
pracy. Na uwage zastuguje ogrom pracy Autorki poswigconej na realizacj¢ i opisanie
ocenianej dysertacji.

Ocena potencjatu chorobotwodrczego populacji komensalnych E. coli izolowanych od
gadow stanowi pionierski element rozprawy doktorskiej. Najwazniejszym osiggnieciem
recenzowanej pracy jest wykazanie zréznicowania poténcjalu chorobotworczego izolatow
wyosobnionych od gadéw. Zgodnie z danymi uzyskanymi przez Doktorantke populacja ta
zawiera jednoczesnie izolaty E. coli (stanowigce zdecydowanie przewazajgcg grupg) mniej
patogenne od izolatow APEC czy UPEC oraz potencjalnie zoonotyczne izolaty o wysokiej
patogennosci, porownywalnej do patogennych, pozajelitowych E. coli. Waznym osiggnigciem
pracy jest identyfikacja wséréd populacji APEC szczepu nalezgcego do klonu STI131, co
wskazuje, iz dréb, a tym samym produkty zywnos$ciowe z nich otrzymywane mogg stanowi¢
droge transmisji tego wielolekoopornego, patogennego dla ludzi klonu E. coli.

Uwagi zawarte w recenzji w zadnym stopniu nie umniejszaja wysokiej merytoryczne;j
wartosci wynikow uzyskanych przez mgr Marte Ksiazczyk.

Stwierdzam, ze rozprawa doktorska mgr Marty Ksigzczyk pt. ,,Okreslenie czynnikow
wirulencji oraz analiza filogenetyczna pozajelitowych patogennych oraz komensalnych
szczepdw Escherichia coli izolowanych z r6znych grup kregowcow” odpowiada warunkom
okreslonym w art. 13 Ustawy z dnia 14 marca 2003 roku o stopniach naukowych i tytule
naukowym oraz o stopniach i tytule naukowym w zakresie sztuki (Dz. U. z 2003 r. nr 65 poz.
595 z pézn. zm.).

W oparciu o przedstawiong wyzej pozytywna ocene przedktadam wniosek Wysokiej
Radzie Wydziatu Nauk Biologicznych Uniwersytetu Wroctawskiego o dopuszczenie mgr
Marty Ksigzczyk do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Ze wzgledu na wysokg warto$¢ merytoryczng oraz pionierski charakter pracy,
przedkladam wniosek Wysokiej Radzie Wydzialu Nauk Biologicznych Uniwersytetu
Wroclawskiego o wyrdznienie rozprawy doktorskiej mgr Marty Ksigzczyk.
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