Olsztyn, 28.06.2018 r
dr hab. Aleksandra Platt-Samoraj, prof. UWM
Katedra Epizootiologii
Wydzial Medycyny Weterynaryjnej
Uniwersytet Warminsko-Mazurski

w Olsztynie

RECENZJA

rozprawy doktorskiej lek. wet. Agnieszki Jodelko pt. ,,Genotypowanie szczepow Coxiella burnetii
wystepujacych u bydla oraz ocena mozliwosci transmisji patogenu droga alimentarng”
wykonanej pod kierunkiem Pana dr hab. Krzysztofa Niemczuka, prof. nadzw.
oraz dr hab. Pani Moniki Szymanskiej-Czerwinskiej, prof. nadzw.
w Zaktadzie Chorob Bydta Panstwowego Instytutu Weterynaryjnego — Panstwowego Instytutu Badawczego w
Putawach

Podstawe formalng recenzji stanowi pismo Przewodniczacego Komisji Doktorskiej Rady Naukowej
Pafistwowego Instytutu Weterynaryjnego-Pafistwowego Instytutu Badawczego w Putawach prof. dr hab.
Dariusza Bednarka z dnia 30.05.2018 r. powotujace si¢ na uchwate Rady Naukowej Panstwowego Instytutu
Weterynaryjnego-Panstwowego Instytutu Badawczego w Putawach z dnia 27.04.2016 1.

Coxiella burnetii (C. burnetii) jest czynnikiem etiologicznym Goraczki Q, choroby zoonotycznej
stanowiacej istotne zagrozenie dla zdrowia ludzi i zwierzat. Z tego powodu objeta zostala obowiazkiem
rejestracji przez wszystkie kraje Unii Europejskiej, a liczba zgloszonych przypadkéw umieszczana jest w
corocznych raportach Europejskiego Urzedu do Spraw Bezpieczenstwa Zywnosci.

C. burnetii jest drobnoustrojem o niezwyklych wiasciwosciach, takich jak zdolno$¢ do wystepowania w
dwoch odmianach antygenowych, czy tworzenie dwoch form morfologicznych, wegetatywnej i
przetrwalnikowej, dzieki czemu wykazuje nadzwyczajna oporno$¢ na warunki $rodowiska zewnetrznego.
Goraczke Q opisano w latach 30. ubiegtego wieku, lecz przez szereg lat byla niedoceniana zaréwno przez
lekarzy weterynarii, jak i lekarzy medycyny. Choroba ta nie jest tatwa w diagnozowaniu, gtéwnie ze wzgledu na
brak wzrostu C. burnetii na podlozach bakteriologicznych oraz réznorodnos¢ objawéw klinicznych, dodatkowo
skutki zakazenia czesto oddalone sa w czasie. W medycynie weterynaryjnej goraczke Q dlugo traktowano jako
niegrozng chorobe, bez wptywu na bilans ekonomiczny hodowli zwierzat. Na zmiang tych pogladéw wplyneta
m. in. niedawna epidemia gorgczki Q w Holandii. Ciagle jednak nie poznano wielu aspektéw zwiazanych z
samym zarazkiem, epidemiologia choroby czy metodami jej leczenia i zapobiegania. Zdolno$¢ do masowych
wybuchow choroby u ludzi i zwierzat, mozliwos¢ wykorzystania zarazka jako broni biologicznej, nie poznane
do konca drogi szerzenia choroby i skala rozprzestrzenienia zakazen wymuszaja dalsze badania nad goraczka Q i
jej czynnikiem etiologicznym. Dlatego tez podjecie przez lek. wet. Agnieszke Jodetko badan dotyczacych
okre$lenia rozprzestrzenienia zakazen i genotypowania szczepéw C. burnetii wystepujacych u bydta w Polsce

oraz badanie mozliwosci zakazenia drobnoustrojem droga pokarmowa sa w petni uzasadnione.




Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska o ukladzie typowym dla tego rodzaju opracowan liczy
139 stron i sklada sie z 10 rozdziatéw takich jak Wstep, Cel pracy, Material i metody, Wyniki, Dyskusja,
Whioski, Streszczenia w jezykach polskim i angielskim, Pi$miennictwo oraz Aneks-zafaczniki. Dysertacja
zawiera 13 rycin, 18 tabel oraz 6 zalacznikow.

We wstepie, poprzedzonym wykazem stosowanych skrotow, obejmujacym 16 stron Doktorantka
umiejetnie przedstawita obowiazujacy stan wiedzy, opisata systematyke, budowe morfologiczng i antygenowa,
wlasciwosci C. burnetii oraz przedstawila rys historyczny badan nad drobnoustrojem. Nastgpnie, W sposob
wyczerpujacy opisala epidemiologie goraczki Q, patogenezg, diagnostyke, zwalczanie i profilaktyke zakazef C.
burnetii zaréwno u zwierzat, jak i u ludzi.Wstep dowodzi bardzo dobrej znajomosci badanej problematyki i
pi$miennictwa oraz uzasadnia celowos¢ podjetych badar.

W rozdziale zatytufowanym ,,Cel pracy” lek. wet. Agnieszka Jodetko przedstawita w trzech punktach
jasno sformutowane cele:

1. Okreslenie poziomu seroprewalencji oraz prewalencji C. burnetii W stadach bydta w Polsce.

2.  Wykonanie charakterystyki molekularnej szczepéw terenowych patogenu z wykorzystaniem metod

MST oraz MLVA.

3. Ocena mozliwosci transmisji patogenu droga alimentarng poprzez przeprowadzenie doswiadczenia

na modelu kawii domowe;j.

Rozdziat ,,Materiat i metody”, liczacy 20 stron zawiera 9 podrozdzialow. Przedstawiony zakres badan
obejmowat trzy etapy: 1 - badanie poziomu seroprewalencji w stadach bydta, 2 - badania molekularne probek
mleka, mleka zbiorczego, wymazéw z drog rodnych i wycinkéw fozyska z wykorzystanie real-time PCR oraz
badanie genotypowe wykrytych sekwencji 1S7/171, specyficznych dla C. burnetii i 3 - doswiadczalne zakazenie
per os kawii domowe;.

Materiat do badan serologicznych stanowito 2635 probek pochodzacych z 969 stad, i co nalezy

podkresli¢, pochodzacych ze wszystkich wojewodztw. Badaniom molekularnym poddano facznie 1439 prébek z
279 stad, w tym 897 probek mleka, 101 probek mleka zbiorczego, 409 wymazow z drég rodnych oraz 32
wycinki lozysk. Materiat badawczy jest ogromny, pochodzi z wielu jednostek z calej Polski, lecz ujgcie danych
w tabele i ryciny utatwia orientacjg.
! Niewatpliwie ciekawym elementem pracy o charakterze poznawczym jest eksperymentalne zakazenie
per os kawii domowych. Wyniki do$wiadczenia moga przyczynié¢ si¢ do wzbogacenia wcigz niepelnej wiedzy na
temat patogenezy zakazen C. burnetii. Nasuwa si¢ jednak pytanie, dlaczego zakazono tylko samce, zwazywszy
na tropizm badanego drobnoustroju? Brakuje tez informacji ile razy podano inokulat zwierzgtom w grupach II i
IV.

Nalezy podkresli¢, ze Autorka podjeta sie zrealizowania ambitnych i nowatorskich zadan o bardzo
szerokim spektrum. Na uznanie zastuguje tez zastosowanie nowoczesnych metod molekularnych, jak real-time
PCRi MST i MLVA.

Wyniki zostaly przedstawione na 20 stronach, obejmuja obszerny i szczegdtowy opis uzyskanych
rezultatéw badan oraz bogata dokumentacje graficzng w postaci 9 tabel i 10 rycin, uzupetionych tabelami
zawartymi w aneksach zamieszczonych na ostatnich stronach dysertacji. Rozdzial obejmuje wyniki badan
serologicznych surowicy i mleka, wyniki badania materiatu biologicznego pochodzacego od bydta, mleka i

produktéw mlecznych metoda real-time PCR, analizg statystyczng badan serologicznych i molekularnych prébek




mleka, wyniki genotypowania materiatu genetycznego C. burnetii pochodzacego ze stad bydla, z mleka i
produktow mlecznych metodami MLVA i MST oraz wyniki do$wiadczalnego zakazenia kawii domowe;j.
Uzyskane rezultaty sg bardzo interesujace i wnosza nowe warto$ci do obecnego stanu wiedzy na temat
rozprzestrzenienia zakazen w stadach bydfa oraz na temat charakterystyki genotypowej szczepow C. burnetii
wystepujacych w Polsce. Na szczegdlne uznanie zastuguje wykrycie 3 nowych genotypow C. burnetii metoda
MLVA i 1 nowego typu sekwencyjnego metoda MST.

Interesujacym elementem recenzowanej rozprawy jest rozdzial ,Dyskusja” liczacy 14 stron,
zawierajacy krytyczng analize wynikoéw badan wiasnych w konfrontacji z wynikami uzyskanymi przez innych
autoréw. Lek wet. Agnieszka Jodetko w rozdziale tym dowiodta umieje¢tnosci prowadzenia naukowej polemiki,
a odpowiednio dobrane pismiennictwo $wiadczy o szerokiej znajomosci badanej problematyki.

Recenzowang prace doktorskg wieniczy osiem wnioskéw dokumentujacych realizacj¢ zaplanowanych
celéw badawczych, streszczenia w jezykach polskim i angielskim oraz wykaz az 223 pozycji pi$miennictwa
dowodzacy umiejetnosci doboru literatury odpowiedniej do analizy i dyskusji uzyskanych wynikéw badan
wilasnych.

Reasumujac, nalezy stwierdzi¢, ze wykonane przez Doktorantke obszerne i pracochtonne badania
dostarczyly ciekawych i cennych wynikéw poznawczych oraz aplikacyjnych, zastugujacych na pozytywna
ocene. Lek. wet. Agnieszka Jodelko wykazata, ze C. burnetii jest drobnoustrojem rozpowszechnionym w
populacji bydta w catej Polsce. Przeciwciala w surowicy wykazano w ponad 24%, a w probkach mleka
zbiorczego az w 45,5% badanych stad. Wyniki badan molekularnych $wiadcza o siewstwie drobnoustroju w
prawie 32% stad w Polsce, a blisko 70% badanych produktéw mlecznych zawieralo material genetyczny
C. burnetii. Autorka wykazala tez znaczne zr6znicowanie genetyczne szczepdéw C. burnetii aktualnie krazacych
w populacji bydta w Polsce oraz wykazata istnienie nowych, nie opisanych jeszcze genotypéw. Wykazala tez
powiazania genetyczne szczepdw wystepujacych u bydla w naszym kraju z opisanymi w miedzynarodowych
bazach danych jako pochodzace z przypadkéw klinicznych u ludzi. Potwierdzona tez zostata mozliwos¢
zakazenia droga pokarmowa, co w korelacji z wykazaniem obecnosci materiatu genetycznego drobnoustroju w
komercyjnych produktach mlecznych ma istotne znaczenie epidemiologiczne.

Mozna zatem uznaé, ze uzyskane wyniki stanowia unikalny material badawczy odzwierciedlajacy
rzeczywista sytuacje epizootyczng zakazen C. burnetii u bydta w Polsce.

Szczegétowa analiza rozprawy ujawnila jednak kilka niescistosci i bledéw, ktérych Autorka nie
ustrzegla si¢ przygotowujac ostateczng wersje rozprawy, zatem jako recenzent zobowigzana jestem je

przedstawi¢ w formie uwag krytycznych.

* Na poczatku rozprawy Autorka zamie$cilta bardzo przydatny ,,Wykaz skrétéw stosowanych w pracy”, w
ktorym wymienila nawet tak powszechnie stosowane skroty, jak godz. — godzina, kg — kilogram, km -
kilometr, m - metr, mg - miligram, czy s — sekunda. Jednak p6Zniej w pracy niepotrzebnie uzywata czgsciej
petego terminu (str. 36, 37, 38, 42).

+ Brakuje tez pewnej konsekwencji w wyjasnianiu skrotow. W przypadku czesci skrotow, jesli pochodzity od
anglojezycznych termindéw, w nawiasach podawane sa angielskie znaczenia i obok polskie nazewnictwo. W
niektdérych podana jest tylko polska nazwa (np. PCR — reakcja tanicuchowa polimerazy), a w czesci tylko

tlumaczenie skrétu w jezyku angielskim (np. ACCM, MLVA, MST).




Wykaz nie zawiera wyjasnienia wszystkich stosowanych w pracy skrotow. Zabrakto m. in.: CR3 -
(complement receptor 3), str. 14; LC3 - (light chain 3), str. 14; LAMP (lysosome-associated membrane
glycoprotein), str. 14; IS 1111 (insertion sequence), str. 12, 20; 29, 39, 40, 50. 73. 87; sod (superoxide
dismutase gen), str. 20; com1 (cell outer membrane 1) gen kodujacy biatko zewngtrzne komorek, str. 20;
htpA, B (heat shock protein A, B) biatko szoku termicznego,str. 20.

W objasnienie skrotu SNP — zamiast ,,polimorfizm pojedynczego nukleotydu”, powinno by¢: ,,polimorfizm
pojedynczego nukleotydu”. Podobny btad znalazt si¢ rowniez w ,,Dyskusji ”* na str. 84.

We ,,Wstepie”, na str. 9, w podrozdziale poswieconym charakterystyce C. burnetii Doktorantka napisala
cyt.: ,,Cechy te warunkuja dlugotrwala przezywalnos¢ patogenu w srodowisku pozakomoérkowym oraz
duza odpornos$¢ na dziatanie czynnikéw fizycznych i chemicznych(...)” Odporno$¢ (immunitas) to
zdolno$¢ organizméw wyzszych do obrony przed antygenami. Autorce zapewnie chodzito o opornos¢
(resistance), czyli niewrazliwo$¢ na dziatanie czynnikéw zewnetrznych. Podobny btad znalazt si¢ réwniez
na str. 10.

Cytowana na str. 9 praca Ning i wsp., 1993 nie widnieje w spisie literatury, jest natomiast Ning i wsp.,
1992. Powinno tez by¢ Seshadri i wsp. 2003, zamiast Seshadri, 2003. Podobnie na str. 11, jest Guatteo,
2011, zamiast Guatteo i wsp., 2011.

Na str. 11, 72, 85, znalazta sie informacja o wystepowaniu siewstwa C. burnetii ,,do mleka” — prawidlowo
powinno byé¢: ,siewstwo z mlekiem”, co wynika z silnego powinowadztwa patogenu do komoérek
epitelialnych gruczotu mlekowego.

Na str. 11, opisujac najwieksza epidemie goraczki Q w Holandii Autorka napisata, ze sluzby weterynaryjne
i sanitarne podjety decyzje o eradykacji kdz i owiec. Zapewne chodzito o eutanazjeg, lub wybicie zwierzat.
W epidemiologii termin eradykacja odnosi si¢ do choroby. Zatem, zwierzeta poddano ubojowi w celu
eradykacji gorgczki Q.

Na str. 12, cytowana jest praca autorstwa Knap, 2009. Niestety, artykul ten nie znalazt si¢ w wykazie
pi$miennictwa.

W calej pracy, moim zdaniem, naduzywane jest okreslenie ,,infekcja”, ktére ma przeciez swoj odpowiednik
w jezyku polskim - ,,zakazenie”

Na str. 17, znalazlo sie okreslenie ,,(...)zainfekowanych gospodarstw(...)”. Gospodarstwa nie moga by¢
zainfekowane, poniewaz zakazenie dotyczy organizméw zywych. Zgodnie z terminologia
epidemiologiczng gospodarstwa moga zawiera¢ zwierzeta zakazone, moga by¢ zapowietrzone, lub
zanieczyszczone zarazkiem.

Piszac o ,,okresie latencji” na str. 28, sadze, ze Autorka miata na mysli zakazenie utajone, typowe dla
przewleklych chorob bakteryjnych. Zakazenie latentne dotyczy zakazen wirusowych i zwigzane jest z
wbudowaniem informacji genetycznej wirusa w genom gospodarza (Wawrzkiewicz, ,,Mikrobiologia
Weterynaryjna”, PWN, 1983).

Na str. 19 i 20, Autorka powotluje sie na publikacje OIE, 2015, natomiast w wykazie literatury jest OIE
2016.

Str. 21, cytowany jest Vincent, 2014, w wykazie literatury jest Vincent 2013 i Vincent i wsp., 2016.

Str. 30, 31, 49, 72, zamiast ,,Probki surowicy krwi” — wystarczy ,,probki surowicy”.




W rozdziale ,Materiat i metody”, na str. 33, znajduje si¢ Tabela 4 zatytulowana ,Wyniki badan
molekularnych produktow mlecznych wybranych do genotypowania metodami MLVA i MST”, na ktéra
Autorka powoluje si¢ wyszczeg6lniajac produkty mleczne dostepne w sprzedazy. Tabelka powinna zosta¢
przeniesiona do rozdziatu Wyniki, lub jej zawarto$¢ zredukowana do rodzaju produktu mlecznego i kodu
producenta, a tytut zmieniony.

Na str. 40 rozdziatu ,,Materiat i metody”, w podrozdziale ,,Metoda MLVA” Autorka szczeg6towo opisuje
metode, przedstawia historie jej powstania, cytuje autoréw, ktorzy ja opracowywali i modyfikowali itp.
Sadze, ze taka dyskusja powinna by¢ przeniesiona w inne miejsce rozprawy.

Str. 41, zamiast ,,mieszanina dNTP-6w” powinno by¢ ,,mieszanina dNTP”.

Str. 48, w podrozdziale ,Material i metody” zatytulowanym ,Badania histopatologiczne narzadéw”
znalazta sie¢ polemika na temat spodziewanych zmian anatomopatologicznych pojawiajacych si¢ w
przebiegu zakazen C. burnetii wraz odwolywaniem sie do pozycji literaturowych opisujacych
do$wiadczalne zakazenia. Taka dyskusja moim zdaniem, powinna znalez¢ si¢ w innym rozdziale.

W rozdziale ,,Wyniki”, Tabela 11 na str. 51 zatytulowana jest ,,Liczba badanych stad w zaleznosci od
rodzaju pobranego materiatu do badan real-time PCR”. Tytul nie odzwierciedla rzeczywistej zawartosci
tabeli. Przypuszczam, ze miato by¢: ”, Liczba badanych stad dodatnich w zalezno$ci od rodzaju pobranego
materiatu do badan real-time PCR”.

Podrozdziat 4.6 rozdziatu ,,Wyniki” (str. 57) zostat zatytutowany ,,Genotypowanie C. burnetii pochodzace
z mleka i produktéw mlecznych dostepnych w sprzedazy metoda MLVA”. Powinno by¢ ,,Genotypowanie
materiatu genetycznego C. burnetii pochodzacego z mleka i produktow mlecznych dostepnych w sprzedazy
metoda MLVA”.

W zasadzie nie powinno sie stawia¢ kropek po tytule tabeli, natomiast tytuty rycin zwykle znajduja si¢ pod
nimi.

Artykul cytowany na str. 77, w rozdziale ,Dyskusja”, autorstwa Arricau-Bouvery i wsp. (2005) nie ma
odpowiednika w spisie literatury. Sa publikacje tych autoréw z lat 2003 i 2006. Podobnie na str. 80 Hirai i
wsp. (2009), w spisie literatury jest tylko publikacja tych autoréw z 2012 r.

Brak jednolitego systemu cytowania artykulow w tekscie. Nie sa podawane ani w porzadku alfabetycznym,
ani wedlug czasu opublikowania, co utrudnia nieco sprawdzanie zrddta.

Zauwazalny jest kontrast miedzy liczba celow pracy a liczba wnioskow (3 cele — 8 wnioskéw). Sadze, ze
wnioski powinny byé sformutowane w sposob bardziej skondensowany i powinny bardziej korelowac z
celami.

We wniosku 7. Autorka stwierdza, ze efektywno$¢ zakazenia kawii domowych per os cyt: ,,zalezy od wielu
czynnikéw m.in. od statusu immunologicznego zwierzecia”. Na podstawie przeprowadzonych przez
Doktorantke badan nie mozna wysnué takiego wniosku, poniewaz nie wykonywata badan okreslajacych
kondycje immunologicznag zwierzat uzytych w do§wiadczeniu.

Whiosek 8 jest bardziej podsumowaniem badan.

W streszczeniu na str. 89 widnieje informacja, ze przeprowadzone doswiadczenie ,,(...)nie wykluczyto
mozliwosci transmisji patogenu droga pokarmowa”. Natomiast wniosek 7. glosi, iz wykazano, ze ,,(...)
mozliwe jest wniknigcie C. burnetii do organizmu droga alimentarng”. Warto bytoby ujednolici¢ tres¢

wniosku i streszczenia.




« W streszczeniu, str. 87, w ostatnim zdaniu trzeciego akapitu nalezy zmieni¢ ,,(...) 62% badanych mlek i
produktéw mlecznych (...)”, na ,, 62% badanych probek mleka i produktéw mlecznych”.

+ Streszczenie wydaje mi si¢ troche za dlugie. Powinno by¢ ograniczone do najistotniejszych informacji.

Przedstawione uwagi krytyczne, majace w wiekszos$ci charakter porzadkowy lub dyskusyjny nie

umniejszaja w znaczacy sposob wartosci recenzowanej rozprawy doktorskiej oraz nie maja fundamentalnego

wplywu na jej pozytywna oceng.

Reasumujac, stwierdzam, ze rozprawa doktorska lek. wet. Agnieszki Jodetko pt. ,,Genotypowanie
szczepow Coxiella burnetii wystepujacych u bydla oraz ocena mozliwosci transmisji patogenu droga
alimentarna” spelia wymagania stawiane pracom doktorskim okreslone w Ustawie z dnia 14 marca 2003 r. o
stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. z 2003 r. Nr 65, poz.
595) oraz w Rozporzadzeniu Ministra Nauki i Szkolnictwa Wyzszego z dnia 26 wrzesnia 2016 r. w sprawie
szczegblowego trybu przeprowadzania czynnosci w przewodzie doktorskim, w postgpowaniu habilitacyjnym
oraz w postepowaniu o nadanie tytutu profesora (Dz. U. z 30.09.2016 poz. 1586), dlatego przedktadam Wysokiej
Radzie Naukowej Panstwowego Instytutu Weterynaryjnego-Panstwowego Instytutu Badawczego wniosek o
dopuszczenie lek. wet. Agnieszki Jodetko do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Wnosze tez o wyréznienie pracy, poniewaz uwazam, ze rozprawa doktorska lek. wet. Agnieszki

Jodetko w sposob znaczacy wzbogaca wiedze na temat goraczki Q.

Olsztyn, 28.06.2018 1.
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