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Centrum Weterynarii Uniwersytetu Mikotaja
Kopernika w Toruniu

Ocena pracy doktorskiej lek wet. Agnieszki Jodetko
pt.: ,,Genotypowanie szczepow Coxiella burnetii wystgpujacych u bydta oraz ocena
mozliwo$ci transmisji patogenu drogg alimentarng” — wykonanej pod kierunkiem dr hab.
Krzysztofa Niemczuka, prof. nadzw. PIWet-PIB w Pulawach oraz dr hab. Moniki
Szymanskiej-Czerwinskiej, prof. nadzw. PIWet-PIB w Putawach (promotora pomocniczego)
w Zaktadzie Chorob Bydta i Owiec Panstwowego Instytutu Weterynaryjnego — Panstwowego
Instytutu Badawczego w Putawach.

Recenzje wykonano przyjmujac zlecenie, ktérym jest pismo Komisji Doktorskiej Rady
Naukowej z dnia 30.05.2018 r. (BRN-410/3/18), zgodne z Uchwalg Rady Naukowej PIWet-PIB
podjeta w dniu 27.04.2016 1.

Coxiella burnetii po raz pierwszy wyizolowano w latach trzydziestych dwudziestego
wieku z krwi ludzkiej. Jest zaliczana do patogendéw obligatoryjnie wewnatrzkomérkowych.
Specyfika morfologiczna tej pleomorficznej ziarniako-pateczki warunkuje dilugotrwata
przezywalnos¢ patogenu w srodowisku pozakomorkowym oraz duzg odpornos$¢ na dziatanie
czynnikow fizyko-chemicznych. Wysoka zakazno§¢ droga aerogenna i dhlugotrwala
przezywalno$¢ w $rodowisku staty si¢ powodem sklasyfikowania Coxiella burnetii, jako
potencjalnej broni biologicznej kategorii B.

C. burnetii - czynnik etiologiczny goraczki Q, zakaznej i zarazliwej choroby ludzi i
wielu gatunkow zwierzat, izolowano na catym $wiecie, z wyjatkiem Antarktyki i Nowej
Zelandii. Rezerwuarem zarazka i glownym zrodtem zakazenia dla ludzi jest bydlo i mate
przezuwacze. Obecnos¢ przeciwcial anty-C. burnetii w krajach europejskich stwierdzano w
surowicy krow w 20-48% stad. Niepokojaco wysoki odsetek zakazonych stad (84%)
stwierdzono w Chinach. Na wyzszy odsetek zakazen wskazuja badania obecnosci swoistych
przeciwcial w mleku. W zakazonych stadach stwierdza si¢ zmienny, lecz relatywnie wysoki
odsetek przypadkow siewstwa patogenu z mlekiem — od 20-52% w stadach krajow
europejskich, do 94% w USA.

Dostepne dane o sytuacji epidemiologicznej 1 epizootiologicznej sa ograniczone w
duzej cz¢sci do zarejestrowanych przypadkéw zachorowan. Biorgc pod uwage powszechnosé

wystepowania tego patogenu u zwierzat mozna przypuszczaé, ze dane o wystepowaniu
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goraczki Q u ludzi w Europie, w tym w Polsce sg niedoszacowane. Przyczynia si¢ do tego
niespecyficzno$¢ objawodéw klinicznych towarzyszacych zakazeniom, subkliniczny przebieg
infekcji, sprzyjajacy endemicznemu rozprzestrzenianiu si¢ bakterii w stadach bydla oraz
trudnosci diagnostyczne. Z tych powodow zagrozenie, jakie moze stwarza¢ C. burnetii jest
niedostrzegane.

W tematyke szacowania skali zagrozenia stad bydila wystepowaniem C. burnetii,
charakterystyke molekularng terenowych szczepoOw patogenu i ocen¢ ryzyka transmisji
zakazen droga alimentarng wpisuje si¢ przedlozona do oceny praca doktorska lek wet.
Agnieszki Jodetko pt.: ,,Genotypowanie szczepow Coxiella burnetii wystepujacych u bydta
oraz ocena mozliwosci transmisji patogenu drogg alimentarng”— wykonana w Zakladzie
Choréb Bydia i Owiec Panstwowego Instytutu Weterynaryjnego — Panstwowego Instytutu
Badawczego w Putawach pod kierunkiem dr hab. Krzysztofa Niemczuka, prof. nadzw.
PIWet-PIB w Putawach oraz dr hab. Moniki Szymanskiej-Czerwinskiej, prof. nadzw. PIWet-
PIB w Putawach (promotora pomocniczego).

Prace¢ stanowi 139-stronicowe opracowanie wynikow badan czesciowo wykonanych w
ramach projektu badawczego Narodowego Centrum Nauki pt. ,,Wystgpowanie i
charakterystyka genotypowa krajowych szczepow Coxiella burnetii w stadach krow
mlecznych oraz mozliwosci  transmisji  goraczki Q droga alimentarng” nr
2015/17/D/NZ7/00816. Badania laboratoryjne wykonano w warunkach uwzgledniajacych
zagrozenie biologiczne patogenem, w laboratoriach II 1 III klasy bezpieczenstwa
biologicznego PIWet-PIB w Putawach, w wigkszosci zgodnie z akredytowanymi procedurami
badawczymi na zgodno$¢ z normg PN-EN ISO/IEC 17025:2005 oraz w Krajowym
Laboratorium Referencyjnym ds. goraczki Q posiadajagcym status Laboratorium
Referencyjnego Swiatowej Organizacji Zdrowia Zwierzat (OIE).

Opracowanie zostalo przygotowane wedlug klasycznego sposobu opisu badan
obejmujacego podziat tresci na 10 rozdziatow, ktére stanowia: wstep, cel pracy, materiat i
metody, omoéwienie wynikow, dyskusja, wnioski, streszczenia (w jezyku polskim i
angielskim), pi$miennictwo (223 pozycje) oraz aneks z szeScioma zatgcznikami
zawierajacymi informacje o liczbie stad, rodzajach probek materiatu biologicznego badanych
w poszczegolnych wojewddztwach i wynikach uzyskanych metoda real-time PCR, wynikach
badan serologicznych i molekularnych mleka oraz produktow mlecznych dostgpnych w
sprzedazy, poréwnanie wartosci Ct uzyskanych w badaniu metodg real-time PCR z
warto$ciami OD w te$cie ELISA, wyniki genotypowania metoda MLVA 1 MST oraz ich

poréwnanie.
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W rozdziale ,,Wstep” (str. 9-25) znajduje si¢ ogoélna charakterystyka C. burnetii, krotki
opis jej znaczenia epidemiologicznego, mechanizmow rozwoju zakazenia u zwierzat i ludzi,
objawow klinicznych, metod i technik diagnostyki zakazen oraz ich zwalczania i profilaktyki.

Kluczowymi uwagami uzasadniajagcymi cel podjetych badan (str. 26-27) jest
wskazanie na brak szerszych danych nad wystepowaniem patogenu w krajowej populacji
bydta oraz molekularnym zroéznicowaniem szczepow terenowych. Doktorantka zwraca
uwage, ze C. burnetii jest patogenem zoonotycznym, stad badania zwlaszcza bydta
mlecznego s3 wazne zarowno w aspekcie ochrony zdrowia zwierzat, jak i ochrony zdrowia
publicznego. Rowniez proba ustosunkowania si¢ do opinii 0 mozliwej transmisji patogenu
droga pokarmowg z wykorzystaniem modelu zwierzecego (kawii domowej) jest zasadna
wobec sprzecznych danych literaturowych na ten temat. Dlatego okreslenie poziomu
seroprewalencji oraz prewalencji C. burnetii w stadach bydta w Polsce, scharakteryzowanie
pod wzgledem molekularnym szczepdéw terenowych patogenu z wykorzystaniem metod
MLVA i1 MST oraz badania mozliwos$ci transmisji patogenu drogg pokarmowg mozna uznac
za ambitny 1 istotny problem badawczy.

W rozdziale ,,Materiat i metody” (str. 28-48) opisano etapy badan oraz szczegdtowo
opisano rodzaj materialu uzytego do badan, liczbg¢ stad i probek poddanych badaniom
serologicznym, molekularnym i genotypowaniu w kazdym z wojewddztw, opisano metodyke
tych badan, zastosowane w analizie wynikéw testy statystyczne, metodyke namnozenia
szczepu Nine Mile fazy I dla potrzeb doswiadczenia oraz opis eksperymentalnego zakazenia
per os zwierzat doswiadczalnych. Caty rozdziat wraz ze szczegdétowym opisem metod badan
serologicznych, molekularnych i1 genetycznych wskazuje na bardzo dobre opanowanie
umiejetnosci  ,,warsztatowych”  doktorantki, tak niezbednych w realizacji badan
epidemiologicznych.

W rozdziale ,,Wyniki” (str. 49-69) znajdujemy szczegotowy opis wynikéw badan
serologicznych probek surowicy, mleka i innych materialdow biologicznych pochodzacego od
bydla oraz mleka i produktéw mlecznych dostepnych w sprzedazy poddanych badaniom real-
time PCR, genotypowaniu materiatu genetycznego C. burnetii metodga MLVA i MST, a takze
wynikow eksperymentalnego zakazania per os zwierz¢cia modelowego tj. kawii domowe;.
Uzupetnieniem rozdziatlu jest przedstawienie wynikow w formie 9 tabel i graficzne na 10
rycinach wraz z niezbednymi przypisami oraz opisem efektow badan statystycznych. Catos¢
rozdziatu prezentuje konsekwentnie realizowany ,scenariusz” analiz zmierzajacych do

udzielenia odpowiedzi na pytania wynikajace z celow badan.
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W podjetej dyskusji (str. 70-84) doktorantka podkresla, ze skutki infekcji to nie tylko
straty ekonomiczne wynikajace z zaburzen w rozrodzie, ale przede wszystkim straty
wynikajagce w chwili pojawienia si¢ siewstwa C. burnetii wraz z mlekiem. Doktorantka
wskazuje, ze zgodnie z obowigzujagcym prawodawstwem, surowe mleko pochodzace od
zwierzat wykazujacych objawy choroby zakaznej przenoszonej na cztowieka przez mleko,
powinno by¢ traktowane, jako niespelniajace wymagan rozporzadzenia (WE) nr 853/2004
(pkt. 1a, rozdz. I sekcja IX zal. III) i by¢ oceniane, jako nienadajace si¢ do produkcji srodkéw
spozywczych dla ludzi. Co wiecej wskazuje, ze w przypadku gospodarstw prowadzacych
dziatalnos$¢ lokalng i ograniczong do produkcji wyrobéw z mleka niepasteryzowanego, ich
dystrybucja powinna zosta¢ zawieszona (wytyczne Gléwnego Lekarza Weterynarii z dnia 12
lutego 2016).

Szczegdlnie interesujace sa przedstawione w dyskusji podsumowania analiz
statystycznych. Po pierwsze w swojej pracy doktorantka wykazala wysoka 87% zgodnos¢
wynikow badania zbiorczych probek mleka uzyskanych metodg ELISA i real-time PCR, co
potwierdza przydatno$¢ tego rodzaju materiatu biologicznego do badan przesiewowych. Po
drugie ustalita na podstawie badania probek z calego obszaru kraju (badaniami objeto
wszystkie wojewddztwa), ze 45,5% stad stwierdza si¢ obecno$¢ przeciwciat anty-C. burnetii
w mleku. Z przeprowadzonych badan wynika réwniez, ze istotnym problemem jest siewstwo
C. burnetii, potwierdzone w 32% badanych stadach, ustalone nie tylko na podstawie badania
materialu z wymazow z drég rodnych i tozysk, lecz przede wszystkim mleka. Po trzecie na
podstawie analizy danych z wywiadu i1 przeprowadzonych badan doktorantka ustalita, ze
dominujagcym obrazem zakazen bydla jest bezobjawowe siewstwo C. burnetii, w
przeciwienstwie do matych przezuwaczy, u ktérych zakazenie zwykle skutkuje poronieniami.
Jednym =z najwazniejszych zatozen pracy, a zarazem bardzo pracochlonnym bylo
genotypowanie terenowych szczepow C. burnetii metodami MLVA 1 MST. Pomimo
istniejacych ograniczen obydwie metody z powodzeniem zostaly zastosowane w
prezentowanych badaniach. Efektem genotypowania technika MLVA bylto zidentyfikowanie
o$miu genotypdéw C. burnetii, sposrdd ktorych trzy jak dotychczas nie zostaly opisane.
Wykazano, ze w populacji bydla w Polsce dominujg dwa genotypy — I 1 J, najczesciej
identyfikowane u bydta rowniez na $wiecie. W jednym ze stad zidentyfikowano genotyp
charakterystyczny dla szczepu referencyjnego Nine Mile RSA 493, powigzany z
wystepowaniem ostrej postaci goraczki Q u ludzi, dotychczas nie wykrywany u bydta.

Genotypowanie z zastosowaniem metody MST, ze wzgledu na nieco nizszy potencjat

roéznicujacy, wykazato mniejsze zroznicowanie genotypoéw C. burnetii. O ile genotyp probki
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sklasyfikowanej metoda MLVA tozsamy ze szczepem Nine Mile RSA 493 zostat
zaklasyfikowany metoda MST dol6 typu sekwencyjnego, to pozostale szczepy, dla ktorych
udato si¢ uzyskaé peten profil genotypowy, nalezaly do 61 typu sekwencyjnego, co jest
waznym osiggnigciem wobec tylko jednej publikacji opisujacej genotypowanie szczepdw C.
burnetii wystgpujacej w zywnosci. W prezentowanych badaniach odsetek produktéw
mlecznych, w ktorych wykryto material genetyczny C. burnetii wyniost 69,2%, co dowodzi
powszechno$ci wystepowania patogenu w mleku. Nalezy podkresli¢, ze wobec wzrostu
konsumpcji mleka niepasteryzowanego oraz produktéw z niego wytworzonych, badania
mleka w kierunku obecnosci czynnikow zoonotycznych stanowi kluczowy element
bezpieczenstwa zywnosci.

Poznawczym elementem badan byto porownanie genotypéw wystepujacych u bydta w
Polsce na przestrzeni lat. Z przeprowadzonych analiz wynika, Ze genotypy aktualnie
stwierdzane w Polsce potudniowo-wschodniej, uwazanej za obszar endemicznego
wystepowania choroby, rowniez stwierdzane w probkach z innych regionow kraju sg
odmienne od tych, ktére wystgpowaly na tych terenach w minionym wieku. Zdaniem
doktorantki wysokie podobienstwo migdzy genotypami MLVA szczepéw bydlecych
zidentyfikowanych w Polsce i1 innych krajach daje podstawe do przyjecia hipotezy o
klonalnym rozprzestrzenianiu si¢ szczepéw C. burnetii w populacji bydia na $wiecie. Co
wiecej grupowanie si¢ szczepdw z réznych panstw uzyskanych od tego samego gatunku
zwierzat, co jest szczegdlnie widoczne u bydla, sugeruje sklonnosci adaptacyjne
poszczegbdlnych gatunkow C. burnetii do okreslonego gospodarza.

W lancuch etiopatogenetyczny wpisuja si¢ rowniez badania nad mozliwosciag
przenoszenia zakazenia drogg alimentarng, szczegolnie wobec nieustalonej na ten temat opinii
Swiata nauki 1 obserwowane] duzej czesto$¢ siewstwa patogenu wraz z mlekiem.
Przeprowadzone badania dowodza, ze droga pokarmowa moze by¢ realnym szlakiem
zakazenia. Powotujac si¢ na istniejace dane piSmiennictwa 1 wyniki badan witasnych
doktorantka stwierdza, ze C. burnetii, jako czynnik zoonotyczny wystepujac w mleku moze
stanowi¢ zagrozenie zdrowia publicznego.

Rzeczowos$¢ 1 aktualno$¢ przeprowadzonych badan potwierdzajg publikacje (str. 93-
109), na ktére powotuje si¢ doktorantka w dyskusji, wsrod ktorych znajdujg si¢ pozycje
kluczowe 1 bardzo aktualne.

Opisane efekty badan doktorantka podsumowata o§mioma rozsadnie sformutowanymi,
rzeczcowymi 1 wywazonymi wnioskami (str. 85-86). Drobne watpliwo$¢ moze budzié

uzupehiajagce wniosek siddmy zdanie, w ktorym doktorantka sugeruje, ze zakazenie per os
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nie w kazdym przypadku jest efektywna droga infekcji, co zalezy od wielu czynnikéw m.in.
od statusu immunologicznego zwierzecia, wobec braku badan wtasnych w tym zakresie.

Wystepujac w roli recenzenta przedtozonego opracowania chce podkresli¢ jasno
sprecyzowane cele. Kolejne etapy realizacji badan, analiza wynikéw 1 ich opis
odzwierciedlajg konsekwentne poszukiwanie odpowiedzi na pytania zwigzane z narzuconym
sobie kierunkiem badan. O wartosci przeprowadzonych badan $wiadcza dostrzegalne
umiejetnosci ,,warsztatowe” pracy w laboratorium oraz niewatpliwie skala kompleksowych
badan epidemiologicznych w zakresie oceny seroprewalencji potaczonej z oceng siewstwa
oraz genotypowaniem terenowych szczepow C. burnetii wystepujacych w populacji bydta.
Nie do przecenienia jest rowniez eksperymentalna czgs¢ badan, w ktorej doktorantka podjeta
probe ustosunkowania si¢ do rozbieznych opinii o mozliwe] transmisji zakazen drogg
alimentarng, wobec bardzo duzej skali siewstwa patogenu do mleka. Niezwykle istotnym
efektem badan, zwlaszcza w kontek$cie ochrony zdrowia publicznego, jest stwierdzenie w
badanych probkach genotypdéw oraz typoéw sekwencyjnych, ktére identyfikowano w innych
krajach w materiale pochodzacym od ludzi z ostrg lub przewlekta postacig goraczki Q.

Z obowigzku recenzenta musze¢ wskaza¢ na dwa zagadnienia, na ktére zwrocono
uwage we wstepie, a nie znalazty ,,rozwinigcia”. Pierwsze z nich to zogniskowanie uwagi na
fakcie, ze u ludzi, u ktérych wystepuja swoiste przeciwciata, podanie szczepionki
zawierajagce] komorki szczepu Henzerling fazy 1 moze wywota¢ cigzkie reakcje
poszczepienne. Stad bezwzgledna konieczno$¢ poprzedzenia szczepien wykonaniem testow
srodskornych 1 serologicznych. Czy istnieja doniesienia o podobnych zagrozeniach dla
zwierzat? Drugie zagadnienie dotyczy transmisji zakazen droga pokarmowg. Czy mozna
oczekiwaé zrdznicowania podatno$ci na zakazenie drogg alimentarng wobec réznorodnos$ci
genotypow 1 typoéw sekwencyjnych C. burnetii? Chce jednak wskazac, ze obie uwagi w
niczym nie umniejszajg jakosci przygotowanego opracowania, lecz stanowig wskazowki
mozliwe do wykorzystania przy przygotowywaniu publikacji.

Przedstawione opracowanie wykonanych badan oceniam bardzo wysoko, a kierujac
si¢ niezaprzeczalng wartoscig merytoryczng i aplikacyjng badan wnioskuje na wiasciwym
etapie przewodu doktorskiego o wyrdznienie pracy stosowng nagrodg.

Podsumowujac oceng pracy doktorskiej, doceniajac zakres i wnikliwo$¢ badan,
stopien trudnosci nakre$lonych celow badan, a takze wklad pracy w przygotowanie
opracowania stwierdzam, ze rozprawa doktorska lek wet. Agnieszki Jodelko pt.:
,aenotypowanie szczepdw Coxiella burnetii wystepujacych u bydta oraz ocena mozliwos$ci

transmisji patogenu droga alimentarng” spetnia warunki okre§lone w ustawie o stopniach
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naukowych i tytule naukowym oraz stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz.U. Nr 65 poz.
595 z 2003 r., ze zmianami w Dz.U. z 2005 r.) oraz § 6 Rozporzadzenia Ministra Nauki i
Szkolnictwa Wyzszego z dnia 22 wrzesnia 2011 r. w sprawie szczegdlowego trybu i
warunkoéw przeprowadzania czynnosci w przewodach doktorskich, w postepowaniu
habilitacyjnym oraz w postepowaniu o nadaniu tytutu profesora (Dz. U. Nr 204, poz. 1200).
W zwigzku z powyzszym przedkladam Wysokiej Radzie Naukowej Pafistwowego
Instytutu Weterynaryjnego — Panstwowego Instytutu Badawczego w Putawach wniosek o

dopuszczenie lek wet. Agnieszki Jodelko do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Dr hab. n. wet. Marek Gehrke
prof. nadzw. UMK w Toruniu



