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Podstawe formalng recenzji stanowi uchwata Rady Naukowej Panstwowego Instytutu
Weterynaryjnego - Paristwowego Instytutu Badawczego w Putawach z dnia 07 czerwca 2023 r.

Przedstawiona do oceny dysertacja dotyczy charakterystyki mikrobioty jelitowej obcych
i inwazyjnych gatunkow zétwi wystepujgcych na terenie Polski. Zwierzeta te moga by¢ zrédtem
drobnoustrojow chorobotwérczych i lekoopornych szczepdw bakterii stanowigcych zagrozenie
dla rodzimych gatunkéw gaddéw i innych grup zwierzat, a takze dla cztowieka. W zbiorach
literatury krajowej jak i Swiatowej niewiele jest pozycji opisujgcych sktad mikrobioty jelitowej
26twi; wiekszos¢ autoréw skupia sie na ocenie wystepowania i charakterystyce pojedynczych
rodzajow lub gatunkéw bakterii (gtéwnie Salmonella spp.) izolowanych od tych zwierzat.
Uwazam zatem, Zze podjeta przez mgr Olge Gofawska tematyka jest wazna z punktu widzenia
rozwoju nauki jak i ochrony zdrowia publicznego. Pozytywnie oceniam zaproponowang przez
Doktorantke koncepcje rozwigzania problemu naukowego.

Tytut pracy jest zgodny z zawartymi w niej tresciami, cho¢ nalezy zauwazy¢, ze badania
Doktorantki nie ograniczaty sie jedynie do analizy prébek z jelit (analizowata tez probki pobrane
z narzadow wewnetrznych czy jaj z6twi).

Rozprawa doktorska mgr Olgi Gotawskiej ma forme monografii zawierajgcej komplet
rozdziatow typowych dla tego typu opracowan, tj. 1) Wstep, 2) Uzasadnienie badan i cel pracy,
3) Materiat i metody, 4) Wyniki, 5) Dyskusja, 6) Wnioski, 7) i 8) Streszczenie w jezyku polski
i angielskim, 9) PiSmiennictwo. Praca liczy 141 stron, opatrzona bogatg literaturg w liczbie 266
pozycji, zawiera 18 tabel i 12 rycin, ktdre wzbogacajg prace i utatwiajg odbiér tresci (choc
niektore tabele nalezatoby przeformatowac w celu zwiekszenia klarownosci prezentowanych
wynikéw). Szkoda jednak, ze tabele i ryciny, szczegdlnie te zawierajgce wyniki badan, zostaty



zamieszczone na koncu dysertacji (w Aneksie A i B), a nie bezposrednio obok tekstu
nawigzujgcego do zawartosci danej tabeli czy ryciny. Uktad zaproponowany przez Doktorantke
jest dos¢ niewygodny dla czytelnika, ktéry traci sporo czasu na odszukanie wtasciwej tabeli czy
ryciny, gubigc przy tym niejednokrotnie watek. Praca jest przejrzysta, napisana poprawnym
jezykiem polskim z zastosowaniem zasad gramatycznych oraz fachowego nazewnictwa.
Potkniecia stylistyczne zdarzajg sie sporadycznie [np. ,licznych i réznorodnych” — zwrot
powtdérzony w dwéch kolejnych zdaniach — str. 63; gen CMY-2 — nazwy gendw nalezy pisac
z matej litery i kursywa —str. 54; ,E. coli [...] wykazujg zwykle mniej genéw” (zamiast zawierajq)
—str. 9; ,obserwowana przez innych badaczy, jak Chryseobacterium spp.” — str. 42; ,ogromne
zréznicowanie klonow tych gatunkow” (klony sg identyczne) — str. 58; na str. 30 i 31
Doktorantka niepotrzebnie powtarza w dwéch kolejnych zdaniach informacje o klasach
srodkoéw przeciwdrobnoustrojowych, na ktére opornosé¢ wykazywaty szczepy E. coli od z6twi
z grupy 1; pierwsze zdanie rozdz. 4.3.2.2 sugeruje, ze tylko 62 zétwie analizowano pod katem
wystepowanie bakterii Aeromonas veroni — str. 34, ta sama uwaga tyczy sie pierwszego zdania
rozdz. 4.3.2.1 i 4.3.2.3.; , dokfadniejsze analizy poswiecono” (raczej przeprowadzono lub
doktadniejszym analizom poddano) — str. 60].

We Wstepie liczagcym 11 stron Autorka w klarowny sposdb zapoznaje czytelnika
z tematem pracy omawiajgc zagadnienie wystepowanie obcych i inwazyjnych gatunkéow zétwi
na terenie Polski oraz handlu tymi zwierzetami. Szerzej przedstawita informacje nt.
mikroorganizméw  zasiedlajgcych jelita zotwi, zarédwno bakterii (ze szczegdlnym
uwzglednieniem pateczek Salmonella i E. coli), jak i grzybdéw, pasozytdw oraz wiruséw
(informacje dotyczgce innych niz bakterie mikroorganizméw mozna byto nieco ograniczy¢,
poniewaz Doktorantka nie uwzgledniata ich w swoich badaniach). Ostatni podrozdziat
poswiecita zagrozeniom zdrowotnym jakie mogg stwarzaé¢ mikroorganizmy wystepujace
u z6twi. Wiedzg ogdlng z zakresu tematu pracy Doktorantka wykazata sie zresztg juz wczesniej
w pracy przeglagdowej pracy pt. ,Mikroflora i parazytofauna obcych i inwazyjnych gatunkdw
26twi” (Goftawska O.i wsp., Postepy Mikrobiologii 2017, 2(56): 163-170), w ktérej jest
pierwszym autorem.

Cele pracy zostaty okre$lone w 6-ciu punktach. Nie sg one jednak w petni kompatybilne
z zatozeniem pracy, ktérym byta ,kompleksowa ocena sktadu flory bakteryjnej” u zotwi.
Zastosowane przez Doktorantke metody badawcze (standardowe metody posiewowe
i hodowla bakterii) nie pozwalajg na kompleksowg ocene sktadu mikrobioty jelitowej, gdyz jak
powszechnie wiadomo tylko pewien odsetek bakterii zasiedlajgcych przewdd pokarmowy ludzi
i zwierzat daje sie hodowaé¢ w warunkach laboratoryjnych. Ponadto Doktorantka analizowata
jedynie obecnos¢ bakterii zdolnych do wzrostu w warunkach tlenowych (cho¢ w rozdz. 3, str.
20-22 brak informacji o atmosferze w jakiej prowadzono hodowle) natomiast grupa bakterii
bezwzglednie beztlenowych zostata pominieta w badaniach. Ciekawi mnie dlaczego
Doktorantka zdecydowata sie na metode posiewdw i hodowli bakterii in vitro podczas gdy
aktualnie dostepne sg metody biologii molekularnej (sekwencjonowanie NGS gendw 16S rRNA,
18S rRNA i/lub regionéw ITS) umozliwiajgce kompleksowg ocene sktadu mikrobiologicznego
danej prébki, w tym prébki pobranej z jelit.


https://agro.icm.edu.pl/agro/contributor/1afea0f29421507d406a7df6c6caf1d7

Za cel nr 1 Doktorantka postawita sobie ,dostarczenie dowoddow potwierdzajgcych
wystepowanie bakterii chorobotwdrczych u obcych i inwazyjnych gatunkéw zétwi”; tak
postawiony celu badan zawiera odgdrne zatozenie, iz badane z6twie beda Zzrédtem bakterii
chorobotwérczych. W ocenie Recenzenta cel ten nalezatoby przeformutowaé do ,Ocena
wystepowania u obcych u inwazyjnych gatunkéw zétwi bakterii chorobotwodrczych dla zwierzat
i ludzi”.

Doprecyzowania wymaga takze wniosek nr 4, gdyz nie widomo o jaka charakterystyke pateczek
Salmonella i E. coli chodzi (fenotypowa? genotypowa?), a ,analiza opornosci” tez jest
elementem charakterystyki izolatow bakterii. Co wiecej cel zawiera odgérne zatozenie, ze
wyizolowane szczepy Salmonella i E. coli bedy sie odznaczaty lekoopornoscig (wtasciwsze
bytoby tu sformutowanie , okreslenie lekowrazliwosci”).

Cel nr 5 nalezato by uscisli¢ gdyz pod pojeciem ,,réznorodnosé mikrobiologiczna flory jelitowej”
nalezy rozumie¢ nie tylko rdéznorodnos¢ rodzajéw/gatunkéw bakterii (tlenowych,
beztlenowych), ale takze innych mikrobdéw (grzyby, protisty), ktérych obecnosci w pobranych
probkach Doktorantka nie analizowata.

Cel nr 6 zawiera niejasne okreslenie ,nowe klony bakterii”; termin ten przewija sie wielokrotnie
w tresci pracy i dopiero w rozdz. Dyskusja czytelnik dowiaduje sie, ze pod pojeciem klonu kryjg
sie szczepy reprezentujgce okreslone typy sekwencyjne (str. 42). Zgodnie z definicjg podang w
stowniku jezyka polskiego PWN (https://sjp.pwn.pl/) klon to komérka lub organizm otrzymane
sztucznie, drogg bezptciowego podziatu komérki lub organizmu rodzicielskiego, identyczne
genetycznie jak komédrka lub organizm wyjsciowy. Natomiast szczepy reprezentujgce ten sam
typ sekwencyjny nie koniecznie sg klonami, bo np. jedne mogg zawieraé pewne geny (np. geny
opornosci), a nawet cate plazmidy, a inne szczepy o tym samym ST tych gendéw nie zawierajg
(np. Gondal i wsp. Microorganisms 2022,10(11):2283; Mshana i wsp. BMC Infectious
Diseases 2016, 16(1)). Stad, w opinii Recenzenta okreslnie ,klony” winno by¢ zastgpione
terminem ,szczepy” badz ,szczepy reprezentujgce nowe/okreslone typy sekwencyjne”.

Badania zostaty przeprowadzone na bardzo duzej liczbie zwierzat i pobranych od nich
préobek. tacznie byly to az 142 zé6twie reprezentujgce 12 gatunkdéw. 16 osobnikdw pochodzito
z importu, a 126 z6twi zostato odtowionych ze srodowiska naturalnego - z 27 (jak wynika z Ryc.
A3.) zbiornikéw wodnych zlokalizowanych gt. w woj. lubelskim.

Praca doktorska zostata zrealizowana w ramach projektu pt. , Inwazyjne gatunki zétwi
jako Zrddto i wektor patogendow zwierzat i ludzi” finansowanego przez Narodowe Centrum
Nauki (2013/11/B/NZ7/01690); kierownikiem projektu byt Promotor — prof. dr hab. Dariusz
Wasyl. Zaktadam, ze Autorzy grantu uzyskali stosowne zgody na odtowy i wykonywanie badan
naukowych na zwierzetach, jednak Doktorantka nie przedstawita klarownie tek kwestii
w dysertacji. Gatunki zotwi (ozdobny, jaszczurowaty, ostrogrzbiety, malowany) uwzglednione
w pracy doktorskiej znajdujg sie na liscie inwazyjnych gatunkéw obcych (IGO) stwarzajgcych
zagrozenie dla Unii i liscie inwazyjnych gatunkdéw obcych stwarzajgcych zagrozenie dla Polski
(Poz. 2649 Rozporzadzenie Rady Ministréw z dnia 9 grudnia 2022 r.) i podlegajacych tzw.
szybkiej eliminacji. Wedle Ustawy z dnia 11 sierpnia 2021 r. o gatunkach obcych (Dz. U. 2021
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poz. 1718) wszelkie dziatania zaradcze w stosunku do IGO nadzoruje wtasciwy regionalny
dyrektor ochrony srodowiska (lub dyrektor parku narodowego — na obszarze tego parku), ktéry
moze wydaé zezwolenie na przetrzymywanie 1IGO w celu prowadzenia badan naukowych.
Z tresci dysertacji dowiadujemy sie, ze wedle opinii Il Lokalnej Komisji Etycznej ds. doswiadczen
na zwierzetach uzyskanie zgody tejze Komisji na prowadzenie odtowodw nie byto konieczne. Nie
wiadomo jednak jakie byto stanowisko Lokalnej Komisji Etycznej ws. eutanazji zotwi. Zwierzeta
wykorzystywane w badaniach naukowych podlegajg zapisom Ustawy z dnia 15 stycznia 2015 .
o ochronie zwierzgt wykorzystywanych do celéw naukowych lub edukacyjnych, ktérej Art. 8
mowi, ze nie wykonuje sie procedur na zwierzetach dziko zyjgcych. Stad, w celu rozwiania
wszelkich watpliwosci natury prawnej wskazanym bytoby zamieszczenie w dysertacji zgody
(tudziez opinii) Lokalnej Komisji Etycznej na wykorzystanie odtowionych zétwi do badan
naukowych.

Z etycznego punktu widzenia nasuwa sie pytanie czy istniata koniecznos¢ usmiercania tak
duzej liczby z6twi (n=104), czy nie mozna byto chociaz w przypadku czesci zwierzat oprzed sie
na analizie probek katu. Zastanawia mnie takze, czy w zastawione putapki wpadaty tylko zétwie
gatunkdw obcych i inwazyjnych czy moze takze osobniki bedgcego pod scista ochrong zétwia
btotnego (Emys orbicularis) (Rozporzadzenie Ministra Srodowiska z dnia 16 grudnia 2016 r.
w sprawie ochrony gatunkowej zwierzat).

Od z6twi Doktorantka pobrata ogromna liczbe préobek do posiewdw mikrobiologicznych
- tgcznie 483, w tym 28 od zétwi padtych w transporcie oraz 455 probki od osobnikéw
odtowionych. Byty to zaréwno prébki przyzyciowe pobrane z pojemnikéw transportowych jak
i prébki z jelit oraz narzadédw wewnetrznych pobrane posmiertnie.

Zaktadam, ze mgr Olga Gotawska wykonywata nie tylko analizy laboratoryjne, ale takze
uczestniczyta w pracach terenowych zwigzanych z odtowami zétwi. Etap ten wymagat
specjalnych przygotowan i musiat by¢ rozciggniety w czasie. Dziatania w terenie z pewnoscig
nie nalezaty do tatwych, czystych i przyjemnych, a byty punktem wyjscia w realizacji znacznej
czesci tej pracy doktorskiej i zastugujg na uznanie.

Odtowione z6twie poddawano kwarantannie trwajgce od 2 do nawet 14 tygodni.
Doktorantka nie uzasadnita jednak jej celowosci, ani nie wyjasnita czym byt podyktowany
zréznicowany okres jej trwania. Jak mozna sie domyslaé przetrzymywane z6twie obserwowano
pod katem wystepowania ewentualnych objawéw chorobowych. W doktoracie nie
przedstawiono jednak wynikéw tych obserwacji jak réwniez informacji o przyczynie $mierci
726twi importowanych. Dane o statusie zdrowotnym zwierzat sg kluczowe w kontekscie
prowadzonych analiz mikrobiologicznych. Licze, ze w trakcie obrony Doktorantka udzieli
odpowiedzi na pytanie czy w grupie badanych zwierzat byty osobniki wykazujgce symptomy
chorobowe, a jesli tak to czy stwierdzono u nich obecnos¢ swoistych gatunkéw bakterii?
Ciekawi mnie takze czy byto zréznicowanie w sktadzie mikrobioty (zestaw gatunkéw bakterii)
pomiedzy zétwiami importowanymi i odtowionymi ze Srodowiska naturalnego.

Drugi wazny aspekt, na ktdry nalezy zwrécié¢ uwage w przypadku badan na grupie z6twi
odtowionych to wptyw okresu kwarantanny na sktad mikrobioty jelitowe]. Oczywistym jest, ze
w trakcie izolacji (trwajgcej nawet ponad 3 m-ce) z6twie byty karmione i w pewnym stopniu
narazone na kontakt z opiekunem, a to mogto spowodowaé zmiane natywnego sktadu ich
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mikrobioty jelitowe] (a w efekcie prowadzi¢ do uzyskania ,zafatszowanych” wynikow badan).
Ponadto czes¢ izolatdw bakteryjnych pozyskanych z prébek przyzyciowych (z pojemnikéw
transportowych) mogta pochodzié ze Srodowiska (wody), w ktdrym zétwie zyty, a nie koniecznie
byty to szczepy kolonizujgce jelito tych zwierzat. W dysertacji zabrakto omdwienia wynikdéw
obrazujgcego ktére z pozyskanych gatunkéw bakterii wystepowaty jedynie w probkach
przyzyciowych (o ile takie byty).

Wyniki badan dotyczacych charakterystyki bakterii wyizolowanych od 16 Zzétwi
importowanych zostaty juz opublikowane w 2019 r. w pracy autorstwa: Gotawska O., Zajac M.,
Maluta A., Pristas P., Hamarova L., Wasyl D. pt. ,,Complex bacterial flora of imported pet
tortoises deceased during quarantine: Another zoonotic threat?”, Compartive Immunology,
Microbiology and Infectious Diseases 2019, 65:154-159. Stad, zdaniem Recenzenta te czesé
badan winna by¢ wytgczona z dysertacji, zwtaszcza, ze praca doktorska jest dzietem jednego
autora, natomiast opublikowana praca jest wieloautorska i pomimo, ze Doktorantka jest
pierwszym autorem to nie wiadomo jaki jest Jej udziat w tej pracy. Ponadto, powielenie
w monografii opublikowanych juz wynikdw umniejsza jej oryginalnosci. W moim odczuciu
badania dotyczace jedynie z6twi odtowionych ze srodowiska, z uwagi na bardzo duzg liczbe
zwierzat (n=126) i prébek biologicznych (n>480), bytyby w zupetnosci wystarczajace jesli chodzi
o zakres pracy doktorskiej. Natomiast w zaistniatej sytuacji wigczenia opublikowanych wynikow
badan do doktoratu nalezato w dysertacji zamiesci¢ petng wersje publikacji oraz deklaracje
poszczegblnych wspotautordw o udziale w jej powstawaniu.

Badania przeprowadzone przez mgr Olge Gotawskg w ogdlnym zarysie polegaty na
analizie bakteriologicznej pobranych od zétwi prébek. Pozyskane izolaty zostaty identyfikowane
za pomocg kilku metod. Charakterystyka fenotypowa obejmowata szczepy Salmonella (n=78)
i E. coli (n=64) i polegata na okresleniu ich lekowrazliwosci, a w przypadku pateczek Salmonella
takze na okresdleniu serotypu. Charakterystyce genotypowej poddano cze$é¢ izolatdw
wybranych gatunkdéw bakterii, a w jej zakres wchodzita detekcja gendw opornosci i mutacji
determinujgcych opornosc na chinolony, detekcja genéw wirulencji, plazmiddw oraz okreslenie
typu sekwencyjnego pozyskanych izolatow.

Badania zostaty przeprowadzone z wykorzystaniem szeregu metod laboratoryjnych,
poczynajgc od standardowych i prostych aczkolwiek pracochtonnych, zwtaszcza przy tak duzej
liczbie przebadanych préobek, metod mikrobiologicznych tj. izolacja i hodowla bakterii na kilku
roznych pozywkach, analizy biochemiczne i serotypowanie w oparciu o aglutynacje (dla
szczepow Salmonella), po nowoczesne metody biologii molekularnej takie jak spektrometria
mas typu MALDI-TOF, sekwencjonowanie Sangera, sekwencjonowanie genomowe i PCR.
Doktorantka wykazata sie takie umiejetnoscia postugiwania sie réznymi narzedziami
bioinformatycznymi stuzagcymi do analizy sekwencji DNA, w tym sekwencji genomowych,
a takze sprawnoscig poruszania sie po systemach do deponowania sekwencji DNA w bazach
danych (GenBank, European Nucleotide Archive, PubMLST, Enterobase). Wyniki badan zostaty
poddane odpowiedniej analizie statystycznej. Majgc powyzsze na uwadze, uwazam, ze warsztat
badawczy jakim legitymuje sie mgr Olga Gotawska jest bardzo szeroki. Mam natomiast pewne
uwagi i zapytania co do opisu niektérych metod badawczych.
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e Jakie objawy kliniczne i/lub wyniki badan laboratoryjnych byly przestanka do
powtdrnego pobrania prébek przyzyciowych od zétwi? (str. 20).

e W rozdz. 3.1.1 dotyczacym metodyki oznaczania lekowrazliwosci bakterii zabrakto
bardzo waznej informacji nt. wytycznych jakimi kierowata sie Autorka dokonujac
kategoryzacji szczepdéw na wrazliwe i oporne na poszczegélne substancje
przeciwdrobnoustrojowg  (trudno  zeby  czytelnik  analizowat  ustawienia
oprogramowania do odczytu mikroptytek).

e Opis metodyki dotyczacej analiz genomowych jest fragmentami niejasny, np. ,,Programy
freebayes [123] odpowiadat za wywotanie wariantéw...” — o jakie warianty chodzi?;
podobnie mato klarownie opisana jest metodyka dotyczaca analiz filogenetycznych -
w oparciu o co okreslano pokrewiefdstwo miedzy szczepami? Czy byty to analizy genomu
rdzeniowego?

e W dysertacji nie podano kryteriéw identyfikacji bakterii przy uzyciu spektrometrii mas
typu MALDI-TOF (str.22), sktadu pozywki BXxLH (opracowanie wtasne PIWet-PIB, str. 20)
i nie wyjasniono celu suplementacji pozywki MacConkey cefotaksymem (str. 21).

e W rozdz. 3.3.2 (Materiaty i metody) Autorka nie podata jakie geny opornosci wykrywata
u izolatéw E. coli ani odniesienia do sekwencji uzytych starteréw i warunkéw PCR, cho¢
tabela zawierajgce te dane zostata zamieszczona na str. 136.

e Geny i sekwencje starteréw zamieszczone w Tabeli B.1 (str. 136) powinny by¢
pogrupowane i oznaczone, tak by czytelnik miat jasnos¢, ktére odnoszg sie do gendw
opornosci, a ktére byty wykorzystywane np. do identyfikacji E. coli/Salmonella itd.
Wskazanym bytoby takie zamieszczenie informacji na jakie substancje
przeciwdrobnoustrojowe wymienione geny warunkujg oporno$é oraz uwzglednienie
podziatu na pojedyncze reakcje PCR oraz multipleks PCR. Pomiedzy Tabelg B.1i B2. brak
jest petnej spdjnosci — Tabela B.2 zawiera warunki amplifikacji tylko czesci gendéw
wymienionych w Tab. B.1. Ciekawi mnie czy Doktoranta samodzielnie wyznaczata
Srednig temp. topnienia (Tm) poszczegdlnych par starteréw (Tab. B.1) i dlaczego podana
w Tab. B.2 temp. przytgczania starteréw w niektérych przypadkach jest wyzsza od Tm,
a w niektérych rowna Tm (geny mcr-1-5) badz nizsza (gen 16S rRNA Tm-55°C, a temp.
przyftaczania tylko 42°C!).

e W Tab. B.3 brak jest odniesienia do genu gyrA, w ktérym Autorka wykazata obecnos¢
mutacji warunkujgcych opornos$¢ na chinolony u E. coli (str. 31).

e Czy Doktorantka analizowata jakos$¢ (stezenie, czystos¢, ewentualny stopien degradacji)
wyizolowanego DNA genomowego przed uzyciem w reakcjach PCR? (str. 21 i 22, jakos¢
DNA wptywa na wynik reakcji PCR).

e Cefalosporyny nalezg do B-laktamodw (drugie zdanie str. 31).

e Brak objasnienia skrotu ONPG (str. 21).

Stabg strong pracy doktorskiej mgr Olgi Gotawskiej jest brak jednolitosci prowadzonych
badan, zaréwno wzgledem pobierania prébek biologicznych jak i pewnych analiz, ktdre zostaty
przeprowadzone wybidrczo. Taki sposdb realizacji badan wprowadza pewien chaos
w dysertacji.



e Przy pobieraniu probek z jelit z niewiadomych wzgledéw pominieto jednego osobnika
z transportu (str. 19); probki z watroby, nerek, ptuc pobierano tylko od zétwi
z transportu i tylko od niektérych osobnikéw. Natomiast prébki z woreczka zéfciowego,
oraz probki katu pobierano tylko od zétwi odtowionych i réwniez tylko od czesci
osobnikéw. Probki z jajnikdw pobrano od zétwi z obu grup, ale nie wiadomo czy od
wszystkich samic.

e U rdinych szczepdw, nawet tego samego gatunku, Doktorantka stosowata odmienne
metody badawcze, np. detekcje gendw opornosci u niektorych izolatéw E. coli (od zétwi
z importu) wykonywata za pomocg PCR, u innych (od zétwi z odtowu) — w oparciu o
analize sekwencji genomowych.

e U wielolekoopornych izolatéw E. coli od zétwi z importu identyfikowano geny
determinujgce  opornos¢  na  cefalosporyny, polimyksyny i chinolony,
a z niewyjasnionych wzgledéw pominieto detekcje gendw warunkujgcych opornosé na
substancje przeciwdrobnoustrojowe z innych grup (tetracykliny, sulfonamidy,
aminoglikozydy, fenikole, inhibitory kwasu foliowego, str. 31).

e Sekwencjonowanie genomowe przeprowadzono tylko dla czes¢ izolatéw i byty to
wyfacznie szczepy od z6twi odfowionych. Ograniczenie stosowania tej metody ze
wzgledu na jej wysokie koszty jest zrozumiate, jednak analiza sekwencji genomowych
izolatébw od z6twi z importu mogtaby wnies¢ nowe informacje, np. wyjasnié
molekularne tto opornosci na kolistyne u E. coli.

e Geny wirulencji oznaczono jedynie dla 21 szczepdw E. coli poddanych
sekwencjonowaniu genomowemu. U pozostatych 43 izolatow Doktorantka nie
oznaczyta genotypowych profili wirulencji choéby za pomocg PCR. W ocenie Recenzenta
detekcja gendw wirulencji byta szczegdlnie wskazana u izolatow E. coli od z6twi
z importu ze wzgledu na powszechnie wystepujacg u nich lekoopornosé. Szczepy
lekooporne i jednocze$nie zawierajgce geny wirulencji sg bowiem szczegdlnie
niebezpieczne. Podobna uwaga tyczy sie oznaczania gendw wirulencji u pateczek
Salmonella; detekcje wysp patogennosci przeprowadzono w stosunku do 43 z 78
pozyskanych izolatéw (wyfacznie od zétwi z odtowu). W kontekscie postawionego celu
badan jakim byfa ocena potencjatu patogennego szczepdw Salmonella i E. coli wskazana
bytaby detekcja determinant wirulencji u wszystkich izolatéw pozyskanych w trakcie
badan.

e Rozdz. 4.3. zawiera informacje nt. wystepowania u z6twi odtowionych bakterii innych
niz Salmonella i E. coli (str. 32). Niezrozumiatym jest jednak dlaczego w tych analizach
pominieto zotwie padte pochodzace z transportu (str. 32), zwtaszcza, ze w publikacji
»Wiaczonej” do dysertacji potwierdzono izolacje réznorakich gatunkdw bakterii.

W toku realizacji pracy doktorskiej mgr Olga Gofawska pozyskata ogromng liczbe 1589
izolatdw bakteryjnych. Szkoda, ze tacznie z informacjg o liczbie zebranych izolatéw (str. 26) nie
podata do jakich grup taksonomicznych i w jakiej liczbie one przynalezaty, tak by juz na poczatku
rozdz. 4 (Wyniki) czytelnik miat ogdlny poglad na te kwestie. W pracy nie przedstawiono takze
wynikéw identyfikacji bakterii przeprowadzonej przy uzyciu poszczegdlnych metod, m.in.
sekwencjonowania gendw 16S rRNA (ile i ktére izolaty zidentyfikowano w oparciu o analize



sekwencji 16S rDNA? czy uzyskane sekwencje zostaty zdeponowane w GenBanku?) (suplement
zawierajgcy dokumentacje z odczytu testow biochemicznych czy elektoroforegramoéw réwniez
bytby mile widziany).

Zastanawiajgce jest takze czy w zwigzku z deklarowanym przesiewaniem do 5 kolonii
charakterystycznych dla Salmonella, zaréwno z pozywki MSRV jak i RSA, Doktorantka
dokonywata eliminacji (redukgcji liczby) izolatéw w przypadku uzyskania wzrostu Salmonella
z danej prébki na obu pozywkach jednoczesnie. Salmonelle wykryto w 70 prdébkach, co przy
zatozeniu, ze dla 80% z nich (n=56) wzrost Salmonella uzyskano zaréwno na pozywce MSRV jak
i RSA (str. 38) daje liczbe 112 posiewdw pozytywnych dla Salmonella, a zaktadajgc dalej, ze
z kazdej pozywki przesiewano tylko po 2 (a nie 5) kolonie charakterystyczne dla Salmonella to
w efekcie Doktorantka musiata pozyskaé przynajmniej 224 izolaty. Natomiast deklarowana
liczba zebranych izolatéw Salmonella to 78.

Wyniki dotyczace fenotypowej i genotypowej opornosci 43 izolatéw Salmonella
pozyskanych od zétwi odtowionych oraz wystepowania u nich wysp patogennosci i plazmidéw
zostaty czytelnie przedstawione w kilkustronicowe] tabeli (Tab. A.14). Podobnego zestawienia
zabrakto w przypadku izolatow E. coli, zaréwno tych pochodzacych od z6twi importowanych jak
i odtowionych. W moim odczuciu tabele A17, 18 i 19 powinny by¢ zintegrowane, a wyniki
przedstawione w taki sposdb by uwidaczniaty profile lekoopornosci oraz genotypowe profile
opornosci i wirulencji poszczegdlnych izolatéw. Zbiorcza tabela dodataby klarownosci
zawartemu na str. 31 opisowi wynikéw, w ktédrym Autorka podaje, ze wsrdd izolatéow E. coli
pozyskanych od zo6twi odtowionych tylko 3 odznaczaty sie opornoscia fenotypowa. Nie
wiadomo jednak na ktdére substancje przeciwdrobnoustrojowe te szczepy byly oporne;
nastepnie wymienia geny opornosci wykryte u tych izolatéow, ale nie informuje czy ich
wystepowanie byto skorelowane z opornoscig fenotypowg. W kontekscie stawianego celu
pracy jakim byta ocena potencjatu chorobotwodrczego tych bakterii wskazane bytoby takze
rozwiniecie zapoczgtkowanego str. 49 (Dyskusja) watku dotyczgcego przyporzgdkowania
badanych szczepdw E. coli do okre$lonych patotypdw.

Niewatpliwym atutem ocenianej rozprawy doktorskiej, poza duzg liczbg przebadanych
zwierzat (n=142) i prébek, sg analizy genomowe, ktérym poddano facznie 109 izolatéw, w tym
43/78 izolaty Salmonella, 21/64 izolatéw E. coli, 16/138 izolatéw Pseudomonas putina, 16/107
izolatdbw Aeromonas veroni, 10 izolatdw Aeromonas hydrophila. Doktoranta doskonale
wykorzystata potencjat pracowni sekwencjonowania genomowego (w technologii NGS) jaka
dysponuje Zaktad Analiz Omicznych PIWet-PIB. Analiza sekwencji genomowych pozwolita na
uzyskanie wielu cennych informacji o badanych szczepach oraz na okreslenie pokrewienstwa
filogenetycznego miedzy wybranymi grupami bakterii. W dysertacji nie zamieszczono jednak
numerdw dostepu analizowanych sekwencji genomowych, pomimo iz na str. 25 Autorka
deklaruje ich zdeponowanie w bazach danych. U odtowionych zétwi Doktorantka wykazata
wystepowanie szeregu szczepdw reprezentujgcych nieopisane dotychczas typy sekwencyjne,
w tym 1 szczep Salmonella (ST 6075, u ktérego zidentyfikowano nowy allel dnaN) oraz 37
szczepow rodzaju Pseudomonas i Aeromonas. W rozdz. Dyskusja pojawia sie takze informacja
o zidentyfikowaniu u jednego szczepu E. coli nieznanego allelu (nie wiadomo o jaki gen chodzi),
co mogto by¢ podstawg do okreslenia nowego typu sekwencyjnego w 7-genowym schemacie



MLST. Doktorantka zdecydowata sie jednak na zastosowanie w tym przypadku innego (8-
genowego) schematu MLST. Szkoda takze, ze dla badanych izolatéw Pseudomonas i Aeromonas
nie zestawiono w tabelach typu sekwencyjnego z genotypowymi profilami lekoopornosci oraz
ewentualnie wystepujgcymi u tych szczepow plazmidami (cho¢ w rozdz. Wyniki brak
odniesienia do identyfikacji plazmidéw u izolatéw Pseudomonas putida i Aeromonas hydrophila
i nie widomo czy takie analizy zostaty w ogdle przeprowadzone). Wartoscig dodang dysertacji
bytyby tez informacje nt. wielkos$ci analizowanych genomdw czy zawartosci w nich G+C.

Doktorantka wykazata duzg réznorodnos¢ rodzajow i gatunkow bakterii wystepujgcych
u z6twi. Do analizy wynikdw z tego zakresu podeszta zbiorczo, stad ostatecznie nie wiadomo,
ktére rodzaje/gatunki bakterii wspotwystepowaty u poszczegdlnych osobnikéw (chocby
Salmonella enterica i E. coli). Tabela przedstawiajgca zestawione gatunki bakterii przy
jednoczesnym pogrupowanie osobnikdw wzgledem miejsca odtowu rzucatoby swiatto na
ewentualny wptyw danego s$rodowiska na skfad mikrobioty jelitowej badZz eliminacyjne
dziatanie jednych grup bakterii na inne. Warta podkreslenia jest wykazana przez Doktorantke
obecnos$¢ pateczek Salmonella, Pseudomonas i Aeromonas nie tylko w jelitach zétwi, ale takze
w jajnikach i jajowodach. Praca jest takze pierwszym doniesieniem potwierdzajgcym obecnosé
Salmonella w woreczku zétciowym u tych zwierzat.

Na podstawie analizy uzyskanych wynikéw badan Doktorantka wysuneta 4 zwiezte
i kompatybilne z szescioma postawionymi celami pracy wnioski.

Whiosek nr 1 wymaga korekty stylistycznej - 2x powtarza sie okreslenie ,zrédto i wektor”
(w pierwszym zdaniu odnosi sie ono do z6twi, w drugim do bakterii); szczepy bakteryjne moga
by¢ wektorem (a tu lepiej zrédtem badz rezerwuarem) gendéw opornosci, a nie ,,opornosci” i to
geny opornosci mogq by¢ kodowane na mobilnych elementach genomu, a nie ,,opornos¢”.
Wydaje sie tez, ze Doktorantka pomylita transfer wertykalny (pionowy, tj. na komaérki potomne)
z transferem horyzontalnym (poziomy, tj. zachodzgcy miedzy réznymi szczepami tego samego
gatunku i miedzy réznymi gatunkami, a nawet rodzajami bakterii). Odnosnie Wniosku nr 1 mam
jeszcze zapytanie czy Doktorantka analizowata sekwencje plazmidéw pod katem wystepowania
na nich gendéw opornosci? Samo wykazanie jednoczesnego wystepowania gendw opornosci
i plazmidu nie uprawnia do stwierdzenia, ze zidentyfikowane geny opornosci sg zlokalizowane
na plazmidzie (str. 63, 53).

Z kolei wniosek nr 4, w ktérym Autorka stwierdza, ze ,z6twie gatunkdw obcych mogg stanowic
wektor przenoszacy (styl - wektor to cos co przenosi) nowe rodzaje, gatunki i klony bakterii dla
srodowiska Polski” winien by¢ poparty zamieszczong w dysertacji analizg, z ktérej jasno by
wynikato, ktére z wykrytych u zétwi rodzajow czy gatunkéw bakterii sg nowe dla sSrodowiska
Polski. W rozdz. Dyskusja Autorka wskazuje na gatunek Elizabethkinga meninoseptica jako
drobnoustrdj niespotykany wczesniej na terytorium Polski (str. 58). Jednakze obecnos¢ tej
bakterii (Chryseobacterium meningosepticum) zostata potwierdzona juz w 2004 r. w wodzie
Jeziora Maltanskiego (Hadas i wsp. Acanthamoeba spp. as vehicles of pathogenic bacteria, Acta
Parasitologica 2004, 49:276-280). Z kolei Lysinibacillus sphaericus (str. 58) zostat wczesniej
opisany jako drobnoustrdj kolonizujgcy w Polsce rodline o nazwie kruszczyk
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szerokolistny (Epipactis helleborine) (Jakubska-Busse i wsp. 2021. Proteomics-based
identification of orchid-associated bacteria  colonizing the Epipactis  albensis,
E. helleborine and E. purpurata (Orchidaceae, Neottieae). Saudi. J. Biol. Sci. 2021, 28(7):4029-
4038).

Podsumowujgc, pomimo pewnych uwag, uwazam, ze rozprawa doktorska mgr Olgi
Gotawskiej jest wartosciowym opracowaniem stanowigcym wkiad w rozwéj nauk
weterynaryjnych z zakresu mikrobiologii i herpetologii. Praca poszerza wiedze nt. sktadu
mikrobioty jelitowej obcych i inwazyjnych gatunkéw zdtwi, charakterystyki fenotypowej i
genotypowej wybranych grup taksonomicznych bakterii kolonizujgcych te zwierzeta, jak
réwniez wskazuje na zagroienia zdrowotne zwigzane z wystepowaniem u zétwi bakterii
chorobotwérczych. Tres¢ dysertacji ujawnia duzg wiedze Autorki z zakresu tematu pracy oraz
umiejetnos¢ prowadzenia badan zmierzajagcych do rozwigzania postawionego problemu
naukowego. W rozlegtej Dyskusji Doktorantka dowiodta takie umiejetnosci prowadzenia
polemiki naukowej (cho¢ tresci zawarte na pierwszej stronie rozdz. 5 dotyczace wystepowania
u 26twi pratkéw, chlamydii i pewnych wiruséw nie wspotgraja z uzyskanymi przez Doktorantke
wynikami badarni). Dane przedstawione w dysertacji uzupetniajg informacje nt.
rozprzestrzeniania sie lekoopornych szczepdw bakterii na terenie naszego kraju.
Monitorowanie obecnosci takich drobnoustrojow potaczone z wyjasnianiem mechanizmoéw
opornosci wpisuje sie w ,Europejski plan dziatania ,Jedno zdrowie” na rzecz zwalczania
opornosci na s$rodki przeciwdrobnoustrojowe” (wprowadzony w UE w 2017 r.,
COM/2017/0339). Dysertacja dostarcza takze cennych informacji nt. wystepowania w Polsce
obcych i inwazyjnych gatunkéw zétwi.

W Swietle powyzszej opinii stwierdzam, ze praca doktorska mgr Olgi Gotawskiej spetnia
wymogi art. 13 Ustawy z dn. 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz
stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz.U. z 2003 r. nr 65 poz. 595, tekst jednolity Dz. U. z 2017,
poz. 1789). Przedktadam zatem Radzie Naukowej Paristwowego Instytutu Weterynaryjnego -
Paristwowego Instytutu Badawczego w Putawach wniosek o dopuszczenie Doktorantki do
dalszych etapéw postepowania w sprawie nadania stopnia naukowego doktora.

Mok Do

dr hab. Marta Dec

Lublin, 28.11.2023 r.
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