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Recenzja
rozprawy doktorskiej Pani mgr Marcjanny Wimon¢ pt. ,,Rola genu yidR w adhezji i inwazji
paleczek Salmonella Enteritidis do komdrek nablonkowych pochodzenia jelitowego”
wykonanej pod kierunkiem promotora, prof. dr hab. Maciej Ugorskiego oraz promotora
pomocniczego dr Rafata Kolendy

Podstawg formalng wykonania niniejszej recenzji jest Uchwata Rady Dyscypliny

Weterynaria Uniwersytetu Przyrodniczego we Wroctawiu, z dnia 24 maja 2022 roku.

Tematyka przedstawiona przez Panig mgr Marcjanng Wimon¢ w niniejszej rozprawie
doktorskiej obejmuje kompleksows analize biologicznej roli genu yidR pateczek Salmonella
Enteritidis ze szczegblnym uwzglednieniem patogenezy zakazen.

Badania zaprezentowane przez Doktorantk¢ maja niezwykle aktualny charakter przede
wszystkim ze wzgledu na wysoki odsetek zakazeh tym serotypem u ludzi, jak réwniez
wcigz nie do konca poznang patogeneze zakazen, ktore mogg mieé zaréwno charakter
uogolniony jak i ograniczony do przewodu pokarmowego. Szeroki i zréznicowany zakres
gospodarzy oraz bogaty panel czynnikdéw wirulencji, a takze ogromny przekrdj réznego
rodzaju mechanizméw i przystosowan prezentowanych przez ten drobnoustrdj, pomimo
wieloletnich badan, nadal wymaga wyjasnien.

Salmonella Enteritidis jest obok S. Typhimurium jednym z dwoch serotypéw najczesciej
wywolujagcych salmonellozy u ludzi, stanowigc okolo 48% wszystkich serotypow
odpowiedzialnych za infekcje w ostatnich latach. Co wiecej, stanowi drugg po
kampylobakteriozie przyczyne zoonoz w krajach Unii Europejskiej, wywolujgc okoto 91
tysiecy infekcji rocznie, co przeklada si¢ nie tylko na zagrozenie zdrowotne ale rowniez
straty ekonomiczne, pochlaniajace okoto 3 miln euro. Objawy w zaleznosci od statusu
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zdrowotnego gospodarza i wieku moga by¢ zréznicowane, poczgwszy od objawow
zoladkowo-jelitowych az do zakazenia ogélnoustrojowego zagrazajacego zyciu, dlatego
zakazenie paleczkami S. Enteritidis stanowi najwieksze zagrozenie dla dzieci, oséb
starszych i 0s6b z defektami immunologicznymi. Jedna z najczestszych przyczyn zakazen sg
produkty pochodzenia zwierzecego, a ze wzgledu na fakt, ze rozne gatunki zwierzat moga
by¢ bezobjawowymi nosicielami, okreslenie zrodta infekcji nie zawsze jest tatwe.

Duzy przekr6] gospodarzy, zréznicowana gama objawoéw Kklinicznych, brak mozliwosci
zastosowania celowanej terapii, a takze duze zréznicowanie odnosnie serotypéw w obrebie
podgatunk6w, ukierunkowujg badania nad pateczkami Salmonella gtéwnie na szczegélowe
poznanie patogenezy zakazen i kolonizacji przewodu pokarmowego. Dokltadne poznanie
mechanizméw skladajgcych si¢ na te procesy, by¢ moze pozwoli na poprawe kontroli
nosicielstwa bezobjawowego u zwierzat, co z kolei przelozy si¢ na spadek infekcji
zoonotycznych u ludzi. Z tego wzgledu problematyka podjeta przez Doktorantke w mojej
opinii stanowi bardzo cenny wkiad w poszerzenie dotychczasowej wiedzy zwigzanej z

kolejnym potencjalnym czynnikiem modulujacym proces infekcji na tle S. Enteritidis.

Ogolna charakterystyka rozprawy

Przedstawiona do recenzji rozprawa posiada form¢ monografii i zostata napisana zgodnie
z ogllnie przyjetymi zasadami dla tego typu opracowan. Rozprawa doktorska liczy 112
stron i zostala podzielona na siedem rozdziatéw zatytulowanych w kolejnosci jako: wstep
(25 stron), cel pracy (1 strona), materiat i metody (36 stron), wyniki (24 strony) dyskusja (7
stron), podsumowana trzema zwigztymi wnioskami, oraz pismiennictwo obejmujgce tacznie
100 pozycji literaturowych. Praca zostala rowniez opatrzona streszczeniem w jezyku
polskim i w jezyku angielskim. Doktorantka zalaczyla takze wykaz skrotow, ktdrymi
postugiwala si¢ w niniejszej pracy, jak rowniez wykaz tabel i kilkudziesieciu rycin

ilustrujacych w gldwnej mierze uzyskane wyniki.

Ocena szczegolowa

Wstep zostal podzielony na cztery podrozdziaty, z ktérych kazdy kolejny wprowadza
czytelnika na glgbszy poziom analizowanego zagadnienia. Rozdzial ten otwiera
wprowadzenie przedstawiajace krotka charakterystyke pateczek Salmonella i ich znaczenie

epidemiologiczne z uwzglednieniem badanego serotypu. Nastepnie Doktorantka dosé
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plynnie przechodzi do mechanizméw patogenezy zakazen na tle Salmonella, ktory ilustruje
odpowiednim schematem, po czym krétko charakteryzuje istotne czynniki wirulencii,
finalnie skupiajac si¢ na dotychczas znanych doniesieniach dotyczacych znaczenia biatka
YidR u bakterii z rodziny Enterobacteriaceae. Taka forma wstepu daje jasno i logicznie
zaprojektowane tto do badan przeprowadzonych przez Panig mgr Marcjanng Wimoné.
Nalezy podkresli¢, iz Doktorantka bardzo przystepnie ukierunkowala wprowadzenie do
najpierw zaplanowanych, a nastgpnie przeprowadzonych analiz, powoli doprowadzajac do
uzasadnienia celu pracy.

Uzasadnienie i cel pracy zostaly przedstawione w sposéb jasny i nie budzacy
watpliwosci. Doktorantka wyodrebnita pigé celow szczegotowych, ktére miaty doprowadzié
do wyjasnienia roli genu yidR w biologii paleczek Salmonella.

Warto podkresli¢, iz Doktorantka zatozyta przeprowadzenie calej analizy, lgcznie z
otrzymaniem mutanta S. Enteritidis (delecja genu yidR) i jego charakterystyka jak rowniez
odniesieniem uzyskanych wynikéw badan do szczepu dzikiego tego samego gatunku

Cze$¢ eksperymentalna zostala dobrze zaprojektowana i jasno przedstawiona. Rozdziat
»Materialy i metody” sktada si¢ z kilku podrozdzialow przedstawiajacych szczegdtowy opis
wykorzystanej aparatury, odczynnik6w, procedur oraz uzytych materiatéw biologicznych, w
tym linii komérkowych, wektorow plazmidowych i szczepow. Doktorantka metodycznie i
bardzo szczegblowo przedstawila rowniez zastosowane protokoly oraz ich celowo$é na
kazdym etapie eksperymentu. Z duzym uznaniem odnosze si¢ do tak przekrojowo
skonstruowanej i zastosowanej metodyki, obejmujgcej umiejetnosé pracy nie tylko z
materialem genetycznym ale rowniez hodowlami bakteryjnymi i liniami komoérkowymi.
Kazda z tych dziedzin wymaga duzej wiedzy i umiejetnosci, a ich konstruktywne potaczenie
dato mozliwos¢ uzyskania ogromnej liczby danych, ktére w konsekwencji pozwolily na
wieloplaszczyznowsg analize postawionego problemu badawczego.

W mojej opinii jedynym niedosytem byt bardzo skapy opis szczepu dzikiego S. Enteritidis,
wykorzystanego w badaniach. By¢é moze warto byloby rozszerzyé informacje odnosnie
zrodta pochodzenia ww. szczepu (gospodarz) oraz dlaczego do badan wytypowany zostat
wlasnie ten szczep.

Rozdziat ,,Wyniki” rozpoczyna si¢ od prezentacji wynikow opisujacych proces otrzymania
mutanta z delecja genu yidR. Kazdy etap (homologiczna rekombinacja , transformacja) jest

roOwniez opatrzony opisem odpowiednich elementow kontrolnych determinujacych finalne
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otrzymanie pozadanego mutanta P125109AyidR. Podobnie jasno i klarownie przedstawione
sg pozostale wyniki, tj. charakterystyka szczepu pod wzgledem morfologii i zdolnosci do
agregacji, ocena tempa wzrostu w poréwnaniu ze szczepem dzikim oraz zdolno$¢ do adhezji
1 inwazyjno$¢ w odniesieniu do trzech typéw komoérek wywodzacych sie z nablonka uktadu
pokarmowego czlowieka, $wini i kury. Ta czg$¢ wynikow zostala réwniez opatrzona
czterema rycinami. W kolejnym podrozdziale Doktorantka opisuje bardzo szczegétowo
wyniki dotyczace ekspresji genow kodujacych wybrane biatka fimbrii typu 1 i T3SS-1 w
aspekcie analizy poréwnawczej mutanta oraz szczepu dzikiego. Pani mgr Marcjanna
Wimon¢ wytypowata do tego celu dwa geny (fimA i sicA). W mojej opinii bardzo dobrym
rozwigzaniem zastosowanym w opisie przez Doktorantke bylo krotkie wprowadzenie do
tego podrozdzialu, przedstawiajace zasadnosé¢ doboru powyzszych genéw oraz ich
znaczenie, a takze skrécony opis calej procedury, ktérej efekty zostaly w petni rozwiniete w
dalszej czesci podrozdziatu. Ta cze$¢ rowniez zostala opatrzona siedmioma rycinami i
schematami obrazujacymi otrzymane wyniki na kazdym etapie eksperymentu.

Wyniki dotyczgce kolejnego etapu badan obejmujacego uzyskanie rekombinowanego biatka
Yidr oraz jego ekspresji w warunkach hodowli optymalnych dla ekspresji gendw sicA i
fimA, réwniez zostaly opisane bardzo precyzyjnie i zilustrowane adekwatnymi rycinami i
schematami. Na tym etapie rowniez nalezy podkresli¢ duza czytelno$é opisu i dbatosé o
jakos¢ zatgczonych zdjeé, ktore jednoznacznie potwierdzajg uzyskane wyniki.

W ostatnim etapie badan Doktorantka przeprowadzita charakterystyke metaboliczng mutanta
P125109AyidR w odniesieniu do szczepu dzikiego, w aspekcie wykorzystania przez oba
szczepy roznych zrodel wegla. Stosujac Mikromacierze Fenotypowe PM1 i PM2A
Doktorantka wykazata, ze szczep P125109AyidR rézni si¢ w odniesieniu do szczepu
dzikiego metabolizmem D-trehalozy, sacharozy, kwasu jabtkowego i 2-deoksy-D-rybozy.
Nalezy podkresli¢, ze uzyskane wyniki zostaty dodatkowo ocenione w tescie hodowlanym
w pozywce z dodatkiem ww. substratéw jako jedynego zrodta wegla. Doktorantka w tym
badaniu potwierdzita, ze jedynie w przypadku 5 mM kwasu jablkowego, wyniki uzyskane
za pomocg Mikromacierzy Fenotypowych sa zgodne. W tym miejscu pojawita sic pewna
niejasnos$¢ w odniesieniu do procedury przedstawionej w rozdziale 3.3.3, w ktérym te czesé
Doktorantka opisuje w odniesieniu do hodowli w pozywce M9 ale w obecnosci réznych
stezen glukozy lub kwasu jabtkowego. Czy badanie hodowlane byto rowniez prowadzone w

obecnosci D-trehalozy, sacharozy i 2-deoksy-D-rybozy w pozywce?
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Uzyskane wyniki staly si¢ podstawa do zwigzlej dyskusji. Doktorantka bardzo konkretnie
odniosta si¢ do uzyskanych wynikéw, zarazem bardzo ostroznie konfrontujac je z dostepna
literaturg. Uwazam, ze jest to bardzo dobra cecha Dobrym tego przykladem jest ocena
udzialu genu yidR w procesie adhezji i inwazji komoérek nablonka, ktéry Doktorantka
ocenila jako statystycznie nizszy ale nie nazbyt drastyczny. Doktorantka réwnie umiejetnie
poddata analizie wyniki dotyczace wptywu biatka YidR na gen sicA i fimA wykazujac, iz w
przypadku tego pierwszego, biatko YidR ma udzial w regulacji ekspresji na poziomie
transkrypcji, natomiast w przypadku drugiego genu Doktorantka wykazata brak udziatu w
regulacji jego ekspresji, co wskazuje na wplyw genu yidR na adhezje ale nie poprzez wptyw
na wytwarzanie fimbrii typu 1. Réwniez w przypadku analizy aktywnosci metabolicznej
potencjalnie regulowanej przez produkt ekspresji genu yidR Doktorantka potwierdzila jego
udzial w metabolizmie kwasu jabtkowego, niemniej w konfrontacji z E. coli, bakterig, u
ktdrej réwniez potwierdzono wpltyw genu yidR na metabolizm, wykazala, iz aktywno$¢ ta
nie jest zwigzana z jednym metabolitem i w zaleznosci od gatunku drobnoustroju moze
dotyczy¢ zupehie innych zwigzkéw, wykorzystywanych przez bakterie jako zrodlo wegla.
Dyskusja zostala podsumowana trzema zwigztymi wnioskami. Ponownie musze odnies¢ sig
z duzym uznaniem do bardzo ostroznego i wywazonego sformutowania wnioskéw. Pomimo
szeregu bardzo szeroko zakrojonych i wielopoziomowych badan, we wnioskach zostaly
zawarte tylko i wylacznie istotne i potwierdzone obserwacje, ktére stanowig doskonaty
punkt wyjsciowy do dalszych badan majacych na celu poszerzenie wiedzy w zakresie
mechanizméw patogenezy. Ponadto tak sformulowane wnioski w pelni odzwierciedlaja
znaczenie poznawcze przeprowadzonych badan oraz potwierdzajg zdolnosé do samodzielnej
analizy 1 prawidlowej oceny uzyskanych wynikow.

Mimo bardzo duzej starannosci wlozonej przez Doktorantke przy przygotowaniu rozprawy,
nie ustrzegla si¢ Ona kilku drobnych bledéw, ktére z obowigzku recenzenta powinnam
wskazaé:

-sugeruje w opracowaniu polskojezycznym stosowaé odpowiedniki polskojezyczne takich
sformutowan jak np. nock-out czy chaperon

- str. 17: sugeruj¢ doprecyzowa¢ i uwzgledni¢ rowniez podgatunki wyrézniane w obrebie S.
enterica; tutaj dodatkowym elementem réznicujagcym zgodnie z zacytowanym schematem
Kauffmann-White-Le Minor (réwniez sugeruje korekte sposobu zapisu) jest réwniez ocena

wybranych wlasciwosci biochemicznych, ponadto w przypadku badan opartych o
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serotypizacj¢ rowniez obecnos¢ lub braki antygenu otoczkowego Vi. Byé moze obecny zapis
jest skrotem myslowym zastosowanym przez Doktorantke.

str. 18: Zdanie wskazujgce na zwigzek pomigdzy wystepowaniem MDR a zjadliwoscia jest
rowniez zbyt duzym skrétem myslowym. Sugeruje przy przygotowywaniu materiatu do
publikacji rozszerzy¢ nieco kontekst zwigzku pomigdzy zjadliwoscia i opornoscia (geny na
wspolnym MGE?)

str 21: sugeruj¢ w zdaniu: ,,Szczepy Salmonella wnikajg do komérek...” zastapié: ,,Pateczki
Salmonella wnikaja do komorek....”

Str 51 1 inne: w mojej opinii znacznie zrgczniejsze jest sformulowanie: ,,Nastepnie do kuwet

s

dodawano...” zamiast ,Teraz do kuwet dodawano...”, podobnie jak na str 59: zamiast
,» -..ktére hodowano w nieobecnosci bakterii.” mozna zastapié: ,, ...ktére hodowano bez
obecnosci bakterii.”

Wszystkie te drobne niedociggnigcia majg jedynie charakter porzadkowy i z pewnoscia nie
wplywaja na bardzo wysoka oceng catoksztaltu rozprawy.

W zwigzku z powyzszym jednoznacznie stwierdzam, iz recenzowana przez mnie
rozprawa doktorska Pani mgr Marcjanny Wimoné pt. ,,Rola genu yidR w adhezji i inwazji
pateczek Salmonella Enteritidis do komdrek nablonkowych pochodzenia jelitowego”,
odpowiada warunkom okreslonym w art. 187 ustawy z dnia 1 lipca z 2018 r. Prawo o
szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2018 r. poz. 1668 z p6zn zm) i przedktadam
Wysokiej Radzie Dyscypliny Weterynaria Uniwersytetu Przyrodniczego we Wroctawiu
wniosek o dopuszczenie mgr Marcjanny Wimoné do dalszych etapéw przewodu
doktorskiego.

Jednoczesnie, biorgc pod uwage wysokie walory naukowe i poznawcze uzyskanych

wynikéw, wnoszg o wyrdznienie pracy doktorskiej stosowng nagroda.
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