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RECENZJA

rozprawy doktorskiej mgr Joanny Ewy Strzelczyk pt. ,,Characteristics of A eromonas
salmonicida, a rainbow trout pathogen, and early signatures of host immune response”

Podstawg formalng przygotowania recenzji jest decyzja Komisji Uniwersytetu
Lodzkiego do spraw stopni naukowych w dyscyplinie nauki biologiczne o powolaniu
recenzentéw, podjeta na posiedzeniu w dniu 13 stycznia 2026 roku.

Rozprawa doktorska mgr Joanny Ewy Strzelczyk przygotowana zostata pod opieka
promotora dr hab. Marka Fola z Katedry Immunologii i Biologii Infekcyjnej Wydziatu Biologii
i Ochrony Srodowiska Uniwersytetu F.odzkiego.

W przedtozonej do oceny pracy Doktorantka podjeta si¢ analizy porownawczej trzech,
roznigcych si¢ stopniem zjadliwoscei, wariantéw szczepu JF2267 Aeromonas salmonicida
subsp. salmonicida, na poziomie genomu oraz ich interakcji z komérkami pstraga teczowego,
odpowiedzialnymi za nieswoista odpowiedZ immunologiczng w infekcjach bakteryjnych.
Ocenie zostal tez poddany wplyw czynnikow $rodowiskowych na ekspresje genow u wysoce
zjadliwego wariantu szczepu. Badany patogen jest czynnikiem etiologicznym wrzodzienicy
(furunkulozy) ryb lososiowatych, groznej, ogdlnoustrojowej, wysoce zarazliwej choroby o
zasiggu ogolnoswiatowym. Cho¢ schorzenie i wywolujaca je bakteria znane sg od ponad stu
lat, duza plastycznos¢ genomowa patogenu, sprzyjajaca powstawaniu nowych szczepdw oraz
bogaty repertuar czynnikow zjadliwosci, w ktore jest on wyposazony, utrudniajg skuteczng
kontrole schorzenia. W zwigzku z powyzszym, bakteria weiaz jest obiektem intensywnych
badan, skupiajacych sie na bardziej doglebnym poznaniu zaréwno samego czynnika zakaznego,
jak 1 jego interakcji z organizmem gospodarza, a badania mgr Joanny Strzelezyk $wietnie sie w
ten trend wpisuja.

Recenzowana dysertacja ma forme 122-stronicowego manuskryptu, napisanego w
Jezyku angielskim, o ukfadzie cokolwiek odbiegajacym od standardowego. Po stronie
tytulowej, spisie tresci, wykazie skrotow., wstepie (8 stron) i opisie celu badan, praca zostala
podzielona na 3 niezalezne czesci, poswiecone odpowiednio: genomice (27 stron),
transkryptomice (26 stron) i badaniom immunologicznym (26 stron). Wszystkie te czescel
skladajg si¢ z podrozdziatow o uktadzie typowym dla opracowan naukowych, tj. wstepu, opisu



uzytych materialéw i metod, wynikow i dyskusji. Manuskrypt zamykaja wnioski, wniosek
ogoblny, streszczenie w jezyku angielskim i polskim, pismiennictwo (336 pozycji), spisy
ilustracji, tabel i materiatldéw uzupelniajacych. Praca zawiera 38 rycin i 15 tabel, z czego
odpowiednio 25 i 11 przedstawia uzyskane wyniki. Szczegélowe dane zamieszczone zostaly w
materialach uzupehiajacych (9 pozycji). Strona graficzna pracy zostata przygotowana z duzg
starannoscig i jest niezwykle satysfakcjonujgca w odbiorze. Decyzja Doktorantki o modyfikacji
tradycyjnego ukladu pracy i jej podziale na trzy czesci jest w pelni uzasadniona i utatwia odbior
pracy. Zapewne uklad ten odzwierciedla réwniez przyszly podzial pracy na publikacje
naukowe. Nie rozumiem jedynie umieszczenia streszczen na koncu pracy, wszak miejsce
abstraktu w opracowaniu naukowym jest na jego poczatku. Jest to jednak uwaga czysto
edytorska i nie wptywa na ocen¢ dysertacji.

Prace otwiera podzielony na podrozdzialy wstep, opatrzony podtytutem ,,Immunity of
rainbow trout against pathogen Aeromonas salmonicida, its mechanisms and impact”.
Rozpoczgta go Doktorantka od ogdlnych informacji na temat pstraga teczowego i jego
znaczenia w akwakulturze, charakterystyki chowu ryb w obiegu zamknig¢tym, jakim jest
Recyrkulacyjny System Akwakultury (RAS) i czynnikéw stresowych, zwigzanych z
intensyfikacja produkcji, a predysponujacych zwierzeta do zwigkszonej podatnosci na dziatanie
czynnikow zakaznych. W kolejnych podrozdziatach skrétowo oméwita wybrane metody
kontroli schorzen bakteryjnych ryb, jednostk¢ chorobowa, jakg jest wrzodzienica ryb
lososiowatych oraz powodujacy ja patogen i jego czynniki zjadliwosci. W tej czesci najwiecej
uwagi Autorka poswigcila wystgpujagcemu u patogenéw Gram-ujemnych, tatwo podlegajacemu
rearanzacji, plazmidowo kodowanemu systemowi wydzielniczemu typu III (T3SS). Ostatni
podrozdzial wstepu skupia si¢ na koniecznosci dokladnego poznania interakcji miedzy
patogenem, a gospodarzem dla opracowania skutecznych metod kontroli schorzenia i roli, jaka
w tym zadaniu odgrywaja dostepne narzedzia biotechnologiczne, stanowigc tym samym
uzasadnienie podjecia tematu. W mojej opinii wstep zostal dobrze zaplanowany, jest tez niezle
napisany i fatwy w odbiorze, jednak wbrew nadanemu mu podtytutowi, prézno w nim szukaé
informacji o odpowiedzi immunologicznej pstraga wobec Aeromonas salmonicida i jej
mechanizmach. W mojej opinii réwniez sam patogen jest interesujacy z immunologicznego
punktu widzenia, istnieja bowiem doniesienia na temat mechanizméw unikania (ewazji)
odpowiedzi immunologicznej gospodarza przez A. salmonicida subsp. salmonicida. Szkoda, ze
Doktorantka nie poswigcita chocby drobnego pasazu we wstepie temu istotnemu zagadnieniu.
Mam tez pewne zastrzezenia do tresci, ktore zostaly ujete we wstepie:

1. Autorka dwukrotnie stwierdza (str. 11 i 15), ze do gatunku Aeromonas salmonicida
zaliczono cztery podgatunki, przy czym za pierwszym razem sama wymienia ich pigé
(A. salmonicida subsp. salmonicida, achromogenes, masoucida, pectinolytica i
smithia), tymezasem w 2025 w taksonomii ..pojawil” sie szésty podgatunek: Aeromonas
salmonicida subsp. oncorhynchi (Ajmi et al. 2025, DOI: 10.3390/pathogens14060523).
Zdaje sobie jednak sprawe, Zze zmiana jest $wieza i zostata wprowadzona raptem kilka
miesiecy przed przygotowaniem ostatecznej wersji manuskryptu.

2. Lektura podrozdziatu 2.1.1 ,,Antibiotics, probiotics and vaccines” moze prowadzi¢ do
nieuprawnionego wniosku o beztroskim i nieregulowanym stosowaniu antybiotykéw w
curopejskiej — akwakulturze.  Wspominajagc o naduzywaniu antybiotykow i



konsekwencjach takiego podejscia, Autorka uzywa wprawdzie czasu przeszlego, nie
podaje jednak zadnych ram czasowych i nie wspomina o dzialaniach naprawczych. W
Unii Europejskiej stosowanie antybiotykéw jako stymulatoréw wzrostu w akwakulturze
zostalo zakazane 20 lat temu, zabronione jest rdwniez ich profilaktyczne stosowanie.

W kolejnym rozdziale Doktorantka wskazata cel badan i wyznaczyta 7 celow
szczegOlowych. Cele zostaly zidentyfikowane prawidlowo, jednak sformutowane w malo
przejrzysty spos6b. Badania sg interesujace, szeroko zakrojone i zostaly dobrze zaplanowane,
a precyzyjne okreslenie celow uwypuklifoby ten fakt. Ujecie celu w formie opisowej, z
jednoczesnym odniesieniem do uzytych metod badawczych, podobnie jak pieciolinijkowy opis
pierwszego celu szczegdlowego spowodowalo swego rodzaju przetadowanie informacyjne,
niekorzystne dla odbioru tego istotnego rozdzialu. Osobiscie jestem zwolenniczka bardziej
standardowego podejécia, polegajacego na sformutowaniu jasnych hipotez badawczych i
wskazaniu celow umozliwiajacych ich weryfikacje.

Zaplanowane przez Doktorantke badania zostaly przeprowadzone z wykorzystaniem
bogatego warsztatu badawczego, obejmujacego zardwno metody klasyczne (hodowla i analiza
wlasciwosci biochemicznych drobnoustrojow, izolacja i hodowla komérek z narzadow
limfatycznych ryb, mikroskopia), jak i nowoczesne (sortowanie magnetyczne komorek,
cytometria przeplywowa, real-time PCR, sekwencjonowanie nowej generacji, mikromacierze
ekspresyjne). Analiza bioinformatyczna danych z wielkoskalowych technik pomiarowych
uzytych w badaniach wymagata od Doktorantki duzej wiedzy i ogromnego nakladu pracy.
Metody badawcze zostaly dobrze dobrane i opisane, bardzo podobaja mi si¢ tez czytelne
graficzne przedstawienia planow doswiadczen (Ryc. 5 i 20).

Badania zaplanowano w trzech etapach, a uzyskane wyniki i ich interpretacja zostaty
przedstawione w trzech oddzielnych rozdziatach (4.3, 5.3 i 6.3). zgodnie z podzialem catego
manuskryptu. W pierwszej czgsci badan Doktorantka przeprowadzita sekwencjonowanie
calogenomowe badanych wariantow szczepu JF2267 i dokonata analizy poréwnawczej ich
genomow. Jako punkt odniesienia wykorzystany zostal genom szczepu A449, dostepny w bazie
NCBIL. Genom najbardziej zjadliwego wariantu byl najwickszy i zawieral sekwencje
niewystepujgce u mniej zjadliwych wariantow. Chromosom wszystkich wariantéw okazal si¢
dos¢ stabilny. To geny zawarte w duzych plazmidach 4 i 5 cechowaly sie plastycznoseig i
wysokim poziomem zmiennosci. co wskazuje na lokalizacje tutaj genow kodujacych czynniki
zjadliwosci. Male plazmidy kryptyczne wszystkich wariantow szezepu JF2267 mialy podobng
ilos¢ gendw, jak u szczepu referencyjnego. W tej czesci manuskryptu zabraklo, moim zdaniem,
odwolania do pracy Attéré i wsp. z 2015 roku (DOI: 10.3389/fmicb.2015.01274),
koncentrujgcej si¢ na analizie porownawczej genomow matych plazmidéw réznych SZCZEPOW
A. salmonicida subsp. salmonicida. Autorzy tej publikacji wskazali szczep JF2267, jako szczep
0 nietypowym repertuarze matych plazmidow, nieposiadajacy plazmidu kryptycznego 3
(pAsa3). Tymezasem doktorantka potwierdzita obecno$¢ tego plazmidu u wszystkich badanych
wariantow szczepu JF2267. Bardzo prosz¢ o odniesienie si¢ do tej istotnej rozbieznosci
uzyskanych wynikéw z danymi literaturowymi. W dalszej czesci swoich analiz Doktorantka
skoncentrowata si¢ na poréwnaniu réznic w genomach, skorelowanych z poziomem wirulencji



badanych wariantéw szczepu JF2267, wnioskujac, ze wysoce wirulentny wariant moze by¢
wyposazony w dodatkowy, szosty plazmid, nieobecny u szczepu referencyjnego.

Drugg czgs¢ badan Doktorantka poswiecita analizom transkryptomu wysoce zjadliwego
wariantu szczepu JF2267 (HV) hodowanego w warunkach stresu (ograniczony dostep do
zelaza, wapnia, tlenu, suboptymalna temperatura), koncentrujgc si¢ na genach zwigzanych z
wirulencjg i wezesnymi etapami interakcji patogenu z organizmem gospodarza. Tylko w
warunkach ograniczonego dostepu do zelaza i wapnia czas generacji bakterii ulegt wydhuzeniu,
rowniez w tych warunkach Doktorantka zaobserwowata zmiany w ekspresji najwickszej ilosci
genow. Uzyskane wyniki wskazujg na zlozona natur¢ tego zjawiska, zmiana w obrebie
pojedynczego czynnika Srodowiskowego regulowata bowiem ekspresje calej sieci gendw.
Niewatpliwie przeprowadzone badania stanowig dobry punkt wyjscia do dalszych analiz.
Bardzo spodobato mi si¢ zastosowanie diagramu Woronoja, zamiast tradycyjnej mapy cieplnej,
do wizualizacji uzyskanych wynikow.

Trzeci etap badan Doktorantki koncentrowal si¢ na analizie porownawczej wezesnych
etapow interakcji wariantow patogenu o roznym poziomie zjadliwosci z komponentami uktadu
immunologicznego pstraga teczowego w warunkach in vitro i in vivo. W badaniach in vitro
ocenie zostaty poddane: (1) wptyw zewnatrzkomoérkowych biatek bakteryjnych na erytrocyty,
(2) wplyw humoralnych (surowica) i komorkowych (komorki nerki glowowej) czynnikéw
odpornosci na wzrost bakterii oraz (3) aktywno$¢ wybuchu tlenowego limfocytow i komorek
micloidalnych nerki glowowej, stymulowanych trzema wariantami szczepu JF2267. W
badaniach in vivo Doktorantka skupita si¢ na ocenie ekspresji receptoréw TLR w réznych
populacjach komérek izolowanych z krwi i narzadow/tkanek limfatycznych ryb (nerka
glowowa, grasica, $ledziona, jelito) po eksperymentalnym zakazeniu zwierzat wariantami
patogenu o roznej zjadliwosci. W mojej opinii, najistotniejsze obserwacje, poczynione w toku
badan immunologicznych to (1) hamowanie wybuchu tlenowego przez wysoce zjadliwy
szczep, co wskazuje na jego zdolnos¢ unikania wezesnej odpowiedzi immunologicznej typu
komorkowego i (2) stymulacja ekspresji niektorych receptoréw TLR przez ten szczep,
wskazujgca ze ewazja nie jest wynikiem blokady zdolnosci komérek gospodarza do
rozpoznawania wzorcow molekularnych zwigzanych z patogenem. Na podkreslenie zastuguje
fakt, ze Doktorantka przebadala szeroki panel receptoréw TLR w roznych populacjach
komorek, po ich wezesniejszym sortowaniu magnetycznym. Mam, niestety, kilka zastrzezen
dotyczacych tej czesci badan.

Uwagi krytyczne do czesci immunologiczneij:

1. W, Materiatach i Metodach” brak informacji o zgodzie Lokalnej Komisji Etycznej na
zakazenie zwierzat doswiadczalnych.

2. Analiza statystyczna wplywu surowicy na wzrost bakterii (metodyka podrozdziat 6.2.5,
wyniki Ryc. 24). Do poréwnania srednich z dwdch grup nalezato uzy¢ testu t-Studenta.
Analiza wariancji znajduje zastosowanie w przypadku minimum trzech grup.

3. Przy cytometrycznej ocenie wybuchu tlenowego zwykle bierze si¢ pod uwage dwie
wartosci: (1) odsetek aktywnych komorek i (2) érednia intensywnos$¢ fluorescencji
(MFT). Pierwszy parametr zostal uwzgledniony w podrozdziale wyniki, brak jednak
drugiego, informujgcego o stopniu natezenia procesu w aktywnych komorkach.



4. Fagocytoza to nie to samo co wybuch tlenowy (rozdzialy 6.2.7 i 6.3.4). Do oceny
odsetka komorek fagocytujacych uzywa sie innych testow, w ktorych komorki
fagocytujace pochlaniaja znakowane fluorochromem bakterie. Zwykle odsetek
komorek pochlaniajacych bakterie jest wyzszy, niz tych ulegajacych wybuchowi
tlenowemu. Poréwnanie zmian w natgzeniu obu proceséw pod wplywem wysoce
wirulentnego szczepu A. salmonicida mogloby tez da¢ odpowiedz, czy hamuje on
pochtanianie bakterii i wybuch, czy tylko ten drugi.

5. Pomimo dobrze i ciekawie zaplanowanych doswiadczen wplywu bakterii na wybuch
tlenowy i ekspresje receptoréw TLR, ze wzgledu na brak powtdrzen, uzyskane dane
nalezy uznac raczej za obserwacje, niz wyniki. W immunologii nawet do$wiadczenia
przeprowadzane in vitro na dobrze scharakteryzowanych liniach komdérkowych
powtarza si¢ przynajmniej trzykrotnie. W przypadku doswiadczen na komorkach
pierwotnych, ze wzgledu na znaczne roznice np. w poziomie ekspresji genow
zwigzanych z odpowiedzia immunologiczng u poszczegdlnych osobnikow, takie
powtorzenia sg konieczne tym bardziej. Poniewaz wspomniane badania Doktorantka
przeprowadzita na pojedynczych lub pulowanych prébkach, niemozliwa byla ocena
statystyczna uzyskanych wynikow. W opisie wynikéw nie powinny sie zatem znalez¢
sformutowania typu: ,,Compared to the control group, TLR7, TLR8a1/2, TLRY showed
significant upregulation” (strona 82 manuskryptu).

Wyniki wszystkich czgsci badan zostaty szeroko opisane i bogato zilustrowane, a dyskusja
przeprowadzona w sposob wskazujacy na duzg wiedze Doktorantki w temacie. Pani mgr Joanna
Strzelezyk positkowala si¢ przy pisaniu rozprawy bardzo bogatym pismiennictwem (336
pozycji), prawidlowo dobranym i postugiwata si¢ nim z duza wprawg. Manuskrypt koncza
prawidlowo sformutowane wnioski.

Pozostate uwagi o charakterze edytorskim:

Ponizsze uwagi nie wplywaja na ocen¢ recenzowanej dysertacji., ich uwzglednienie moze
jednak ulatwi¢ doszlifowanie finalnej wersji przysztych artykulow.

1. Lista skrotow zawiera dwa blednie rozwiniete skroty:

a) FAO: w tekscie jest ,,Food and Aquaculture Organization”, a powinno by¢ ,,Food
and Agriculture Organization”,

b) PRR: jest ,,Pathogen Recognition Receptor”, powinno by¢ ,Pattern Recognition
Receptor”.

2. Nomenklatura:

a) Skrot facinskiej nazwy podgatunku. W manuskrypcie Autorka konsekwentnie
uzywa skrotu ssp. (Aeromonas salmonicida ssp. salmonicida). Zasadniczo nie jest
to bledem, w biologii znajduja zastosowanie dwa skroty na oznaczenie tacinskiej
nazwy podgatunku, tj. ,,subsp.” i ,,ssp.”. W nomenklaturze bakterii preferowanym i
rekomendowanym skrotem jest jednak ,,subsp.”.

b) Skrot tacinskiej nazwy gatunku. W informacjach na temat mikrobioty jelitowej ryb,
bakterii probiotycznych i patogennych, wymieniajgc dominujgce rodzaje Autorka
uzywa skrétu sp. (np. Aeromonas sp.), podczas gdy powinna uzy¢ skrotu spp.,



oznaczajacego liczbe mnoga/liczne gatunki w obrebie rodzaju. Skrét sp. odnosi sie
do pojedynczego, niezidentyfikowanego (np. nowego) gatunku z rodzaju.

3. Ujednolicenia wymaga nazewnictwo testowanych szczepéw (czy moze raczej
wariantow, wszystkie wywodzg si¢ bowiem od tego samego szczepu) Aeromonas
salmonicida subsp. salmonicida. W miejscu gdzie pojawiajg si¢ po raz pierwszy
(Materiaty i Metody, podrozdziat 4.2.1) posiadajg wlasne oznaczenia literowo-cyfrowe,
typowe dla szczepu (JF2267, JF5054 1 JF3239). W dalszej czesci manuskryptu
opisywane sg juz jako trzy szczepy o tym samym kodzie JF2267, z oznaczeniami
definiujgcymi roznice w stopniu zjadliwosci (WT, ATT, HV), wreszcie na rycinie 31
manuskryptu i w materiatach uzupehiajgcych (Suplement 9) szczep o wysokiej
wirulencji figuruje pod wymowng nazwa ,.killer”.

4. Tabela zawierajagca informacje na temat starteréw uzytych do oznaczenia ekspresji
genow kodujacych receptory TLR pstraga teczowego powinna znalez¢ sie w gtownej
czesci manuskryptu (podrozdziat 6.2.8), a nie w materiatach dodatkowych.

5. Pi$miennictwo: niekonsekwencja w podawaniu nazwisk autor6w w publikacjach
wieloautorskich. Rownolegle stosowane dwa wzory: (1) nazwisko pierwszego autora +
et al. i(2) wymienione nazwiska wszystkich wspotautorow.

Podsumowanie i wniosek koncowy:

Badania mgr Joanny Strzelczyk sa spojne, a uzycie réznigcych si¢ stopniem zjadliwosci
wariantow jednego szczepu daje lepszy wglad w zjawisko plastycznosci genomowej i ewolucji
wirulencji u Aeromonas salmonicida subsp. salmonicida. Duza ilo$¢ uwag krytycznych,
zawartych w niniejszej recenzji wynika w znacznej mierze z faktu, ze dysertacja nie stanowi
zbioru juz opublikowanych artykuléw, lecz przygotowana zostala w formie manuskryptu, co
oznacza, ze nie przeszta ona wczesniejszej weryfikacji przez zewnetrznych recenzentow.
Jestem przekonana, ze Doktorantka jest w stanie bez wigkszego problemu odpowiedzie¢ na te
uwagi, ponadto wigkszo$¢ z nich nie wptywa na warto$¢ naukowa ocenianej dysertacji.

Stwierdzam, ze oceniana rozprawa doktorska mgr Joanny Ewy Strzelczyk stanowi
oryginalne rozwigzanie problemu naukowego, prezentuje ogélng wiedze teoretyczng
Doktorantki i dowodzi umiejgtnosei samodzielnego prowadzenia pracy naukowej. Spetnia ona
wymagania okreslone w art. 187 ustawy z dnia 20 lipca 2018 roku Prawo o szkolnictwie
wyzszym i nauce (Dz.U.2024, poz. 1571 ze zm.). Wnosze zatem do Komisji Uniwersytetu
Lodzkiego do spraw stopni naukowych w dyscyplinie nauki biologiczne o dopuszczenie mgr
Joanny Ewy Strzelczyk do dalszych etapéw postepowania o nadanie stopnia doktora.

i, laflesdy

dr hab. Joanna Mataczewska, prof. UWM



