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Recenzja

rozprawy doktorskiej mgr Gabrieli Cieniuch

pt. "Charaktetystyka ".ybranych czynników \\'irjleacji odzv,rierzęcych pałeczek

z rodzaju Serratia"

Rozpiawu doktorska ulgr Gabrieli CićiiluCu ZOStała wykoilaiia W Zakładzie

Mikrobiologii na Wydziale Nauk Biologicznych Uniwersytetu Wrocławskiego. Pracą

kierowały Promotor prof. dr hab. Gabriela Bugla-Płoskońska oraz Promotor pomocnicza

dr inż. Agnieszka Korzeniowska-Kowal. Badania zrealizowano dzięki współpracy

macierzystej jednostki doktorantki z Zakładem Mikrobiologii Żywności i Higieny

Przetwórstwa Uniwersytetu Przyrodniczego we Wrocławiu, a także z Polską Kolekcją

Mita^oorganizmów w Instytucie Immunologii i Terapii Doświadczalnej im. Ludwika

niiszfćluu Fołśkicj Akademii Nauk we VvTrOćłówiu.

Badania jakich podjęła się Doktorantka w rozprawie doktorskiej są kontynuacją jej

badań jakie realizowała w pracy magisterskiej. Przygotowując tę pracę wykazała, iż bakterie

często izolowane z przewodu pokarmowego dzików i saren to pałeczki z rodzaju Serraiia.

Analiza literatury na temat badań tych pałeczek wykazała, iż za wyjątkiem gatunku

S. marcescens są słabo pozri ane. To sHomło doktorantkę do zajęcia się charakterystyką

wybranych czynników wirulencji dwóch gatunków z rodzaju Serratia tj. S. marcescens

i o. li<juejuCi fia pozyskanych uu dzików ćuioazja.tyckich, saićii ćuropćjakicu oraz kiów

i świń domowych.

Badania pałeczek Serratia mają długą historię. Przez wiele lat rodzaj ten

reprezentowany był przez jeden gatunek S. marcescens. Obecnie, po zastosowaniu metod

genetycznych i molekularnych w analizach taksonomicznych, w rodzaju Serratia wyróżma

się 31 gatunków. W odniesieniu do człowieka bakterie te stanowią patogcny oportunistycznc,

wywołujące zakażenia u osób z obniżoną odpornością immunologiczną, poddanych
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autybiotykoterapn czy u dzieci, u których nic jest w pćim wyksztaicouy uiciaa

odpornościowy. Przypadki takich zakażeń są już dobrze udokumentowane, o czym pisze
w rozprawie mgr. G. Cieniuch. Inaczej jest z infekcjami wywoływanymi przez pałeczki
Serralia izolowanymi od zwierząt. Brak danych o izolatach S. liquefaciens od dzików
euroazjatyckich, saren europejskich, krów i świń domowych oraz S. marcescens
pochodzących od krów i śwń domowych. Wiedza na temat odzwierzęcych szczepów obu
rodzaju Serratia wymaga uzupełnienia przez podjęcie szerzej zakrojonych badań, od izolacji
takich szczepów od różuych zwierząt, po bauuuia icu cech mugącycu fflicć uu^im
w chorobotwórczości. Tego zadania podjęła się Doktorantka.

Celem jej badań było opracowanie metod pozyskiwania z materiału zwierzęcego
pałeczek Serratia oraz ustalenie częstości występowania S. Uquefaciens i S. marcescens
w materiale pochodzącym od dzików euroazjatyckich, saren europejskich oraz krów i świń
domowych, a także określenie potencjalnej zjadliwości tych bakterii przez ^ykr^-wamc
wybranych enzymów zewaątrzkomórkowych i określonych genów wirulencji. Podjęto też
auałizy uługośt. 1 0-swoistego łaucucha tipopotisaćuaiydów (LP3) izolatów od zmcrząt obu

ww. gatunków bakterii oraz badania stopnia przeżywalności tych izolatów w normalnej
surowicy ludzkiej.

Oceniana rozprawa doktorska mgr G. Cieniuch ma układ typowy dla
eksperymentalnych prac doktorskich. Nie wydzielono rozdziału Wstęp (Wprowadzenie), choć
pierwsze 9 rozdziałów pracy to część teoretyczna stano-w-iąca wstęp. Kolejne rozdział-y już
wydzielone to Ceł pracy. Materiały, Metody, Wyniki, Podsumowanie pracy. Wnioski,
Dyskusja, Sucszczcum w języku pokkim i aJigićłsldm oiaz Biuliogmtia;. Zuuućszczouo ua
początku pracy obszerny Wykaz skrótów, a następnie Wykaz tabel (33 tabele) oraz Wykaz
rycin (23 ryciny). Nie znalazłem w pracy informacji o dorobku naukowym Doktorantki, poza
informacjaiiii na str. 128 o prezentacji wyników doktoratu na konferencjach naukowych.
Oczywiście nie ma formalnego wymogu, aby przedstawiać szerzej osiągnięcia badawcze, ale
od dhiższcgo już czasu doktoranci podają w rozprawach takie informacje.

W pierwszej części pracy, jak wspomniałem wyżej w 9 rozdziałach, Doktorantka
ZamićśCua obśZcray pi ZcglĄd duuycll O paićczfcacli Sćrruiiu. Zaimćśćua aktuaiuą icn

klasyfikację i podstawowe cechy związane z warunkami wzrostu i namnażania. Duży
fragment pracy stanowi przegląd udokumentowanych przypadków zakażeń bakteriami
z rodzaju Serratia u ludzi. Opisuje te przypadki bardzo szczegółowo rok po roku, wskazując
miejsca zakażeń i rodzaje infekcji, a także ich udokumentowane lub potencjale przyczyny.
V/ kolejnych dwóch podrozdziałach opisuje prz-ypadki zakażeń bakteriami Serratia zwcrząt.
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Pułćczki tć powouują iufckcjć, tak U ZwićiZąt uOuiOwyCu, jak i uzikich. Fotwićiuzouó LÓ

w różnych krajach. W doktoracie zamieszczono też informacje o zakażenia odzwierzęcych

ludzi tymi bakteriami, a taJkże przegląd danych na temat oporności S. marcescens

/ S. liquefaciens na antybiotyki i chemioterapeutyki. Mgr G. Cieniuch szczegółowo

scharakteryzowała też czynniki wirulencji pałeczek Serratia sp. Należą do nich fimbrie,

hemolizyny ShlA i fosfolipaza Al (PhLA), irme enzymy - lipazy, protezy,

deoksyrybonukłeaza i żełatynaza oraz endotoksyna (LPS). Doktorantka, w części teoretycznej

pi uCy, prZćuSTaWiia prOuićmui}1^ OpuiiiUiS^i utzKiciii, w lyiu A IUUAUJU L->vriutiu, Uia UAiaiaiuc

surowicy ludzkiej, zwracając przede wszystkim uwagę na znaczenie działania dopełniacza

w tym zjawisku. Kolejny rozdział części teoretycznej rozprawy doktorskiej mgr G. Cieniuch

zawiera informacje o miejscach izolacji szczepów Serratia sp. Stwierdzono ich obecność

m. in. w organizmach nie tylko drobnych gryzom, owadów czy wymienionych wyżej

większych zv>-icrząt dzikich, ale też vv wodzie i glebie. Izolowane je także z różnych rodzajów

mięsa, fermentowanych wędlin, są zdolne do kolonizacji aparatury i sprzętów medycznych

oraz wypośazćiuć sżpiiauicgo. ^isia.uu iuAu&iui i^^s^i icuici^^z. iicj pi au^ uujs.Luisjs.icj

mgr G. Cieniuch stanowi przegląd metod stosowanych w izolacji i identyfikacji pałeczek

z rodzaju Serratia. Opisuje podłoża selektywne i różnicujące służące do identyfikacji tych

bakterii. Bardzo szczegółowo przedstawia metodę MALDI TOP, którą wykorzystała do

identyfikacji gatunkowej izolatów. Opisuje zasadę na jakiej opiera się ta procedura Jej zalety,

ale też i wady, w t5''m dostępność do widm szczepów referencyjnych.

Przegląd informacji zaprezentowanych w części wstępnej teoretycznej pracy

JokiOiSkićJ iugi G. CićiuUCu oraz ich auuliza świuuczą o dobiyiu pî ygotowaiuu Boictoi autki

do podjętych badań doświadczalnych. Dobrze uzasadniła przedmiot badań. Uwagi odnoszące

się do tej części pracy zamieszczam niżej.

Cele postawione w pracy są dobrze określone i uzasadmone. Ważnym osiągnięciem

pracy jest zgromadzenie unikatowej kolekcji odzwierzęcych izolatów S. marcescens

i 5'. liquefaciens. Wykorzystała je w swoim doktoracie mg G. Cicniuch, ale zapewne będą

jeszcze badane przez inne osoby z grona współpracowników Pani Promotor, co zapewne

CiOpiOWauZl uO iOZoZdZćiuu iiaszćj WićuZy O L^ Cii paićCZKaCu, pOilau i^ Kluią UAysA.aia

Doktorantka. W pracy doktorskiej materiałem badawczym z którego izolowane były bakterie

stanowiły tusze zwierzęce 605 dzików euroazjatyckich, 93 saren europejskich, 55 krów

domowych oraz 59 świń. Zwierzęta te pochodziły z trzech województw - wielkopolskiego,

śląskiego i opolskiego.



L/óuui lilćtOu uO ićaliZaCjl pOuj^t}'Cii zauau uauaWC2yC ii jćSt uailiy. (JpiS uićtOu jćSt

poprawny. Wykorzystano opracowaną wcześniej metodykę izolacji szczepów bakterii Gram-

ujemnych w kierunku Serratia sp., ale przez Doktorantkę zmodyfikowaną. Kluczową

tecliniką służącą do identyfikacji tych pałeczek była, jak wspomniano wyżej, MALDI TOF

wykonana w IITD PAN we Wrocławiu. Wykrywanie enzymów deoksyrybonukleazy, lipazy

i żelatynazy przeprowadzono na podłożach różnicujących, a właściwości hemolitycznych

badanych szczepów Serratia na agarze z krwią owcy. Posługując się techniką PCR

wyk^yWailó gću/<myi kodujący białko śuTtktUiaiiić iiiubiii typu I, .̂ iiy pfilA [phlB OiuZ shlA

i shlB kodujące białka, odpowiednio powiązane z fosfolipazą i hemolizyną. Jak wspomniano

wyżej badano także LPS S. marcescens i 5'. liquefaciens, przeprowadzając analizę dhigości

0-swoistego łańcucha LPS (antygenu O). Posłużono się procedurą izolacji LPS

z zastosowaniem proteinazy A, a analizę antygenu O wykonano z wykorzystaniem

elektroforezy LPS w żcłu poliakr^-lamidowym w obecności SDS (SDS-PAGE). LPS

uwidaczniano przez wysrebrzanie. Obecność w bakteriach ŁPS z długim łańcuchaim

O-SpćCyficZiiyuii iiaJCZ^ścićj świadczy u ly iii, iż są clluiOuOtwóiCZć, a Zwykłe Są lućwTażłiWć

na działanie normalnej surowicy, co sprawdzała także Doktorantka. Przegląd wykorzystanych

przez Doktorantkę metod badawczych wskazuje na jej dobre przygotowanie praktyczne do

podjęcia badań doświadczalnych.

Rozdział przedstawiający wyniki pracy doktorskiej mgr G. Cieniuch jest bogaty

w ryciny, wykresy, tabele oraz dokumentację zdjęciową. Właściwe wy korzy stame

różnorodnego zestawu technik i metod badawczych pozwoliło jej uzyskać cenne i znaczące

wyiuki, któić ZOSi.aiy stui'uiuuć Opia.COWauć i pi'ZćdśtuWiOiić. DoktOiuiltka ZlćułizOWa. lu

podstawowe cele pracy. Pragnę podkreślić szeroki zakres prac, który pozwolił jej zgromadzić

dużą kolekcję szczepów od badanych zwierząt. Zapewne wymagało to dobrej organizacji

pracy, a przede wszystkim zaangażowania i pracowitości. Liczba przebadanych wymazów od

zwierząt (812), uzyskanych izolatów bakterii Gram-ujemnych (1248), które następnie

poddano identyfikacji z wykorz^-stanicm techniki MALD TOF, pokazuje skałę tych

wysiłków. Warto też zaznaczyć, iż zastosowanie tej techniki pozwoliło większość z tej liczby

izOiatów pi zyp0iżq.ul^uwuu uu lOuZaJów lub gatuilków. Na.lćŻy też pOukićślić, Żć UŻyClć

właściwie dobranych podłóż mikrobiologicznych umożliwiło Doktorantce izolację szczepów

Serratia sp. i wykazanie, iż bakterie tego rodzaju najczęściej występują w jamie nosowo-

gardłowej dzików euroazjatyckich i saren europejskich. Wśród bakterii tego rodzaju

dominował w tym materiale gatunek S. liquefaciens. Nie stwierdzono występowania



o. murcćscens u saicii eiuopcjs&icii. uaKićfic z lóuzaju isćfruaa Dyiy icz uaj częściej

izolowane od krów i świń domowych, też z dominującym udziałem S. liquefaciens.

Ciekawe wyniki przyniosły badama potencjalnych czynników wimlencji szczepów

ww. dwóch gatunków Sermlia sp. Zbadano wytwarzanie enzymów zewnątrzkomórkowych

deoksyrybonukleazy, lipazy i żelatynazy łącznie u 132 izolatów S. liquefaciens i 25

S. marcescens. Jak -wykazano, y^-iększość szczepów S. liquefaciens -wyizolowanych

z materiału pochodzącego od zwierząt dzikich i domowych wytwarzała te enzymy.

iiaj^z.^&wcj ic ^c^uy uuaci wuwcuiu u &z,̂ z,cpuw Lcgu gui.iuiK.u pu^iiuuAąCyCu Ou Swjiu

domowych. Wszystkie wyizolowane od zwierząt szczepy S. marcescens wytwarzały

ww. enzymy. Sprawdzono też czy wyizolowane szczepy charakteryzowały się zdolnością do

hemolizy krwinek owcy. W tym badaniu zastosowano hodowle bakterii na płytkach

agarowych z dodatkiem krwi. Wykazano, iż szczepy S. Uquefaciens wyizolowane od świń

domowych i szczepy S. marcescens wyosobnione z dzików euroazjatyckich charakteryzowały

się najsilniej wyrażoną zdolnością do hemolizy. Wykrywanie genó-w fimA, phlA iphlB oraz

stuA i sfilB pozwoliło Dóktoi"uiuCć ustauć LEW. profile gciiów wuuićuCji i2;oTató^v

S. liquefaciens i 5'. marcescens. Stały się one podstawą selekcji tych szczepów do analizy

długości łańcucha 0-swoistego LPS oraz do testu na ich wrażliwość na działanie surowicy

ludzkiej.

Analizą SDS-PAGE objęto LPS z 33 izolatów bakterii Serratia, 25 S. liguefaciens

i 8 S. marcescens. Na podstawie w^-ników tej analizy Doktorantka wyselekcjonowała 10

szczepów S. liquefadens i 4 szczepy S. marcescens wytwarzające LPS z długimi łańcuchami

puiisuuKuyuuwyi ui. aiiiygciiu U. oZCAćpy ić pOuuailO uZiaiaiuu UOimaiucj SuTOWlCy iUuZKlcj

CNHS). Wyniki tych badań potwierdziły znaną zależność pomiędzy wrażliwością/opomością

bakterii, a długością wytwarzanej przez nie 0-swoistej części LPS. Większość badanych

szczepów Serratia sp. okazała się być oporna na działanie NHS, tylko jeden (S. marcescens)

był wrażliwy, a dwa (po jednym S. liquefaciens i S. marcescens) średnio wrażliwe.

Dokumentacja wyników pracy została dobrze opracowana. Każdy podrozdział

z wynikami badań kończy ich podsumowanie. W oddzielnych rozdziałach zamieszczono

pO uSUuiOWaiuć Caićj fOZpiawy OfaZ WiUOŚKi. vjuzymaiić ua,uć zuacząco wZuogacają ua&zą

wiedzę o występowaniu bakterii z rodzaju Serratia u przedstawicieli zwierząt dzikich

i domowych, a także o wybranych cechach ich wirulencji.

Dyskusja wyników jest dobrze opracowana. Wskazuje na dojizałość naukową

Doktorantki i jej umiejętności analizy dużej liczby danych. Zestawienie literatury w liczbie

168 pozycji obejmuje też najnowsze publikacje, które zostały zacytowane właściwie.
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rOuizcj uwagi i zupyiama ao i-'OKioiaiuKi.

l. Str. 32 - napisano, iż "Toksyna hemolityczna składa się z białka ShlA oraz białka

ShlB... ". Toksyną jest białko pierwsze z wymienionych, drugie odpowiada za

aktywację hemolizyny i jej transport.

2. Na stronie 32 napisano, iż hemolizyna ShlA należy do toksyn działających przez

vs^'twarzanie porów w błonach komórek doceło-wych. Natomiast na str. 91-93

Doktorantka pisze o enzymie hemolizyny S. liqvefacłens i S. marcescens. Proszę

u w^ja.siuciuc spu&uuu u&iuituua uciuuiiAyi i iy^u ua&.iciii.

3. W rozdziale 4. 3. Lipopolisacharyd, Autorka podaje informacje ogólne związane z

tym składnikiem ściany komórkowej bakterii. Nie wspomina o LPS pałeczek

Serratia. Dlaczego, przecież sporo o nim wiadomo. Ustalony jest schemat

klasyfikacji serologicznej tych bakterii oparty na zróżnicowaiiiu antygenu O

^vI.A. Gaston i T.L.Pittt, J. Clin. Microbiol., 1989, 27, i HA. Auckcn i wsp.,

Microbiology, 1998, 144, 639), analizowana też była stmktura antygenu 019
Cf .. "..... --.. --.... jf-T^ YT:--,.. >"-J-^_ :---. - rfT-ł .... T-. T_... ł... n, -- ^r\/\. ^ . -ł-^o ^^?--^\. m^--t^^_.

ij. ffiufCCsCeria (LL. viii0giau0v i Wsp., \^ufij0fiyu. i. FLĆS., ̂ . uuJ, jjó, Łui). z^uuuauO

także region rdzeniowy (N. Cordech i wsp., J. Bacteriol., 2004, 186, 978) i lipid A

tych bakterii (Y. Makimura i wsp., J. Med. Microbiol., 2007, 56, 1440). Badano

też wpływ LPS na hemolizynę ShlA S. marcescens (K. Pool, V. Braun,

J. Bacteriol., 1988, 170, 5146).

4. W pracy badano tusze zwierząt z trzech województw wielkopolskiego, opolskiego

i śląskiego (str. 50). Ciekawi mnie, dlaczego nie z dolnośląskiego, gdzie pracuje

l^OKlOiauLKa.

5. Czy pałeczki z rodzaju Serratia wytwarzają otoczkę? Jeśli tak, to czy

w interpretacji wyników badań wrażliwości/opomości szczepów na NHS nie

należałoby tego faktu wziąć pod uwagę.

6. Uwaga związana z tekstem pracy. Autorka nadużywa słów "posiada", "nie

posiada" (enzymy, długi łańcuch 0-swoisty LPS, geny, fimbric). Dla przykładu na

niecałych dwóch stronach 123 i 124 Podsumowania pracy, użyła go 16 razy. Inne
_-.A1-.:. -..:. - .. -_-1^_:__- _.^,_".^ __-l.. ^..._-_ A. _'. _... _. ^_._".^.^___
puiiuu^uiia. j^z.y&.uwc AiiAiui^Ayiciu w ica^ic lUApi uw^.

7. Wnioski odnośnie do celów 4 i 5 (str. 126) są bardzo ogólne, to raczej stwierdzenia

odnoszące się do uzyskanych wyników.

Przedstawione wyżej uwagi nie wpływają na moją dobrą ocenę recenzowanej pracy

doktorskiej. Wymagała od Doktorantki pracowitości i dobrej organizacji pracy oraz

opanowania w-icłu metod. Wywiązała się z tych zadań bardzo dobrze.
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orwićfuZaiu, IZ pi'Zćuśla.WiOua; iiu uG fćCćiiZji praca ulgf uaDTićil ^ićriiuCii

pt. "Charakterystyka wybranych czymiików wimlencji odzwierzęcych pałeczek z rodzaju

Serratia" spania wymogi stawiane rozprawom na stopień naukowy doktora i zwracam się do

Wysokiej Rady Dyscypliny Naukowej Nauki Biologiczne Uniwersytetu Wrocławskiego

z uprzejmą prośbą o dopuszczenie Doktorantki do dalszych etapów przewodu doktorskiego.

i\ ^ ^ ^ ^
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