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Recenzja
rozprawy doktorskiej mgr Gabrieli Cieniuch
t. ,Charakterystyka wybranych czynnikéw wirulencji odzwierzgcych paleczek
z rodzaju Serratia”

Rozpiawa dokioiska inge Cabieli Cichiuch zosiala wykoinana w ZakKladzic
Mikrobiologii na Wydziale Nauk Biologicznych Uniwersytetu Wroctawskiego. Pracg
kierowaly Promotor prof. dr hab. Gabriela Bugla-Ploskoniska oraz Promotor pomocnicza
dr 1nz. Agnieszka Korzeniowska-Kowal. Badania zrealizowano dzieki wspolpracy
macierzystej jednostki doktorantki z Zakladem Mikrobiologii Zywnosci i Higieny
Przctworstwa Uniwcersytetu Przyrodniczecgo we Wroclawiu, a takze z Polskg Kolckejs
Mikroorganizméw w Instytucie Immunologii i Terapii Dos$wiadczalnej im. Ludwika
Hiiszicida roiskie) Akademii Nauk we Wioctawiu.

Badania jakich podjela si¢ Doktorantka w rozprawie doktorskiej sa kontynuacja jej
badan jakie realizowala w pracy magisterskiej. Przygotowujgc t¢ prace wykazala, iz bakterie
czesto izolowane z przewodu pokarmowego dzikow i saren to paleczki z rodzaju Serratia.
Analiza literatury na temat badan tych paleczek wykazala, iz za wyjatkiem gatunku
S. marcescens s stabo poznane. To sklonilo doktorantke do zajecia si¢ charakterystyka
wybranych czynnikéw wirulencji dwoch gatunkéw z rodzaju Serratia tj. S. marcescens
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Badania paleczek Serratia maja dlugg histori¢. Przez wiele lat rodzaj ten
reprezentowany byl przez jeden gatunek S. marcescens. Obecnie, po zastosowaniu metod
genetycznych 1 molekulamych w analizach taksonomicznych, w rodzaju Serratia wyrdznia
si¢ 31 gatunkéw. W odnicsicniu do czlowicka bakicric tc stanowig patogeny oportunistycznc,

wywolujace zakazenia u oséb z obnizona odpornoscia immunologiczng, poddanych
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aimtybiotykoterapii czy u dzieci, u Kbbiycii mic jest w pelii wyksziatcony ukiad
odporno$ciowy. Przypadki takich zakazen sg juz dobrze udokumentowane, 0 czym pisze
w rozprawie mgr. G. Cieniuch. Inaczej jest z infekcjami wywolywanymi przez pateczki
Serraiia izolowanymi od zwierzat. Brak danych o izolatach S. liquefaciens od dzikow
euroazjatyckich, saren europejskich, kréw 1 éwin domowych oraz S. marcescens
pochodzacych od krdw i $wikh domowych. Wiedza na temat odzwierzgcych szczepdw obu

rodzaju Serratia wymaga uzupeienia przez podjecie szerzej zakrojonych badan, od izolacji
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takich szczepow od [OZilych Zwicizai, po Sadania icli cech moggoych mied udzial
w chorobotwoérczosci. Tego zadania podjeta si¢ Doktorantka.

Celem jej badan bylo opracowanie metod pozyskiwania z materiatu zwierzgcego
pateczek Serratia oraz ustalenie czgstosci wystgpowania S. liquefaciens 1 S. marcescens
w materiale pochodzacym od dzikow euroazjatyckich, saren europejskich oraz krow i $win

domowych, a takzc okrcSlenic potencjalncj zjadliwosci tych bakterii przez wykrywanic

wybranych enzymow zewnatrzkomorkowych i okreslonych genow wirulencji. Podjeto tez
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ww. gatunkéw bakterii oraz badania stopnia przezywalnosci tych izolatéw w normalnej
surowicy ludzkie;.

Oceniana rozprawa doktorska mgr G. Cieniuch ma uklad typowy dla
eksperymentalnych prac doktorskich. Nie wydzielono rozdziatu Wstep (Wprowadzenie), cho¢
pierwsze 9 rozdziatdow pracy to czgsé teoretyczna stanowigca wstep. Kolejne rozdzialy juz
wydzielone to Cel pracy, Materialy, Metody, Wyniki, Podsumowanie pracy, Whioski,
Dyskusja, Streszozeiiia W jgZyku POISKIii 1 angiciskini oraz Bibliogiafia. Zainicszozoio na
poczatku pracy obszerny Wykaz skrétow, a nastepnie Wykaz tabel (33 tabele) oraz Wykaz
rycin (23 ryciny). Nie znalaziem w pracy informacji o dorobku naukowym Doktorantki, poza
informacjami na str. 128 o prezentacji wynikow doktoratu na konferencjach naukowych.
Oczywiscie nie ma formalnego wymogu, aby przedstawia szerzej osiggnigcia badawcze, ale
od dtuzszego juz czasu doktoranci podaja w rozprawach takic informacjc.

W pierwszej czesci pracy, jak wspomnialem wyzej w 9 rozdziatach, Doktorantka
zamiicicita obszeity pizeglad danychi o paleczkach Seriaiia. Zaimicscila akiuaing ich
klasyfikacj¢ i podstawowe cechy zwigzane z warunkami wzrostu i namnazania. Duzy
fragment pracy stanowi przeglad udokumentowanych przypadkéw zakazen bakteriami
z rodzaju Serratia u ludzi. Opisuje te przypadki bardzo szczegdtowo rok po roku, wskazujac
miejsca zakazeni i rodzaje infekcji, a takze ich udokumentowane lub potencjale przyczyny.
W kolcjnych dwéch podrozdziatach opisuje przypadki zakazcn baktcriami Serratia zwicrzat.
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w réznych krajach. W doktoracie zamieszczono tez informacje o zakazenia odzwierz¢cych
ludzi tymi bakteriami, a takze przeglad danych na temat opornosci S. marcescens
i S. liguefaciens na antybiotyki i chemioterapeutyki. Mgr G. Cieniuch szczegétowo
scharakteryzowala tez czynniki wirulencji paleczek Serratia sp. Naleza do nich fimbrie,
hemolizyny ShlA i fosfolipaza Al (PhlA), inne enzymy - lipazy, protezy,
deoksyrybonukleaza i zelatynaza oraz endotoksyna (LPS). Doktorantka, w czgsci teoretyczne;j
piacy, przedstawﬂa prob}ema@‘kq—, OjSOIIIGéCi Vakiciii, w tyin Z i dzaju Sefrdiic, iia AZialaiie
surowicy ludzkiej, zwracajgc przede wszystkim uwage na znaczenie dzialania dopelniacza
w tym zjawisku. Kolejny rozdziat cz¢sci teoretycznej rozprawy doktorskiej mgr G. Cieniuch
zawiera informacje o miejscach izolacji szczepow Serratia sp. Stwierdzono ich obecnosé
m.in. w organizmach nie tylko drobnych gryzoni, owadéw czy wymienionych wyzej
wickszych zwicrzat dzikich, alc tcz w wodzic i glebic. Izolowanc je takze z réznych rodzajéw
migsa, fermentowanych wedlin, sg zdolne do kolonizacji aparatury 1 sprzgtéw medycznych
viaz Wy pOS&Zc‘;ﬁic pruamcgu Osiatiu  fozdzial qu_:ou 1EOIEty CZil ‘j pracy uum.m:,mq
mgr G. Cieniuch stanowi przeglad metod stosowanych w izolacji i identyfikacji pateczek
z rodzaju Serratia. Opisuje podtoza selektywne i roznicujace shuzace do identyfikacji tych
bakterii. Bardzo szczegélowo przedstawia metode MALDI TOF, ktéra wykorzystata do
identyfikacji gatunkowej izolatow. Opisuje zasad¢ na jakiej opiera si¢ ta procedura, jej zalety,
ale tez i wady, w tym dostepnos¢ do widm szczepdw referencyjnych.

Przeglad informacji zaprezentowanych w czgsci wstgpnej teoretycznej pracy
doktoiskiej ingi G. Ciciiiuch ofaz ich aializa $wiadcza 0 dobiyiil pizygotowaiiu DOKIoTainiKi
do podjetych badan doswiadczalnych. Dobrze uzasadnita przedmiot badan. Uwagi odnoszace
sie do tej czebci pracy zamieszczam nizej.

Cele postawione w pracy sg dobrze okreslone i uzasadnione. Waznym osiggni¢ciem
pracy jest zgromadzenie unikatowej kolekcji odzwierzgcych izolatdéw S. marcescens

. liquefaciens. Wykotzystala jc w swoim doktoracic mg G. Cicniuch, alc zapcwnc bgda
jeszeze badane przez inne osoby z grona wspolpracownikéw Pani Promotor, co zapewne
dupiowadzi GO [OZSZGiZEilia iiaSZ€j WicdZy U iycli paleczkach, ponad i¢ Kidiag uzyskaia
Doktorantka. W pracy doktorskiej materialem badawczym z kidrego izolowane byly bakterie
stanowily tusze zwierzece 605 dzikdow euroazjatyckich, 93 saren europejskich, 55 krow
domowych oraz 59 $win. Zwierzeta te pochodzily z trzech wojewodztw — wielkopolskiego,

slaskiego i opolskiego.
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Dobor metod do i€alizacji podjgtych zadaili badawczych jest tiatiiy. Opis mctod jesi
poprawny. Wykorzystano opracowang wczesniej metodyke izolacji szczepdéw bakterii Gram-
ujemnych w kierunku Serratia sp., ale przez Doktorantke zmodyfikowang. Kluczows
technikg stuzaca do 1dentyfikacji tych paleczek byla, jak wspomniano wyzej, MALDI TOF
wykonana w IITD PAN we Wroctawiu. Wykrywanie enzymoéw deoksyrybonukleazy, lipazy

clatynazy przeprowadzono na podlozach réznicujacych, a wlasciwosci hemolitycznych
badanych szczepoéw Serratia na agarze z krwia owcy. Poslugujgc sie technika PCR
WYKIywaiio geil fifi A Kodujgcy biatko stiuktuialie Tinbiii typu 1, geily prild i phill oraz shilA
1 shiB kodujgce bialka, odpowiednio powiazane z fosfolipaza i hemolizyna. Jak wspomniano
wyze] badano takze LPS S. marcescens 1 S. liquefaciens, przeprowadzajagc analiz¢ dtugosci
O-swoistego 1faficucha LPS (antygenu O). Postuzono si¢ procedurg izolacji LPS
z zastosowaniem proteinazy A, a analiz¢ antygenu O wykonano z wykorzystaniem
cicktroforczy LPS w zclu poliskrylamidowym w obcenosci SDS (SDS-PAGE). LPS
uwidaczniano przez wysrebrzanie. Obecno$¢ w bakteriach LPS z dlugim lancuchami
O-specyflicziyii fidjczgscic) Swiadczy o iyiil, iz 5§ ChoioLOIWOICZE, a ZWYKIE $§ ilieWiazliwe
na dzialanie normalnej surowicy, co sprawdzata takze Doktorantka. Przeglagd wykorzystanych
przez Doktorantke metod badawczych wskazuje na jej dobre przygotowanie praktyczne do
podjecia badan do§wiadczalnych.

Rozdzial przedstawiajacy wyniki pracy doktorskiej mgr G. Cieniuch jest bogaty
W Iyciny, wykresy, tabele oraz dokumentacje zdjeciowa. Wiasciwe wykorzystaiic
roznorodnego zestawu technik 1 metod badawczych pozwolilo jej uzyska¢ cenne i znaczace
wyiiini, Kibic zostaly staiainiic opiacowans i pizedstawioic. Dokioraitka ziealizowala
podstawowe cele pracy. Pragne podkresli¢ szeroki zakres prac, ktéry pozwolil jej zgromadzié
duzg kolekcje szczepow od badanych zwierzat. Zapewne wymagato to dobrej organizacji
pracy, a przede wszystkim zaangazowania i pracowitosci. Liczba przebadanych wymazow od
zwierzat (812), uzyskanych izolatow bakterii Gram-ujemnych (1248), ktére nastepnie
poddano identyfikacji z wykorzystanicm tcchniki MALD TOF, pokazujc skale tych
wysitkéw. Warto tez zaznaczy¢, iz zastosowanie tej techniki pozwolito wigkszos$é z tej liczby
izOlatow pizyporzadikowas do i0dzajow 1ub gatuikéw. Nalezy icz podiieslic, ze uzycie
wlasciwie dobranych podiéz mikrobiologicznych umozliwito Doktorantce izolacje szczepow
Serratia sp. 1 wykazanie, 1z bakterie tego rodzaju najczesciej wystepuja w jamie nosowo-
gardtowej dzikow euroazjatyckich i saren europejskich. Wsrod bakterii tego rodzaju

dominowal w tym materiale gatunek S. liguefaciens. Nie stwierdzono wystepowania



5. jiarcescens U saicil CUIUPS)SKICIL Daxiciic z rodzaju Sefiaiia byly 62 iiajozgscic)
izolowane od krow i $§win domowych, tez z dominujacym udziatem S. liguefaciens.

Ciekawe wyniki przyniosly badamia potencjalnych czynnikéw wirulencji szczepéw
ww. dwoch gatunkow Serratia sp. Zbadano wytwarzanie enzymow zewngtrzkomorkowych
deoksyrybonukleazy, lipazy i zelatynazy tacznie u 132 izolatow S. liguefaciens i 25
S. marcescens. Jak wykazano, wigkszo$¢ szczepdw S. liguefaciens wyizolowanych
z matertalu pochodzacego od zwierzat dzikich 1 domowych wytwarzala te enzymy.
WajCzgsciej 1€ CeCliy OUSCIWOWaIU U SZCZEpUW (SE0 galuilku pocliodzacycli od Swiil
domowych. Wszystkie wyizolowane od zwierzat szczepy S. marcescens wytwarzaly
ww. enzymy. Sprawdzono tez czy wyizolowane szczepy charakteryzowaly si¢ zdolnoscia do
hemolizy krwinek owcy. W tym badaniu zastosowano hodowle bakterii na ptytkach
agarowych z dodatkiem krwi. Wykazano, iz szczepy S. liquefaciens wyizolowane od $win
domowych i szczepy S. marcescens wyosobnionc z dzikéw curoazjatyckich charaktcryzowal
si¢ najsilniej wyrazong zdolnoscig do hemolizy. Wykrywanie genéw fimA, phiA i phiB oraz
StHA © D lJULWUllIU Doxioiaiice ustalic zw. lJlUllIC gcuuw Wil Ic';i"Cj’i‘ Zolatow
S. liquefaciens 1 S. marcescens. Staly si¢ one podstawg selekcji tych szczepdéw do analizy
dlugosei tancucha O-swoistego LPS oraz do testu na ich wrazliwos¢ na dziatanie surowicy
ludzkie;.

Analiza SDS-PAGE objeto LPS z 33 izolatow bakterii Serratia, 25 S. liquefaciens
i 8 S. marcescens. Na podstawie wynikow tej analizy Doktorantka wyselekcjonowata 10
szczepow S. liquefaciens i 4 szczepy S. marcescens wytwarzajgce LPS z dtugimi fafncuchami
polisachaiyaowyiin aiilygéiiu O. SZCzepy 16 poddaiio dZiataiii ioiiialing) Suiowicy 1udzKic)
(NHS). Wyniki tych badan potwierdzily znang zalezno$¢ pomiedzy wrazliwo$cig/opornoscia
bakterii, a dlugoscia wytwarzanej przez nie O-swoistej czgéci LPS. Wigkszo$¢ badanych
szczepOw Serratia sp. okazala si¢ by¢ oporna na dziatanie NHS, tylko jeden (S. marcescens)
byl wrazliwy, a dwa (po jednym S. liguefaciens i S. marcescens) $rednio wrazliwe.

Dokumcntacja wynikéw pracy zostala dobrzc opracowana. Kazdy podrozdzial
z wynikami badan koficzy ich podsumowanie. W oddzielnych rozdziatach zamieszczono
podsuinowainc calej i0Zpiawy oiaz wiioski. Glizyinaine daie ZiacZgoOd WZDOZacajd naszg
wiedz¢ o wystepowaniu bakterii z rodzaju Serratia u przedstawicieli zwierzat dzikich
1 domowych, a takze o wybranych cechach ich wirulencji.

Dyskusja wynikow jest dobrze opracowana. Wskazuje na dojrzalo$¢ naukows
Doktorantki 1 jej umiejetnosci analizy duzej liczby danych. Zestawienie literatury w liczbie

168 pozycji obcjmuje tcz najnowsze publikacjc, ktére zostaly zacytowanc wlasciwic.



Poiiizej uwagi | Zapytaiiia 4o DOKIGTAitKL.

1. Str. 32 — napisano, iz ,,Toksyna hemolityczna skiada si¢ z biatka ShlA oraz biatka
ShiB...”. Toksyng jest biatko pierwsze z wymienionych, drugie odpowiada za
aktywacje hemolizyny i jej transport.

2. Na stronie 32 napisano, iz hemolizyna ShlA nalezy do toksyn dzialajacych przez
wytwarzaniec poréw w blonach komodrek docelowych. Natomiast na str. 91-93
Doktorantka pisze o enzymie hemolizyny S. liquefaciens 1 S. marcescens. Proszg
O Wy)jasSiiiciii€ SposoUU Ziaailia Heiiionzyi iy cli Dakicrii.

3. W rozdziale 4.3. Lipopolisacharyd, Autorka podaje informacje ogolne zwigzane z
tym skladnikiem $ciany komdrkowej bakterii. Nie wspomina o LPS paleczek
Serratia. Dlaczego, przeciez sporo ¢ nim wiadomo. Ustalony jest schemat
klasyfikacji serologicznej tych bakterii oparty na zroznicowaniu antygenu O
(M.A. Gaston i T.L.Pittt, J. Clin. Microbiol., 1989, 27, i H.A. Aucken i wsp.,
Microbiology, 1998, 144, 639), analizowana tez byla struktura antygenu O19
S. pFcescedis (L. Viogradov 1 wsp., Carbofiydr. Res., 2003, 338, 2757). Zbadaiio
takze region rdzeniowy (N. Cordech i wsp., J. Bacteriol., 2004, 186, 978) 1 lipid A
tych bakterii (Y. Makimura i wsp., J. Med. Microbiol., 2007, 56, 1440). Badano
tez wplyw LPS na hemolizyng ShlA S. marcescens (K. Pool, V. Braun,
J. Bacteriol., 1988, 170, 5146).

4, W pracy badano tusze zwierzat z trzech wojewodztw wielkopolskiego, opolskiego
t $laskiego (str. 50). Cickawi mnie, dlaczego nie z dolnoslaskiego, gdzie pracuje
DoKioiaiiika.

5. Czy paleczki z rodzaju Serratia wytwarzaja otoczke? Jesli tak, to czy
w interpretacji wynikéw badan wrazliwosci/opornosci szczepéw na NHS nie
nalezatoby tego faktu wzig¢ pod uwage.

6. Uwaga zwigzana z tekstem pracy. Autorka naduzywa stow ,posiada”, ,,nie
posiada” (cnzymy, dhugt taficuch O-swoisty LPS, geny, fimbric). Dla przykladu na
niecatych dwoch stronach 123 i 124 Podsumowania pracy, uzyla go 16 razy. Inne
PUIKIIIgCia JGZYKOWE ZAZIlaCZyicili W SSCIE iOZpiawy.

7. Wnhioski odnosnie do celow 4 1 5 (str. 126) sg bardzo ogdlne, to raczej stwierdzenia
odnoszgce si¢ do uzyskanych wynikow.

Przedstawione wyzej uwagi nie wplywaja na moja dobrg ocene recenzowanej pracy

doktorskiej. Wymagala od Doktorantki pracowito$ci i dobrej organizacji pracy oraz

opanowania wiclu mctod. Wywiazala si¢ z tych zadan bardzo dobrzc.



Stwieidzaiii, iz pizedstawiviia i do [eceigji praca mgl Gaviieli Ciciuck
pt. ,,Charakterystyka wybranych czynnikéw wirulencji odzwierzecych paleczek z rodzaju
Serratia” spelnia wymogi stawiane rozprawom na stopien naukowy doktora 1 zwracam si¢ do
Wysokiej Rady Dyscypliny Naukowej Nauki Biologiczne Uniwersytetu Wroclawskiego

z uprzejma prosba o dopuszczenie Doktorantki do dalszych etapow przewodu doktorskiego.
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