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RECENZJA

rozprawy doktorskiej mgr Gabrieli Cieniuch

pt. ,Charakterystyka wybranych czynnikéw wirulencji

odzwierze¢cych paleczek Serratia”

wykonanej w na Wydziale Nauk Biologicznych

w Zakladzie Mikrobiologii Uniwersytetu Wroclawskiego

pod kierunkiem prof. dr hab. Gabrieli Bugli-Ploskonskiej
oraz promotora pomocniczego dr inz. Agnieszki Korzeniowskiej-Kowal

Recenzja zostata wykonana w oparciu o uchwate Rady Dyscypliny Naukowej Nauki
Biologiczne Uniwersytetu Wroctawskiego Nr 37/2023, w zwigzku z postepowaniem
wszezgtym celem nadania pani mgr Gabrieli Cieniuch stopnia naukowego doktora nauk
biologicznych. Recenzja uwzglednia wymagania okreslone w art. 187 ust. 1-4 z dnia 20 lipca
2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym (Dz. U. z 2018, poz. 1668 z pdzn. zmianami).

Dobér i znaczenie tematu

Mikrobiom zwierzat jest bardzo ztozony i nadal nie w pelni poznany. Tworzy go wiele
wzajemnie powigzanych grup drobnoustrojéw, zaréwno komensalnych, patogennych, jak i
oportunistycznie patogennych. Przykladem weigz mato znanych skiadnikéw mikrobiomu
zwierzgt sa bakterie Serratia. Bakterie te do niedawana uwazano za catkowicie bezpieczne.
Obecnie wiadomo, ze mogg wywolywaé szereg schorzefi, zagrazajacych zdrowiu nie tylko
zwierzat, ale i ludzi. W ostatnich latach coraz czesciej raportowane sa takie przypadki.
Leczenie infekeji wywotanych przez Serratia jest trudne m.in. z uwagi na ich oporno$é¢ na
dzialanie wielu antybiotykéw. Dodatkowy niepokéj budzi zdolno$é Serratia do kolonizacji
powierzchni abiotycznych oraz narastanie u nich opornosci na dziatanie dezynfektantow.
Wszystko to sprzyja rozprzestrzenianiu sie tych bakterii w srodowisku i poteguje ryzyko ich
przedostania si¢ do organizmu czlowieka. Dlatego tez niezbedne staje si¢ monitorowanie
zagrozen zwigzanych z Serratia oraz inicjowanie dziatan majacych na celu ograniczanie ich
niekontrolowanego rozprzestrzeniania sie. Pierwszym krokiem ku temu jest identyfikacja
zrédet oraz drog transmisji tych bakterii. Réwnie wazna jest ocena ich potencjatu
chorobotworczego, a co za tym idzie ryzyka wywolania przez nie infekcji. Ze wzgledu na to,
ze naturalnym rezerwuarem Serratia sa zwierzeta, zagrozenia zwiazane z nimi powinny by¢
zdefiniowane w pierwszej kolejnosci. W taka wiasnie problematyke, i to w bardzo udany w
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sposob, wpisuje si¢ rozprawa doktorska pani mgr Gabrieli Cieniuch. Oceniana rozprawa
stanowi przy tym doskonate uzupelnienie obecnego stanu wiedzy na temat wystepowania oraz
potencjalnej wirulencji Serratia. Co wigcej, z uwagi kierunek podjetych badaf oraz nade
wszystko ich efekt (utworzenie unikalnej kolekcji), ma wymiar nie tylko poznawczy.
Kontynuacja badar zapoczgtkowanych w ocenianej pracy moze bowiem przyczynié sie¢ do
opracowania procedur profilaktycznych w odniesieniu do zakazen bakteriami Serratia i
poprzez to wyraznie je ograniczyc.

Ocena strony formalnej pracy

Przedstawiona do oceny praca doktorska jest pokaznym, liczacym 154 strony
opracowaniem, wykonanym w oparciu o wyniki kilkuletnich badaf autorki. W pracy
zamieszczono 33 tabele oraz 23 ryciny, na ktére sklada sie 6, czesto ztozonych wykreséw, 5
schematéw oraz 12 zdje¢ dokumentujgcych przeprowadzone badania. Rozprawa zostata
podzielona na 19 rozdziatéw. Przedstawiono w nich przeglad literatury, cel pracy, opis
materialéw 1 metod badawczych, oméwienie wynikéw badan, ich podsumowanie, wnioski,
dyskusjg, streszczenie pracy w jezyku polskim i angielskim oraz spis literatury. Oprécz tego
w rozprawie podano wykaz skrotéw, tabel i rycin.

Zauwazam jednak, ze niektore rozdzialy typowe dla prac doktorskich, nie zostaty
wyraznie wydzielone. Przykladowo, w rozprawie nie wyodrebniono w postaci niezaleznego
zapisu, rozdziatu pt. przeglad literatury lub wprowadzenie. Wyniki studiéw literaturowych
przestawiono natomiast w dziewigciu rozdziatach, ktére pod wzgledem strukturalnym sg
rownowazne, takim rozdziatom jak: wyniki, dyskusja czy wnioski. Opis materiatéw i metod
badawczych jest takze podziclony na dwa niezalezne, duze rozdziaty. Taki uklad pracy w
mojej ocenie jest malo przejrzysty. W pracy nietypowa, i poprzez to troche dyskusyjna, jest
tez kolejnos¢ rozdziatéw. Przyktadowo, rozdzial pt. ,,Podsumowanie pracy” zamieszono
przed rozdziatem ,,Wnioski”, a wnioski podano przed dyskusja wynikéw. Poza tym, dla
wigkszej czytelnoSei, streszczenie pracy lepiej bylo zamiescié na poczatku catego
manuskryptu. W nienumerowanym rozdziale pt. ,,Wykaz skrétéw” znalazlo sie az 170
rekordéw/notacji, wedtug mnie nie zawsze potrzebnych. Wiele z nich, jak np. DNA, RNA,
PCR, Tab. itp. nie wymagalo wyjasnienia. Ponadto szereg skrétéw odnosi sie do nazw
zwiazkéw, ktére zostaly wyjasnione w tekscie pracy i byly uzyte w niej tylko jeden raz.
Przewodnik do nich nie byl zatem konieczny. W wykazie powinny znalezé si¢ natomiast
pominigte skroty tj. L-OAg, L-MW-OAg oraz skréty utworzone na potrzeby pracy (np.
DNASE, LIP, GEL).

W pracy zacytowano 168 pozycji literaturowych w wiekszosci anglojezycznych z
ostatniej dekady. Pozycje bibliograficzne sg merytoryczne wihasciwe i dobrze dobrane, z
uwzglednieniem najwazniejszych pozycji literatury, tak zagranicznej, jak i krajowej.
Odnosniki literaturowe sg umieszczone prawidlowo. Tytut pracy jest zwigzty. Mozna g0 byto
jednak jeszcze bardziej doprecyzowaé i pokaza¢ w nim réwniez godng podziwu prace
doktorantki zwigzang z izolacja i identyfikacja przedmiotowych szczepéw. Geneza pracy jest
dobrze wyjasniona i bezposrednio powiazana z celem/ami badaf. Oméwienie wynikow i ich
dyskusja sg poprawne, cho¢ troche schematyczne. Rozprawa stanowi zwartg catosé i jest
dobrze przygotowana od strony graficznej i redakcyjnej. Co wiecej, najwazniejsze wyniki,
osiggniecia i konkluzje zostaty w niej wyraznie podkreslone.

Oceniana rozprawa spelnia zatem wymagania formalne stawiane pracom
dysertacyjnym na stopien naukowy doktora, tj. ma charakter eksperymentalny i zawiera
komplet wymaganych rozdziatéw. Rozdzialy te sg jednak wydzielone i ulozone w
niestandardowy sposob.



Ocena merytoryczna pracy

Recenzowana praca autorstwa mgr Gabrieli Cieniuch dotyczy identyfikacji pateczek
Serratia wyizolowanych od zwierzat wolnozyjacych i hodowlanych oraz oceny ich
potencjalnej wirulencji. Pracg rozpoczyna 32 stronicowy wstep literaturowy, ktéry doskonale
wprowadza czytelnika w problematyke rozprawy. Wstep literaturowy zamieszczono w
dziewigciu rozdziatach. Autorka scharakteryzowala w nim pateczki Serratia, ZWracajgc
szczegllna uwage na ich chorobotwérczo$é w stosunku do zwierzat i ludzi. Zaakcentowata w
nim réwniez problemy zwigzane z opornoscia przedmiotowych bakterii na antybiotyki, w tym
ich wieloantybiotykoopornoscia. Dokladnie oméwila tez czynniki wirulenciji Serratia oraz ich
role w patogenezie. Oprocz tego przedstawita metody analityczne wykorzystywane w
diagnostyce Serratia. Ze wzglgdu na tematyke badan te rozdzialy pracy uwazam za
szczegblnie interesujace, wartosciowe i oryginalne. We wstepie literaturowym autorka wiele
miejsca poswigcita rowniez omdéwieniu zagrozeh zwigzanych z nosicielstwem badanych
bakterii, wskazujac poprzez to na potrzebe ich monitorowania. Doskonale opisata przypadki
infekcji bakteriami Serratia oraz wyniki przeprowadzonych dochodzei epidemicznych. W ten
sposob pokazata skale i zlozono$é probleméw zawigzanych z zakazeniami tymi bakteriami.
Niepelne dane na temat Zrodet oraz drog transmisji Serratia, w polaczeniu z informacjami
wskazujagcymi na mozliwo$¢ wystepowania tych bakterii w $rodowisku szpitalnym,
dodatkowo podkreslity znaczenie jej badan. Dopracowanie procedury wykrywania bakterii
Serratiq oraz oszacowanie zagrozen zwigzanych z ich wystepowaniem u wybranych zwierzat,
stafo si¢ tez waznym celem jej badan.

Tres¢ calego przegladu literaturowego wskazuje na doskonate przygotowanie
merytoryczne doktorantki. Poza tym, dzicki doglebnemu przeanalizowaniu literatury
Swiatowej, mozliwe bylo dobre zaplanowanie zasadniczych badaf. Badania te obejmowaty:
izolacj¢ 1 identyfikacje Serratia, a nastepnie detekcje wybranych czynnikéw ich wirulencji. W
ramach pracy udoskonalono tez procedure wykrywania/izolacji Serratia. Oceniono jej
selektywnos¢ w  odniesieniu do izolacji przedmiotowych bakterii z materiatow
odzwierz¢eych. Szczepy o potwierdzonej przynaleznosci do rodzaju Serratia pogrupowano
nastgpnie pod wzgledem wykrytych czynnikéw wirulencji. Gigantyczna praca jaka wlozyta
doktorantka w przygotowanie materialu do zasadniczych badan, budzi méj szczery podziw.

Cele badan, ktérych zdefiniowano az szes¢, sa poprawne cho¢ w mojej ocenie moglby
bardziej doprecyzowane. Przykladowo, znajdujace si¢ w rozdziale ,cele pracy doktorskiej”
oraz pojawiajace si¢ takze wielokrotnie w innych czesciach pracy okreslenia: »Lopracowanie
metodologii izolacji materiatu odzwierzgcego w kierunku pateczek Serratia”, jest troche
myslace. Sugeruje bowiem, ze doktorantka opracowywata procedure izolacji materialow
biologicznych, w celu ich dalszej diagnostyki w kierunku obecnosci Serratia. Tymczasem
doktorantka opracowywata procedur¢ pozwalajaca na izolacj¢ Serratia z wymazow
pobranych do zwierzat. Niejednoznaczne jest tez okreslenie ,,czestosé wystepowania Serratia
w izolatach pozyskanych od ...”. Wedlug mnie ono duzym skrotem myslowym, troche
zmieniajacym znaczenie pojecia izolat, W rzeczywistosci doktorantka okreslata jaki odsetek
wyizolowanych szczepéw stanowia Serratia (czesto$¢ wystepowania Serratia wérod
wyizolowanych szczepéw). Ponadto, w celu pracy nie wspomniano o bardzo waznej i
Jednoczesnie zastugujgce na szczegdlne wyréznienie kwestii, jaka byla identyfikacja bakterii
Serratia. Dla wigkszej przejrzystosci, w rozdziale ,cele pracy doktorskiej” mozna byto
dodatkowo poda¢ zadania badawcze, $wietnie sformutowane choéby w  streszczeniu.
Oczywiscie te drobne niedociggniecia nie mialy najmniejszego wplywu na przebieg
zasadniczych  badaf, ktére zostaly prawidlowo zaplanowane oraz wykonane z
wykorzystaniem dobrze dobranych i nowoczesnych narzedzi, adekwatnych do celu badan.



Doktorantka bakterie Serratia izolowala z wykorzystaniem klasycznych metod
mikrobiologicznych. Do ich identyfikacji stosowata metode MALDI-TOF. Geny kodujgce
wybrane czynniki wirulencji wykrywata metoda PCR, a typ O-swoistego lafncucha LPS
okrelata na podstawic wynikéw elektroforezy SDS-PAGE. Ponadto netodami
biochemicznymi (z wykorzystaniem dobrze dobranych podtozy) dokonywata detekeji DNazy,
lipazy oraz zelatynazy.

Opis ww. metod analitycznych jest doktadny, cho¢ w niektérych fragmentach wedhug
mnie przydalyby si¢ jeszcze dodatkowe odwotania literaturowe. Wtedy prawdopodobnie
czgs¢ moich uwag nie mialaby miejsca. W rozdziale ,Metody” dostrzegam drobne
niescistosci. Dotyczg one np. pozywek stosowanych do detekcji deoksyrybonukleazy, lipazy i
zetatynazy. Nazwy pozywek podane w rozdziale 12.3 r6znig si¢ od wypunktowanych w tabeli
5 (,,Wykaz podtéz wykorzystanych w realizacji badan”). Z informacji zawartych w rozdziale
12.3 nie wynika tez jednoznacznie jaki indykator uzyto do detekcji deoksyrybonukleazy. Do
oznaczenia liczebnosci komérek Serratia poddanych dziataniu ludzkiej surowicy (NHS)
wykorzystano wedlug mnie, niekonwencjonalng metode — ,,metode spotows”, nazywana tez
przez autorke ,,metoda nakropien”. Patrzac na zataczona w pracy dokumentacje fotograficzna
(Rycina 20) oraz poréwnujac ja z danymi zawartymi w tabelach 30 i 31, zastanawiam sie w
jaki sposéb otrzymano tak duza dokladnos¢ oznaczen oraz dlaczego wybrano takg wlasnie
modyfikacj¢ metody posiewow ilosciowych (czy byla ona réwnie doktadna?). Nie do kofica
jasne jest tez jakg objeto$¢ materiatu pobierano do wykonania rozcienczen dziesigtnych - 100
pl (str. 68), czy 50 ul (str. 105). Ciekawi mnie réwniez sposéb przygotowania szczepow do
przechowywania w temp. -70°C (takiej informacji brakuje w pracy) oraz czy tak
przechowywane szczepy byly stabilne (czy zaobserwowano ich zmienno$é?). W metodyce
szczegbélowo opisano procedure izolacji LPS. Nie podano natomiast na czym polegata dalsza
analiza obrazow elektroforezy SDS-PAGE jego O-swoistego ancucha (na co zwracano
uwage podczas odezytéw?). Szkoda, ze w skrupulatnie przygotowanych tabelach, nie podano
informacji o tym ile kultur wyizolowanych do jednego zwierzecia wybierano do identyfikacji.
Bez tych informacji trudno mi jest oceni¢ w jakim stopniu wyniki izolacji maja przetozenie na
czgstos¢ wystepowania Serratia u badanych zwierzgt. Zapisy w pracy — str. 100 W
przypadku braku wystepowania w obrebie danego profilu izolatéw od réznych zwierzat do
badania wyselckcjonowano izolaty od jednego zwierzecia”, wskazuja, ze takie kryterium bylo
brane pod uwage. Dodatkowo potwierdzaja to choéby wnioski str. 125 ,Paleczki S.
liquefaciens wystepowaly u wszystkich badanych zwierzat wolno zyjacych i gospodarskich”.
Cho¢ w tym przypadku akurat mam watpliwosci co do shusznosci tego stwierdzenia, gdyz
ilos¢ wykrytych szczepow S. liquefaciens byta duzo mniejsza od ilosci pobranych wymazow,
czyli badanych zwierzat.

Poczynione przeze mnie uwagi w zaden sposdb nie umniejszaja wartosci strony
metodyczne] pracy; nie negujg w zaden sposob prawidtowosci wykonania badan w oparciu o
przedstawiona metodyke. Maja jedynie na celu jej doprecyzowanie oraz wyjasnienie
niektorych kwestii.

Rezultaty badan bedacych podstawa dysertacji, zostaly przedstawione w 22 tabelach
oraz na 9 fotografiach i 6 wykresach, ztozonych w sumie z 43 mniejszych. Zauwazam jednak,
ze w tabelach 30-32 oraz na wykresach oznaczonych jako Ryc. 21 i 22 podano te same dane.
Zestawiono je réwniez w zbiorczej formie na Ryc. 23. Dodatkowo na rycinach 21 i 22
zamieszczono niestandardowe i w zaden spos6b nie zdefiniowane w pracy stupki bledow,
ktérych nie zaznaczono juz na rycinie 23. Ponadto, z uwagi na rézna skale wykreséw
poréwnywanie wynikow ,,przezywalnosci” wybranych szczepéw w NHS jest utrudnione.
Poprzez to réwniez w niektorych przypadkach, wielkosé stupkéw bledéw nie odpowiada ich
rzeczywistej wielkosci (jest ,,znieksztalcona™). Poza tym, definicja przezywalnosci podana w
pracy na stronie 107 ,,...przezywalno$¢ wyrazona w procentach okreslajaca zdolnogé
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namnazania si¢ badanych szczepéw ...” catkowicie zmienia rzeczywiste rozumienie tego
pojecia. Czy przezywalnos$¢ moze przekraczaé 100%?

W rozdziale dotyczacym prezentacji wynikow pierwsza czesé stanowi oméwienie
rezultatéw izolacji 706 szczepow z 114 wymazéw pobranych z tusz kréw i $win domowych, a
nastepie ich identyfikacji. Identyfikacji poddano réwniez 542 szczepy wyizolowane z tusz
dzikoéw i saren w ramach innych prac prowadzonych w Zakladzie Mikrobiologii Uniwersytetu
Wroclawskiego. Ze wzgledu na odnotowany w nich niski wspétezynnik wykrywania/izolacji
Serratia, doktorantka postanowita najpierw dopracowaé procedure detekcji tych bakterii.
Zaproponowala uzupelnienie dotychczas stosowanej procedury o etap namnazania
selektywnego w podtozu Nutrient Broth z dodatkiem antybiotykéw (cefsulodyny, irgasanu i
nowobiocyny). Jako zrédlo antybiotykéw wykorzystala Yersinia CIN Supplement.
Zaproponowane rozwigzanie jest trafne i absolutnie oryginalne. Jego wprowadzenie
wymagato od doktorantki dobrej orientacji w zakresie warunkéw wzrostu Serratia oraz
mikrobioty towarzyszacej, zwlaszcza bardzo licznie wystepujacych w analizowanych
wymazach innych bakterii gramujemnych. Bylo ono za pewne poprzedzone wieloma
badaniami wstgpnymi. Sgdze, ze do jego powstania, przyczynito si¢ tez doswiadczenie
zdobyte przez doktorantk¢ w pracach nad izolacjg Yersinia. Ogromna praca zwigzana ze
zabieraniem materiatu do badan od dzikow i saren, oraz poczatkowy brak zadawalajgcych
efektow izolacji Serratia, nie zniechecity doktorantki. Wrecz przeciwnie byly Zrodlem
zaproponowanych przez nig nowych rozwigzan w zakresie ich izolacji. Dodatkowo by jeszcze
bardziej zwigkszy¢é prawdopodobiefistwo izolacji Serratia, doktorantka zaproponowata
prowadzenie hodowli izolacyjnych réwnolegle na dwoch podlozach — DNAse Agar i CT
Agar. Szkoda, ze w tym miejscu nie przedstawila wynikow badan porownawczych (metoda
tradycyjna=wyjsciowa vs. autorska=nowa). Takie wyniki podniosly by jeszcze bardziej range
jej dokonan. Wieloetapowe i pracochtonne bylo nie tylko samo przygotowanie materiatu do
izolacji. Domyslam sig, ze takze i sama izolacja Serratia byta trudna, chocby z uwagi na duze
podobienstwo morfologiczne kolonii Serratia i innych, niestety nadal rosngcych z nimi
bakterii (Pseudomonas, Citrobacter. Enterobacter czy Yersinia). Sam proces wyprowadzania
czystych kultur by} tez zapewne wieloetapowy. Z doswiadczenia wiem, ze przeanalizowanie
tak duzej ilosci materialu, wymagalo ogromnej pracy, doktadnogci, skrupulatnosei i
cierpliwosci, co tym bardziej doceniam. Badania oparte na materiale biologicznym
charakteryzujg si¢ przy tym duza zmiennosci i nieprzewidywalnoscia. Dlatego w tym miejscu
ciekawiag mnie kwestie dotyczace stabilnosci badanych bakterii. Czy w trakcie pasazowania
zaobserwowano ich zmiennosé (np. barwy, intensywnosci wzrostu)?

Ostatecznie doktorantce udato si¢ otrzymac 1248 czystych kultur i sposrod nich 1138
(ponad 91%) przyporzadkowa¢ do gatunku, a jesli nie byto to mozliwe do rodzaju. Praca
wlozona w identyfikacje tak duzej ilosci kultur jest naprawde imponujaca. W trakcie analizy
materiatu wynikowego mgr G. Cieniuch dokonata wielu interesujgcych odkry¢. Stwierdzila,
ze poszukiwane bakterie Serratia stanowily przecietnie 20% wyizolowanych SZCZEPOW 1 W
wigkszosci  analizowanych materialow byly dominujgcg grupa oznaczonych bakterii
gramujemnych. Dodatkowo udato jej si¢ ustali¢, ze szczepy zidentyfikowane jako Serratia
byly przedstawicielami kilku gatunkéw, sposrod ktérych najliczniej reprezentowany
(najezeseic] identyfikowany) byt gatunek S. liguefaciens. We wszystkich analizowanych
probkach, z wyjatkiem tych pobranych od saren, wykryto tez obecnosé S. marcescens.
Wyniki przeprowadzonych identyfikacji nie tylko pozwolily na wykrycie Serratia, ale i
pokazaly jak duzg bioréznorodnoscia charakteryzuje sie mikrobiota jamy nosowo-gardlowe;j
badanych zwierzat, a w przypadku kréw i $win domowych. réwniez ich odbytnicy.
Dodatkowo unaocznily wyraZne roznice mikrobioty réznych gatunkow zwierzat.
Zastanawiam si¢, czy tak samo zréznicowany profil miata mikrobiota zwierzat nalezacych do



tego samego gatunku oraz jakie czynniki mogly go ksztaltowaé? Prosze o komentarz w tej
sprawie.

Sposréd  zidentyfikowanych szezepéw Serratia do dalszych badah wybrano 132
szezepy S. liquefaciens 1 25 szczepdw S. marcescens. Szczepy te przebrano na poziomie feno-
lub genotypowym pod katem obecnosci wybranych czynnikéw wirulencji. Najpierw stosujgc
testy biochemiczne oceniono ich zdolnoé¢ do sekrecji enzyméw zwigzanych z wirulencig
Serratia takich jak: DNaza, lipaza i zelatynaza. Ustalono, ze wszystkie szczepy S. marcescens
oraz 8. liquefacies wyizolowane do $wifi domowych wytarzaly badane enzymy. Szczepy
pozbawione zdolnosci syntezy ww. enzymow stanowity niewielki odsetek badanej populacji
(byly izolowane sporadycznie do pozostatych zwierzat). Co ciekawe, przecietnie 20%
szczepow zarowno S. liquefaciens jak i S. mercescens wykazywalo réwnoczesnie aktywnosé
hemolityczng. Szczepy o potwierdzonej zdolnosci do syntezy oznaczanych enzymow (119
szczepOw) przebadano dalej pod katem obecnosci gendw kodujacych fimbrie typu I (fimA),
fostolipazy A (phiA, phIB) oraz biatka ShlA i ShIB toksyny hemolitycznej (shld, shiB).
Otrzymane, bardzo interesujgce i zroznicowane profile obecnosci genéw wirulencii, staty sie
jednoczesnie  podstawa  wnioskowania  dotyczacego  zréznicowania potencjatu
chorobotwoérczego odzwierzecych szczepow Serratia. Dodatkowo ich wykrycie pozwolilo na
ustalenie, ze potencjal chorobotwérczy Serratia jest cecha szczepows, niezalezna od ich
pochodzenia (nie stwierdzono korelacji pomi¢dzy wystepowaniem badanych czynnikéw
wirulencji, a miejscem bytowania otrzymanych izolatéw). Wysoce oryginalny charakter miaty
tez kolejne badania doktorantki, ktorych celem bylto okreslenie typu O-swoistego laficucha
LPS. Wykrycie u wszystkich badanych szczepoéw gladkiego LPS sktonito doktorantke do
podjecia dalszych badan. W ramach nich zbadano wrazliwos¢ wybranych, tym razem
dziesigciu szczepdw Serratia na NHS. Niestety kryteria ich wyboru nie do kofica sa dla mnie
zrozumiate. W analizie wynikow oporno$ci/wrazliwosci szczepéw na dziatanic NHS
doktorantka zwrdcita uwage glownie uwage pochodzenie szczepéw, pomingla natomiast
kwestie zawigzane z profilem/budowa LPS. Przygotowujgc materiat do publikacji warto
uwzglednic rowniez te dane.

Uzyskane rezultaty mgr G. Cieniuch poddata analizie w odniesieniu do dostepnej
literatury. Zamiescila réwniez komentarz dotyczacy genezy badafi. Z merytorycznego punktu
widzenia, dyskusja zostata przeprowadzona w spos6b poprawny, logiczny i TZECZOWY.
Doktorantka nawigzala w niej do wynikéw badan innych autoréw o podobnym charakterze,
uwypuklajac przy tym (czasami nawet nadmiernie) niekwestionowane elementy nowatorskie
swojej pracy. Szkoda tylko, ze w rozdziale pt. ,,Dyskusja” nie zarysowata dalszego kierunku
badan zwigzanych z Serratia. Oczywiscie w zaden sposéb nie umniejsza to wartosci jei
dokonan, ktére oceniam wysoko.

Podsumowaniem dysertacji jest 11 wnioskéw, bedacych bezposrednia odpowiedzig na
przedstawione cele badan. W mojej ocenie niektdre wnioski majg jednak charakter stwierdzen
1 mozna byloby je pomingé, inne natomiast polaczyé lub podaé w bardziej syntetycznej
formie. Poza tym wedtug mnie, we wnioskach pominigto wiele ciekawych watkow, np.
zwigzanych z oceng zagrozenia jakie stanowia zidentyfikowane szczepy.

Mam tez kilka uwag dotyczacych strony jezykowej pracy. W calej pracy
personifikowane sa drobnoustroje, czynniki wirulencji, zwiazki chemiczne itp. Przejawem
tego sa przypisywane im okreSlenia np. Serratia maja, posiadajg itp., (poprawna forma:
odznaczaja si¢, charakteryzuja si¢, wykazuja itd.). Czasami skladnia zdan moglaby odwrotna;
zyskataby na tym czytelno$¢ przekazu. W pracy dostrzegam tez, wiele potocznych i poprzez
to mato precyzyjnych okreslef np. ,, mieszanie z uzyciem wortexa typu Vortex”, ,,mieszanie
pipetg poprzez wpuszczanie i wypuszczanie” itp. Poza tym niektére okreslenia, np. ,, ocena
makromorfologii izolatéw bakteryjnych” (zamiast, np. ocena morfologii kolonii
wyizolowanych szczepdw) sa troche niezreczne.



Na koniec pragng jeszcze raz zaznaczy¢, ze wszystkie poczynione przeze mnie uwagi
nie dotycza kwestii o istotnym znaczeniu merytorycznym. Maja one jedynie forme¢ luznych
refleksji, sugestii i pytan. Poprzez nie, cheiatam wywotaé dyskusje z doktorantka oraz pomdc
Jjej w jeszcze lepszym opracowaniu bardzo dobrego materiatu wynikowego.

Reasumujgc stwierdzam, ze oceniana rozprawa zawiera wiele elementéw nowosci
naukowej, ktére wyraznie rozszerzaja wiedze na temat potencjatu chorobotworczego
odzwierzgcych paleczek Serratia. Tre$é calej pracy unaocznia zagrozenia zwigzane
wystepowaniem tych bakterii w organizmach zwierzgt oraz mozliwoscig ich transmisji do
organizmu czlowieka (ostrzega przed nowymi zagrozeniami mikrobiologicznymi, pokazuje
ich skal¢ i mozliwe konsekwencje). Wskazuje na potrzebe analizowania zrédet oraz drog
transmisji Serratia oraz podejmowania dziatan ograniczajacych ich niekontrolowane
rozprzestrzenianie si¢. Z uwagi na wykazana w pracy powszechno$é wystepowania Serratia u
zwierzat, dziatania monitoringowe prowadzone na fermach, w ubojniach oraz zaktadach
przetwérstwa migsnego warto rozszerzy¢ o Serratia. Wyniki zamieszczone w pracy w petni
uzasadniaja  celowo$¢  podnajmowania  tak  dalekosieznych  dziatan. Oproécz
niekwestionowanych walor6w poznawczych praca mgr G. Ciniuch ma Jjeszcze jeden ogromy
atut. Dzigki niej powstata unikalna w skali §wiatowej kolekcja Serratia. Sktadnikami kolekcji
utworzonej przez mgr G. Cieniuch jest ponad sto odzwierzecych szczepow Serratia,
skatalogowanych pod wzgledem potencjalnej wirulencji. Kolekcja ta otwiera droge do
prowadzenia wielu intersujacych badan. Dzigki niej mozliwe jest np. badanie czynnikow
determinujacych wirulencje Serratia, ich zdolno$é do kolonizacji powierzchni czy opornosc
na dzialanie réznych czynnikéw fizykochemicznych. Kolekcja, bedaca wartoscig dodana do
ocenianej pracy, moze zatem przyczyni¢ si¢ do opracowanie metod zwalczania Serratia i
poprzez to zdusi¢ w zarodku mozliwos$¢ kolejnych epidemii. W tym kontekscie badania
zapoczatkowane w ocenianej pracy w przyszlosci mogg mieé réwniez wymiar spoteczny.

Whioski koncowe

Rozprawa doktorska pani mgr Gabrieli Cieniuch pt. ,,Charakterystyka wybranych
czynnikéw wirulencji odzwierzgcych paleczek Serratia, spelnia warunki okre§lone w art.
187 ust. 1-4 z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym (Dz. U. z 2018, poz. 1668
ze zm.). Na tej podstawie wnosze do wysokiej Rady Naukowej Dyscypliny Nauki
Biologiczne przy Wydziale Nauk Biologicznych Uniwersytetu Wroctawskiego o
dopuszczenie Autorki rozprawy do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.



