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Recenzja rozprawy doktorskiej
mgr Bartlomieja Dudka
pt ,,Udzial lipopolisacharydu i bialek blony zewngtrznej w ksztaltowaniu
wrazliwo$ci paleczek z rodzaju Salmonella na bakteriobdjcze dzialanie
surowicy”, ktérej promotorem jest Pani dr hab. Gabriela Bugla-Plaskonska
prof. nadzw. z Zakladu Mikrobiologii Instytutu Genetyki i Mikrobiologii
Wydzialu Nauk Biologicznych Uniwersytetu Wroclawskiego oraz Pan dr
hab. Jacek Rybka z Instytutu Immunologii i Terapii Doswiadczalnej PAN

we Wroclawiu

Infekcje ludzi i zwierzat domowych, roznymi serotypami Salmonella enteritica, ciagle
stanowig istotny problem epidemiologiczny w wielu krajach. Aktualnie niebezpieczenstwo
wynikajgce ze zwiekszonej inwazyjnosci niektorych serowardw Salmonella np. Salmonella
Enteritidis stalo sie problemem na skale $wiatowg. Zakazenie paleczkami Salmonella spp. u
ludzi moze wystepowaé jako ostre zapalenie jelit, gorgczka jelitowa, bakteriemia z lub bez
objawdéw ogolnych. Typ choréb zalezy zaréwno od serotypu Salmonella jak i gatunku
gospodarza i jego statusy immunologicznego. Przelamanie bariery odpornosciowej jelita
przez bakterie inwazyjne Salmonella Enteritidis moze doprowadzi¢ do wystapienia objawow
septycznych z uszkodzeniem zapalnym narzagdéw wewngtrznych. Dlatego w przypadku
epidemii, jak i pojedynczych zachorowah waznym staje si¢ znalezienie zrodla zakazenia i
ustalenie czy dana grupa pozornie pokrewnych przypadkéw jest jednorodna czy powigzana

wiece] niz z jednym zrodtem zakazenia. Duza liczba zachorowan wywolanych przez te
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drobnoustroje spowodowala, ze serologiczne typowanie paleczek Salmonella uznano za
niewystarczajgce do celéw dochodzenia epidemiologicznego. Dlatego bardzo wazne jest
poznawanie budowy struktur powierzchniowych odpowiedzialnych za unikanie przez te
bakterie odpowiedzi ukladu immunologicznego i umozliwiajace im przetrwanie w
niekorzystnym $rodowisku jakim jest surowica krggowcow .

Z tego wzgledu badania prowadzone przez mgr Bartlomieja Dudka i osiggnigte
rezultaty sa niezwykle ciekawe i wazne, mogg takze byé wykorzystane praktycznie w
dochodzeniach epidemiologicznych zrédla zakazenia i rozprzestrzeniania sig¢ SZCZepOw

bardziej wirulentnych pateczek Salmonella Enteritidis w przyrodzie.

Rozprawa doktorska pana mgr Bartlomieja Dudka jest obszerna i liczy 171 stron.
Uklad jest typowy dla tego typu opracowan, praca sklada si¢ z dziewigciu rozdzialow:
wprowadzenia, wstepu, celu pracy, materialow i metod, wynikéw, dyskusji, wnioskow,
abstraktu 1 piSmiennictwa.

Wstep, obejmujgcy 35 stron przedstawiony w oparciu o bogate piSmiennictwo,
glownie anglojezyczne jest dobrym wprowadzeniem do czesci do$wiadczalnej pracy. W
pierwszej czeéci Doktorant przedstawil podzial systematyczny, charakterystyke i
chorobotwérczo$é paleczek z rodzaju Salmonella ze szczegblnym uwzglednieniem
chorobotworczosci pozajelitowej Salmonella Enteritidis oraz bardzo wazne zagadnienie
interakcji komérek Salmonella z ukladem immunologicznym gospodarza. W drugiej czgsci
wstepu dokladnie scharakteryzowal budowe oston komérkowych bakterii gramujemnych ze
szczegOlnym uwzglednieniem budowy i biosyntezy LPS oraz bialek blony zewngtrznej. W
ostatniej czesci omoéwil wystepowanie i rolg kwasu sjalowego w chorobotworczosci bakterii.

Calo$¢ wstepu logicznie i przejrzyécie przedstawionego swiadczy o dobrej znajomosci
tematu 1 uzasadnia celowo$¢ podjetych badan.

Cel pracy zredagowany jest jasno i konkretnie wypunktowany, wymienione cele
szczegbtowe informujg blizej o programowanych badaniach. Gléwnym celem rozprawy
doktorskiej bylo okredlenie udzialu lipopolisacharydu i bialek bloﬂy zewnetrzne] w
ksztattowaniu wrazliwosci paleczek z rodzaju Salmonella na bakteriobdjcze dziatanie
surowicy

Materialy i metody to czg$¢ opracowania, ktora definiuje sposoby i warunki
prowadzenia badan a szczegélowe opisy pozwalaja na obiektywng ocene prawidlowosci

uzytych procedur. Informacje zawarte w omawianym rozdziale §wiadcza nie tylko o bardzo




dobrym przygotowaniu mgr Bartlomieja Dudka do prowadzenia tego rodzaju prac
badawczych, ale wskazuja réwniez na interdyscyplinarne podejscie W sposéb rzeczowy i
konkretny przedstawiono schematy do$wiadczen, szczegélowo opisano metodyke analizy
obecnosci kwasy sjalowego u badanych szczepow Salmonella Enteritidis przy uzyciu
tandemowej spektrometrii mas sprzezonej z chromatografia gazows, proteomiczng analizg
bialek blony zewnetrznej czy metody pozwalajgce na okreslenie filogenetycznego
pokrewienstwa badanych szczepow. Wszystkie metody, ktorymi postuzyl si¢ Doktorant sg
jasno i wyczerpujaco opisane. O dociekliwosci naukowej Doktoranta $wiadczy fakt, ze
wprowadzit modyfikacje wlasne wielu wezesniej opisanych metod badawczych podyktowane
logika uzyskania bardziej wiarygodnych wynikéw. Ponadto w niniejszej pracy wykorzystal
dwie metody barwienia zeli poliakrylamidowych w dwuwymiarowej elektroforezie biatek
btony zewnetrzne;.

Wyniki przeprowadzonych badaf zostaly opisane w tekscie i udokumentowane w 7
tabelach i na 28 rycinach. Przedstawienie wynikéw w oddzielnych tematycznie rozdziatach
jest dobrym rozwigzaniem i pozwala na bardziej przejrzysta charakterystyke obszernego
materiatu.

Prowadzenie badan oraz ich dokumentacja nie budzg zastrzezefi. Autor udowodnit nimi, ze
zrealizowal zalozony cel badan.

Wyniki oraz logiczna dyskusja potwierdzajg profesjonalizm Doktoranta w zakresie

prezentacji oraz obiektywnej analizy otrzymanych wynikéw.

W dyskusji Doktorant konfrontuje uzyskane wyniki z doniesieniami z najnowszego i
starszego, ale aktualnego pismiennictwa. Odnosi sie do wszystkich aspektéw prowadzonych
badan. Nalezy podkreslil, ze badania poszukiwania kwasu sialowego w strukturach
powierzchniowych szczepéw S. Enteritidis, ktore wykonat doktorant sa badaniami
pionierskimi. Doktorant wykazal ze kwas sialowy nie wystepuje w LPS populacji S
Enteritidis i ze badane szczepy moga byé oporne na wysokie stezenie surowicy czyli
posiada¢ zwigkszong predyspozycje do wywotywani infekcji. Bardzo interesujgca analiza
porownawcza proteinogramow badanych szczepéw wykazala istotne réznice w obecnosci
bialek blony zewnetrznej co ma odbicie w zrdéznicowanym stopniu pokrewienistwa
filogenetycznego miedzy szczepami.

Po szczegdtowych rozwazaniach w dyskusji Doktorant w drodze logicznych wywodow

wysunagt 6 szczegdétowych wnioskéw o znaczeniu poznawczym i jak i klinicznym.




Przedstawiam kilka uwag ktdére nalezy traktowaé jako polemike¢ z autorem rozprawy, w

niczym nie umniejszajgcej jej niewatpliwej wartosci.

Wstep str 22 Omawiajgc charakterystyke rodzaju Salmonella autor zbyt czgsto stosuje
okredlenie posiadaja np. Salmonella posiadajg zmienno$¢ antygenowg, posiadajg
bardzo szeroki zakres gospodarzy itd. ---- -lepiej napisaé Salmonella cechuje
zmienno$¢é antygenowa czy kolonizujg szeroki zakres gospodarzy

Str 82 Sktad roztworu myjgcego: CH3COOH — alkohol metylowy------ CH3COOH -to
wzdr kwasu octowe natomiast CH3OH to wzor alkoholu metylowego

Str 141 szczepy Salmonella ....wykazuja mniejszg odporno$¢ na surowicg
....... powinno by¢ mniejszg opornosé

Str 150 Wniosek 3 - biatka kaskady kompelentu ----- komplementu

Wedtug mojej opinii w pracy zabraklo charakterystyki badanych szczepow Salmonella
Enteritidis. Takie dane jak: wiek pacjenta od ktérego wyizolowano szczep, czy Szczepy
izolowano ze $rodowiska szpitalnego czy pozaszpitalnego, czy szczepy wyizolowano z
ogniska zakazenia np. od czlonkdw tgj samej rodziny, szkoly, data izolacji szczepu.
Takie dane epidemiologiczne ulatwityby wyciggnigcie wnioskow. By¢ moze szczepy
izolowane od dzieci do 4 roku zycia i od osob w wieku podesztym czyli grup
zwiekszonego ryzyka zakazen narzadowych czy posocznicy sa szczepami czgsciej
opornymi na 75% normalng surowice ludzka i u tych szczepéw czgsciej wystgpuja
wszystkie geny wirulencji. By¢é moze 3 szczepy oporne na dzialanie surowicy o
identycznych profilach genetycznych pochodzily z tego samego ogniska lub od os6b w

podobnym wieku

Podsumowujac uwazam prace za wartoSciowa, prezentujacg szeroki zakres badan

zmierzajgcych do naswietlénia podjetego tematu. Praca zostala wykonana rzetelnie i dobrze

udokumentowana. Autor wykazat dobre przygotowanie merytoryczne, dojrzalos¢ naukowg w

planowaniu, realizacji i analizie wynikow badan. Stosujgc nowoczesne metody badan uzyskat

bardzo interesujgce i oryginalne wyniki, ktore sg podstawg do poznania i zrozumienia udzialu

lipopolisacharydu i biatek blony zewnetrznej w opornosci pateczek Salmonella Enteritidis na

dzialanie surowicy. Dodatkowo prace objete niniejszg rozprawa doktorskg przyczynily si¢ do

powigkszenia Polskiej Kolekeji Mikroorganizmow o 11 szczepow Salmonella Enteritidis.

Przynalezno$¢ tvch szezepow do rodzaju Salmonella dodatkowo zostata potwierdzona metoda




Bruker Daltonie MALDI Biotypem. Metoda ta pozwala na wiarygodna identyfikacje
patogenéw ludzkich jak réwniez drobnoustrojéw odzwierzecych i sSrodowiskowych w oparciu
o unikatowy profil biatkowy badanych drobnoustrojéw. Praca jest dobrze napisana, literatura
dobrana wlasciwie a sformulowane ostrozne wnioski w peini znajdujg potwierdzenie w
przedstawionych wynikach badan. Ponadto zamieszczone komentarze do wnioskow pokazujg,
ze przedstawione wyniki sa dopiero wstepem do dalszych badaf. Jak stusznie zauwazyl w

dyskusji doktorant praca wymaga rozszerzenia badan na wigkszej puli szczepow.

Przedstawiona mi do recenzji praca doktorska pt ,,Udzial lipopolisacharydu i bialek blony
zewnetrznej w ksztaltowaniu wrazliwoéci paleczek z rodzaju Salmonella na bakteriobojcze
dzialanie surowicy” spelnia wymogi stawiane tego typu opracowaniom na stopiefl naukowy

doktora.

Przekladam Radzie Wydzialu Nauk Biologicznych Uniwersytetu Wroclawskiego
wniosek o dopuszczenie pana mgr Bartlomieja Dudka do dalszych etapéw przewodu

doktorskiego oraz o wyréznienie i nagrodzenie rozprawy doktorskiej.
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