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RECENZJA
rozprawy doktorskiej Pani mgr inz. Ewy Pazdzior pt. ,,Charakterystyka i okreslenie
czynnikéw chorobotwdérczo$ci Shewanella putrefaciens u ryb” wykonanej pod
kierunkiem dr hab. Dariusza Wasyla prof. nadzw. Panstwowego Instytutu
Weterynaryjnego - Panstwowego Instytutu Badawczego w Pulawach

Podstawg formalng wykonania niniejszej recenzji jest Uchwala Rady Naukowej PIWet-PIB
w Putawach z dnia 25.11.2015 1.

Recenzowana rozprawa doktorska liczy 50 stron i obejmuje wprowadzenie, cel 1 zakres prac
doswiadczalnych, material i metody, omowienie wynikdéw, wnioski i obserwacje, streszczenie
w jezyku polskim i angielskim, wykaz publikacji stanowigcych osiagnigcie naukowe oraz
dokumentacje uzupetniajgcg do opublikowanych prac, w ktorej doktorantka dofgczyta
fotografie obrazujace objawy chorobowe obserwowane u ryb oraz wybrane elementy
diagnostyki szewanellozy. Ponadto doktorantka dotgczyla oswiadczenia wspotautorow o
charakterze i zakresie ich udziatu w poszczeg6lnych pracach.

W skiad jednotematycznego cyklu wchodzg trzy prace opublikowane w 2019 r. w
czasopismach indeksowanych w Journal Citation Reports:

1. Pazdzior E.: Shewanella putrefaciens — a new opportunistic pathogen of freshwater fish,

Journal of Veterinary Research 2016, 60, 429-434.

2. Pazdzior E., Pekala-Safinska A., Wasyl D.: Phenotypic diversity and potential
virulence factors of the Shewanella putrefaciens group isolated from freshwater fish,
Journal of Veterinary Research 2019, 63, 321-332.

3. Pazdzior E., Pekala-Safinska A., Wasyl D.: Genotypic diversity among Shewanella spp.
collected from freshwater fish, Journal of Veterinary Research 2019, 42, 677-684.

Laczny IF prezentowanych prac wynosi 3,295 a liczba punktow MNiSW - 70. Wszystkie
publikacje zostaly opublikowane w jezyku angielskim i stanowig prace oryginalne prezentujace

wyniki badafh wlasnych. W pierwszej pracy doktorantka jest jedynym autorem, w dwoch



nastepnych, wieloautorskich, jest pierwszym autorem. Procentowy udziat w powstawaniu
publikacji wynosit odpowiednio: 100%, 75 % i 75% i polegal na opracowaniu koncepcji prac,
wykonaniu badan eksperymentalnych, analizie i interpretacji wynikow, przegladzie literatury,
przygotowywaniu manuskryptow i dokonaniu korekt po recenzjach. Potwierdza to duza
samodzielno$¢ i zaangazowanie doktorantki w wykonywaniu badan i prezentacji uzyskanych
wynikow.
Uktad doswiadczen zostat podzielony w sposéb logiczny na 4 etapy:
1. pozyskanie terenowych izolatow S. putrefaciens od ryb stodkowodnych w Polsce (praca
112)
2. szczegOtowa charakterystyke fenotypowa izolatow S. putrefaciens oraz wykazanie
zalezno$ci pomiedzy okreslonymi wlasciwosciami tych bakterii a ich patogennoscig dla
karpi i pstraggdéw (praca 11 2)
3. okreslenie chorobotwdrczosci bakterii z grupy S. putrefaciens poprzez
eksperymentalne zakazanie karpi 1 pstragdw teczowych (praca 2)
4. badania genotypowe izolatow S. putrefaciens obejmujace identyfikacj¢ molekularng

oraz analize filogenetyczna (praca 2, 3 i rozdz. 6)

Tematyka zagadnienia podjetego przez doktorantke posiada zdecydowanie aktualny
charakter ze wzgledu na coraz wigkszy udziat bakterii z rodzaju Shewanella jako czynnika
etiologicznego, bedacego przyczyna szewanellozy, nowego problemu klinicznego, notowanego
w Polsce od 2002 r. u ryb hodowlanych, a takze dziko zyjacych i ozdobnych, cz¢sto o cigzkim
a nawet $Smiertelnym przebiegu. Objawy kliniczne choroby sg zréznicowane, czesto nie sg
charakterystyczne i niejednokrotnie podobne do zmian opisywanych w przebiegu dermatoz czy
posocznicy, a jej przebieg uwarunkowany jest niedostatecznie znanymi czynnikami
srodowiskowymi. Dlatego tez, podstawe rozpoznania warunkujacego skuteczne leczenie sg
podstawowe badania laboratoryjne, a w ostatnich latach na znaczeniu zyskujga badania
molekularne. Duza heterogenno$¢ w obrebie rodzaju, a takze poszczegdlnych gatunkow
Shewanella, nieznane wlasciwosci chorobotwoércze, zakres naturalne] opornosci na
powszechnie stosowane leki, czynig t¢ grupe bakterii niezwykle trudnym wyzwaniem
diagnostycznym wymagajacym zastosowania wiecej niz jednej metody badawczej. W
przedstawionej rozprawie doktorskiej Pani mgr Ewy Pazdzior podjeta sie badan

charakteryzujacych fenotypowe i genotypowe wlasciwosci izolatow Shewanella putrefaciens



pozyskanych od ryb stodkowodnych, a takze starala si¢ wykazaé¢ zaleznosci pomiedzy
okreslonymi wiasciwosciami tych bakterii a ich patogennoscia dla karpi i pstragéw. Zaleta
prezentowanych badan bylo przeprowadzenie analizy w oparciu o izolaty kliniczne.
Doktorantka wraz z zespotem pracownikow Zaktadu Chorob Ryb PIWet-PIB w latach 2007-
2016 pozyskata od ryb stodkowodnych 160 izolatow Shewanella putrefaciens. Do badan na
potrzeby pracy doktorskiej wyselekcjonowata 51 izolatow, z ktdrych: 33 pochodzito od ryb
hodowlanych (gléwnie od karpia pospolitego i pstraga teczowego), 12 od ryb dziko zyjacych
(amura biatego, troci, tolpygi biatej, siei pospolitej, jazia oraz ptoci), 6 od ryb akwariowych
(koi karpia, danio pregowanego i barwnika szmaragdowego). W pracy zostaly uzyte
referencyjne szczepy reprezentujgce rozne gatunki Shewanella: S. putrefaciens, S. xiamenensis
1S. oneidensis.

W pracy pierwszej, doktorantka przedstawitla taksonomig, wystgpowanie oraz
najwazniejsze wlasciwosci bakterii S. putrefaciens. Praca ta Pani Ewa Pazdzior znaczaco
uzupelnita stan wiedzy na temat wystgpowania zakazen ryb bakteriami z rodzaju Shewanella u
ryb stodkowodnych w Polsce. Na podkreslenie zastuguje nie tylko przeprowadzenie
pracochtonnych badan mikrobiologicznych na duzym materiale dajacym mozliwos¢ rzetelnej
oceny sytuacji epizootycznej w Polsce, ale réwniez wykazanie zaleznosci pomig¢dzy
okreslonymi wlasciwosciami tych bakterii a ich patogennoscig dla karpi 1 pstragow.
Doktorantka wykazata, ze intensywnos$¢ objawdéw chorobowych oraz $nigcia ryb uzaleznione
byly od izolatu Shewanella jak réwniez od czynnikéw srodowiskowych, z ktorych szczegdlna
role odgrywata temperatura wody. Doktorantka zaobserwowata, ze temperatura wody w
zakresie 7°C do 10°C predysponuje do zaburzen zdrowotnych powodowanych przez bakterie z
grupy Shewanella a choroba najczescie] wystepuje w okresie wezesnej wiosny.

Z pewnoscia warto podkresli¢, iz badania doktorantki miaty wielokierunkowy charakter a ich
podstawa byly trudnosci zwigzane z prawidlowa identyfikacja w oparciu o wlasciwosci
fenotypowe izolatow (praca 2). Doktorantka wykazata staby potencjal dyskryminacyjny
klasycznych testow typu API, wymagajacy zastosowania innych dodatkowych metod
identytikacji.
Do oryginalnych osiggni¢¢ przedstawionych w pracy drugiej nalezy:
1. wykazanie w oparciu o sekwencjonowanie fragmentu genu 16S rRNA ze bakterie
wstepnie zidentyfikowane jako S. putrefaciens nalezg do 3 gatunkéw S. putrefaciens,
S. xiamenensis 1 S. oneidensis
2. zbadanie podstawowych mechanizmow chorobotworczosci Shewanella putrefaciens:

. zdolnosci przylegania do tkanek zakazonego organizmu



. produkcji enzymow
. wlasciwosci serologicznych

3. wykazanie, ze bakterie z grupy Shewanella s3 naturalnie oporne na sulfonamidy a

wrazliwe na fenikole

Naturalng konsekwencja uzyskanych wynikow bylo podjecie przez Doktorantke badan
okreslajacych chorobotworczos¢ bakterii  grupy Shewanella putrefaciens poprzez
eksperymentalne zakazenie wybranymi izolatami dwdch gatunkow ryb: karpi pospolitych oraz
pstragéw teczowych (praca 2). Doktorantka potwierdzita, ze identyfikowane gatunki z rodzaju
Shewanella wykazaty chorobotworczos¢ dla ryb, natomiast obserwowane rdzne nasilenie
objawow chorobowych 1 poziom $miertelnosci byly zalezne od gatunku ryby. Stwierdzita
réwniez mniejszg patogennos¢ gatunku S. oneidensis oraz S. xiamenensis niz S. putrefaciens
zarowno u karpi i pstragow. Wykazala, ze izolaty z S. putrefaciens reprezentujace warianty
serologiczne I 1 Il mozna uzna¢ za patogenne dla karpi 1 pstragéw, natomiast inne warianty
serologiczne musza by¢ skorelowane z gatunkiem ryb np. III, VII, VIII i X nie powodowaty
zadnych objawow klinicznych u pstragow w przeciwienstwie do karpi.

Dla pelnej, kompleksowej charakterystyki bakterii nalezacych do S. putrefaciens
Doktorantka przeprowadzila analize konserwatywnego fragmentu genu 16S rRNA (praca 2
i 3). Badania molekularne wykazaly, ze izolaty zakwalifikowane wstepnie do grupy S.
putrefaciens naleza do S. putrefaciens, S. oneidensis oraz S. xiamenensis. Doktorantka
stwierdzita podobienstwo pomig¢dzy izolatami S. oneidensis 1 S. xiamenensis, dowiodta réwniez
przydatno$¢ metody ERIC-PCR w identyfikacji Shewanella do poziomu gatunku, a przede
wszystkim mozliwosé jej zastosowania w badaniach w ognisku epidemiologicznym
szewanellozy w celu ustalenia zrédia i drogi szerzenia si¢ zarazka. Wykazata rowniez, ze
metoda PFGE nie znajduje zastosowania do genotypowania izolatow Shewanella.

W oparciu o wyniki i wnioski z przeprowadzonych badan opublikowanych w cyklu
publikacji rozprawy doktorskiej doktorantka zastosowala najnowsza dostgpng metode
genotypowania, tj. sekwencjonowania genomowego (WGS) opisang w rozdziale 6,
pt. ..Kierunki dalszych badan”. Na podstawie analizy sekwencji genomowych opartej na
polimorfizmie pojedynczych nukleotydow (SNP) potwierdzita klasyfikacje bakterii do
gatunkdw S. oneidensis oraz S. xiamenensis uzyskana w pracy na podstawie sekwencjonowania
genu 16S rRNA. Wykazata, ze izolaty identyfikowane jako S. putrefaciens wykazaty wigksze
powinowactwo genomu do gatunku S. baltica niz do S. putrefaciens. Ta obserwacja wskazuje,
ze bakterie te mogg stanowi¢ nowy gatunek lub podgatunek S. balfica. Wykazata roéwniez w

analizowanych genomach, gtéwnie izolatow S. xiamenensis, obecnos¢ potencjalnych genow



opornosci na srodki przeciwbakteryjne co jest zgodne z wynikami fenotypowymi uzyskanymi
w ramach badan do pracy doktorskiej.

Nalezy podkreslié, ze Doktorantka wykazala si¢ duza umiejetnoscia 1 wlasciwym
skonstruowaniem rozdziahu ,, Wnioski i obserwacje”. W oparciu o prawidtowo przeprowadzona
analize wnioskow zamiescita 8 obserwacji zgodnie z planowanym zakresem badan oraz 3
wnioski, ktére w sposob syntetyczny odpowiadajg na postawione cele badan rozprawy

doktorskie;j.

Podsumowujac uwazam, ze publikacje prezentowane jako rozprawa doktorska tworza spojny
cykl, w ktérym kolejne prace stanowia kontynuacje i uzupelnienie poprzednich. Prace te
prezentuja wysoki poziom naukowy, opieraja si¢ na nowoczesnych metodach badawczych,
posiadaja aspekt naukowy - uzupelniajg dotychczasowa wiedz¢ dotyczaca charakterystyki 1
roznicowania bakterii z grupy Shewanella, a takze maja charakter aplikacyjny, gdyz w
znacznym stopniu przyczyniaja si¢ do doskonalenia diagnostyki szewanellozy u ryb.

W zwiazku z powyzszym jednoznacznie stwierdzam, iz recenzowana przeze mnie rozprawa
doktorska Pani mgr Ewy Pazdzior pt. ,,Charakterystyka i okreslenie czynnikow
chorobotworczosci Shewanella putrefaciens u ryb” odpowiada warunkom okreslonym w art.
13 ust. 1 ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o
stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz.U. 2014 r. poz. 1852) i przedkiadam Radzie Naukowej
PIWet-PIB w Putawach wniosek o dopuszczenie mgr Ewy Pazdzior do dalszych etapow
przewodu doktorskiego.

Jednoczesnie, biorac pod uwage wysokie walory naukowe i aplikacyjne uzyskanych
wynikow zwracam sie do Rady Naukowej PIWet-PIB w Pulawach o wyroznienie pracy

doktorskiej stosowng nagroda.
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