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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Marii Teresy Kurzylewskiej-Kubaczynskiej pt. ,,Badania
immunochemiczne antygenu O-swoistego oraz analiza regionu OGC warunkujjcego jego synteze

u szczepow Aeromonas sp. patogennych dla ryb hodowlanych”

Rozprawg doktorska stanowi zbidor opublikowanych i powigzanych tematycznie artykulow
naukowych skladajacy si¢ z trzech oryginalnych prac doswiadczalnych i dwoch przegladowych. Przed
dostarczonym wydrukiem ww. artykuléw autorka zamiescita opracowanie z nastgpujacymi rozdziatami:
streszczenie w jezyku polskim 1 angielskim, wstep, hipoteza 1 cel pracy, metody, dyskusja,
podsumowanie z osmioma wnioskami, literatura oraz oswiadczenia wspotautorow publikacji. Dysertacja
zostala przygotowana pod kierunkiem pani dr hab. Anny Turskiej-Szewczyk, prof. UMCS w Lublinie.
Rezultaty pracy doktorskiej zawarto w nastgpujgcych wieloautorskich artykutach, opublikowanych
w angielskojezycznych czasopismach zamieszczonych na listach, Journal Citation Reports oraz
A Ministerstwa Edukacji 1 Nauki:

1. M. Kurzylewska, K. Dworaczek, A. Turska-Szewczuk, Structure of the lipopolysaccharide O-
antigen of Aeromonas encheleia strain A4 representing the new PGO1 serogroup of aeromonads
prevailing in Polish aquaculture, Carbohydrate Research, 2022, 519, art. 108602 (IF 2,975, MEiN
100).

2. M. Kurzylewska, A. Bomba, K. Dworaczek, A. Pekala-Safinska, A. Turska-Szewczuk, Structure
and gene cluster annotation of the O-antigen of Aeromonas sobria strain K928 isolated from
common carp and classified into the new Aeromonas PGO1 serogroup, Carbohydrate Research,
2023, 528, art.108809 (IF 2,975, MEiN 100) .

3. M. Kurzylewska, A. Turska-Szewczuk, K. Dworaczek, A. Bomba, D. Drzewiecka, A. P¢kala-
Safinska, Immunochemical studies and gene cluster relationships of closely related O-antigen of
Aeromonas hydrophila Pt679, Aeromonas popoffii A4, and Aeromonas sobria K928 strains
classified into the PGO1 serogroup dominant in Polish aquaculture of carp and rainbow trout,
Carbohydrate Research, 2023, 531, art. 108896 (IF 2,975, MEiN 100).
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W sklad dysertacji doktorskiej wiaczono dwa przegladowe artykuly polskojezyczne:

1. M. Kurzylewska, M. Laban, K. Dworaczek, A. Turska-Szewczuk, Serotypowanie molekularne
jako potencjalne narzedzie w typowaniu bakterii z rodzaju Aeromonas. Nauka 1 przemyst —
lubelskie spotkania studenckie. ISBN 978-83-227-9503-3, wyd. UMCS, Lublin, 2021, str. 23-
26.

2. M. Kurzylewska, K. Dworaczek, A. Turska-Szewczuk, Badania immunochemiczne
lipopolisacharydow i antygenow O-bakterii z rodzaju Aeromonas patogennych dla ryb w celu
okreslenia sktadnika dla immunoprofilaktyki zakazen paleczkami w hodowlach ryb. Nauka
i przemyst — lubelskie spotkania studenckie. ISBN 978-83-227-9603-0, wyd. UMCS, Lublin,
2022, str. 12-15.

Wyniki doswiadczalne zostaly opublikowane w bardzo dobrym specjalistycznym naukowym
czasopi$émie Carbohydrate Research aprace przegladowe sa wartosciowym wprowadzeniem
w problematyke serotypowania molekularego bakterii oraz immunochemicznych badan LPS. W pracach
przegladowych oprocz opisania metod stosowanych w serotypowaniu molekularnym i okresleniu
struktury antygenéw O bakterii zawarto takze czg$¢ otrzymanych i opublikowanych wezesniej wynikow
badan wtasnych dotyczacych pateczek Aeromonas sp. Godne podkreslenia jest, ze Kandydatka do stopnia
doktora we wszystkich publikacjach jest pierwszym autorem. Ze zlozonych oswiadczen wspotautorow
wynika, Ze jej udziat byl znaczacy w projektowaniu, wykonaniu, opracowaniu wynikoéw i przygotowaniu
artykulow do druku.

Dysertacja doktorska dotyczy pateczek Aeromonas sp., ktore powszechnie wystgpuja w czystych
i zanieczyszczonych wodach powierzchniowych. Od poczatku lat osiemdziesiatych XX w. notuje sig
wyrazny wzrost zainteresowania tymi bakteriami, co jest zwigzane ze stwierdzeniem ich obecnosci
w wodzie pitnej, glebie, zywnosci oraz probkach pobranych od chorych ludzi izwierzat. Szczepy
niektérych gatunkéw Aeromonas moga by¢ u ludzi czynnikiem etiologicznym posocznicy, zapalenia
zotadka i jelit, zapalenia pluc, zakazenia ran, ukladu moczowo-plciowego i innych chorob. Pateczki
Aeromonas sp. powoduja takze zakazenia zwierzat zimnokrwistych i statocieplnych. Szczegdlnie wazna
jest chorobotworczoé¢ dla ryb gdyz bakterie te moga przyczyni¢ si¢ do duzych strat ekonomicznych
w gospodarstwach rybackich hodujacych karpie, pstragi, tososie i inne gatunki. Wybor tematu, ktorego
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dalekosigznym celem jest uzyskanie szczepionek ograniczajagcych wystepowania chorob karpiowatych

1 pstragow uwazam za bardzo trafny. Jest to jednak zadanie trudne i wieloetapowe. W badaniach
podjetych wczesniej przez innych autorow zidentyfikowano, ktére szczepy pateczek Aeromonas sp. sa
dominujgce w powodowaniu masowych zakazen 1 $nigcia ryb w gospodarstwach hodowlanych w Polsce.

Celem pracy pani mgr Marii Kurzylewskiej-Kubaczynskiej bylo okreslenie struktury
polisacharydow O-swoistych LPS oraz organizacji genetycznej regionow kodujacych ich syntezg (OGC)
u wybranych trzech szczepow Aeromonas spp. oraz serologicznego ich zroznicowania, co powinno
w przysztosci umozliwi¢ opracowanie skladu szczepionki profilaktycznej w zapobieganiu zakazeniom
z udzialem urzesionych szczepow Aeromonas sp. (infekcja MAI) i w posocznicy krwotocznej (MAS)
u ryb hodowlanych.

Badania przeprowadzono na trzech szczepach: Aeromonas popoffi A4 (wczesniej zaliczonego do
gatunku A. encheleia), A. sobria K928 i A. hydrophila Pt679, otrzymanych z Zakladu Choréb Ryb,
Panstwowego Instytutu Weterynaryjnego - Panstwowego Instytutu Badawczego w Pulawach. Wyniki
badan serologicznych w testach aglutynacji, Western blotting i ELISA udowodnily, ze antygeny O trzech
ww. szczepow naleza do grupy PGOI chociaz wystepuja pomigdzy nimi réznice. LPS po wyizolowaniu
z blony zewnetrznej bakterii hydrolizowano i poddano badaniom metodami, chromatografii gazowej ze
spektrometria mas (GC-MS) i spektroskopiz magnetycznego rezonansu jadrowego (‘H i *C NMR).
Wyniki przeprowadzonych badan wykazaty, ze antygeny O ww. trzech szczepow maja podobny schemat
struktury i zbudowane s3 z rozgalezionych pigciocukrowych podjednostek, ktore maja liniowy
wielocukier zawierajacy trzy reszty L-ramnozy i amino-6-deoksyheksoz¢ (D-FucN lub D-QuiN).
Wystepuja jednak roznice w czesei terminalnej tancucha O — swoistego, gdzie u szczepow A. popoffii A4
i A. sobria K928 3-amino-D-fukoza zwigzana jest z grupa 3-hydroksymastowa a u A. hydrophila Pt679
z N-acetylowa. Na powyzszej podstawie i innych roznic w budowie antygenu O zaproponowano podziat
serogrupy PGO1 na dwie podgrupy. Przeprowadzone analizy regionow DNA kodujacych synteze
antygenu O (OGC) ww. trzech szczepdw ujawnily ich wysokie podobienstwo, ale wykazaly takze réznice
w wielkosciach, liczbie otwartych ramek odczytu i sktadzie genowym. Doktorantka wskazata geny, ktore

ze wzgledu na specyficzno$é grupy serologicznej PGOl moga by¢ uzyteczne w serotypowaniu
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molekularnym. Pani mgr Maria Kurzylewska-Kubaczynska uzyskane rezultaty umiejetnie

przedyskutowata 1 omowita krytycznie odwotujgc sie do najnowszego pismiennictwa.

Najwazniejszymi osiggnigciami rozprawy doktorskiej pani mgr Marii Kurzylewskiej-
Kubaczynskiej sg:
- okreslenie struktury polisacharydow O-swoistych trzech szczepow Aeromonas spp. patogenicznych dla
ryb,
- wykrycie uwarunkowania swoistosci serologicznej antygenow O szczepdw A. popoffii A4, A. sobria
K928 1 A. hydrophila Pt679,
- ustalenie organizacji regionu kodujacego syntezg antygenu O szczepow A. popoffii A4, A. sobria K928
1A. hydrophila Pt679 oraz wytypowanie gendéw markerowych do serotypowania molekularnego
serogrupy PGOI 1 dwoch podgrup: PGOla 1 PGOl1b.

' Jako recenzent zgtaszam kilka uwag dotyczacych polskojezycznego opracowania przygotowanego
przez Doktorantke. Chciatbym jednak zaznaczyc¢, ze nie umniejszajg one wartosci naukowej rozprawy
doktorskiej, ktora jest moim zdaniem wysoka 1 zostala przedstawiona w opublikowanych pigciu
artykutach.

1. Tytutl i cel pracy moim zdaniem nie s najlepiej sformutowane W tytule nalezy poda¢ rezultat

pracy, a nie postgpowanie shuzace jego osiggnigciu (badanie).
Celem nie powinno by¢ badanie. Cel to stan lub obiekt do ktérego sig¢ dazy i1 powinien
odpowiedzie¢ na pytanie co ma by¢ oczekiwanym rezultatem pracy, np. struktura, budowa itp.,
a nie sposob postgpowania, czyli czynnos¢ (badanie) prowadzaca do osiggnig¢cia zamierzonego
wyniku. Niestety obserwuje, ze w ostatnich latach stowa takie jak badanie czy analiza
s3 bezzasadnie stosowane w tytutach 1 celach prac.

2. W opracowaniu wlasnym Doktorantka podata, ze jednym z badanych szczepow byt A. popoffii
A4, natomiast w publikacji 1 na ktorg si¢ powolywata wymieniono A. encheleia A4. Wystapit
brak zgodnosci pomigdzy tymi dwoma zrédtami i mozna bylo odnies¢ wrazenie, ze badano
szczepy nalezace do dwoch roznych gatunkow. Autorka nie wytlumaczyla tej roznicy

w swoim opracowaniu, co jest niedopatrzeniem. Dopiero w publikacji 3 wyjasniono przyczyny
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reklasyfikacji szczepu A4. Wiem, ze systematyka i identyfikacja bakterii Aeromonas sp. sa

trudne, ale zmiang klasyfikacji ww. szczepu nalezato w tekscie wyjasnic.

. W pracach brak szczegétowych informacji o odpornosciowej surowicy referencyjnej PGOI1.

Dla jakiego szczepu ja uzyskano? Gdyby byl on rowniez przebadany podobnie jak wybrane

trzy izolaty to wowczas stanowilby on odniesienie i mogt by¢ wykorzystany do celow

poréwnawczych a interpretacja wynikow reakcji krzyzowych aglutynacji bytaby peniejsza

1 wyjasniona réznicami w strukturze antygenow O.

. Doktorantka w opracowaniu wlasnym kilkakrotnie blednie powolywata sie na artykuty, ktore

nie byly zrodlowymi ani przegladowymi a autorzy cytowali prace innych badaczy, czyli bylo

to cytowanie cytowan, co nie powinno miec¢ miejsca. Ponizej podaje przyktady:

e W opracowaniu wlasnym str. 9, 14 wiersz od dolu, Doktorantka powotuje si¢ na prace
Kitagawa i in. 2022, a powinna by¢ Fernandez-Bravo i Figueras 2020, na ktora to prace
powotuja sie w swoim tekscie Kitagawa i in. 2022,

e Str. 15 ostatni wiersz, Autorka powotuje si¢ na pracg¢ Wanga i in., 2017 w odniesieniu do
identyfikacji serotypow Aeromonas sp. podczas gdy w cytowanej pracy brak takich
danych.

e Str. 14, 15 wiersz od gory, Doktorantka powohuje si¢ na prace Wanga i in. 2017 o czgstosci
wystepowania drogi syntezy antygenow O u E. coli ale ww. autorzy badali E. albertii
a tylko w dyskusji wspomnieli poréwnawczo o E. coli powotujac si¢ na publikacje Iguchi
iin. 2015.

e Str. 9, 5 wiersz od gory, pani mgr Maria Kurzylewska-Kubaczynska powotata si¢ na prace
Di Guida i in. 2022, w ktorej nie przedstawiono wynikow swoich badan, ale zacytowano
dane z artykutu Fernandez-Bravo i Figueras, 2020.

Str. 33, 8 wiersz od dotu, wniosek 6. Autorka napisata ...,, geny charakteryzuja si¢ wysokim

poziomem identycznosci na poziomie sekwencji aminokwasowych dla biatek/enzymow przez

nie kodowanych, wskazujac na ich bliskie pokrewienstwo”. W powyzszym fragmencie
wystepuje kilka nieprawidlowosci. Pierwsza dotyczy niezrgcznosci jezykowej fragmentu:

...wysoki poziom identycznos$ci na poziomie sekwencji... Ponadto nie rozumiem jak geny
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moga wykazywac¢ wysoki poziom identycznosci w sekwencji aminokwasowej? Zwracam

takze uwagg, ze podobienstwo to nie pokrewienstwo oraz, ze nie ,roznice w budowie
antygenow O znajdujg odzwierciedlenie w zawartosci genow swoistych dla procesow syntezy
.” aroznice genetyczne odzwierciedlajg si¢ w roznorodnosci antygenow O.

6. Str. 19, 4 wiersz od gory, zamiast cigzaru molekularnego powinno by¢ cigzar czasteczkowy.

Na podstawie wynikow badan wilasnych autorka sformutowata osiem wnioskow. Sadzg, ze to
nadmierna liczba, niektéore mozna bylo polaczy¢, np. 2 1 4 a wobec braku eksperymentow
potwierdzajacych skutecznos¢ uzyskania odpornosci u ryb po zastosowaniu szczepionki zawierajace]
antygeny badanych szczepow wniosek 6smy jest przedwczesny.

Pani mgr Maria Kurzylewska-Kubaczynska przeprowadzita badania wielokierunkowe,
kompleksowe 1 w ich realizacj¢ wlozyta sporo pracy. Rozprawa doktorska wykazuje umiejetnosc
prowadzenia przez nig pracy naukowej. Dysertacja doktorska stanowi rozwigzanie postawionego
problemu naukowego, w ktorym uzyskano wazne i oryginalne rezultaty, znacznie poszerzajace wiedzg
o strukturze antygenow O szczepow Aeromonas spp. chorobotworczych dla ryb hodowlanych. Uzycie
odpowiednich metod i algorytmow postgpowania zagwarantowato rzetelna i obiektywna oceng wynikow
oraz wyciggniecie wnioskow, ktore odpowiadajg na postawione cele.

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska, w moim przekonaniu, zgodnie z ustawa z dnia 20 lipca
2018 r. ,,Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce”(Dz. U. z dnia 30 sierpnia 2018 r. poz. 1668 ze zm.)
w pelni spelnia wymagania stawiane dysertacjom o nadanie stopnia doktora w dziedzinie nauk Scistych
i przyrodniczych, w dyscyplinie nauki biologiczne. Przedstawiam Radzie Naukowej Instytutu Nauk
Biologicznych Uniwersytetu Marii Curie-Sktodowskiej w Lublinie wniosek o dopuszczenie mgr Marii

Kurzylewskiej-Kubaczynskiej do dalszych etapow przewodu doktorskiego.

Z powazaniem
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