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Recenzja

pracy doktorskiej mgr Weroniki Korpysa-Dzirba pt.: ,,Molekularna
charakterystyka enterotoksycznych szczepdéw Staphylococcus aureus
wyizolowanych z mleka surowego” wykonanej pod kierunkiem
prof. dr hab. Jacka Oska w Zakladzie Higieny Zywnosci Pochodzenia
Zwierzecego PIW-PIB w Putawach

Podstawg formalng wykonania recenzji jest uchwata Rady Naukowe;j
Panstwowego Instytutu Weterynaryjnego - Panstwowego Instytutu Badawczego w
Putawach podjeta w dniu 20.04.2011r oraz skierowane do mnie pismo
Przewodniczacego Komisji Doktorskiej prof. dr hab. Dariusza Bednarka.

Temat pracy uwazam za wazny i aktualny dla szacowania ryzyka zagrozenia
spowodowanego przez zywnos$¢ zawierajgcg enterotoksyczne szczepy Staphylococcus
aureus. Nasilajace si¢ tendencje zywieniowe spozywania zywno$ci jak najmniej
przetworzonej, a rownoczesnie obecno$¢ w mleku gronkowcow stwarza realne
zagrozenie dla konsumentow. S.aureus posiada bardzo bogaty zestaw czynnikéw
wirulencji, zar6wno bedacych integralng czgscig struktury komorkowej, jak
czynnikow wydzielanych do s$rodowiska, ktére utatwiajg przystosowanie do
zmieniajacych si¢ warunkow. Dokonanie zatem charakterystyki molekularnej
szczepow pochodzacych z zywnosci, a w szczegélnosci z mleka surowego jest
uzasadnione i nowatorskie.

Rozprawa doktorska obejmuje 97 stron wydruku komputerowego i
poprzedzona jest spisem tresci, streszczeniem w jezyku polskim | w jezyku

angielskim, a oprocz tego Doktorantka zamies$cita obszerny wykaz skrotow



stosowanych w tek$cie. Kolejne rozdzialy maja uktad typowy dla tego typu
opracowan.

Wstep pracy bardzo starannie przygotowany, stanowi przeglad najnowszego
pismiennictwa (211pozycji). Autorka przedstawila w nim zaréwno zagadnienia
podstawowe dotyczace morfologii i wystepowania gronkowcow, ich klasyfikacji, jak i
szczegblowe zwigzane z wytwarzaniem enterotoksyn i ich charakterystyki. Omowita
dane dotyczace wystepowania gronkowcowych zatru¢ pokarmowych w Polsce i
krajach Unii Europejskiej. Rozdzial koncza informacje na temat identyfikacji i
typowania gronkowcoOw koagulazo-dodatnich z uzyciem metod pozwalajagcych na
okreslenie cech fenotypowych 1 genotypowych.

Doktorantka dla realizacji zadania, jakim jest charakterystyka molekularna
szczepoOw gronkowcdw podzielita pracg na 4 etapy, wyznaczajac rownoczesnie 4 cele.
Pierwszym z nich bylo opracowanie testéw multiplex PCR do identyfikacji i
wykrywania szczepoéw koagulazo-dodatnich (CPS) i genow pigciu klasycznych
enterotoksyn gronkowcowych. Walidacja testow pozwolita na oceng czestosci
wystepowania szczepow S. aureus i CPS w probkach mleka surowego z dwoch
wojewddztw podlaskiego 1 lubelskiego. Pozyskanie tak bogatego materiatu, tacznie
396 kolonii CPS, zbieranego przez okres trzech kolejnych lat ( 2009-2011), dato
mozliwos¢ przesledzenia roznorodnosci wystgpowania gendw, fragmentow
insercyjnych i restrykcyjnych pozwalajac na charakterystyke molekularng
gronkowcow.

W rozdziale: ,,Materiat 1 metody” Doktorantka w sposob bardzo szczegdtowy
opisuje plan i procedury badawcze, tatwo zatem doktadnie przesledzi¢ przebieg
doswiadczen. Autorka wykorzystuje w pracy wiele technik badawczych rozpoczynajac
od metod hodowlanych - izolacji i identyfikacji gronkowcoéw na poditozach
mikrobiologicznych, poprzez separacj¢ materialu genetycznego, identyfikacje
enterotoksycznych i metycylinoopornych szczepow S. aureus oraz gendow
enterotoksycznosci 1 genéow metabolizmu podstawowego technika PCR, analizg
polimorfizmu fragmentow restrykcyjnych PCR-RFLP, a skonczywszy na metodzie
sekwencjonowania materialu genetycznego (MLST) szczepow S. aureus. Umiejetne

wykorzystanie tak licznych technik badawczych $wiadczy o solidnym przygotowaniu



teoretycznym pani mgr Weroniki Korpysa-Dzirba a takze o duzych zdolnos$ciach
planowania i organizacji badan.

Uzyskane wyniki zostaly przedstawione bardzo szczegoétowo na 24 rycinach i
czterech tabelach umiejetnie rozmieszczonych w tekscie rozdziatu. Doktorantka
potwierdzita obecno$¢ koagulazo-dodatnich gronkowcow w mleku surowym. Odsetek
wyizolowanych z mleka szczepéw gronkowcdw enterotoksycznych wyniost 12,9% i
wszystkie, na podstawie obecnosci genow 23S rRNA, spa, femA, zakwalifikowane
zostaty do gatunku S. aureus. Najliczniejsza grupe stanowily szczepy posiadajace gen
sec, kodujacy enterotoksyn¢ C, nie wykazala natomiast obecnosci izolatow
posiadajacych gen kodowania enterotoksyny E. U nielicznych (6) sposréd 51
szczepow WYKryto geny chorobotworczosci pvl, eta, etb, tst i opornosci na metycyling.
Wykorzystanie elektroforezy pulsacyjnej w zmiennym polu elektrycznym dato obraz
znacznego zréznicowania na 16 grup klonalnych. Najliczniejsza (1) zawierata 14
izolatéw, a kolejna co do liczebnosci - 10 izolatow. W grupie pierwszej jeden szczep
miat gen enterotoksyny innej niz SEC 1 jeden nie wytwarzat enterotoksyny, a w grupie
drugiej wigkszo$¢ posiadata gen SEA. Liczebnos¢ pozostatych grup klonalnych
wynosita od 1 do 4 szczepdw. Zaleznosci pomigdzy sekwencjami jest Uznana za
bardzo doktadny wyznacznik stopnia pokrewienstwa. W przypadku patogenu, jakim
jest S.aureus koniecznym jest prowadzenie analizy filogenetycznej pozwalajacej na
wykrycie m.in. horyzontalnego transferu genéw, ktory w znacznym stopniu jest
przyczyng zmiennosci szczepow.

W dyskusji, podobnie jak we wstepie rozprawy, Doktorantka wykazata si¢
dobra znajomos$cig aktualnego piSmiennictwa oraz umiej¢tno$cig poréwnania
wynikéw wilasnych badan z pracami innych autorow. Szeroko omoéwita zagadnienie
wystepowania gronkowcow w mleku surowym 1 produktach z mleka surowego.
Porownujac opracowane w pracy dwa testy mPCR, Doktorantka wykazata, ze ich
czuto$¢ jest zdecydowanie wyzsza niz opisanych w literaturze. Wykorzystujac trzy
techniki molekularne w badaniach genotypoéw potwierdzita, podobnie jak inni autorzy
matg przydatnos$¢ techniki PCR-RFLP.

Na podstawie uzyskanych wynikow Autorka wyciggnela pig¢ w pehi

uzasadnionych wnioskow.



Poniewaz zadaniem i obowiazkiem recenzenta jest tez szukanie stabych
punktéw, pomimo ogdlnej pozytywnej oceny nasuwajg si¢ nieliczne uwagi. Pierwsza
uwaga dotyczy braku wniosku odnoszacego si¢ do pierwszego celu pracy. Kolejna zas,
drugiego wniosku, w ktérym zawarto okreslenie: ,, enterotoksyczne szczepy S.aureus,
wystepowaly na zblizonym poziomie w wojewddztwie lubelskim i podlaskim”. Czy
Jest to zasadne w przypadku, kiedy w roku 2009 nie pobierano i nie wykonywano
badan probek mleka krowiego z wojewddztwa podlaskiego? Na str. 25 wiersz 6 od
gory cytuj¢ ,, w fazach postekspotencjalnej ..” uwazam za nieodpowiednie. Nieliczne
bledy literowe i punktacji, te drugie w cze$ci Material i metody zaznaczylam na
marginesie pracy. Wspomniane niedociggniecia majg najczesciej charakter dyskusyjny
lub dotycza niezrecznych sformutowan i drobnych bledow literowych,. Nie obnizajg
one wartosci merytorycznej rozprawy, ktéra oceniam bardzo wysoko

Podsumowujac, temat pracy jest poprawnie sformutowany i dotyczy zagadnien
majacych S$cisty zwiazek z bezpieczenstwem Zywnosci. Praca jest dobrze
zaplanowana, a liczne zadania w pelni wykonane. Autorka w opisie postuguje sig
jasnym, precyzyjnym jezykiem. Opracowanie dwéch testéw mPCR o wysokiej
czutosci i specyficznosci, pozwalajgeych na szybka identyfikacj¢ S.aureus i genéw
pigciu klasycznych enterotoksyn gronkowcowych, moze zostaé wykorzystane w
praktyce do szybkiej diagnostyki. Bez watpienia, silng strong pracy jest tez wykazanie
molekularnego zréznicowania wystepujacych w mleku gronkowcow.

W mojej ocenie praca doktorska pani mgr Weroniki Korpysa-Dzirba:
~Molekularna charakterystyka enterotoksycznych szczepOw Staphylococcus aureus
wyizolowanych z mleka surowego™ jest kompleksowym opracowaniem naukowym
dotyczagcym waznego problemu badawczego i spelnia wszystkie kryteria stawiane
rozprawom doktorskim. Wnosze, wigc do Komisji Doktorskiej Rady Naukowe;j
Panstwowego Instytutu Weterynaryjnego - Panstwowego Instytutu Badawczego o
dopuszczenie mgr Weroniki Korpysa-Dzirba do dalszych etapow przewodu

doktorskiego.




