Prof. dr hab. Krzysztof Kwiatek Putawy, dnia 01.02.2017 r.
Panstwowy Instytut Weterynaryjny -

Panstwowy Instytut Badawczy w Putawach

RECENZJA
rozprawy doktorskiej mgr Weroniki Korpysa-Dzirba

pt. ,,Molekularna charakterystyka enterotoksycznych szczepow Staphylococcus aureus

wyizolowanych z mleka surowego”

wykonanej pod kierunkiem naukowym prof. dr hab. Jacka Oska (promotor) w Zaktadzie
Higieny Zywnosci Pochodzenia Zwierzecego Panstwowego Instytutu Weterynaryjnego - PIB
w Pulawach. Badania wykonano w ramach projektu badawczego NCN - DEC-
2011/01/N/NZ7/04310.

Podstawg formalng wykonania recenzji stanowi pismo Przewodniczacego Komisji
Doktorskiej z dnia 30.11.2016 roku (BRN-410/11/16, zgodnie z Uchwatg Rady Naukowej
PIWet-PIB w Putawach z dnia 20.04.2011 r.).

Ogolna charakterystyka rozprawy
Przedlozona do recenzji rozprawa doktorska jest oprawionym wydrukiem komputerowym
formatu A4 liczacym 97 ponumerowanych stron. Uklad pracy jest typowy dla dysertacji
doktorskich 1 sktada si¢ z 6 rozdzialow gtéwnych i1 7. rozdziatu ze spisem pi$miennictwa,
obejmujacego 211 pozycji literaturowych, krajowych i zagranicznych. W tej liczbie zawarto 2
pozycje wspotautorskie, w ktorych Doktorantka jest pierwszym autorem. Podkresli¢ nalezy
bogaty material dokumentacyjny wynikéw badan, na ktory sktadaja si¢ tabele w liczbie 17 oraz
33 ryciny zamieszczone W tekécie odpowiednich rozdzialow. Ponadto, wartoSciowy jest
zamieszczony na wstepie dysertacji wykaz uzywanych skrotéw stosowanych w pracy. W
recenzowanej pracy zamieszczono takze streszczenie w j. polskim 1 angielskim.

Ocena merytoryczna rozprawy

Drobnoustroje z gatunku Staphylococcus sa czestym i bardzo trudnym do zwalczenia

czynnikiem etiologicznym mastitis czyli zapalenia gruczolu mlekowego u krow. Z uwagi na



sposoOb szerzenia si¢ w stadzie zaliczane sg do drobnoustrojéw zakaznych. Zapalenia wymion
spowodowane przez S. aureus sa z reguly przewlekte i przebiegaja bez objawow klinicznych.
Natomiast patogenno$¢ gronkowca ztocistego jest skutkiem ekspresji szeregu czynnikow
wirulencji, ktére prowadzg do adhezji, ucieczki przed systemem obronnym oraz
rozprzestrzeniania si¢ w organizmie gospodarza. Prawie wszystkie Szczepy wytwarzajg
enzymy i cytotoksyny, takie jak: hemolizyna, nukleaza, proteaza, lipaza, hialuronidaza oraz
kolagenaza. Wykazano, ze cz¢$¢ szczepoOw wytwarza takze jedng lub wiecej dodatkowych
egzoprotein, do ktorych nalezg enterotoksyny, toksyna wstrzgsu toksycznego (TSST-1),
eksofoliatyny i leukocydyny. Enterotoksyny i TSST-1 nalezg do pirogennych egzotoksyn i
majg wlasciwos$ci superantygenow.

Badania wykonane w Polsce przez Kuzme i wsp. (Med. Wet. 2005, 61, 3) wykazaty,
ze 22,1% szczepéw gronkowcow wyizolowanych z wydzieliny zapalnej wymienia krow
cechowato si¢ zdolno$cig wytwarzania jednej lub dwoch enterotoksyn. Wezesniejsze badania
tego samego Autora wykazaty, ze szczepy izolowane z przypadkow mastsitis cechowaty sie tez
posiadaniem szeregu genow odpowiedzialnych za produkcje enterotoksyn.

Wyniki nowszych badan nad wytwarzaniem enterotoksyn przez ,,mastitogenne”
gronkowce wskazujag na ich zmienno$¢ i zrdznicowane. Rodzi to potrzebe dalszych
pogtgbionych badan naukowych 2z zastosowaniem nowoczesnych technik biologii
molekularnej. Zagadnienie to staje si¢ coraz bardziej istotne w warunkach intensyfikacji
produkcji mlecznej krow i rosngcym problemem subklinicznych postaci mastitis co skutkuje
czesta obecnoscig tego zarazka w mleku surowym.

W tym kontekscie podjete przez Doktorantke badania w zakresie charakterystyki
szczepodw Staphylococcus aureus wyizolowanych z mleka surowego, nalezy uzna¢ za trafne i
celowe, gdyZz maja one na celu doskonalenie i zastosowanie metod biologii molekularnej do
wykrywania i charakterystyki roznicowej chorobotworczych szczepow gronkowcow waznych
z punktu widzenia zapewnienia bezpieczenstwa produktow mlecznych. Mozna tez wskazaé, ze
majg one nie tylko charakter poznawczy, ale takze posiadajg pewien aspekt utylitarny co
stanowi wyjscie naprzeciw potrzebom lekarzy weterynarii klinicystow, higienistow
zywnos$ciowych i epidemiologow.

W ramach podjetego tematu Doktorantka postawita sobie 4 cele badawcze, a
mianowicie:

- opracowanie testow mPCR do identyfikacji S. aureus, gronkowcow koagulazo-

dodatnich (CPS) oraz wykrywania gendéw klasycznych enterotoksyn gronkowcowych;



- okreslenie przy pomocy opracowanych testOw mPCR czestosci wystepowania
szczepéw S. aureus i CPS w mleku krowim oraz dokonanie identyfikacji szczepoéw
enterotoksycznych;

- okreslenie mozliwosci wytwarzania in vitro enterotoksyn gronkowcowych przez
enterotoksyczne szczepy S. aureus;

- dokonanie molekularnej charakterystyki enterotoksycznych S. aureus przy uzyciu
wybranych metod genotypowania. Cel ten pod wzgledem brzmienia jest najbardziej zbiezny z
tytutem rozprawy.

Podane powyzej cele pracy obejmujg wiele aspektow badawczych w zakresie
fenotypowej i genotypowej charakterystyki réznicowej gronkowcow wyizolowanych z
surowego mleka.

Zatozone cele Doktorantka realizowala etapowo, poczawszy od wyizolowania
szczepow, a nastepnie ich identyfikacji przy uzyciu techniki PCR z zastosowaniem
opracowanych testow mPCR1 i mPCR2. W kolejnej fazie badan oznaczano inne markery
patogennosci tj. geny mecA, mecC, pvl i spa przy zastosowaniu testow mPCR3 oraz geny femA,
eta, eth, tst i mecA za pomoca testu mMPCR4. Ponadto w ramach tej fazy badan dokonano
sprawdzenia ekspresji genow enterotoksycznosci Sea, Seb, sec, sed i See szczepow
Staphylococcus aureus przy wykorzystaniu techniki immunoenzymatycznej z odczytem
immunofluorescencyjnym (ELFA). Ostatnim i najwazniejszym celem pracy byta molekularna
charakterystyka roznicowa enterotoksycznych szczepoéw S. aureus przy zastosowaniu
nowoczesnych metod melekularnych tj. PCR-RFLP, PFGE i MLST.

Na cze$¢ opisowg recenzowanej pracy skladajg sie rozdziaty takie jak: wstep,
wspomniany powyzej cel pracy, materiat 1 metody, wyniki 1 dyskusja, wnioski oraz
pismiennictwo.

W obszernym wstepie dysertacji Doktorantka w sposob syntetyczny wprowadza w
przedmiotowe  zagadnienie  obejmujgce  charakterystyke  drobnoustrojow  rodzaju
Staphylococcus w zakresie cech fenotypowych, wystepowania, chorobotwodrczosci i
gronkowcowych zatru¢ pokarmowych. W szczegdlnosci dokonano petnego i krytycznego
przegladu stanu wiedzy i badan w zakresie odmian enterotoksyn gronkowcowych, regulacji
ekspresji i warunkow ich wytwarzania. Zajeto si¢ tez przegladem stanu wiedzy w zakresie
szczepdéw MSRA pod katem wystepowania u nich czynnika wirulencji czy wytwarzania
enterotoksyn. W dalszej czeSci wstgpu wykonano przeglad danych i badan w zakresie metod
identyfikacji 1 typowania gronkowcoOw koagulazo-dodatnich z podzialem na metody

fenotypowe i genotypowe. W opisie metod hodowlanych (okreslanych w pracy jako
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fenotypowe, mikrobiologiczne) ograniczono si¢ do podania tradycyjnych technik
mikrobiologicznych zawartych w normach serii PN EN I1SO 6888.

W kolejnym podrozdziale Autorka opisata metody wykorzystywane w genotypowaniu
drobnoustrojow. Wskazata, ze zgodnie z danymi pi§miennictwa najczesciej stosowanym w
genotypowaniu tzw. ztotym standardem jest analiza makrorestrykcyjna — PFGE. Ponadto
wskazata na uzytecznos¢ analizy restrykcyjnej PCR-RFLP oraz sekwencjonowania genow lub
calych genomow bakteryjnych przy zastosowaniu metod tj. MLST i NGS.

W rozdziale materiat i metody podano, ze przedmiotem badan byto 396 koagulazo-
dodatnich i 53 koagulazo-ujemnych szczepdéw gronkowcow, ktore wyizolowano z 1081 probek
mleka surowego, pobieranych w latach 2009-2011 na terenie dwoch wojewodztw. Opisano
metody izolacji i1 identyfikacji szczepéw gronkowcoOw koagulazo-dodatnich. Nie podano
natomiast precyzyjnej procedury uzyskiwania i okreslania szczepéw gronkowcoéw koagulazo-
ujemnych. W dalszej cze$ci rozdziatu materiat i metody Doktorantka opisata wszystkie metody,
tak hodowlane, jak i molekularne oparte na technice PCR, wykorzystujace opracowane testy
MPCR do identyfikacji gronkowcow koagulazo-dodatnich i gatunku S. aureus (MPCRL,
mPCR2) oraz do oznaczania innych okreslonych markerow patogennosci enterotoksycznych
szczepoéw S. aureus (MPCR3 i mPCR4).

Powyzsza cze$¢ badan zostala powiazana z kolejnym zadaniem jakim byta
molekularna charakterystyka roznicowa enterotoksycznych szczepow S. aureus przy
zastosowaniu testu PCR-RFLP, analizy PFGE i genotypowania technikg MLST.

Podkre$lam precyzyjne i jasne przedstawienie wszystkich metod badawczych, ktore
zostaty dobrze przemyslane, wykonane prawidlowo w zakresie wystarczajagcym do osiggnigcia
celow badawczych. W odniesieniu do enterotoksycznych S. aureus dokonywano poglebione;
analizy polegajacej na sprawdzeniu ekspresji genoéw odpowiedzialnych za wytwarzanie
enterotoksyn A-E. Dla zapewnienia wiarygodnosci wynikow przeprowadzonych badan
opracowane metody zostaly poddane optymalizacji 1 walidacji.

W rozdziale wyniki liczacym 25 stron maszynopisu 1 podzielonym na podrozdziaty,
dokonano obszernego przedstawienia w formie opisowej i graficznej (4 tabele i 31 rycin)
otrzymanych wynikéw badan w zakresie cech fenotypowych i genotypowych szczepoéw
Stahylococcus aureus wyizolowanych z mleka. Uzyskane wyniki badan testami mPCR
odpowiednio zestawiono, zobrazowano 1 szczegdOlowo przeanalizowano pod wzgledem
parametréw tj. specyficznos$¢ 1 czuto$¢, co pozwala uzna¢ prezentowane cechy 1 wartosci za
wiarygodne. Na podkreslenie zastuguje czytelne i staranne opracowanie wynikow wykonanych

badan oraz ich logiczna interpretacja. Podobnie dotyczy to wynikéw badan przedmiotowych
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szczepdw gronkowcow przy uzyciu metod tj. PCR-RFLP, PFGE i MLST. Wiasciwie
zaplanowane, dobrze wykonane oraz udokumentowane wyniki przeprowadzonych badan
przemawiajg za duzym do$wiadczeniem, systematycznos$cig i dobrym opanowaniem warsztatu
laboratoryjnego przez Doktorantke.

W rozdziale Dyskusja (na 14 stronach) Autorka dokonata analizy uzyskanych
wynikéw 1 odniosta je do badan innych autoréw przedstawionych w dobrze dobranym
pismiennictwie. W umiejetny sposob przeprowadzita interpretacj¢ otrzymanych wynikow,
ktora uzupetia wlasnymi komentarzami co nabiera wartosci ze wzgledu na zrdéznicowanie
szczepdw  gronkowcow. Zaprezentowana dyskusja dowodzi szerokiej znajomoSci
przedmiotowego zagadnienia i pis$miennictwa. Dyskusje uzyskanych wynikéw uwazam za
warto$ciowg i wnoszacg szereg istotnych nowych danych naukowych. Szczegolnie interesujaca
jest dyskusja dotyczaca sekwencjonowania technikg MLST fragmentow genéw metabolizmu
podstawowego i ustalanie typu sekwencyjnego. Dyskusja jest wyczerpujaca, na dobrym
poziomie co $wiadczy o duzej znajomosci tematu, mozliwosci krytycznej oceny, umiejetnosci
argumentowania i prawidlowego postugiwania si¢ cytacjami.

Rozprawa doktorska jest zakonczona pigcioma wnioskami, ktore sg rezultatem badan
wykonanych w trakcie jej realizacji, ktore $wiadczg o giebokim wejsciu w problem naukowy i
osiggnieciu zatozonych celow badawczych.

Z obowiazku Recenzenta chciatbym wskaza¢ na drobne btedy, pomyiki, niescistosci,
niedoskonato$ci czy uchybienia, ktore majg charakter dyskusyjny i ewentualnie powinny by¢
poprawione przed oddaniem publikacji do druku, a mianowicie:

- wydaje sig, ze wnioski 2-5 wymagajg zmiany redakcyjnej tak, aby miaty charakter bardziej

uogolniony, a nie stanowily stwierdzen dotyczacych konkretnych wynikow pracy;

- wydaje si¢, ze celowym byloby wysuniecie wniosku na temat oceny przydatnosci

opracowanych i zwalidowanych testow mPCR;

- podobnie mozna podej$¢ do kwestii oceny technik molekularnych zastosowanych do

typowania szczepow gronkowcow;

- uporzadkowania wymaga kwestia stosowania termindéw: ,,izolat” i ,,szczep”. W tytule pracy
zawarty jest termin ,,szczepy”, natomiast w calej pracy, niezaleznie od etapu badan, stosowane

s3 naprzemiennie oba terminy;

- dyskusyjna jest poprawnos¢ uzytego okreslenia metody fenotypowe (str. 27). W mojej opinii

bardziej zalecana nazwa to metody hodowlane;
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- w cytacjach i dyskusji odczuwam brak wzmianki o pracach zespotu prof. E. Malinowskiego,

ktoére dotycza mastsitis na tle gronkowcowym;

- na str. 25, wiersz 11 - sformutowanie: "systemu agr" proponuje uzupetienie o stowo ,,0d”

("od systemu agr");

- str 27, wiersz 8 - wyrazenie: "czesto obecno$¢" proponuje zastgpic¢ stowami

"czesta obecnose";

- str.32, p. 3.3 - wiersz 1 - sformutowanie: "uzyskany wzrost bakterii przenoszono..."

proponuje¢ doprecyzowac;

- Wymaga us$cislenia postugiwanie si¢ terminem ,,gen 23S rRNA” i ,,fragment genu 23S rRNA”

(str. 33, 47, 68). Wydaje sie, ze np. stwierdzenie "...posiadaly geny 23S rRNA" ( str. 68,

wiersz 3) jest zbyt duzym uogdlnieniem, gdyz podjednostka 23S rRNA nie jest specyficzna

dla S. aureus. Te¢ konserwatywng podjednostke posiadaja wszystkie organizmy bakteryjne, a

dla S. aureus specyficzny jest tylko fragment tego genu.

- na str. 42, wiersz 8 - w rozdziale "Materiat i metody" stwierdzono, ze tolerancja pozycji

prazka wynosita 2%, podczas gdy w rozdziale wyniki wskazano na 1% tolerancje

(str. 60);

- dlaczego parametry elektroforezy dla rozdziatu produktow uzyskanymi metodami

MPCR 1, 2, 3 r6znig si¢ od mPCR 4. Jakie sa powody przyjecia innych wartosci ?.
Przytoczone powyzej uwagi krytyczne, o zréznicowanym charakterze, w wigkszosci

porzadkowym, wyjasniajacym lub polemicznym, nie maja wigkszego znaczenia, i1 nie

umniejszajg warto$ci recenzowanej rozprawy, a takze nie maja wplywu na jej pozytywna oceng.

Calosciowa ocena wartosci naukowej i wnioski koncowe recenzji

Dokonujgc catoSciowej oceny zakresu i charakteru przeprowadzonych badan,
merytorycznej interpretacji uzyskanych wynikow oraz koncowych wnioskow uwazam, ze
stanowig one powigzang i logiczng catos¢. Praca ma przede wszystkim charakter naukowo-
badawczy, ale sg tez pewne potencjalne elementy aplikacyjne, stad tez pozytywnie oceniam

sposob zaplanowania i przygotowania pracy.

Na podkreslenie zastuguje bardzo szczegdtowa analiza porownawcza wyizolowanych
szczepodw gronkowcow | interpretacja uzyskanych wynikéw. Pozwala to na stwierdzenie, ze
oceniana rozprawa stanowi wktad do rozwoju badan w zakresie charakterystyki genotypowej,

typowania i epidemiologii zakazen gronkowcowych.



Na podkreslenie zastuguje czytelne i staranne opracowanie o0raz poprawne
zinterpretowanie wynikow badan. Prawidlowo zaplanowane i dobrze wykonane oraz
udokumentowane wyniki przeprowadzonych badan przemawiaja za sporym do$wiadczeniem,

systematyczno$cig 1 dobrym opanowaniem warsztatu badawczego przez Doktorantke.

W szeroko zakrojonych, dobrze zaplanowanych i konsekwentnie realizowanych
badaniach, przy uzyciu odpowiednich metod laboratoryjnych, Doktorantka uzyskata bardzo
interesujagce 1 wartoSciowe wyniki o znaczeniu zardwno poznawczym, jak 1 W pewnym
wymiarze aplikacyjnym.

Do waznych osiggni¢¢ Doktorantki zaliczam:

- opracowanie testow mPCR do identyfikacji enterotoksycznych S. aureus;

- wykazanie, ze wérod gronkowcoOw koagulazo-dodatnich (CPS) tylko 12,9% ma charakter
enterotoksyczny;

- stwierdzenie, ze najwiecej z wyizolowanych szczepéw gronkowcow posiadato gen ,,sec”
kodujacy wytwarzanie enterotoksyny C;

- wykazanie, w badaniach genotypowych przy zastosowaniu metody PFGE licznych szczepoéw
S. aureus, wysokiego stopnia ich zréznicowania, ktory wyrazal si¢ stwierdzeniem 16 grup
klonalnych;

- wykazanie, ze zaden z badanych szczepdéw koagulazo-ujemnych S. aureus nie posiadat genu
kodujacego klasyczne enterotoksyny gronkowcowe;

- zastosowanie w przeprowadzonych badaniach molekularnych reakcji mPCR z uzyciem wielu
starterow specyficznych dla sekwencji genomu S. aureus;

- rOwnoczesne zastosowanie trzech réznych technik molekularnych tj. PCR-RFLP, PFGE oraz
MILST do réznicowej charakterystyki genotypowej licznych szczepow wyizolowanych z
mleka szczepdw S. aureus.

Biorgc powyzszg tre$¢ recenzji moge stwierdzi¢, ze Autorka rozprawy doktorskiej
posiada ugruntowane doswiadczenie badawcze i szeroki zakres wiedzy w zakresie dziedziny
objetej praca. Uzyskane wyniki badan odpowiadajg zatozonym celom pracy. Stad moge
stwierdzi¢, ze nie mam zasadniczych 1 zarazem krytycznych uwag dotyczacych recenzowanej

dysertacji.

We wniosku koncowym stwierdzam, ze przedstawiona rozprawa doktorska pod tytutem
»Molekularna charakterystyka enterotoksycznych szczepéw  Staphylococcus aureus
wyizolowanych z mleka surowego”, w pelni odpowiada warunkom okreslonym w art. 13 ust.

1 ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach
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i tytule w zakresie sztuki (Dz.U. z 2014 r. poz. 1852 ze zm. w Dz.U. 22015 r. poz. 249) i dlatego
przedktadam Wysokiej Radzie Naukowej PIWet-PIB w Putawach wniosek o dopuszczenie mgr
Weroniki Korpysa-Dzirba do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

{ Vool

Prof. dr hab. Krzysztof Kwiatek



