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OCENA PRACY DOKTORSKIEJ LEK. WET. MAGDALENY LOPATEK
zatytutlowanej ,, Wystepowanie Vibrio parahaemoliticus w zywnosci pochodzenia morskiego i
charakterystyka wyizolowanych szczepow”, wykonanej w Zakladzie Higieny Zywnosci
Pochodzenia Zwierzgcego PIWet-PIB w Putawach pod opieka prof. dr hab. Jacka Oska jako
promotora oraz dr hab. Kingi Wieczorek, prof., nadzw. jako promotora pomocniczego.

Bakterie z gatunku Vibrio parahaemolyticus odgrywaja istotng rolg w patogenezie
zatru¢ pokarmowych, ktorych zrodlem sa owoce morza i morskie ryby. Badania ostatnich lat
wskazuja na wzrost liczby zachorowan wywotanych przez V. parahaemolyticus w krajach
azjatyckich i w USA. W Polsce zachorowania z udziatem V. parahaemolyticus nie byty dotad
notowane, jednak nie mozna lekcewazy¢ mozliwos$ci wystapienia takich przypadkéw chocby
z uwagi na to, iz sg one notowane w innych krajach europejskich, a dostgpnos¢ i spozycie
owocow morza w Polsce stale wzrasta.

Badania przeprowadzone przez lek. wet. Magdalen¢ Lopatek w Zaktadzie Higieny
Zywnos$ci Pochodzenia Zwierzecego PIWet-PIB w Putawach pozwolily na oszacowanie
zagrozenia zwigzanego z wystepowaniem V. parahaemolyticus obecnego w zywnoSci
pochodzenia morskiego oferowanego w Polsce.

We wstepie pracy lek. wet. Magdalena Lopatek przedstawia charakterystyke bakterii
V. parahaemolyticus, omawiajac jej wystgpowanie w srodowisku morskim oraz mozliwosci
transmisji do zywnosci. Scharakteryzowana zostala patogeneza zatru¢ pokarmowych z
udziatem V. parahaemolyticus oraz wystepowanie tych zatru¢ w Europie i w $wiecie.
Wyczerpujaco omowiono czynniki wirulencji V. parahaemolyticus, metody identyfikacji
gatunkowej V. parahaemolyticus oraz zaréwno biochemicznej jak 1 molekularne;
charakterystyki izolatow tego gatunku. We wstepie moglaby znalez¢ si¢ zwiezta informacja
na temat struktury chromosomu Vibrio, o ktéorym wiadomo, ze zawiera dwie koliste

czasteczki DNA. Informacja na ten temat pojawia si¢ w opisie systemu sekrecji typu 1l oraz



w tabeli 2 i nie jest rozwijana. Mocng strong tej czeSci pracy jest wyczerpujacy opis metod

identyfikacji gatunkowej V. parahaemolyticus oraz typizacji izolatow w obrgbie tego gatunku.

W opisie celow pracy oprocz oceny wystepowania V. parahaemolyticus, okreslenia
potencjatu chorobotworczego i wrazliwosci izolatdow na Srodki przeciwbakteryjne oraz
badania genetycznego pokrewienstwa izolatdow, podano opracowanie testow PCR do
wykrywania i identyfikacji V. parahaemolyticus. Nie wyszczegolniono jednak na czym miato
polega¢ opracowanie testow PCR, gdyz sekwencje starterow do identyfikacji izolatow V.
parahaemolyticus oraz starterow do detekcji czynnikéw wirulencji podano zgodnie z
cytowanymi danymi literatury. Jes§li dokonywano optymalizacji warunkéw reakcji to
nalezaloby poda¢ zakresy parametrow w jakich dokonano optymalizacji. Piszac o PCR nie
trzeba dodawac okreslania ,,reakcja”, gdyz skrot juz to okreslenie zawiera.

Metodyka zostata dobrze zaplanowana i opisana adekwatnie do zalozonego planu
badan. Opis zastosowanych metod i planu badan obrazuje dobry poziom badan
zrealizowanych przez Doktorantke.

W czgéci doswiadczalnej pracy lek. wet. Magdalena Lopatek wyosobnita 113 izolatow
Z 595 probek zywnosci 1 na podstawie testow biochemicznych zaliczyta je do gatunku V.
parahaemolyticus. Jednak badanie z uzyciem gatunkowo specyficznych starterow w PCR
wykazato, iz czg¢$¢ izolatow nie moze by¢ zaliczona do gatunku V. parahaemolyticus.
Ostatecznie 104 izolaty zostaty zidentyfikowane jako V. parahaemolyticus i te izolaty
poddano charakterystyce. Lek. wet. Magdalena Lopatek zidentyfikowata 3 oraz 11 izolatow
posiadajacych odpowiednio geny hemolizyn tdh oraz trh. We wszystkich 11 izolatach
posiadajacych gen hemolizyny TRH zidentyfikowano jednocze$nie gen ureR, kodujacy
ureaze. Jednak produkcj¢ ureazy stwierdzono w 12 izolatch V. parahaemolyticus. Aktywno$é
proteolityczng stwierdzono we wszystkich izolatch V. parahaemolyticus. Proteaza A zostata
wymieniona we wstepie jako czynnik wirulencji, cho¢ nie opisano jej roli w patogenezie
zatru¢ V. parahaemolyticus. Ureaza jako czynnik wirulencji V. parahaemolyticus
wspomniana jest dopiero w dyskusji, lecz brak informacji o jej roli.

Oceniono wrazliwos¢ izolatow V. parahaemolyticus na wybrane substancje
antymikrobiologiczne stwierdzajac opornos¢ na przynajmniej jedng substancje u 91 izolatow,
a na wszystkie testowane substancje u 13 izolatow V. parahaemolyticus.

Doktorantka ocenita rowniez zroznicowanie genetyczne kolekcji izolatow V.
parahaemolyticus. W tym celu zastosowata dwie metody, dzigki ktorym mozna uzyskiwaé
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bardzo stabilne i powtarzalne wyniki, tj. makrorestrykcje genomu polgczong z rozdzialem
uzyskanych fragmentéw w PFGE oraz MLST polegajacej na analizie sekwencji fragmentow
siedmiu stabilnych genetycznie loci w obrgbie genomu V. parahaemolyticus. Wyniki
genotypowania zanalizowano i przedstawiono w formie dendrogramow obrazujacych stopien
podobiefistwa izolatéw. Opisano dokladnie sposob konstrukcji dendrogramu obrazujgcego
wyniki PFGE, nie podano jednak w jaki sposob stworzono dendrogram typow ST oraz
minimum spaning tree.

Na wyroznienie zasluguje fakt, 1z czes¢ wymkow pracy zostala opublikowana w
dobrym czasopismie z zakresu mikrobiologii zywnosci - Journal of Food Protection.

Podkreslié nalezy, iz wszystkie wyniki zostaly przedstawione w jasny i czytelny
spusob, cu zilustowano przejrzystymi tabelami, rycinami oraz zdj¢ciami.

Obszerna dyskusja wynikow zawiera trafne stwierdzenia i komentarze. Doktorantka
wyczerpujaco omawia wyniki pracy odwolujac si¢ do literatury przedmiotu.

Komentarze zawarte w tej recenzji w zadnym stopniu nie umniejszaja wysokiej
merytorycznej wartosci wynikow uzyskanych przez lek. wet. Magdaleng Lopatek. Na uwage
zashuguje ogrom pracy poswigconej na realizacj¢ i opisanie ocenianej dysertacji. Za jej
znaczace osiggniecia uwazam ocen¢ poziomu zanieczyszczenia produktéw  Zzywnosci
dostepnych w Polsce bakteriami V. parahaemolyticus oraz wskazanie rodzaju produktow
wirod ktorych poziom zanieczyszczenia tymi bakteriami moze by¢ wysoki.

Stwierdzam, ze praca doktorska lek. wet. Magdaleny Lopatek spelnia wszelkie
warunki stawiane rozprawom doktorskim, w tym okreslone w art. 13 Ustawy z dnia 14 marca
2003r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz stopniach i tytule naukowym w
zakresie sztuki. Dlatego tez przedkladam Radzie Naukowej Pafstwowego Instytutu
Weterynaryjnego - Panstwowego Instytutu Badawczego w Pulawach wniosek o dopuszezenie

lek. wet. Magdaleny Lopatek do dalszych etapow przewodu doktorskiego.

Wroctaw, 20 kwietnia 2017 r.
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