Warszawa, dnia 2.05.2017 r.

Prof. dr hab. Jacek Szczawinski

Katedra Higieny Zywnosci i Ochrony Zdrowia Publicznego
Wydziat Medycyny Weterynaryjnej

Szkofa Gtowna Gospodarstwa Wiejskiego

w Warszawie

Recenzja rozprawy doktorskiej lek. wet. Magdaleny topatek
"Wystepowanie Vibrio parahaemolyticus w zywnosci pochodzenia morskiego
i charakterystyka wyizolowanych szczepow”
wykonanej pod kierunkiem prof. dr hab. Jacka Oska (promotor) oraz dr hab.
Kingi Wieczorek (promotor pomocniczy) w Zaktadzie Higieny Zywnosci

Pochodzenia Zwierzecego PIWet-PIB w Putawach

Podstawg formalng wykonania recenzji jest Uchwata Rady Naukowej
Panstwowego Instytutu Weterynaryjnego — Panstwowego Instytutu Badawczego w
Putawach z dnia 26.06.2013 r. w sprawie powotania recenzentéw oraz skierowane do
mnie pismo Przewodniczgcego Komisji Doktorskiej PIWet-PIB w Putawach — prof. dr
hab. Dariusza Bednarka (numer pisma BRN-410/5/17) z prosba o recenzje rozprawy
doktorskie;.

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska ma objeto$¢ 114 stron. Na
poczatku rozprawy Autorka zamiescita strone tytutowsa, podzigkowania dla osob,
ktore przyczynity sig do powstania pracy, informacje o zrédle finansowania badan,
wykaz artykutow i doniesien w ktérych wykorzystana zostata czg$¢ wynikow, spis
tresci, wykaz uzywanych skrotow, streszczenia w jezyku polskim i angielskim, po
ktorych nastepujg kolejne rozdziaty rozprawy doktorskiej, tj. wstep, cele badan,
materiat i metody, wyniki, dyskusja, wnioski oraz pi$miennictwo. Na koncu pracy
Autorka zamie$cita aneks, w ktorym podata sktad pozywek uzywanych w badaniach,
przygotowanych przez Zaktad Pozywek PIWet-PIB. Rozprawa zostata wydrukowana
czytelnym drukiem wysokiej jakosci i bardzo estetycznie oprawiona.

Do niedawna Vibrio parahaemolyticus wydawat sie drobnoustrojem

egzotycznym, ktory nie stanowi zagrozenia dla mieszkancéw Polski, poniewaz



wywoluje zatrucia pokarmowe w Japonii i innych dalekich krajach azjatyckich. W
ostatnich latach doszio do zmian, ktére stawiajg znaczenie Vibrio parahaemolyticus
dla bezpieczenstwa zywnosci w naszym kraju w zupetnie innym $wietle. W wyniku
poprawy sytuacji ekonomicznej Polski i wzrostu obrotéw w handlu migdzynarodowym
na polski rynek trafia coraz wiecej owocdw morza z importu, miedzy innymi z
Bangladeszu, Indii i Wietnamu, a takze z USA, Tajlandii i Indonezji.
Na naszym rynku obecne sag réwniez ostrygi, omufki, ryby i inne owoce morza z
réznych krajow europejskich, w ktérych wodach morskich coraz czgsciej pojawia sie
Vibrio parahaemolyticus, co ttumaczy sie wzrostem temperatury mérz i oceanow
zwigzanym z globalnym ocieplaniem sie klimatu. W krajach europejskich o wysokim
spozyciu owocOw morza, szczegoélnie migczakow konsumowanych bez obrobki
termicznej, wyraznie wzrasta liczba zatru¢ pokarmowych na tle Vibrio
parahaemolyticus.

W Rozporzadzeniu Komisji (WE) Nr 2073/2005 z dnia 15 listopada 2005 r.
w sprawie kryteriow mikrobiologicznych dotyczacych srodkdéw spozywczych
przytoczona jest opinia SCVPH (Sub-Committee on Veterinary Public Health) na
temat Vibrio vulnificus i Vibrio parahaemolyticus. W opinii stwierdzono, ze dostgpne
obecnie dane naukowe nie dajg podstaw do ustalenia szczegdtowych kryteriow dla
bakterii chorobotwérczych V. vulnificus i V. parahaemolyticus dla Zzywnosci
pochodzenia morskiego. Zaleca sie stworzenie kodeksu postgpowania dla
zapewnienia stosowania dobrej praktyki higienicznej oraz opracowania rzetelnych
metod w odniesieniu do zagrozen mikrobiologicznych zwigzanych =z Vibrio
parahaemolyticus. Badania podjete przez Panig Magdalene topatek wychodzg
naprzeciw tym oczekiwaniom. Temat ocenianej pracy doktorskiej jest zatem bardzo
aktualny i istotny dla higieny zywnosci pochodzenia zwierzecego oraz ochrony zdrowia
publicznego.

Rozdzial ,Wstep” obejmuje 19 stron tekstu. Autorka podaje w nim kolejno
informacje dotyczace charakterystyki, wystgepowania, zakazeh pokarmowych i
chorobotwoérczo$ci dla cztowieka Vibrio parahaemolyticus oraz szczegolowo omawia

metody identyfikacji i typowania tego mikroorganizmu.



Podany we wprowadzeniu przeglad piémiennictwa oraz jego zestawienie
wskazuja, ze Autorka posiada rozlegta wiedze ogdlng na temat Vibrio
parahaemolyticus oraz imponujaca wiedze specjalistyczng w zakresie najnowszych,
Zlozonych metod diagnostycznych  umozliwiajacych identyfikacije badanego
drobnoustroju oraz jego typowanie z wykorzystaniem metod biochemicznych,
serologicznych i genotypowych, takich jak hybrydyzacja, PCR i analizy
makrorestrykcyjne z uzyciem PFGE. Cytowane we wstegpie publikacje sa Scisle
zwigzane z tematem. Wiekszo$¢ z nich stanowig oryginaine prace z ostatnich lat,
opublikowane w jezyku angielskim w renomowanych czasopismach.

Podane we wstepie informacje sg nie tylko aktualne i interesujace pod
wzgledem merytorycznym, ale tez wiasciwie usystematyzowane poprzez odpowiedni
podziat tekstu na podrozdziaty. Moim zdaniem rozdziat ,Wstgp” zastuguje na odrebng
publikacie w formie artykulu przegladowego. Stanowi on logiczne uzasadnienie
podjecia badan wiasnych.

Cele badan prowadzonych w ramach pracy doktorskiej zostaty sformutowane
jasno i logicznie.

Materiaty i metody badan zostaly szczeg6towo opisane na 18 stronach tekstu
pracy.

Precyzyjny opis materiatlow uzupetniony zostat 17 kolorowymi fotografiami
wysokie] jakosci przestawiajagcymi  wykorzystane w badaniach gatunki maizy
blaszkoskrzelnych (8 zdjec) oraz ryb (9 zdjg¢).

Wiasciwy opis metod badan Autorka poprzedzita czytelnym, kolorowym
schematem przedstawiajgcym kolejne etapy doswiadczen, co bardzo ufatwia
zrozumienie ukiadu wielokierunkowych eksperymentéw. W kolejnych podrozdziatach
szczegolowo opisane sg metody wykorzystane przy izolacji i identyfikacji
biochemicznej i molekularnej Vibrio parahaemolyticus, oznaczaniu czynnikow
wirulencji, badaniu wrazliwosci wyizolowanych mikroorganizmdéw na czynniki
przeciwbakteryjne oraz réznicowanie molekularne otrzymanych izolatow metodami
molekularmymi, tj. typowanie metodg PFGE i MLST.

Przyjete metody badahn zostaly wlasciwie dobrane do realizacji ambitnych
celow, ktore wytyczyta sobie Autorka. Umiejetne wykorzystanie skomplikowanych

procedur analitycznych zastosowanych w przeprowadzonych badaniach wymaga



dobrego przygotowania teoretycznego oraz wyjatkowe] biegtosci w pracy
laboratoryjnej. Sposéb rozwigzania probleméw metodycznych zwigzanych z realizacjg
pracy oraz wprowadzane modyfikacje i udoskonalenia niektorych oznaczen Swiadcza o
duzej wiedzy Kandydatki z zakresu mikrobiologicznej diagnostyki laboratoryjnej oraz
umiejetnosci prowadzenia trudnych prac eksperymentalnych na wysokim poziomie.

Wyniki badan zostaty opracowane statystycznie i przedstawione w sposédb
bardzo profesjonalny w 4 tabelach oraz na 25 rycinach zawierajacych zdjecia, wykresy,
obrazy elektroforetyczne i rysunki drzew filogenetycznych. Na uznanie zastuguje
solidne udokumentowanie uzyskanych wynikéw oraz ich pelne wykorzystanie,
polegajgce na przeprowadzeniu wszystkich mozliwych pordéwnan, ich szczegdtowe;
interpretacji oraz efektownej wizualizacji. Pozytywnie nalezy oceni¢ logiczny uktad
poszczegdlnych tabel i wykreséw oraz wysoka jako$¢ techniczng zdjec¢, obrazoéw,
rysunkéw i innych materiatdw ilustracyjnych prezentowanych w rozprawie doktorskie;.
Umiejetne rozmieszczenie rycin i tabel w tekscie pracy bardzo utatwia czytelnikowi
$ledzenie skomplikowanych zaleznosci opisywanych przez Autorke.

W rozdziale ,Dyskusja” Doktorantka bardzo konsekwentnie i szczegotowo
omawia wyniki poszczegodinych oznaczen i konfrontuje je z wynikami badan innych
autorow. W dyskusji, podobnie jak we wstepie rozprawy, Doktorantka wykazata duzg
erudycje i dobrg znajomos¢ Swiatowego pismiennictwa zwigzanego z wystepowaniem
Vibrio parahaemolyticus w zywnosci pochodzenia morskiego, jak rowniez umiejetnosé
krytycznej oceny wynikow wlasnych badan w $wietle najnowszych danych z literatury.

Na podstawie uzyskanych wynikéw Autorka wysuwa logiczne i w peini
uzasadnione wnioski.

Zaréwno polskie, jak i angielskie streszczenie pracy doktorskiej zostato
napisane poprawnie.

Silng strong, pracy jest obszerny i aktualny spis piSmiennictwa. Zawiera on 190
pozycji opublikowanych w wigkszosci w ostatnich latach w jezyku angielskim w
czasopismach o zasiegu migdzynarodowym. Cytowane publikacje sg $cisle zwigzane z
tematem pracy doktorskiej.

Spetniajgc obowiazek recenzenta powinienem réwniez wskazac¢ ujemne strony
ocenianej rozprawy doktorskiej, co w tym przypadku jest sprawg szczegdlnie trudna,

poniewaz badania przeprowadzone przez Kandydatke reprezentujg bardzo wysoki



poziom metodyczny, a opis pracy doktorskiej jest wyjatkowo starannie przygotowany
pod wzgledem redakcyjnym, stylistycznym i ortograficznym.

Drobne btedy zauwazytem jedynie w tekscie pracy na stronie 94, gdzie w stowie
Wiekszo$¢” jest litera ,e” zamiast ,e” oraz w angielskim streszczeniu, w ktorego
drugim akapicie znajduje sie okreslenie ,...the presence of V. parahaemolyticus ...
was carried out”. Wydaje sig, ze powinno by¢ ,....the presence of V. parahaemolyticus
... was investigated”. W pierwszym wierszu ostatniego akapitu streszczenia jest “may
occurs”, a powinno by¢ “may occur”.

Za drobny mankament opisu pracy mozna réwniez uznac brak peinej zgodnosci
celow pracy z jej wnioskami. W celach prowadzonych badan Autorka podaje:

,1. Opracowanie testow PCR do wykrywania i identyfikaciji:

- gatunkowo-specyficznych genéw charakterystycznych dla V. parahaemolyticus

- genow kodujacych czynniki chorobotwérczosci V. parahaemolyticus”
Wymieniony powyzej cel ten zostat w petni zrealizowany, ale brakuje o tym wzmianki
w skromnie sformutowanych wnioskach pracy.

PowyZsze uwagi krytyczne nie obnizajg w zadnym stopniu wartosci
merytorycznej rozprawy doktorskiej, ktérg oceniam bardzo pozytywnie.

W wyniku szeroko zakrojonych, trudnych metodycznie i wielokierunkowych
badan Autorka uzyskata wiele wartosciowych wynikdw zaréwno pod wzgledem
utylitarnym jak i poznawczym.

Do niewatpliwych osiggnie¢ Autorki o charakterze praktycznym mozna zaliczyc:

- okreslenie i porébwnanie czestotliwosci wystgpowania V. parahaemolyticus w
zywych matzach blaszkoskrzelnych i $wiezych rybach morskich dostepnych na
polskim rynku, pochodzacych z Holandii, Wioch, Norwegii, Turcji, Niemiec, Sri Lanki
oraz z Polski;

- wykazanie, ze znaczna czesS¢ szczepow V. parahaemolyticus wyizolowanych
z matzy i ryb morskich posiada genetyczne czynniki wirulencji i moze zagrazac
zdrowiu polskich konsumentow:

- okreslenie wrazliwosci wyizolowanych szczepow V. parahaemolyticus na
czynniki przeciwbakteryjne, ktére moga znalezé zastosowanie w leczeniu

zachorowan ludzi wywofanych tym drobnoustrojem i stwierdzenie, ze wiekszo$é
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izolatbw wykazuje opornos¢ na ampicyling i streptomycyne oraz wrazliwo$¢ na
ciprofloksacyne, tetracykling i chloramfenikol.

Do osiagnieé Autorki o charakterze poznawczym mozna zaliczyc:

- pogtebienie wiedzy na temat zroZnicowania molekularnego izolatow V.
parahaemolyticus wystepujacych u réznych gatunkéw migczakéw i ryb morskich w
roznych rejonach geograficznych,

- stwierdzenie u badanych izolatow V. parahaemolyticus nowych typow
sekwencyjnych, dotychczas nie wystepujacych w miedzynarodowej bazie PUbMLST.

Uzyskane przez Kandydatke wyniki stanowig oryginalny i istotny wktad do
krajowego i miedzynarodowego pi$miennictwa w zakresie charakterystyki szczepow
Vibrio parahaemolyticus wystepujacych w zywnosci pochodzenia morskiego.

Podsumowujac swojg recenzje stwierdzam, ze oceniana rozprawa doktorska
stanowi oryginalne rozwigzanie problemu naukowego oraz wykazuje ogolng wiedze
teoretyczng Kandydatki, a takze Jej umiejetno$¢ samodzielnego prowadzenia pracy
badawczej. Tym samym praca spetnia wymagania stawiane rozprawom doktorskim i
odpowiada warunkom okreslonym w art. 13 ust. 1 ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o
stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach naukowych i tytule w
zakresie sztuki (Dz. U. z 2014 r., poz. 1852 ze zm. w Dz. U. 2 2015 r. poz. 249)

W zwigzku z powyzszym przedstawiam Wysokiej Komisji Doktorskiej Rady
Naukowej Panstwowego Instytutu Weterynaryjnego — Parnstwowego Instytutu
Badawczego w Putawach wniosek o przyjecie rozprawy doktorskiej oraz
dopuszczenie jej Autorki — lek. wet. Magdaleny topatek do dalszych etapow przewodu
doktorskiego.

Z uwagi na duzg pracochtonnosc¢ i szeroki zakres wykonanych badan, a przede
wszystkim ze wzgledu na wysoka wartos¢ merytoryczng uzyskanych wynikow,

uprzejmie prosze Wysoka Komisje o wyréznienie ocenianej pracy doktorskie;.
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