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Listeria monocytogenes nalezy do grupy patogenéw przenoszonych drogg pokarmowa
1 stanowi wcigz istotne zagrozenie dla zdrowia i zycia ludzi na calym $wiecie. Powszechne
wystgpowanie L. monocytogenes w srodowisku powoduje, ze stosunkowo czesto jest ona
izolowana z zywno$ci oraz ze S$rodowiska produkcji zywnosci. Posiadane przez te
drobnoustroje mechanizmy przystosowawcze do niekorzystnych dla nich warunkéw
spotykanych w trakcie produkcji zywnosci, takich jak: chtodzenie, solenie, wedzenie czy
kiszenie sprzyjaja ich przetrwaniu i namnazaniu w produktach. Ponadto intensywnie
postepujgca globalizacja sektora spozywczego ulatwia rozprzestrzenianie sie¢ L.
monocytogenes w fancuchu zywnosciowym. W ostatnich latach w krajach Unii Europejskiej
obserwuje si¢ staly wzrost liczby przypadkow zachorowan ludzi wywotanych przez L.
monocytogenes. Przyktadowo w 2008 r. zanotowano 1425, a w 2016 r. juz 2536 przypadkow
listeriozy. Wigkszos¢ chorych wymaga hospitalizacji, a $miertelno$¢ wynosi ok. 16 % i jest
jedng z najwigkszych wsréd bakteryjnych zatru¢ pokarmowych ludzi w UE. Wszystko to
powoduje, ze L. monocytogenes stanowi niezmiernie istotny problem zaréwno dla organéw
odpowiedzialnych za ochrong zdrowia publicznego jak i dla producentéw zywnosci.

Konieczne jest zatem stale monitorowanie nie tylko wystepowania izolatow L.



monocytogenes W zywnosci, ale takze drég szerzenia si¢ tych patogenéw w ltancuchu
zywnosciowym. Obecnie jedynie analiza genotypowa daje mozliwo$é precyzyjnego
okreslenia Zrédfa kontaminacji i drég rozprzestrzeniania sie L. monocytogenes. Pomocna w
dochodzeniu epidemiologicznym jest roéwniez detekcja markeréw warunkujacych
chorobotworczos¢ i oporno$¢ na substancje przeciwdrobnoustrojowe, a takze czynnikow
determinujacych przetrwanie L. monocytogenes w zywnosci i $rodowisku produkcji
Zywnosci.

Badania dotyczace wystgpowania L. monocytogenes w zywnosci oraz oceny ich
zroznicowania genetycznego byty wezesniej prowadzone w Polsce, ale czesto miaty charakter
ograniczony do waskiej grupy produktéw spozywczych lub populacji bakterii, a jesli
podejmowano probe identyfikacji genotypowej izolatéw L. monocytogenes to zazwyczaj przy
zastosowaniu tylko jednej techniki genetycznej. Wciaz brak badan wieloptaszczyznowo
obejmujacych analize genotypows izolatow L. monocytogenes pochodzacych z szerokiej
gamy produktow zywnosciowych i srodowiska jej wytwarzania. Jedynie tego typu analiza
pozwala precyzyjnie okresli¢ zrodta i drogi rozprzestrzenia si¢ tych patogenéw w zywnosci, a
tym samym poprawi¢ bezpieczenstwo konsumentow, czym zajela si¢ Autorka pracy
doktorskiej.

Tematyka pracy doktorskiej mgr Moniki Kurpas obejmuje zatem aktualne i istotne
zagadnienia w obszarze ochrony zdrowia publicznego zwigzane z oceng zagrozenia dla
zdrowia konsumentéw powodowanego wystgpowaniem bakterii L. monocytogenes w gotowej
do spozycia zywnosci pochodzenia zwierzgcego oraz w srodowisku wytwarzania zywnosci.

We wstgpie pracy Doktorantka przedstawila aktualng systematyke bakterii z rodzaju
Listeria oraz szczeg6étowo opisata wystepowanie L. monocytogenes w srodowisku, u zwierzat
dzikich, gospodarskich oraz w zywnoéci, ze szczegdlnym uwzglednieniem produktow
spozywezych pochodzenia zwierzgcego przeznaczonych do bezposredniego spozycia.
Nastepnie omoéwita patogeneze listeriozy u ludzi, a takze metody identyfikacji i typowania
serologicznego L. monocytogenes. W dalszej czesci Autorka opisata wspdlczesne techniki
stosowane do typowania i réznicowania genetycznego izolatow L. monocytogenes, trafnie
podkreslajgc wady i zalety poszczegélnych technik. Nalezy podkresli¢, ze informacje zawarte
w kazdym podrozdziale wstepu s3 aktualne i zaprezentowane w przejrzysty sposob.
Niewatpliwg zaletg tej czesci pracy sa zamieszczone w niej ryciny syntetycznie obrazujace

omawiane zagadnienia.



W rozdziale ,,Cel badan” Autorka przedstawita gléwny cel pracy doktorskiej, ktérym
Jest charakterystyka izolatdow L. monocytogenes pochodzacych z zywnosci pochodzenia
zwierzgcego i srodowiska jej produkcji w Polsce. Nastgpnie w pieciu punktach wymienita
szczegOlowe zadania badawcze stuzace do realizacji glownego celu, ktérymi sa: (1)
okreslenie zréznicowania izolatoéw L. monocytogenes pochodzacych z migsnych produktow
surowych gotowych do spozycia, wedlin poddanych obrébee termicznej oraz z obszaréw
produkcji zywnosci, (2) ocena wrazliwosci izolatéw na substancje przeciwdrobnoustrojowe,
(3) okreslenie ich potencjatu chorobotworczego, (4) ocena pokrewienistwa filogenetycznego
badanych L. monocytogenes z izolatami pochodzacymi z przypadkéw klinicznych listeriozy
oraz (5) okreslenie potencjalu réznicujgcego metod genotypowych uzytych do typowania
molekularnego L. monocytogenes.

Rozdzial ,Materiat i metody”, skladajacy si¢ z dziewieciu podrozdziatow,
Doktorantka poswiecita na opis:

- sposobu pozyskiwania i doboru izolatéw L. monocytogenes do badan,

- serotypowania molekularnego izolatow przy zastosowaniu techniki PCR,

- 0znaczania opornosci izolatéw L. monocytogenes na substancje przeciwdrobnoustrojowe,

- wykrywania obecnosci gendéw wirulencji nalezacych do internalin oraz zawartych w wyspie
patogennosci LIPI-1 przy zastosowaniu technik multipleks PCR,

- genotypowania izolatow przy zastosowaniu technik: - PFGE, MLST i MVLST,

- przeprowadzenia sekwencjonowania genomu izolatow technika NGS oraz wykorzystania
uzyskanych sekwencji do analizy filogenetycznej L. monocytogenes metoda cgMLST, a takze
okreslenia obecnosci gendéw wirulencji oraz opornosci na czynniki s$rodowiskowe i
przeciwbakteryjne,

- metod zastosowanych do analizy statystycznej otrzymanych danych.

Metodyka zostata dobrze opisana i zaplanowana adekwatnie do zatozonego planu
badan. Zastosowano wiele nowoczesnych technik biologii molekularnej, co obrazuje bardzo
wysoki poziom badan zrealizowanych przez Doktorantkg. Drobnym niedociggnieciem jest
brak danych na temat uzytych pozytywnych kontroli w opisie techniki PCR zastosowanej do
serotypowania molekularnego izolatdow L. monocytogenes (podrozdziat 3.2.2). Ponadto
uwazam, iz dla wigkszej przejrzystosci pracy informacja umieszczona w podrozdziale pt.
»Analiza filogenetyczna L. monocytogenes z wykorzystaniem cgMLST” o wykorzystaniu
przez Doktorantk¢ 63 genoméw L. monocytogenes od pacjentéw z listeriozg powinna byé

podana takze na poczatku rozdziatu ,,Materialy”.
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W czgsci eksperymentalnej pracy mgr Monika Kurpas wykazata, ze sposréd 150
badanych izolatéw L. monocytogenes najwigcej nalezalo do serogrup molekularnych Ila
(48%) i llc (25% izolatéw). Szczepy nalezace do tych serogrup najczesciej notowane byty w
produktach surowych. Z kolei izolaty zaklasyfikowane do serogrup IIb i IVb najliczniej
wystepowaly, odpowiednio, w srodowisku produkcji zywnosci oraz w produktach poddanych
obrobce termicznej.

Oceniajgc lekoopornos¢ szczepdw L. monocytogenes stwierdzila, ze byty one oporne
na 3 substancje przeciwdrobnoustrojowe tj. daptomycyng (93% izolatow), oksacyline (53%) i
ceftriakson (35% izolatéw). Jednoczesna oporno$¢ na wszystkie trzy wymienione substancje
przeciwdrobnoustrojowe Doktorantka wykazata u 28% izolatow. Kolejne 28% izolatéw byto
opornych na dwie substancje, najczgsciej na daptomycyne i oksacyline,

Mgr Monika Kurpas badajac dystrybucj¢ genow wirulencji wykazala, ze analizowana
przez nig populacja bakterii L. monocytogenes posiada duzy potencjat chorobotwérczy, gdyz
obecnos$¢ gendw internalin (inld, inlB, inlC i inlJ) stwierdzila u wszystkich badanych
izolatow. Wigkszos¢ izolatow (96%) posiadato takze geny wirulencji nalezace do wyspy
patogennosci LIP-I (prfA4, plcA, plcB, hly, mpl oraz actA).

Analizujgc zroéznicowanie genetyczne przy zastosowaniu techniki PFGE, z uzyciem
dwoch enzymoéw restrykeyjnych, Autorka zaklasyfikowata badane izolaty L. monocytogenes
do 29 pulsotypéw. Najwigkszy poziom zréznicowania wykazata wsrdd izolatéw nalezacych
do serogrupy Ila (17 pulsotypéw), a najmniejszy w puli izolatéw z serogrupy Ilc (2
pulsotypy). Ponadto przeprowadzana przez Autorke analiza statystyczna wykazala, ze
najwigkszym podobienstwem genetycznym cechowaly sie izolaty pochodzace z produktow
surowych i ze Srodowiska produkcji zywnosci. Zastosowana przez Doktorantke technika
MLST wykazata takze duze zréznicowanie genetyczne populacji L. monocytogenes. Badane
150 izolatéw zaklasyfikowata do 24 typow sekwencyjnych, wsrod ktérych dominowaty ST9,
ST121 oraz ST8. Do tych typéw sekwencyjnych nalezaty izolaty zaréwno pozyskane z
zywnosci jak i ze srodowiska jej produkcji. Podobnie jak w przypadku réznicowania technika
PFGE wykonana analiza statystyczna wykazata, ze najwicksze podobiefistwo genetyczne
wystapito miedzy izolatami pochodzacymi z produktow surowych i ze srodowiska produkcji
zywnosci. Kolejna zastosowana przez Autorke technika réznicowania genetycznego MVLST
wykazata obecno$¢ 21 typoéw wirulencji (VT) wsrod ktorych przewazaly VT11, VT94 i
VT21. Podobnie jak w przypadku wynikéw uzyskanych w metodach PFGE i MLST izolaty
zaklasyfikowane do najbardziej licznych typéw VT pochodzity ze wszystkich badanych grup
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probek, a najwigkszym podobiefistwem genetycznym charakteryzowaly sie izolaty
pochodzace z produktéw surowych i ze $rodowiska wytwarzania zywnosci. Poréwnujac
potencjal réznicujacy zastosowanych technik genetycznych Autorka wykazata, na podstawie
wspotczynnika réznicowania Simpsona (SID), ze metody PFGE oraz MLST posiadaja
poréwnywalny potencjat réznicujacy i jest on statystycznie wyzszy niz techniki MVLST.

W kolejnym etapie badan mgr Monika Kurpas przeprowadzita sekwencjonowanie
genomu 40 wybranych izolatéw L. monocytogenes (16 z serogrupy IIb i 24 z IVb) i ocenita
ich zréznicowanie genetyczne metoda cgMLST. W badanej grupie zidentyfikowata 21 typow
cgMLST (CT). W puli izolatéw z serogrupy IIb najwiecej z nich nalezato do typu CT2323, a
wsrdd izolatdw z serogrupy IVb do typu CT375. Bardzo interesujaca czescig pracy
Doktorantki bylo oznaczenie podobiefistwa genetycznego, metodg cgMLST, powyzszych 40
izolatow L. monocytogenes ze szczepami wyizolowanymi od 0séb chorujacych na listerioze
w Polsce. W badaniach tych Doktorantka wykazala obecnosé izolatéw pochodzacych z
zywnosci 1 srodowiska jej wytwarzania bardzo blisko genetycznie spokrewnionych ze
szczepami L. monocytogenes wyizolowanymi od chorych, co jednoznacznie dowodzi, ze
zywnos¢ moze by¢ Zrodlem zakazenia ludzi.

Uzyskane sekwencje genomoéw 40 izolatéw L. monocytogenes Autorka analizowata
takze w kierunku obecnosci genéw wirulencji i genéw warunkujacych odpornosé na stres.
Wigkszo$¢ z izolatdw posiadato wszystkie badane przez Doktorantke geny wirulencii, co
wskazuje na ich wysoki potencjat patogenny. Niektore z izolatéw posiadaty takze geny
determinujace tolerancj¢ na chlorki benzalkoniowe, niskie pH i wysokie stezenie soli, co
umozliwia drobnoustrojom efektywniejsze przetrwanie w Zzywnosci i $rodowisku jej
produkcji.

Mgr Monika Kurpas analizujagc sekwencje genoméw izolatow L. monocytogenes w
czgsci z nich stwierdzita mutacje w genie in/B spowodowana delecja 141 nukleotydow.
Wplyw tej mutacji na funkcjonowanie biatka inlB dotychczas nie jest znany. Ponadto w
niektorych izolatach Autorka zidentyfikowata mutacje w genie inld, powodujaca powstanie
przedwczesnego kodonu STOP. Izolaty z tego typu mutacja byly wczesniej identyfikowane i
uwazane sg za mniej zjadliwe dla ludzi, poniewaz efektem mutacji jest powstanie skroconej

formy biatka inlA.



Podsumowujgc rozdziat ,,Wyniki” nalezy podkresli¢, ze wszystkie wyniki badan,
mimo ich mnogosci i czesto skomplikowanego charakteru zostaly przedstawione w sposéb
bardzo czytelny i uporzadkowany. Ponadto zostaly zilustrowane licznymi przejrzystymi
tabelami i wysokiej jakosci rycinami.

W rozdziale ,,Oméwienie wynikow” Doktorantka w sposob rzeczowy i dojrzaty
konfrontuje uzyskane wyniki badan wiasnych z dostgpna literaturg. Obszerna polemika
zawiera wiele trafnych stwierdzen i komentarzy. Autorka wyczerpujaco omawia wyniki pracy
odwotujac si¢ do aktualnej literatury przedmiotu. Pi$miennictwo zawiera 150
angloj¢zycznych pozycji literaturowych, w zdecydowanej wigkszosci opublikowanych po
2010 roku.

Wyniki badan wiasnych Autorka zebrata w postaci o$miu precyzyjnych i zwiezle
sformutowanych wnioskéw odpowiadajacych celom pracy. Na uwage zastuguje ogrom pracy
Autorki poswieconej na realizacj¢ i opisanie ocenianej dysertacji.

Najwazniejszym osiggnieciem recenzowanej pracy jest wykazanie duzego poziomu
zroznicowania genetycznego bakterii L. monocytogenes pochodzacych z zywnosci i
srodowiska jej produkcji oraz wskazanie na zalezno$¢ pomiedzy przynaleznoscia do
okreslonej serogrupy a zrédlem pochodzenia izolatu. Waznym osiggnieciem jest takze
identyfikacja izolatéw o tych samych genotypach w probkach pobieranych na przestrzeni
kilku lat, co wskazuje na rozprzestrzenienie i trwatos¢ niektorych klonéw L. monocytogenes
w tancuchu wytwarzania zywnosci. Ponadto Autorka wykazata, ze sposrod zastosowanych
przez nig technik typowania genetycznego, metody PFGE i MLST posiadaja wigkszy
potencjat réznicujagcy w porownaniu do techniki MVLST.

Istotnym osiggnigciem pracy jest rowniez wykazanie wysokiego podobienstwa
genetycznego pomiedzy izolatami L. monocytogenes wyosobnionymi z zywnosci i ze
srodowiska jej produkcji a szczepami pochodzacymi od pacjentow z listerioza w Polsce, co
jednoznacznie dowodzi, ze zywno$¢ moze byé¢ zrédlem zatrué¢ ludzi bakteriami L.
monocytogenes.

Wezesniejsze drobne krytyczne uwagi zawarte w recenzji w zadnym stopniu nie
umniejszajg bardzo wysokiej merytorycznej wartosci wynikow uzyskanych przez mgr
Monike Kurpas, a jedynie maja charakter porzadkowy.

Stwierdzam, ze rozprawa doktorska mgr Moniki Kurpas pt. ,.Zrdznicowanie
molekularne oraz oporno$¢ na substancje przeciwbakteryjne szczepéw  Listeria
monocytogenes pochodzacych z zywnosci oraz obszaréw produkeji zywnosci” odpowiada
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warunkom okreslonym w art. 13 Ustawy z dnia 14 marca 2003 roku o stopniach naukowych i
tytule naukowym oraz o stopniach i tytule naukowym w zakresie sztuki (Dz. U. z 2003 r. nr
65 poz. 595 z p6zn. zm.).

W oparciu o przedstawiong wyzej pozytywng ocen¢ przedktadam wniosek Wysokiej
Radzie Naukowej Panstwowego Instytutu Weterynaryjnego — Panstwowego Instytutu
Badawczego w Putawach o dopuszczenie mgr Moniki Kurpas do dalszych etapéw przewodu
doktorskiego.

Ze wzgledu na wysokg warto$¢ naukowg pracy, a szczegdlnie za unikalna w skali
kraju kompleksowa analiz¢ zroznicowania genetycznego bakterii L. monocytogenes
wystepujacych w taficuchu zywnosciowym przedktadam wniosek Wysokiej Radzie Naukowe;j
Panstwowego Instytutu Weterynaryjnego — Panstwowego Instytutu Badawczego w Putawach

0 wyrdznienie rozprawy doktorskiej mgr Moniki Kurpas.
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