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Recenzja pracy doktorskiej

Pani mgr Moniki Kurpas pt. ,,Zréoznicowanie molekularne oraz opornos¢ na
substancje przeciwbakteryjne szczepow Listeria monocytogenes
pochodzacych z zywnosci oraz z obszaréw produkcji zywnosci”, wykonanej
w Zaktadzie Higieny Zywnosci Pochodzenia Zwierzecego PIWet-PIB
w Putawach pod kierunkiem dr hab. Kingi Wieczorek prof. instytutu

Podstawa formalng wykonania recenzji jest pismo Przewodniczacego Komisji
Doktorskiej] Rady Naukowe] Panstwowego Instytutu Weterynaryjnego-Panstwowego
Instytutu Badawczego w Putawach Pana prof. dr. hab. Dariusza Bednarka z dnia
18.02.2020r. (BRN-410/2/20), powotujgce sie na Uchwate Rady Naukowej
Panstwowego Instytutu Weterynaryjnego-Panstwowego Instytutu Badawczego
w Putawach z dnia 26.10.2018r. powotujacg recenzentéw pracy doktorskiej mgr
Moniki Kurpas.

Oczekiwania wspotczesnego konsumenta dotyczg zywnosci o korzystnych
cechach sensorycznych i wysokiej warto$ci odzywczej, a przede wszystkim
bezpiecznej, wolnej od réznego rodzaju zagrozen fizycznych, chemicznych oraz
biologicznych w tym gtéwnie bakteriologicznych. Drobnoustroje izolowane z zywnosci
to mikroflora rozktadu, a takze mikroflora enteropatii pokarmowych, w ktérych Listeria
monocytogenes odgrywajg istotng role. Bakteria ta jest drobnoustrojem
ubikwitarnym. Stwierdza sie jg powszechnie w $rodowisku jak réwniez moze
wystepowac w zywnosci, a takze w Srodowisku jej wytwarzania. Wedtug danych
przedstawionych przez Europejski Urzad ds. Bezpieczenstwa Zywnosci (EFSA)
zaobserwowano znaczny wzrost liczby przypadkéw zachorowan wywotanych przez
L. monocytogenes i jednocze$nie odnotowano wysoki odsetek zakazen smiertelnych,
ktéry w latach 2013 — 2017 wahat sie od 13,8% do 17,7%. Takze w Polsce L.
monocytogenes jest jedng z gtéwnych przyczyn zatru¢ pokarmowych i wystepowania

listeriozy. Negatywna ocena sanitarno — weterynaryjna, a co za tym idzie wycofanie
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z obrotu zanieczyszczonej zywnosci czesto potgczonej z zamykaniem zaktadow

produkcyjnych niesie za sobg rowniez wymierne straty ekonomiczne.

Majac na wzgledzie wymienione wyze] kryteria bezpieczenstwa,
kryterium epidemiologiczne i epizootiologiczne, tematyka pracy doktorskiej Pani mgr
Moniki Kurpas dobrze wpisuje sie w ten problem i oceniam jg jako bardzo potrzebng
tak ze wzgledow poznawczych, a takze ze wzgledu na jej charakter aplikacyjny,
ukierunkowany na bezposrednie zastosowanie w szeroko pojetym procesie
rozpoznania sytuacji listeriozy w Polsce i postepowaniu epidemiologicznym. W mojej
ocenie tytut pracy zostat sformutowany zbyt ogodlnie. Uzyte w tytule okresinie
zywnos$¢ jest bardzo szerokim pojeciem. Praca dotyczy bowiem wybranych dwéch
grup wedlin i Srodowiska ich pozyskiwania.

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska zostata napisana zgodnie
z ogolnie przyjetymi zasadami i posiada klasyczny ukfad przyjety dla tego typu
opracowan. Praca skfada sie z 7 rozdziatdéw liczacych 150 stron tekstu zawierajgcego
35 tabel, 28 rycin i 150 pozycji piSmiennictwa. Prace rozpoczyna wykaz terminéw
i skrotow  uzytych  w tym opracowaniu oraz starannie zredagowane
i odzwierciedlajgce cato$¢ badan, streszczenia w jezyku polskim i angielskim.
Natomiast zamyka prace obszerny aneks, w ktérym uszczego6towiono dane z rozdziat
.,Materiat i metody” i ,Wyniki”

W obszernym, obejmujgcym bowiem 21 stron, wstepie Doktorantka przedstawita
w sposoOb bardzo rzeczowy, a rébwnoczesnie wyczerpujacy, obecny stan wiedzy na
temat L.monocytogenes i listeriozy. Przedstawiono klasyfikacje i charakterystyke
tego drobnoustroju oraz jego wystepowanie w $rodowisku ze szczegdlnym
uwzglednieniem gospodarstw hodowlanych i zwierzat wolno zyjacych, a takze
wystepowania L.monocytogenes w zywnosci i Srodowisku jej produkcji. W kolejnych
podrozdziatach  przedstawiono  chorobotwérczo$¢  omawianego  patogenu
charakteryzujgc patogeneze i epidemiologie listeriozy. Zgodnie z tematem pracy
ostatnig czeS¢ wstepu Doktorantka poswiecita identyfikacji L.monocytogenes
z uwzglednieniem badan serologicznych i genetycznych, a takze okreslenie jej
wrazliwosci na czynniki przeciwbakteryjne.
Zawarty we wstepie przeglad piSmiennictwa oraz jego zestawienie stwarzajg
wiasciwe tto dla badan wtasnych i wskazujg, ze Autorka dobrze przestudiowata

I przemyslata problem, w zakresie ktérego mieéci sie oceniana rozprawa. Na
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podkreslenie zastuguje fakt, ze cytowane publikacje (tacznie 150 pozycji) obejmujg
najnowsze zagraniczne jak i nieliczne krajowe prace, ktore S$cisle zwigzane sg
z tematem pracy i sg istotne dla poruszanych zagadnien. Zdecydowana wiekszosc to
prace z ostatnich lat, w tym takze prace z 2020 roku, ktére zostaty opublikowane
w jezyku angielskim. Z cytowanych pozycji literaturowych zdecydowana wiekszo$é
zostata opublikowana w renomowanych czasopismach znajdujgcych sie w wykazie
JCR i posiadajgcych niekiedy wysoki impact factor. Przeglad pi$miennictwa zawarty

we wstepie w petni stwarza podstawe do sformutowania celéw podjetych badan.

W drugim rozdziale podano gtéwny cel podjetych badan jakim byta
charakterystyka fenotypowa i molekularna  szczepoéw  L.monocytogenes
pochodzgcych z wedlin i $Srodowiska ich wytwarzania. Cel ten postanowiono
osiggna¢ poprzez:

- okreslenie zréznicowania L.monocytogenes izolowanych z wedlin surowych
I poddanych obrébce termicznej oraz pochodzgcych z obszaréw ich produkciji,
- ocene wrazliwos$ci izolatdw L.monocytogenes na substancje przeciwbakteryjne,
- okresSlenie potencjatu chorobotworczego izolowanych L.monocytogenes,
- ocene pokrewienstwa filogenetycznego badanych L.monocytogenes z izolatami,
pochodzgcymi z przypadkdw klinicznych listeriozy,
- okreslenie potencjatu réznicujacego metod genotypowych uzytych do typowania
molekularnego L.monocytogenes.
Cele i zatozenia dysertacji zostaty przedstawione w sposéb jasny i nie budzagcy
watpliwosci i sg w petni uzasadnione.

Uktad doswiadczen jest logiczny i dobrze przemys$lany. Przyjete metody sg
odpowiednie do realizacji celow, ktére wytyczyta sobie Autorka. Zaplanowanie czesci
eksperymentalnej pracy doktorskiej wymagato gruntownego przygotowania
teoretycznego. O ile izolaty L.monocytogenes zostaty pozyskane z laboratoriéw
Zaktadow Higieny Weterynaryjnej a ich diagnostyka oparta jest na standardowym
postepowaniu w laboratorium mikrobiologicznym, tak dalsze etapy badan,
a zwlaszcza badania genetyczne wymagaty duzego dos$wiadczenia, precyzji oraz
wiele czasu i wysitku. Podkresli¢ nalezy bardzo dobry dobér materiatu badawczego,
na ktéry sktadaty sie probki kietbas surowych miekkich typu metka i wedlin

poddanych obroébce termicznej gtdwnie wedzeniu i parzeniu. Uwzglednienie

Va2



w badaniach izolatbw L.monocytogenes pochodzgcych ze $rodowiska produkgji
wedlin uwazam za trafne ze wzgledu na postepowanie epidemiologiczne.

W opisie materialu badawczego jest pewna niescistos¢. Autorka pisze
o wykorzystaniu 150 izolatéw L.monocytogenes, a ich suma z dziesieciu wojewodztw
zgodnie z opisem na str. 42 wynosi 149. Po szczegdtowej analizie tab. 1 Aneksu
wynika, ze w badaniach uwzgledniono 69 szczepéw pochodzgcych z wojewddztwa
wielkopolskiego, a nie 68 jak podaje Autorka.

Szczegoblng uwage nalezy zwr6ci¢ na analize i opracowanie statystyczne
wynikow badan. Dobo6r metod analiz statystycznych i pomocnych w ich programéw

komputerowych jest odpowiedni.

Wyniki badan, zgodnie z celami jakie postawita sobie Autorka zostaly
przedstawione wedtug przedstawionego uktadu w o$miu etapach cho¢ typowanie
molekularne mozna bytoby przedstawi¢ jako jeden etap uwzgledniajacy
w podrozdziatach techniki PFGE, MLST i MVLST, a nastepnie podsumowujacy ten
etap badan podrozdziat poréwnujgcy te techniki i ich wykorzystanie do typowania
molekularnego L.monocytogenes. Otrzymane wyniki pierwszego etapu badan
dotyczace serotypowania molekularnego L.monocytogenes. zostaty przedstawione
w 2 tabelach, w ktérych Doktorantka podata przynalezno$¢ badanych 150 izolatow L.
monocytogenes do czterech grup: lla (48%szczepow), lic (25,3%), IVb (16%) i llb
(10,7%). W dalszych analizach wykazano zalezno$¢ pomiedzy przynaleznoscig do
okre$lonej serogrupy, a zrédtem pochodzenia szczepu.

W drugim etapie badan analizujgc oporno$¢ szczepdédw na substancji
przeciwbakteryjnych Doktorantka wykazata, opornos¢ na trzy z szesnastu substancji
przeciwbakteryjnych, a ponad 93% szczepéw wykazato oporno$¢ na daptomycyne
i ponad potowa na oksacyline. Wyniki te Autorka przedstawita na 3 rycinach oraz w 3
tabelach. Natomiast w drugiej czesci Aneksu zaprezentowano warto$ci minimalnego
stezenia hamujgcego, ktére poddano analizie poréwnawczej w zaleznosci od
serogrupy oraz od zrédta pochodzenia badanych izolatow.

Obecnosci gendéw wirulencji L.monocytogenes jest poswiecony trzeci etap
badan, w ktérym Doktorantka wykazata, ze geny internalin inlA, inIB, inIC ora inlJ,
byty obecne u wszystkich badanych szczepéw L.monocytogenes co sprawia, ze
mogg by¢ one patogenne dla cztowieka, ale jednocze$nie zidentyfikowano mutacje

genowe, ktére wptywaja na obnizenie potencjatu zjadliwosci szczepow.
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W kolejnej grupie badan charakteryzujacych, uzyte w doswiadczeniach
szczepy L.monocytogenes, wykorzystano trzy molekularne metody typowania:
PFGE, MLST i MVLST. Stosujgc odpowiednie parametry statystyczne, ktore
wykazaty, ze MLST i PFGE w poréwnaniu do MVLST charakteryzowaty sie wysokim
potencjatem rdéznicujgcym.

W ostatnim etapie prowadzonych badan, kierujgc sie kryteriami
zachorowalnoéci u ludzi i czesto$cig wystepowanie w badanych grupach produktow,
Doktorantka wybrata 40 izolatow L. monocytogenes nalezgcych do serogrupy lib
i IVb, na ktérych wykonata sekwencjonowanie catego genomu. Badania te pozwolity
na scharakteryzowanie tych szczepédw w kierunku cech genetycznych
odpowiedzialnych za  chorobotwérczo$¢ oraz oporno$¢ na  substancje
przeciwbakteryjne i czynniki sSrodowiskowe.

W rozdziale pigtym ,Omowienie wynikow” Doktorantka szczegétowo omawia
wyniki poszczegoélnych etapéw badan. Obszerna dyskusja wynikéw badan zawiera
trafne stwierdzenia i komentarze. Sposdb omowienia wynikéw badan w Swietle
zebranego i cytowanego pi$miennictwa dowodzi, ze Autorka posiada szeroki zakres
wiedzy co pozwolito Jej na skonfrontowanie swoich osiggnie¢ z badaniami innych
autoréw. Przy omawianiu wynikow Doktorantka wykazata sie duzg erudycjg
i podobnie jak we wstepie rozprawy, dobrg znajomoscig aktualnego pismiennictwa
zwigzanego z omawianym tematem. Autorka wykazata sie rowniez umiejetnoscia
krytycznej oceny wynikéw badan wtasnych, w $Swietle danych przedstawionych
w najnowszych, doniesieniach literaturowych.

Na podstawie uzyskanych wynikow badan Autorka wycigga uzasadnione
i logiczne wnioski — sg one przemyslane i jasno przedstawione. Osiem koncowych
wnioskow wskazuje, ze cel pracy zostat osiggniety, a jej rezultaty, moga znalez¢
praktyczne zastosowanie w analizowaniu ognisk listeriozy oraz drog
zanieczyszczenia zywnosci i Srodowiska bakteriami L.monocytogenes. W mojej opinii
wnioski 7 i 8 — jako podsumowujgce cato$¢ przeprowadzonych badan sg cennymi
wskazéwkami dla stuzb nadzorujgcych produkcje zywnosci zarédwno roslinnego jak
I zwierzecego pochodzenia.
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Spetniajgc obowigzek recenzenta musze wskazac takze na nieliczne uchybienia
redakcyjne.
- Tytutem podrozdziatu nie powinien by¢ wytacznie skrét, a tym bardziej
angielski, bowiem praca napisana jest w jezyku polskim ( rozdziat 3.2.6 oraz 3.2.7)
- str. 29, 8 wiersz od dotu — powinno by¢ (Miya i wsp., 2015) a nie 2019
- str. 49, 6 wiersz od géry — zmianie powinien ulec opis tab. 13
- str. 77, 9 wiersz od dotu — powinno by¢ — oparto o analize
- str. 89, 9 wiersz od géry — dwukrotnie napisano stowo ,zapis”
- str. 93, 5 wiersz od dotu — powinno by¢ — wytwarzane
- str. 98, 16 wiersz od dotu — powinno by¢ — z rezultatami
- str. 103, 16 wiersz od dotu — zmianie powinno ulec sformutowanie ,izolatow
klinicznych od ludzi”
- str. 109, 2 wiersz od gory — powinno by¢ — skoncentrowano si¢ na
Przedstawione uwagi, zarowno redakcyjne jak i stylistyczne oraz sugestie nie
rzutuja na warto$¢ merytoryczng ocenianej dysertacji i mogg by¢ usuniete przed
oddaniem pracy do druku, ktéra sugeruje opublikowaé w jezyku angielskim

W renomowanym czasopi$mie o wysokim wskazniki wptywow [F.

W ocenie ogdlnej, recenzowang dysertacje oceniam jako interesujaca i bardzo
wartosciowg pozycje, ktéra wnosi nowe istotne elementy poznawcze dotyczgce
samej bakterii jak i wywotanej przez nig choroby. Otworzyta ona nowe perspektywy
wykorzystania badan zwtaszcza typowania molekularnego technikami PFGE i MLST
oraz analiz molekularnych z wykorzystaniem metody NSG. Oceniana rozprawa
stanowi oryginalne, nowatorskie w skali kraju i nieliczne w $wiecie rozwigzanie, jakze
waznego z epidemiologicznego punktu widzenia problemu naukowego. Dysertacja
wykazata rowniez duzg wiedze teoretyczng Doktorantki, a takze Jej umiejetnosc
prowadzenia samodzielnej pracy naukowej. Oceniana dysertacja w moim
przekonaniu spetnia catkowicie wymogi stawiane pracom doktorskim w Swietle art. 13
Ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach i tytule naukowym oraz stopniach i tytule
w zakresie sztuki z pdzniejszymi zmianami (jednolity tekst: Dz. U. z 27 wrze$nia
2017r. poz. 1789)
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W zwigzku z powyzszym przedstawiam Wysokiej Komisji Doktorskiej Rady
Naukowej Panstwowego Instytutu Weterynaryjnego — Panstwowego Instytutu
Badawczego w Putawach wniosek o przyjecie rozprawy doktorskiej oraz
dopuszczenie jej Autorki Pani mgr Moniki Kurpas do dalszych etapow przewodu

doktorskiego.

Uwzgledniajac znaczgce dla nauki wartosci poznawcze wyptywajgce
z ocenianego opracowania, oraz mozliwos¢ ich zastosowania w nadzorach nad
produkcjg zywnosci, a takze zastosowania otrzymanych wynikéw w dochodzeniach
epidemiologicznych, uwazam, ze praca ta zastuguje na wyrdznienie przez

Dyrektora Panstwowego Instytutu Weterynaryjnego — Panstwowego Instytutu

KIEROWNIK KATEDRY

Badawczego w Putawach.
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