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24.04.2019r.

Zakazenia wywolywane przez szczepy Listeria monocytogenes zaliczane sa do jednych z najgrozniejszych
infekgcji u ludzi. Dane statystyczne z lat 2016-2021 wskazuja na ich powszechne wystepowanie w krajach UE,
Stanach Zjednoczonych, Azji, Australii i Afryce. Listerioza jest zaliczona do choréb odzwierzecych, a wg
najnowszych danych WHO wsréd wszystkich odzwierzgcych choréb p. pokarmowego, charakteryzuje si¢
najwyzszym odsetkiem hospitalizacji (95%) 1 $miertelnosci (13%).

Rezerwuarem szczep6w L. monocytogenes jest ptactwo wolnozyjace, gidwnie bazanty, kuropatwy,
perliczki oraz wréble. Ponad 95% przypadkow listeriozy u ludzi powodowanych jest spozyciem
zanieczyszczonej zywnosci szczegélnie wedzonych ryb, serow migkkich, produktéw mlecznych, owocow
morza, a takze poprzez bezposredni kontakt z zakazonymi i bezobjawowymi zwierzetami lub ich wydalinami.
Rozpowszechnione wystgpowanie pateczek Listeria stwarza ogromne trudno$ci w kontroli i eliminacji tego
patogenu. Wynika to chociazby ze zdolnosci zasiedlania zréznicowanych nisz i szczelin zlokalizowanych w
podtogach, Scianach oraz urzadzeniach wykorzystywanych do produkcji zywnosci. Bakterie L. monocytogenes
w celu zwigkszenia przezywalnosci w Srodowisku zewnetrznym funkcjonujg w postaci biofilmu,
wytwarzanego na réznych powierzchniach, co czyni je bardziej opornymi na srodki dezynfekcyjne, a takze
zwigksza ich stabilnos¢ na dziatanie niekorzystnych czynnikéw srodowiska zewnetrznego jak promieniowane
stoneczne, UV, pH, temperatura i wilgotnosé.

Rodzaj Listeria obejmuje obecnie 17 gatunkéw, wsrod ktorych najczesciej izolowanym sg szczepy L.
monocytogenes, stanowigce trzecig najczgstszg przyczyng zgondéw z powodu zatru¢ pokarmowych u ludzi.
Zakazenia wywolane przez L. monocytogenes sa szczeg6lnie powszechne w grupach ryzyka, takich jak kobiety
w cigzy, niemowleta, osoby starsze i ludzie z obnizong odpornoscia. Listerioza ze wzgledu na cigzki przebieg
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polaczeniu z amoksycyling, meropenu lub w potaczeniu z trimetoprimem. Inne leki z wyboru szczeg6lnie dla
kobiet w cigzy to erytromycyna, wankomycyna i trimetoprim/sulfametoksazol.

Istotnym problemem poza zdrowotnym konsekwencjami wywotanymi przez zakazenia L. monocytogenes
jest trudno$¢ w zwalczaniu infekcji, poniewaz bakterie cechuje wysoka oporno$é na antybiotyki. Wykazano,
ze u Listeria spp. gléwnym mechanizmem odpowiedzialnym za rozwdj antybiotykooporno$ci jest
pozyskiwanie ruchomych elementéw genetycznych np. samotransferowalnych, mobilizujgcych si¢ plazmidow
i transpozonéw koniugacyjnych, przenoszacych geny opornosci na przyklad przez bakterie z rodzaju
Enterococcus spp., Staphylococcus spp., Streptococcus spp., a takze pomiedzy gatunkami Listeria.
Mechanizmy te, zwane pompami efluksowymi, sg powigzane z wystepowaniem lekoopornosci L.
monocytogenes na fluorochinolony, makrolidy i cefotaksymy [Charpentier i Courvalin, 2018]. W wielu
przypadkach stabilno$¢ danego szczepu na okreslone warunki Srodowiskowe, jak tez oporno$¢ na
chemioterapeutyki moze wynika¢ z cech gatunkowych i serotypowych bakterii, co utrudnia nie tylko skuteczng
diagnostyke ale rowniez kontrole rozprzestrzeniania si¢ infekcji.

W S$wietle powszechnego zagrozenia infekcjami wywolywanymi przez szczepy L. monocytogenes, w
polaczeniu z wystepowaniem lekoopornosci bakterii, podjecie przez Doktorantke badan z zakresu
kompleksowe] genotypowe;j identyfikacji L. monocytogenes izolowanych z zywnosci oraz miejsc produkeji
zywnosci nalezy uzna¢ za w pelni aktualne i uzasadnione zardwno z poznawczego jak tez aplikacyjnego punktu
widzenia.

W przedstawionej do oceny pracy doktorskiej podjeto badania obejmujgce charakterystyke wystepowania
szczepdw L. monocytogenes nalezacych do serogrup Ila i IVb, pochodzacych z zywnosci oraz srodowiska jej
produkcji w kraju, a takze por6éwnanie ich z innymi szczepami z wykorzystaniem mig¢dzynarodowych baz
danych. Nalezy podkresli¢, ze badania byly prowadzone w oparciu o aktualnie obowigzujgce metody
diagnostyczne.

Przedstawiong do oceny dysertacje doktorskg stanowig 3 prace przegladowe:

A.l. Lachtara B., Wieczorek K., Osek J. Molekularne metody wykrywania Listeria monocytogenes w
zywnosci. Medycyna Weterynaryjna 2016, 72, 12-17

A.2. Osek J., Lachtara B., Wieczorek K. Listeria monocytogenes- How this pathogen survives in food-
production environments? Frontiers in Microbiology, 2022, 13, 866462

A.3. OseklJ., Lachtara B., Wieczorek K. Listeria monocytogenes in foods from culture identification to whole-
genome characteristics. Food Science and Nutrition, 2022, 1-30.

oraz 2 prace eksperymentalne

B.1. Lachtara B., Osek J., Wieczorek K. Molecular typing of Listeria monocytogenes IVb serogroup from
food and food production environments in Poland. Pathogens, 2021, 10, 482.



B.2. Lachtara B., Wieczorek K., Osek J. Genetic diversity and relationships of Listeria monocytogenes
serogroup Ila isolated in Poland. Microorganisms 2022, 10, 532.

Nalezy podkresli¢, ze wszystkie prace stanowigce dysertacje doktorskg zostaly opublikowane w
czasopismach wyszczeg6lnionych w Journal Citation Reports o wspotczynniku wptywu IF od 0,161 do 4,926
oraz punktacji MEiN od 15 do 100. Laczna liczba punktow MEIN jest réwna 355, natomiast sumaryczny IF
wynosi 19,235 i nalezy go uzna¢ za relatywnie wysoki w odniesieniu do pracy doktorskiej. W obu pracach
eksperymentalnych oraz jednej przegladowej Doktorantka jest pierwszym autorem, natomiast w pozostatych
dwoch przegladowych jest drugim autorem.

Do opracowane;j dysertacji Doktorantka dotaczyta rowniez wstep obejmujacy kompleksows charakterystyke
szczepOw Listeria, wykaz skrotéw, ogolny sumaryczny cel i zakres badan oraz pokrotce przedstawione
uzyskane w poszczeg6lnych publikacjach wyniki wraz z oméwieniem w postaci jednolitego tekstu w jezyku
polskim oraz 9 rycin i 3 tabel, opracowanych na potrzeby dysertacji doktorskiej. Na podstawie wynikéw
uzyskanych w pracach eksperymentalnych Doktorantka opracowata 8 wnioskéw stanowigcych konkluzje
zrealizowanych badan. Pracg konczy streszczenie w jezyku polskim i angielskim oraz wykaz 141 pozycji w
wigkszosci anglojezycznego pismiennictwa i aneks zawierajacy obszerng tabele nr 1 przedstawiajaca
informacje dotyczace miejsca pochodzenia izolatéw L. monocytogenes oraz tabele 2 zawierajacg wykaz,
zakres, a takze kryteria interpretacji badanych czynnikéw przeciwbakteryjnych. W celu usystematyzowania i
utatwienia czytelnosci dziela Autorka zamiescila spis tresci i wykaz skr6tow.

Uktad pracy jest zgodny z wymogami stawianymi pracom naukowym wykonywanym na stopien doktora
nauk weterynaryjnych. Obejmuje on przeglad piSmiennictwa, w ktérym Doktorantka przedstawia aktualny
stan wiedzy dotyczacej wystgpowania zakazen wywolywanych przez Listeria jak tez w zakresie ich
kompleksowej charakterystyki fenotypowe;j i molekularnej. Przedstawiony na 20 stronach maszynopisu wstep
jest zwigztym streszczeniem informacji zawartych w zalaczonych publikacjach przeglagdowych, dotyczacych
charakterystyki i rdznicowania szczepéw L. monocytogenes oraz wyksztatcanych mechanizméw obronnych
jak biofilm i lekooporno$¢, warunkujacych ich przezywalno$¢ w niekorzystnie zmienionych warunkach
srodowiska. W mojej ocenie jest to poprawna analiza pismiennictwa bedgcego inspiracjg do podijecia badan
bedgcych tematem zrealizowanej pracy doktorskiej, $wiadczaca o bardzo dobrym przygotowaniu
merytorycznym Doktorantki. W tej czgsci pracy Autorka skupita si¢ na ogdlnej charakterystyce szczepéw L.
monocyfogenes jako drobnoustroju zoonotycznego uczestniczgcego w etiopatogenezie zakazen
wywolywanych u ludzi. W dalszej czgsci prezentuje Ona kompleksowa charakterystyke metod klasyfikacji
tego drobnoustroju wraz z podzialem na serogrupy oraz linie filogenetyczne, do ktorych przyporzadkowuije
okreslone serotypy bakterii. W kolejnym podrozdziale Autorka przedstawia zakres wystgpowania szczepéw
Listeria w $rodowisku naturalnym, Srodowiskach utrzymania zwierzat oraz miejscach produkcji zywnosci,
podkreslajac trudnosci w eliminacji patogenéw z uwagi na bardzo wysokie powinowactwo do zréznicowanych
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powierzchni, szczegdlnie trudno dostgpnych miejsc. W kolejnych podrozdziatach wstepu skupia si¢ na
szczegbtowym omowieniu aktualnie dostgpnych danych z zakresu prewalencji drobnoustroju w produktach
zywnosciowych w poszczegolnych krajach na $wiecie, jak tez charakterystyce ognisk zakazen listerioza.
Przedstawione przez Doktorantke informacje zostaty poparte aktualnym pismiennictwem z zakresu izolacji i
identyfikacji L. monocytogenes jak rdbwniez zakresem i czestotliwoscig diagnozowania infekcji w krajach UE,
Azji, Afryce, Australii i Stanach Zjednoczonych. Jest to bardzo wartosciowa analiza pi$miennictwa,
pozwalajaca na zrozumienie skali problemu jakim sg zagrozenia wywotywane przez L. monocytogenes. Chcac
przyblizy¢ problem dotyczacy kontroli i eliminacji bakterii, w dalszej czesci Doktorantka prezentuje
szczegdtowo mechanizmy chorobotworczosci oraz czynniki warunkujgce przezywalno$¢ L. monocytogenes w
zréznicowanych $rodowiskach. Bardzo waznym elementem charakterystyki jest przedstawienie danych
typowania molekularnego, ktore stanowi podstawe do roznicowania szczepéw w obrebie gatunku, pozwalajgc
jednoczesnie na okreslenie podobiefistwa izolatow, co ma istotne znaczenie w charakterystyce
epidemiologicznej w ocenie Zrodta zanieczyszczenia produktow zywnosciowych. Autorka skupita si¢ glownie
na charakterystyce wykorzystania technik sekwencjonowania w tym MLST (multi locus sequence typing) oraz
HTS (high throughput sequencing), jako najbardziej rozpowszechnionych w diagnostyce. Uzupelnieniem tych
informacji sa trzy prace przegladowe wiaczone do dysertacji doktorskiej (A.1, A.2, A.3), opublikowane w
czasopismach z JCR, z czego w jednej Autorka jest pierwszym autorem i Jej udziat wynosi 70%, natomiast w
dwdch pozostatych jest drugim autorem przy udziale po 40%.

Rozdziat ,,Cel i zakres pracy” przedstawiono bardzo syntetycznie, bez powtarzania informacji zawartych we
wstepie. Doktorantka sformutowata podstawowy cel badawczy, ktorym byta charakterystyka genotypowa L.
monocytogenes nalezacych do serogrup Ila i IVb, pochodzacych z zywnosci i srodowiska jej produkcji w
Polsce oraz poréwnanie ich ze szczepami zawartymi w miedzynarodowych bazach danych. Autorka w oparciu
o zalgczone publikacje eksperymentalne stanowigce prace doktorskg zawarta rowniez cztery cele szczegotowe,
w obrebie ktorych zaplanowata typowanie molekularne oraz okreslenie stopnia réznorodnosci genetycznej
badanych izolatéw; oceng potencjatu chorobotworczego i przezywalnosci w srodowisku produkcji Zzywnosci
bakterii na podstawie analizy genomu; okreslenie stopnia podobienstwa molekularnego pomiedzy izolatami w
obrebie poszczegdlnych serogrup oraz pomiedzy szczepami dostepnymi w migdzynarodowych bazach danych,
a takze oznaczenie lekowrazliwosci szczepéw na wybrane srodki przeciwbakteryjne
W mojej ocenie stwierdzenie zawarte w celu gtéwnym cyt. ,,Ponadto okreslano wrazliwo$¢ badanych L.
monocytogenes na wybrane substancje przeciwbakteryjne” stanowi powtdrzenie ostatniego celu
szczegbélowego 1 z powodzeniem mozna je usungc.

Oceniajac metodyke badan wykorzystanych w dysertacji doktorskiej, ktérg poza opisem w publikacjach B.1
i B.2 Doktorantka dodatkowo zamiescita w skrécie rozdzialu ,,Materiat i metody” przedstawionych na 4

stronach wydruku komputerowego, nalezy podkresli¢ precyzyjne przedstawiony zakres zaplanowanych w
4



poszczegllnych etapach badan. W pierwszej czesci Autorka precyzyjnie przedstawia opis pozyskiwania
materialu, a nastgpnie prezentuje zakres badan molekularnych wykorzystanych do oznaczenia serogrup
badanych szczepéw technikami PCR, identyfikacji typéw sekwencyjnych i kompleks6w lokalnych na
podstawie analizy sekwencji poszczeg6lnych genow, a takze identyfikacji alleli i komplekséw klonalnych z
wykorzystaniem bazy pubMLST. Szczegélowy opis metodyki zostat zawarty w publikacjach B.1i B.2.1 tej
na podstawie jestem przekonana, ze Doktorantka bardzo dobrze opanowata wykorzystywany w pracy warsztat
badawczy, na co wskazuje opis technik pozyskiwania i analizy badanego materiatu genetycznego. Opis
zastosowanych technik nie budzi zastrzezen, a forma przedstawienia umozliwia ich powtdrzenie oraz
konfrontacj¢ z wynikami uzyskanymi przez innych autoréw.

Doktorantka uzyskane podczas realizacji pracy doktorskiej wyniki opublikowata w postaci dwoch prac
eksperymentalnych B.1 i B.2 stanowigcych dysertacj¢ doktorska oraz zawarta w rozdziale ,,Wyniki” w czedci
opisowej pracy. W celu przyblizenia uzyskanych rezultatow dotyczacych prewalencji badanych szczepéw
zaliczonych do typéw ST i CC przy pomocy amplifikacji i sekwencjonowania w badanych produktach,
Autorka wykorzystata forme¢ graficzng i opisows. Na podstawie analizy MLST zakwalifikowala Ona badane
szczepy serogrupy Ila w wigkszosci do 18 kompleksow klonalnych CC. Przy czym najczesciej wystepujgcymi
szczepami izolowanymi z migsa surowego byl CC155, natomiast w przypadku wedlin byly to szczepy
zakwalifikowane jako CC121 i CC8. W przypadku szczepéw pozyskanych ze srodowiska produkeji zywnosci
najczescie] wystepujacymi byly szczepy nalezace do CC155, CC8 oraz CC121.

Analiza typu sekwencyjnego ST pozwolita wyodrebnic 21 typéw sekwencyjnych, jakkolwiek wiekszosé z
nich pokrywata si¢ z numerami uzyskanymi na podstawie klasyfikacji do odpowiadajgcych im szczepéw CC.
W przypadku szczepéw L. monocytogenes zaliczonych do serogrupy IVb, Doktorantka wykazata trzy
kompleksy klonalne CC2, CC6 oraz CC1, ktore wystgpowaly we wszystkich badanych zrédtach pochodzenia,
czyli migsa, wedlin oraz srodowiska produkcji zywnosci. Na podstawie kompleksowej analizy badanych
izolatow Doktorantka wybrata do sekwencjonowania genomowego (WGS) 191 szczepéw, w tym 100
nalezacych do serogrupy Ila oraz 91 z serogrupy IVb, a przeprowadzona analiza molekularna pozwolita
wykaza¢ istotne zrdznicowanie szczepéw w obrebie typow cgMLST (CT), co zostalo przedstawione w
publikacji B.2. Przeprowadzone badania pozwolily takze na potwierdzenie wystepowania zréznicowanych
genéw opornosci i wirulencji wsréd badanych izolatow oraz ich korelacje w zakresie zwigkszonej
patogennosci, przezywalnosci i opornosei na czynniki antybakteryjne w tym $rodowiskowe i chemiczne.
Doktorantka potwierdzita wystepowanie u znacznego odsetka szczepdéw genéw warunkujgcych zwiekszong
patogennos¢ (LIPI-1) oraz markerdw uczestniczacych w tworzeniu biofilmu (inld) i cad4l, SSI-1 i SSI-2
warunkujgcych zwigkszong przezywalno$¢ w zmienionych na niekorzy$¢ warunkach srodowiska. Wszystkie
wyniki zostaty przedstawione w postaci rycin i tabel m.in. w publikacji B.1 oraz omdwione w czgsci opisowej

pracy doktorskiej. W koncowej czgsci rozdzialu Autorka przedstawita oméwienie wynikow w zakresie
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wystepowania genow wirulencji na podstawie analizy sekwencji profagowych i plazmidowych, okreslenia
wzajemnego pokrewienstwa molekularnego badanych szczepéw m.in. z wykorzystaniem drzewa
filogenetycznego typu MST. Korzystnym elementem tej czgsci pracy byta rowniez analiza wrazliwosci
szczepOow na wybrane czynniki antybakteryjne, ktora potwierdzita wystepowanie wysokiego odsetka szczepow
opornych na ceftriakson >60-80%, oksacyling >40-60% oraz klindamycyne 8-25% w zaleznosci od serotypu
odpowiednio Ila i IVb. Szczegblowe rezultaty uzyskane w ocenie profilow lekoopornosci szczepdéw L.
monocytogenes zostaly przedstawione w postaci rycin i odpowiadajgcych im tabel, chociaz w mojej ocenie
tabele 2 1 3 mozna bylo polaczy¢ w jedna, co utatwitoby analize porownawczg uzyskanych profilow dla
szczepOw serogrupy Ila i I'Vb.

Zastosowanie przez Doktorantke¢ tak wielu molekularnych metod analitycznych opartych o
sekwencjonowanie 1 analize bioinformatyczng, umozliwito precyzyjng identyfikacje oraz charakterystyke
izolatéw L. monocytogenes 1 jest niewatpliwie potwierdzeniem Jej ogromnej wiedzy merytorycznej, jak tez
doswiadczenia zdobytego podczas realizacji badan, co oceniam bardzo pozytywnie. Na podkreslenie zastuguje
fakt, ze Autorka powiazala opis wynikow czgsciowo z ich omowieniem, co podkresla dojrzatos¢ edytorska
Pani mgr Beaty Lachtary i jest dobrym wskaznikiem dla Jej dalszego rozwoju naukowego.

Przedstawiony skrécony opis badan jak tez rozdziaty dyskusja zawarte w pracach eksperymentalnych B.1 i
B.2 stanowig poprawng analize wynikow, w konfrontacji z danymi piSmiennictwa. Autorka, ustosunkowuje
si¢ do analizowanych wynikéw i w sposob czytelny komentuje wilasne osiggniecia, przeprowadzajac
podsumowania 1 sugestie dotyczgce znaczenia uzyskanych wynikow badan, co potwierdza dobrg znajomosé
badanych zagadnien bedgcych przedmiotem rozprawy doktorskiej.

Uzyskane w dysertacji wyniki pozwolity na sformutowanie 8 wnioskéw zawierajacych cato$¢ zagadnien
yjetych w przedstawionej do recenzji pracy. We wnioskach, Doktorantka wskazuje na istotne zréznicowanie
genotypowe w obrebie badanych izolatdow L. monocytogenes, szczegélnie w serogrupie Ila. Autorka
potwierdzila réwniez brak wysp patogennosci LIPI-2, LIPI-3 oraz LIPI-4 wsrod izolatéw nalezacych do
serogrupy Ila, a takze w niektorych przypadkach mutacje w genie inl4 odpowiedzialnego za potencjat
wirulencji bakterii.

We wniosku trzecim Doktorantka poprzez wykazanie pelnej sekwencji genu inl4 oraz obecnosci wysp
patogennosci LIPI-3 wsrdd szczepdw nalezgcych do serogrupy IVb, wskazuje na ich wysoki potencjat
wywotywania zakazen u ludzi. Potwierdzila takze zdecydowanie wyzszy poziom przystosowania do
przetrwania w zmienionych na niekorzy$¢ warunkow zewngtrznych wsrod szczepdw nalezacych do serogrupy
ITa. Natomiast wniosek nr 5 zawiera informacje o genetycznym przystosowaniu badanych szczepéw do
wymiany genow m.in. opornosci na podstawie obecnosci tzw. ruchomych elementéw genetycznych profagéow
i plazmidéw. W széstym wniosku Autorka wskazuje, na bardzo bliskie pokrewienistwo molekularne badanych

izolatéw pozyskiwanych przez ostatnie kilka lat, co jak sugeruje moze by¢ efektem zdolnosci dtugotrwatego
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ich utrzymywania w §rodowiskach. W kolejnym wniosku Doktorantka odnoszac si¢ do analizy porownawczej
badanych szczepéw nalezacych do serogrupy IVb wskazuje jednoczesnie, ze zwigkszona zywotnos¢ tych
szczepdw moze przyczyniac si¢ do zwigkszonej zakaznosci u ludzi. W mojej ocenie w/w wniosek nie wnosi
nowych informagcji, ktore Doktorantka zawarta we wniosku nr 3 i 6 1 mozna z powodzeniem go usung¢. W
ostatnim wniosku Autorka konkluduje wystepowanie wrazliwosci badanych szczepéw na wiekszos¢
stosowanych w leczeniu chemioterapeutykéw, wskazujac jednoczesnie na obecno$¢ znacznego odsetka
szczepdw opornych na ceftriakson, oksacyling oraz klindamycyne, u ktorych potwierdzono réwniez obecnos¢
gendéw warunkujacych lekoopornosé.

Rozdziat ,,Pismiennictwo™ zostat zaprezentowany na 10 stronach wydruku komputerowego i zawiera 141
pozycji w wigkszosci aktualnego pismiennictwa, ktére zostato wlaczone do publikacji wchodzacych w sklad
dysertacji doktorskiej.

Pod wzgledem merytorycznym badania zostaty ocenione przez niezaleznych Recenzentéw, czego efektem
jest ich opublikowanie w czasopismach miedzynarodowych wyszczegdlnionych w JCR o znacznym IF. Z
obowigzku Recenzenta, w przedstawionej recenzji dodatam niewielkie komentarze, ktére przyczynig sie do
podniesienia warto$ci szczeg6lnie czgéci opisowej dysertacji.

Reasumujgc stwierdzam, ze przedlozona do recenzji dysertacja doktorska Pani mgr Beaty Lachtary
odpowiada warunkom okreslonym w art.13 ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule
naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. nr 65, poz. 595, z pdézn. zm.), w zwigzku z
art.179 ust.3 Ustawy z dnia 3 lipca 2018r z p6zn. zm., co upowaznia mnie do przedlozenia wniosku Wysokiej
Radzie Naukowej Panstwowego Instytutu Weterynaryjnego- Panstwowego Instytutu Badawczego w
Putawach, o przyjecie rozprawy i dopuszczenie Pani mgr Beaty Lachtary do dalszych etapéw przewodu
doktorskiego.

Jednoczesnie majac na uwadze wysoka wartos¢ merytoryczng prowadzonych badan, jak rowniez
niekwestionowany aspekt naukowy i aplikacyjny wnioskuj¢ o wyr6znienie Pani mgr Beaty Lachtary stosowng
nagroda na wyr6zniajgcg si¢ rozprawe doktorska.



