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Ocena
pracy doktorskiej mgr Beaty Lachtary wykonanej w Zakladzie Higieny Zywnosci
Pochodzenia Zwierz¢cego Panstwowego Instytutu Weterynaryjnego - Panstwowego

Instytutu Badawczego w Pulawach

Tytut pracy ,,Charakterystyka genomu Listeria monocytogenes serogrup Ila i IVb
pochodzgcych z zywnosci oraz sSrodowiska jej produkcji”.

Promotor: prof. dr hab. Kinga Wieczorek
Promotor pomocniczy: dr Magdalena Lopatek
Podstawa formalna

Zgodnie z Uchwala Rady Naukowej Pafstwowego Instytutu Weterynaryjnego-
Panstwowego Instytutu Badawczego w Pulawach podjetej w dniu 24.04.2019r, zostalam
powotana na recenzenta w/w rozprawy doktorskiej. Badania zrealizowano w ramach projektu

F/116 ze srodkéw przeznaczonych na badania wtasne Funduszu PIW-PIB w Putawach .
Ocena formalna

Pracg doktorskg mgr Beaty Lachtary stanowi cykl trzech publikacji przegladowych o
tacznej wartosci IF 9,778 i dwoch artykuléw naukowych o wartosci IF 4,531 i 4,926 .
Sumaryczny IF prac wchodzacych w sklad rozprawy doktorskiej to 19,235, a liczba
uzyskanych punktéw wedlug roku opublikowania, zgodnie z wykazem czasopism MEiN
wyniosta 355. Tematyka rozprawy doktorskiej jest $cisle zwigzana z obszarem zainteresowan
naukowych realizowanych w grupie badawczej Zakladu Higieny Zywnosci Zwierzecego
Pochodzenia kierowanego przez prof. dr hab. Jacka Oska. Pani mgr Beata Lachtara miala

znaczacy udzial w: opracowywaniu koncepcji badan, analizie i opracowaniu wynikéw,



przygotowaniu manuskryptow i korekcie teksow przed wystaniem prac do§wiadczalnych do
druku. Jej udzial w opublikowaniu prac przegladowych polegat na: zrobieniu kwerendy i
zebraniu literatury, przygotowaniu manuskryptow, korekcie tekstow przed ich ostatecznym

opublikowaniem jak i uczestnictwie w koncepcji artykutow.

Recenzowana praca posiada klasyczny uklad , czyli wyodrebniony wstep, cel i zakres
pracy, material i metody, wyniki i wnioski . Wstep poprzedzony jest wykazem publikacji
skfadajgcych si¢ na rozprawe doktorska i wykazem uzywanych skrotéw, na koncu pracy

umieszczono streszczenie w jezyku polskim i angielskim
Ocena merytoryczna

Tytul rozprawy doktorskiej mgr Beaty Lachtary jest jasno sformulowany i
odzwierciedla tresci w niej zawarte. We wstgpie Doktorantka w bardzo obszerny i
wyczerpujacy sposob, w oparciu o aktualny stan wiedzy omawia kolejno zagadnienia dotyczace
wystepowanie listeriozy i jej negatywnych skutkow, tgcznie z przypadkami $miertelnymi u
ludzi. Zwraca uwagg na fakt powigzania zakazen z zywnoscig , szczegdlnie zywnos$ciag RTE.W
podrozdziatach wstepu omawia nastegpnie charakterystyke i klasyfikacj¢ L. monocytogenes , jej
wystgpowanie w srodowisku naturalnym a takze w Srodowisku przetwarzania zywnosci. W
dalszych podrozdziatach szczegétowo opisuje ogniska listeriozy wywolane przez zywnosé, nie
ograniczajac si¢ tylko do krajow Europejskich , oraz mechanizmy dziatania chorobotwérczego
tej bakterii. Nastgpne dwa zagadnienia omawiane przez Autorke Desertacji to : oméwienie
czynnikéw determinujacych przezywalnos¢ L.monocytogenes w niekorzystnych warunkach
srodowiskowych i wrazliwosci drobnoustroju na substancje przeciwbakteryjne . Wstep konczy

opis klasycznych i molekularnych metod typowania L.monocytogenes.

Doktorantka za gtéwne cele pracy uznata: charakterystyke genotypowa dwoch serogrup
llaiIVb L.monocytogenes pochodzacych z zywnosci i srodowiska , ich poréwnanie z innymi
szczepami pochodzacymi z podobnych Zrédet oraz okreslenie wrazliwosci badanych izolatow
L.monocyttodenes na wybrane substancje przeciwbakteryjne .Przedstawione cele miaty byé

zrealizowane w czterech etapach:

1. okreslenia r6znorodnosci genetycznej wyizolowanych szczepow,

2. oceny potencjalu chorobotworczego i zdolnosci przezywania w $rodowisku
produkcyjnym ,

3. ustalenia stopnia pokrewienistwa molekularnego pomiedzy izolatami w obrebie

serogrup,



4. zbadanie wrazliwosci badanych izolatow na wybrane substancje przeciwbakteryjne.

Materiat do badan stanowily szczepy L. monocytogenes wyizolowane z probek wedlin,
migsa surowego i Srodowiska produkcji zywnosci przez Zaklady Higieny Weterynaryjnej i
laboratoria zatwierdzone przez Gléwnego Lekarza Weterynarii z 14 wojewdédztw w latach
2013-2019. W sumie do badan wybrano 146 izolatéw serogrupy Ila i 137 serogrupy IVb. po
wczesniejszym oznaczeniu technikg multipleks PCR.

Na szczego6lne podkreslenie zastuguje obszerny zakres precyzyjnie zaplanowanych i
wykonanych metod badan  pozwalajacych na identyfikacje typéw sekwencyjnych i
komplekséw klonalnych bakterii. Pozyskane DNA szczepow L. monocytogenes i
sekwencjonowanie calego genomu metoda SANGERA dato mozliwo$é badania sekwencji i
wykrywania poszczegolnych genow, identyfikacji alleli i komplekséw klonalnych. Autorka
wykorzystujac technike MLST oraz cgMLST uzyskala zréznicowane profile klonalne
cgMLST, a uzycie oprogramowania BioNumerus pozwolilo Jej na przyporzadkowanie
izolatbw do podlinii klonalnych i opracowanie dendrograméw. Analize sekwencji
genomowych badanych L. monocytogenes wykonano ponadto z uzyciem dostepnych na
platformach BIGSdb-LM oraz Blast narzedzi bioinformatycznych identyfikujac geny
odpowiedzialne za inwazj¢ i przezywalno$¢ w komorkach gospodarza i geny warunkujace
opornos¢ na srodki dezynfekcyjne. Wszystkie wykorzystane w badaniach metody zostaty
szczegblowo opisane z uwzglednieniem danych pismiennictwa .

Wyniki przeprowadzonych badan mgr Beata Lachtara opisala na 17 stronach
maszynopisu na ktoérych zamiescita dodatkowo dziewigé rycin oraz 2 tabele. Rozdzial wyniki
podzielita Autorka na dwa podrozdziaty, pierwszy dotyczacy charakterystyki molekularne;
L. monocytogenes i drugi wrazliwosci badanych izolatow na czynniki przeciwbakteryijne.
Dokonujgc charakterystyki molekularnej serogrupy Ila opartej na technice MLST 146
szczepOw zakwalifikowata Doktorantka do 18 kompleksow klonalnych , z czego 93 nalezato
do jednego z trzech CC: CC155 ( n=33), CC121( n=32) , CC8 (n=28). Pozostale, zaliczono do
pigtnastu CC. Szczegélowo omawia zrédia pochodzenia izolatéw z tej grupy (mieso surowe,
wedliny, srodowisko produkcji zywnosci) i ich przynaleznosé do komplekséw klonalnych.
Biorac pod uwage typy sekwencyjne, dla grupy Ila wyréznila ich 21. Dla izolatow trzech
kompleksow klonalnych CC 121, 14 i 7 zidentyfikowala po dwa réznie typy sekwencyijne.
Podobny uklad przedstawiania wynikow zastosowata Doktorantka w opisie serogrupy IVb .
Dokonujgc charakterystyki molekularnej grupy opartej na technice MLST, przynaleznosé 137

zaliczyta jedynie do 3 kompleksow klonalnych . Wigkszo$¢ bo az 90 szczepéw nalezata do



CC2, pozostate zas do CC6 i CC1. We wszystkich trzech grupach CC stwierdzila obecnos¢
izolatdbw pochodzacych z trzech zrodel. Podobnie, we wszystkich trzech grupach wyodrebnita
dwa typy sekwencyjne. Analiz¢ sekwencji calego genomu Doktorantka przeprowadzita na 100
izolatach nalezacych do serogrupy Ila i 91 izolatach nalezacych do serogrupy IVb dokonujac
wezesniej selekcji na podstawie wystepowania kompleksow klonalnych, tak aby zapewni¢
reprezentatywnos¢ grupy i mozliwo$¢ poréwnania ze szczepami innego pochodzenia.
Wszystkie badane izolaty posiadaly geny wyspy patogennosci LIPI-1, ktéra zawiera sze$é
genéw wirulencji. Wykazano réznice w wystepowaniu pozostatych wysp : LIPI-2, LIPI-3 i
LIPI-4, poniewaz zaden z izolatow serogrupy Ila ich nie wykazywat. Gen inl4 odpowiedzialny
m.in. za tworzenie biofilmu przez L.monocytogenes wykryty zostal w 98 ze 100 izolatéw
nalezacych do grupy Ila z czego u 31 stwierdzono mutacje PMSC wzmagajaca jego tworzenia.
Co ciekawe, zaden z izolatéw zaklasyfikowanych do CC155 oraz CC8 nie wykazywal tej
mutacji, podobnie jak 91 izolatow L.monocytogenes nalezacych do serogrupy IVb. W dalszym
ciggu rozdziatu Doktorantka szczegblowo omawia wyniki analizy obecnosci genow
odpowiedzialnych za oporno$¢ wzgledem: czwartorzedowych zwigzkéw amonowych (QAC) ,
kadmu, arsenu , przezywalnosci w warunkach subletalnych , w srodowisku alkalicznym i
warunkach stresu oksydacyjnego. Kolejne wyniki oznaczen dotyczg identyfikacji profagow i
plazmidow. Sposréd 100 izolatéw nalezacych do serogrupy Ila w 64 zidentyfikowanych
zostato 11 réznych kompletnych sekwencj i profagowych, a najczeiciej izolowanym
plazmidem by} plazmid pLM5578 ktéry zidentyfikowano takze u 12 izolatéw serogrupy IVb
nalezagcych do CC2. W oparciu o profile cgMLST Autorka wygenerowata drzewa
filogenetyczne dla obu serogrup.i poszczegélnych complekséw L.monocytogenes . Rozdziat
wyniki w zamieszczonej tabeli 1 przedstawia zestawienie wystepowania opornosci izolatow
L.monocytogenes na dwa antybiotyki B laktamowe i jeden z grupy linkomycyn. Najwiecej
izolatdw z sergrupy Ila wykazato opornos¢ na Ceftriakson, 95 z 146 podobnie jak z serogrupy
IVb 126 z 137. W obrebie serogrupy Ila i IVb zdefiniowano odpowiednio 15 i 10 profili
wrazliwosci na $rodki przeciwdrobnoustrojowe zamieszczajac wyniki w tabeli 2 i 3. Opis
wynikow nie budzi zastrzezen, jest bardzo szczegélowy, a zamieszczone ryciny i tabele
znacznie utatwiajg ich podsumowanie.

Autorka sformutowata osiem obszernych wnioskow (chociaz bardziej mozna je nazwaé
podsumowaniem ), ktére znajduja pelne potwierdzenie w uzyskanych wynikach analiz .

Rozprawe doktorska konczy spis j literatury, przygotowany bardzo starannie. Wszystkie
pozycje cytowane w pracy sg odnotowane w pi$miennictwie. ROwniez streszczenie w jezyku

polskim i angielskim sg przygotowane bardzo starannie i nie budza zastrzezen.



Z obowigzku recenzenta chcialabym zwroci¢ uwage Doktorantki na pewne usterki i

sugestie:

1. W rozdziale materiaty i metody, podrozdziat pkt. 3.4. Oznaczanie wrazliwosci L.
monocyfogenes na substancje przeciwbakteryjne, = wymienia Pani metode
mikroroscieficzenn pozwalajaca na okreslenie MIC. W rozdziale wyniki brak jest
wynikéw z tych oznaczen i chociaz sg zamieszczone w aneksie w tabeli nr 2, to
jednak brakuje informacji jak ksztattuje si¢ to w poszczegdlnych serogrupach .

2. Szczepy L. monocytogenes izolowane byly z trzech zrédet wedlin, miesa i
srodowiska produkcji zywnosci . Wazne dla analizy zagrozen (wowczas mozliwos¢
praktycznego wykorzystania) bylyby dane dotyczace typu wedliny czy byly to
wedzonki, kietbasy, wedliny podrobowe , czy byly to wedliny trwate, péttrwate czy
surowe wedzone ?

3. Okreslenie uzyte w desertacji ,.$rodowisko wytwarzania zywnosci” jest bardzo
szerokie, czy byly to elementy bezposredniego kontaktu z produkowana zywnoscia
czy inne ?

4. Wykaz uzywanych skrotow znaczaco utatwia czytelnikowi przyswojenie tekstu ,
dobrze by bylo go uzupelni¢ o skroty CT i MIC a poniewaz wigkszo$é skrotow to
pierwsze litery nazw angielskich noze warto by byto oddzieli¢ dwa ktére sa w jezyku

polskim
Ocena koncowa

Wskazane przeze mnie pewne usterki nie pomniejszaja wartosci poznawczych i
aplikacyjnych pracy mgr Beaty Lachtary. Bardzo dobra znajomos¢ literatury dotyczaca
wybranej bakterii, obszerna wiedza w zakresie omawianych zagadnien, prawidlowe
zaplanowanie i przeprowadzenie skomplikowanych odznaczen z uzyciem dostepnych na
platformach BIGSdb-LM oraz Blast narzgdzi bioinformatycznych oraz poprawne
wnioskowanie $wiadcza o dobrym naukowym przygotowaniu Doktorantki. Pani mgr Beata
Lachtara zrealizowala postawione cele badawcze oraz wniosta nowe tresci poznawcze i
utylitarne do stanu wiedzy o L.momocytogenes . W $wietle powyzszej oceny formalnej i
merytorycznej oraz tresci pracy doktorskiej mgr Beaty Lachtary stwierdzam, ze przedstawiona
do recenzji rozprawa doktorska odpowiada wymogom stawianym rozprawom doktorskim
zgodnie z Rozporzadzeniem Ministra Nauki i Szkolnictwa Wyzszego z dnia 19 stycznia 2018r
w sprawie szczegélowego trybu i warunkéw przeprowadzania czynnosci w przewodzie

doktorskim, w postgpowaniu habilitacyjnym oraz w postgpowaniu o nadanie tytulu profesora



( Dz. U. 2018 poz. 261.) W zwiazku z powyzszym stawiam wniosek o przyjecie rozprawy
doktorskiej mgr Beaty Lachtary oraz dopuszczenie do dalszych etapéow przewodu
doktorskiego.

Biorgc pod uwage wszystkie elementy mojej oceny uwazam ze, recenzowana praca
zastuguje na wyréznienie Dyrektora Panstwowego Instytutu Weterynaryjnego -Panstwowego
Instytutu Badawczego w Pulawach bowiem wnosi istotny wklad w poznanie budowy genomu
dwoch serogrup Listeriii monocytogenes oraz opornosci na substancje przeciwbakteryjne i

niekorzystne warunki srodowiska.
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