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RECENZIJA

osiggni¢cia naukowego bedgcego podstawa do ubiegania si¢ o stopien doktora
habilitowanego oraz caloksztaltu dorobku naukowego, dydaktycznego i organizacyjnego
dr Tomasza Grendy, adiunkta w Zakladzie Higieny Pasz, PTWet-PIB w Pulawach.

Przedstawiong ponizej recenzj¢ opracowalam na podstawie nastepujacych dokumentow:

1.

PE NS

uwierzytelnionej kopii dokumentu potwierdzajacego posiadanie stopnia doktora nauk
weterynaryjnych;

autoreferatu w jezyku polskim;

o$wiadczeniu wspoétautorow prac stanowigcych jednotematyczny cykl publikacji;
kopie publikacji (7) stanowigcy jednoznaczny zbior publikacji;

wilasnej wiedzy na temat badan prowadzonych przez Dysertanta.

Wedlug mojej oceny, otrzymane materialy, sa zgodne z wymaganiami na podstawie art. 221
ust. 10 ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2021 r.
poz. 478 ze zm.).

Podstawa wykonania

Przyczynkiem do wykonania niniejszej recenzji, jest uchowata Nr 6/2023 Rady Naukowej

Panstwowego Instytutu Weterynaryjnego - Panstwowego Instytutu Badawczego w Putawach,

z dnia 08 marca 2023 r., o powotaniu mnie na recenzenta w postgpowaniu habilitacyjnym dr.

Tomasza Grendy, w dziedzinie nauk rolniczych, w dyscyplinie weterynaria.



Podstawowe informacje o Kandydacie

Pan dr Tomasz Grenda urodzit sie 1 stycznia 1982 r. w Lublinie. Ukonczyl studia
podyplomowe: ,,Zarzadzanie Jakoscig w produkcji zywnos$ci”, na Akademii Rolniczej w
Lublinie (obecnie: Uniwersytet Przyrodniczy w Lublinie) w 2007 r. W tym samym roku 2007,
dr. Tomasz Grenda na Wydziale Nauk o Zywnosci i Biotechnologii, Akademii Rolniczej w
Lublinie (obecnie: Uniwersytet Przyrodniczy w Lublinie) obronit prace magisterska (mgr inz.
technologii zywnosci i Zywienia cztowieka, specjalnoéé: biochemia i biotechnologia zywnosci)
pt. ,,Porownanie dwoch metod Srutowania stodu browarniczego w czasie produkcji brzeczki
piwnej”. W 2011 roku dr Tomasz Grenda uzyskat stopien doktora - nauk weterynaryjnych na
podstawie przedlozonej dysertacji pod tytutem - ,Wykrywanie Clostridium botulinum w
paszach i Zywnosci metodami biologii molekularnej”. W latach 2011 — 2012 dr Tomasz Grenda
byl zatrudniony na stanowisku specjalisty inZynieryjno - technicznego w Zakladzie Higieny
Pasz w Pafstwowym Instytucie Weterynaryjnym - Panstwowym Instytucie Badawczym
(PIWet-PIB) w Putawach. Po uzyskaniu stopnia doktora, Habilitant w latach 2012 — 2014 zostat
zatrudniony w Zaktadzie Higieny Pasz, PIWet-PIB w Pulawach na stanowisku glownego
specjalisty badawczo — technicznego. W 2014 roku, réwniez w Zakladzie Higieny Pasz, PIWet-
PIB w Putawach przeszedt na stanowisko adiunkta, gdzie pracuje do chwili obecnej. Po dwéch
latach (04.04.2016 — 03.10.2016 r.), od momentu zatrudnienia na stanowisku adiunkta dr
Tomasz Grenda odbyt najpierw szesciomiesigczny zagraniczny staz podoktorski — w Institute
of Food Research, Norwich Research Park, Colney, Norwich NR4 7UA, Wielka Brytania, a
nastepnie w 2019 roku (07.05.2019 — 07.08.2019), trzymiesigczny zagraniczny staz
podoktorski w Soil and Water Research Infrastructure, Biology Centre CAS Na Sadkach 7, 370
05 Ceské Budé&jovice, Czechy.

Ocena osiggnigcia naukowego

Problematyka badawcza, ktéra zostala podjeta przez dr Tomasza Grende dotyczy przede
wszystkim badan, miedzy innymi nad oceng wystgpowania Clostridium spp. zwlaszcza C,
botulinum i C. perfringens w probkach zywnosci pochodzacych od polskich producentéw oraz
obecnosci tych patogenéw w miodach pochodzacych z polskich i kazachskich pasiek. Podobne
badania naukowe wykonano badajgc stopien zanieczyszczef przez Clostridium spp., w
szczegolnodci C. botulinum i inne potencjalne patogenne szczepy tego rodzaju w paszach z
dodatkiem nowych materiatow paszowych typu IPAP (Insect Processed Animal Proteins —

przetworzone biatko zwierzece pochodzenia owadziego). Prace objely rdwniez



W sklad osiagnigcia wchodza nastepujace publikacje:

H1. Grenda T.*, Grabczak M., Kwiatek K., Bober, A. Prevalence of C. botulinum and C.
perfringens spores in food products available on Polish market. J Vet Res 2017, 61(3) 287-
291. https://doi.org/10.1515/jvetres-2017-0038. Praca oryginalna
* - autor korespondencyjny
IF=0,811; punkty MEiN (wczesniej MNiSW)= 20; liczba cytowan bez autocytowan (Web
of Science) — 8

H2. Grenda T.*, Grabczak M., Sieradzki Z., Kwiatek K., Pohorecka K., Skubida M., Bober
A.: Clostridium botulinum spores in Polish honey samples. J Vet Sci 2018, 19(5), 635-642.
https://doi.org/10.4142/jvs.2018.19.5.635. Praca oryginalna

* - autor korespondencyjny
IF=1,503; punkty MEiN=30; liczba cytowan bez autocytowar (Web of Science) — 7

H3. Grenda T.*, Grabczak M., Goldsztejn M., Koziel N., Kwiatek K., Pohorecka K., Skubida
M., Bober A. Clostridium perfringens spores in Polish honey samples. J Vet Res 2018, 62(3),
281-284. https://doi.org/10.2478/jvetres-2018-0040. Praca oryginalna
* - autor korespondencyjny
IF=0,829; punkty MEiN= 20; liczba cytowan bez autocytowan (Web of Science) — 3

H4. Maikanov B., MustafinaR., Auteleyeva L., Wisniewski J., Anusz K., Grenda T.*, Kwiatek
K., Goldsztejn M., Grabczak M. Clostridium botulinum and Clostridium perfringens
Occurrence in  Kazakh Honey Samples. Toxins. 2019; 11(8):472 (s.1-14).
https://doi.org/10.3390/toxins11080472. Praca oryginalna
* - autor korespondencyjny
IF=3,531; punkty MEiN=100; liczba cytowan bez autocytowan (Web of Science) — 12

HS. Grenda T.*, Kwiatek K, Goldsztejn M, Sapala M, Koziet N, Domaradzki P. Clostridia in
Insect Processed Animal Proteins—Is an Epidemiological Problem Possible? Agriculture.
2021; 11(3):270 (s.1-21). https://doi.org/10.33 90/agriculture11030270. Praca oryginalna
* - autor korespondencyjny
[F=3,408; punkty MEiN=100; liczba cytowan bez autocytowan — 2

H6. Grenda T.*, Kwiatek K., Goldsztejn M. Botulizm bydla — niedoceniony problem
epidemiologiczny. Med. Weter. 2020, 76 (11), 615-620. DOI:
dx.do1.org/10.21521/mw.6456. Praca przegladowa
* - autor korespondencyjny
IF=0,383; MEiN=70 pkt; liczba cytowan bez autocytowan (Web of Science) — 0

H7. Grenda T.*, Goldsztejn,M., Kwiatek,K., Kozak,B., Grenda,A. Animal botulism in Poland
— laboratory and epidemiological investigations. J Vet Res 2022, 66, 189-197, 2022, DOI:
10.2478/jvetres-2022-0026. Praca oryginalna
* - autor korespondencyjny
IF= 2.058; punkty MEiN=140; liczba cytowan bez autocytowan (Web of Science) — 0

Sumaryczny IF tych 7 publikacji wynosi 12,523, a lgczna liczba punktéw wg Ministerstwa

Nauki i Szkolnictwa Wyzszego (MEiN) wynosi 480. Prace sg zespolowe, w ktorych Dysertant

jest pierwszym autorem, wspotautorem, ale zawsze autorem korespondencyjnym. Pozostali
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wspotautorzy ztozyli o§wiadczenia, w ktorym potwierdzaja, ze udzial dr Tomasza Grendy byt
istotny i pierwszoplanowy podczas kolejnych cykli wydawniczych artykuhu.

Dorobek naukowy dr Tomasza Grendy, ktéry zostal przedstawiony w siedmiu wyzej
wymienionych pracach jest istotny, jednolity i ukierunkowany przede wszystkim na
wystgpowanie oraz znaczenie epidemiologiczne bakterii z rodzaju Clostridium w szczeg6lnosci

gatunkom C. botulinum oraz C. perfringens w tancuchu zywnosciowym.

Okreslajac bardziej szczegotowo cele prowadzonych badan przez Dysertanta, skoncentrowat

si¢ na nastgpujacych zagadnieniach:

I. ocenie wystgpowania Clostridium spp., w szczeg6lnosci C. botulinum i C.
perfringens w probkach zZywnosci pochodzacej od polskich producentow (H1);

II. ocenie wystgpowania Clostridium spp., w szczegblnosci C. botulinum i C.
perfringens, w miodach pochodzacych z polskich i kazachskich pasiek (H2, H3,
H4);

IIl.  wstgpnej ocenie wystgpowania zanieczyszczenia typu Clostridium spp., w
szczegOlnosci C. botulinum 1 inne potencjalnie patogenne szczepy tego rodzaju,
pasz z dodatkiem nowych materiatow paszowych (IPAP) (H5);

IV.  ocenie epidemiologicznej wystgpowania botulizmu zwierzat w Polsce oraz

trudnosci analitycznych w wykrywaniu C. botulinum (H6 i H7).

Wymagania prawodawstwa Unii Europejskiej, z zakresu bezpieczefistwa zywnosci i pasz
wskazujg na konieczno$¢ tworzenia globalnego systemu monitorowania i strategii, w celu
zapewnienia migdzy innymi bezpieczenstwa mikrobiologicznego $rodkdw spozywczych i pasz,
gdyz obecnos¢ bakterii np. Clostridium moze by¢ powodem wystapienia zagrozen zdrowotnych
dla ludzi, zwierzat i dobrostanu oraz by zapobiega¢ potencjalnym stratom ekonomicznym.
Dlatego podjecie wszelkiego rodzaju prac, nad opracowaniem i wdrozeniem praktyk w celu
ograniczenia tego rodzaju zagrozenia mogloby zapewnié jeszcze wyiszy poziom
bezpieczenstwa w tafncuchu zywno$ciowym. Analiza przedstawionych jako cykl prac, a
stanowigcych osiggnigcie habilitacyjne dr Tomasza Grendy, jednoznacznie wskazuje na
ogromny problem wyst¢powania patogennych przedstawicieli Clostridium spp. w wielu
probkach pobranych na réznych etapach tancucha zywnosciowego. Dzicki mozliwosci

zastosowaniu szerokiego spektrum metod laboratoryjnych takich jak: testu biologicznego —



MBA, technik PCR i real — time PCR oraz sekwencjonowania Sangera data mozliwosé
charakterystyki mikroflory z rodzaju Clostridium, bakterii gram-dodatnich, beztlenowych,
wytwarzajacych spory laseczek z typu Firmicutes, tworzacych przetrwalniki. Izolowane one
byly z réznych probek zywnosci, migdzy innymi z miodéw na terenie calej Polski oraz pasiek
zlokalizowanych w réznych regionach Kazachstanu oraz pasz z dodatkiem IPAP, a takze probek
potwierdzajacych wystepowanie botulizmu u zwierzat — bedacy powodem istotnych strat
ekonomicznych i wptywajacych negatywnie na bezpieczenstwo w lancuchu zywno$ciowym.
Zagadnienia epidemiologiczne oraz mechanizmy pojawiania si¢ i dziatania patogennych
przedstawicieli Clostridium spp. takich jak C. perfringens oraz C. botulinum zostaty
wieloptaszczyznowo opisane w pracach jak réwniez trudnoséci, ktére pojawialy sie przy
diagnostyce laboratoryjnej botulizmu bydia ze wzgledu na chociazby zréznicowanie

genetyczne szczepow C. botulinum.

W HI. — w pracy poddano ocenie wystgpowanie C. botulinum i C. perfringens w probkach
zywnosci pozyskanych od polskich producentow. Produkty analizowano przy zastosowaniu
tradycyjnych metod hodowlanych w potgczeniu z testem biologicznym na myszach (MBA —
Mouse Bioassay) oraz metodami PCR, real - time PCR, a takze analizg sekwencji produktow
PCR. Analizy przeprowadzano wobec 260 probek Zywnosci, tj. wobec 56 probek miegsa
wedzonego, 21 prébek miesa wieprzowego, 20 prébek réznych produktéw mlecznych, 26
probek przetworéow warzywno-owocowych, 40 probek dan gotowych, 27 probek przetworow
rybnych 1 70 prébek-miodéw zebranych bezposrednio z pasiek. Kazda z probek byta poddawana
hodowli w warunkach beztlenowych z zastosowaniem pozywki bulionowej TPGY i pozywki
wg Willis — Hobbs. Dodatkowo, w celu weryfikacji otrzymanych wynikéw i potwierdzenia
toksynotworczosei szczepow podejrzanych o przynaleznosé do gatunku C. botulinum,

zastosowano test biologiczny na myszach laboratoryjnych (MBA).

Przeprowadzone analizy wykazaly obecno$é¢ C. botulinum W 6/260 (2,3%) badanych probek.
W czterech z nich (4/260) wykazano obecnosé genow ninh i bont/A oraz w dwéch boni/B
(2/260) — juz na etapie hodowli plynnej. Test biologiczny na myszach laboratoryjnych
potwierdzit toksynotwérczosé wszystkich uzyskanych izolatéw dla ktérych otrzymano
pozytywne wyniki PCR. Szczepy C. perfringens wyizolowano z 14% (37/260) przebadanych
probek.



Jezeli chodzi o C. botulinum to trudnosci analityczne w wykrywaniu sg zwigzane m.in. z niskim
poziomem zanieczyszczenia oraz mozliwoscig rozwoju mikroorganizméw o nizszych

wymaganiach metabolicznych np. C perfringens.

Sposréd  badanych produktéw spozywczych, zanieczyszczenie sporami  C. botulinum
wykazywat jedynie miéd. Miod pozyskiwany byl bezposrednio z pasiek pszczelich. Miod jest
produktem o wysokim st¢zeniu cukrow prostych, duzym ciénieniu osmotycznym,
niesprzyjajgcym rozwojowi komorek wegetatywnych. Mozliwa jest jednak obecnogé
przetrwalnikow Clostridium spp., pochodzacych z pytkow roslinnych lub larw owadéw.
Uzyskane dane nt. wystgpowania przetrwalnikow C. botulinum w miodzie, zdaje si¢ korelowaé

z wynikami przedstawianymi przez innych autoréw.

Doktadna liczba przetrwalnikow Clostridium ktéra moze wywola¢ botulizm lub inne
schorzenia zwigzane z oddziatywaniem patogennym przedstawicieli tego rodzaju, nie jest
oszacowana. Jednakze, uznaje sie, ze nawet 1 spora C. botulinum moze wywolaé zatrucie jadem
kietbasianym u niemowlat. Uzyskane dane, sugerujg potrzebe przeprowadzenia szczegodtowej
analizy ryzyka, obejmujgcej kazdy etap pobierania miodu, zwigzang z prawdopodobienstwem

wystgpienia botulizmu niemowlat po jego spozyciu.

Liczba badanych probek zanieczyszczonych C. perfringens byla znacznie wyZsza niz
zanieczyszczonych przez C. botulinum. Wystepowanie C. perfringens w miodzie byto bardzo

rzadko opisywane w literaturze.

W H2. — w pracy podjeto probe oceny wystepowania C. botulinum w probkach miodu
pozyskiwanych bezposrednio z pasiek zlokalizowanych na terenie wszystkich polskich
wojewddztw. W opracowaniu wykazano, ze poziom wystepowania C. botulinum w miodzie z
polskich pasiek oszacowano na poziomie 2% (5/240). Podobny udziat procentowy prébek
pozytywnych stwierdzano w miodach szwedzkich-2%; tureckich — 2,7% i tajskich-1,3%. Na
podstawie przeprowadzonych badan i oceny wynikéw uznaé mozna, ze poziom
zanieczyszczenia zarodnikami C. botulinum moze zalezeé¢ od regionu, w ktérym zbierane sg
probki miodu oraz aspektow higienicznych catego procesu. Wedtug niektérych autoréw do
najwazniejszych czynnikow wplywajacymi na obecno$é¢ przetrwalnikow C. botulinum s3:
rozmiar ekstraktora, noszenie tego samego obuwia na zewnatrz i w pomieszczeniu ekstrakcji,
dostepnosé¢ urzadzen do mycia ragk w pomieszczeniu ekstrakeji oraz obecnos$é¢ C. botulinum w
probkach gleby (rézna w zaleznosci od regionu, teoretycznie wyzsza na terenach podmoktych,

bagnistych). Ponadto, zmienno$¢ cech fenotypowych wsréd szczepow, obecno$¢ cichych



gendéw BoNT oraz wysokie prawdopodobienstwo utraty toksynotworczosci w procesie hodowli

(poprzez kolejne pasaze hodowli) utrudniajg wykrywanie C. botulinum.

W H3. — w kolejnej pracy podjgto probe¢ oszacowania skali wystepowania Clostridium spp., a w
szczegolnosci C. perfringens w probkach miodu zebranych na terenie calej Polski. Uzyskane
wyniki potwierdzaja powszechne Wystgpowanie zanieczyszczenia prébek miodu przez
przetrwalniki Clostridium spp., a takze znaczny odsetek probek zanieczyszczonych przez
szczepy C. perfringens. W literaturze, wystepowanie Clostridium opisywane Jjest glownie w
odniesieniu do C. botulinum i ryzyka wystapienia botulizmu u niemowlat. Dane literaturowe
zwigzane z higienicznymi aspektami pozyskiwania miodu i wystgpowania C. perfringens
stanowig rzadko$¢. Raporty dotyczace obecnosci C, perfringens typu A w miodzie bardzo
rzadko pojawiajg sie w literaturze. Niektére z izolatow, wykazywatly obecnogé genow
warunkujacych wytwarzanie toksyny. Badania przeprowadzone w ramach niniejszej pracy
wskazaly na wystepowanie tego gatunku w 27,5% probek. Clostridium perfringens
powszechnie wystepuje w przyrodzie, takze w prébkach miodu, gdzie ze wzgledu na wysokie
stezenie cukréw prostych i wysokie ciénienie osmotyczne mozliwe jest bytowanie jedynie
przetrwalnikow. Warto wspomnie¢, ze w wickszosci przypadkéw mikroorganizm ten nie
stanowi zagrozenia epidemiologicznego, ale moze by¢ przyczyna zatrué pokarmowych o

lekkim przebiegu.

W H4. — w niniejszej pracy, przedstawiono ocene wspomnianych prébek pod katem
wystgpowania beztlenowych laseczek przetrwalnikujacych, a w szczegolnosci C. botulinum i
C. perfringens. Sposréd 197 probek C. botulinum stwierdzono tylko w jednej (0,5%).
Wyizolowany szczep tego patogenu wykazat obecnosé¢ genéw bont/a i ntnh. Odsetek probek
zanieczyszczonych C. botulinum wydaje si¢ by¢ nizszy niz w miodach polskich opisywanych
w pracach H11i H2, a takze stosunkowo nizszy od odsetka opisywanego w innych publikacjach.
Najwyzszy odsetek probek zanieczyszczonych przez Clostridium Spp. zostal odnotowany w
probkach z prowincji Wschodniego Kazachstanu (12/23 — 48%). Clostridia izolowano z 10/23
probek miodu gryczanego (43,5%), 8/23 probek miodu ziotowego (35%), 4/23 (17%) probek
miodu wielokwiatowego i z 1/23 (4,5%) prébki miodu koniczynowego. Najwigcej izolatow
Clostridium spp. wykryto w prébkach miodu gryczanego 10/26 (38%). Miod ten zostat uznany
przez Roézanska i wsp. w 2011 (prowadzacych analize Jakosci mikrobiologiczne; polskiego
miodu) jako jeden z najbardziej zanieczyszczonych beztlenowcami. Odnotowany odsetek
korelowat z wynikiem uzyskanych w ramach pracy innych autorow (Rozafiskiej i wsp., 2011)
- wynosit 32,5% badanych probek dodatnich. Jak juz bylo wspominane w poprzednich pracach



badanych probek. Grenda j wsp, (H3: 2017) odnotowali wystepowanie C. perfringens w 27,5%
(66/240) prébek miodu pozyskiwanego z polskich pasiek po procesie ekstrakcji. Dalsze badania
nad izolatami C, perfringens z probek miodow powinny by¢ ukierunkowane na réznorodnosé

genetyczng i jej poréwnanie pomigdzy réznymi regionami pochodzenia.

Warte jest podkreslenia, ze Kazachstan nje byt eksplorowany pod katem wystepowania i
epidemiologii patogenow z rodzaju Clostridium bytujgcych w srodowisku, takze w miodzie.
Niniejsza praca stanowila pierwsze tego typu opracowanie, poruszajgce problem wystepowania

przetrwalnikow z rodzaju Clostridium w miodzie Kazachskim.

W HS. - w pracy podjeto si¢ oceny zanieczyszczenia przetworzonego biatka Zwierzecego
pochodzenia owadziego (IPAP) oraz pasz z ich dodatkiem przez Clostridium spp. Badania
prowadzono przesiewowo pod katem wystgpowania patogennych gatunkéw z rodzaju

Clostridium, a w szczegollnoscei C. botulinum.

Opisane wyniki w pracy, wskazuja na wyzsze zanieczyszczenie przez Clostridium spp. pasz z
dodatkiem IPAP w poréwnaniu do pasz kontrolnych. Dokonana w ramach niniejsze; pracy
charakterystyka $zczepdw z rodzaju Clostridium Spp. przy zastosowaniu sekwencjonowania
amplikonéw 16S rRNA wskazata na wystgpowanie w probkach pasz z udzialem biatka
owadziego szczepow z sekwencjami charakterystycznymi dla gatunkéw: C. botulinum, C
sporogenes, C. tepidum, C, sartagoforme, P. bifermentans (najczgsciej uzyskiwany wynik), P
sulfidigenes, P benzoelyticum i P sordell; Oprocz C. botulinum, wéréd wymienionych
gatunkéw, szczepy C. Sporogenes, F. bifermentans i P sordell; moga by¢ patogenne j

powodowac powazne komplikacje zdrowotne u ludzi i zwierzat.



WH6.-To epidemiologiczna ocena wystepowania botulizmuy zwierzat w Polsce oraz trudnosci

analityczne w wykrywaniu C. botulinum.

Kolejnym bardzo waznym opracowaniem, z punktu widzenia przedstawionych probleméw w
cyklu publikacji dr. Tomasza Grendy jest epidemiologia i wystepowanie Clostridium spp. Praca
poswigcona jest botulizmowi bydla. Botulizm zwierzat gospodarskich (bydto) - jest powodem
istotnych strat ekonomicznych i zaburzajgcym bezpieczenstwo w fancuchu Zywnosciowym.
Przyczyng tego schorzenia u zwierzat sg klostridia produkujace toksyny botulinowe, w
szczegolnosci C. botulinum typéw C, D oraz odmian mozaikowych CD i DC. Praca

gatunk6w zwierzat.

W H7. - to kompleksowa analiza wystepowania przypadkéw botulizmuy zwierzat w Polsce
odnotowanych w latach 2019-2021. Poruszany temat w pracy to przede wszystkim diagnostyka
laboratoryjna botulizmu zwierzgt, a takze probleméw Zwigzanych z interpretacjg wynikow
laboratoryjnych i obserwacji klinicznych oraz trudnogci W wykrywaniu C. botulinum i
produkowanych przez ten patogen toksyn.

Botulizm wystepuje zaréwno u zwierzat dzikich jak i domowych. Wsréd zwierzgt
gospodarskich przypadki zatrucia Jadem kietbasianym s3 odnotowywane najczesciej u bydta,
drobiu i zwierzat futerkowych. W latach 2019 — 2021 odnotowano 10 przypadkéw botulizmu
zwierzat w Polsce. W zaleznos$ci od liczby chorych zwierzat, niektére przypadki miaty
charakter sporadyczny, gdzie obserwowano zachorowania pojedynczych osobnikéw, a czesé z

nich przybierata forme epidemii trudnych do opanowania,

z kolonii wyrostych na pozywkach réznicujacych ekstrahowano DNA, ktéry mrozono w 20°C
lub bezposrednio poddawano analizie PCR. Analizy PCR prowadzono przy zastosowaniu
metod umozliwiajacych amplifikacje fragmentow genow ninh oraz bont x /A-F.
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Potowe z wymienionych przypadkéw (50%) zaobserwowano w okresie letnim (od czerwca do
Wwrzesnia) przy Sredniej temperaturze powyzej 15°C. Jedynie | przypadek odnotowano w
pazdzierniku ze Srednig lemperaturg powyzej 10°C, 3 przypadki zaobserwowano w listopadzie
1 ze $rednia temperaturg powyzej 5°C i | przypadek w okresie zimowym, w lutym ze Srednig
temperaturg ok. 3°C.

Sposrod rozpatrywanych zachorowas tylko 4/10 (40%) zostalo potwierdzonych laboratoryjnie,
na podstawie pozytywnych wynikéw PCR i/lub MBA. Pozostate przypadki — 6/10 (60%)

wod¢ uznano za zrodio przetrwalnikéw C. botulinum. Izolacja szczepow C, botulinum byla
mozliwa tylko w trzech przypadkach, a wymienione izolaty zostaty zaklasyfikowane do
toksotypu C przy zastosowaniu real-time PCR do wykrywania genéw nmp i bont.

laboratoryjnymi (Tylko 4 na 10 — 40%).

Diagnostyka laboratoryjna botulizmu to bardzo zlozony i problematyczny proces, ktéry
powinien byé ukierunkowany na r6znego rodzaju metody i probki. Zglaszanie przypadkéw

z Przeprowadzonych badan wyciagnieto nastepujace wnioski:

1. Srodki spozywcze, w szczeg6lnosci midd pozyskiwany bezposrednio z pasiek,
charakteryzuje Znaczacy odsetek probek zanieczyszczonych przetrwalnikami C
Pperfringens (14%) oraz C. botulinum (2,3%).
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Miody polskie i kazachskie pozyskiwane bezposrednio z pasiek wykazujg znaczna
czgstotliwos¢ obecno$ci przetrwalnikéw z rodzaju Clostridium, w szczegllnosci C.
perfringens, ale takze sporadyczng obecnosé C. botulinum. Istnieje potrzeba analizy ryzyka
Wystgpowania patogennych przedstawicieli rodzaju Clostridium w procesie produkcji
miodéw.

3. Szczepy fenotypowo-podobne do C. botulinum izolowane z zywnosci i pasz wymagajg
szczegllnej uwagi, ze wzgledu na potencjalng patogennos$¢. Moga one takze stwarzaé
trudnosci w postepowaniu laboratoryjnym zwigzanym z diagnostyka botulizmu.

4. Przetworzone biatko zwierzgce pochodzenia owadziego - IPAP stosowane w Zywieniu
zwierzat jako materiat paszowy, powinno byé przedmiotem szerszych badaf i oceny
ryzyka, ze wzgledu na podwyzszony poziom zanieczyszczenia beztlenowymi laseczkami
przetrwalnikujacymi z rodzaju Clostridium.

5. Diagnostyka laboratoryjna i ocena sytuacji epidemiologicznej botulizmu u zwierzat w

Polsce wymaga wdrozenia kompleksowego i precyzyjnego postgpowania bazujgcego na

obserwacjach klinicznych, pobieraniu prébek od osobnikow wykazujgcych objawy, oraz w

Jjak najkrotszym czasie poddaniu ich badaniu pod katem obecnoéci toksyny, a takze

przetrwalnikow C. botulinum. Spojna procedura pobierania probek i postepowania

laboratoryjnego przyczynitaby sie do sprawniejszej diagnostyki botulizmuy u zwierzat oraz

zapewnienia wyzszego poziomu bezpieczenstwa w lancuchu Zywnosciowym.

Podsumowujgc, recenzowane prace wskazane przez Habilitanta jako osiggniecia naukowe,
ktére s3 podstawa do ubiegania si¢ o nadanie stopnia  doktora habilitowanego,
oceniam jako interesujace, utylitarne i wartoéciowe opracowanie naukowe. Oryginalnogé
naukowa oraz wklad tworczy Dysertanta w rozwoj dyscypliny weterynaria, przesadzajg w
mojej opinii, zaproponowane w nim metody oceny wystepowania Clostridium Spp., W

szczegOlnosci C. botulinum i C. perfringens w tancuchu zywnosciowym.

Ocena aktywnosci naukowej

Dorobek naukowy dr Tomasza Grendy w przedstawionym autoreferacie obejmuje razem 58
prac, w ktérych jest autorem lub wspotautorem. Liczba prac opublikowanych w czasopismach
z bazy Journal Citation Report (JRC) wynosi 27, w tym 2 prace przed uzyskaniem stopnia
doktora oraz 25 (w tym 7 stanowigcych ,,osiggniecie”) po uzyskaniu stopnia doktora. W
dorobku Dysertanta znajdujg si¢ réwniez 23 publikacje w czasopismach spoza bazy Journal

Citation Report, w tym migdzy innymi przed uzyskaniem stopnia doktora Jjestich 12 i po

12



uzyskaniu stopnia doktora w tym przypadku to 11 opublikowanych prac. Do dorobku
naukowego mozna doliczyé réwniez 8 rozdzialéw w monografiach naukowych, w tym przed

uzyskaniem stopnia doktora 1 oraz po uzyskaniu stopnia doktora 7.

Suma wszystkich punktéow MEIiN (wezedniejsza nazwa MNiSW, liczona zgodnie z rokiem
opublikowania) wynosi 1617, w tym 42 przed uzyskaniem stopnia doktora naukowego.
Natomiast po uzyskaniu stopnia doktora liczba punktéw wynosi 1575 a w tym stanowigcych
osiggnigcie habilitacyjne 480 punktéw.

Sumaryczny Impact Factor (liczony zgodnie z rokiem publikowania) wg bazy Journal Citation
Reports wynosi 50,071. W tym przed uzyskaniem stopnia doktora naukowego stanowi 0,539
po uzyskaniu stopnia doktora naukowego wynosi 49,532, Impact Factor dla prac naukowych
stanowigcych w tym osiggnigcie habilitacyjne wynosi 12,523. Liczba cytowan wedlug bazy
Web of Science Core Collection jest 103 (bez autocytowan 71) natomiast liczba cytowan
wedlug bazy Scopus wynosi 108 (bez autocytowan 80). W przypadku dr Tomasza Grendy
Indeks Hirscha wedlug bazy Web of Science Core Collection oraz wedlug bazy Scopus bedzie
taki sam i b¢dzie wynosit 7.

W przedstawionej przez Habilitanta pracy naukowej, brakuje informacji kto byl promotorem
pracy magisterskiej obronionej na Wydziale Nauk o Zywnosci i Biotechnologii, Akademia
Rolnicza w Lublinie, jak réwniez rozprawy doktorskiej ktéra odbyta si¢ w Panstwowym
Instytucie Weterynaryjnym — Pafistwowy Instytut Badawczy w Putawach. W autoreferacie
brakuje formy zakonczenia studium podyplomowego, na w Akademii Rolniczej w Lublinie

(obecnie: Uniwersytet Przyrodniczy w Lublinie).

W przedstawionym przez Dysertanta autoreferacie, w czgéci po$wigconej oméwieniu celu
naukowego ww. prac i osiggni¢tych wynikéw wraz z omoéwieniem ich ewentualnego
wykorzystania, mozna czytajac dostrzec wiele niedociaggni¢é. Przede wszystkim brakuje
wybranych, cytowanych autoréw w spisie piSmiennictwa (Grenda i Kwiatek, 2009); (Nevas i
wsp., 2006); (Rozanska i wsp., 2011); (Goldsztejn i wsp., 2020) czy (Zhang i wsp., 2008).
Pismiennictwo zamieszczone w autoreferacie przez Dysertanta wymaga uszczeg6lowienia, W
pracy zdarzajg si¢ rowniez drobne potknigcia stylistyczne.

We wszystkich pracach, bedacych Jednotematycznym cyklem 7 publikacji, Habilitant jest
pierwszym autorem, wspotautorem oraz autorem korespondencyjnym. Swéj wklad, polegajacy

na czynnym udziale we wszystkich etapach procesu wydawniczego artykulow niestety nie

zostat przedstawiony i oceniony procentowo. Zgodnie jednak z deklaracjami wspolautoréw,
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udziat dr. Tomasza Grendy w poszczegélnych pracach byt decydujacy dla ich ostatecznej formy
1 dlatego moze byé uwzgledniony jako zasadnicza czg$¢ osiaggniecia naukowego. Oceniane
prace sa powigzane tematycznie, poniewaz omawiaja powazny problem oceny wystepowania
Clostridium spp., w szczegélnosci C botulinum i C. perfringens w probkach zywnoscei polskich
producentéw, miodach z polskich i kazachskich pasiek oraz w paszach z dodatkiem nowych
materiatéw paszowych IPAP oraz epidemiologicznej oceny wystepowania botulizmu zwierzat

w Polsce, wraz z towarzyszacymi trudnoséciami analitycznymi w wykrywaniu C. botulinum.

W przedstawionej ocenie naukowej Dysertant prezentuje tabelaryczne zestawienie swojego
dorobku naukowego. Z listy publikacji rozpisanej w sposob bardzo jasny i przejrzysty wynika,
ze dr. Tomasz Grenda zdecydowanie powigkszyt swéj dorobek naukowy o 22 prace naukowe i
kolejnych 6 wspotautorskich monografii w opracowaniach zbiorowych. Dorobek ten byt
realizowany w ramach prac naukowych po uzyskaniu stopnia doktora nauk weterynaryjnych.
Wigkszos¢ prac to prace oryginalne, indeksowane w czasopismach migdzynarodowych
znajdujgcych sie w bazie danych JCR bedacych Jednotematycznym cyklem publikacji, ktére
powstaty wiasnie w tym okresie.

Tematyka badawcza stanowigca osiggniecie habilitacyjne przez dr Tomasz Grende wskazuje na
problem w zakresie Wystgpowania patogennych przedstawicieli Clostridium spp. w roéznych

probkach we wszystkich etapach tancucha Zywnosciowego.

Do wazniejszych osiggnie¢, w tym cyklu monotematycznych publikacji mozna zaliczy¢ fakt,
Ze opracowano i zastosowano szerokie spektrum metod laboratoryjnych, takich jak: testy
biologiczne na myszach — MBA, techniki PCR i real — time PCR oraz sekwencjonowanie
Sangera, co w duzym stopniu umozliwito charakterystyke mikroflory beztlenowe;j z rodzaju
Clostridium izolowanych migdzy innymi z $rodkow spozywczych, w szczegdlnosci miodéw.
Uznaje sig, ze poziom zanieczyszczenia zarodnikami C. botulinum moze zaleze¢ od regionu, w
ktérym zbierane s3 prébki miodu oraz od aspektow higienicznych catego procesu w taficuchu
zywnosciowym. Miody byly pozyskiwane bezposrednio z pasiek polskich i kazachskich, w
ktérych wykazano, ze charakteryzuja sie duzym odsetkiem prébek zanieczyszczonych
przetrwalnikami z rodzaju Clostridium, w szczegélnosci C. perfringens (14%) ale takze

sporadyczng obecno$é¢ C. botulinum (2,3%).

Dzigki tego rodzaju badaniom i Opracowanym wyzej wymienionym metodom wykryto szczepy
fenotypowo-podobne do C botulinum, ktore nie wykazywaty obecnosci genow nitnh lub bont.
Na podstawie analizy 16S IDNA, sekwencje tych genow byly najbardziej podobne do
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odpowiadajgcym im sekwencjom z bazy GenBank nalezacym do C. botulinum i C. Sporogenes.
Zastosowana metoda identyfikacji genéw 16S rDNA umozliwita odréznienie podejrzanych
izolatéw do poziomu rodzaju i tylko w przyblizeniu do gatunku. Sposréd 6 Szczepow
wykazujacych wysokie podobiefistwo (na poziomie 98-99%) do C. botulinum, tylko 5
zakwalifikowano do C. botulinum na podstawie analiz real-time PCR, mPCR oraz testu
biologicznego na myszach. Warto zauwazy¢, ze zmiennosé cech fenotypowych wéréd
8zczepow, obecnodé cichych genéw bont oraz wysokie prawdopodobiefistwo utraty
toksynotwérczosci w procesie hodowli (poprzez kolejne pasaze hodowli) utrudniajg

wykrywanie C. botulinum.

Wspomniany zestaw opisanych metod pozwala na detekcje gendw nnh i bont, a takze
okreslanie ekspresji genéw NTNH ktére sg wspélne dla wszystkich szczepow Clostridium

zdolnych do wytwarzania toksyn botulinowych.

Jednoczesna analiza w kierunku obu wspomnianych genéw pozwala na uniknigcie wynikéw

fatszywie dodatnich zwigzanych z wystepowaniem produktow niespecyficznych.

Na szczeg6lng uwage w dorobku naukowym Habilitanta zastuguje réwniez fakt wyréznienia
pracy pt. ,,Clostridium botulinum and Clostridium perfringens Occurrence in Kazakh Honey
Samples” wchodzgcej w skiad osiagnigcia naukowego. Jest to pierwsze tego typu opracowanie,
poruszajace problem wystepowania przetrwalnikéw z rodzaju Clostridium w miodzie
Kazachskim. Publikacja zostata wyrézniona przez redakcj¢ czasopisma Toxins statusem
»Editor’s Choice” (Status »Editor’s Choice” oparty jest na rekomendacjach redaktorow
naukowych czasopism MDPI z calego S$wiata. Redaktorzy wybieraja niewielkg liczbe
artykutéw opublikowanych w czasopismie, ktore ich zdaniem beda szczegdlnie interesujgce dla
czytelnikow lub wazne w danej dziedzinie. Celem jest wyréznienie niektérych z najbardziej

interesujacych prac opublikowanych w réznych obszarach badawczych czasopisma).

Dlatego istnieje potrzeba analizy ryzyka wystepowania patogennych przedstawicieli rodzaju

Clostridium w procesie produkcji miodéw i na kazdym etapie taficucha zywno$ciowego.

Waznym osiggnieciem w pracy naukowej Habilitanta, jest analiza i ocena C. botulinum i C.
perfringens w probkach zywnosci pozyskanych od polskich producentéw. Dlatego szczepy
fenotypowo-podobne do C botulinum izolowane z Zywnosci i pasz wymagajg szczeg6lnej
uwagi, ze wzgledu na potencjalng patogennosé. Z drugiej strony istotnym wydaje sie zwrécenie
uwagi na trudnosci analityczne i diagnostyczne w wykrywaniu C. botulinum, ktore 8§ zwigzane

m.in. z niskim poziomem zanieczyszczenia oraz mozliwo$cig rozwoju mikroorganizméw o
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nizszych wymaganiach metabolicznych np. C. perfiingens. Narzedzie mikrobiologii
predyktywnej, tj. Model Combase (http://www.combase.cc) wskazuje, ze liczba C. perfringens
moze si¢ podwoi¢ w ciggu okolo 50 minut w 30°C (pH 5, aw = 0,997), natomiast liczba
komoérek C. botulinum po czasie okoto 154 min., co sprzyja uzyskiwaniu wynikéw falszywie
negatywnych. Dlatego tez wazne jest pozyskiwanie DNA juz na etapie przednamnazania.
Pozwala to takze na uzyskanie wyzszego prawdopodobienstwa wykrycia genow
warunkujacych wytwarzanie toksyn botulinowych przed utratg wiasciwosci toksynotworczych,
ktéra jest mozliwa w wyniku horyzontalnego transferu genéw. Testy biochemiczne nie
zapewniajg rozréznienia pomigdzy szczepami C. botulinum, a izolatami spokrewnionymi do
tego gatunku np. C. sporogenes. Calkowite oszacowanie liczby przetrwalnikéw Clostridium,
ktora moze wywotaé botulizm, Iub inne schorzenia zwiazane z oddziatywaniem patogennym
przedstawicieli tego rodzaju, nie jest okreslona. Uznaje sig, ze juz 1 spora C. botulinum moze
przyczyni¢ si¢ do wystgpienia zatrucia Jadem kietbasianym u najmiodszych dzieci. Dlatego
tego rodzaju badania, ktére zostaty przeprowadzone i opisane w osiagnieciach dr Tomasz
Grendy sugerujg potrzebe prowadzenia ciaglej i szczegbtowej analizy ryzyka, obejmujacej
kazdy etap pobierania miodu, zwigzang z prawdopodobienstwem wystapienia botulizmu

niemowlat po jego spozyciu.

Do réwnie waznych osiagnigé w monotematycznym cyklu publikacji mozna zaliczy¢ fakt,
oceny stopnia zanieczyszczenia przetworzonego biatka zwierzgcego pochodzenia owadziego
(IPAP) oraz pasz z ich dodatkiem przez Clostridium spp. z punktu widzenia obecnosci

Clostridium spp. w lafcuchu zywnosciowym i epidemiologii u zZwierzat.

Pomimo zalet zwigzanych z wlgczeniem przetworzonego biatka zwierzgeego pochodzenia
owadziego (IPAP) do diety zwierzat gospodarskich istnieja obawy dotyczace ich
bezpieczenstwa. Niektére owady uwalniajg toksyczne substancje chemiczne jako mechanizm
obronny. Wiele gatunkéw powoduje reakcje alergiczne i moze przyczynic si¢ do niedoboru
tiaminy. W wielu opublikowanych pracach opisano réwniez szereg schorzen bakteryjnych i
wirusowych, w §réd ktorych mozna wymieni¢ wlasnie botulizm, gruzlica bydla, grypa typu A,
parazytozy wywotlane entomofagia, ktére w wigkszosci przypadkéw sg obserwowane w
srodowisku naturalnym a nie po skarmianiu zwierzat IPAP pochodzacym od owadéw

hodowlanych.

Powyzsze publikacje wchodzace w sktad osiggnigcia naukowego Habilitanta wskazuja, ze IPAP
czyli przetworzone biatko zwierzece pochodzenia owadziego - stosowane w Zywieniu zwierzat
jako material paszowy powinno by¢ przedmiotem szerszych badan i oceny ryzyka ze wzgledu
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na podwyzszony poziom zanieczyszczenia beztlenowymi laseczkami przetrwalnikujacymi z

rodzaju Clostridium,

Przedstawiony cykl prac, stanowiacych osiggniecie habilitacyjne Dysertanta wskazuje, ze w
wyniku przeprowadzone;j kompleksowe;j analizy, diagnostyka laboratoryjna i ocena sytuacji
epidemiologicznej botulizmy yu zwierzat w Polsce Wymaga potrzebg stworzenia i wdrozenia
szczegolowego i precyzyjnego postepowania bazujgcego na obserwacjach klinicznych,
pobieraniu prébek od osobnikéw wykazujacych objawy, oraz w Jak najkrétszym czasie
poddaniu ich badaniu pod katem obecnoéci toksyny, a takze przetrwalnikéw C. botulinum.
Spdjna procedura pobierania probek i postgpowania laboratoryjnego przyczynitaby sie do
Sprawniejszej diagnostyki botulizmu U zwierzat oraz zapewnienia WYZ5Zego poziomu

bezpieczefistwa w tancuchu Zywnosciowym.

Warto réwniez wspomnieg, ze dr Tomasz Grenda w ramach innych zainteresowan badawczych
niezwigzanych z cyklem wchodzacym w skiad »08iagniec”, zajmowat si¢  glownie
wykrywaniem C. botulinum w paszach i zywnosci metodami biologii molekularnej. Bylo to
zagadnienie pracy doktorskiej. W ramach jednej z tych prac opisat wyniki walidacji metody
multipleks PCR z detekcjg na zely agarozowym do wykrywania C. botulinum typow A, B, E
oraz F w prébkach zywnosci i pasz. Okreslajac w ten sposéb charakterystyczne parametry dla
procedury jakosciowej tj.: granice¢ wykrywalnosci wyrazong jako LOD50 zgodnie z metodg
Spearmana-Kirbera, a takze specyficznosé, czutoéé i doktadnosé wedlug normy PN-EN ISO
16140:2004.

Dr Tomasz Grenda zwalidowat réwniez procedure Opartg na wykrywaniu C. botulinum C i D
W probkach pasz. W trakcie walidacji okreglit specyficzno$¢ metody, czutosé i doktadnosé
zgodnie z normg PN — EN ISO 16140:2004. Ponadto specyficznosé walidowanych metod
zostata potwierdzona poprzez analiz¢ sekwencji produktéw PCR uzyskanych z badan prébek
zwigzanych z przypadkami zatrucia jadem kietbasianym u bydta i kaczek krzyzéwek. Opisat
réwniez mozliwosci zastosowania zwalidowanych metod do wykrywania C. botulinum w
karmach dla norek (bazujgcych na odpadach poubojowych z ferm drobiu), ktére czesto $g
uznawane za przyczyny botulizmu u tych zwierzat. W ramach pracy przeglagdowej przedstawit
metody oparte na technikach laboratoryjnych, testach biologicznych, technikach
immunologicznych, chromatografii i PCR, a takze metody genotypowania stosowane w
dochodzeniach epidemiologicznych oparte na technikach PFGE, RFLP, AFLP. Wymienione
techniki zostaly ocenione pod katem ich przydatnosci w badaniu prébek, genotypowaniu
SZCZepow oraz diagnostyce botulizmu.
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Kandydat byt réwniez zaangazowany w badania nad wystgpowaniem C. perfiingens w
kiszonkach. Badania dotyczyty 305 kiszonek pobieranych bezposrednio z gospodarstw rolnych
zlokalizowanych na terenie wszystkich polskich wojewddztw. Na podstawie wykonanych
badan stwierdzono, ze ograniczeniu zanieczyszczenia kiszonek przez Clostridium spp. mozna
zapobiec poprzez prawidiowo przeprowadzony proces zakiszania z dodatkiem kultur
Starterowych, ale obecnogé przetrwalnikéw zalezy gléwnie od produkcji pierwotnej i stopnia

zanieczyszczenia uzytych materiatow paszowych.

W ramach zainteresowan dr. Tomasz Grenda uczestniczyt réwniez w badaniach nad Jjakoscig
mikrobiologiczng mieszanek paszowych. Analizy byty wykonywane we wszystkich
laboratoriach ZHW obejmowaty wystepowanie Salmonella spp. oraz oznaczanie liczby
bakterii z rodziny Enterobacteriaceae, liczby mezofilnych bakterii tlenowych oraz 0g6lne;j
liczby drobnoustrojow i grzybéw. Analizy przeprowadzane byly przy zastosowaniu polskich,
europejskich i mig¢dzynarodowych norm metodycznych. Wyniki badaf wykazaly, ze jakogé
mikrobiologiczna mieszanek paszowych stosowanych w Polsce w latach 2007-2010 byta lepsza
niz jako$¢ pasz stosowanych w latach 2003-2006. Analizowano takze materialy paszowe pod
katem wystepowania i zanieczyszczenia przez Salmonella spp., oznaczano liczbe
Enterobacteriaceae, liczbg tlenowych bakterii mezofilnych, szacowano catkowity liczbe
drobnoustrojow, liczbe grzybéw oraz poziom zanieczyszczenia przez Clostridium spp. i
Bacillus cereus. Badania przeprowadzono w latach 2009 — 2012 we wszystkich laboratoriach
diagnostycznych ZHW podlegajacych Inspekcji Weterynaryjne;. Analizy wykonano zgodnie z
migdzynarodowymi i polskimi normami stosowanymi w mikrobiologii Zywnosci i pasz.

Salmonella spp. byty najczesciej wykrywane w nasionach oleistych.

Podsumowujgc, zgadzam si¢ z sformutowanymi przez dr Tomasza Grende najwazniejszymi
osiagnigciami opisanych ocen i analiz badan w Jednotematycznym cyklu prac i poza nimi,
mimo wskazania kilku drobnych potknie¢. Podjete tematy badawcze przez Pana dr. Tomasza
Grende polegaty na ocenie i analizie obecnosci Clostridium Spp. stanowig kontynuacje tematyki
rozpoczetej juz w pracy doktorskiej, ktorej problemem badawczym bylo réwniez migdzy
innymi wykrywanie Clostridium botulinum w paszach i zywnoéci metodami biologii
molekularnej. Dorobek naukowy dr Tomasza Grendy, to przede wszystkim jednolita
problematyka oceny i analizy badawczej. Przedstawione badania daja podstawe dla potrzeb
praktycznych (utylitarnych) rozwigzan. Badania, te stanowig duza warto$¢ nie tylko
poznawcza, ale i wdrozeniows. Mozna stwierdzi¢, ze do ich przeprowadzenia Habilitant

opanowal w sposéb doskonaly kunszt (procedury) badawczy. Uzyskane wyniki znajduja
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miejsce jako uzupelnienie danych w pi$miennictwie Swiatowym w zakresie wystepowania i

Znaczenia epidemiologicznego w tafcuchu Zywno$ciowym, patogennych klostridiow

Reasumujac, warto podkresli¢, ze stanowiace podstawe habilitacyjng cykl 7 prac dr. Tomasza

Grendy jest oryginalnym i wartosciowym osiggnieciem naukowym,

Ocena osiagnie¢ organizacyjnych

Pan dr Tomasz Grenda w ramach referencyjnej dzialalnogci laboratorium mikrobiologicznego
Zakladu Higieny Pasz, zgodnie z Rozporzadzeniem Ministra Rolnictwa i Rozwoju Wsi z dnia
27 lipca 2022 r., w sprawie krajowych laboratorigw referencyjnych, jest wspdtodpowiedzialny
za organizacj¢ i koordynowanie spotkan z laboratoriami urz¢dowymi, a takze badan biegtosci

W zakresie zanieczyszczen mikrobiologicznych pasz.

Jako ,,Guest Editor” od wrzesnia 2022 jest wspotodpowiedzialny za organizacj¢ numeru
specjalnego pt. "Diversity, occurrence and distribution of foodborne pathogens in food chain®

W czasopismie ,,Diversity” (ISSN: 1424-28138, IF=3,029, Q2).

Habilitant byt wspélautorem w sumie 43 referatow 1 doniesien zarbwno w okresie przed i po
uzyskaniu stopnia doktora, zaprezentowanych na konferencjach, sympozjach i kongresach

naukowych, krajowych i mig¢dzynarodowych.

Od 2008 roku Dysertant bral czynny udzial w krajowych i mi¢dzynarodowych

konferencjach naukowych:

° XXXII Konferencja Naukowo — Techniczna pt. ,Ocena Jakosci j Bezpieczenstwa
Pasz™;

* XXXIII Konferencja Naukowo-Techniczna »Materiaty, mieszanki i dodatki paszowe -

ocena bezpieczenistwa i Jakoéci";

XXXIV Konferencja Naukowo-Techniczna »Ocena jakosci pasz”;

Konferencja pt.: Bezpieczenstwo Zywnoéci i Wody-Nowe Trendy i Techniki Badawcze:;

VetForum 9. Kongres Praktyki Weterynaryjnej;

XII Interdyscyplinarna Konferencja Naukowa TYGIEL 2021

XIV Interdyscyplinarna Konferencja Naukowa Tygiel 2022;

XVI Miedzynarodowa Konferencja KRMIVA 2009, Opatija, Chorwacja;

XVIII Migdzynarodowa Konferencja KRMIVA 201 1, Opatija, Chorwacja;

XXII Migdzynarodowa Konferencja KRMIVA 201 5, Opatija, Chorwacja;

XXIII Migdzynarodowa Konferencja KRMIVA 201 6, Opatija, Chorwacja;

XIIT Kongres PTNW »0Od nauki do praktyki”, Olsztyn 2008;

Jubileuszowa Konferencja »Biologia molekularna w diagnostyce choréb zakaznych i

biotechnologii”, SGGW, Warszawa 2009;
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Konferencja ,,Biologia molekularna w diagnostyce choréb zakaznych i biotechnologii”,
SGGW, Warszawa 201 0;

Kongres Nauk Rolniczych Nauka — Praktyce ,,Przyszto§é Sektora Rolno-Spozywczego
1 Obszarow Wiejskich”, Putawy 2009;

"Botulism Workshop", Med-Vet-Net Association; ANSES Headquarter Maisons Alfort,
Francja;

Recent Advances in Food Analysis, 9th International Symposium; Praga, Czechy;
Feed 2021, International Feed Conference; Wieden, Austria;

XVI Kongres Polskiego Towarzystwa Nauk Weterynaryjnych, Warszawa 2021.

Dr Tomasz Grenda jest réwniez laureatem kilky nagréd oraz wyréznien jak:

L

Polskie Towarzystwo Nauk Weterynaryjnych - Nagroda II stopnia Za pracg oryginalng
opublikowang w zespole migdzynarodowym w zagranicznym czasopi$mie z listy JCR:
H4. Balgabay Maikanov, Mustafina Raikhan, Auteleyeva Laura, Wisniewski Jan, Anusz
Krzysztof, Grenda Tomasz, Kwiatek Krzysztof, Goldsztejn Magdalena, Grabczak
Magdalena. Clostridium botulinum and Clostridium perfringens Occurrence in Kazakh
Honey Samples. Toxins, 2019, 11, 472; doi:10.3390/toxins] 1080472.

*IF: 3,531; pkt. MEiN: 100

*Niniejsza praca jest czgscia cyklu stanowigcego ,,0siagnigcie”.

Grenda i wsp. Wyréznienie za najlepsza prezentacje posteru na X Jubileuszowe;
Konferencji pt. "Biologia molekularna w diagnostyce chorob zakaznych i
biotechnologii"; tytut nagrodzonej pracy: "Molecular diagnostics of botulism in
animals". Wyréznienie przyznane przez Komitet Mikrobiologii Polskiej Akademii

Nauk; Data i miejsce wyréznienia: 2009.11.28, SGGW w Warszawie.

Jako kierownik oraz wykonawca, Dr Tomasz Grenda uczestniczyl w okresie prawie 15 lat

SWojej pracy naukowej w realizacji 10 projektéw badawczych:

1.

Wykrywanie C. botulinum w paszach i zywnosci metodami biologii molekularnej.
Projekt Promotorski finansowany ze $rodkéw MNIiSW, rok: 2010 - 2012. Charakter
udziahy: doktorant 2. Badanija nad neurotoksynami botulinowymi w aspekcie
diagnostycznym. Projekt finansowany w ramach KNOW — Krajowy Naukowy O$rodek
Wiodacy, Konsorcjum Naukowe: »Zdrowe Zwierzg — Bezpieczna Zywnosé”. Projekt
przeznaczony na rozwdj potencjatu badawczego, rok: 2015-2017. Charakter udziatu:

wykonaweca.
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2. Opracowanie strategii wykorzystania alternatywnych zrodel biatka owadéw w Zywieniu

zwierzat umozliwiajace; rozwoj jego produkcji na terenie RP. Projekt ztozony wspolnie
z MRiRW w ramach programu "GOSPOSTRATEG" pt.: "Spoteczny i gospodarczy
rozwdj Polski w warunkach globalizujacych sig rynk6éw", rok: 2018-2021. Charakter
udziahi: wykonawca.

Tworzenie bazy genetycznej polskich szczepdw C. botulinum. KNOW - Krajowy
Naukowy Osrodek Wiodacy, Konsorcjum Naukowe: »Zdrowe Zwierze — Bezpieczna
Zywno$¢” — konkurs dla mlodych naukowcow, rok 2018-2019. Charakter udziahu:
kierownik.

Charakterystyka molekularna szczepOw z rodzaju Clostridium izolowanych z tresci
Jelitowej kurczat zywionych paszami z udzialem przetworzonego biatka owadziego.
Projekt realizowany w ramach programu ,,Miniatura 67, finansowany przez Narodowe

Centrum Nauki (NCN), rok 2022-2023. Charakter udziaty: kierownik.

Projekty badawcze wiasne realizowane w ramach dzialalnosci Panstwowego Instytutu

Weterynaryjnego - Paiistwowego Instytutu Badawczego w Pulawach:

6.

7.

Doskonalenie metod badania i oceny mikrobiologicznej pasz w odniesieniu do
Clostridium botulinum, rok: 2010-2011, charakter udziaty: wykonaweca.

Ocena jakosci kiszonek stosowanych w zywieniu zwierzat gospodarskich w Polsce w
aspekcie ich bezpieczefistwa mikrobiologicznego, rok: 2012-2015, charakter udziatu:
wykonawca.

Kukier E., Grenda T., Goldsztejn M., Kwiatek K., Jedziniak P, Wiéniewska—Dmytrow
H. Identyfikacja i ocena zagrozen biologicznych i chemicznych w kiszonkach
stosowanych w zywieniu zwierzat w Polsce, rok: 2016-2017, charakter udziahu:

wykonawea,

Pan dr Tomasz Grenda jest autorem 25 recenzji* prac ztozonych do publikacji w czasopismach

naukowych z bazy JCR oraz czasopismach spoza bazy JCR.

Kandydat brat réwniez udzial w wielu stazach podoktorskich, kursach i szkoleniach zaréwno

tych migdzynarodowych jak i krajowych:

STAZE ZAGRANICZNE (w latach 2016-2019)
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1.

07.05.2019 - 07.08.2019 . — Soil and Water Research Infrastructure, Biology Centre
CAS Na Sadkich 7, 370 05 Ceské Budgjovice, Czechy - trzymiesi¢czny staz
podoktorski;

2. 04.04.2016 — 03.10.2016 r. — Institute of Food Research, Norwich Research Park,

Colney, Norwich NR4 7UA, Wielka Brytania — szeSciomiesigczny staz podoktorski.

SZKOLENIA ZAGRANICZNE (w latach 2009-2017)

L.

12.2017 "EMBL-EBI resources and tools for genomics"; Organizator: EMBL-EBI,
Wellcome Genome Campus, Hinxton, Cambridgeshire, CB10 1SD, UK;

02.2012 Training course: "Short Term Mission" (Training on molecular biology and
microbiological techniques); organizer: EPIZONE, place of training: IZSLER, Brescia
(Italy);

10.2009 Training course:” Science Communication”; organized in the frame of Young
EPIZONE programme; place of training: Koldkaergaard Conference Center, Aarhus

(Denmark);

SZKOLENIA KRAJOWE (w latach 2008-2016)

1.

12.2016 Warsztaty i szkolenie pt.:"Zastosowanie techiki NGS (Next Generation
Sequencing) w mikrobiologii"; Organizator: Panstwowy Instytut Weterynaryjny - PIB
w Pulawach;

10. 2015 "Szkolenie dla oséb prowadzacych i nadzorujgcych do$wiadczenia na
zwierzgtach"; organizator: Polskie Towarzystwo Nauk o Zwierzetach Laboratoryjnych
- POLLASA;

10.2012 "Testy Komorkowe: metody i narzedzia do analizy odpowiedzi komorkowe;";
organizator: Promega oraz Panstwowy Instytut Weterynaryjny - Panstwowy Instytut
Badawczy w Putawach;

05.2012 "Sekwencjonowanie produktéw PCR, konstruowanie drzew filogenetycznych
1 ich interpretacja"; organizator: Paristwowy Instytut Weterynaryjny - Panstwowy
Instytut Badawczy w Pulawach;

10.2011 "Zapewnienie mikrobiologicznego bezpieczefistwa zywnosci - nowe techniki i
metody"; organizator: Argenta.

02.2008 " Izolacja RNA i badanie ekspresji"; organizator: Applied Biosystems oraz
Panstwowy Instytut Weterynaryjny - Panstwowy Instytut Badawczy w Pulawach:;
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10.

11.

12

13,

14.

15.

09.2008 "Liofilizacja - teoria i praktyka"; organizator: Christ, Donserv oraz Panstwowy
Instytut Weterynaryjny - Pafstwowy Intytut Badawczy w Putawach;

09.2008” Warsztaty Real - time PCR?”, organizator: Roche Diagnostics Poland.
08.2008 "Zarzadzanie Techniczne, walidacja metod i zapewnienie jakosci w
laboratorium mikrobiologicznym"; organizator: CE2 oraz Paristwowy Instytut
Weterynaryjny - Panstwowy Instytut Badawczy w Putawach;

06.2008 "Metody statystyczne w I i II linii sterowania Jakoscig", oganizator: Jan
Myszewski Consulting oraz Panstwowy Instytut Weterynaryijny - Pahstwowy Instytut
Badawczy w Pulawach;

04.2008  "Szczepy referencyjne i  badania bieglosci w  laboratorium
mikrobiologicznym"; organizator: LGC Standards oraz Pafistowy Instytut
Weterynaryjny - Panstwowy Instytut Badawczy w Pulawach;

03.2008 7500 Real — Time PCR System Basic Training”, organizator: AB Applied
Biosystems oraz Panstwowy Instytut Weterynaryjny - Panstwowy Instytut Badawczy w
Putawach;

03.2008 "Zarzadzanie jakoscig w laboratorium; materialy odniesienia i badania
bieglosci"; organizator: LGC Standards oraz Panstwowy Instytut Weterynaryjny -
Panstwowy Instytut Badawczy w Putawach;

03.2008 "Miedzynarodowe badania biegtosci i zarzadzanie Jjakoscia w nauce";
organizator: CE2 oraz Panstwowy Instytut Weterynaryjny - Panistwowy Instytut
Badawczy w Pulawach;

02.2008 “Real - Time PCR i technika HRM?”; organizator: Polygen, Corbett oraz
Panstwowy Instytut Weterynaryjny - Panstwowy Instytut Badawczy w Putawach.

Reasumujgc, oceniam Jednoznacznie pozytywnie aspekt aktywnosci Kandydata, dotyczgcy
jego osiggnieé dydaktycznych, organizacyjnych, popularyzujacych nauke oraz z zakresy
wspolpracy z podmiotami otoczenia zewnetrznego. Dotyczy to zaréwno poziomu naukowego
publikacji Kandydata, a takze aktywnosci konferencyjnej i projektowej. Wartym jest
podkreslenie udziah Dysertant w wielu projektach badawczych. Imponujacym jest réwniez
liczba stazy i pobytow naukowych w krajowych i zagranicznych jednostkach naukowych, ktére

pozwolity na udoskonalenie warsztaty naukowego i by¢ moze nawigzywaniu wspolpracy.

Ocena osiagnieé dydaktycznych
Dorobek dydaktyczny dr Tomasza Grendy, ktory wynika z miejsca pracy i wielu obowigzkow
stuzbowych nie jest zbyt doskonaty. Podkre§li¢ jednak nalezy, ze nie jest to gtéwny cel tego

23



rodzaju instytutow resortowych. W przedstawionym do recenzji autoreferacie Habilitant
przedstawia jednak informacje o osiggnieciach dydaktycznych w momencie rozpoczecia pracy
W Zakladzie Higieny Pasz PIWet-PIB w Putawach, biorac czynny udziat w opiece nad
praktykantami odbywajgcymi obowiazkowe praktyki studenckie wynikajgce z regulaminu
studiow. Z przedstawionych informacji wynika réwniez, ze sprawowat opieke nad mtodymi
pracownikami laboratorium Zak}ady Higieny Pasz oraz stazystami. Dr Tomasz Grenda W
ramach Wieloletniego Programu: Krajowy program  urzedowej kontroli w zakresie
bezpieczenstwa pasz, prowadzi wyklady szkoleniowe dla Inspektoréw Weterynarii. W ramach
Jjest wspotodpowiedzialny za coroczne szkolenia personelu laboratoryjnego skierowanego dla
laboratoriow urzgdowych (ZHW). Brat réwnics czynny udziat w prowadzeniu wyktadéw na
szkoleniach specjalizacyjnych skierowanych dla lekarzy weterynarii (Specjalizacja Nr 15,
Higiena zwierzat 1zeznych i zywnosci pochodzenia zwierzgcego). Na podstawie Uchwaty Rady
Naukowe;j, Pafistwowego Instytutu Weterynaryjnego-Paﬁstwowego Instytutu Badawczego w
Pulawach, jest promotorem pomocniczym przewodu doktorskiego mgr inz. Zbigniewa
Osinskiego, pt. »Substancje przeciwbakteryine w nawozach naturalnych i organicznych —

badanie i ocena ryzyka”

Powyzsze osiggniecia dydaktyczne pozwalajg na sugestie, ze dr. Tomasz Grenda jest aktywny
na polu dydaktycznym i wypetnia zadania przystugujgce samodzielnym pracownikom PIWet-
PIB w Putawach.

Whiosek konicowy

Stwierdzam, ze aktywno$¢ naukowa, a szczegolnie osiagnigcia naukowe | inne (dorobek
dydaktyczny, popularyzatorski, w tym wyrdzniajaca sie wspolpraca mi¢dzynarodowa) dr
Tomasza Grendy spelniajg w stopniu dobrym wszelkie kryteria okre$lone zgodnie z
Wymaganiami na podstawie art. 219 ust | Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie
wyzszym i nauce (Dz. U. z 2023 r. poz. 742.) i wnioskuje o nadanie dr. Tomaszowi Grendzie
stopnia naukowego doktora habilitowanego w dziedzinie nauk rolniczych, w dyscyplinie

weterynaria.

Prof. dr hab. Magdalez}a Gajecka

A AL U,
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