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RECENZJA
Rozprawy doktorskiej mgr inz. Kamili Beaty Muskalskiej pt. ,,Identyfikacja, serogrupy i geny
wirulencii L. monocytogenes izolowanych z zywnoéci i srodowisk pokrewnych”
wykonanej pod kierunkiem prof. dr. hab. Waldemara Dabrowskiego — promotor
dr inz. Barbary Szymczak - promotor pomocniczy
w Katedrze Mikrobiologii i Biotechnologii Stosowanej,
Wydziatu Nauk o Zywnosei i Rybactwa,

Zachodniopomorskiego Uniwersytetu Technologicznego w Szczecinie

Rodzaj Listeria sg to gramdodatnic pateczki szeroko rozpowszechnione w przyrodzie,
izolowane czesto z gleby, wody, roslin, sciekéw i odchodéw zwierzgeych.
Namnazajg sie w szerokim zakresie temperatur (z punktu widzenia bezpieczenstwa zywnoécl
wrzrost liczebnogci komérek w  trakcie przechowywania w warunkach chlodniczych
surowe6w, pdlproduktéw i produktow stanowi zagrozenie dla zdrowia i Zycia konsumentow),
przezywaja proces mrozenia i dtugotrwale okresy wysuszenia. Tolerujg znaczne stezenia soli
(nawet do 30% NaCl) i przezywaja w szerokim zakresie pH (5.0-9.0). Dodatkowg cechg jest
zdolnoéé do tworzenia biofilmu ktéry podnosi ich zdolnosci do utrzymania si¢ w srodowisku,
w tym rowniez w zywnosci. Ze wzgledu na szeroki wachlarz wystgpowania w Srodowisku
Listeria monocytogenes jest jednym z glownych patogenow przenoszonych droga
pokarmowa. Bakterie z gatunki Listeria monocylogenes sq przyczyng zatrué pokarmowych
o cigzkim przebicgu, szezegdlnie u 0séb z ostabionym systemem odpornosciowym. Zrodiem
kontaminacji paleczkami Listeria monocylogenes najezeiciej jest — zywnos¢, zar6wno
pochodzenia roslinnego jak i zwierzgcego zawierajagca powyzej 10° komérek w 1 g/ml
produktu. Zagrozenie jakie stanowi Listeria monocytogenes spowodowalo wprowadzenie

restrykeyjnych norm i rozporzadzen obowigzujagcych w Polsce 1 na swiecie. Za zatrucia



pokarmowe odpowiadaja nie wszystkie szczepy Listeria monocylogenes, a okreSlone
serotypy czy serogrupy tego gatunku. Diagnostyka palteczek Listeria monocytogenes
w oparciu o cechy biochemiczne i nie spelnia wymaganych oczekiwan. 7 uwagi na
narastajacy problem zwigzany z wlasciwg diagnostyka patogennych szczepow Listeria
monocytogenes w obrebie gatunku, jak rowniez z coraz czesciej pojawiajgcymi sig szczepami
atypowymi, a wirulencjg i serologig szczepdéw konieczne jest rozszerzenie podstawowych

badan diagnostycznych w oparciu o metody genetyczne i serologiczne.

Praca obeimujel67 stron wraz z tabelami, rysunkami, aneksem, spisem rycin oraz
pi$miennictwem, Podziat pracy na rozdzialy jest typowy i obejmuje: Wsigp, Cel pracy,
Materiaty, Metody, Wyniki badan, Dyskusj¢ wynikéw, Wnioski i stwierdzenia koncowe,
Piémiennictwo (brakuje streszczenie w jez. polskim i angielskim). Wyniki badaf
przedstawiono na 30 rycinach i w 45 tabelach. Zamieszczone przez Doktorantke zrodia
literaturowe obejmujg 261 pozycji, w tym 16 w jezyku polskim (9 pozycji cytowanych PN),
pozostate 245 pozycji to literatura obcoj¢zyczna, a 135 to prace z ostatniego dziesigciolecia.

Czgsé doswiadczalng poprzedza szeroko rozbudowany wstep, oparty na przegladzie
literatury gléwnie z ostatniej dekady, wprowadzajacy w  sposéb pelny, a rownoczesnie
syntetyczny w tematyke pracy. Autorka przedstawia w nim $wiatowe dane dotyczace
serotypéw izolowanych z réznych srodowisk, dane  epidemiologiczne, wirulencii
i identyfikacji w oparciu o metody biochemiczne i genetyczne.. Bogate pi$micnnictwo
z zakresu identyfikacji genetycznej L. monocytogenes $wiadezy o duzym zainteresowaniu
tematem, a mimo to dotychczas nie ustalono ktore z genéw gatunkowych powinny by¢
wykorzystywane w diagnostyce L. monocytogenes w kierunku patogennego szczepu.

W nurcic powyzszej problematyki mieéci si¢ bedgca przedmiotem recenzji praca

dysertacyjna Pani mgr inz. Kamili Beaty Muskalskiej.

Postawione hipotezy

I. Diagnostyka szczepéw Listeria monocytogenes jedynic na podstawie norm ISO nie
pozwala na przeprowadzenie wiarygodnej identyfikacji patogenu.

1I. Szczepy Listeria monocytogenes réznig sie potencjatem chorobotwérczym w zaleznosci
od ich typu serologicznego. Sugeruje to, ze stwierdzenie obecnosci — Listeria
monocytogenes W zywnosci bez okreslenia przynaleznosci do serogrupy nie powinno

by¢é podstawg do wykluczenia danej probki z handhu.



Do udowodnienia/wykluczenia postawionych hipotez Dokiorantka wytyczyla nastepujace

cele badar:

1. Porébwnanie skutecznos$ci  metod  biochemicznych 1 genetycznych stosowanych
w identyfikacji Listeria monocytogenes.

2. Klasyfikacja szczepdw Listeria monocytogenes wyizolowanych z zywnodcet i innych
srodowisk do poszczegolnych grup serotypowych za pomoca reakceji multipleks PCR.

3. Okreslenic zaleznosci pomigdzy wystgpowaniem serogrup Listeria monocytogenes a ich
pochodzenien.

4, Ocena potencjalu chorobotworczego grup serotypowych 1 seretypow Listeria
monocylogenes na podstawie identyfikacji glownych genow wirulencji.

5. Okreslenie zaleznoéci pomiedzy serotypami Listeria monocytogenes a genami wirulencii.

W rozdzialach: Materialy i Metody badan przedstawionych na 14 stronach, Doktorantka
podata w sposob bardzo szczegdtowy przygotowanie materiatu do badan w tym:

— pochodzenie stosowanych szczepéw izolowanych z réznych $rodowisk: zywnoéé, wymazy
z tusz, kat dzikich zwierzat, gleba.

— metody izolacji i identyfikacji: identyfikacje¢ wg PN, identyfikacje z zastosowaniem
podléz  chromogennych, identyfikacje testem Vitek-2 1 identyfikacjc metodami
genetycznym.

Na podkreslenie zastuguje bogaty, wymagajgcy duzego naklady sumiennej pracy materiat

badawczy ktory w liczbie 177 stanowily szczepy L. monocytogenes izolowane z rdznych

srodowisk.

Czes¢ doswiadezalna swiadezy o wyjagtkowym zaangazowaniu Doktorantki w realizacje
postawionych celow, szerokiej znajomosci zagadnienia zwigzanego z wydaniem orzeczenia
czy wyizolowany szczep L. monocytogenes posiada geny wirulencji czy nie?

Wryniki badan Doktorantka przedstawita bardzo dokladnie, analizujac kazda zaistniatg
sytuacie powstalg w trakcie przeprowadzanych badan. Kazdy wynik, kazde spostrzezenie,
uzyskane na podstawie wykonanych doswiadezen, uwarunkowanych wytycznymi
wynikajacymi z zalozonych zakresoéw badan, Doktorantka bardzo dokladnie analizowala.
Uzyskane dane liczbowe 2z badan zamiescita na 30 rycinach i w 45 tabelach w sposob nie
budzgcy (moim zdaniem) zastrzezen. Slowa uznania za pracowitosé, sumienno$c
i entuzjazm, jednym slowem za ,,wlozone serce” na kazdym etapie bardzo istotnych, dlatego

7e dotyczacych  bezpieczefistwa i zdrowia szerokiej populacji spoleczenstwa badan.



Doktorantka wytrwatodcia i sumiennoscia przeprowadzonych badan osiagneta postawiony cel

1 potwierdzita shusznos¢ wykonanych badan.

Dyskusje wynikéw Doktorantka przedstawita na 33 stronach, w sposéb swiadczacy
o bardzo szerokiej znajomosci zagadnienia. W sposdb wnikliwy poréwnata uzyskane wyniki
badan wiasnych z wynikami autoréw zajmujgcych si¢ tematykg badah  dotyczaca
modyfikacji identyfikacji szczepéw L. monocytogenes z uwagi na wysokie zagrozenie dla
zdrowia 1 zycia konsumenta. Whnikliwa identyfikacja ma réwniez duze znaczenie
w przetworstwie i przechowalnictwie Zzywnodci. Doktorantka wlgczyla sie w nurt weigz
toczacej si¢ dyskusji w kregach diagnostykéw, jakie cechy biochemiczne i genetyczne
powinny by¢ uwzgledniane przy wilasciwym okresleniu gatunku. Wynikami swoich badaf
moze uzupetni¢ wskazéwki o nastgpujace spostrzezenie: cytujg; ,,zastosowanie dwoch
markerow gatunkowych: profd i Imo0733, ktére wydaja si¢ by¢ najbardziej wiarygodnymi
identyfikatorami L .monocytogenes”.
Na podstawie przeprowadzonych badan Doktorantka przedstawila w pelni uzasadnione

whnioski.

Spostrzezenia/zapytania recenzenta
Pomimo duzej liczby wyizolowanych szczepéw (177) z roéznych srodowisk,
proponowatabym - odnoscie zywnodci- izolacj¢ z wigckszego zakresu zywnosci pochodzenia
ros$linnego, np. z warzyw, roznego rodzaju salat, z marchwi surowej orz z tusz zwierzgt
hodowlanych, z drobiu, $rodowisko: gleba, czy byt uwzgledniany sposéb nawozenia

(sztuczne nawozy, nawoz naturalny)
Czy moglaby Pani na podstawie rozleglej wiedzy — na ktorg wskazuja wykonane
badania, interpretacja uzyskanych wynikow i w sposéb ,,prowadzenia™ dyskusji - podaé
schemat szybkiej, a jednoczesnie jednoznacznej identyfikacji patogennych szczepow

L. monocyiogenes.

Ocena pracy
Zaprezentowana przez Doktorantke tematyka badan zastuguje na wysokie uznanie ze
wzgledu na bardzo szeroki zakres prowadzonych analiz, aktualnos¢ podjetej problematyki,
merytoryczne tredci 1 wartodei poznawcze. Zrealizowany przez Pania mgr inz, Kamile Beate

Muskalska i przedstawione w recenzowanej rozprawie doktorskiej problem badawczy
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dotyczacy szeroko pojetej identyfikacji szczepdw Listeria monocytogenes z uwzglednieniem
grup serotypowych 1 serotypdw okreslenie wystepowania gendéw wirulencji i zwrocenie uwagi
na atypowe szczepy jest konsekwencia dobrej znajomosei i doskonalej analizy wspolczesnego
pismiennictwa, umiejgtnosci zaplanowania i organizacji badan, a takze doboru odpowiednich
metod badawczych oraz przedstawienia i opisania uzyskanych wynikow i umiejgtnosci
wnioskowania. Na szczegOlne podkreslenie zastluguja badania ktérych wyniki mogg by¢
przyczyng, a nawet podstawg do poszerzonych o metody genetyczne sposoby identyfikacji
szezepOw patogennych co ma istotne znaczenie praktyczne.

Niezaleznie od zamieszczonych w recenzji uwag i spostrzezen, ktére nie umniejszajg
W najmnicjszym stopniu wartodci merytoryczne] pracy, oceniam rozprawe doktorska

Paui mgr inz. Kamili Beaty Muskalskiej jako oryginalng i tworczg.

Whniosek koricowy

Stwierdzam, ze praca doktorska pani mgr inz. Kamili Beaty Muskalskiej pt.; ,,Identyfikacja,
serogrupy 1 geny wirulencji L. monocytogenes izolowanych z Zywnosci i $rodowisk
pokrewnych” w pelni odpowiada warunkom stawianym rozprawom doktorskim zgodnie
7 rozdziatem o stopniach i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule naukowym w zakresie
sztuki z dnia 14 marca 2003 roku ( Dz, U. Nr 65 poz. 595 z p6Zniejszymi zmianami} i tym
samym przedkltadam Wysokiej Radzie Wydzialu Nauki o Zywnosci i Rybactwa,
Zachodniopomorskiego Uniwersytetu Technologicznego w  Szczecinie  wniosck
o dopuszczenie Pani mgr inZz. Kamili Beaty Muskalskiej do kolejnych etapéw przewodu

doktorskiego.




