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RECENZJA
rozprawy doktorskiej mgr inz. Martyny Zielinskiej-Tadych
zatytulowanej
»Monitoring szczepow Listeria monocytogenes w surowcach, produktach i srodowisku
zakladow przetworstwa owocowo-warzywnego”

Promotor
dr hab. Anna Ligocka, prof. PBS
Politechnika Bydgoska im. Jana i Jedrzeja Sniadeckich
Promotor Pomocniczy
dr n. med. Katarzyna Grudlewska-Buda
Uniwersytet Mikotaja Kopernika w Toruniu

1. Podstawa opracowania recenzji

Recenzj¢ opracowano na podstawie zlecenia Przewodniczacego Rady Naukowej Dyscypliny
rolnictwo i ogrodnictwo Politechniki Bydgoskiej im. Jana i Jedrzeja Sniadeckich, prof. dr hab.
inz. Mirostawa Kobierskiego, z dnia 4 lipca 2023 roku (nr pisma WRiB.530.6.2019.16.2023).
Podstawe formalno-prawng opracowania recenzji rozprawy doktorskiej mgr inz. Martyny
Zielinskiej-Tadych pt.: ,,Monitoring szczep6éw Listeria monocytogenes w surowcach,
produktach i $rodowisku zaktadéw przetworstwa owocowo-warzywnego” stanowi Uchwata
nr 32/2022/2023 Rady Naukowej Dyscypliny rolnictwo i ogrodnictwo Politechniki Bydgoskiej
im. Jana i Jedrzeja Sniadeckich z dnia 29 czerwca 2023 roku.

2. Tematyka rozprawy doktorskiej

Bakterie z rodzaju Listeria wystepuja w przyrodzie powszechnie. Szerokie spektrum ich
tolerancji na czynniki fizykochemiczne sprawia, ze sa w Srodowisku wszechobecne. Kontakt
cztowieka z w/w bakteriami moze nastgpowaé za posrednictwem gleby, wody, Sciekow,
odchoddéw zwierzat czy zanieczyszczonych roslin. Sposrdd kilkunastu gatunkow, najwigksze
zagrozenie dla cztowieka stanowig pateczki L. monocytogenes, zdolne do pokonywania trzech
gtéwnych barier w ludzkim organizmie: bariery jelitowej, bariery tozyskowej i bariery krew —
moézg. Obecno$¢ tego gatunku stwierdza si¢ m.in. w mleku i produktach mlecznych, migsie
i produktach migsnych oraz warzywnych. Wedtug danych RASFF (ang. Rapid Alert System for
Food and Feed, Krajowy System Wczesnego Ostrzegania Niebezpiecznej Zywnosci) z 2017
roku, gatunek ten byl drugim, pod wzgledem czestotliwosci wystepowania, patogenem
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obecnym w zywno$ci przetworzonej. Spozycie zywnosci zawierajacej L. monocytogenes niesie
powazne ryzyko wystapienia listeriozy, zapalenia zotadka i jelit, zapalenia opon moézgowych,
posocznicy, a takze wewnagtrzmacicznych infekcji u ciezarnych kobiet czy poronien. Listerioza
zostala uznana za najbardziej $miertelng chorobg¢ odzywnos$ciowa wywotang przez patogeny
jelitowe ($miertelnos¢ 30%). Co wiecej, w ostatnich latach liczba zakazen na listerioze,
skutkiem spozycia zywnos$ci skazonej L. monocytogenes, sukcesywnie rosnie. Tendencji
niniejszej sprzyja wzrost zainteresowania konsumentow zywnos$cig typu RTE (gotowej do
spozycia), a takze niewlasciwie przygotowywanie lub przechowywanie zywnosci.

Bezpieczenstwo zywnosci jest obecnie jednym z najwazniejszych obszaré6w majacych
wpltyw na zdrowie i1 zycie czlowieka. Jego zapewnienie wymaga kontroli w calym cyklu
produkcyjnym. Poczawszy od surowca, poprzez linie technologiczne, az do gotowego produktu
nalezy dazy¢ si¢ do ograniczenia ryzyka mikrobiologicznego skazenia. Przedstawione
informacje potwierdzaja konieczno$¢ monitorowania obecno$ci L. monocytogenes na kazdym
etapie produkcji artykutow spozywczych. Obecnie, wyeliminowanie pateczek z tancucha
zywieniowego stanowi ogromne wyzwanie zarowno dla praktykow, jak i badaczy. Podjecie
zatem przez Autorke rozprawy tematu zwiazanego z monitoringiem szczepoéw Listeria
monocytogenes w surowcach, produktach i Srodowisku zaklad6w przetwoérstwa owocowo-
warzywnego, uwazam za wysoce uzasadnione.

3. Ogolna charakterystyka i ocena formalna rozprawy doktorskiej

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska zostata napisana na Wydziale Rolnictwa
i Biotechnologii Politechniki Bydgoskiej im. Jana i Jedrzeja Sniadeckich przez mgr inz.
Martyne Zielinska-Tadych. Promotorem niniejszej rozprawy jest dr hab. Anna Ligocka, prof.
PBS, natomiast promotorem pomocniczym dr n. med. Katarzyna Grudlewska-Buda.

Celem gtownym ocenianej pracy byla realizacja monitoringu zaktadéw przetworstwa
owocowo-warzywnego pod katem wystepowania pateczek Listeria monocytogenes. Badaniom
poddane zostaly probki srodowiskowe z dwoch zakladow, a takze surowce i produkty.
Probki w znacznej ilosci pochodzity z wymazoéw linii technologicznych, elementow i
powierzchni niemajacych bezposrednio kontaktu z przetwarzang zywno$cia oraz §wiezych
surowcOw 1 produktow. Najmniejsza iloS¢ stanowity probki z produktow mrozonych.
Pobierany materiat badano pod wzgledem fenotypowych i genotypowych cech bakterii, co
posrednio miato wptyngé na poprawe stanu srodowiska produkcyjnego i zywnosci, a tym
samym na zmniejszenie ryzyka zachorowania konsumentow.

W pracy postawiono pi¢¢ hipotez badawczych o nastepujgcej tresci:

H1: Zaré6wno surowce, produkty, jak i srodowisko zaktadow przetwodrstwa owocowo-
warzywnego sg miejscami bytowania bakterii Listeria monocytogenes.

H2: Potencjalnym Zrddlem transmisji bakterii na terenie zaktadow przetworczych sa
surowce i pracownicy.

H3: Bakterie wykazuja zdolno$¢ do tworzenia biofilmu, a zastosowane S$rodki
antymikrobiologiczne ograniczajg powstanie tej struktury oraz eliminujg wytworzony biofilm.

H4: Bakterie sa wrazliwe na $rodki dezynfekcyjne stosowane w zaktadach przetworczych,
antybiotyki i biologiczne czynniki antybakteryjne.

H5: Wigkszo$¢ wyizolowanych bakterii nalezy do serotypow najczesciej wywotujacych
listerioze 1 posiada geny zlokalizowane na gtownych wyspach patogenicznosci.

Probki pobrane w okre§lonym w pracy przedziale czasowym (w tacznej ilosci 320)
poddano sekwencji odpowiednich analiz. W pierwszej kolejnosci wyizolowano 1 okreslono
przynalezno$¢ gatunkowa izolatow Listeria spp. Wykonano oznaczenie ich serotypow oraz
wystepowania genow kodujgcych wybrane czynniki wirulencji. Celem wskazania drog
transmisji bakterii na terenie monitorowanych zaktadow przetworczych, okreslono rowniez
stopien podobienstwa genetycznego izolatow. Nastepnie przeprowadzono ocen¢ wrazliwosci
drobnoustrojéw na wybrane czynniki antybakteryjne, w tym nizyne, lizozym, bakteriofagi.
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W ramach prac badawczych okreslono rowniez zdolnos$ci szczepdw do tworzenia biofilmu oraz
zweryfikowano wplyw czynnikéw antybakteryjnych na proces jego formowania i eradykacje
btony biologicznej. W podsumowaniu badan przeprowadzono ocene antybiotykoodpornosci
szczepOw L. monocytogenes oraz weryfikacje wptywu wybranych §rodkow dezynfekcyjnych,
majacych skutecznie ogranicza¢ rozwdj i transmisje bakterii.

Przyjety tok prac badawczych oceniam jako logiczny i wlasciwie zaplanowany.
Autorka pracy konsekwentnie dazyta do uzyskania petnych odpowiedzi dla sformutowanych
hipotez. Postgpowanie niniejsze stworzylo mozliwo$¢ poszerzenia zarowno praktycznych, jak
1 naukowych zasoboéw informacji w podjetym temacie.

W pracy przedstawiono szczegotowy wykaz 1 sklad wykorzystanych podtozy
hodowlanych, odczynnikéw, sprzetu laboratoryjnego, oprogramowania komputerowego, jak
rowniez stosowanych technik i procedur. O bardzo dobrym warsztacie badawczym mgr inz.
Martyny Zielinskiej-Tadych $§wiadczy znaczne i umiejetne wykorzystanie w pracy, obok
klasycznych metod mikrobiologicznych, nowoczesnych metod biologii molekularnej.

Stwierdzam, ze przedstawiona do oceny praca zawiera wszystkie wymagane
elementy rozprawy doktorskiej oraz ma charakter naukowo-badawczy.

4. Zawartos¢ rozprawy doktorskiej i ocena merytoryczna

Rozprawa doktorska mgr inz. Martyny Zielinskiej-Tadych zostata wydana w formie
monografii i liczy 106 ponumerowanych stron dwustronnie zadrukowanych i oprawionych.
Zawiera tekst zasadniczy z 4 fotografiami, 2 rycinami, 9 rysunkami i 30 tabelami, sktadajacy
si¢ ze Wstepu (oznaczonego jako rozdziat 1) oraz 6 gléwnych rozdziatéw (Przeglad
pisSmiennictwa, Cele pracy i hipotezy badawcze, Materialy i metody, Wyniki, Dyskusja,
Whioski, zajmujgcych 87 stron. Dodatkowo przedstawiona do recenzji dysertacja zawiera spis
206 pozycji biograficznych mieszczacy si¢ na 15 stronach, a takze streszczenie w jezyku
polskim 1 angielskim (4 strony). Uklad pracy jest prawidtowy, z zachowaniem wlasciwych
proporcji poszczegdlnych rozdziatlow oraz zgodny z ogolnie przyjetymi, dla tego typu prac
naukowych, zasadami. Przydatnym w interpretacji wynikow oraz w studiowaniu pozostatych
rozdzialow bylby wykaz oznaczen i skrotow z objasnieniami, zamieszczony na poczatku
pracy. Dobrze jednak, Ze objasnienia te znalazty swoje miejsce w tekscie (cho¢ nie wszystkie)
oraz pod odpowiednimi tabelami. Warto byto rowniez (cho¢ nie jest to kwestia obligatoryjna),
wprowadzi¢ wykaz fotografii, rycin, rysunkow i tabel.

Rozdzial 1. WSTEP (s. 11-12) W tej czesci pracy Doktorantka scharakteryzowata
nastepstwa zwigzane z wystepowaniem bakterii z rodzaju Listeria w przyrodzie i ich
potencjalnym wptywem na zdrowie czlowieka. Ponadto wskazata §rodowisko ich bytowania,
podkreslajac niebezpieczenstwo wynikajace z obecnosci pateczek L. monocytogenes
w artykulach spozywczych. Poprzez informacje zawarte we wstepie Autorka rozprawy
udowodnila zasadnos¢ realizacji badan w kierunku wykrywania i eradykacji Listeria spp., ze
szczegblnym uwzglednieniem L. monocytogenes oraz konieczno$¢ ich monitorowania.
Wskazata réwniez, ze nowoczesne metody molekularne oraz serologiczne sg szybsze, bardziej
czule 1 specyficzne w wykrywaniu bakterii chorobotwdrczych w przetworzonej zZywnosci,
w porownaniu metodami klasycznymi.

Rozdzial 2. Stanowi PRZEGLAD PISMIENNICTWA (s. 13-41) odnoszacy si¢ do
podstaw literaturowych rozwazanych w rozprawie doktorskiej aspektow. Omawiana cze$¢
pracy zostata podzielona na cztery rozdziaty gtowne, w wigkszosci (poza najkrotszym trzecim
rozdziatem) zawierajace, obok tekstu wprowadzajacego, tres¢ uporzadkowang w odpowiednich
podrozdziatach. Wprowadzony przez Autorke podzial omawianych zagadnien logicznie
i poprawnie organizuje tre$¢, w mysl zasady ,,od ogotu do szczegétu”, tworzac jasny ciag
myslowy. Przeglad piSmiennictwa oparto w znacznej mierze na zagranicznych doniesieniach
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literaturowych, w wiekszosci pochodzacych z ostatniej dekady. Niewatpliwa jego zaleta sa
ujete przez Doktorantke liczne szczegolowe i praktyczne informacje z zakresu zagadnien
zwigzanych z rozprawa. Nalezy podkreslic réwniez, ze analizowany rozdziat pracy
doktorskiej, podobnie, jak pozostata jej cze$¢ zostat napisany staranng, poprawng polszczyzna,
z zachowaniem zasad interpunkcji. Stosowana nomenklatura, obowiazujaca w obszarze
podjetej tematyki badawczej, jest prawidlowa.

Filarami przegladu piSmiennictwa, opracowanego przez Panig mgr inz. Zielinskg-Tadych, sg
nastepujace  rozdziatly:  Charakterystyka  Listeria  monocytogenes, Wystepowanie
L. monocytogenes w srodowisku 1 zywnosci, Metody zwalczania biofilmu, Metody wykrywania
Listeria monocytogenes w Srodowisku produkcyjnym zywnosci, zawierajagce miedzy innymi
szczegdtowe informacje dotyczace bakterii L. monocytogenes. Autorka pracy opisuje
srodowisko zycia w/w bakterii, charakteryzuje jej szczeg6lng zdolno$¢ do przetrwania
i namnazania. Wskazuje, ze L. monocytogenes, jako organizm psychrotolerancyjny, stanowi
powazne zagrozenie dla zdrowia publicznego i przemystu. Kluczowym w tej kwestii pozostaje
fakt, ze przechowywanie zywnos$ci w warunkach chlodniczych oraz jej mrozenie, bedace
najbardziej powszechnymi metodami konserwowania, nie stanowia skutecznej bariery,
eliminujacej analizowany patogen z zywnosci. W poszczegdlnych podrozdziatach
przedstawione zostaly informacje zwigzane z genotypem i serotypami bakterii z gatunku
Listeria monocytogenes, mechanizmami wirulencji L. monocytogenes, co jest bardzo istotne,
poniewaz badana bakteria jest zdolna do pokonywania trzech gtdéwnych barier w ludzkim
organizmie i moze wnika¢ do roznego typu komorek niefagocytujacych oraz przemieszczac si¢
w tkankach. Na kolejnych kartach pracy doktorskiej zaprezentowane zostaly informacje
dotyczace m.in. zagadnien zwigzanych z: wystgpowaniem L. monocytogenes w $srodowisku
1 zywnos$ci, metodami zwalczania biofilmu oraz metodami wykrywania L. monocytogenes
w $rodowisku produkcyjnym zywno$ci. Za szczegllnie wartoSciowa cze$¢ przegladu
piSmiennictwa uwazam omowienie metod ograniczania rozwoju L. monocytogenes w
zywnosci pochodzenia roslinnego oraz srodowisku produkcyjnym zywnosci. W pierwszej
kolejnosci Doktorantka opisata klasyczne metody mikrobiologiczne (metody hodowlane), ktére
pomimo niew3atpliwej czaso- 1 pracochtonnosci pozostaja metodami pierwszego wyboru.
Nastepnie przedstawita molekularne metody, ktdre zapewniajaC najwyzszy stopien precyzji, Z
roku na rok zyskujg coraz wigksze zainteresowanie wsrod badaczy 1, jak podkreslita Autorka,
coraz czesciej Uzyskuja certyfikaty walidacji, stajac si¢ alternatywa dla metod
konwencjonalnych. Wsréd metod molekularnych, w kolejnych podrozdziatach, krotko
scharakteryzowano: metody oparte na amplifikacji DNA, Multiplex PCR, Real-Time PCR
(PCR w czasie rzeczywistym), RT-PCR (ang. Reverse Transcription-PCR), NASBA (ang.
Nucleic Acid Sequence-Based Amplification), LAMP, (ang. Loop Mediated Isothermal
Amplification) oraz wykrywanie polimorfizmu pojedynczych nici DNA. Autorka rozprawy nie
omieszkata wspomnie¢ rowniez o metodach hybrydyzacyjnych i szybkich testach. Rozdzial
trzeci przegladu piSmiennictwa, czyli metody zwalczania biofilmu, jest zdecydowanie
najubozszym w tre$¢, a zarazem dane literaturowe. W tej czeSci brakuje odniesien
literaturowych do fragmentéw tego wymagajacych, przyktadowo: ,,Udowodniono, ze
eliminacja biofilmu L. monocytogenes najtatwiejsza jest.....[?]”. Niektore fragmenty tego
rozdzialu nalezaloby uzupelni¢ 0 merytoryczne wyjasnienia (z podaniem zrodta), np.:
,Jednakze niektore zwigzki chemiczne stymuluja rozw6j opornosci drobnoustrojow, dlatego
nadal poszukuje si¢ naturalnych $rodkow antymikrobiologicznych...”. W omawianym
rozdziale, w mojej opinii brakuje réwniez bezposredniego nawigzania do aktualnie
prowadzonych badan nad metodami zwalczania biofilmu (za wyjatkiem lakonicznej wzmianki
w ostatnim zdaniu).

Za nieco slabsza strone przegladu pisSmiennictwa omawianej rozprawy doktorskiej,
zobligowana jestem wskaza¢ rowniez znikomg ilo$¢ schematoéw czy rysunkow obrazujacych
omawiane czynniki 1 zalezno$ci. Rysunek 1 (,,Czynniki wplywajace na skazenie surowcoOw
roslinnych L. monocytogenes [Miceli i Setani, 2019]”) bytby znakomita forma przekazu
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kluczowych dla podjetego problemu informacji, lecz jego staba czytelnosé/jakos¢ znacznie
utrudnia interpretacje. Z drugiej jednak strony, wysoko oceniam opracowane przez
Doktorantke liczne i czytelne tabele, ktore wlasciwie porzadkuja informacje we fragmentach
tego wymagajacych.

Reasumujac, Autorka rozprawy dokonala krytycznego i szerokiego przegladu literatury
w podjetym temacie, co potwierdza Jej znaczaca i ugruntowang wiedze, a takze Swiadczy
o bardzo dobrym przygotowaniu do realizacji przyjetych celow badawczych.

Rozdzial 3. (s. 42-43) dotyczy sformutowania CELOW PRACY I HIPOTEZ
BADAWCZYCH. W rozdziale niniejszym przedstawiony zostal cel gléwny, cztery cele
szczegbtowe oraz pie¢ hipotez badawczych, ktore zostalty potwierdzone w wyniku
przeprowadzonych w ramach pracy badan. Ta decydujaca o prawidlowej i skutecznej realizacji
pracy badawczej czg$¢ dysertacji, zostala omoéwiona wczesniej, w pkt 3 recenzji. Nawigzujac
do mojej pozytywnej opinii, uznaje sformutowanie celu gtéwnego oraz celow szczegdtowych
rozprawy za poprawne, a postawione hipotezy za adekwatne zarowno do podjetego tematu
pracy doktorskiej, jak i ustalonych celow.

Rozdzial 4. (s. 44-61) przedstawia MATERIALY I METODY, jako dwa kolejne
rozdziaty wskazanej czgéci pracy. Metodyka pracy zostata przedstawiona w sposob prawidtowy
i klarowny, zgodnie z obowigzujacymi zasadami metodologii badan naukowych.

Material badawczy stanowity probki surowcow (warzyw), produktow (mrozonek,
sokow 1 surowek) oraz wymazy z linii produkcyjnych, pobierane na terenie dwoch zaktadow
przetworstwa owocowo-warzywnego, potozonych w wojewddztwie kujawsko-pomorskim.
Probki pobierano w okresie od marca do lipca (zaktad A) oraz od lipca do listopada (zaktad B)
2019 roku. Lacznie zgromadzono 320 prébek, w ktorych stwierdzono obecnos$é bakterii
z rodzaju Listeria. Szczepem wzorcowym wykorzystanym przez Doktorantke do analiz
mikrobiologicznych z zastosowaniem metod dPCR (identyfikacja rodzajowa i gatunkowa
bakterii z rodzaju Listeria) oraz RAPD (ocena podobienstwa genetycznego izolatow L.
monocytogenes) byt Listeria monocytogenes ATCC® 7644™ (ang. American Type Culture
Collection). Kontrolg dodatnig reakcji PCR w ocenie potencjatu wirulencji stanowit DNA
szczepu L. monocytogenes IW 41 z Polskiej Kolekcji Mikroorganizmoéw. Szczepy wzorcowe
w badaniu serotypdéw izolatow bakteryjnych stanowity szczepy CIP104794, CIP105449,
CIP105448 oraz CIP78.38 (ang. Collection of the Institut Pasteur). Autorka pracy wykonata
namnozenia i wstepna identyfikacji szczepow Listeria spp. W tym celu zostaty wykorzystane
zostaly podtoza rekomendowane w PN-EN 1SO 11290-1:1999/A1:2005 i pdzniejszej PN-EN
ISO 11290-1:2017-07. Otrzymane izolaty o potwierdzonej przynaleznosci gatunkowej
posiewano na podtoze state tryptonowo-sojowe lub zawieszano w bulionie BHI 1 mrozono,
w celu przeprowadzenia kolejnych badan. W rozdziale dotyczacym materiatow, Doktorantka
zamie$cita takze wykaz pozostatych odczynnikéw 1 drobnego sprzetu laboratoryjnego,
a takze krotko omowila zastosowane oprogramowanie komputerowe.

Wykorzystane rodzaje metod wraz z analizg statystyczna, relatywnie szczegdtowo oraz
w kolejnosci zgodnej z realizacja badah zostaly opisane przez Autorke w jedenastu
podrozdziatach, nalezacych do czg¢sci Metody.

W pierwszym podrozdziale Metod Autorka rozprawy opisata sposob okreslenia przynalezno$ci
rodzajowej i gatunkowe;j izolatow (wstgpne namnazanie w bulionie pot-Frasera, inkubacja oraz
przeszczepianie probek o charakterystycznym wybarwieniu na podloze state ALOA).
W drugim podrozdziale krotko omoéwiono izolacje DNA bakteryjnego, ktorg wykonano
stosujac metode kolumienkowg. W dalszej kolejnosci przedstawiono analiz¢ roznicowania L.
monocytogenes od pozostatych Listeria spp., polegajaca na rozdziale elektroforetycznym
produktow reakcji dupleks-PCR. Okreslenie pokrewienstwa genetycznego 74 izolatow, jako
kolejny, logiczny krok w badaniach, przeprowadzono metoda RAPD (ang. Random
Amplification of Polimorphic DNA, Przypadkowa Amplifikacja Polimorficznego DNA), zostat
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oméwiony W podrozdziale czwartym. Celem ustalenia przynaleznosci do serogrup, jak
w dalszej cze$ci rozdzialu wskazuje Autorka, postluzono si¢ procedura opracowang przez
naukowca Doumitha 1 jego zespot badawczy, zgodnie z ktdrg badaniu poddano probki, bedace
przedstawicielami grup filogenetycznych, wyltonionych na podstawie dendrogramu.
Podrozdziat sz6sty poswigcono omowieniu wykrywania gendw kodujgcych wybrane czynniki
wirulencji technika multipleks PCR, przy uzyciu ktérej wykrywano obecno$¢ u badanych
szczepoOw L. monocytogenes 10 genow kodujacych nastepujace czynniki wirulencji: biatko
FbpA (fopA), fosfolipazy (plcA i plcB), listeriolizyny O (hlyA), internaliny (inlA i inlB), biatko
powierzchniowe (actA), adhezyny (iap), metaloproteazy (mpl) oraz czynnik regulujgcy
zjadliwosc¢ (prfA). Badaniu poddano probki reprezentujace grupy filogenetyczne, wylonione na
podstawie dendrogramu. W podrozdziale sidmym przedstawiono jeden z bardziej kluczowych
dla recenzowanej dysertacji doktorskiej test, dotyczacy wptywu trzech substancji
przeciwdrobnoustrojowych: nizyny, lizozymu i bakteriofaga metoda mikroplytowa, celem
okreslenia ich MIC (minimalnego stezenia hamujacego) oraz MBC (minimalnego stezenia
bakteriobdjczego) dla szczepow L. monocytogenes. Informacje zawarte w podrozdziale
6smym, adresowanym okresleniu zdolnoS$ci szczepow L. monocytogenes do tworzenia biofilmu
oraz wplywu roznych czynnikow na ten proces, zostaty uporzadkowane w trzech czesciach,
zatytulowanych kolejno: (1) okreslenie zdolno$ci do tworzenia biofilmu (A. w hodowli bakterii
na agarze z czerwienig Kongo oraz B. metoda mikroptytkowa), (2) wpltyw nizyny, lizozymu
i bakteriofaga na wytwarzanie biofilmu, (3) ocena wptywu nizyny, lizozymu i bakteriofaga na
eradykacje wytworzonego wczesniej biofilmu. W podrozdziale niniejszym istotne informacje
zostaty przekazane w sposob rzeczowy i skrupulatny. Kolejna czg¢$¢ rozdziatu, raportujacego
rodzaje zastosowanych w dysertacji metod, odnosi si¢ do oceny antybiotykoodpornosci.
Oporno$¢ izolatow na antybiotyki oceniano przy zastosowaniu metody krazkowo-dyfuzyjnej
oraz w oparciu 0 Tabele interpretacji wartosci granicznych minimalnych stezen hamujgcych
(MIC) oraz wielkosci stref zahamowania wzrostu (wersja 11.0, obowigzujaca od 1.01.2021 r.).
Przedostatni, dziesiaty podrozdzial dotyczy okreslenia wplywu wybranych $rodkow
dezynfekcyjnych. Zawarte w nim, a takze w pozostalych czesciach analizowanego
rozdzialu, liczne tabele sa nos$nikiem czytelnych, informacji i stanowia wazny element
niniejszego opracowania. Ostatni fragment rozdziatu ,,Metody” dotyczy analizy statystycznej
wynikow.

Nieznaczace dla zawarto$ci merytorycznej uchybienia, na ktore ogoélnie chciatabym zwroci¢
uwage, to: brak wyjasnienia skrotow niektorych substancji chemicznych (np. bulion BHI, bufor
TBE), brak odniesien do literatury (np. podrozdziat 4.2.6, 4.2.7., 4.2.10, 4.2.11), brak pelnych
danych niektorych producentéw odczynnikow czy sprzetu laboratoryjnego.

Kwestie, ktore w mojej opinii nalezaloby opatrzy¢ w dodatkowe wyjasnienia, zostaly ujete
w nastepujacych pytaniach:

1. str. 47. ,,2. Pozostale: posadzka, skrzynie z warzywami, drobny sprz¢t, myjka na buty, kratka
sciekowa, szczotki na buty, kurtka, spodnie, buty, §luza myjaco-dezynfekujaca, zsyp, schody, woda do
ptukania warzyw.”

Z jakich przyczyn analizowana byta woda do ptukania warzyw?

2. str. 54. Przetestowano wpltyw trzech réznych substancji przeciwdrobnoustrojowych: nizyny,
lizozymu i bakteriofaga metoda mikroptytowa”

Co bylo przestanka wyboru wskazanych substancji przeciwdrobnoustrojowych do realizacji
prac badawczych?

3. str. 59. ,,Tabela 19. Srodki dezynfekcyjne testowane w badaniach”

Czy zwigzki przedstawione w tabeli 19 przeznaczone sg do ogodlnej dezynfekcji obiektow
1 elementow produkcyjnych zywno$¢?

Rozdzial 5. (s. 62-79) stanowi prezentacie WYNIKOW prac badawczych
zrealizowanych przez Doktorantk¢. Rozdzial niniejszy zostal podzielony na dziewigé
podrozdziatéw, korelujacych z zadaniami badan przedstawionymi w metodyce. Kolejno
zaprezentowano wyniki dotyczace: (1) okreslenia przynalezno$ci rodzajowej i gatunkowe;j
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izolatow, (2) roznicowania szczepow L. monocytogenes od pozostatych Listeria spp. metoda
dupleks-pcr, (3) okreSlenia pokrewienstwa genetycznego izolatow, (4) serogrupowania
szczepow bakteryjnych, (5) wykrywania gendéw kodujacych wybrane czynniki wirulencji
technika multiplex pcr, (6) okreslenia MIC 1 MBC czynnikow antybakteryjnych
z wykorzystaniem metody mikroptytkowej, (7) okreslenia zdolno$ci szczepow L.
monocytogenes do tworzenia biofilmu bakteryjnego i wptywu réznych czynnikow na ten
proces, (8) oceny antybiotykoodpornosci szczepéw L. monocytogenes, (9) okreslenia wptywu
wybranych $§rodkéw dezynfekcyjnych. Uzyskane rezultaty opracowano w sposob jasny
1 syntetyczny, z wykorzystaniem dostgpnych narzedzi do analizy i wizualizacji danych. Opisy
tabel, wykresow i rysunkow nie budzg zastrzezen. Niewielka uwaga dotyczy wykresow:
zmiana wielko$ci czcionki, czy stosowanie wyrdznien bold zdecydowanie utatwitoby
weryfikacje przedstawionych zalezno$ci.
Prezentacja otrzymanych wynikéw badan stanowi cenne Zrédlo usystematyzowanej
wiedzy — poczawszy od mozliwosci skutecznej identyfikacji bakterii L. monocytogenes, przez
potencjalne drogi ich transmisji i patogennosci wobec cztowieka, po metody zwalczania przy
zastosowaniu m.in. wybranych antybiotykéw i sSrodkéw dezynfekcyjnych.
Pytania, ktore kieruj¢ do niniejszej czeSci pracy zamieszczone sg ponizej:

1. str. 65. ,,Stwierdzono, ze izolaty nalezgce do szczepow 1 i 6 pochodzity wytacznie z wymazow
z linii produkcyjnej, natomiast izolaty nalezace do szczepow 2, 9, 10 i 11 pochodzily wylacznie
z mrozonych produktow i nie stwierdzono ich obecnosci w innych badanych probkach. Szczepy 3, 4, 7,
8 1 12 obejmowaty izolaty pochodzace z wymazow i mrozonek, co moglo sugerowac, ze bakterie L.
monocytogenes obecne na powierzchniach zaktadu przedostaty si¢ do mrozonek. W przypadku szczepu
5 izolaty pochodzity zaré6wno z wymazow ze Srodowiska zaktadu, jak i §wiezych surowcow
1 produktow, na podstawie czego nalezy wnioskowac¢, ze doszto do transmisji bakterii z surowca do
srodowiska zaktadu lub ze srodowiska zaktadu do produktu. Izolaty w obrgbie szczepu 13 pochodzity
z surowcow 1 mrozonek, co wskazuje na mozliwg transmisje L. monocytogenes z surowca do produktu.”
Czy podana analiza moze $wiadczy¢ o nieodpowiedniej dezynfekcji monitorowanego zaktadu
przetworczego? Po jakim czasie mrozonki byly pobierane do badan, od momentu ich
wyprodukowania?
2. str. 75. ,W wyniku oceny wplywu wybranych substancji antybakteryjnych: nizyny, lizozymu
1 bakteriofaga stwierdzono, ze wszystkie substancje wykazywaty wpltyw na eradykacje wytworzonego
wczesniej biofilmu, zarowno w warunkach 37°C jak i 20°C”
Czy na tym etapie badan Autorka pracy potrafitaby wyjasni¢, dlaczego $rodki dezynfekujace
nie sg catkowicie skuteczne?

Rozdzial 6. (s. 80-85) prezentuje wnikliwg DYSKUSJE uzyskanych wynikow,
odnoszacy si¢ do rezultatow badan przeprowadzonych przez innych naukowcow, o zblizonej
tematyce. Autorka rozprawy doktorskiej w swoich rozwazaniach powotata si¢ na literaturg
o zasi¢gu krajowym i migdzynarodowym.

Niniejszy rozdzial pracy, Pani mgr inz. Martyna Zielinska-Tadych zaprezentowata w sposob
korespondujacy z wcze$niej omoOwionymi wynikami pracy. W pierwszym akapicie
Doktorantka przypomniala ogoélne informacje zwigzane z wystgpowaniem pateczek
L. monocytogenes, drogami rozprzestrzeniania si¢ tych bakterii w zaktadach oraz aktualnymi
problemami nabywania przez nie opornosci na powszechnie stosowane §rodki dezynfekcyjne
I antybiotyki. W kolejnych fragmentach Autorka nawigzata do wynikéw kolejno uzyskiwanych
w badaniach wtasnych, interpretujac je i prowadzac analiz¢ pordwnawcza z osiggnigciami
innych naukowcow, a takze objasniajac mechanizmy oraz warunki przebiegu istotnych
procesoOw (np. zakazenia L. monocytogenes, formowania biofilmu). Omawiana czes$¢
opracowania zostala sformulowana konstruktywnie i bardzo przejrzyscie, co pozwolilo na
latwe wylonienie nastepujacych, przewodnich dla dysertacji sformulowan:

1. ,,Za glowny wektor zakazenia wskaza¢ nalezy §wieze surowce, za posrednictwem ktorych
chorobotworcze bakterie rozprzestrzenity si¢ na terenie obu monitorowanych obiektow.”
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2. ,,Wysoka patogennos$¢ bakterii jest Scisle skorelowana z wystepowaniem okreslonych genow
wirulencji (...). W toku przeprowadzonych badan stwierdzono, ze najwigkszy odsetek badanych
szczepow (30,8%) posiadal nastepujace geny kodujace czynniki wirulencji: fbpA, hlyA, plIcA, plcB,
actA, inlB, iap, prfA (...).”

3. ,Istotnym czynnikiem zwigkszajacym ryzyko wtornego skazenia zywnos$ci jest zdolnos¢
pateczek L. monocytogenes do formowania biofilmu. (...). Zebrane wyniki pozwalaja jednak
wnioskowac, ze zastosowane czynniki antybakteryjne (czyt. nizyna, lizozym, bakteriofaga ListexTM
P-100) istotnie przyczynity si¢ do ograniczania biofilmu L. monocytogenes w wickszosci badanych
przypadkow (...).”

4. ,.Zjawisko antybiotykoopornosci jest coraz czesciej obserwowane we wspotczesnej medycynie i
weterynarii (...). W badaniach wilasnych wykazano, ze 30,7% szczepoéw charakteryzowato si¢
opornos$cig na wszystkie zastosowane antybiotyki.”

5.,,W przeprowadzonych badaniach stwierdzono, ze najskuteczniejszymi srodkami w ograniczaniu
rozwoju L. monocytogenes byty srodki z rodzaju chlorowcow oraz zwigzkoéw utleniajacych.”

6. ,Na podstawie przeprowadzonych badan nalezy stwierdzi¢, ze =zabiegi czyszczenia
1 dezynfekcji surowcow roslinnych nie sa wystarczajace, aby skutecznie ograniczy¢ transmisje L.
monocytogenes (...) Mozna zatem wnioskowac, iz monitoring mikrobiologiczny prowadzony w
zakladach przetworczych moze stanowi¢ skuteczne narzedzie (...). Konieczne jest takze
systematyczne badanie cech fenotypowych i genotypowych L. monocytogenes (...).”
Podsumowujac, rozdzial Dyskusja oceniam jako bardzo dobrze napisana cze$¢ rozprawy
doktorskiej, dajaca Swiadectwo wysokiego poziomu dojrzalosci naukowej Pani mgr inz.
Zielinskiej-Tadych.

Rozdzial 7. (86-87) stanowiag WNIOSKI, ktére w obecnej formie uwazam za nazbyt
obszerne. Podstawa wnioskow w rozprawie doktorskiej powinny by¢ osiagnigcia badawcze,
stanowigce odniesienie do celow pracy i hipotez badawczych. Potwierdzam, Zze zaréwno
w tresci pracy, jak i we wnioskach odnotowatam jednoznaczne dowody realizacji celow
i potwierdzenia postawionych hipotez. Niemniej wnioski mogltyby ulec niewielkiemu
skroceniu i/lub przeformutowaniu. Whniosek nr 1 jest zasadniczo powieleniem fragmentu
metodyki badawczej. Z kolei wnioski nr 6 i 7, z jednej strony sg bardzo do siebie podobne, z
drugiej niespdjne — uwazam, ze ich potgczenie byloby korzystniejszym. We wnioskach, nie
odnotowalam réwniez wyraznego podkreslenia osiagnie¢¢ pracy, w tym istniejagcych w niej
elementéw nowosci naukowe;.

Rozumiem jednak, ze konsekwencja Autorki w utrzymaniu pewnego schematu
formutowania/porzadkowania tresci, mogta przetozy¢ si¢ na sposéb prezentacji wnioskow.

Prosze, aby Autorka recenzowanej pracy doktorskiej, w trakcie obrony zwiezle
odpowiedziata na zadane pytania i odniosta si¢ do typowo merytorycznych uwag. Wskazane,
nieliczne uchybienia, jak m.in.: brak wykazu skrotow, pelnych danych niektorych
odczynnikow/sprzgtu, brak wybranych odniesien do literatury przedmiotu, staba jako$¢
niektorych rysunkow czy potknigcia edycyjne (przyktadowo: str. 16 ,to roéznego typu
komorek”, str. 33 ,,pobdr probek powinien obywac sie”, str. 62 ,,do gatunki”), nie umniejszaja
merytorycznej wartosci pracy, ktorg oceniam wysoko. Wyrazam nadzieje, ze sformulowane
przeze mnie uwagi pozwolg uniknaé¢ pewnych nieprawidtowosci na etapie przygotowywania
publikacji lub materiatow konferencyjnych.

5. Ocena koncowa

Recenzowana praca doktorska dotyczy monitoringu szczepow Listeria monocytogenes
w surowcach, produktach i $rodowisku zakladoéw przetworstwa owocowo-warzywnego.
Rozprawe niniejszg charakteryzuje rzetelnos¢ i kompleksowe podejscie do problemu
eradykacji Listeria spp. ze srodowiska zaktadow przetworczych.
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Efektem polgczenia wiedzy i doswiadczenia Doktorantki z zakresu mikrobiologii,
biologii molekulamej i technologii Zywnosci, jest odkrycie i sformutowanie bardzo
interesujgcych dla podjgtego tematu kwestii. Autorka wykazala si¢ umiejetnosciami
samodzielnego planowania oraz realizacji badan naukowych, a takze duzym potencjatem
analitycznym oraz dojrzatosciag w prezentacji i ocenie uzyskanych wynikow.

Przedstawione w rozprawie doktorskiej wyniki zawierajg szereg elementow noszacych
znamiona nowosci naukowej. Do najwazniejszych osiggnie¢ pracy zaliczy¢ nalezy: (1)
wskazanie potencjalnych drog transmisji bakterii na terenie zakladéw przetwdrezych, (2)
oznaczenie serotypow izolatow Listeria spp. oraz wystepowania genéw kodujacych wybrane
czynniki wirulencji, (3} zdefiniowanie wrazliwos$ci badanych szczepéw na dziatanie czynnikow
antybakteryjnych, takich jak nizyna, lizozym, bakteriofagi oraz wptywu tych czynnikéw na
wytwarzanie i eradykacje biofilmu, a takze (4) ustalenie opormosci szczepow L. monocytogenes
na wybrane antybiotyki, w tym m.in. meropenem.

Rozprawa wnosi nowe wartosci poznawcze { wykazuje istotne cechy aplikacyjne dla
problematyki zwigzanej z poprawa stanu $rodowiska produkcyjnego i Zywnosci, a tym samym
zmniejszeniem ryzyka zachorowania konsumentow.

Biorgc pod uwage walory naukowe, poznawcze oraz aplikacyjne recenzowanej rozprawy
doktorskiej zatytulowanej ,,Monitoring szczepéw Listeria monocytogenes w surowcach,
produktach i Srodowisku zakladdw przetwdrstwa owocowo-wargywnego” jednoznacznie
stwicrdzam, Ze spcimia ona wymagania okrc$lone w art. 13, ust. 1 stawianc rozprawom
doktorskim zawarte w Ustawic z dnia 14 marca 2003 roku o stopniach i tytule naukowym oraz
o stopniach i tvtule w zakresie sztuki (Dz. U. z 2017 r. poz, 1789), art. 179 Ustawy z dnia 3
lipca 2018 r. Przepisy wprowadzajqce ustawe — Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U.
poz. 1669) oraz wnioskuj¢ o dopuszczenie mgr inz. Martyny Tadych-Zielinskiej do publicznej
obrony przed Radyg Dyscypliny rolnictwo i ogrodnictwo Politechniki Bydgoskicj im. Jana
i Jedrzeja Sniadeckich.
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