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Recenzja

rozprawy doktorskiej pt.: ,, Wplyw czynnikow stresowych na wybrane cechy feno- i genotypowe
badanych szczepéw Listeria monocytogenes” wykonanej przez Pania mgr Natali¢
Wiktorczyk-Kapischke w Katedrze Mikrobiologii Collegium Medicum w Bydgoszczy,
Uniwersytet Mikolaja Kopernika w Toruniu. Rozprawe doktorska wykonano pod
kierunkiem dr. hab. inz Krzysztofa Skowrona, prof. ucz., z Katedry Mikrobiologii
Uniwersytetu Mikolaja Kopernika w Toruniu, oraz dr hab. inz. Ewy Waleckiej-Zacharskiej,
prof. ucz., z Katedry Higieny Zywnosci i Ochrony Zdrowia Konsumenta Uniwersytetu
Przyrodniczego we Wroclawiu

Badania majace na celu poznanie bakterii oportunistycznych egzogennych dla czlowieka sg
obecnie traktowane jako priorytetowe. Patogenne pateczki Gram-dodatnie z gatunku Listeria
monocytogenes, bgdace przedmiotem pracy doktorskiej, sg w ostatnich latach intensywnie badane
ze wzgledu na ich znaczace zdolnodci adaptacyjne oraz potencjalne zagrozenia zdrowotne dla
czlowieka i innych organizméw, wynikajace z powszechnego wystepowania tych bakterii w
otoczeniu, w tym w pokarmie, wodzie, gnijacej roslinnosci, organizmach zywych (np. ryby, ptaki
1 rézne ssaki), a takze w zakladach przetwdrstwa i produkeji Zywnosci. Paleczki Listeria Spp. g
poznawane m.in. pod kgtem chorobotwérczoscei, patomechanizmu zakazeni, czynnikow wirulencji,
zdolnosci adaptacyjnych i wptywu réznych czynnikéw, w tym stresowych, na ich cechy feno- i
genotypowe. Bakterie te moga by¢ czynnikiem etiologicznym zakazen pokarmowych
(nieinwazyjnej lub inwazyjnej listeriozy) u ludzi i u zwierzat oraz przyczyna réZnyéh powiktan, w
tym groznych dla zycia (np. sepsa czy zakazenie osrodkowego ukiadu nerwowego, zapalenie opon
mozgowych, itp.). Listerioza moze mie¢ bardzo zréznicowany i ciezki przebieg, nierzadko
powigzany z hospitalizacja pacjentéw. Skutkuje ona wysoka $miertelnoscig wérdéd chorych,
siggajacg nawet 30%. W 2021 r. zostala ona zakwalifikowana jako pigta najczescie] zglaszana
choroba odzwierzeca w Unii Europejskiej. Szczegélnie narazone sg osoby starsze, kobiety w
cigzy, noworodki i osoby z zaburzeniami funkcji uktadu immunologicznego. Do zagrozenia zycia
lub innych, powaznych konsekwencji zdrowotnych, dochodzi réwniez u pacjentow
nowotworowych, zwlaszcza poddawanych chemioterapii, u 0s6b po przeszczepach czy majacych

problemy z naduzywaniem alkoholu, narkotykéw lub innych uzywek.



Ocena pracy

Przedstawiona do oceny rozprawa posiada uklad typowy dla prac o charakterze dogwiadczalnym.
Stanowi ona zwarte opracowanie liczace lacznie 151 stron, sktadajace si¢ z dwunastu rozdzialéw
z podrozdziatami. Na poczatku rozprawy umieszczony zostat »Wykaz Uzywanych Skrotow”,
Wymienione w Spisie tresci czgsci pracy stanowia ,,Wstep”, ,,Hipoteza badawcza i cel pracy”,
,»Materiat i metody™, ,,Wyniki”, »Dyskusja”, ,,Wnioski”, ,,Streszczenie” w Jjezyku polskim oraz w
jezyku angielskim, nastepnie ,,Pi$miennictwo” zawierajace 301 pozycji, w tym 75 dokumentéw
lub publikacji z lat 2018-2023. W ukladzie rozprawy znajduja si¢ réwniez Spisy rycin (33 ryciny),
fotografii (4 fotografie) i tabel (21 tabel). Na koficu pracy zamieszczona zostala kopia zgody
Komisji Bioetycznej UMK w Toruniu na przeprowadzenie badan. Po Spisie tresci umieszczona
zostata informacja na temat artykutéw opublikowanych przez Panig Wiktorczyk-Kapischke we
wspblpracy z innymi autorami, w ktorych Doktorantka jest pierwszym autorem. W dwéch z tych
publikacji zawarte sg dane wykorzystane we Wstepie, kolejna wymieniona publikacja zawiera
cz¢$¢ wynikéw zamieszczonych w dysertacji. Fakt wykorzystywania przez Doktorantke podczas
pisania rozprawy doktorskiej trzech prac, ktorych jest wspotautorka, uwazam za szczegOlnie
istotny, tym bardziej, ze jedna z publikacji byta juz wielokrotnie cytowana. Dodatkowg warto$¢
stanowia réwniez informacje na temat pozyskiwania przez Panig Magister s$rodkow
finansowanych na realizacje prac badawczych zaréwno z grantOw przeznaczonych dla shuchaczy

studiéw doktoranckich jak i z Grant4NCUStudent.

We Wstepie Autorka szeroko oméwita dane literaturowe dotyczace bakterii z gatunku L.
monocytogenes oraz, w mniejszym zakresie innych gatunkéw rodzaju Listeria, w tym o nieznanym
w chwili obecnej wplywie na zdrowie czlowieka. Przedstawiona zostala charakterystyka tych
bakterii, z uwzglednieniem aktualnej wiedzy na temat wystgpowania L. monocytogenes m.in, w
zywnosci i w produktach réznego pochodzenia oraz ich zdolnosci adaptacyjnych i obronnych.
Bardzo dokladnie zostala omoéwiona epidemiologia, patogeneza oraz patomechanizm zakazefi
przez nie wywolywanych. Przekazane zostaty interesujgce dane na temat antybiotykoodpornogci,
zdolnosci tworzenia biofilmu, opornosci na rézne czynniki stresowe oraz ich plywu na L.
monocytogenes. Informacje te zostaly wzbogacone interesujgcymi i dopracowanymi rycinami,

ktére pozytywnie wplywaja na zrozumienie i poglebienie prezentowanych zagadnien.

W czgscei ,,Hipoteza badawcza i cel pracy” Doktorantka sprecyzowala i uzasadnita powody
podjgcia pracy badawczej na temat pateczek L. monocytogenes i zagrozen dla ochrony zdrowia
publicznego wynikajacych z mozliwosci szybkiej adaptacji tyéh bakterii do zmieniajacych sie
warunkow. Zwrocila uwage na mozliwe konsekwencje zwigzane m.in. z ich lekoopornosceig i

zdolnodcia wzrostu w strukturze biofilmu. Obok postawionej hipotezy i celu gtéwnego
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prowadzonych badan zostaty sformutowane trzy cele szczegélowe, dotyczace oceny podobiefistwa
genetycznego izolatow L. monocytogenes objetych badaniem, a nastgpnie wplywu wybranych
czynnikow stresowych na wzrost i przezywalno$é badanych szczepéw, zmiany cech
fenotypowych oraz poziom ekspresji genow sigB 1 agrd istotnych dla wezesnych etapéw adhezji

1 tworzenia biofilmu wzgledem genu referencyjnego gap.

Odpowiedzi na postawiong hipoteze miaty dostarczy¢ badania prowadzone zgodnie z metodyka
przedstawiong w czgéci ,,Material i metody”, w tym z wykorzystaniem réznych genetycznie
szczepow L. monocytogenes poddawanych dziataniu wybranych czynnikéw stresowych.
Przedstawione metody zostaly starannie przemyslane i dobrane do zakresu prowadzonych badan,

umozliwiajgc uzyskiwanie wiarygodnych i powtarzalnych wynikow,

Rozdziat ,,Wyniki” zostal starannie opracowany, wzbogacony wieloma rycinami, tabelami i
fotografiami. Pierwszy etap badan prowadzono na 80 izolatach L. monocytogenes pochodzacych
z kolekeji Katedry Mikrobiologii Collegium Medicum w Bydgoszczy, izolowanych wezesniej z
materiatu klinicznego oraz z zywnosci. W drugim etapie badania prowadzono na trzech
wybranych szczepach w wariancie kontrolnym (bez czynnika stresowego) oraz po ekspozycji na
warunki stresowe w celu okre$lenia ich wplywu na cechy fenotypowe (tworzenie biofilmu,
wrazliwos¢ na antybiotyki i zdolno$¢ do ruchu) oraz poziom ekspresji genéw sigB i agrAd
wzgledem genu gap. Oceniano wplyw stresu osmotycznego, kwasowego i zasadowego, niskiej
temperatury, cieplnego oraz cyklicznego zamrazania i rozmrazania, a takze niedoboru lub
nadmiaru skladnikéw odzywczych na namnazanie i przezywalno$§¢ badanych bakterii.
Zastosowanie duzej liczby izolatéw jednego gatunku pozwolito uzyska¢ wiarygodne i bardzo
istotne informacje na temat potencjalnych zachowan badanych bakterii w obecnosci réznych
czynnikow stresowych w otoczeniu, a tym samym na ich wzrost, przezywalnos¢, zdolnos$é wzrostu
w postaci biofilmu i inne cechy utrudniajgce zwalczanie tych oportunistycznych patogenéw, takie
jak np. opornos¢ na rézne czynniki fizyczne i chemiczne czy antybiotyki. Zastosowanie badan
molekularnych i ocena ekspresji genéw zwigzanych z czynnikami wirulencji i patomechanizmem
pozwolila oceni¢, co wplywa na adaptacje do warunkéw panujgcych w otoczeniu oraz ktére z
czynnikdw stresogennych mogg w zasadniczy sposéb oddziatywa¢ na zwigkszong wirulencje i
przezywalnos¢ bakterii tego gatunku w ekstremalnych warunkach oraz zmiany cech fenotypowych
i genotypowych. Oceniono czynniki, ktére sg powszechne w zakladach przetwérstwa
spozywczego, tj. wysoka (procesy dezynfekcji i sterylizacii) i niska temperatura (przechowywanie
produktéw w chiodniach), niskie pH (owoce), zasolenie (przemyst ryb wedzonych), czy niedob6r

skladnikéw odzywczych. Ekspozycja pateczek L. monocytogenes na czynniki stresowe



skutkowata zmianami cech fenotypowych i poziomu ekspresji genéw sigB i agrd, a w

konsekwencji zréznicowang przezywalno$cia w $rodowisku bytowania.

Do waznych spostrzezen nalezy to, ze pochodzenie bakterii nie determinuje ich zdolnosci
adaptacyjnych czy podatnosci na stres, a wynika z indywidualnych cech danego szczepu. Rézne
profile genéw determinujacych czynniki wirulencji i pochodzenie bakterii nie wyplywaty
bezposrednio z ich przynaleznoéci do okreslonej grupy serologicznej czy wrazliwosci na
antybiotyki. Za cenny ze wzgledow praktycznych uwazam wniosek, Ze niska dostepnosé
substancji pokarmowych nie ograniczata wzrostu badanych szczepéw L. monocytogenes,
natomiast ich nadmiar promowat wzrost badanych bakterii. Kolejnym cennym spostrzezeniem jest
wykazanie wyzszej tolerancji na warunki stresowe szczepow izolowanych z materiatu
klinicznego, co moze mie¢ znaczenie dla zrozumienia probleméw zwigzanych z przetrwalym

zakazeniem L. monocytogenes.

Podsumowanie

W trakcie czytania rozprawy zauwazylam pewne braki i niescistodci oraz bledy edytorskie,
stylistyczne, interpunkcyjne, drobne pomylki czy niezrecznodci jezykowe. Ponizej przedstawiam
niektére spostrzezenia i sugestie:

e W przypadku niektérych odczynnikéw i wykorzystywanego sprzetu brakuje bardziej
dokfadnych danych na temat ich wytwére6w lub producentéw, np. kraju, w ktérym jest
siedziba firmy lub linku do strony internetowej. Nie podano bardziej doktadnej informacji
na temat depozytoréw szczepdéw wzorcowych, w tym np. L. monocytogenes TW 41 z
Polskiej Kolekcji Mikroorganizmow.

e W Tabeli 7 (Wyniki) do 14 klastréw zostato przyporzadkowanych 46 izolatéw, w tekscie
wskazanych zostato 45 izolatow.

e Uwazam, ze przykladowe elektroforegramy produktéw amplifikacji (Fotografie 1-4) dla
badanych szczepéw mozna byto umiescié w czesci Metody.

e Pomimo, ze cala dysertacja dotyczy jednego gatunku bakterii, sugeruje, aby tytuly rycin,
tabel, schematéw konstruowaé w sposob umozliwiajgcy ich zrozumienie w sytuacji, gdy
bgda one przedstawiane jako odrgbne czesci, poza tekstem pracy (przyktady: np. ryciny
17, 25, lub 29, podobnie niektére tabele - np. 17, 18 lub19 — w tytule zabraklo informacji,
0 szczepy jakiego gatunku chodzi Autorce).

e Uwazam, ze tekst bylby bardziej czytelny, gdyby przed i po myslniku, poza wyrazeniami

wskazujacymi na zakresy wartosci, uzywana byta spacja (np. w wyrazeniach , K-materiat



kliniczny, L-tosos, W-wedliny, M-mrozonki warzywne” lub ,kolor czerwony-wzrost w
stosunku do wariantu podstawowego, kolor bialy-bez zmian”, itp.).

* Odnos$nie prezentacji wynikéw badai — przykladowo: Rycina 25 — po skrécie min w
rozumieniu czasu jako wielkosci fizycznej zostala uzyta kropka, tymczasem jednostki
miar, wag i innych wielkosci fizycznych powinny by¢ pisane bez kropki, nawet gdy nie
zawieraja ostatniej litery skracanego stowa; moze to réwniez zmieniaé znaczenie uzytego
skrotu (np. min = minuta, min. = minimum).

* Wniosek 2: czy zdanie ,Wykazano istotne statystycznie ....... wirulencji a ich
pochodzeniem” oznacza, ze ,,wykazano istotne statystycznie .....wirulencji” w zaleznosci
od ich pochodzenia?

e W Pismiennictwie nalezy ujednolici¢ sposéb pisania skroconych nazw czasopism (z

kropka lub bez), ponadto w poz. 176 (s. 132) nie podano roku wydania.

Uwagi, ktére zostaly przedstawione w tresci recenzji rozprawy doktorskiej Pani mgr Natalii
Wiktorczyk-Kapischke nie pomniejszaja merytorycznej wartosci oraz wysokiej oceny dysertacji
1 praktycznego znaczenia przedstawionych wynikéw oraz szacunku dla pracy, jaka zostata
wlozona w ich uzyskanie. Wystepujace w pracy niedociagnigcia nie zmieniajg wartosci
przedstawionych danych. Analizujac przebieg i wyniki rozprawy doktorskiej stwierdzam, ze
przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska jest wartosciowg monografia, zarbwno w aspekcie
naukowo-poznawczym jak i praktycznym. Doktorantka wykazala si¢ szeroks wiedzg i
wytrwatoscig oraz konsekwencjg w dazeniu do zrealizowania zatozonych celoéw. Wykonane
badania byly wielokierunkowe, prawidtowo zaplanowane i wymagaly umiejetnosci zastosowania
nowoczesnych technik badawczych oraz dobrej znajomosci pi$miennictwa. Dane przedstawione
W pracy zostaly bardzo szczegétowo opracowane i udokumentowane. Wyniki przedstawionych
badan wskazujg na niektore przyczyny przezywalnosci i opornosci na czynniki stresowe oraz
powody wystepowania szczepéw przetrwatych L. monocytogenes. Stanowig tym samym cenny
material Zrédlowy na temat chorobotwoérczosci tych bakterii. Tematyka dysertacji jest tez
bezposrednio powigzana z bezpieczefistwem i ochrong zdrowia publicznego, poniewaz moze mieé
wplyw na planowanie efektywnych procedur eradykacji i ograniczanie negatywnego
oddziatywania bakterii oportunistycznych w réznych obszarach zycia, W tym w przemysle
spozywczym i farmaceutycznym, w budynkach ochrony zdrowia czy uzytecznos$ci publiczne;.
Badania nad rozprzestrzenianiem tych bakterii, ich epidemiologia, wirulencja, patomechanizmem
i mozliwo$ciami zwalczania maja znaczenie nie tylko w poznawaniu samego drobnoustroju i
zagrozen zwigzanych z jego wystgpowaniem w otoczeniu czlowieka, zwlaszcza szczepow
wielolekoopornych, ale réwniez poméc w opracowywaniu wilasciwych algorytméw
diagnostycznych i epidemiologicznych oraz skutecznych schematow terapeutycznych, w tym w

5



okresleniu kierunkéw terapii spersonalizowanej. Z tych wzgledoéw dysertacj¢ doktorskg oceniam

jako warto$ciowa i cenna.

Podsumowanie

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska autorstwa mgr Natalii Wiktorczyk-Kapischke spelnia
wszystkie warunki okreslone w art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. roku ,,Prawo o szkolnictwie
wyzszym i nauce” (Dz.U. z 2021 r. poz. 478 z pdzn. zm.) i w zwigzku z powyzszym wnoszg do
Rady Dyscypliny Nauki Medyczne Collegium Medicum w Bydgoszczy Uniwersytetu im.
Mikotaja Kopernika w Toruniu o dopuszczenie pani mgr Natalii Wiktorczyk-Kapischke do
dalszych etapow postepowania o nadanie stopnia naukowego doktora.

Ponadto, w zwiazku z wysokim poziomem naukowym pracy oraz jakoscig wykonanych badan i
praktycznym zakresem uzyskanych wynikéw, wnioskuj¢ o wyréznienie dysertacji mgr Natalii
Wiktorczyk-Kapischke.

Z powazaniem,

Dr hab. Urszula Kosikowska, prof. UM
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